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BEZERRA, Vanessa. A fitorremediacéo atenua os efeitos do cadmio e do niquel
no teledsteo neotropical Prochilodus lineatus? 2021. 98 f. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

O cadmio (Cd) e o niquel (Ni) sdo metais que causam preocupacdo como
contaminantes ambientais, pois ambos podem provocar diversos efeitos toxicos em
organismos aquaticos. A fitorremediacdo através da macrofita aquatica Lemna minor
se mostra como uma possivel alternativa para o tratamento de ecossistemas
aguaticos contaminados por metais. Desse modo, é de suma importancia avaliar se
esse tipo de tratamento atenua os efeitos subletais observados em organismos
aguaticos devido a presenca de metais como o Cd e o Ni. Portanto, esse trabalho teve
como objetivo avaliar se os efeitos subletais observados em Prochilodus lineatus
devido a sua exposicdo aos metais Cd e Ni, isolados ou em mistura, sdo atenuados
na presenca da macrdfita aquatica L. minor. Para isso, foram realizadas exposi¢oes
de 96 h ao Cd na concentracdo de 20 pg L%, ao Ni na concentracdo de 1,5 mg L?, e
a mistura destes dois metais, na presenca ou auséncia de L. minor. Ao final de todas
as exposicdes, foram coletadas amostras de diferentes tecidos de P. lineatus para
comparar a resposta de varios biomarcadores entre 0s animais expostos aos metais
na presenca ou auséncia de L. minor sobre a superficie da agua. Foram avaliados a
bioacumulacdo de Cd e Ni, concentragcdo de metalotioneinas, a frequéncia de
micronucleo e alteracbes eritrociticas nucleares (AENs), a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE), parametros hematoldgicos e plasmaticos, além da
atividade de enzimas de transporte ibnico e danos histoloégicos nas branquias. A
exposicao ao Cd isolado na auséncia de L. minor provocou bioacumulacdo em varios
tecidos, alteragOes na atividade da AChE, reducdo na atividade de enzimas de
transporte ibnico na branquia, além de desbalancos i6nicos. A exposi¢cdo ao Ni ha
auséncia das macréfitas também provocou bioacumulacdo e desbalancos idnicos,
bem como a inducdo de metalotioneinas, um aumento do indice de alteracbes
histologicas na branquia e um aumento da frequéncia de AENs. Os peixes expostos
a mistura de metais na auséncia de L. minor apresentaram todos os efeitos subletais
observados nas exposi¢cdes aos metais isolados, além de um aumento na glicemia. A
fitorremediacdo evitou o acumulo de metais em alguns tecidos de P. lineatus, a
hiperglicemia, além de alteracdes na atividade da AChE e na frequéncia de AENS.
Entretanto, danos histolégicos nas branquias, desbalancos ibnicos e a
bioacumulagdo, principalmente nas brénquias, nao foram atenuados pela
fitorremediacdo. Portanto, conclui-se que a fitorremediacdo de 96 h mediada pela
macrofita aquatica L. minor atenuou parcialmente os efeitos subletais provocados em
P. lineatus devido a exposi¢cao aos metais Cd e Ni. Estudos futuros seriam importantes
para avaliar se todos esses efeitos subletais poderiam ser mitigados com periodos de
remediagao maiores.

Palavras-chave: bioacumulacdo de metais; biomarcadores; mistura de metais;
neurotoxicidade; osmorregulacao.



BEZERRA, Vanessa. Does phytoremediation attenuate cadmium and nickel
effects on the neotropical teleost Prochilodus lineatus? 2021. 98 p. Dissertation
(Master’s degree in Biological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2021.

ABSTRACT

Cadmium (Cd) and nickel (Ni) are metals that cause concern as environmental
contaminants, because both of them induce various toxic effects on aquatic organisms.
Phytoremediation mediated by the aquatic macrophyte Lemna minor is a possible
alternative for the treatment of aquatic ecosystems contaminated by metals. Therefore,
it is extremely important to assess whether this type of treatment attenuates the
sublethal effects caused by exposure to metals, such as Cd and Ni. Thus, this study
aimed to assess if the sublethal effects observed in Prochilodus lineatus due to Cd and
Ni exposure, individually or in combination, are attenuated in the presence of the
aquatic macrophyte L. minor. For this purpose, 96 h exposures to 20 ug L of Cd, 1.5
mg L of Ni and to the mixture of these two metals, in the presence or absence of L.
minor, were performed. At the end of all exposures, samples of different tissues of P.
lineatus were collected to compare the response of different biomarkers between
animals exposed to metals in the presence or absence of L. minor on the water surface.
We evaluated Cd an Ni bioaccumulation, metallothionein concentration, micronuclei
and erythrocytic nuclear abnormalities (ENA) frequency, acetylcholinesterase (AChE)
activity, hematological and plasmatic parameters, besides to the activity of ionic
transport enzymes and histological damage in the gills. The exposure only to Cd in the
absence of L. minor caused bioaccumulation in several tissues, changes in AChE
activity, reduction in the activity of gill ionic transport enzymes and ionic imbalances.
Exposure only to Ni in the absence of macrophytes also caused bioaccumulation and
ionic imbalances, in addition to metallothionein induction, an increased ENA frequency
and morphological changes in the gills. Fish exposed to the metal mixture in the
absence of L. minor showed all the sublethal effects observed in the exposures to
single metals, besides to an increase in plasmatic glucose. Phytoremediation could
prevent metal bioaccumulation in some tissues of P. lineatus, as well as
hyperglycemia, changes in AChE activity and ENA frequency. However, morphological
changes in the gills, ionic imbalances and bioaccumulation, especially in the gills, were
not mitigated by phytoremediation. Therefore, we conclude that a 96-h
phytoremediation mediated by the aquatic macrophyte L. minor partially attenuated the
sublethal effects caused in P. lineatus due to Cd and Ni exposure. Future studies would
be important to assess whether all these sublethal effects could be mitigated with
longer remediations.

Key words: biomarkers; metal bioaccumulation; metal mixture; neurotoxicity;
osmoregulation.
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1. APRESENTACAO

Este trabalho esta organizado de forma a atender as normas do Programa de
Pés-Graduacgdo em Ciéncias Bioldgicas, para a defesa de dissertacdo. Primeiramente,
ha uma introducao geral para contextualizacdo do tema abordado neste trabalho, bem
como 0s objetivos gerais e especificos, além da hipotese levantada pela autora. Em
seguida esté o capitulo 1, que se refere ao manuscrito gerado a partir do projeto de
pesquisa desenvolvido. Este capitulo esta formatado de acordo com as normas para
submissdo ao periédico Aquatic Toxicology (fator de impacto: 4,344). Por fim, sédo
apontadas as conclusdes gerais da dissertacdo. Informacfes suplementares do
manuscrito estdo disponiveis nos apéndices e, em anexo, encontram-se as normas

para submissdo ao periddico Aquatic Toxicology.
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2. INTRODUCAO GERAL

2.1 METAIS cOMO CONTAMINANTES DO AMBIENTE AQUATICO

A &gua é um recurso indispensavel para a sobrevivéncia de todos os
organismos. Porém, este recurso tem se tornado cada vez mais limitado,
principalmente nos ecossistemas de agua doce, devido a contaminagéo
proporcionada por atividades humanas (Carolin et al., 2017).

Nesse contexto, 0s metais chamam atencdo como um dos principais
contaminantes presentes no ambiente aquatico, sejam eles essenciais ou nao
essenciais (Nikinmaa, 2014). Os metais essenciais sao necessarios em baixas
concentracdes, para o funcionamento do metabolismo dos seres vivos, mas podem
se tornar toxicos quando excedem niveis fisioldgicos. Os metais ndo-essenciais, por
sua vez, ndo participam de nenhum processo fisioldgico e podem ser toxicos mesmo
em baixas concentragdes (Wood, 2011). Esses compostos podem entrar no ambiente
por meio de fenbmenos naturais, como erupg¢des vulcanicas ou intemperismo de
rochas (Igbal et al., 2019), porém, existem indicios de que 0s ecossistemas sofrem
pela liberacdo antrépica de metais desde o inicio da civilizacdo humana (Couture e
Pyle, 2011).

No entanto, a contaminagao por metais nao foi um problema em grande escala
até o inicio da Revolucao Industrial no século XVIII. A partir desse periodo, atividades
como a mineracdo e a fundicdo de metais se intensificaram, de modo que a
contaminacgao por metais se tornou uma ameaca ao meio ambiente (Couture e Pyle,
2011).

Atualmente, as atividades humanas que mais promovem a contaminagéo por
metais, além da mineracao e industria de fundicdo de minério, incluem: lancamento
de efluentes domésticos, consumo de combustiveis fésseis, incineracao de residuos
soélidos, producao de energia, uso de fertilizantes, dentre outros (Nikinmaa, 2014; Igbal
et al., 2019). O grande consumo e o0 descarte incorreto de produtos eletrénicos
também representam uma fonte de contaminacdo por metais, principalmente em
paises como o Brasil, onde ndo h& tecnologia para a completa reciclagem de lixo
eletronico (de Oliveira et al., 2012).

Quando atingem o ambiente aquatico, os metais podem se adsorver a particulas

e formar complexos inorganicos insolaveis, que provavelmente serdo depositados
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sobre o sedimento. No entanto, os metais também podem permanecer na coluna
d’agua enquanto ligados a matéria organica dissolvida, ou simplesmente na forma de
ions livres (Couture e Pyle, 2011).

Quando os organismos aguaticos sdo expostos ao ambiente contaminado, os
ions metalicos dissolvidos podem ser captados principalmente pelos epitélios
presentes em superficies de trocas e absorcdo, como branquias e trato
gastrointestinal. Como estes tecidos sdo muito vascularizados, 0s metais sao
rapidamente distribuidos a outros 6rgéos, se acumulando e provocando efeitos toxicos
(Nikinmaa, 2014). Nesse cenario, a poluicdo por metais representa um grande
problema para a fauna aquéatica, que ainda precisa de solugdo (Nakbanpote et al.,
2016).

2.2 BIOMARCADORES

Apds a exposicdo a um contaminante, 0s organismos apresentam primeiramente
respostas nos menores niveis de organizacao bioldgica, ou seja, ocorrem mudancas
moleculares, celulares e fisiolégicas (Fig. 2.1). Alteracbes nessa escala podem
futuramente provocar efeitos morfolégicos e comportamentais, e até mesmo atingir
niveis biolégicos mais altos, provocando efeitos irreversiveis em populaces e

comunidades (LOpez-LOpez e Sedefio-Diaz, 2015).

Figura 2.1 — Efeitos que a exposicdo a um contaminante pode provocar nos diferentes
niveis de organizacgédo bioldgica. Fonte: Adaptado de Mussali-Galante et al., 2013.
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Desse modo, avaliar alteracbes subindividuais apds a exposicdo a um
contaminante pode ser uma estratégia efetiva para deteccao de efeitos toxicos. Estas
alteragbes atuam como um sinal de alerta, antes que ocorram danos irreversiveis a
populacées e comunidades no ambiente natural (LOpez-Lopez e Sedefio-Diaz, 2015).

Neste sentido, estudos ecotoxicoldgicos utilizam diversos biomarcadores, para
avaliar os riscos que um contaminante representa aos organismos expostos. Esses
biomarcadores podem ser definidos como alteragbes moleculares, bioquimicas,
celulares, fisiolégicas ou comportamentais que podem ser mensuradas em nivel
individual ou subindividual, e que fornecem evidéncias da exposi¢cao de um organismo

a um ou mais contaminantes (Depledge, 1993).

2.2.1 Biomarcadores Osmo-l6nicos, Hematoldgicos e Metabdlicos

Por serem hiperosmaéticos em relacdo ao meio em que vivem, os teledsteos
dulcicolas enfrentam diversos desafios fisiolégicos, como a perda de ions por difusédo
e a entrada de 4gua por osmose. Para manter a sua osmolaridade esses animais
liberam um grande volume de urina diluida e captam ions ativamente pelas branquias
(Evans et al., 2005; Bradley, 2009; Hwang, 2011).

Os metais de maior importancia para o funcionamento do metabolismo sdo o
sodio (Na*), potassio (K*), célcio (Ca?*), magnésio (Mg?*), ferro (Fe?*), cobre (Cu*) e
zinco (Zn?*). Os ions Na* e K*, por exemplo, precisam estar em concentracdes
adequadas para a conducdo de impulsos nervosos (Nikinmaa, 2014). O Ca?* é um
elemento importante na contracdo muscular, na composi¢ao do esqueleto 6sseo, além
de operar como mensageiro secundario intracelular (Brix et al., 2017). O ferro, o cobre
e o0 zinco fazem parte de diversas proteinas e/ou atuam como co-fatores enzimaticos
em muitos tecidos (Wood, 2011).

Para captar todos esses ions (além de outros macro e micronutrientes nao
citados), os peixes possuem transportadores e proteinas especificas na membrana
plasmatica das células ricas em mitocondria (CRM) nas branquias (Fig. 2.2). A Na*/K*
ATPase (NKA) é a principal enzima que regula os gradientes de sodio e potassio entre
0s meios intra e extracelular (Hill et al., 2012). A regulacdo das concentracdes de
calcio ocorre principalmente por meio de canais de Ca?*, trocadores Na*/Ca?* e pela
enzima Ca?* ATPase (CaATP) (Hwang, 2011).

Todavia, deve-se destacar que 0s processos envolvidos na manutencdo do

equilibrio &cido-basico também estéo intimamente ligados a osmorregulacdo, uma vez
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gue os ions Na* e CI sdo constantemente trocados por H* e HCOs, respectivamente.
Neste contexto, a enzima anidrase carboénica (AC) possui um papel fundamental, pois
ela catalisa a reacdo de hidratacdo do COg2, resultando na formacdo do acido

carbonico, que se dissocia em H* e HCOs™ (Gilmour e Perry 2009).

Figura 2.2 - Principais transportadores idnicos presentes nas CRM branquiais de
teledsteos dulcicolas. Os cilindros azuis indicam canais; os circulos verdes indicam
transportadores que necessitam de ATP; os hexagonos amarelos indicam trocadores
gue nao necessitam de ATP; o retangulo cinza representa a enzima anidrase
carbonica. Fonte: Baseado em Marshall, 2002.
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Exposicdes agudas e cronicas a metais podem afetar diretamente todos esses
transportadores, provocando desequilibrios ibnicos, alteracdes no equilibrio acido-
basico e consequentemente, comprometendo a salde dos animais (Nikinmaa, 2014;
Amiard-Triquet et al., 2015). Uma vez que as branquias estdo continuamente em
contato com 0 meio externo, as enzimas deste tecido se mostram ainda mais sensiveis
a exposicao a metais, em comparacao a outros tecidos. Desse modo, alteracdes na
atividade da NKA e da CaATP branquiais podem ser utilizadas como sinal de alerta
para possiveis disfunc¢des ibnicas mais graves (Atli e Canli, 2011).

Além de desequilibrios ibnicos, a exposi¢cdo a metais pode provocar danos

estruturais no tecido branquial, reduzindo a captagéao de oxigénio (Bjerregaard et al.,
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2015). Como consequéncia podem ocorrer alteracbes em parametros hematolégicos,
como uma resposta de compensacédo, uma vez que a proteina hemoglobina, presente
no interior dos eritrocitos, € a principal responsavel pelo transporte de O2 na corrente
sanguinea (Harter e Brauner, 2017). Os metais também podem inibir o processo de
eritropoiese ou provocar danos diretamente aos eritrécitos, acelerando o processo de
hemolise dessas células, o que resultaria num quadro de anemia nos organismos
expostos (Witeska, 2015).

Outro efeito que pode ser provocado pela exposi¢cdo a metais € a resposta de
estresse. Trata-se de uma resposta estereotipada, comumente desencadeada nos
vertebrados quando um organismo enfrenta condicbes em que 0S mecanismos
fisioldgicos usuais ndo conseguem manter a homeostase (Schreck et al., 2016).

Essa resposta se inicia pela liberagdo das catecolaminas, adrenalina e
noradrenalina, além do cortisol, um corticosteroide. Estes hormonios alteram o padrao
de distribuicdo do oxigénio e de moléculas que atuam como fonte de energia, como a
glicose. Estes recursos sao entdo disponibilizados em maior quantidade para os
tecidos, a fim de que o organismo supere a condicdo de estresse (Schreck et al.,
2016).

Dessa forma, a resposta de estresse provoca algumas alteracdes fisioldégicas
caracteristicas (Fig. 2.3), como o aumento da glicemia, precedida pela quebra das
reservas de glicogénio hepatico. Assim, a glicose se mantém prontamente disponivel
para a musculatura esquelética (Schreck et al., 2016). Também ocorre uma maior
disponibilizacdo de eritrocitos na corrente sanguinea, o que aumenta a eficiéncia do
transporte e distribuicdo do oxigénio no organismo (Reid, 2011).

Outra resposta caracteristica em peixes é o aumento do aporte sanguineo nas
branquias, para maior captacdo de O2. No entanto, este aumento na perfusao
branquial pode provocar prejuizos ao processo de osmorregulacéo, devido ao maior
influxo de dgua para o meio interno e a perda de ions para o meio externo (Reid, 2011,
Wendelaar Bonga, 2011). Neste contexto, o cortisol tem um papel importante na
manutenc¢ao do equilibrio hidromineral, induzindo a diferenciagédo de CRM branquiais
e 0 aumento da atividade de enzimas envolvidas no transporte i6nico (Wendelaar
Bonga, 2011).

Considerando todos estes fatores, o0 aumento da glicose plasmatica pode ser
uma importante indicagcdo de uma resposta de estresse. Além disso, a avaliacao de

parametros sanguineos como a concentracdo de hemoglobina, nimero de eritrécitos
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e hematocrito se mostram como bons biomarcadores para avaliar o estado geral de
salude dos peixes, uma vez que estes parametros podem se alterar devido a resposta

de estresse e/ou exposi¢ao a metais.

Figura 2.3 - Esquema das principais alteracoes fisioldgicas que ocorrem em peixes
durante uma resposta de estresse. CRH = hormonio liberador de corticotrofina; ACTH
= hormonio adrenocorticotréfico.f: aumento ou maior atividade; f{ = indica que
pode ocorrer tanto 0 aumento quanto a reducao. Fonte: Adaptado de Schreck et al.,
2016.
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2.2.2 Biomarcador de Exposicédo a Metais

As metalotioneinas (MT) sdo uma familia de proteinas de baixo peso molecular,
gue estdo presentes no citoplasma celular e contém grandes quantidades do
aminoacido cisteina em sua composicao. Estas proteinas estdo presentes em quase
todos os organismos vivos, como principal mecanismo de defesa a toxicidade dos
metais, e por isso, sdo comumente utilizadas na ecotoxicologia como biomarcadores
que indicam a exposicao a metais (Nikinmaa, 2014; Le Croizier et al., 2018).

Quando ocorre uma alta captacdo e/ou armazenamento de metais em
determinado tecido, um aumento na concentracdo de MT pode ser induzido (Kennedy,
2011). Nestas proteinas, os grupamentos sulfidrila (-SH) presentes na cisteina formam

um complexo com ions metalicos, o que resulta numa menor disponibilidade e
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toxicidade ao organismo em questéo (Davidson et al., 2015).

Esse mecanismo de formacéo de complexos também é de extrema importancia
para a regulacdo das concentracées de metais essenciais, que participam do
metabolismo dos seres vivos. Contudo, a exposicdo a metais ndo essenciais pode
interferir nesta via de regulacdo. Sabe-se que o cadmio e o chumbo, por exemplo,
podem deslocar o Zn?* do seu sitio de ligacdo as MT, resultando em prejuizos para a
regulacdo deste ion (Davidson et al., 2015).

Desse modo, a concentracdo de MT se mostra como um biomarcador relevante
para estudos ecotoxicolégicos com exposicdes a metais, sejam eles essenciais ou

nao-essenciais.

2.2.3 Biomarcador de Neurotoxicidade

A neurotoxicidade pode ser definida como uma situacao na qual alguma funcéo
do sistema nervoso central ou periférico € prejudicada devido a exposi¢ao a qualquer
tipo de agente quimico (Nikinmaa, 2014).

Na ecotoxicologia, altera¢gdes na atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE)
se mostram como um importante biomarcador de neurotoxicidade. Dentre as suas
principais vantagens podemos citar a sua sensibilidade a diversos tipos de
xenobidticos, € uma enzima presente em Varios organismos, dos mais diversos
ecossistemas, além disso, a sua atividade pode ser mensurada por métodos simples
e de baixo custo (Nunes, 2011).

Nos organismos, a acetilcolinesterase atua de forma importante nas sinapses
colinérgicas (Fig. 2.4). Nas juncBes neuromusculares, por exemplo, a acetilcolina € o
principal neurotransmissor secretado pelos neurénios pré-sinapticos. Durante uma
sinapse, 0 neurotransmissor liberado na fenda sinaptica se liga a canais ibnicos nas
membranas pos-sinapticas, o que resulta na abertura de canais de sédio que
promovem a despolarizacdo e excitacdo da célula pos-sinaptica. Neste processo, a
acetilcolinesterase tem suma importancia, pois ela hidrolisa a acetilcolina, impedindo
a excitacdo constante da célula pés-sinaptica (Nikinmaa, 2014; Pereira et al., 2019),
0 gque poderia resultar em tetania, paralisia ou até mesmo, a morte do animal.

Desse modo, a AChE se mostra como um biomarcador de grande relevancia
ecologica, uma vez que o0 aumento ou a reducdo da atividade desta enzima, devido a
exposicdo a um contaminante, podem resultar em alteracbes de parametros

fisiologicos e comportamentais. Estas alteracfes podem oferecer sérios riscos a
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sobrevivéncia de toda a populacdo dos organismos expostos, prejudicando funces
essenciais como reproducdo, migracao e fuga de predadores, no ambiente natural
(Nunes, 2011).

Figura 2.4 - Esquema da acado da acetilcolinesterase na fenda sinaptica. Fonte:
Adaptado de Araujo et al., 2016.
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2.2.4 Biomarcadores de Genotoxicidade

A avaliacdo de danos genotoxicos €é muito importante num estudo
ecotoxicoldgico, uma vez que a genotoxicidade pode provocar efeitos carcinogénicos
e prejuizos a reproducdo dos organismos (Farag e Alagawany, 2018). Diversos
trabalhos na literatura jA demonstraram que 0s metais sGo compostos capazes de
provocar efeitos genotoxicos em peixes (Monteiro et al., 2011; Palermo et al., 2015;
Simonato et al., 2016).

Os efeitos genotdxicos podem ser avaliados através do teste do microndcleo, um
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ensaio muito utilizado em estudos de campo e laboratorio, por sua facil execucédo em
eritrocitos (Farag e Alagawany, 2018). O micronucleo (MN) é uma estrutura formada
ao final do processo de divisdo celular, quando um cromossomo inteiro, ou parte
deste, ndo se integra ao nacleo das células filhas (Fig. 2.5). Essa situacdo pode
ocorrer devido a fragmentacdo de material genético ou a um erro no funcionamento
do fuso mitotico. Como consequéncia, um pequeno nucleo se forma proximo ao nucleo
principal (Udroiu, 2006).

Figura 2.5 - Esquema da formacdo de um microndcleo por quebra do DNA (A) ou
perda de um cromossomo (B) durante a mitose. Fonte: Baseado em Rocha, 2016.
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Porém, em peixes, quando um MN se forma durante o processo de divisao
celular relacionado a eritropoiese, ainda serdo necessarios até 5 dias para que os
eritrocitos em questédo sejam liberados para a corrente sanguinea. Desse modo, um
aumento da frequéncia de MN em eritrécitos dificilmente ocorre devido a exposi¢cdes
agudas (Udroiu, 2006). Este efeito s ocorreria se um contaminante interferisse nos
processos de reparo responsaveis pela remocédo de células com MN da corrente
sanguinea, o0 que provocaria um aumento da frequéncia dessas estruturas mesmo em
curtos periodos de exposicao (Nikinmaa, 2014).

Paralelamente a quantificacdo da frequéncia de MN, alteracdes na forma do
nacleo celular também podem ser avaliadas (Fig. 2.6), sendo entdo denominadas
como alteragdes eritrociticas nucleares (AENs) (Bolognesi e Hayashi, 2011).

O aumento da frequéncia de AENs também pode indicar a ocorréncia de danos
genotoxicos, pois acredita-se que elas se formam devido a processos de reparo e
eliminacao de material genético danificado, por mecanismos de exocitose (Shimizu et
al., 1998).

Contudo, existe uma outra hipétese de que estas deformidades ocorram devido
a alteracGes na permeabilidade da membrana nuclear, em resposta ao aumento de
danos oxidativos a lipideos (Seriani et al., 2011). Desse modo, ainda ha davida se a

ocorréncia de AENs pode ser considerada um efeito genotoxico.

Figura 2.6 — Representacao esquematica da morfologia de eritrécitos que apresentam
micronucleo e alteracBes eritrociticas nucleares. Fonte: Adaptado de Carrola et al.,

2014.
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2.2.5 Biomarcadores Histopatologicos
A avaliacdo de alteracdes histolégicas € uma ferramenta importante na
ecotoxicologia para detectar efeitos deletérios em tecidos especificos apds a

exposicdo a um contaminante. Estas alteracbes podem modificar a estrutura do
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tecido, resultando em patologias que impedem o seu funcionamento (Schlenk et al.,
2008).

Nos peixes, as branquias sdo o principal 6rgdo envolvido na captacdo de
oxigénio, apresentando uma grande superficie em contato continuo com o meio
externo. Desse modo, este tecido, em especifico, apresenta grande sensibilidade a
presenca de contaminantes na agua (Au, 2004; Wegner, 2011).

Em sua estrutura, as branquias dos teledsteos sdo constituidas por 4 arcos em
cada lado da cavidade opercular. Cada arco possui duas fileiras de filamentos
branquiais, conectados apenas na base pelo septo interbranquial. Os dois lados de
cada filamento apresentam inimeras dobras em sua superficie, chamadas de lamelas
(Fig. 2.7) (Wegner, 2011).

Figura 2.7 — Representacdo esquematica da morfologia branquial dos teledsteos.
Fonte: Adaptado de Wegner, 2011.
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A superficie das lamelas, por sua vez, € constituida principalmente por 3 tipos
celulares: as células epiteliais pavimentosas, que recobrem a superficie branquial; as
células mucosas, responsaveis pela secrecdo de muco; e as células ricas em
mitocdndrias, que atuam principalmente no transporte de ions entre o meio interno e
externo (Bradley, 2009). O interior das lamelas € constituido pelas células pilares (Fig.
2.8), um tipo celular que apresenta dois prolongamentos em cada lado, que quando
em contato com as células vizinhas formam canais pelos quais o sangue circula em
direc@o oposta a corrente de 4gua no ambiente externo (Wegner, 2011).

A exposicdo a contaminantes pode provocar alteragdes na estrutura das lamelas
branquiais, como por exemplo, a hiperplasia no epitélio branquial, ocasionada pelo
crescimento exagerado do tecido; o acumulo de liquidos, que resulta na formacéo de
edemas; a fusdo de lamelas vizinhas, que também ocorre devido ao crescimento
exagerado do tecido; dentre outras diversas histopatologias (Nilsson, 2011).

Inicialmente, essas modificacbes sdo protetivas, uma vez que aumentam a
distancia entre o contaminante presente na dgua e o interior do organismo. Entretanto,
cronicamente elas se tornam prejudiciais por comprometerem 0S mecanismos
respiratorios e osmorregulatérios, devido ao aumento da distancia de difusao (Nilsson,
2011; Nikinmaa, 2014).

Figura 2.8 — Corte histoloégico da estrutura dos filamentos branquiais do peixe
Prochilodus lineatus, indicando os seus principais componentes: F = filamento; L =
lamela; cp = célula pilar; e = célula epitelial pavimentosa; s = seio sanguineo lamelar.
Coloracdo com hematoxilina e eosina. Fonte: a propria autora.
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2.3 EFEITOS TOxicos bo CADMIO EM PEIXES

O cadmio (Cd) é um metal ndo-essencial, que mesmo em concentra¢cdes muito
baixas (na faixa de pg L) jA pode provocar toxicidade (McGeer et al., 2011; Carolin
et al., 2017). Naturalmente, esse metal € encontrado em afloramentos minerais, em
conjunto com outros elementos como fosfato e zinco. E um metal muito utilizado em
industrias de galvanizagéo e na fabricacdo de baterias, estabilizadores, tintas e ligas
metélicas. Também é comumente encontrado como residuo de fertilizantes agricolas
fosfatados (Nikinmaa, 2014; Carolin et al., 2017). A mineracdo e a emissao de
efluentes e esgoto doméstico durante producdo, uso e descarte de todos esses
produtos provoca a contaminagdo dos recursos hidricos, e consequentemente, a
ocorréncia de efeitos toxicos nos organismos que ali vivem.

Em peixes, a toxicidade aguda do Cd envolve principalmente disturbios na

homeostase dos ions Ca?* e Na*. Em sua forma ibnica divalente (Cd?*), o cadmio é
captado pelas branquias através de canais de célcio (McGeer et al., 2011). Assim,
desbalancos idnicos ocorrem devido a competicdo do Cd?* com o Ca?* nos canais de
calcio localizados na membrana apical e pelos sitios de ligacdo da enzima CaATP,
localizada na membrana basolateral das células ricas em mitocondria. Essa
competicdo promove uma reducdo na concentracdo de célcio plasmético e acimulo
de Cd nos tecidos (Verbost et al., 1988; McGeer et al., 2011). A hipocalcemia acaba
levando o animal & morte devido a impossibilidade do funcionamento das contracdes
musculares e de diversas func¢des do sistema nervoso (Wood, 2011).
NKA (McGeer et al., 2011). No estudo de Atli e Canli (2013), o peixe Oreochromis
niloticus apresentou alteracdes na atividade dessa enzima, apds exposicoes de 96 h
a diferentes concentracdes de Cd. Todas as concentracoes testadas (0,1;0,5;1e 1,5
ug mL?) provocaram uma reducdo na atividade da NKA nas branquias e no rim. Além
disso, também foram observadas redugdes na atividade da CaATP nas branquias, rim
e musculo.

No trabalho de da Silva e Martinez (2014), juvenis de Prochilodus lineatus
expostos as concentracdes de 1 e 10 ug L de Cd por 24 e 96 h apresentaram uma
reducdo na concentracdo de calcio plasmatico. Neste mesmo trabalho, também foi
observada uma diminuicdo na atividade das enzimas NKA, CaATP e anidrase

carbbnica, além de um aumento da atividade da H* ATPase, nas branquias e no rim



29

dos peixes.

Cronicamente, além dos desbalancos i6nicos, o Cd pode causar bioacumulacéo
e estresse oxidativo. O estresse oxidativo pode ser provocado pela ligacdo do Cd ao
complexo Il da cadeia de transporte de elétrons (CTE), localizada nas mitocéndrias.
Essa ligacao prejudica o funcionamento da CTE, resultando no aumento da formacéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Wang et al., 2004; McGeer et al., 2011).

Alteracdes no sistema imunoldgico e enddcrino, alteracdes no comportamento,
reproducdo e crescimento, além do desenvolvimento de histopatologias,
principalmente nas branquias, figado e rins, também séo descritos na literatura como
efeitos crénicos da exposicdo ao Cd. Entretanto, ainda ndo é claro se esse efeitos
seriam provocados diretamente pela acdo do Cd ou se seriam resultado de alteragdes
como estresse oxidativo e disfungdes idnicas (McGeer et al., 2011).

Alguns desses efeitos citados puderam ser observados no trabalho de Cao et al.
(2012). Neste estudo, juvenis de Paralichthys olivaceus foram expostos por 28 dias a
altas concentracdes de Cd (2, 4 e 8 mg L1). Ao final da exposicdo, as duas maiores
concentragcbes provocaram um aumento da peroxidacéo lipidica nas branquias e no
figado, além de alterac6es em diversos antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos.
Neste mesmo estudo, todas as concentragdes testadas provocaram acumulo de Cd
nas branquias, figado, rim e masculo.

No trabalho de Pereira et al. (2016), ap6s 15 dias de exposi¢cdo as concentracdes
de 0,1; 1; 10 e 100 pg L* o Cd provocou estresse oxidativo no figado e no rim,
alteracbes em parametros hematoldgicos, aumento da frequéncia de alteracdes
eritrociticas nucleares e aumento de lesdes histopatologicas no figado do peixe

Rhamdia quelen.

2.4 EFeEITOS TOXICOS DO NIQUEL EM PEIXES

O niquel (Ni) € um metal essencial para plantas, microorganismos e alguns
animais terrestres. Entretanto, em animais aquaticos, ainda nao foi possivel detectar
nenhuma biomolécula que contenha Ni em sua composi¢édo. Os estudos que tentam
provar a essencialidade desse metal trazem apenas evidéncias circunstanciais, desse
modo, ainda ndo ha um consenso na literatura sobre este tema (Pyle e Couture, 2011).

Quanto ao uso antropico desse metal, podemos citar a sua importancia na

indUstria para catalises quimicas, galvanoplastia e producdo de diversos produtos
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como aco e outras ligas metdlicas, baterias, componentes eletronicos, ferramentas e
utensilios domeésticos. Diariamente, utilizamos diversos itens que contém esse metal,
como moedas, joias, relégios, armacdo de oculos, aparelhos ortodénticos, entre
outros (Klein e Costa, 2015). Desse modo, o extenso uso do Ni, nos mais diversos
produtos, acaba provocando a contaminacéo do ambiente aquatico e problemas para
a fauna e flora residentes (Carolin et al., 2017).

Em valores de pH normalmente encontrados em sistemas de agua doce, a forma
idnica mais comum do niquel é o Ni?*, a sua condicdo mais toxica (Pyle e Couture,
2011). Ao contrario da maioria dos metais, a toxicidade aguda e crénica do Ni nédo
esta relacionada principalmente a distirbios osmorregulatorios, mas sim a danos
histolégicos nas branquias. Os danos ao tecido branquial se tornam graves o
suficiente para impedir a captacdo de Oz, levando o animal a morte por hipxia (Pane
et al., 2003). Todavia, o Ni apresenta baixa toxicidade em exposi¢cdes agudas, se
comparado a outros metais, uma vez que os valores de LCso em 96 h para peixes
estdo na escala de mg L (Pyle e Couture, 2011).

Alteracdes hematoldgicas também podem ser observadas em peixes expostos
ao Ni, como resposta ao estado de hipdxia provocado pelo metal. No trabalho de Pane
et al. (2003), Oncorhynchus mykiss expostos por 72 e 96 h a 11,6 mg L de Ni
apresentaram um aumento do hematdcrito, uma resposta fisioldgica que melhoraria a
capacidade de transporte de oxigénio pela corrente sanguinea.

O metabolismo de carboidratos também pode sofrer alteracdes apds exposicdes
ao Ni, como consequéncia da hipoxia e ndo devido a uma resposta de estresse.
Durante a hipdxia, os animais podem aumentar a producdo anaerdbica de ATP,
devido a falta de oxigénio. Como esse mecanismo de producdo € menos eficiente e
consome mais glicose, ocorre uma mobilizacdo e quebra de glicogénio muscular e
hepatico, que leva ao aumento de glicemia e supre a demanda de glicose para
producdo de ATP (Pyle e Couture, 2011).

Essa resposta foi observada no trabalho de Kubrak et al. (2012), no qual o peixe
Carassius auratus apresentou aumento de glicose plasmatica e reducéo nas reservas
de glicogénio hepético e muscular, apés 96 h de exposicéo a 10, 25 e 50 mg L* de
Ni.

Estresse oxidativo é outro efeito comumente observado apds exposi¢cdes agudas
ou cronicas ao Ni. No trabalho de Palermo et al. (2015) juvenis de P. lineatus expostos

por 96 h ao Ni nas concentracGes de 25, 250 e 2500 ug L apresentaram danos
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oxidativos e alteracbes em diversos antioxidantes nas branquias e no figado. Os
peixes também apresentaram acumulo de Ni nas branquias, figado, rim e musculo,
além de danos genotoxicos nas branquias e nos eritrocitos.

Blewett et al. (2016) observaram um aumento de danos oxidativos em proteinas
nas branquias e no figado de Galaxias maculatus expostos ao Ni nas concentracfes
de 150 e 2000 pg Lt por 96 h, em diferentes salinidades. Acimulo de Ni nas
branquias, intestino e carcaca foi outro efeito constatado pelos autores.

Exemplares de O. mykiss, quando expostos por 21 dias as concentragfes de 1
e 2 mg L?! de Ni, também apresentaram danos oxidativos, além de alteragcGes
histopatolégicas no cérebro, branquias, figado e rim (Topal et al., 2015; 2017).

Mesmo sendo um fendmeno comum, ainda n&o se sabe exatamente como 0 Ni
promove estresse oxidativo em organismos aquaticos como os peixes (Topal et al.,
2017). Segundo Zheng et al. (2013), exposi¢cdes ao Ni provocam estresse oxidativo
devido a inibicdo da atividade de enzimas antioxidantes. Contudo, segundo Brix et al.
(2017), o Ni pode interferir no metabolismo celular, induzindo respostas fisiologicas a
hip6xia mesmo em condi¢Bes de normdxia. Esta situacdo resultaria em um aumento

da producéo de espécies reativas de oxigénio e consequente estresse oxidativo.

2.5 MISTURAS DE METAIS

Estudos ecotoxicol6gicos geralmente focam na exposi¢cao a um Unico metal, ou
a varios metais isolados, para que se possa compreender os efeitos especificos de
cada contaminante. Porém, trabalhos com esse tema nédo sdo muito representativos
em relacdo ao ambiente natural, no qual os organismos estao expostos a uma mistura
de diversos tipos de contaminantes (Barbee et al., 2014).

Em uma mistura, os diferentes compostos podem simplesmente ndo interagir,
de modo que a toxicidade aos organismos expostos podera ser a soma dos efeitos de
cada contaminante. Caso haja interacdo entre 0s compostos, podem ser
estabelecidas relagdes de antagonismo ou agonismo. Nas interacdes antagodnicas,
um composto provoca a reducao da toxicidade do outro, devido a processos como
inibicdo alostérica ou competicdo. Ja& no agonismo, um composto aumenta a
toxicidade de outro, de modo que ha um aumento da afinidade deste segundo
composto a sitios de ligacédo enzimatica, por exemplo (Nikinmaa, 2014).

A mistura de Cd e Ni foi selecionada para este estudo devido ao extenso uso
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destes dois metais na fabricacdo de baterias (Carolin et al., 2017), e consequentes
riscos para o ambiente devido ao descarte incorreto desses produtos. Diversos paises
ja desenvolveram legislacdes para minimizar o impacto das baterias Ni-Cd através da
sua reciclagem. Na Unido Europeia, por exemplo, 7000 toneladas de baterias Ni-Cd
foram recolhidas para reciclagem em 2018, com uma taxa de eficiéncia de 75 a 85%
na reciclagem deste tipo de bateria (Eurostat, 2020).

No Brasil, a resolugdo CONAMA 401 estabelece normas sobre o descarte de
baterias, determinando que os fabricantes e importadores devem ser responsaveis
pelo recolhimento e destinacdo adequada das baterias ao final da sua vida util (Brasil,
2008). Porém, estima-se que o consumo anual de baterias no Brasil seja de 1,2
bilhdes de unidades e que apenas 1% desse material é reciclado do modo correto
(Vieceli et al., 2015).

Apesar dessa problematica ligada ao descarte incorreto de baterias e a
contaminacgdo por metais, ainda nao séo claros os efeitos da mistura de Cd e Ni em
organismos aquaticos, de acordo com a literatura disponivel. No estudo de Niyogi et
al. (2015), apds uma exposicdo de 3 h ndo foi observada interacéo entre o Cd e o Ni
nos sitios de ligacdo nas branquias do peixe O. mykiss. Porém, no trabalho de Dew et
al. (2016) o Ni atenuou efeitos subletais do Cd em O. mykiss apos 96 h de exposicao.

No trabalho de Komjarova e Blust (2009) o Cd provocou uma reducdo da
captacdo de Ni em zebrafish (Danio rerio). Neste mesmo estudo, as menores
concentracdes de Ni testadas também reduziram a captacdo de Cd nas branquias e
no corpo todo, enquanto que a maior concentracdo de Ni avaliada aumentou a
captacao de Cd.

No microcrustaceo Daphnia magna, concentracdes baixas de Ni (< 80 ug L)
também reduziram a toxicidade do Cd. Porém, quando determinada concentracéo de
Ni era excedida, este metal passava a contribuir com o aumento da toxicidade (Pérez
e Hoang, 2018).

2.6 FITORREMEDIACAO DE METAIS

O problema provocado pela poluicdo por metais € muito grave, principalmente
devido a persisténcia desses compostos no ambiente e nas cadeias alimentares.
Assim, esta situacdo exige o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis, que

permitam a eliminacdo desses compostos, sem a geracdo de mais residuos (Asad et
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al., 2019).

Vérias técnicas fisico-quimicas ja foram desenvolvidas para remocao de metais,
como a coagulacdo quimica, tratamento eletroquimico, flotacdo, filtracdo por
membranas, precipitacdo quimica e permuta ibnica (Fig. 2.6). Porém, a maior parte
desses tratamentos sdo muito caros e/ou geram poluicdo secundaria pela formacéo
de lodo, ferrugem, ou uso de muitos produtos quimicos (Carolin et al., 2017).

Nesse contexto, técnicas de biorremediacdo, como a fitorremediacdo, por
exemplo, surgem como uma alternativa mais segura para a remoc¢ao de metais (Asad
et al., 2019). A fitorremediacado pode ser definida como um tipo de biorremediacdo no
qgual plantas sdo usadas para degradar ou imobilizar contaminantes do solo ou da
agua, reduzindo assim seus efeitos toxicos (Igbal et al., 2019). Esta técnica tem se
mostrado efetiva, oferecendo uma alternativa sustentavel e de baixo custo para a

remocao de metais, e de outros contaminantes (Igbal et al., 2019).

Figura 2.9 - Principais métodos de tratamento de efluentes e 4guas residuais. Fonte:
Baseado em Vardhan et al., 2019.
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Outro aspecto favoravel ao uso da fitorremediacéo é a possibilidade da geracao
de beneficios econdmicos. As plantas utilizadas podem ser incineradas, o que permite
a recuperacdo dos metais extraidos e a sua reutilizacdo pela industria (Nakbanpote et
al., 2016; Igbal et al., 2019). Além disso, também se tem estudado a possibilidade do

uso dessa biomassa vegetal para compostagem, compactacéo, pirolise e producao
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de biogas (Ghosh e Singh, 2005; Nakbanpote et al., 2016).

Existem diversos mecanismos pelos quais a fitorremediacdo de metais pode
ocorrer, como, por exemplo, a fitoestabilizagéo, a fitoacumulacgéo e a fitovolatilizagc&o
(Nakbanpote et al., 2016). A fitoestabilizagao envolve a imobilizagdo ou o “sequestro”
dos metais presentes no solo ou ha agua através da sua adsorcao na superficie das
raizes (Igbal et al., 2019; Jeevanantham et al., 2019). Na fitoacumulacdo, também
conhecida como fitoextragdo, contaminantes como 0s metais sdo absorvidos pelas
plantas e armazenados em seus tecidos (Igbal et al., 2019). Na fitovolatilizacao
contaminantes como o selénio e o mercurio, sdo captados pelas plantas e, em
seguida, durante o processo de transporte das raizes para as folhas, sofrem
modificacdes para se tornarem menos toxicos e mais sollveis em agua. Por fim, o
contaminante € volatilizado e liberado para a atmosfera através das folhas.
(Jeevanantham et al., 2019).

Fatores ambientais como caracteristicas do solo, ou da agua, e o tipo de
contaminante presente podem afetar a eficacia e os mecanismos utilizados no
processo de fitorremediacédo (Igbal et al., 2019).

A identificacdo da espécie de planta ideal para cada caso também é um fator
importante para e eficiéncia da fitorremediacdo. A espécie escolhida deve ser
tolerante ao contaminante em questdo, estar apta a sobreviver nas condicdes
climaticas locais, nao oferecer riscos a biodiversidade local, apresentar altas taxas de
crescimento e producdo de biomassa, além da alta capacidade de bioacumulacéo
(Nakbanpote et al., 2016; Said et al., 2019).

Porém, é muito dificil encontrar uma espécie que reuna todas essas
caracteristicas. Algumas plantas apresentam alta capacidade de acumular metais em
seus tecidos, no entanto, possuem crescimento lento e baixa producéo de biomassa.
Outras espécies tém o perfil oposto, apresentam baixa capacidade de bioacumulacao,

porém com altas taxas de crescimento (Jing et al., 2007).

2.7 A MACROFITA AQUATICA Lemna minor

As plantas que habitam os ecossistemas aquéaticos sdo conhecidas vulgarmente
como macrofitas aquaticas e podem ser divididas em: submersas, flutuantes e
emergentes. As macrofitas apresentam grande potencial para fitorremediacdo de

ecossistemas aquaticos, pois podem absorver 0s contaminantes sollveis e
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biodisponiveis na agua (Nakbanpote et al., 2016). As macrofitas submersas podem
absorver e acumular metais por todo o corpo, enquanto as flutuantes absorvem e
acumulam principalmente nas raizes (Rahman e Hasegawa, 2011).

Vérias espécies de macrdfita ja demonstraram potencial para fitorremediacéo de
metais, como Eichhornia crassipes (aguapé), Lemna spp. (lentilha d’agua), Spirodela
polyrhiza (lentilha d’agua), Azolla spp. (samambaia d’agua/musgo d’agua), Salvinia
spp. (marrequinha/salvinia), Pistia stratiotes (alface d’agua), Elodea spp. (elédia), e
Typha spp. (taboa) (Nakbanpote et al., 2016).

Dentre as espécies e géneros citados, as lentiihas d’agua (Lemna spp. e
Spirodela polyrhiza) vém chamando atenc¢éo, sendo utilizadas em muitos estudos de
fitorremediacdo (Mkandawire e Dudel, 2005; Rahman et al., 2007; Kellaf e Zerdaoui,
2009; Appenroth et al., 2010; Bharti e Banerjee, 2012; Parnian et al., 2016). A sua
popularidade ocorre devido a sua ampla distribuicdo, de modo que se pode facilmente
encontra-las em lagos, corregos e até mesmo efluentes (Nakbanpote et al., 2016).

As espécies dos géneros Lemna e Spirodela sdo angiospermas
monocotiledéneas que pertencem a ordem Alismatales, familia Lemnaceae (APG 1V,
2016; Sree et al., 2016). Sdo pequenas plantas flutuantes que nao apresentam caule
ou folhas distintas, de modo que todo o0 seu corpo € reduzido a uma estrutura pequena
e plana, conhecida como fronde (Rahman e Hasegawa, 2011). Na maior parte do
tempo, se reproduzem apenas de forma vegetativa (Landolt, 1998). Além do género
Lemna e Spirodela, a familia Lemnaceae possui outros 3 géneros: Landoltia, Wolffia
e Wolffiella (Sree et al., 2016).

O género Lemna é constituido por 13 espécies, que apresentam ampla
distribuic&o, principalmente na Asia, América do Norte e América do Sul. No Brasil
podem ser encontradas 4 espécies deste género: Lemna aequinoctialis, Lemna gibba,
Lemna minuta e Lemna valdiviana (Pott, 2020).

A espécie Lemna minor L. (1753) (Fig. 2.7), ndo ocorre naturalmente no Brasil
(Coelho et al., 2015), mas é amplamente encontrada no setor de aquarismo, sendo
utilizada como planta ornamental. Esta espécie foi escolhida para o processo de
fitorremediacdo deste trabalho por j& apresentar eficiéncia na remocao de metais e
compostos organicos (Khataee et al., 2012; Vaseem e Banerjee, 2012; Uysal, 2013;
Panfili et al.,, 2017), por ser facilmente adquirida comercialmente e amplamente
distribuida no globo. Além disso, plantas invasoras podem ser melhores candidatas

para fitorremediagdo, pois muitas plantas nativas nao sobrevivem a altas
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concentracfes de poluentes (Prabakaran et al., 2019).

2.8 O PeIXe Prochilodus lineatus coMo MODELO EXPERIMENTAL

Os peixes representam um grupo de vertebrados com enorme biodiversidade,
apresentando aproximadamente 28 mil espécies, cerca de 50% de todas as espécies
de vertebrados. Devido a esta diversidade, os peixes sdo muito utilizados para
avaliacdo da qualidade ambiental dos mais variados tipos de ecossistemas (LOpez-
Lopez e Sedefo-Diaz, 2015).

Outras caracteristicas desse grupo também contribuem para sua ampla
utilizagdo em estudos de toxicidade aquéatica. Os peixes estdo durante toda a sua vida
em contato direto com a agua e com 0S compostos presentes nesse meio, sendo
expostos a possiveis efeitos toxicos. Apresentam grande diversidade de hébitos
alimentares, o que permite a avaliagdo do efeito de contaminantes sobre diversos
nichos ecolégicos (Embry et al., 2010; Lopez-Lépez e Sedefio-Diaz, 2015).

Muitas espécies de peixe sao convenientes tanto para estudos em campo quanto
laboratério, permitindo a comparacdo entre as respostas biolégicas em ambiente
controlado e no ambiente natural. Além disso, a taxonomia e a fisiologia desse grupo
ja sdo bem estabelecidas em comparagéo a outros grupos (Embry et al., 2010; Lopez-
Lépez e Sedefo-Diaz, 2015).

Nesse sentido, o peixe P. lineatus (Fig. 2.8) foi escolhido como modelo
experimental deste trabalho. Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) é um teledsteo
neotropical, da ordem Characiformes, familia Prochilodontidae, popularmente
conhecido como curimba ou curimbata (Castro e Vari, 2004).

Esta espécie é de grande relevancia ecoldgica para ictiofauna brasileira, sendo

amplamente distribuida no sul da América do Sul (Castro e Vari, 2004). Além disso,
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P. lineatus ja mostrou ser adequado para estudos ecotoxicologicos, pois se adapta
facilmente as condicBes de laboratério e é sensivel a diversos metais, como aluminio
(Camargo et al., 2009; Galindo et al., 2010), cobre (Simonato et al., 2016), cadmio (da
Silva e Martinez, 2014), chumbo (Ribeiro et al., 2014) e niquel (Palermo et al., 2015).

Figura 2.11 - Exemplar juvenil de Prochilodus lineatus. Fonte: a propria autora.
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2.9 OBJETIVOS E HIPOTESE

2.9.1 Objetivo Geral
Avaliar se os efeitos subletais observados em P. lineatus devido a sua exposicéo
aos metais Cd e Ni, isolados ou em mistura, sédo atenuados na presenca da macréfita

aguatica L. minor.

2.9.2 Objetivos Especificos

o Avaliar se a presenca da L. minor na superficie dos meios de exposi¢cao promove
a reducao da concentracdo de metalotioneinas e do acumulo de Cd e Ni em P.
lineatus expostos aos metais Cd e Ni.

o Verificar se os parametros genotoxicos e neurotoxicos, de P. lineatus expostos
ao Cd e Ni, com a presenca da L. minor nos meios de exposi¢éo, ficam mais
préximos aos encontrados nos animais do grupo controle;

o Investigar se na presenca da L. minor, alteragdes hematoldgicas e osmo-idnicas,
assim como danos morfoldégicos nas branquias, sao evitados em P. lineatus

devido a exposicdo aos metais Cd e Ni.

2.9.3 Hipotese

A macrdfita aquatica L. minor promove uma reducao na concentracdo de metais
nos meios de exposicdo, e essa reducdo deve minimizar ou impedir a bioacumulacao
de metais nos peixes. Consequentemente, P. lineatus expostos ao Cd e ao Ni, devem
apresentar um estado de sadde mais proximo ao encontrado nos animais do grupo

controle.
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3. CAPITULO 1: Manuscrito

A fitorremediagdo mediada por Lemna minor pode atenuar os efeitos subletais
do cadmio e do niquel em um teledsteo neotropical?

Vanessa Bezerra, Wagner Ezequiel Risso, Juliana Delatim Simonato

Manuscrito a ser submetido ao periodico Aquatic Toxicology.

3.1 RESumO

A fitorremediacdo mediada pela macroéfita aquatica Lemna minor se mostra como uma
possivel alternativa para o tratamento de ecossistemas aquéaticos contaminados por
metais, como o cadmio (Cd) e o niquel (Ni). Desse modo, é de suma importancia
avaliar se esse tipo de tratamento pode atenuar os efeitos subletais provocados em
organismos aquaticos, como os peixes, devido a exposicdo a metais. Portanto, esse
trabalho teve como objetivo avaliar se a macrofita aquatica L. minor atenua os efeitos
subletais observados no peixe Prochilodus lineatus devido a exposi¢cao aos metais Cd
e Ni, isolados ou em mistura. Para isso, foram realizadas exposi¢es de 96 h ao Cd
na concentragdo de 20 g L1, ao Ni na concentragdo de 1,5 mg L1, e a mistura destes
dois metais, na presencga ou auséncia de L. minor. Ao final de todas as exposi¢oes
foram coletadas amostras de diversos tecidos de P. lineatus para comparar entre 0s
diferentes grupos de exposi¢cdo o acumulo de Cd e Ni, bem como as respostas de
biomarcadores de genotoxicidade e neurotoxicidade, a concentragdo de
metalotioneinas, a presenca de danos histolégicos nas branquias, além de alterac6es
hematoldgicas e osmo-ibnicas. Como resultado, a exposicdo ao Cd isolado na
auséncia de L. minor provocou bioacumulag¢do em varios tecidos, efeitos neurotéxicos,
reducdo na atividade de enzimas de transporte i6nico na branquia, além de
desbalancos i6nicos. A exposicao ao Ni na auséncia das macrofitas também provocou
bioacumulacéo e desbalancos ibnicos, bem como a inducéo de metalotioneinas, um
aumento do indice de alteracBes histoldégicas nas branquias e o aumento da
frequéncia de alteracdes eritrociticas nucleares (AENS). A exposicdo a mistura de
metais na auséncia de L. minor causou todos os efeitos subletais observados nas
exposicOes aos metais isolados, além de um aumento na glicemia. A macrofita L.
minor teve participacdo na reducdo da concentracdo de metais nos meios de
exposi¢do, acumulando Cd e Ni em seus tecidos. Desse modo, a fitorremediagao pode
evitar o acimulo de metais em alguns tecidos de P. lineatus, a hiperglicemia, além de
alteracdes na atividade da acetilcolinesterase e na frequéncia de AENs. Entretanto,
danos histologicos nas branquias, alteracdes osmo-ibnicas e a bioacumulacéo,
principalmente nas brénquias, ndo foram atenuados pela fitorremediagéo. Desse
modo, conclui-se que a fitorremediacédo de 96 h mediada pela macrdfita aquatica L.
minor atenuou parcialmente os efeitos subletais provocados em P. lineatus devido a
exposicao aos metais Cd e Ni.

Palavras-chave: Bioacumulacdo de metais. Biomarcadores. Histologia.
Neurotoxicidade. Osmorregulagéo.
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3.2 INTRODUGAO

A contaminagdo ambiental € um problema de grande preocupacao atualmente.
Atividades antrépicas como urbaniza¢ao, mineracdo e producao industrial, provocam
a contaminacédo do solo e da agua, fragilizando ainda mais habitats ja fragmentados
(Igbal et al., 2019). Nesse contexto, 0s metais se destacam como contaminantes no
ambiente aquatico, pois podem ser toxicos em baixas concentra¢cfes, além de serem
persistentes no ambiente e facilmente transferidos pela cadeia alimentar (Nakbanpote
et al., 2016).

Neste estudo destacamos a importancia do cadmio (Cd) e do niquel (Ni) como
contaminantes ambientais. O Cd é muito utilizado na indUstria em processos como
galvanizacdo e producdo de pigmentos e ligas metélicas, além de ser comumente
encontrado como residuo de fertilizantes agricolas fosfatados (Nikinmaa, 2014;
Carolin et al., 2017). O Ni é amplamente utilizado na industria para galvanoplastia e
producdo de ligas metalicas, sendo também muito usado na produgdo de itens
cotidianos como eletrénicos, moedas, bijuterias, relégios e armacgédo de oculos (Klein
e Costa, 2015).

A extensa contaminacdo por Cd e Ni (bem como outros metais) em diversos
ecossistemas aquaticos resultou numa grande quantidade de estudos sobre os efeitos
toxicos desses contaminantes em peixes (Couture e Pyle, 2011). Sabe-se que
exposicoes ao Cd ou ao Ni podem provocar danos morfolégicos nas branquias,
alteracdes no transporte ibnico (da Silva e Martinez 2014; Bjerregaard et al., 2015;
Brix et al., 2017; Topal et al., 2017) e acimulo de metal em diversos tecidos de peixes
(Cao et al., 2012; Palermo et al., 2015). Além disso, esses metais j& demonstraram
potencial genotéxico (Palermo et al., 2015; Pereira et al., 2016), neurotoxico (Topal et
al., 2015; Naija et al., 2017), e provocaram varios outros efeitos subletais em peixes,
como alteragdes no metabolismo energético (Pyle e Couture, 2011; Chen et al., 2019),
alteracdes hematoldgicas (Pane et al.,, 2003; Pereira et al., 2016) e aumento na
concentracdo de metalotioneinas, proteinas importantes para a regulagdo da
concentracédo de metais nos organismos (Vincent et al., 2019; Palermo et al., 2015).

O Cd e o Nitambém sao muito utilizados em conjunto para fabricacdo de baterias
(Carolin et al., 2017), podendo contaminar o meio ambiente simultaneamente devido
ao descarte incorreto desses produtos em aterros sanitarios (Conte, 2016). No

entanto, ainda ndo se sabe exatamente quais os efeitos da mistura de Cd e Ni em
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peixes. Alguns autores ndo observaram interacdo entre estes dois metais apés
exposicoes agudas (Niyogi et al., 2015), enquanto outros discutem a ocorréncia de
efeitos protetivos do Ni sobre o Cd (Drew et al., 2016).

Contudo, diversas tecnologias ja foram desenvolvidas para a remoc¢éo de metais,
como o Cd e o Ni, de efluentes e aguas residuais. Pode-se citar como exemplos o
tratamento eletroquimico, a flotacdo, a filtragem por membranas, a precipitacao
quimica e a permuta ibnica. Porém, a maior parte desses tratamentos sdo muito caros
e/ou geram residuos (Carolin et al.,, 2017). Nesse contexto, a fitorremediacdo se
mostra como uma alternativa de grande interesse.

Segundo Igbal et al. (2019), a fitorremediacdo pode ser definida como um tipo
de biorremediacdo, no qual plantas sdo utilizadas para degradar ou imobilizar
contaminantes do solo ou da agua, reduzindo assim seus efeitos tdxicos. Esta técnica
exige um tempo maior para a remoc¢ao dos contaminantes (no minimo alguns dias)
porém ja se mostrou como um tratamento eficaz, seguro e barato (Asad et al., 2019;
Jeevanantham et al., 2019).

Diversas macrofitas aquéticas jA demostraram potencial para fitorremediacéo de
metais, no entanto, plantas do género Lemna, popularmente conhecidas como lentilha
d’agua, vém chamando maior atencéo. Esse género € muito empregado em trabalhos
de toxicidade em plantas e em estudos de fitoextracao de metais (Vaseem e Banerjee,
2012; Uysal, 2013; Panfili et al., 2017), devido a sua vasta distribuicdo em ambientes
aquaticos (Nakbanpote et al., 2016).

Entretanto, poucos estudos demonstram se a fitorremediacdo mediada por
macrofitas aquaticas atenua os efeitos subletais provocados por contaminantes em
organismos aquaticos (Bharti e Banerjee, 2013; Vaseem e Banerjee 2015; Goswami
e Das, 2018). De modo que, dentro do nosso conhecimento, nenhum trabalho avaliou
0 sucesso da fitorremediacdo, mediada por macrofitas aquaticas, em atenuar os
efeitos subletais provocados pelo Cd e Ni em peixes.

O teledsteo neotropical Prochilodus lineatus foi escolhido como modelo
experimental por tratar-se de uma espécie de grande relevancia ecoldgica para
ictiofauna brasileira e amplamente distribuida na regido sul da América do Sul (Castro
e Vari, 2004). Este peixe é popularmente conhecido como curimba ou curimbata e ja
se mostrou adequado para avaliagbes ecotoxicoldgicas, devido a sua facil adaptacéo
as condicdes de laboratorio e a sua sensibilidade a diversos metais, como cobre

(Simonato et al., 2016), cadmio (da Silva e Martinez, 2014) e niquel (Palermo et al.,
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2015).

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar se a macrofita
aquéatica L. minor pode atenuar os efeitos subletais observados em P. lineatus devido
a exposicao aos metais Cd e Ni, isolados ou em mistura.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Animais Experimentais

Exemplares juvenis de P. lineatus (n = 96; 24,8 + 1,1 g; 13,9 + 0,2 cm; média *
EP) foram adquiridos comercialmente em uma piscicultura local. No laboratorio, os
animais foram aclimatados por no minimo 7 dias, em tanques de 500 L contendo 4gua
livre de cloro, sob aeracdo constante, fotoperiodo 12:12 h claro/escuro, com
renovacao da agua e alimentacdo com racao comercial (Guabi, Brasil) a cada 48 h.
Os parametros quimicos e fisicos da agua foram monitorados durante toda a
aclimatacdo com um analisador de multiparametros (HORIBA U52) e se mantiveram
adequados (temperatura: 22,96 + 0,12 °C; pH: 6,83 + 0,13; oxigénio dissolvido: 5,82
+ 0,08 mg L?; condutividade: 141,2 + 5,5 uS/cm; turbidez: 5,20 + 1,49 NTU; média +
EP). Todos os procedimentos realizados com o0s animais neste trabalho foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Estadual de Londrina (CEUA n° 13642.2019.46).

3.3.2 Macrdfitas Aquaticas

Exemplares de Lemna minor foram adquiridos comercialmente e cultivados em
caixas plasticas de 10 L em solucdo de Steinberg (OECD, 2006), com modificacdes
(KCl 4,69 mM; CaClz2 2,01 mM; KH2PO4 0,66 mM; K2HPO4 0,07 mM; MgSOa4 0,41 mM;
H3BOs3 1,94 uM; ZnS0O4 0,63 uM; (NH4)sM07024 0,04 uM; MnCl2 0,91uM; FeCls 2,81
uM; EDTA dissaédico 4,03 uM; pH 5,5). Estas caixas de cultivo foram mantidas em
incubadora (25°C; fotoperiodo 12:12h claro/escuro), com renovagédo do meio a cada
7 dias.

Antes dos experimentos, as macrofita foram aclimatadas por no minimo 7 dias
em 4gua desclorada. ApoOs a aclimatacdo, uma area de aproximadamente 2/3 da
superficie dos aquarios dos grupos experimentais especificados a seguir (secéo 3.3.4)
foi recoberta com exemplares de L. minor. Todos 0s aquarios possuiam as seguintes

dimensdes: 50 x 30 x 35 cm (comprimento x largura x altura). As macrofitas formavam
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uma camada Unica sobre a superficie da agua, de modo que ndo havia sobreposicao
entre as plantas. A quantidade de plantas adicionadas a cada aquario apresentava

um peso umido de 26,1 + 7,9 g e peso seco de 0,6 £ 0,2 g (média = DP).

3.3.3 Preparacéao dos Meios de Exposicao

Para preparacdo dos meios de exposicdo, o Cd foi utilizado na forma de cloreto
de cadmio (CdCl2.H20) e o Ni na forma de cloreto de niquel (NiCl2.6H20). Previamente
aos experimentos de exposi¢éo foram preparadas solugdes estoque na concentracao
de5gL?!de Cde 40gL*de Ni. Uma aliquota dessas solu¢ées estoque foi utilizada
para atingir a concentracdo de 20 ug L' de Cd e 1,5 mg L de Ni nos meios de
exposicdo. Estas concentracfes foram escolhidas por serem valores proximos as
concentracbes de Cd e Ni que provocaram efeitos subletais em P. lineatus nos
trabalhos de da Silva e Martinez (2014) e Palermo et al. (2015).

3.3.4 Delineamento Experimental e Amostragem

Apés a aclimatacao, foram realizados trés experimentos de exposi¢cdo. Em cada
experimento, 32 animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos de 8 individuos
cada. Cada grupo foi subdividido em 2 aquarios de vidro de 40 L cada, e foram
expostos simultaneamente por um periodo de 96 h, sem renovag¢do dos meios de
exposi¢do e com fotoperiodo 12:12 h claro/escuro. Os pardmetros quimicos e fisicos
da &gua, citados anteriormente, foram monitorados durante as exposi¢ées com um
analisador de multiparametros (HORIBA U52). Além disso, amostras de 4gua de todos
0s agquarios também foram coletadas para determinacdo da dureza pelo método
titrimétrico do EDTA.

Em todas as exposi¢des, havia um grupo controle (CTR), no qual os peixes foram
expostos apenas a agua desclorada, e um grupo fitorremediagéo controle (Fito CTR),
no qual os animais foram expostos a agua desclorada e a presenca de exemplares de
L. minor sobre a agua.

No primeiro experimento de exposicdo, dois grupos de peixes foram expostos ao
Cd na concentragdo de 20 pg L, sendo um grupo com a presenca de L. minor na
superficie da agua (grupo Fito Cd) e o outro grupo com a auséncia das plantas (grupo
Cd). No segundo experimento de exposicao, dois grupos de peixes foram expostos
ao Ni na concentracdo de 1,5 mg L%, de modo que em um grupo haviam exemplares

de L. minor na superficie da agua (grupo Fito Ni) e no outro grupo néo haviam plantas
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(grupo Ni). No terceiro experimento de exposi¢do, dois grupos de peixes foram
expostos a mistura de Cd e Ni, nas concentracdes de 20 ug Lt e 1,5 mg L7,
respectivamente. Um destes dois grupos contava com a presenca de exemplares de
L. minor na superficie da agua (grupo Fito Mix) e o outro grupo nédo (grupo Mix).

Ao final do periodo de exposicao de cada experimento, apds serem retirados dos
aquarios, os peixes foram anestesiados com benzocaina (0,1 g L), para coleta de
sangue pela veia caudal. Uma aliquota de sangue foi utilizada para avaliagdo de danos
genotoxicos, e o restante foi usado para a determinacdo dos parametros
hematoldgicos. Depois da coleta de sangue, os animais foram mortos por seccao
medular, para a retirada de branquias, figado, rim posterior, cérebro e musculo. As
amostras destes tecidos foram mantidas congeladas a -70°C, até o momento das
andlises, com excecao de um arco branquial, que foi imediatamente fixado apds a
remocao para analises histopatolégicas. Ao final da amostragem, apos a realizacao
das andlises hematoldgicas, o restante do sangue foi centrifugado (1870 g; 10 min)

para obtencédo do plasma, que foi congelado a -20°C até o momento das analises.

3.3.5 Bioacumulacgéo e Concentracdo de Metais nos Meios de Exposicéo

Duas amostras de agua de todos os aquarios foram coletadas no tempo O h e
depois a cada 24 h durante o periodo de exposicao, para analise da concentracao de
Cd e/ou Ni. Uma amostra foi filtrada (malha de 0,45 pym, Millipore Millex HV/PVDF)
antes da acidificacdo (1% HNOs3) para a andlise da concentracdo de metal dissolvido
e outra amostra foi somente acidificada para determinacdo da concentracédo de metal
total.

Para a andlise de acumulo de Cd e Ni nos tecidos dos peixes, amostras
coletadas de branquia, figado, rim, cérebro e musculo foram armazenadas em tubos
plasticos previamente descontaminados. Posteriormente, os tecidos foram colocados
em estufa a 60°C, até a sua secagem completa. Em seguida, os tecidos foram
pesados e submetidos a digestdo em acido nitrico 5 N, em estufa a 60°C por 48 h
(Alves e Wood, 2006).

Exemplares de L. minor também foram avaliados quanto ao acimulo de Cd e Ni.
Ao final da exposicéo, 8 amostras de aproximadamente 0,1 g de lentilhas d’agua
(plantas inteiras) foram coletadas dos grupos que continham macrofitas, e em seguida
foram lavadas em solugcéo de EDTA dissédico (12 mM), para a remoc¢ao de metais

adsorvidos (Costa et al., 2018). Em seguida, as amostras foram armazenadas em
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tubos plasticos descontaminados e foram submetidas aos mesmos processos
descritos acima para os tecidos de peixe, diferindo apenas no tempo de digestdo na
estufa, que neste caso foi de 96 h, de acordo com Costa et al. (2018).

As amostras de agua e de tecido digerido foram entdo utlizadas para a
determinacao da concentracdo de Cd e Ni por atomizacao eletrotérmica em forno de
grafite acoplado a um espectrofotdmetro de absorcdo atdbmica (AAnalyst 700, Perkin
Elmer, USA). Neste equipamento, o limite de deteccdo do Cd é 0,002 ug L e do Ni é
0,07 pug L 2.

3.3.6 Biomarcador de Exposicado a Metais

A concentracdo de metalotioneinas (MT) foi determinada em amostras de
branquia, figado e musculo, pelo método espectrofotométrico descrito por Viarengo et
al. (1997). Os tecidos foram homogeneizados individualmente (branquia e musculo
1:2; figado 1:3 m/v) em tampdo (sacarose 0,5 M; Tris 26 mM; fluoreto de
fenilmetilsulfonil 0,5 mM; B-mercaptoetanol 1,3 mM) e centrifugados por 45 min (18000
g; 4°C). O sobrenadante foi ressuspenso em etanol/cloroférmio para obtencdo de uma
fracdo de metaloproteinas parcialmente purificadas. Nesta fracdo, os grupos sulfidrila
(-=SH) foram quantificados em espectrofotdometro (Victor3rm, PerkinElmer, USA) a 412
nm, considerando a glutationa como padréao.

Para a padronizacdo da expressédo dos resultados, a concentracao de proteinas
das amostras de branquias, figado e musculo foi determinada pelo método de
Bradford (1976).

3.3.7 Biomarcadores Hematoldgicos, Metabdlicos e Osmo-1dnicos

Parte do sangue coletado na amostragem foi utilizado na determinacdo do
hematacrito (Hcto), do nimero de eritrocitos (RBC) e da concentracéo de hemoglobina
(Hb). Para o Hcto, uma aliquota de sangue foi depositada em microcapilares de vidro.
Estes capilares foram centrifugados (1200 g, 7 min), para a separacao das ceélulas e
do plasma, e posteriormente, a porcentagem de eritrocitos foi definida com auxilio de
um cartdo padronizado. Para avaliacdo do numero de eritrécitos, uma amostra de
sangue foi diluida (1:200) em tampao formol citrato (citrato de sddio 130 mM em
formaldeido 0,4%). Uma aliquota dessa mistura foi acondicionada em camara de
Neubauer, para a contagem de células em microscopio de luz, na objetiva de 40x. A

concentracéo de Hb foi determinada em espectrofotdmetro (Libra S32, Biochrom, UK)
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a 540 nm, através de metodo colorimétrico da cianometahemoglobina (Kit comercial
Labtest Diagnostica, Brasil).

No plasma, a concentragcdo de glicose foi avaliada em espectrofotometro
(Victor3tm, PerkinElmer, USA) a 505 nm, pelo método enzimatico da glicose-oxidase
(Kit comercial Doles Reagentes Ltda, Brasil). A concentracdo dos ions Na* e K* foi
determinada em fotémetro de chama (DM-62, Digmed, Brazil), a partir de uma curva
de calibragéo de solugéao padrédo de ambos. A concentracédo Cl- foi determinada por
método colorimétrico (Kit comercial, Labtest Diagndstica, Brasil) em espectrofotbmetro
(Victor3tm, PerkinElmer, USA) a 470 nm, e a concentracdo de Ca?* foi determinada
por atomizacao por chama em espectrofotometro de absorcdo atémica (AAnalyst 700,
Perkin Elmer, USA).

Quanto ao tecido branquial, trés arcos coletados de cada animal durante a
amostragem foram armazenados em 1 mL de tampéo SEI (sacarose 150 mM; EDTA
10 mM; imidazol 50 mM; pH 7,5) e posteriormente foram homogeneizados (1:5 m/v)
em tampdo SEI contendo adicionalmente 2,4 mM de deoxicolato de sédio. As
amostras foram centrifugadas (20 min; 10000 g; 4°C) e o sobrenadante resultante foi
utilizado para a determinacéo da atividade de enzimas envolvidas em trocas ibnicas.
As atividades da Na*/K* ATPase (NKA) e da H* ATPase (HATP) foram determinadas
simultaneamente, pelo decaimento da absorbancia do NADH a 340 nm (Victor3twm,
PerkinElmer, USA), de acordo com o método de Gibbs & Somero (1989), com
modificacdes (McCormick, 1992). A atividade da Ca?* ATPase (CaATP) foi avaliada
de acordo com Vijayavel et al. (2007) com modificacfes, através da quantificacdo do
Pi em espectrofotbmetro (ELX 800, Bio-Tek Instruments) a 620 nm. Para
determinacao da atividade da anidrase carbodnica (AC), uma aliquota de cada amostra
foi adicionada a uma solucéo saturada de CO2, sendo observado o decaimento do pH,
de acordo com o método de Vitale et al. (1999). Para a padronizacdo da expressao
dos resultados destas enzimas de transporte idnico, a concentracéo de proteinas das

amostras de branquias foi determinada pelo método de Bradford (1976).

3.3.8 Biomarcador de Neurotoxicidade

Para avaliacdo de alteracbes neurotoxicas, a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) foi determinada em amostras de cérebro e musculo. Estas
amostras foram diluidas (1:10 m/v), homogeneizadas em tampao fosfato de potassio
(0,1 M; pH 7,5) e centrifugadas (20 min; 15000 g; 4°C). O sobrenadante resultante foi
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utilizado para determinar a atividade da AChE a partir da reacdo do iodeto de
acetilcolina com o 5,5-ditiobis-2-4cido nitrobenzoico (DTNB), em leitora de
microplacas (Victor3tm, PerkinElmer, USA) a 415 nm, de acordo com o método de
Ellman et al. (1961), adaptado por Costa et al. (2007).

Além disso, a concentracéo de proteinas das amostras de cérebro e masculo foi
determinada pelo método de Bradford (1976), para a padronizacdo da expressao da

atividade enzimatica.

3.3.9 Biomarcadores de Genotoxicidade

A frequéncia de micronucleos (MN) e de alteracdes eritrociticas nucleares
(AENSs) foi avaliada de acordo com Ueda et al. (1992), com algumas modificagdes.
Durante a amostragem, 10 pL de sangue, por animal, foram utilizados na confecgao
de esfregacos sob duas laminas de vidro limpas. As laminas secaram a temperatura
ambiente durante 24 h e, em seguida, foram fixadas com metanol durante 10 minutos.
Para a analise, as laminas foram coradas com laranja de acridina (0,003%) diluido em
tampao de Sorenson (pH 6,8) e examinadas em microscopio de epifluorescéncia, em
aumento de 1000x. Foram observados 3000 eritrécitos por peixe, sendo avaliadas a
presenca de MN e de alteragcbes morfoldégicas no nucleo. Estas alteracbes foram
classificadas como AENs, segundo Carrasco et al. (1990), e foram divididas nas
seguintes categorias: nucleo segmentado, nucleo lobulado, nicleo em forma de rim e

células binucleadas.

3.3.10 Biomarcadores Histopatoldgicos

Para avaliacdo de alteracBes histopatolégicas, imediatamente apGs a coleta, um
arco branquial foi fixado em solucdo Alfac (etanol 80% - 85 mL; formaldeido 40% - 10
mL; acido acético glacial — 5 mL) durante 14 horas, e apos este periodo em alcool
70%. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série alcoolica crescente,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Cortes de 5 um foram corados com
hematoxilina e eosina para a identificacdo de alteragbes histopatologicas em
microscopia de luz. As alteracbes encontradas foram avaliadas semi-
quantitativamente através do indice de Alteragdes Histoldgicas (IAH), segundo
Poleksi¢ & Mitrovi¢c-TutundZi¢ (1994) e Simonato et al. (2008).

Segundo este indice, a severidade das lesdes observadas € classificada em

graus progressivos quanto ao comprometimento das fungdes teciduais. O grau | se
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refere a alteracdes que ndo comprometem o funcionamento do tecido; o grau Il indica
alteracdes graves que comprometem o funcionamento do érgdo, mas sao reversiveis;
e o grau lll designa as alteracdes severas que comprometem de forma irreversivel o
funcionamento do 6rgéo.

Um valor de IAH foi calculado para cada animal, de acordo com a formula: IAH
= (1. >0 + (10. XII) + (100. >1lI), de forma que I, 1l e Il se referem ao niamero de
alteracdes de estagio I, Il e lll, respectivamente. Os valores de IAH entre 0 e 10
indicam funcionamento normal do tecido; entre 11 e 20 indicam danos leves ao 6rgao;
entre 21 e 50 indicam danos moderados; de 50 a 99, danos severos e maiores que

100 indicam danos irreversiveis no tecido.

3.3.11 Analise Estatistica

Para a analise estatistica, cada experimento de exposicdo foi avaliado
separadamente.

Em cada parametro avaliado em P. lineatus, os resultados foram comparados
entre 0s grupos por meio de uma analise de variancia paramétrica (ANOVA) ou nédo
paramétrica (Kruskal-Wallis), de acordo com a normalidade (teste Shapiro-Wilk) e
homogeneidade de variancia (teste de Levene) dos dados. Em seguida, caso fosse
indicada diferenca estatistica, foram realizados testes de comparacfes mdultiplas
(Student-Newman-Keuls ou Dunn), com nivel de significancia de 5%.

Na analise de acumulo das amostras de L. minor, os resultados do grupo exposto
apenas a agua desclorada e do grupo exposto ao Cd e/ou ao Ni foram comparados
por meio do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. A normalidade (teste Shapiro-
Wilk) e homogeneidade de variancia (teste de Levene) dos dados foram avaliados
previamente, também sendo adotado um nivel de significancia de 5%.

Para padronizacdo das tabelas e gréficos, todos os dados (paramétricos e nao-

paramétricos) foram expressos como média + erro padrao.

3.4 RESULTADOS

Os parametros quimicos e fisicos da agua monitorados durante o0s
experimentos se mantiveram constantes (média + EP; temperatura: 23,31 + 0,09 °C;
pH: 7,20 + 0,06; oxigénio dissolvido: 7,06 + 0,06 mg L*; condutividade: 115,6 + 2,6
uS/cm; turbidez: 0,75 + 0,38 NTU; dureza: 30,76 + 0,46 mg CaCOs L1).
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N&o houve mortalidade de peixes nos experimentos de exposi¢cdo ao Cd e ao
Ni isolados. Porém, no experimento de exposicdo a mistura dos metais houve

mortalidade de 25% dos peixes no grupo Mix.

3.4.1 Concentracao de Metais nos Meios de Exposicao

Na exposicao ao Cd, a concentracado de metal dissolvido nos aquarios do grupo
Fito Cd apresentou uma variacéo percentual de -46%, e no grupo Cd a variagéo foi de
-9,4% ao final da exposigao (Fig. 3.1 A).

Na exposicado ao Ni isolado, os aquarios do grupo Fito Ni apresentaram uma
variacdo percentual de -20% na concentracdo de metal dissolvido ao final periodo de
exposi¢do. Ja no grupo Ni, a variagéo foi de -14% (Fig. 3.2 A).

Na exposicdo a mistura dos metais, a concentracdo Cd dissolvido teve uma
variacdo percentual de -13% no grupo Fito Mix. No grupo Mix houve uma variacao de
-14% na concentracdo de Cd dissolvido (Fig. 3.1 B). Quanto a concentracdo de Ni, no
grupo Fito Mix houve uma variagao percentual foi de -15% na concentragao de metal
dissolvido. No grupo Mix a variagdo na concentragéo de Ni dissolvido foi de -14% (Fig.
3.2 B).

Em todos os experimentos, nos grupos CTR e Fito CTR as concentracdes de Cd
e/ou Ni estavam abaixo do limite de deteccdo. Mais detalhes sobre as concentracdes

efetivas de Cd e/ou Ni nos meios de exposi¢do estdo disponiveis no apéndice A.

3.4.2 Bioacumulacgéao

Na exposicdo ao Cd isolado houve um aumento da concentracdo de Cd nas
branquias (H = 21,86; p < 0,001) e no figado (H = 21,45; p < 0,001) dos animais do
grupo Fito Cd e do grupo Cd. Também houve bioacumulacdo deste metal no rim (F =
3,98; p = 0,022) e no cérebro (H = 8,91; p = 0,012) dos peixes do grupo Cd (Fig. 3.3
A). No musculo nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos. Nas amostras
de cérebro e musculo do grupo Fito CTR a concentragcédo de Cd estava abaixo do limite

de deteccéo.
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Figura 3.1 — Concentracdo de cadmio em todos os aquarios dos grupos Fito Cd e Cd,
na exposicao a este metal isolado (A); e nos grupos Fito Mix e Mix, na exposicao a
mistura de metais (B).
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Figura 3.2 — Concentracdo de niquel em todos os aquarios dos grupos Fito Ni e Ni,
na exposicao a este metal isolado (A); e nos grupos Fito Mix e Mix, na exposicao a
mistura de metais (B).
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Quanto a macrofita L. minor, também foi observado aumento da concentracéo
de Cd nas amostras do grupo Fito Cd (U = 0,00; p < 0,001) em relacao ao grupo Fito
CTR (Tab. 3.1).

Na exposicado a mistura, foi observado um aumento da concentracdo de Cd nas
branquias (F = 68,49; p < 0,001) e no rim (H = 20,20; p < 0,001) dos animais dos
grupos Fito Mix e Mix (Fig. 3.3 B). No figado n&o houve diferenga significativa entre
0S grupos quanto a concentracado de Cd. No cérebro, a concentracdo de Cd estava
acima do limite de detec¢éo apenas no grupo Fito Mix, e no musculo apenas no grupo
Mix.

Na exposicdo ao Ni isolado, houve bioacumulacdo de Ni nas branquias (H =
17,99; p < 0,001), no figado (H =17,49; p < 0,001) e no cérebro (F = 34,86; p <0,001)
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dos animais dos grupos Fito Ni e Ni (Fig. 3.4 A). No rim houve aumento da
concentracdo de Ni no grupo Ni (H = 18,18; p < 0,001) em relacdo ao CTR. No
musculo, houve aumento da concentracdo de Ni no grupo Ni (F =5,57; p=0,017) em
relacdo aos grupos Fito CTR e Fito Ni, de modo que a concentracdo deste metal
estava abaixo do limite de deteccdo no grupo CTR.

Na macréfita L. minor também houve acumulo de Ni nas amostras do grupo Fito
Ni (U = 0,00; p = 0,001) em relacéo ao grupo Fito CTR (Tab. 3.1).

Figura 3.3 — Concentracao de Cd nos tecidos de P. lineatus ap0s exposicao de 96 h
ao Cd isolado (A) e apos exposicdo de 96 h a mistura de caddmio e niquel (B). Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (média + EP; n = 4-8). A
concentracdo de cadmio estava abaixo do limite de detec¢do nos grupos em gque nao
h& uma barra e letras indicando o resultado da analise estatistica.
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A exposicao a mistura de metais também provocou aumento da concentracéo
de Ni nas branquias (H = 17,65; p < 0,001) e no musculo (F= 6,53; p = 0,010) dos
peixes dos grupos Fito Mix e Mix (Fig. 3.4 B). Contudo, nas amostras de musculo do
grupo Fito CTR a concentragdo de Ni estava abaixo do limite de detec¢do. No rim (H
=18,72; p < 0,001) e no cérebro (H = 19,02; p < 0,001) apenas os animais do grupo
Mix apresentaram aumento significativo da concentracdo de Ni em relacdo ao CTR.
No figado ndo houve diferenca significativa entre os grupos quanto a concentracao de
Ni.

Figura 3.4 — Concentracdo de Ni nos tecidos de P. lineatus apds exposicdo de 96 h
ao Ni isolado (A) e ap6s exposicdo de 96 h a mistura de caddmio e niquel (B). Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (média + EP; n = 5-8). A
concentracdo de niquel estava abaixo do limite de detec¢cédo nos grupos em que nao
h& uma barra e letras indicando o resultado da analise estatistica.
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Na macrofita L. minor foi observado aumento da concentracdo de Cd (U = 0,00;
p < 0,001) e Ni (U =0,00; p <0,001) nas amostras do grupo Fito Mix em relacao ao
grupo Fito CTR (Tab. 3.1).

Tabela 3.1 — Concentracdo de Cd e Ni em amostras de L. minor coletadas apos
exposicoes de 96 h ao Cd ou ao Niisolados, ou ainda, a sua mistura. Um asterisco (*)
indica diferenca significativa em relacdo ao respectivo controle (média + EP; n = 6-8).

Acumulo de Cd Acumulo de Ni
(mg Cd g tecido seco™) (mg Ni g tecido seco™)
Fito CTR 2,22 £ 0,27 -
Cd _ .
Fito Cd 733,15 + 69,60 -
N Fito CTR - 12,55 £ 1,07
i L
Fito Ni - 1474,23 £ 74,33 *
Vi Fito CTR 2,08 +£0,15 21,28 =+ 0,96
IX : .
Fito Mix 418,45+ 17,34 * 1152,28 + 37,60 *

3.4.3 Biomarcador de Exposi¢cao a Metais

No experimento de exposicdo ao Cd isolado ndo foi observada diferenca
significativa entre 0s grupos quanto a concentracdo de metalotioneinas nos trés
tecidos avaliados. Entretanto, no experimento de exposi¢cdo ao Ni isolado houve um
aumento da concentracao de MT no figado (F = 3,91; p = 0,026) dos animais do grupo
Ni (Fig. 3.5 B). Na branquia e no masculo nédo foram observadas alteragdes.

No experimento de exposicdo a mistura de metais houve um aumento da
concentracdo dessas proteinas no musculo (F = 4,213; p = 0,018) dos animais dos
grupos Fito Mix e Mix (Fig. 3.5 C). Na branquia e no figado nao foram observadas

alteracdes significativas.

3.4.4 Biomarcadores Hematoldgicos, Metabdlicos e Osmo-l6nicos

N&o foi observada nenhuma diferenca significativa entre os grupos quanto aos
parametros hematoldgicos avaliados nos trés experimentos de exposicéo (Tab. 3.2).
Entretanto, no experimento de exposi¢cdo a mistura de Cd e Ni, foi observado aumento
de glicemia (F = 5,70; p = 0,004) nos peixes do grupo Mix em relacdo ao CTR (Fig.
3.6). Nos experimentos de exposicdo aos metais isolados, ndo houve alteragcdes em

nenhum grupo quanto a este parametro.
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Figura 3.5 — Concentracao de metalotioneinas (MT) nas branquias, figado e musculo
de P. lineatus apos exposicdes de 96 h ao Cd (A) ou ao Ni (B) isolados, ou ainda, a
sua mistura (C). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (média

+ EP; n = 5-8).
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Figura 3.6 — Concentracdo de glicose plasmatica em P. lineatus apés exposicdes de
96 h ao Cd ou ao Ni isolados, ou ainda, a sua mistura. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre os grupos (média + EP; n = 6-8).
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Tabela 3.2 — Concentracdo de hemoglobina, hematdcrito e nimero de eritrocitos
(RBC) avaliados em P. lineatus apés exposicdes de 96 h ao Cd ou ao Ni isolados, ou
ainda, a sua mistura. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre 0s grupos
(média = EP; n = 6-8).

Hemoglobina Hematocrito RBC
(g dL?) (%) (10° mm3)
CTR 7,3+0,2% 31,7+102 1,6 032
Fito CTR 8,3+03% 32,7+08% 2,2+0,2%
Cd H a a a
Fito Cd 8,5+0,5 32,3+18 1,7 +0,1
Cd 8,3+03%2 27.8+16%2 1,8 +0,02
CTR 6,8+0,42 225+172 21+01%2
\i Fito CTR 6,3+042 272+18%2 18+022
[ o
Fito Ni 6,4+032 27,0+1,32 1,6+0,12
Ni 6,0+032 27,9+15%2 1,4+01°2
CTR 6,4+072 247+15%2 16+012
_ Fito CTR 6,7 +052 278+162 15012
Mix i i
Fito Mix 6,9+0,32 26,4+1,72 1,4 +0,22
Mix 6,6 +0,62 258+19%2 15+012

Vérias alteracbes foram observadas quanto a concentracdo dos ions
plasmaticos avaliados (Tab. 3.3). No experimento de exposi¢cdo ao Cd isolado, os
animais dos grupos Fito Cd e Cd apresentaram um aumento na concentracdo de
potassio (H = 11,50; p = 0,009) e uma reducédo na concentra¢do de célcio (F = 11,63;
p < 0,001).

Na exposi¢ado ao Ni isolado, houve um aumento na concentracdo de calcio (F =
8,42;p < 0,001) nos grupos Fito Ni e Ni.

No experimento de exposicdo a mistura de metais houve uma reducao na
concentracédo de potassio (H=11,12; p =0,011) nos peixes dos grupos Fito Mix e Mix,
em relacdo ao grupo CTR. Também foi observada uma reducéo da concentragédo de
calcio (F = 3,59; p = 0,032) no grupo Mix.

Quanto as enzimas de transporte iGnico na branquia, na exposi¢cdo ao Cd foi
observada uma reducéo da atividade da Na*/K* ATPase (F = 11,99; p < 0,001) e da
Ca?* ATPase (F = 5,56; p = 0,006) nos grupos Fito Cd e Cd. Também houve uma
reducdo na atividade da anidrase carbénica (F = 3,85; p = 0,026) apenas no grupo Cd

(Fig. 3.7). Nao houve diferenca entre os grupos quanto a atividade da H* ATPase.
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Tabela 3.3 — Concentracdo (mM) dos ions Na*, K*, CI- e Ca?* no plasma de P. lineatus
apos exposicdes de 96 h ao Cd ou ao Ni isolados, ou ainda, a sua mistura. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (média + EP; n = 5-8).

Nat K+ Cl- Ca%*

(mM) (mM) (mM) (mM)
CTR 118,3+3,82 24+03%2 109,4 +2,82 1,9+012
Fito CTR  131,1:28%  26+012 103,6 +2,4 2 1,8 +0,02
FitoCd  1290:41®  3,1:02P  1055+37% 15z00P°
Ccd 1305462  3,1%02°  106,1%242  15x01P°
CTR 124,5+1,1 @ 34:022 111,9 +3,6 & 1,6 +0,0 @
FitoCTR  1241:+16%  32:01%  106,3:35% 18+012
FitoNi ~ 1249:+142® 32:012  102,7+15% 20+0,.1°
Ni 1294 +23%  33x01% 1080312  21x00P
CTR 146,9 +2,6 2 332012 104,1 +3,0 @ 1,6 0,12
i Fito CTR  1447+43% 29:012  1041:16% 1,6:012
Fito Mix  136,4+462  25:02P  1048+172 16+012
Mix 1358132  27%01°  1081:102  1,3x0.1P

Figura 3.7 — Atividade das enzimas Na*/K* ATPase (A), H* ATPase (B) Ca?* ATPase
(C) e anidrase carbbnica (D) nas branquias de P. lineatus apds 96 h de exposi¢cao ao
Cd isolado. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (média *
EP; n =5-8).
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Na exposicdo ao Ni ndo foi observada diferenca entre os grupos quanto a
atividade das enzimas Na'/K* ATPase, Ca?* ATPase e H* ATPase e anidrase
carbdnica. J4 na exposicdo a mistura de metais, a Unica enzima que apresentou
alteracées foi a Ca?* ATPase, sendo observada uma reducédo da sua atividade nos
peixes do grupo Mix (F = 3,36; p = 0,037) (Fig. 3.9 C).

Figura 3.8 — Atividade das enzimas Na*/K* ATPase (A), H* ATPase (B) Ca?* ATPase
(C) e anidrase carbbnica (D) nas branquias de P. lineatus apds 96 h de exposicao ao
Ni isolado. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (média +
EP; n =5-8).
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3.4.5 Biomarcador de Neurotoxicidade

Apds a exposicdo ao Cd isolado, os peixes do grupo Cd apresentaram um
aumento da atividade da AChE no cérebro (F = 5,84; p = 0,004) e uma reducgdo na
atividade desta enzima no masculo (F = 3,28; p = 0,041) (Fig. 3.10 A).

No experimento de exposi¢édo ao Ni isolado néo houve alteragéo na atividade da
AChE em nenhum dos tecidos testados. Na exposi¢cdo a mistura também n&o foram
constatadas alteracdes na AChE no cérebro, no entanto, os animais do grupo Mix
apresentaram uma reducdo da atividade desta enzima no musculo (F = 4,09; p =
0,018) (Fig. 3.10 C).
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Figura 3.9 — Atividade das enzimas Na*/K* ATPase (A), Ca?* ATPase (B), H* ATPase
(C) e anidrase carbdnica (D) nas branquias de P. lineatus apés 96 h de exposi¢cédo a
mistura de Cd e Ni. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos
(média = EP; n = 5-8).
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3.4.6 Biomarcadores de Genotoxicidade

N&o foi observada diferenca significativa entre os grupos do experimento de
exposicdo ao Cd isolado quanto a frequéncia de AENs. Nesta exposicdo foram
observados apenas dois individuos com a presenca de um MN cada no grupo Fito Cd.

Na exposicao ao Niisolado houve um aumento da frequéncia de AENs (F = 4,86;
p = 0,009) nos peixes do grupo Ni (Fig. 3.11 B). Nao foram observados microndcleos
em nenhum individuo neste experimento de exposicao.

Na exposicdo a mistura de metais também foi observado um aumento na
frequéncia de AENs nos animais do grupo Mix (F = 6,12; p = 0,005) (Fig. 3.11 C).
Nesta exposicao foram observados apenas dois MN em um unico individuo do grupo

Fito CTR.
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Figura 3.10 — Atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) no cérebro e no
musculo de P. lineatus apds exposi¢des de 96 h ao Cd (A) ou ao Ni (B) isolados, ou
ainda, a sua mistura (C). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os
grupos (média + EP; n = 5-8).
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Figura 3.11 — Frequéncia de altera¢des eritrociticas nucleares (AENs) em P. lineatus
apos exposicdes de 96 h ao Cd ou ao Ni isolados, ou ainda, a sua mistura. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (média + EP; n = 5-7).
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3.4.7 Biomarcadores Histopatoldgicos

Na exposicdo ao Cd isolado nédo houve diferenca entre os grupos quanto ao
valor de IAH. A frequéncia das alteragdes observadas também néo diferiu de modo
expressivo entre 0s grupos. As alteracdes mais frequentes foram o desarranjo lamelar,
e o0 descolamento epitelial (Tab. 3.4).

Na exposicdo ao Ni houve um aumento do IAH (F = 6,54; p = 0,002) nos grupos
Fito Ni e Ni (Tab. 3.4). Nestes mesmos dois grupos foram observadas alteragcdes com
grau de severidade Il que estavam ausentes no grupo CTR e Fito CTR, como o
rompimento de células pilares e hemorragia (Fig. 3.12 B).

Na exposicao a mistura de Cd e Ni também houve aumento do IAH (F = 9,43;
p < 0,001) nos animais dos grupos Fito Mix e Mix (Tab. 3.4). Nestes grupos foi
observado o rompimento de células pilares, uma alteracdo ausente nos grupos CTR
e Fito CTR, além de um aumento na frequéncia de descolamento epitelial e desarranjo
lamelar (Fig. 3.12 C).
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Tabela 3.4 — Frequéncia de alteracdes histolégicas e indice de alteracdes histoldgicas (IAH) nas branquias de P. lineatus apds
exposicdes de 96 h ao Cd ou ao Niisolados, ou ainda, a sua mistura. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos
guanto ao valor de IAH (média £ EP; n = 5-8). 0 = ausente; + = pouco frequente; ++ = frequente; +++ = muito frequente

Alteracdes

Congestéo vascular
Desarranjo lamelar
Descolamento epitelial

Dilatacdo do canal marginal

Fuséo completa de varias
lamelas

Fuséo incompleta de varias
lamelas

Hiperplasia do epitélio
lamelar

Hipertrofia celular

Presenca de parasitas

Hemorragia com ruptura do
epitélio

Rompimento das células
pilares

Ruptura do epitélio lamelar

IAH

Grau de
severidade

CTR

++

++

0

+

1292
+1,7

Cd
Fito
CTR
+

+++

0

+

1252
+34

Fito
Cd
++

++

+

+

+

19,22
+25

Cd
+
++
++

+

0

0

10,02
+26

Frequéncia de ocorréncia

CTR
0

++

++

++

13,32
+3,1

Fito
CTR
0

+

1292
+3,4

Ni

Fito
Ni

0

++

++

2710
95

Ni

++

++

259D
+24

CTR

++

++

10,6 &
+23

Fito
CTR
0

+
+

+

++

++

++

9,82
+23

Mix
Fito
Mix
0
+

++

25,00
+2,7

Mix

++

++

21,60
+26
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Figura 3.12 — Cortes histolégicos das branquias de P. lineatus apés exposicoes de 96 h ao Cd (A) ou ao Ni (B) isolados, ou ainda,

a sua mistura (C). Desarranjo lamelar (+); descolamento epitelial (seta preta); hemorragia (*); hiperplasia do epitélio lamelar (seta
branca); ruptura do epitélio lamelar (ponta de seta preta); rompimento das células pilares (ponta de seta branca). Coloragdo com
hematoxilina e eosina.
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3.5 DIsCcussAO

Este trabalho avaliou se uma remediagdo de 96 h mediada por L. minor seria
capaz de evitar a bioacumulagdo, bem como outros efeitos subletais em P. lineatus
devido a exposicdo aos metais Cd e Ni. O desempenho de L. minor na fitorremediacéo
e os resultados de cada experimento de exposicao sédo discutidos separadamente nas

secOes a sequir.

3.5.1 Uso da Lemna minor para Fitorremediacao

Em todos os experimentos de exposi¢cdo L. minor apresentou um aumento da
concentracdo de Cd e/ou Ni em seus tecidos, quando exposta a estes metais. O Cd é
um metal ndo essencial, entretanto, ele pode ser captado pelas raizes das plantas
através de canais ou transportadores de Fe?*, Ca?* e Zn?*. Uma vez dentro das células
o Cd geralmente se liga a agentes quelantes, como a glutationa (GSH), e é
transportado para o vacuolo (Clemens, 2006). Desse modo, estes processos podem
ser responsaveis pelo acumulo de Cd observado em L. minor neste estudo.

O Ni, porém, € um metal essencial para as plantas, estando presente na
composicdo de enzimas como a urease, por exemplo. Este metal é
predominantemente absorvido pelas raizes, por meio de processos de transporte ativo
e passivo (Seregin e Kozhevnikova, 2006). Acredita-se que o Ni é captado pelos
mesmos transportadores de cations pelos quais sdo absorvidos o Cu?* e o0 Zn?*. A
partir da raiz, o Ni pode ser transportado pelo xilema e floema, sendo entéo distribuido
a todo o organismo (Sachan e Lal, 2017). Estes mecanismos de transporte
provavelmente estdo envolvidos no acumulo de Ni observado em L. minor neste
trabalho.

Estudos anteriores ja haviam demonstrado a capacidade de L. minor de extrair
Cd e Ni da agua, e de acumular estes metais em seus tecidos (Appenroth et al., 2010;
Bharti e Banerjee, 2012). Contudo, nas exposi¢cdes ao Niisolado e a mistura de metais
nao houve diferenca entre a concentracao de metal nos meios de exposi¢cdes com e
sem fitorremediacdo. Este resultado pode estar relacionado a outro mecanismo de
remediacdo que ndo envolve a extracdo dos metais da agua. Segundo diversos
autores, algumas plantas podem imobilizar ou “sequestrar’ os metais presentes no
meio de exposicao atraves da sua adsorcao na superficie das raizes, por um processo

conhecido como fitoestabilizagdo (Igbal et al., 2019; Jeevanantham et al., 2019).
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Desse modo, ndo haveria necessariamente a remocao de Cd e Ni da agua, porém,
estes metais estariam menos disponiveis para 0s peixes, pois P. lineatus € uma
espécie com habito detritivoro (Castro e Vari, 2004), que ndo costuma nadar préximo
a superficie da agua.

Além disso, deve-se pontuar os outros fatores que podem estar envolvidos na
variacdo da concentracdo de Cd e Ni nos meios de exposic¢ao, independentemente da
presencga ou ndo de L. minor. Este resultado pode ter sido provocado, em parte, pela
absorcao destes metais pelos peixes, 0 que resultou na bioacumulacdo em diversos
tecidos de P. lineatus. A variacdo na concentracdo de Cd e Ni também pode ser
atribuida a formacéo de complexos entre os ions metélicos e o material organico em
suspensdo. Estes complexos geralmente ndo permanecem na coluna d’agua e
acabam se depositando no fundo (Couture e Pyle, 2011).

Outro aspecto a ser observado sobre os trés experimentos de exposicdo € que
o grupo Fito CTR nédo apresentou alteracbes em relacdo ao CTR em nenhum dos
biomarcadores avaliados. Estes resultados indicam que L. minor é uma alternativa
segura para a fitorremediacdo de metais, ndo oferecendo riscos para a saude de P.
lineatus. Contudo, deve-se destacar que esta espécie de macrofita aquatica tem
potencial invasor e ndo deve ser utilizada levianamente para recuperacdo de
ambientes naturais. Estratégias para o seu uso em sistemas de tratamento de
efluentes e aguas residuais devem ser desenvolvidas com cautela, evitando assim a

ocorréncia de impactos ambientais (Prabakaran et al., 2019).

3.5.2 Exposicdo ao Cadmio Isolado

A exposicdo ao Cd provocou diversas alteracdes em P. lineatus, como
bioacumulacdo em varios tecidos, neurotoxicidade, reducédo na atividade de enzimas
de transporte ibnico, além de desbalancos na concentracdo de ions plasmaticos. A
fitorremediacéo foi completamente efetiva em evitar efeitos neurotéxicos no cérebro e
0 acumulo de Cd rim. A atividade da enzima AChE no musculo e o acumulo de Cd no
cérebro ndo diferiram entre os grupos Fito Cd e Cd, porém esses parametros
apresentaram uma melhora nos animais do grupo Fito Cd, e consequentemente, nao
diferiram significativamente dos valores do grupo CTR.

Segundo McGeer et al. (2011), em peixes o Cd pode ser captado pelas branquias
através de canais de célcio voltagem-dependentes, pela Ca?*ATPase ou também pelo

trocador Na*/Ca?*. A partir das branquias, esse metal provavelmente atingiu a corrente
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sanguinea e foi transportado para outros tecidos (Wood, 2011), o que resultou na
bioacumulacao no cérebro, figado, rim e branquias nos animais do grupo Cd.

Nos peixes expostos a fitorremediacdo do Cd, houve bioacumulacdo apenas no
figado e branquias. O figado é o principal tecido responsavel pela detoxificacdo e
armazenamento de metais (Palermo et al., 2015). Ja as branquias apresentam grande
superficie de contato, sdo altamente vascularizadas e estdo permanentemente em
contato com o meio externo (Atli e Canli, 2011). Desse modo, a fitorremediagdo n&o
pbde evitar o acumulo de metal, provavelmente devido a estas caracteristicas
particulares desses tecidos.

Além da bioacumulacédo, a exposicdo ao Cd também provocou um aumento da
concentracdo de K* e uma reducéo da concentracdo de Ca?* no plasma. Sabe-se que
um dos principais mecanismos de toxicidade do Cd em peixes envolve a inibicdo de
enzimas envolvidas na osmorregulacdo, o que resulta em desequilibrios i6nicos
(McGeer et al., 2011). Como a NKA é responsavel por promover a entrada de K* nas
células e a saida de Na* em direcéo ao liquido intersticial (Hwang, 2011), o aumento
da concentracdo de K* no plasma pode ter ocorrido devido a reducdo da atividade
dessa enzima na branquia.

A reducéo da concentracéo de Ca?* plasmatico, por sua vez, pode ter ocorrido
devido a reducéo atividade da enzima Ca?* ATPase, 0 que ocasionaria uma captacéo
de menores quantidades desse ion (Nikinmaa, 2014).

A anidrase carb6nica também teve sua atividade reduzida devido a exposicao
ao Cd no presente estudo. Este efeito pode ter ocorrido devido a competicdo entre o
Cd?* e 0 Zn?* por sitios de ligacdo na AC. Como o zinco atua como cofator enzimatico,
a competicdo com o Cd pode ter sido responsavel pela reducdo da atividade da AC
(da Silva e Martinez, 2014).

A fitorremediacdo nao impediu a maioria das alteracdes na concentracao de ions
e nas enzimas de transporte observadas em P. lineatus, provavelmente devido a
bioacumulacao de Cd nas branquias. Como este tecido € o principal 6rgéo envolvido
nos processos de osmorregulacado em peixes (Bjerregaard et al., 2015) e o Cd estava
presente nele em uma concentragéo muito alta, ocorreram alteragdes na atividade das
enzimas NKA e CaATP mesmo com a reducao da concentragéo de metal no meio de
exposicao.

Outro efeito provocado pela exposicdo ao Cd foi o aumento da atividade da

AChE no cérebro e a reducdo da atividade desta mesma enzima no musculo. De
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acordo com Bainy et al. (2006) os metais podem bloguear os receptores de
acetilcolina, dificultando o acesso aos sitios de ligacdo da enzima. Esse cenario
poderia causar um aumento na sintese de AChE, numa resposta de compensacao
para decompor a acetilcolina acumulada. Como houve acumulo de Cd no cérebro dos
peixes do grupo Cd, esta seria uma possivel explicacdo para o aumento da atividade
da AChE observado neste trabalho.

Entretanto, nas amostras de musculo do grupo Cd houve um efeito oposto ao do
cérebro, provavelmente indicando uma resposta tecido-dependente, assim como
observado em zebrafish (Zhang, et al., 2017). A reducédo na atividade da AChE pode
estar relacionada a alteracdes fisiologicas provocadas pela exposicdo ao metal, que
indiretamente resultam na reducdo da atividade desta enzima (Lima et al., 2013). No
trabalho de Naik et al. (2020) o peixe Oreochromis mossambicus também apresentou
reducdes na atividade da AChE no musculo, apds exposicdes agudas e subcrbnicas
ao Cd.

Contudo, a fitorremediagdo foi efetiva em evitar a ocorréncia de efeitos
neurotoxicos tanto no cérebro quanto no masculo de P. lineatus. A auséncia de
alteracbes na AChE no cérebro provavelmente é um reflexo dos resultados
observados quanto a bioacumulacdo, uma vez que nao foi observado um aumento

significativo da concentracdo de Cd nesse tecido no grupo Fito Cd.

3.5.3 Exposicao ao Niquel Isolado

A exposicao ao Ni provocou bioacumulacéo, inducdo de MT, hipercalcemia,
maior ocorréncia de danos histolégicos nas branquias, além de um aumento da
frequéncia de AENSs. A fitorremediacao evitou a inducdo de MT e o acumulo de Ni no
musculo. O acumulo de Ni no rim e a frequéncia de AENs foram parametros que nao
diferiram entre os animais dos grupos Fito Ni e Ni, contudo, a fitorremediacéo foi
efetiva em reduzir esses efeitos no grupo Fito Ni, de modo que esses biomarcadores
nao mais apresentassem diferenca significativa com o grupo CTR.

No trabalho de Alsop e Wood (2011), foi demonstrado que o aumento da
concentracdo de Ca?* no meio de exposicdo diminui a absorcéo e a toxicidade do Ni,
indicando que o Ni?* pode ser captado pelos peixes por meio de canais de calcio.
Desse modo, a partir das branquias o Ni poderia atingir a corrente sanguinea e se
acumular em outros tecidos, assim como observado para o Cd no presente estudo.

A fitorremediagcdo do Ni ndo evitou a bioacumulagéo nas branquias e no figado,
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possivelmente pelos mesmos fatores ja discutidos para a exposi¢cdo ao Cd isolado.
Além disso, no figado dos peixes do grupo Ni também houve um aumento da
concentracdo de metalotioneinas. As MT possuem uma grande quantidade de
grupamentos sulfidrila que podem se ligar a ions metalicos e evitar interagdes
fisioldgicas que resultem em toxicidade (Pyle e Couture, 2011). A inducado da sintese
dessas proteinas € um mecanismo comum de defesa dos peixes em resposta a um
aumento da concentracao de metais no organismo (Nikinmaa, 2014).

Entretanto, mesmo com a fitorremediag&o ainda houve acumulo de Ni no cérebro
dos animais do grupo Fito Ni. Segundo Pyle e Couture (2011), em peixes 0 Ni também
pode ser captado pelo epitélio olfatorio, em exposicdes via agua. Como neurdnios
receptores constituem um dos principais tipos celulares presentes no epitélio sensorial
deste tecido (Hara, 2011), o Ni poderia ser transportado com maior facilidade para o
cérebro por esta via.

O Ni é um metal conhecido por ter mecanismos de toxicidade mais relacionados
a lesdes no tecido branquial, ao contrario da maioria dos metais, que causam
distarbios ionorregulatérios (Pane et al., 2003). Contudo, no presente estudo houve
uma hipercalcemia em P. lineatus, apés a exposicdo ao Ni.

Como néo houve alteracéo na atividade da CaATP branquial, a exposi¢cao ao Ni
pode ter interferido nos mecanismos enddécrinos de regulacdo de Ca?*, envolvendo
hormbnios como stanniocalcina e a calcitonina, por exemplo. Sabe-se que a
calcitonina tem efeito sobre a mobilizagdo de calcio do tecido 6sseo (Loewn et al.,
2016). Contudo, futuros estudos sdo necessarios para confirmar esta hipétese, uma
vez que os efeitos dos Ni sobre o sistema enddcrino tém sido estudados
principalmente apenas em mamiferos (Georgescu et al., 2011; Yang e Ma, 2021).

Outra resposta observada em P. lineatus apds a exposicao ao Ni foi o aumento
da frequéncia de AENs. Segundo Shimizu et al. (1998) alteracdes na forma do nucleo
podem ocorrer devido a processos de exocitose desencadeados para reparar ou
eliminar material genético danificado.

No estudo de Palermo et al. (2015), exposicdes agudas ao Ni provocaram um
aumento de quebras no DNA em eritrécitos de P. lineatus. Ja o peixe Paralichthys
olivaceus também apresentou altera¢cdes na morfologia do nacleo de seus eritrocitos
guando exposto por 7 e 28 dias a diferentes concentracdes de Ni (Sun et al., 2020).

A fitorremediacao foi eficiente em evitar o aumento da frequéncia de AENs em

P. lineatus, possivelmente indicando que havia uma menor quantidade de Ni
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circulando na corrente sanguinea dos peixes. A ocorréncia de acamulo de Ni em um
menor namero de tecidos nos animais do grupo Fito Ni também respalda esta
hipotese.

ApOs a exposicdo ao Ni também foi observado um aumento do IAH nos grupos
Fito Ni e Ni, indicando a ocorréncia de danos moderados no tecido branquial. Outros
trabalhos ja haviam relatado a ocorréncia de alteracdes como edemas, descolamento
epitelial, proliferacéo de células cloreto, espessamento lamelar, dentre outros, devido
a exposicéo a este metal (Topal et al., 2017; Sun et al., 2020). Acredita-se que 0s
danos morfolégicos causados devido a exposicdo ao Ni podem ocorrer como
consequéncia de um extensivo dano oxidativo ao tecido (Pyle e Couture, 2011).

A ineficacia da fitorremediacdo em evitar as alteracfes histolégicas no tecido
branquial provavelmente esta relacionada ao acumulo de Ni neste mesmo tecido,

efeito que também néo foi evitado no grupo Fito Ni, como ja discutido anteriormente.

3.5.4 Exposicdo a Mistura de Cadmio e Niquel

A exposicdo a mistura de Cd e Ni resultou na bioacumulagdo de Cd e Ni em
diversos tecidos, inducdo de metalotioneinas, reducdo da atividade da AChE,
aumento da glicemia, desbalangcos i6nicos, maior frequéncia de alteracdes
histol6gicas na branquia e aumento da frequéncia de AENSs. A fitorremediacao evitou
a ocorréncia da hipocalcemia, a reducédo da atividade da AChE e o aumento da
frequéncia de AENs. O acumulo de Ni no cérebro e no rim, e a hiperglicemia néao
diferiram entre os grupos Fito Mix e Mix, no entanto, a fitorremedia¢cdo promoveu uma
melhora nesses biomarcadores, de modo que os resultados destes parametros nao
diferiram entre os grupos CTR e Fito Mix.

Nos peixes expostos a fitorremediacdo da mistura, além do aumento da
concentracdo de Cd e Ni nas branquias, a bioacumulacdo de Cd no rim e de Ni no
musculo também néo foram evitados.

Como o rim € um tecido muito importante para a excrecao de metais (Vinodhini
e Narayanan, 2008), a fitorremediacdo parece néao ter sido suficiente para evitar o
acumulo nesse tecido durante a exposicdo a uma mistura de metais. J& no musculo,
0 aumento da concentracao de Ni nos animais dos grupos Fito Mix e Mix, certamente
esta ligada a inducédo de metalotioneinas nesse tecido, que também ocorreu nesses
grupos.

Outro efeito subletal provocado pela exposicdo a mistura de metais foi 0 aumento
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da concentracédo de glicose plasmatica no grupo Mix, o que provavelmente indica que
0S peixes deste grupo apresentaram uma resposta de estresse.

Aresposta de estresse se inicia com a liberagéo de horménios como a adrenalina
e o cortisol, que alteram o padrdo de distribuicdo do oxigénio e de moléculas que
atuam como fonte de energia, como a glicose. Dessa forma, ocorrem respostas
fisiologicas caracteristicas, como o aumento da concentracdo da glicose, que se
mantém prontamente disponivel para a musculatura esquelética (Schreck et al.,
2016).

Em peixes, o0 aumento do aporte sanguineo nas branquias, para maximizar a
captacdo de oxigénio é outra resposta fisiolégica caracteristica durante o estresse.
Contudo, esse aumento da permeabilidade branquial também pode provocar maior
efluxo de ions e influxo de 4gua (Reid, 2011; Wendelaar Bonga, 2011). Desse modo,
um leve aumento na permeabilidade branquial pode ter provocado as alteracdes na
concentracdo de K* e Ca?* observadas neste estudo, uma vez que estes ions estédo
presentes no plasma em uma concentragdo muito mais baixa que o Na* e o CI-, sendo
entdo mais suscetiveis a alteragdes devido ao influxo de agua no organismo.

Contudo, a fitorremediacao foi efetiva em atenuar a resposta de estresse em P.
lineatus, uma vez que a glicemia dos animais do grupo Fito Mix néo foi
significativamente diferente dos animais do grupo CTR.

A hipocalcemia observada no grupo Mix também pode estar relacionada a
reducdo da atividade da enzima CaATP (um efeito j4 discutido para o Cd
anteriormente), e a uma competicdo do ion Ca?* com o Ni?* na captacédo pela branquia,
como ja observado em estudos anteriores com exposicées ao Ni (Pane et al., 2006;
Alsop e Wood, 2011). Estes fatores podem estar atuando em conjunto, uma vez que
foi observado acumulo de Cd e Ni nas branquias dos animais do grupo Mix. No
entanto, a fitorremediacéo foi eficaz em evitar a reducéo da atividade da CaATP e a
conseqguente hipocalcemia nos animais do grupo Fito Mix

A exposicao a mistura de Cd e Ni também provocou alteragdes no biomarcador
de neurotoxicidade avaliado em P. lineatus. A reducdo da AChE no musculo dos
animais do grupo Mix pode estar relacionada principalmente ao Cd, uma vez que na
exposicdo a este metal isolado também houve reducéo da atividade desta enzima,
mesmo sem a ocorréncia de bioacumulagédo no musculo.

Contudo, como foi observado acumulo de Ni no musculo, ambos os metais

podem ter contribuido para a redugéo na atividade da AChE. No trabalho de Topal et
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al. (2015), exemplares de Oncorhynchus mykiss também apresentaram reducdo da
atividade da AChE apés uma exposicdo de 21 dias as concentracdes de 1 e 2 mg L
de Ni.

No presente estudo, a inducdo de MT no musculo provavelmente foi protetiva no
grupo Fito Mix, evitando as alteracdes da atividade da AChE neste grupo.

A mistura de Cd e Ni também foi responsavel por um aumento da frequéncia de
AENS nos animais do grupo Mix. Os resultados da analise de acumulo nos diversos
tecidos avaliados indicam que tanto o Cd quanto o Ni estavam circulando na corrente
sanguinea dos peixes, de modo que estes dois metais poderiam interagir com 0s
eritrocitos e provocar um aumento de AENS.

Na secédo anterior ja foram discutidos outros trabalhos nos quais o Ni provocou
aumento de danos em eritrocitos. O Cd, por sua vez, também pode aumentar a
frequéncia de MN e AENs em peixes, assim como observado nos trabalhos de
Mahrous et al. (2015) e Pereira et al. (2016).

No entanto, no presente estudo a fitorremediagdo evitou o aumento da
frequéncia de AENs nos animais do grupo Fito Mix. Este resultado pode estar
relacionado a menores quantidades de Ni circulando no organismo, uma vez que nao
houve aumento significativo de Ni no rim e no cérebro nos animais do grupo Fito Mix.

A exposicdo a mistura de metais também provocou um aumento do IAH nos
grupos Fito Mix e Mix. Os valores médios de IAH para estes grupos indicam a
presenca de danos moderados nas branquias. Como j& discutido na secao anterior, o
niquel provoca toxicidade em peixes por mecanismos que envolvem principalmente
danos ao tecido branquial. Deste modo, este metal pode ser o principal responsavel
pelas alteracdes histolégicas observadas nos grupos Fito Mix e Mix, uma vez que
houve acumulo de Ni deste tecido.

No entanto, o Cd pode ter contribuido para o aumento de IAH, uma vez que este
metal também se acumulou nos animais dos grupos Fito Mix e Mix. Estudos anteriores
ja demonstraram que peixes expostos ao Cd podem apresentar alteracdes no tecido
branquial como hiperplasia, congestdao (Mahrous et al., 2015), ruptura e hipertrofia
celular nas lamelas (Adam et al., 2019), além de edemas e aumento do nimero de
células mucosas (Chen et al., 2021).

Além disso, assim como na exposi¢ao ao Niisolado, a fitorremediacéo ndo pbéde
evitar a ocorréncia de alteracdes histologicas apos a exposi¢cdo a mistura de Cd e Ni.

Este resultado provavelmente se deve ao acumulo de metais no tecido branquial, que
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também nao foi atenuado pela fitorremediacao.

3.6 CONCLUSAO

A fitorremediacdo mediada pela macrofita aquatica L. minor pode evitar alguns
dos efeitos subletais provocados em P. lineatus devido a exposicédo aos metais Cd e
Ni. No entanto, uma remediacdo de 96 h nédo é suficiente para evitar a ocorréncia de
alteracdes histoldgicas, desbalancos ibnicos e o acumulo de metais, principalmente
nas branquias, neste teledsteo. Talvez, estes efeitos possam ser mitigados em meios
de exposicao remediados por um periodo de tempo mais longo ou com a utilizacdo de
maiores quantidades de macrofitas para a remediacao.

Contudo, L. minor se mostrou como uma alternativa promissora para a
fitorremediacdo de Cd e Ni da agua, acumulando estes metais em seus tecidos e
reduzindo a sua concentracdo nos meios de exposicdo. Consequentemente, uma
resposta de estresse, bem como alteracdes na atividade da AChE e na frequéncia de

AENSs puderam ser evitadas em P. lineatus.
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4. CONCLUSAO GERAL

¢ A hipdtese levantada neste trabalho foi parcialmente aceita, pois 0 acumulo de
metais e 0s efeitos subletais provocados pela exposicdo ao Cd e/ou Ni foram
reduzidos ou evitados em alguns tecidos de P. lineatus e em outros nao.

e A exposicdo a uma mistura binaria de metais provocou alteragbes em um maior
namero de biomarcadores em relacdo a exposicfes aos mesmos metais de
forma isolada. Além disso, também houve aumento da glicemia, um biomarcador
gue nao havia se alterado nas duas exposi¢cdes a um metal isolado. Desse modo,
o presente estudo demonstra a importancia da avaliacdo dos efeitos de misturas
de metais, em paralelo a exposicfes a metais isolados.

e A concentracdo de metalotioneinas foi um biomarcador pouco sensivel nas
branquias, apesar do acumulo de metal nesse tecido em todas as exposicoes.

e Também pode-se observar que biomarcadores hematolégicos foram pouco
sensiveis em exposicdes agudas ao Cd e ao Ni. Assim, recomenda-se que
futuros trabalhos com este tema avaliem preferencialmente bioacumulacédo e
biomarcadores osmo-iénicos, que foram 0s mais responsivos.

e A presenca de dois metais parece ter interferido na capacidade de extracdo de Cd
e Ni pela macréfita L. minor. Entretanto, como foram feitas exposi¢cdes
separadas, nao é possivel afirmar que neste estudo o acumulo de Cd e Ni foi

maior nas exposi¢cdes ao um metal isolado do que na exposicao a mistura.
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Tabela A.1 - Concentracdo de Cd em todos os aquarios do experimento de exposi¢cao
ao cadmio isolado. < LD = abaixo do limite de deteccéao.

CTR

Fito
CTR

Fito Cd

Cd

Total

Dissolvido

Total

Dissolvido

Total

Dissolvido

Total

Dissolvido

Aquario 1
Aquario 2
Aquario 1
Aquaério 2
Aquério 1
Aquaério 2
Aquério 1
Aquario 2
Aquario 1
Aquario 2
Aquario 1
Aquario 2
Aquario 1
Aquaério 2
Aquério 1
Aquaério 2

Oh
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
19,41
18,22
16,05
16,78
20,05
19,98
18,53
19,59

24 h
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
15,02
14,53
10,87
9,06
19,26
16,66
17,78
15,95

[Cd] (ng L™)
48 h
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
< LD
13,67
14,28
12,85
11,81
21,09
18,63
15,56
19,06

72 h
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
10,98
11,88
10,45
11,29
18,51
18,75
17,12
16,85

96 h
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
10,97
10,01
9,51
8,14
19,37
16,54
17,43
17,10
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Tabela A.2 — Concentracdo de Ni em todos os aquarios do experimento de exposicao
ao niquel isolado. < LD = abaixo do limite de detecc¢éo.

CTR

Fito
CTR

Fito Ni

Ni

Total

Dissolvido

Total

Dissolvido

Total

Dissolvido

Total

Dissolvido

Aquario 1
Aquario 2
Aquario 1
Aquario 2
Aquario 1
Aquario 2
Aquario 1
Aquario 2
Aquério 1
Aquaério 2
Aquério 1
Aquario 2
Aquério 1
Aquaério 2
Aquario 1
Aquario 2

Oh
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
1,45
1,46
1,43
1,48
1,47
1,66
1,49
1,50

24 h
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
1,47
1,21
1,23
1,21
1,30
1,37
1,16
1,25

[Ni] (mg L)
48 h
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
1,43
1,42
1,23
1,19
1,22
1,32
1,20
1,08

72 h
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
1,25
1,23
1,12
1,18
1,32
1,31
1,15
1,27

96 h
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
1,18
1,15
1,21
1,16
1,31
1,25
1,28
1,27



Tabela A.3 — Concentracdo de Cd e Ni em todos os aquarios do experimento de exposi¢cdo a mistura destes dois metais.
< LD = abaixo do limite de deteccéao.

[Cd] (Hg L) [Ni] (mg L™)
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h Oh 24 h 48 h 72 h 96 h
Total Aquério 1 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
cTR Aquaério 2 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
. . Aquério 1 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Dissolvido Aquaério 2 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Total Aquério 1 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Fito CTR Aquaério 2 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Dissolvido Aquario 1 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Aquario 2 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Total Aquario 1 24,56 24,00 20,55 20,71 20,68 1,26 1,01 0,96 1,11 1,04
Fito Mix Aquario 2 23,38 21,76 21,53 22,74 20,13 1,11 1,01 1,02 1,01 0,98
Dissolvido Aquario 1 23,54 21,04 18,64 20,78 21,74 1,21 1,06 1,00 1,05 1,06
Aquario 2 23,65 22,29 2153 22,74 20,67 1,17 0,92 1,00 1,01 0,99
Total Aquério 1 24,41 21,08 23,44 22,18 20,21 1,22 1,19 1,06 1,00 1,02
Mix Aquaério 2 24,67 21,99 23,32 23,13 22,44 1,23 1,18 1,03 1,12 1,00
Dissolvido Aquério 1 2299 2187 22,17 21,15 2042 1,17 1,01 1,04 0,99 0,99
Aquaério 2 24,44 21,29 22,10 20,91 20,06 1,19 0,97 1,06 1,11 1,05
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ANEXO A

Normas de formatacéo

As normas para submissdo de manuscritos para o periddico Aquatic Toxicology estédo
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