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SILVA, Alexandre Oliveira Fernandes da. Exposicao teledsteo Prochilodus
lineatus ao cadmio: bioacumulagao, efeitos genotdxicos, bioquimicos, fisioldgicos e
comportamentais. 2013. 95f. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisioldgicas)
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

O cadmio (Cd) € um metal trago ndo essencial aos animais e muito toxico aos peixes, €
um contaminante frequentemente encontrado nas aguas interiores devido a atividades
antropogénicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a bioacumulagao e os efeitos do Cd
para o peixe neotropical Prochilodus lineatus. Para tanto, pelxes jovens foram expostos,
durante 24 e 96 h, a duas concentragdes de Cd, 1 e 10 ug.L™", que correspondem as
concentragcbes maximas de Cd permitidas pela legislagdo brasileira (CONAMA,
Resolugao 357/2005). Os efeitos do Cd foram avaliados por meio da analise dos ions e
osmolalidade plasmatica, da atividade de enzimas relacionadas a osmorregulagao, das
defesas antioxidantes, da ocorréncia de estresse oxidativo e danos genotéxicos, do
conteudo de proteinas semelhantes a metalotioneinas (PSMT), da atividade da
acetilcolinesterase (AChE) e de alteragdes comportamentais. Os peixes expostos ao Cd
apresentaram diminuicdo na atividade da Na'/K’-ATPase e anidrase carbdnica em
branquia e rim. A atividade da Ca®"-ATPase branquial também apresentou diminuico,
enquanto houve elevagéo da atividade da H*-ATPase no mesmo 6rgéo. A concentragio
de Ca*" plasmatico apresentou reducao significativa, porém nos ions Na*, K*, CI" e na
osmolalidade nao ocorreram alteragdes significativas. As atividades das enzimas
glutationa S-transferase e glutationa peroxidase em branquia e figado ndo sofreram
efeitos da exposi¢cdo ao Cd, entretanto, a atividade da catalase diminuiu no figado e
aumentou na branquia, Embora nao tenha sofrido alteragbes no figado, o conteudo de
glutationa reduzida (GSH) aumentou nas branquias apdés 24 h de exposi¢cdo. A
ocorréncia de danos no DNA aumentou nos eritrocitos dos pelxes expostos a maior
concentracéo de Cd testada. Apos 24 h de exposi¢cao a 10 ug. L' de Cd a branqwa eo
rim apresentaram acumulagdo de Cd semelhantes (0,2 pg Cd.g de tecido umido 1) no
entanto, apés 96 h o acumulo foi de 0,5, 0,45 e 0,1 (ug Cd.g de tecido umido™)
branquia, rim e flgado respectivamente. O conteudo de PSMT no figado de pelxes
expostos a 10 ug.L™" de Cd aumentou em 35 % (24 h) e 40 % (96 h), e no musculo o
aumento foi de 76 % apos 96 h. A atividade da AChE nos animais expostos a 10 pg.L”
de Cd apresentou reducdo no musculo e aumento no cérebro, nas mesmas condi¢oes a
atividade natatéria dos animais ficou estimulada, resultando em uma maior distancia
percorrida com uma velocidade média maior. Este conjunto de resultados demonstra
que as concentragdes de Cd testadas afetam o funcionamento de diversos 6rgéos vitais
de P. lineatus. A exposi¢cao aguda ao Cd causou inibicdo das enzimas envolvidas com a
manutencdo das concentragbes osmoidnicas e com a regulagdo acido-basica, o que
resultou em hipocalcemia. Os efeitos do Cd nao foram caracterizados pelo estresse
oxidativo, mas pelos danos genotoxicos, neurotdéxicos e no padrdo de natagdo dos
peixes. O Cd dissolvido na agua acumulou-se na branquia > rim > figado, mas nao no
musculo, onde foi capaz de induzir aumento nas PSMT. Portanto, as concentracdes de
Cd aceitas pelo CONAMA para aguas doce brasileiras sdo prejudiciais a espécie P.
lineatus.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Metal. ATPases. Osmorregulagdo. Estresse
oxidativo.



SILVA, Alexandre Oliveira Fernandes da. Exposure to cadmium teleost
Prochilodus lineatus: bioaccumulation, genotoxic, biochemical, physiological and
behavioral effects. 2013. 95p Dissertation (Thesis in Physiological Sciences) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

Cadmium (Cd) is a trace metal non-essential for animals, very toxic to fish and
represents a contaminant commonly found in freshwaters due to anthropogenic
activities. The aim of this study was to evaluate Cd bioaccumulation and its effects to
the Neotropical fish Prochilodus lineatus. Thus, juvenile fish were exposed, for 24
and 96 h, to two Cd concentrations, 1 and 10 pg.L”', which correspond to the
maximum Cd concentrations allowed by the Brazilian guidelines (CONAMA,
Resolucdo 357/2005). Cd effects were evaluated by the analysis of plasma ions and
osmolality, the activity of enzymes related to osmoregulation, the antioxidant
defenses, the occurrence of oxidative stress and genotoxic damage, the content of
metalothein-like proteins (MTL), the activity of acetylcholinesterase (AChE) and
changes in bevahior patterns. Fish exposed to Cd showed a decrease in the activity
of Na*/K*-ATPase and carbonic anhydrase in gills and kidney. The activity of Ca?*-
ATPase in the gills also decreased while there was an increase in the activity of H'-
ATPase in the same organ. The concentration of Ca®* showed significant decrease,
but the other ions and osmolality were not significantly affected by Cd exposure. The
activity of glutathione s-transferase and glutathione peroxidase in gills and liver were
not affected by the acute exposure to Cd, but catalase activity decreased in the liver
and increased in gill. Although reduced glutathione has not changed in the liver, it
increased in the gills after 24 h of exposure. The occurrence of DNA damages
increased significantly in erythrocytes of fish exposed to 10 pg.L™" Cd. After 24 h of
exposure to 10 pg.L”' Cd the gills and kidney showed similar Cd accumulation (0.2
ug Cd.g wet tissue™), but after 96 h the metal accumulation was 0.5, 0.45 and 0.1 (ug
Cd.g wet tissue'1) in gill, kidney and liver, respectively. The content of MTL in liver of
fish exposed to 10 pg.L" Cd increased in 35% (24 h) and 40% (96 h) and in the
muscle MTL increased by 76% after 96 h. After exposure to 10 ug.L™" Cd the AChE
activity was significantly reduced in muscle and increased in the brain, in the same
condition the swimming activity was stimulated, resulting in greater distance with a
higher average speed. This set of results shows that the concentrations of Cd tested
affected the functioning of various vital organs of P. lineatus. Acute exposure to Cd
caused inhibition of enzymes involved in the maintenance of osmoionic
concentrations and acid-base regulation and resulted in hypocalcaemia. The effects
of Cd were not characterized by oxidative stress, but by genotoxic and neurotoxic
effects and changes in the swimming pattern. Cd dissolved in the water accumulated
in the gill > kidney > liver, but not in muscle, which was capable of inducing an
increase in MTL. Therefore the Cd concentrations in freshwater allowed by the
Brazilian guidelines are harmful to P. lineatus.

Keywords: Ecotoxicology. Metal. ATPases. Osmoregulation. Oxidative stress.
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APRESENTAGAO

Esta tese foi escrita e formatada com o objetivo de facilitar a
posterior publicacdo dos resultados obtidos ao longo do curso de doutorado. O
trabalho foi dividido em seis capitulos: 1) Introdugado; 2) Hipoteses e objetivos; 3)
Efeitos do cadmio na osmorregulagao de Prochilodus lineatus; 4) Estresse oxidativo
e danos genotoxicos em P. lineatus causados pelo cadmio; 5) Biocumulagao de
cadmio e seus efeitos em paradmetros bioquimicos e comportamentais de
Prochilodus lineatus; 6) Consideragdes finais. Por causa do desmembramento da
parte experimental do trabalho em trés capitulos (3, 4 e 5) alguns trechos dos textos
inevitavelmente tornaram-se recorrentes para que cada uma das metodologias
pudesse ser completamente descrita.

O primeiro capitulo contém uma sucinta revisao bibliografica sobre
os principais elementos constituintes deste trabalho com a finalidade de fornecer o
embasamento tedrico fundamental para justificar sua coeréncia e relevancia. O
segundo capitulo reune as hipéteses e os objetivos correspondentes aos conteudos
avaliados pelos capitulos subsequentes. Cada um dos capitulos 3, 4 e 5 contém
uma descricdo metodologica, apresenta seus resultados e os discute para, em
conjunto, testar as hipoteses e alcangar os objetivos. O sexto capitulo faz uma
sintese integradora dos resultados separados pela configuracdo assumida da tese,

evidéncias que precisavam ser unificadas para terem maior significado.
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1 INTRODUGAO

A populagdo humana passou de um bilhdo de habitantes em 1802, a
sete bilhdes em 2011, a maior taxa de crescimento demografico de sua historia.
Nos ultimos 30 anos o consumo de energia per capta aumentou em cerca de 80%
(ONU, 2010; USEIA, 2013). Estes fatos causaram incremento na demanda pelos
recursos naturais, associados a insercdo no cotidiano das pessoas de novos
processos e produtos cada vez mais descartaveis. Como resultado disto, a
sociedade industrializada tem gerado uma complexa mistura de residuos oriundos
de atividades industriais, agropecuaria e doméstica com grande potencial poluidor.
Os metais sdo um dos principais elementos encontrados nos compostos que sao
descartados no meio ambiente durante ou apés atividades humanas. Tais elementos
compdem uma classe de poluentes tdxicos para a maioria dos seres vivos e como
nao sao degradados, persistem por longos periodos no local em que séao
depositados. Por mais distinta que seja a sua origem ou localizagdo, seja no solo, ar
ou em organismos, 0os metais acabam transportados, em maior proporgdo, aos
sistemas hidricos (Campos et al., 2005). Metais trago como o Cd sao incorporados
aos ambientes aquaticos como residuos de atividades industriais, agropecuarias e
pelo despejo direto de efluentes urbanos (Heath, 1987). No entanto, ainda pouco se
conhece a respeito dos efeitos toxicos dos metais sobre a biota aquatica da regido
Neotropical (EPA, 2001).

Atualmente, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA),
através da resolucao 357/2005 normatiza a emissdo de substancias toxicas nos
ambientes aquaticos brasileiros. Contudo os valores maximos de metais aceitaveis
no Brasil estdo baseados principalmente nos valores preconizados pelas agéncias
de protecdo ambiental norte-americana, United States Environmental Agency
(USEPA), e europeia, European Environmental Agency (E.E.A.). Consequentemente
nao levam em consideragcdo as caracteristicas das aguas brasileiras e os efeitos
deletérios dos poluentes sobre as espécies nativas do Brasil.

Testes de toxicidades sdo experimentos conduzidos para
estabelecer a relacdo de causa e efeito de uma substancia téxica sobre a biota.
Cada espécie de uma comunidade apresenta uma sensibilidade caracteristica a um
determinado poluente, portanto é desejavel que os testes de toxicidade sejam feitos

com o maior numero de espécies possivel. Os seus resultados sdo extremamente
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uteis para agéncias reguladoras padronizarem as concentragbes maximas
permitidas de um elemento nas aguas superficiais, principalmente quando sao
utilizadas espécies com grande importancia ecolégica em um ecossistema (Martins e
Bianchini, 2011).

O Brasil possui a maior biodiversidade de peixes de agua doce do
mundo com cerca de 2500 espécies descritas (Buckup, 2007) e este € um dos
grupos de animais mais utilizado em testes de toxicidade. A avaliagdo da
sensibilidade dos peixes aos metais € essencial para a protegcao dos seus habitats
uma vez que sao espécies chaves dos ecossistemas aquaticos. Dentre os metais
mais avaliados nos testes toxicoldgicos estdo o cobre, chumbo e aluminio. O cadmio
(Cd) é um dos metais mais toxicos aos peixes, porém poucos estudos foram
conduzidos para avaliar os seus efeitos em espécies brasileiras de teledsteos
(Martins e Bianchini, 2011).

1.1 CONTAMINAGCAO PELO CADMIO

O Cd é um elemento que tem uma descoberta relativamente
recente, em 1817, por Friedrich Strohmeyer, na Alemanha. A partir da observagao
de uma amostra de carbonato de zinco, obtido do éxido de zinco (calamina) extraido
do campo de mineragdo Salzgitter, Strohmeyer notou que mesmo sem ferro, o
mineral apresentava coloracdo amarelada. Sua purificacdo, a partir do 6xido de Cd
ocorreu no ano seguinte. O nome cadmio foi estabelecido em referéncia a calamina
cujo nome em latim é cadmia (Budgen, 1924).

Os minerais de Cd n&o sido encontrados isolados em depdsitos
comercialmente viaveis, o Gnico mineral de Cd relevante é a greenockita (CdS). E
um metal de ocorréncia rara, sua concentracdo na crosta terrestre é de 0,2 mg.Kg™
e nos oceanos menor do que 1 pg.L™'. O Cd é extraido principalmente a partir de
minérios de zinco (Zn), mas também de minérios de chumbo, cobre, sempre
associado ao Zn. No Brasil, somente depdsitos localizados nos Estados de Minas
Gerais e Mato Grosso tem importancia econdmica. A extracao do Zn é dominada
pela Votorantim Metais Zinco S/A que concentra suas atividades nos municipios de
Vazante e Paracatu, e faz o processamento em usinas em Trés Marias e Juiz de
Fora (DNPM, 2012). A producédo estimada de Cd no Brasil € de 200 toneladas por
ano (Tolcin, 2011).
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Nos 70 anos que seguiram a sua descoberta, o Cd foi destinado
apenas em pequena escala para a produgao de pigmentos. Na | Guerra Mundial o
Cd foi utilizado como substituto do estanho. Durante a || Guerra Mundial os Estados
Unidos iniciaram a construgdo das baterias de niquel (Ni) e Cd, finalidade que
emprega cerca de 75% do Cd produzido no mundo (Fig. 1.1). A confecgcéo de
pigmentos, revestimentos, ligas metalicas e estabilizadores s&o outras aplicagbes
industriais atuais do Cd (Llewellyn, 1994; UNEP, 2006).

Figura 1.1 - Percentual de cada finalidade na utilizacdo do cadmio no século XX
(Plachy, 2003).
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A produgao mundial de Cd cresceu constantemente ao longo do
século XX até o inicio da década de 1980, quando estabilizou em cerca de 20000
toneladas por ano (Fig. 1.2). A producao primaria de Cd tem diminuido desde 1990,
no entanto, o seu consumo nao diminuiu, o déficit criado pela queda na producéao
tém sido compensado pela reciclagem de baterias do Ni-Cd. Esta fonte secundaria

corresponde atualmente a 20% da produ¢do mundial de Cd.
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Figura 1.2 - Producao Mundial de cadmio (Buckingham et al., 2010).
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A liberacao do Cd na biosfera pode ser dividida em trés categorias:

1) Fontes naturais: mobilizagdo do Cd contido na crosta terrestre por
meio eventos piroclasticos ou erosao;

2) Origens antropogénicas secundarias: Cd presente como
impureza, como em adubos minerais fosfatados, combustiveis fésseis e tratamento
de materiais reciclaveis;

3) Origens antropogénicas resultantes do emprego intencional do
Cd: em produtos ou processos que utilizam Cd, durante sua vida util ou por causa
descarte irregular.

Dentre as emissdes da categoria 1, a liberacdo de Cd para a
atmosfera é estimada em 3.800 t.ano™ e nos corpos hidricos em 15.000 t.ano'1, de
um total de 88.000 t.ano™” de Cd que devem alcancar a biosfera proveniente de
fontes naturais (IPCS, 1992; Richardson et al., 2001). Quanto as emissdes
originarias de acdes antropogénicas, estima-se que cerca de 7.500 t.ano™" de Cd
sejam inseridas na atmosfera e cerca de 15.000 t.ano™ acabam alcangando aguas
subterraneas e superficiais (Nriagu e Pacyna, 1989; Pacyna e Pacyna, 2001).

Os rios sado importantes vias de transporte dos metais em escala
regional e nacional. Normalmente os recursos hidricos superficiais ndo poluidos
contém de 0,02 a 0,08 pg.L™" de Cd total em suas aguas (EPA, 2001). Entretanto,
rios situados proximos a regides urbanas e industriais, apresentam concentragdes

de Cd superiores as permitidas pelo CONAMA (Resolugédo 357, 2005) para rios de
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classe 1, 2 (1 pg.L™" ), 3 e 4 (10 pg.L™"). Na bacia hidrografica do Tieté (Estado de
S&o Paulo) as aguas podem conter Cd em concentracdes de até 13 pg.L™" e nos
sedimentos até 5 mg.kg™" (Rodgher et al., 2005). O Cd é normalmente encontrado
em concentracbes menores do que o cobre (Cu) e zinco (Zn), mas mesmo em
baixas concentragdes é altamente toxico a vida aquatica (Pelgron et al., 1997; Wong
e Wong, 2000; Borgmann et al., 2005; Cambier, et al., 2010). Dentre os animais
mais susceptiveis aos efeitos toxicos do Cd estdo os peixes (EPA, 2001). A
toxicidade do Cd manifesta-se nos organismos aquaticos nas primeiras horas apos a
contaminagao e é muito persistente. Trabalhos recentes em ecotoxicologia utilizam
principalmente modelos de exposi¢cao subcrbnica e cronica, (Kamunde e MacPhail,
2011; Maunder et al., 2011; Cao et al., 2012). Mas uma vez que os efeitos toxicos do
Cd instalam-se rapidamente e estendem-se a diversos niveis de organizagao
bioldgica, € primordial identificar as alteragdes fisioldégicas e bioquimicas agudas
deste elemento sobre os seres vivos.

Em peixes dulcicolas, a principal rota de entrada deste metal,
quando dissolvido na agua, € através das branquias. Em quantidades subletais, o
Cd prontamente é absorvido da 4gua em sua forma i6nica livre Cd** e se acumula
principalmente nas branquias, intestino, rins e figado de peixes (Wu et al., 2007;
Franco-Uria et al., 2010; Malik et al., 2010), o que faz destes sitios 6érgéos-alvo para
avaliacdo dos efeitos no organismo. Como o Cd ndo é um metal essencial para os
animais, sua presenga normalmente desencadeia respostas fisioldgicas ao estresse,
seguidas de alteragbes metabolicas, danos celulares ou sistémicos. A toxicidade
aguda do Cd é variavel, mesmo entre espécies filogeneticamente proximas. Os
efeitos agudos do Cd estdo relacionados com disturbios osmoibnicos, estresse
oxidativo, danos genotoxicos, alteragdo na sinalizagdo celular e expressao génica,
neurotoxicidade e alteragcbes comportamentais (Risso-de Faverney et al.,, 2001;
Chowdhury et al., 2003; Scott et al., 2003; Lacroix e Hontela, 2004; Hans Reynders
et al., 2006 ; Nawaz et al, 2006; Richetti et al., 2011). A exposigéo cronica de peixes
ao Cd também causa alteragdes histologicas, ma formacao esquelética,
comprometimento do crescimento e reproducéo (Garcia Santos et al., 2006, Huang
et al., 2009; Sassi et al., 2010; Annabi et al., 2012).
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1.2 PROCHILODUS LINEATUS

O Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1837) (Fig. 1.3A) é uma das
13 espécies do género Prochilodus descritas até o momento. Pertencentes a familia
Prochilodontidae possuem como caracteristicas corpo de porte médio a grande,
iliofagia (alimentam- se de detritos lamacentos), reofilia (dependem da correnteza do
ambiente natural fluvial) e grande capacidade migratoria durante o periodo de sua
piracema compreendida entre os meses de novembro a janeiro (Castro, 1990).
Espécies de Prochilodus sdo conhecidas no Brasil pelos nomes populares de
curimbata, curimba, curimata, curimata-pioa, curimata-pacu, papa-terra e corimbata
e por sabalo na Argentina. Apresentam desova unica por temporada com elevado
numero de ovulos, fecundacdo externa e auséncia de cuidado parental (Lowe-
McConnel, 1999).

O género Prochilodus destaca-se por sua ampla distribuicdo na
regidao Neotropical, o P. lineatus esta distribuido por toda América do Sul, habitando
as bacias do rio Parana, Grande, Uruguai, Amazonas, Orinoco, Magdalena, sendo
uma das espécies de peixe de agua doce mais abundante e dispersa da América do
Sul. A expansao geografica do curimba é calculada em 238 mil anos (Pleistoceno
médio) e as analises de DNA mitocondrial de populagdes das bacias que habita,
revelaram grande semelhanga genética entre elas, ndo havendo associagdo com a
geografia (Sivasundar et al., 2010). Os individuos da familia Prochilodontidae
chegam a representar de 50 a 80% da biomassa de peixes em um rio (Taylor et al.,
2006).

O curimba é um peixe abundante nas aguas interiores brasileiras,
segundo Shibata et al. (2007) o P. lineatus é a terceira espécie de maior ocorréncia
na bacia hidrografica do rio Tibagi. O P. lineatus é um importante recurso pesqueiro
frequentemente comercializado no mercado brasileiro, o fornecimento de carne de
curimba é feito por pisciculturas e por pescadores. Sua carne é comercializada no
varejo (Fig. 1.3B), porém ndo € considerada nobre por possuir forte gosto em
consequéncia dos seus habitos alimentares. Outra caracteristica do P. lineatus é a
sensibilidade a xenobibticos avaliada em testes ecotoxicolégicos com poluentes de
diversas naturezas. Entre os poluentes que conhecidamente geram efeitos tdxicos
agudos nesta espécie estdo os metais, chumbo (Monteiro et al., 2011), cobre

(Nascimento et al., 2012) e aluminio (Camargo et al., 2009) e compostos organicos
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como os herbicidas glifosato (Langiano e Martinez, 2008) e clomazone (Pereira et
al., 2013), gasolina (Simonato et al., 2011) e diesel (Vanzela et al., 2007).

Figura 1.3 - Espécime juvenil de P. lineatus (A) e anuncio de oferta do curimba em
tabloide de supermercado local (B) (veiculado em julho de 2013).

1.3  OSMORREGULAGCAO

Os peixes sao hiperosmaéticos em relagao a agua-doce, situagao que
estabelece um constante gradiente osmotico para entrada de agua no organismo, ao
mesmo tempo em que favorece a perda difusional de ions através do epitélio
branquial. Para eliminar o excesso de agua e conservar ions, o rim dos teledsteos
dulcicolas produz uma copiosa quantidade de urina diluida. A atividade ATPasica
nos iondécitos ou células ricas em mitocéndrias (CRM) de branquia e rim sao
elementos fundamentais para o transporte idnico através das membranas mantendo
o balango osmoético em peixes. A brénquia desempenha papel principal na
respiragdo, regulacdo acido-basica e osmotica, além da excregdo de residuos
nitrogenados. Exceto pela fungdo respiratéria, o rim também é um 6rgao
multifuncional e age como coadjuvante da branquia nas demais atividades de
manutengédo da homeostase.

A Na'/K*-ATPase (NKA) esta localizada na membrana basolateral
das CRM (Fig. 1.4) e esta envolvida na geragao de forga motriz para o transporte
ativo de eletrdlitos através dos epitélios. Para obteng&o de calcio exdgeno e demais
ions, os peixes de agua doce dependem dos componentes da dieta, ou da captagao
ativa realizada pela branquia (Hwang et al., 1996). A Ca®'-ATPase (CATPase)
branquial é responsavel pela absorcdo dos ions calcio (Ca®*) (Figura 1.4) presente
em baixas concentragdes na agua doce (Wong e Chan, 1999), enquanto a CATPase
renal é responsavel pela reabsorgdo do Ca?* do filtrado glomerular para o plasma

sanguineo.
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Em peixes dulcicolas, os processos bioquimicos envolvidos com a
regulagao ibnica nao podem ser separados do controle acido-basico, porque ambos
ocorrem nos mesmos locais e compartilham as mesmas vias. A maioria dos peixes
mantém o pH interno ajustando a concentragdo de bicarbonato plasmatico pela
excrecao preferencial de H" ou HCO3', e assim como a regulagéo osmoidnica o rim
tem papel secundario na manutengao acido-basica em relagao as branquias (Evans
et al., 2005).

Os efluxos dos ions H* e do HCOs3 estdo acoplados ao influxo de
Na® e CI respectivamente. Para excre¢do de H* existe uma H*-ATPase (HATPase)
do tipo V (Fig. 1.4) na regido apical das membranas de células epiteliais, que
bombeia prétons da célula para o meio externo, o que por sua vez gera um
gradiente elétrico intracelular negativo (Lin et al., 1994; Lin e Randall, 1993). Esta
condigdo favorece o influxo do Na® por difusdo via canal de sodio (Fig 1.4), o
principal mecanismo osmorregulatorio em peixes de agua-doce para absorgao de
Na® (Lin e Randal, 1995). A metaloenzima anidrase carbénica (AC) citosolica,
catalisa a hidratagéo do CO, para formar HCO3 e H™ que é secretado pela HATPase
apical. A NKA bombeia Na® através da membrana basolateral, favorecendo a
entrada de Na* do meio aquatico para as células. O Na*, em conjunto com o HCO3',
produzido pela AC, é transportado pelo cotransportador Na*-HCOs™ (Fig. 1.4) (Evans
et al., 2005).

Figura 1.4 - Modelos de CRM de peixes de agua doce. Transporte de H*, HCOj,
Na*, K* (A) e de Ca?* (B) (Adaptado de Evans, 2005; Gilmour e Perry,
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As alteragdes nas ATPases e na AC dos 6rgaos responsaveis pela
regulacdo osmotica sao biomarcadores sensiveis ao Cd (Watson e Benson, 1987;
Pratap e Weendelaar Bonga, 1993). Alteragcbes na operagdo dos mecanismos
enzimaticos estdo entre os efeitos iniciais da interagdo dos metais com os
componentes celulares (Herak-Kramberger et al., 2000; Atli e Canli, 2011). Metais
podem alterar a atividade enzimatica através da ligagdo com seus grupamentos
funcionais ou pelo deslocamento dos metais constitutivos associados a enzima
(Viarengo, 1989). Geralmente a exposi¢do de peixes a metais causa inibicdo da
atividade ATPasica, porém, aumentos de atividade podem ser observados em
alguns casos, possivelmente como resultado de mecanismos adaptativos (Atli e
Canli, 2007; Adiele et al., 2012).

As evidéncias apontam que um dos principais efeitos tdéxicos do Cd
em peixes de agua doce ¢ inibicdo da CATPase basolateral branquial e consequente
hipocalcemia (Verbost et al., 1988). A exposicdao de tilapias (Oreochromis
mossambicus) a concentragdes de Cd de 40 a 160 pg.L'1 por 3 e 7 dias causaram
decréscimos na atividade da CATPase e também alteragdes morfolégicas nas CRM
(Wong e Wong, 2000). Além da inibicdo da CATPase em rim e branquia de tilapias
do Nilo (Oreochromis. niloticus) Atli e Canli (2011) observaram o mesmo efeito sobre
a NKA apds exposigao aguda dos animais ao Cd. Entretanto, em outro estudo com
tilapias do Nilo expostas ao Cd, Garcia-Santos et al. (2006), ndo observaram
diminuicdo da atividade da NKA e tampouco hipocalcemia. A expressdo da
HATPase em branquia de camarao (Litopenaeus vannamei) foi inibida apos 3 h de
exposicao (Wang et al., 2012) ao Cd e em peixes sua atividade esta relacionada
com a absorcdo de Na* e com a concentracdo de Ca* na agua (Sullivan et al.,
1995; Hawkings, et al., 2004). Tecidos de enguias (Anguilla anguilla) expostos in
vitro ao Cd apresentaram inibicao de até 80% da atividade da AC, sendo o tecido
branquial mais sensivel do que o intestinal (Lionetto et al., 2000).

Portanto, as ATPases e AC estdo envolvidas em processos
fundamentais na manutencdo do meio interno de peixes e sdo sensiveis a
contaminagao por Cd. Como a inibicdo destas enzimas ocorrem antes da maioria
dos disturbios osmorregulatérios, a avaliagdo funcional delas pode ser utilizada

como sinalizagéo precoce de danos ao sistema de controle osmoidnico.
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14 ESTRESSE OXIDATIVO

A bioacumulacdo de metais pode causar aumento nas espécies
reativas de oxigénio (ERO), como peréxido de hidrogénio, radical superdxido e
radical hidroxil, causando estresse oxidativo em peixes (Radi e Matkovics, 1988). O
estresse oxidativo € um disturbio causado pela alteragdo do balango redox celular
em favor as substéncias pro-oxidantes e podem resultar em degradagdo de
proteinas, danos ao DNA e peroxidacao lipidica de membranas (Thévenod, 2009).
Em condi¢bes fisiologicas normais, ERO s&o produzidas principalmente nos
peroxissomos e mitocondrias, organelas com alto metabolismo oxidativo e presenca
de cadeias transportadoras de elétrons. Os danos oxidativos gerados pelos metais
traco podem ocorrer pelo aumento direto ou indireto das espécies reativas de
oxigénio ou pelo decréscimo da capacidade antioxidante celular (Pinto et al., 2003).

O Cd, metal trago nédo essencial, ndo induz a producdo de ERO
diretamente, pois é incapaz de catalisar reagdo redox em sistemas biolégicos. Mas
tem sido demonstrado que o Cd aumenta a quantidade de ferro e cobre livre,
possivelmente por substitui-lo em sitios proteicos, elevando a quantidade de metais
com atividade redox livres no meio celular (Casalino et al., 1997; Dorta et al., 2003).
No citoplasma, a presenca do Fe** catalisa as reacdes de Fenton e Haber-Weiss,
sendo oxidado em Fe®*" durante a producdo de radical hidroxil. Nas células, as
maiores produtoras de ERO s&o as mitocOndrias, seja em condi¢ées normais ou
durante estresse (Fleury et al., 2002). A atividade da cadeia respiratéria na
membrana mitocondrial interna produz ERO no complexo | (NADH/ubiquinona
oxiredutase) e no complexo |l (ubiquinol/ citocromo c oxiredutase) (Boveris et al.,
1976; Kehrer, 2000). A producdo de ERO mitocondrial em condi¢gdes normais é
pequena, mas durante estresse promovido por xenobidticos, sofre substancial
aumento (Keher, 2000).

O figado e a branquia de peixes s&o 6rgédos envolvidos com a
defesa antioxidante enzimatica e ndo enzimatica para proteger os 6rgaos e todo o
organismo do estresse oxidativo (Basha e Rani, 2003). As superéxido dismutases
(SOD) formam uma familia de enzimas, as SOD citosélica podem estar associadas
ao Cu ou ao Zn, enquanto as SOD mitocondrial esta ligada ao Mn. As SOD s&o
componentes da defesa celular antioxidante primaria e catalisa a dismutacdo do

radial superoxido em oxigénio molecular (O,” — O, + H,0,). (McCord e Fridovich,
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1969) A detoxificacacao do peroxido de hidrogénio celular é feita pelas enzimas
catalases (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A CAT é uma enzima da defesa
antioxidante primaria, que degrada o peroxido de hidrogénio (2H2,0, — 2H,0 + Oy,),
uma espécies reativa de oxigénio nao radical, que tem grande permeabilidade nas
membranas bioldgicas e pode inativar enzimas diretamente. A CAT encontra-se
principalmente nos peroxissomos das células hepaticas e sanguineas e por possuir
grande capacidade catalitica dificilmente sua atividade é saturada pelo substrato (Atli
et al., 2006). A GPx é uma heme enzima que utiliza o H,O, como substrato para
oxidar a glutationa (GSH). Enquanto a atuagdo da CAT predomina em situagdes
severas de estresse oxidativo, a GPx exerce seu efeito protetor em situagdes de
menor estresse (Mates, 2000). As enzimas da familia glutationa-S-transferase (GST)
participam da conjugacado de xenobidticos eletrofilicos com a GSH, formando um
produto de biotransformacédo mais hidrofilico e excretavel geralmente pela via do
acido mercapturico. Enquanto as enzimas antioxidantes estdo envolvidas na
neutralizacdo das ERO, muitos metabdlitos também possuem propriedades
antioxidantes. Destaca-se entre os metabolitos hidrofilicos a GSH, um tripeptideo
composto pelos residuos de glutamato, cisteina e glicina. Além de participar das
acdes catalisadas pela GPx e GST, a GSH também pode se ligar diretamente aos
compostos oxidantes (Cuypers et al., 2010).

O Cd apresenta grande afinidade por radicais tidis, o que faz da
GSH o seu primeiro alvo celular. Ao se ligar a GSH o Cd pode ser tanto excretado
através da bile como langado na corrente sanguinea na forma Cd-GSH até alcancar
o figado ou rim (Ercal et al., 2001). No entanto a saida do complexo Cd-GSH das
células pode causar deplecdo da GSH e em seguida, possibilitar a formagcao de
ERO. (Thévenod, 2003). Os efeitos do Cd sobre as enzimas antioxidantes sao
dubios, pois a ativacado das diferentes isoformas da CAT, GPx e GST sao reguladas
diferencialmente em cada tecido, dependendo das condi¢gdes de exposicdo do
organismo aos xenobidticos. A diminuicdo da atividade destas metaloenzimas pode
se dar pela ocupacao do sitio catalitico pelo Cd ou devido ao deslocamento dos ions
metalicos que integram a estrutura original (Wronska-Nofer et al., 1999; Jihen et al.,
2009; Jurczuk et al., 2004; Ognjannovic et al., 2008).

Estima-se que uma Unica célula, produza 1,5.10°> moléculas de ERO
por dia, se a capacidade antioxidante das defesas enzimaticas nao for suficiente

para neutralizar a formacdo de ERO, o organismo passa a sofrer danos pelo
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estresse oxidativo (Beckman e Annes, 1997). Além da interacdo com proteinas, as
ERO alteram as estruturas do DNA e das membranas celulares, causando
respectivamente danos mutagénicos e peroxidagao lipidica nos acidos graxos dos
fosfolipideos de membrana (Marnett, 1999).

A peroxidagao lipidica (LPO) é definida como uma cascata de
eventos bioquimicos resultante da acdo dos radicais livres principalmente sobre os
acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares, gerando radicais alquil,
alcoxil e peroxil. A LPO consiste na incorporacdo de um oxigénio molecular a um
acido graxo de membrana produzindo um hidroperéxido lipidico. O processo de LPO
é dividido em trés etapas: iniciacado, propagacao e terminagao (Fig. 1.5). Na primeira
fase ocorre o ataque de uma ERO suficientemente reativa para abstrair um atomo
de hidrogénio de um grupo metileno (-CH;), formando um radical carbono. Este
radical por sua vez, € estabilizado por um rearranjo molecular para formar um dieno
conjugado (Halliwel e Gutteridge, 1999). O radical alquil inicialmente formado reage
com um oxigénio e resulta em um radical peroxil, o qual pode extrair um hidrogénio
de outro radical carbono, promovendo a fase de propagagado. A reagao do radical
peroxil como hidrogénio retirado gera um hidroperdxido lipidico. A terceira e ultima
fase da reacao da-se pela extingdo dos radicais formados originando produtos nao
radicalares. Os radicais peroxil e alcoxil também podem sofrer dismutagdo ou

clivagem e originar aldeidos (Gardner, 1989).

Figura 1.5 - Esquema das principais reagdes ocorridas durante o processo de
peroxidacao lipidica (Retirado de Lima e Abdalla, 2001).
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O malondialdeido (MDA) é um dialdeido formado como produto
secundario durante a LPO por cisdo beta dos acidos graxos poli-insaturados
peroxidados, principalmente do acido araquidonico (Janero, 1990). O MDA é
mutagénico e cancerigeno e normalmente empregado para quantificar os niveis de
LPO através da reagdao com o acido tiobarbiturico (TBA). A modificagao estrutural
das membranas pela LPO pode ter como consequéncia a reducao da fluidez da
membrana, ruptura da integridade da bicamada e em casos extremos causa morte
celular (Baber e Harris, 1994).

Os radicais hidroxil reagem com os componentes da molécula de
DNA, causando modificacbes nas bases puricas, pirimidicas e na cadeia de
desoxirribose (Dizdaroglu et al., 2002). Os danos da molécula de DNA podem
estender-se e resultar em quebras de uma ou das duas fitas e ainda em cross-links.
Como resultado as atividades transcricionais sao perturbadas e as cascatas de
sinalizagao celular alteradas, o que faz com que ocorram erros de replicagao,
eventos que mantém relagdo com carcinogénese. Como maneira de enfrentar estes
defeitos, existem varios mecanismos de reparo genético. Contudo, se o DNA n&o for
reparado pode ocorrer morte celular tanto por necrose como por apoptose (Sandrini
et al., 2009). As vias de regulacdo génica e sistemas de reparo de DNA séao
controlados por proteinas zinc fingers, macromoléculas que viabilizam a interagao
entre proteinas e DNA. Os zinc fingers possuem dominios contendo 4 cisteinas e/ou
histidinas as quais estdo ligadas ao Zn, o que confere a adequada conformagao
estrutural a proteina e previne reagdes oxidativas nas imediagdes do DNA. O Cd,
devido a sua alta afinidade pelos grupos —SH, remove o Zn, altera o controle dos
processos geneéticos e resulta em modificagdes pré mutagénicas nas bases do DNA
(Green e Berg, 1990; Hartwig, 2001).

A avaliagcdo integrada das defesas antioxidantes, peroxidagao
lipidica e dos danos genotoxicos causados pela exposi¢gao aguda de peixes ao Cd
sao importantes instrumentos para identificacdo dos efeitos téxicos, pois caracteriza
a resposta do organismo frente um cenario de contaminagado aquatica, revelando

vulnerabilidades e mecanismos de combate ao estresse.
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1.5 COMPORTAMENTO

Avaliagbes do comportamento humano e de outros mamiferos s&o
utilizadas ha muitos de anos em estudos toxicolégicos de substéncias quimicas e
drogas. No entanto, o uso do comportamento aliado a estudos de toxicologia
aquatica ganhou destaque apenas ha cerca de 50 anos. O significado e a relevancia
do comportamento da fauna aquatica foram lentamente incorporados aos testes
ecotoxicoldgicos, mas ainda hoje pouco se compreende sobre como as alteragdes
de comportamento podem ser relacionadas com questdes ecologicamente
significantes (Kane et al.,, 2005). Em 1986 os estudos comportamentais em
ecotoxicologia aquatica ganharam reconhecimento da Natural Resourses Damage
Assessments que passou a aceitar comportamento de esquiva ou “avoidance
behaviour” como evidéncia de danos ao meio ambiente em processos de violagao
de leis ambientais (NRDA, 1986), a legislacao brasileira, no entanto ainda néao
reconhece nenhuma resposta comportamental como fato relevante legalmente.

O comportamento de um organismo gera uma perspectiva unica da
relacdo da sua fisiologia e ecologia com o meio ambiente (Little e Brewer, 2001). O
comportamento de um individuo tanto € a sequéncia quantificavel de acgdes
operadas pelo sistema nervoso central, como a manifestagdo cumulativa dos
processos genéticos, fisioldgicos e bioquimicos essenciais a sobrevivéncia, tais
como alimentacgdo, reprodugdo e fuga. Como as agbes comportamentais séo
extremamente variaveis e controladas, podem responder adaptativamente
constantemente, de maneira seletiva, através da interagdo direta com os aspectos
quimicos, fisicos, sociais e fisiologicos do ambiente (Kane et al., 2005).

Como o comportamento ndo é formado por processos aleatorios,
mas por uma sequéncia de atividades estruturadas para garantir sobrevivéncia de
um individuo e de sua espécie, € um parametro valioso para caracterizar e avaliar os
efeitos da exposicdo a contaminantes ambientais. Manifestagbes comportamentais
integram fatores enddgenos e exdgenos que associando processos bioquimicos e
fisiologicos possibilitam o entendimento dos efeitos dos contaminantes em niveis de
individuos e comunidades (Vogl et al., 1999). Alteracées comportamentais tem ainda
a vantagem de ser uma resposta integrada de todo o organismo, 0 que por sua vez
podem estar associadas com a reducdo da aptiddao e sobrevivéncia individual e

consequentemente de toda populagao (Bridges, 1997).
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Peixes s&o ideais para estudos comportamentais, pois tém grande
relevancia ecoldgica, possuem ampla distribuicdo geografica, sdo muito susceptiveis
a estressores, pois, permanecem com o corpo todo em contato direto com os
poluentes dissolvidos na agua (Little et al., 1993). Dentre os diferentes tipos de
comportamentos de peixes avaliados em testes toxicoldgicos destacam-se padrdes
respiratorios, capacidade natatoria, preferéncia térmica ou de intensidade luminosa e
comportamento esponténeo (Sprague, 1964; Giattina et al., 1981; Giattina e Garton,
1982; Diamond et al. 1990; Cleveland et al. 1991; Gouveia et al., 2005). Também
sao frequentemente estudados os comportamentos complexos como relagao presa
e predador, corte e acasalamento, fuga, interagao social entre individuos e relagao
parental (Weis e Weis, 1974; Pavlov and Kasumyan, 2000; Sloman et al., 2003). Os
parametros usualmente quantificados para analise comportamental incluem
distancia total de natacdo, velocidade, linearidade e tortuosidade dos movimentos,
tempo de natagao, distribuicdo horizontal e vertical dos individuos (Little e Brewer,
2001).

As alteracbes de comportamento sido detectadas em peixes
expostos a baixas concentragdes de metais, revelando, portanto sua relevancia
ambiental (Grillitsch et al.,, 1999). Em uma revisdo da literatura, Beitinger (1990)
averiguou estudos com 75 substancias quimicas diferentes e constatou que as
repostas dos organismos aquaticos aos metais variavam podendo ser até opostas,
mas que 0s peixes sao 0S mais sensiveis aos contaminantes. Em um estudo para o
governo dos Estados Unidos, Black e Birge (1980) constataram que 52 ug.L™” de Cd
causa repulsa em trutas, enquanto individuos da mesma espécies sido atraidos pelo
Cu na concentragcado de 74 ug.L'1. Uma dada espécie de peixe pode reagir de
maneira diferencial ao mesmo contaminante dependendo das condicbes de
exposicao as quais os individuos sao confrontados (McNicol e Scherer, 1991).

As alteragdes nos padrdes de natacdo dos peixes, relacionados a
uma condicao teste, servem de valioso indicio sobre alteragdes no sistema nervoso.
A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima chave da via que encerra a transmissao
sinaptica entre muitos tipos de células nervosas (Szabo et al., 1992). A inibicao da
AChE causa aumento da acetilcolina na fenda sinaptica e consequente
hiperestimulacdo dos receptores colinérgicos da célula pds sinaptica. Esta situagao
pode causar alteragdes fisioldgicas como comprometimento comportamental ou até

mesmo morte. Em peixes o impacto de agentes anticolinesterasicos causa
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modificagdes no padrao natatério (Chebbi e David, 2009), e ha grande correlagao
entre a atividade da AChE e a atividade de natacdo espontanea e comportamento
de alimentacado de salmdes (Sandahl et al., 2005).

A inibicdo da AChE €& um biomarcador classico utilizado em
ambientes aquaticos como indicador de exposicdo a organofosforados e
carbamatos, mas ndo ha consenso se este efeito pode ser considerado para
diagnodstico de exposicéo subletal de peixes aos metais (Van der Oost et al., 2003;
Silva e Patiratne, 2008; Tilton et al., 2011). Alguns estudos reportam a inibicdo da
AChE em peixes expostos a metais, mas as concentragdbes utilizados neste
experimentos geralmente sdo maiores do que aquelas com relevancia ambiental
(Gill et al., 1991; Grillitsch et al., 1999, Eissa et al., 2010). As informagdes a respeito
do efeito inibitério que o Cd pode exercer sobre a AChE s&o contraditérias. Alguns
trabalhos nao observaram efeitos do Cd sobre a atividade da AChE (de La Torre et
al. 2000; Beauvaris et al. 2001; Senger et al. 2006), enquanto outros detectaram
tanto estimulagdo como inibigdo da atividade da AChE apds a exposicédo peixes ao
Cd. Os resultados variam ndo apenas entre as espécies e modelos experimentais,
mas também entre cérebro, musculo e figado (Gill et al., 1991; Jebali et al., 2006).
Informacgdes sobre a influéncia de baixas concentracbes de Cd sobre a atividade da
AChE em espécies de teledsteos neotropicais in vivo ainda sao escassas (Nunes,
2011).

E possivel que o Cd possa inibir a atividade da AChE se
quantidades suficientes alcangcarem os 6rgaos alvo, uma vez que metais trago como
o Cd ligam-se a grupamentos sulfidrilas (-SH) nos proprios sitios ativos da enzima ou
proximo a eles. Para tanto, é necessario que haja a absorgao e distribuicdo do Cd

até os 6rgaos alvo.

1.6  AcumuLo DE CADMIO E METALOTIONEINAS

O Cd é um poluente cumulativo encontrado frequentemente nos
ecossistemas aquaticos onde os peixes sdo particularmente vulneraveis a sua
exposicao (Bhakta e Munekage, 2008). O acumulo de metais € resultado da
diferenca entre as taxas de absorgdo e eliminagcdo dos elementos (Cinier et al.,
1999; Soares et al., 2008). Os modelos farmacocinéticos que descrevem a

distribuicdo dos metais entre os diversos tecidos assumem que uma vez no
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organismo, os metais sdo transportados até diferentes tecidos pelo sangue
(Reynders et al., 2006). A bioacumulagao apresenta particularidades especificas em
cada tecido, nos teledsteos dulcicolas expostos ao Cd dissolvido na agua o acumulo
ocorre inicialmente através das branquias. No caso de metais ndo essenciais como
o Cd, a exposigcao cronica resulta em maior acumulo nos érgdo de detoxificagéo
como figado e rim (Brown et al., 1986; Cinier et al., 1999; Hollis et al., 2001). Embora
a AChE tenha papel fundamental na atividade locomotora, comportamentos
complexos podem ser alterados por outros motivos, o acumulo de Cd no bulbo
olfatério de peixes compromete a resposta comportamental em situacées de alarme
(Scott et al., 2003).

A cinética de acumulo de metais € complexa, pois 0os processos de
assimilagcdo e eliminagdo nido envolvem apenas difusdo passiva, mas também
difusdo facilitada, transporte ativo e endocitose (Simkiss e Taylor, 1995). Como a
maioria dos metais sao hidrofilicos, ndo conseguem atravessar a matriz lipidica das
membranas celulares. Suas formas ibnicas sao absorvidas preferencialmente
através de trés tipos de transportadores de membrana: canais, bombas e
carreadores, todos com constituicdo proteica. Estes transportadores tém como
funcdo original o transporte de nutrientes essenciais como zinco, cobre, sddio,
potassio e principalmente o calcio. Metais ndo essenciais como cadmio, mercurio e
chumbo sao absorvidos por estas vias, pois mimetizam as caracteristicas de seus
ions analogos (Bell et al., 2002). Em peixes estes processos sdo dependentes de
tempo de exposicao e da concentragdo dos metais dissolvidos na agua (Pretto et al.,
2011).

Apods exposigdes agudas e crbnicas, o Cd presente nas células gera
respostas protetivas contra sua toxicidade em teledsteos (McDonald and Wood,
1993). Uma destas respostas envolve ligagdo do Cd com proteinas citosélicas
especificas como as metalotioneinas (MT). As MT constituem uma familia de
proteinas ndo cataliticas, ubiquas e extremamente heterogéneas, formadas por uma
cadeia polipeptidica rica em residuos de cisteina. A maioria das MT de peixes ja
sequenciadas possuem 60 aminoacidos e cerca de 30% de cisteinas em sua cadeia
estrutural. Os grupamentos sulfidrilas (-SH) presentes nas cisteinas formam
complexos metal-tiolatos e através destas ligacbes as MT regulam a homeostase
dos metais essenciais, principalmente Cu e Zn. Eventualmente as MT também

cooperam na detoxificagdo de metais nao essenciais (Kagi e Nordberg, 1979). Com
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uma estrutura primaria pouco usual e com um arranjo tridimensional unico em forma
de haltere, as MT possuem um dominio a e outro B capazes de se ligarem a quatro e
trés ions divalentes respectivamente (Braun et al., 1986; Zhou et al., 2000; Romero-
Isart et al., 2002). Devido a sua alta afinidade por metais do grupo IB e IIB da tabela
periddica, o sequestro de ions metalicos pelas MT os torna indisponivel para
interagir com outras proteinas tais quais enzimas (Brown e Parsons, 1978).

As MT ocorrem naturalmente no citoplasma das células e sua
sintese é estimulada pela interiorizacdo tanto de metais essenciais como nao
essenciais. Cada metal tem uma capacidade especifica para induzir a producao de
MT, entre os potenciais contaminantes o Cd € o maior indutor (Roesijadi, 1992;
Hollis et al., 2001; Atli e Canli, 2003, 2008). Desta maneira as MT podem ser
utilizadas como indicador de contaminacdo do ambiente aquatico por metais,
principalmente pelo Cd (De Conto Cinier et al., 1998; Atli e Canli, 2003). Em diversos
tecidos de peixes a sintese de MT eleva-se em resposta a presenca de metais,
porém apenas no figado a concentragdo de MT parece ter potencial suficiente para
quelar os ions metalicos absorvidos apds a exposi¢cao ao Cd. Na branquia e no rim a
relacdo Cd/ MT aumenta apds a exposi¢ao (Hollis et al, 2001). No entanto, mesmo
no figado o Cd nao esta em sua totalidade ligado as MT (Brown et al., 1990) e em
caso de grandes concentragdes celulares de Cd a sintese de MT pode ser suprimida
(George, 1989).

Muitos estudos de laboratdrio correlacionam a exposicdo ao Cd com
o aumento da concentragao das MT em Onchorynchus mykiss, Spaurus aurata,
Oreochromis sp, Coho salmo, Scorpaena guttata (Brown et al., 1990; Hollis et al.,
2001; Chowdhury et al., 2005; Wu et al., 2007; Isani et al., 2009) porém poucos sé&o
os trabalhos que utlizam o modelo de exposi¢cdo aguda (Espinoza et al., 2012). As
MT de P. lineatus mostraram ser sensivel a exposicdo aguda de Cu (Vicentini,

2011), mas n&o sao conhecidos os efeitos do Cd sobre esta espécie.
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2 HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 HIPOTESES

A legislacao brasileira permite concentra¢des de Cd em aguas doces
brasileiras que ndao sdo adequadas a fauna nativa. Os efeitos agudos do Cd podem
acarretar disturbios fisiologicos, bioquimicos, genotoxicos e comportamentais em P.

lineatus juvenis.

2.2 OBUJETIVO GERAL

e Avaliar os efeitos da exposigdo aguda ao Cd no peixe neotropical Prochilodus

lineatus.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o \Verificar se as concentragdes de Cd permitidas pela legislagdo brasileira para
aguas doce sao prejudiciais a peixe nativo;

¢ Quantificar a bioacumulagéo de Cd e conteudo de PSMT em érgaos alvo;

e Analisar se as concentragcdes de Cd permitidas pelo CONAMA podem acarretar
disturbios osmoibnicos (plasmaticos, atividade enzimatica) e de estresse
oxidativo (defesa antioxidante e lipoperoxidagao);

e Investigar o potencial genotdxico e neurotdxico;

o Verificar os efeitos da contaminacdo aguda por Cd sobre o comportamento
espontaneo.
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3 EFEITOS DO CADMIO NA OSMORREGULAGAO DE Prochilodus lineatus

Nesta secao estao descritos os experimentos e resultados referentes
a avaliagdo dos efeitos de duas concentragdes nominais de Cd (1 e 10 pg.L™") em
dois tempos (24 e 96 h) de exposigao aguda, sobre a fisiologia osmorregulatéria da

espécie de peixe P. lineatus.
3.1 MATERIAL E METODOS
3.1.1 Animais

Foram utilizados juvenis de P. lineatus (12,4 £ 1,2 g; 11,2+ 3 cm, n=
251) fornecidos pela Estagéo de Piscicultura da Universidade Estadual de Londrina
(EPUEL). Os peixes foram aclimatados por pelo menos cinco dias em tanques (300
litros) com agua desclorada e aeragédo constante, sob fotoperiodo 12 h claro: 12 h
escuro. Durante aclimatagcdo os peixes foram alimentados com ragdo comercial
(Guabi®, 36 % de proteinas) a cada dois dias, a alimentagdo foi suspensa 24 h
antes e durante os testes de toxicidade. Os parametros fisicos e quimicos da agua
foram periodicamente monitorados com um analisador de multiparametros (Horiba
U-50).

3.1.2 Delineamento Experimental

Apos a aclimatacdo os animais foram submetidos a teste de
toxicidade aguda, do tipo estatico, durante 24 e 96 h, em aquarios de vidro com
capacidade para 100 L, contendo 80 L de agua. Em cada aquario foram colocados
de seis a oito individuos, mantendo a densidade maxima de 1 g de peixe por litro de
agua. Para realizagcado dos testes, foram formados trés grupos para cada periodo
experimental, um grupo controle (CTR), com peixes expostos somente a agua
desclorada e dois grupos experimentais contendo 1 ug.L™" (Cd 1) ou 10 pug.L™" (Cd
10) de Cd, que foi adicionado a partir de uma solugdo estoque de 1 mg.L™" do Cd

preparada com CdCl,. Essas concentragdes foram definidas de acordo com os
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limites maximos de Cd permitidos em aguas doce de classes 1e 2 (1 ugL')e3e 4
(10 pg.L™") pela legislagdo brasileira (CONAMA, 2005).

Decorrido o tempo de exposicao, os peixes foram anestesiados com
benzocaina (0,12 g.L™") e, com o auxilio de seringas heparinizadas, foi retirado o
sangue pela veia caudal. Apds a coleta de sangue, os animais foram mortos por
seccao medular para a retirada das branquias e rim, de acordo com procedimento
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UEL (Processo
35004.2011.18).

O sangue coletado foi transferido para tubos plasticos de 1,5 mL e
mantidos em gelo. Os filamentos das branquias foram lavados e separados dos
arcos branquiais e assim como o rim foram armazenados em tubos plasticos com os
tampdes apropriados para dosagem das atividades da NKA, H'-ATPase, Ca’*-
ATPase e anidrase carbbnica. Todas as amostras foram mantidas congeladas (-
80°C) até o momento dos ensaios.

Durante os testes, monitorou-se a temperatura, pH, oxigénio
dissolvido e condutividade da agua dos aquarios. Amostras de agua foram coletadas
apo6s cada tempo experimental, fixadas em HNO; (pH < 2) e analisadas em
Espectrofotdbmetro de Absorcdo Atémica (Perkin Elmer A700) por método de
atomizagao eletrotérmica acoplado ao forno de grafite para a determinagdo da
concentragdo de Cd total e dissolvido. A concentragcdo de Cd total foi determinada
em amostras de agua néo-filtradas e a concentracdo de Cd dissolvido foi

determinado em amostras de agua filtradas (filtro de 0,45 um).
3.1.3 Analises Plasmaticas

Realizada a amostragem, o sangue coletado foi centrifugado (10
min, 1870 g) e as amostras de plasma foram congeladas (-20 °C). A osmolalidade foi
determinada por congelamento utilizando um osmdmetro (Osmomat 030, Gonotec,
Alemanha). A concentagao do ion cloreto foi avaliada pelo método do tiocianato de
mercurio com o auxilio do kit comercial (Labtest Diagndstica, Brasil), em
espectrofotémetro de microplacas (Victor™, PerkinElmer) a 470 nm. O plasma foi
diluido em agua deionizada (1:100) para a determinagao da concentragao de sédio e
potassio, em fotdmetro de chama (Analyser 900, Brasil). Os resultados da

concentracdo de sodio e potassio plasmaticos foram expressos em relacdo a uma
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curva padrao a partir de solugbes estoques de NaCl (100 mM) e KCI (100 mM). A
concentracao de calcio foi determinada pelo método de atomizagao por chama em
Espectrofotometro de Absorcdo Atdmica (EAA, PerkinElmer Analist A700). As
amostras de plasma foram diluidas 1:40 com modificador de cloreto de lantanio 1%.
Os resultados foram obtidos utilizando uma curva feita a partir de uma solucéo
padrao certificada (NIST). O limite de detec¢gao do método para a dosagem de calcio
éde 1,5pug.L™.

3.1.4 Atividade da Na'/K*-ATPase

A atividade da enzima Na'/K*-ATPase foi determinada em fracdes
de homogeneizados de branquias e rins pelo método descrito por Quabius et al.
(1997). Este método baseia-se na produgéo de fésforo inorganico em um meio apdés
incubagdo na presenca e auséncia de ouabaina. Realizada a excisao, os 6rgaos
foram imersos em tampao SEI| (sacarose 0,3 mM, Na;EDTA 0,1 mM e Imidazol 30
mM, 0,035% de B-mercaptoetanol, pH 7,4), antes de serem congelados (-80 °C). As
amostras foram homogeneizadas em tampao SEI com Triton X-100 (1:1000, p/v),
centrifugadas (13.600 g, 15 min, 4 °C), e o sobrenadante utilizado no ensaio e nas
dosagens de proteinas totais (Lowry et al., 1951). Cada amostra foi pipetada e
incubada em seis pogos, trés deles contendo tampao (NaCl 100 mM, MgCl, 8 mM,
Imidazol 30 mM, EDTA 0,1 mM, ATP 3 mM) com KCI (13 mM) e aos demais
adicionado o mesmo tampao com ouabaina (2,5 mM). Apés 30 minutos de
incubacado no escuro, a reacao foi interrompida pela adicdo de uma mistura 1:1 de
TCA 8,6 % e do reagente de cor (0,66 mM H,SO4 + 9,2 mM de molibdato de amdnia
+ 0,33 mM de Fe,SO4 .7 H20). Uma solugéo de fosfato de 650 uM (Sigma) foi usada
como padrao. A leitura (Leitora ELX 800, BioTek) foi feita em A 620 nm e a atividade

da enzima foi calculada e expressa em uM Pi.mg proteinas.h™.
3.1.5 Ca*-ATPase (CATPase)

Para analisar as fungdes das CATPase branquial e renal, os 6rgaos
foram armazenados em tampao SEEI (sacarose 0,3 mM, Na,EDTA 0,1 mM, 0,1 mM
EGTA e Imidazol 30 mM, 0,035% de B-mercaptoetanol, pH 7,6). As amostras foram

homogeneizadas em tampao SEEI com Triton X-100 (1:1000) e centrifugadas
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(13684 g, 15 min, 4 °C). Aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para dosagem
de proteinas totais (Lowry et al., 1951) e incubadas em tampao (MgCl, 4 mM, NaCl
100 mM, Imidazol 30 mM, EDTA 0,1 mM, ATP 3 mM, pH 7,6) complementados para
trés finalidades: mensuracao da atividade ATPasica total (CaCl, 4 mM, KCI 20 mM),
sem atividade da CATPase (KCl 20 mM e EGTA 1 mM) e apenas atividades da
CATPase (ouabaina 2,5 mM e CaCl, 4 mM). Apdés 30 minutos de reagao adicionou-
se aos meios a solugdo de parada, mistura 1:1 de TCA 8,6 % e reagente de cor
(0,66mM HySO4 + 9,2 mM de molibdato de aménia + 0,33 mM de FexSO4 .7 Hy0).
Utilizou-se uma solugao de fosfato de 650 yM (Sigma) como padrdo. A leitura foi

feita em A 620 nm e a atividade da enzima foi calculada em pM Pi.mg proteinas.h™.

3.1.6 H'-ATPase (HATPase)

O ensaio empregado para quantificacdo da atividade enzimatica da
HATPase foi descrito por Gibbs e Somero (1989), modificado para leitura em
microplacas. Os filamentos branquiais e o rim foram homogeneizados 1:10 (p/v) em
tampao SEID (sacarose 150 mM, imidazol 50 mM, EDTA 10 mM, deoxicolato de
sodio 2,4 mM, pH 7,5) e centrifugados (7 min, 1000 g a 4 °C). Determinou-se a
concentracdo de proteinas totais (Lowry et al.,, 1951) nos sobrenadantes e os
mesmos foram diluidos em SEID de modo a adequar a concentragao de proteinas a
1 mg.mL'1 para todas amostras. A solugdo de reagao (imidazol 30 mM, NaCl 45 mM,
KCI 15 mM, MgCl, 3 mM, KCN 0,4 mM, ATP 1 mM, 0,2 mM, piruvato kinase 3 U.mL"
' frutose 1,6 difosfato 0,1 mM, fosfoenolpiruvato 2 mM, pH 9,0) pura serviu para
mensuracdo da atividade ATPasica total das amostras. Para a quantificagdo da
atividade da HATPase adicionou-se a solucdo de reacdo 2 mM de N-etiimaleimida
(NEM), seu inibidor. As amostras foram adicionadas em triplicatas, aos diferentes
meios de reagao e apos 30 minutos foram realizadas as leituras. As absorbancias
foram lidas a cada minuto, durante 15 minutos a 340 nm (Victor™, PerkinElmer). A
atividade foi calculada de acordo com a seguinte formula: {(inclinagdo*coeficiente de
extingdo/([Proteinas]*diluicdo)*tempo/1000} " e expressa em umol ADP.mg proteina
h
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3.1.7 Anidrase Carbonica

A atividade da enzima AC foi determinada por um método
eletrométrico segundo Vitale et. al (1999). As amostras de rim e branquias foram
homogeneizadas em tampao (225 mM de manitol, 75 mM de sacarose, 10 mM de
Tris-base e 10 mM de NaH,PO,) de pH 7,4, centrifugadas em 13.600 g por 10
minutos (4 °C) e o sobrenadante foi utilizado no ensaio. A atividade catalitica da
enzima foi quantificada pela acidificacdo do meio saturado com CO, durante 20 s,
utilizando um pHmetro (Jenway 3510). A inclinagéo da reta gerada pela queda do pH
ao longo do tempo forneceu a taxa de reagao catalisada (TC) e a taxa de reacéao
ndo-catalizada (TNC) foi obtida pela leitura do pH na auséncia de amostra,
substituindo-se amostra por tampao. A partir dessas duas medidas a atividade da
anidrase carbonica (AC) foi calculada pela formula: AC = [TC/TNC - 1]l.mg” de

proteina.

3.2 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados estdo representados como média + EP. Apds a
verificagcdo da normalidade e homogeneidade de varidncia, os resultados dos
diferentes parametros, obtidos para cada tempo experimental (24 e 96 h), foram
comparados entre os diferentes grupos (CTR X Cd1 X Cd10) por meio de analise de
variancia fator unico (ANOVA) e as diferengas foram localizadas pelo teste de
comparagdoes multiplas de Student-Newman-Keuls (SNK), quando necessario.

Valores P < 0,05 foram considerados significativos.

3.3 RESULTADOS

Nao houve mortalidade de peixes ao longo dos experimentos. Os
parametros fisicos e quimicos da agua estdo apresentados na Tabela 3.1. Os
valores aferidos de temperatura, oxigénio dissolvido, pH, condutividade e dureza n&o

apresentaram variagdes significantes entre os grupos experimentais.
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Tabela 3.1 - Valores dos parametros fisicos, quimicos, de Cd total e dissolvido da
égua utilizada nos experimentos de osmorregulagéo.

Variaveis da égua CTR Cd 1 Cd 10
Temperatura (°C) 19,55+1,55 20,05+£1,10 19,80+ 1,28
pH 6,73 +£0,20 6,85+ 0,35 6,93 + 0,52
Oxigénio dissolvido (mg 0,.L™") 7,66 + 0,98 8,1+0,72 8,0 £0,87
Condutividade (uS.cm™) 86 + 15,00 88 + 12,00 92 + 8,00
Dureza (mg CaCOs.L™") 57,8 +3,2 55,1+ 3,9 56,2 + 4,1
Cadmio total (ug.L™") Nd 0,882 +0,079 7,91 +£1,1
Cadmio dissolvido (pg.L”) Nd 0,739+0,066 6,81+0,9

Os valores correspondem a médiat EP (n=8). Nd: ndo detectado.

A osmolalidade e as concentracbes da dos ions plasmaticos
analisados estdo representados na Figura 3.1. Decorridas 24 h de exposic¢ao,
apenas os animais do grupo Cd 10 apresentaram concentragbes plasmaticas de
Ca** significativamente diminuidas (P = 0,03). Ap6s o periodo experimental de 96 h
o Ca?* plasmatico diminuiu nos individuos do grupo Cd 1 e Cd 10 (P = 0,003). Os
demais ions analisados nao sofreram alteragdes causadas pela exposi¢éo ao Cd (P
= 0,69). A osmolalidade plasmatica também nao apresentou alteragdes em nenhum

grupo experimental (P = 0,97).
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Figura 3.1 - Concentragdo plasmatica dos ions soédio, potassio, cloreto, calcio e
osmolalidade de P. lineatus juvenis expostos por 24 (A) e 96 h (B) a
agua (CTR) ou as concentracdes nominais de 1 pg.L™" (Cd 1) e 10
ug.L™" (Cd 10) de cadmio dissolvido na agua.
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As barras indicam a média e as linhas o EP. Letras diferentes indicam diferencga significativa entre os
resultados obtidos entre os grupos (CTR X Cd1 X Cd10) para o mesmo periodo experimental (P <
0,05; n = 6- 8).

A atividade da NKA da branquia e rim dos animais do grupo Cd 10
diminuiu em relagao aos animais CTR e Cd 1, apés 24 (P < 0,03) e 96 (P < 0,001)
horas de exposigéo (Fig. 3.2). Os peixes do grupo Cd 1 ndo apresentaram variagao

significativa em relagéo aos do CTR.
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Figura 3.2 - Atividade da Na'/K'-ATPase (média + EP) em branquia e rim de P.
lineatus expostos apenas a agua (CTR) ou as concentragdes de 1 ug.L”

' (cd

1) e 10 pg.L™" (Cd 10) de cadmio. Letras diferentes indicam

diferenga significativa entre os resultados obtidos entre os grupos (CTR
X Cd1 X Cd10) para o mesmo periodo experimental (P < 0,05; n = 10-

14).
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Apds 24 h e 96 h de exposicdo os peixes do grupo Cd 10

apresentaram reducgao significativa na atividade da CATPase branquial em relagao

ao Cd 1 e o CTR. (Fig. 3.3). Os animais do grupo Cd 1 também apresentaram

reducao significativa da atividade da CATPase branquial em relagdo aqueles do

grupo CTR em ambos periodos de exposi¢do (P < 0,001). No rim dos animais

avaliados, apenas no grupo Cd 1 foi observado um aumento significativo na
atividade da CATPase apds 96 h de exposicao (P < 0,001).

Figura 3.3 - Atividade da Ca*-ATPase (média + EP) branquial e renal de P. lineatus
expostos por 24 (A) e 96 h (B) apenas a agua (CTR) ou as
concentracdes de 1 ug.L™" (Cd 1) e 10 pg.L™" (Cd 10) de cadmio.
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Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os resultados obtidos entre os grupos (CTR X
Cd1 X Cd10) para o mesmo periodo experimental (P < 0,05; n = 6-8).
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Em nenhuma condicdo experimental foi observada alteracao
significativa na atividade da HATPase renal (24h: P = 0,085; 96 h: P = 0,443) (Fig.
3.4). Também n&o houve diferenga de atividade da HATPase branquial entre os
grupos CTR e Cd1 apos 24h, porém foi constatado nos peixes do grupo Cd10 um
aumento significativo na atividade da HATPase branquial em ambos os periodos de

experimentais (P < 0,001).

Figura 3.4 - Atividade da H'-ATPase (média + EP) branquial e renal de P. lineatus
expostos por 24 (A) e 96 h (B) apenas a agua (CTR) ou as
concentracdes de 1 pug.L™ (Cd 1) e 10 ug.L™" (Cd 10) de cadmio.
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os resultados obtidos entre os grupos (CTR X
Cd1 X Cd10) para o mesmo periodo experimental (P < 0,05; n = 7-8).

A atividade da AC (Fig. 3.5) nas branquias apresentou decréscimo
significativo em relagdo aos respectivos CTR, em todas as condi¢des exposi¢ao (P <
0,002). Os peixes do grupo Cd 10 demonstraram maior redugao na atividade da AC
branquial do que os peixes do grupo Cd 1 apds 96 h de tratamento (P = 0,024). A
atividade da AC renal sofreu diminuig&o significativa nos animais dos grupos Cd 1 e
Cd 10 ap6s 96 h de exposi¢ao (P < 0,001).
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Figura 3.5.. Atividade da anidrase carbdnica (média + EP) branquial e renal de P.
lineatus expostos por 24 (A) e 96 h (B) apenas a agua (CTR) ou as
concentracdes de 1 ug.L”" (Cd 1) e 10 pg.L™" (Cd 10) de cadmio.

50 50 -

AC 24 h a AC96 h
Ww|E2CR a | E=CTR % a
1= Ccd1 == cd1
- == Cd 10 B b % «} - . Cd 10 ‘}
o b o b
£ 304 £ 30
@ o b
5 i 2 5,
S S
> 204 @ 20
g 20 g 20 c
=] =]
10 10
0 A : ‘ 0 B ‘
Branquia Rim Branquia Rim

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os resultados obtidos entre os grupos (CTR X
Cd1 X Cd10) para o mesmo periodo experimental (P < 0,05; n = 7-14).

3.4 DISCUSSAO

Os espécimes juvenis de P. lineatus submetidos a exposi¢cao aguda
ao Cd exibiram alteragcdes de atividade nas enzimas envolvidas com a regulacao
acido-basica e osmoibnica. Este € o primeiro trabalho que avaliou os efeitos das
concentragbes maximas de Cd permitidas pela legislagdo brasileira para aguas
doce, sobre uma espécie de peixe Neotropical. As concentracbes de cadmio
avaliadas, de 1 e 10 pg.L'1, sao relativamente baixas e a maioria dos estudos de
ecotoxicologia testa concentragdes maiores, entre 60 pg.L”" a 1600 pg.L" (de la
Torre et al., 2000; Garcia-Santos et al., 2006; Huang et al., 2009; Atli e Canli, 2011).
Normalmente os trabalhos que empregam concentragées semelhantes as utilizadas
no presente estudo envolvem exposi¢des subcrbnicas e crbénicas (Franklin et al.,
2005). Uma vez que nem todas as espécies de peixes avaliadas apresentam danos
nos processos osmorregulatorios, mesmo em condi¢cdes-teste mais adversas, 0s
presentes resultados caracterizam o P. lineatus como uma espécie muito sensivel
ao Cd.

Os ensaios de atividade enzimatica auxiliaram no entendimento dos
mecanismos fisioldgicos pelos quais o Cd causa seus efeitos toxicos. A AC, NKA,
HATPase e CATPase sao enzimas abundantes nos epitélios renais e branquiais
destes principais 6rgéos de entrada e conservagao idnica em teledsteos de agua-

doce. A atividade das NKA branquial e renal parecem ser sensiveis a concentragao
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de Cd, pois os grupos testados com Cd 10 apresentaram inibi¢ao ja nas primeiras 24
h de exposi¢cao, enquanto os animais do grupo Cd 1 nao tiveram alteragdes ao longo
das 96 h avaliadas. O tecido branquial de A. anguilla incubado com Cd (363 pg.L™)
apresentou inibicdo da NKA a partir de 10 min e os efeitos maximos foram obtidos
apés 1 h (Lionetto et al., 2000). De fato, estudos in vitro demonstram que
concentragdes micromolares de Cd causam rapida inibicdo da NKA em tecidos de
diversas espécies de peixes (Van Kerkhove et al., 2010). Em branquia de Cyprinus
carpio a inibicdo da NKA pela exposicédo de 14 dias a 1,6 mg.L'1 de Cd estabeleceu-
se de maneira irreversivel, pelo menos apds 19 dias de recuperagao(de la Torre et
al., 2000). Em figado e rim de tilapias, Atli e Canli (2011) também observaram
decréscimos da atividade de NKA apds a exposigao aguda ao Cd.

As CRM em brénquias de P. lineatus estdo distribuidas
principalmente ao longo dos filamentos e em menor quantidade nas lamelas
(Camargo et al., 2009). Mas apds exposicao ao aluminio, esses autores mostraram
que as CRM das lamelas desapareceram e a quantidade presente nos filamentos
sofreu grande redugdo e como resultado houve menor atividade branquial da NKA.
Embora cada xenobidticos tenha um efeito proprio sobre uma dada espécie, esta
modificagao na ultraestrutura das branquias de P. lineatus pode nao ser exclusiva da
exposi¢cao aluminio, mas também ocorrer em decorréncia da contaminagao por Cd.
A inibicdo da NKA pelo Cd segundo Kinne-Saffrin et al. (1993), pode ocorrer por
competicdo pelo sitio de ligagdo dos ions K™ ou M92+, que provavelmente envolve a
interacdo do ion Cd com grupamentos —SH. Os radicais sulfidrila das proteinas sao
alvo dos metais, tais grupamentos podem ser oxidados pelo Cd desfazendo pontes
de hidrogénio e alterando a estrutura tridimensional das proteinas (Dawson, 1982).

A atividade da HATPase em branquias esta ligada a absor¢ao de Na
pelo balango eletroquimico. Com a queda da atividade da NKA basolateral, causada
pelo Cd, menores quantidades de Na* s&o retirados da CRM. Isso faz com que o
meio intracelular fique menos eletronegativo e com maior concentragido de Na®,
situacdo que desfavorece a entrada de Na® através do seu canal na membrana
apical (Lin e Randall, 1991; Hawkings et al, 2004;). O aumento da atividade da
HATPase nas brénquias dos curimbas acentua a eletronegatividade celular e
favorece a absor¢gdo de Na’. Esta talvez seja uma resposta adaptativa que
possibilitou aos animais manterem os niveis plasmaticos de Na* estaveis frente ao

estresse do Cd.
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Independente das concentracdes de Ca?* na agua, este ion deve ser
absorvido pelas branquias para manter sua homeostase plasmatica, além de ser
fundamental para o crescimento de individuos juvenis (Perry e Flik, 1988). Esta bem
estabelecido que o Cd inibe a captagdo ativa de Ca** pelo epitélio branquial e causa
disturbios no seu metabolismo (Verbost et al., 1988; Pratap e Wendelaar Bonga,
2007). De fato, o Cd dissolvido na agua inibiu a atividade da CATPase branquial,
mas ndo sua atividade no rim de curimba. Embora a CATPase do sistema de
absorcao i6nica branquial em situagdes normais ndo seja fator limitante para a
tomada de Ca®* (Perry, 1997; Reader et al., 1988), a atividade deste transportador
branquial é fundamental para a manutengdo dos niveis plasmaticos de Ca®*. A
inibicdo da CATPase das branquias de P. lineatus, foi sempre acompanhada pela
queda nos niveis plasmaticos de Ca?*. A CATPase renal teve suas funcdes pouco
comprometidas pelo Cd, contudo a sua atividade aumentada pelo tratamento com
Cd por 96 h talvez seja devido a uma maior reabsorgdo de Ca?* tubular, uma vez
que neste periodo o organismo ja apresentava hipocalcemia. Este resultado
demonstra que o papel principal das branquias nos processos de absorcdo ibnica,
nao pode ser compensado pelo rim. A maior atividade da CATPase nao foi suficiente
para reverter a baixa concentragdo plasmatica de Ca®*, um dos efeitos toxicos do
Cd. Em tilapias do Nilo, a exposicdo aguda ao Cd (100 pg.L™) inibiu a atividade
CATPase do tecido branquial e também do tecido renal (Atli e Canli, 2011).

Para que a inibicdo da CATPase ocorra é necessario que uma
quantidade minima de Cd adentre ao meio intracelular para que atinja o limiar de
concentragdo minimo (Verbost et al., 1988; Franklin et al., 2005). E comum este
efeito ocorrer quando concentragdes acima de 3 ug.L™" de Cd sao utilizadas (Giles,
1988; Reid e McDonald, 1988; Hollis et al, 2000). Por exemplo, Hollis et al. (2000)
nao observaram efeitos em branquias de trutas apds de 30 dias de tratamento com 2
pg.L'1 de Cd. Em outro estudo com trutas ndo houve diminuigdo do Ca®" plasmatico
apoés exposicao crénica a 3,6 pg.L'1 de Cd, efeito que so6 foi constatado nos animais
submetidos a 6,4 ug.L™" (Giles, 1988). Pelos presentes resultados o limiar de inibigao
da CATPase branquial em curimbas foi alcangado com ambas as concentracdes de
Cd,1e10 pg.L'1, todavia na menor das duas concentragdes a inibicdo da CATPase
aconteceu apenas no periodo de exposigao mais prolongado.

A atividade da AC branquial teve sua atividade reduzida em todas as

condigdes experimentais e no rim apenas na exposi¢cao de 96 h ao Cd. As isoformas
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de AC e NKA estado colocalizadas, principalmente em células de tubulos proximais
em peixes (Georgalis et al., 2006), porém nao sao afetadas pela toxicidade do Cd de
maneira uniforme. Na branquia, o continuo fluxo de agua e a grande area formada
pelos filamentos branquiais em contato com o meio ambiente favorecem a exposigao
de suas células ao contaminante e embora a branquia normalmente nao seja o local
de maior acumulo de Cd em longo prazo, é através de seu estreito epitélio que os
metais entram da agua para o organismo, este talvez seja o motivo da grande
sensibilidade das proteinas avaliadas neste tecido. A AC de branquia foi mais
sensivel ao Cd do que todas as demais ATPases avaliadas neste 6rgéo de P.
lineatus. Uma das possiveis explicagdes para a redugao da atividade desta enzima
seria a grande semelhanga do Cd em relagdo ao Zn, o que gera uma competicdo
pelo sitio de associacdo a AC com o deslocamento do zinco e sua substituicdo pelo
metal com maior afinidade, o Cd.

A branquia de teledsteos de agua doce, além de realizar trocas
gasosas e eliminar excretas nitrogenadas, € o principal érgédo de osmorregulagéo e
balango acido basico, sendo estes dois mecanismos acoplados. Com a atividade
das ATPases e da AC branquiais inibidas compromete-se tanto a captagao iénica
como também a manutencao do pH, realizada primordialmente pela eliminagao ou
conservagéo de H e HCO3™. Em teledsteos de agua doce a regulagéo acido-basica é
realizada por compensacao metabdlica, em adigdo a fungcdo majoritaria da branquia,
o papel compensatorio do rim na excregdo de H* por todo o organismo durante
alteragcbes de pH sistémico é de cerca de 30% (Georgalis et al., 2006; Gilmour &
Perry, 2009). Isto significa que a exposi¢ao do P.lineatus a 10 pg. L™ de Cd, por 96
h, que causou inibicdo da AC renal, além da branquial, compromete os principais
mecanismos homeostaticos compensatérios no controle das concentracdes
hidrogenibnicas.

Quando se compara os diferentes tecidos observa-se que as
ATPases branquiais sdo mais sensiveis a contaminacado por Cd do que as ATPases
renais. A superficie branquial se defronta diretamente com os xenobidticos
presentes no ambiente, deflagrando uma situacdo de estresse e desencadeando
mudangas fisiologicas. No caso dos peixes podem iniciar uma resposta integrada
compensatéria para enfrentar os efeitos toxicos do Cd. Se o ajuste observado no rim
para compensar as alteracdes no metabolismo do Ca?* nao foi eficiente para

prevenir a hipocalcemia o mesmo nao pode ser dito a respeito dos demais ions. As
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concentracdes Na*, K*, CI" e a osmolalidade plasmatica ndo apresentaram variacdes
significativas mesmo com todos os efeitos do Cd sobre as ATPases branquiais.
Neste caso, como observado em P. lineatus, apds exposi¢do aguda a concentragdes
subletais de Cd, o rim passa a exercer fungcdo essencial para a manutengao das
condicbes osmoibdnicas.

Esta é a primeira vez que as ATPases HATPase, NKA e CATPase e
a anidrase carbonica de rim e brénquias sdo analisadas conjuntamente em modelo
de contaminagdo aguda por Cd. Em suma, os efeitos subletais do Cd em P. lineatus
sao detectados mais rapidamente nas ATPases e AC do que nos parametros idnicos
do plasma, exceto pelo ion Ca?*. As enzimas de transporte localizadas nas
branquias demonstraram ser sensiveis aos efeitos toxicos do Cd, que se instalam
rapidamente. Estas caracteristicas sdo adequadas para que a atividade das
ATPases sejam consideradas biomarcadores na contaminagdo por Cd. Dentre as
ATPases, a atividade da CATPase aliada com a analise do Ca®" plasmatico firma-se
como instrumentos de grande importadncia como avaliagbes comprobatorias

classicas em estudo de toxicidade do Cd em peixes de agua doce.
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4 ESTRESSE OXIDATIVO E DANOS GENOTOXICOS EM PROCHILODUS
LINEATUS

Nesta secao estdo descritos os experimentos e resultados referentes
a avaliacdo dos efeitos de duas concentracdes nominais de Cd (1 e 10 pg.L™") em
dois tempos (24 e 96 h) de exposicdo aguda nas defesas antioxidantes e na

ocorréncia de peroxidacgao lipidica e danos no DNA na espécie de peixe P. lineatus.
4.1 MATERIAL E METODOS
4.1.1 Delineamento Experimental

Juvenis de P. lineatus (Valenciennes, 1837) (n = 96) com massa de
10,31+ 2,95 g e comprimento total de 10,9 + 2,51 (média + DP) foram obtidos na
EPUEL. Antes dos experimentos os peixes foram aclimatados por pelo menos cinco
dias, em tanques de 300 L. Durante a aclimatagdo, os animais foram alimentados a
cada 2 dias, com racao comercial com 36% de proteina (Guabi®, BR), sendo a
alimentagao suspensa 24 h antes do inicio e durante os testes de toxicidade. Os
parametros fisicos e quimicos da agua foram continuamente monitorados.

Depois da aclimatagao, grupos de peixes (6 a 8 por aquario) foram
transferidos para aquarios de vidro de 100 L com 80 L de agua e divididos nos
seguintes grupos: peixes dos grupos CTR expostos somente a agua e animais
expostosa 1 e 10 pg.L'1 de Cd, formando respectivamente os grupos Cd 1 e Cd 10.
O Cd foi adicionado & agua na concentracdo nominal de 1 e 10 pg.L™" na forma de
CdCl,.2H,0. Os testes de toxicidade aguda foram conduzidos em dois tempos
experimentais, 24 e 96 h, em experimentos independentes. Todos os aquarios foram
cheios com agua ndo clorada, e mantidos com aeragao constante e fotoperiodo de
12 h:12 h. Durante os testes, a temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade
da agua foram monitoradas.

Depois de cada periodo experimental, os peixes foram anestesiados
com benzocaina (0,12 g.L™") e amostras de sangue foram retiradas pela veia caudal
por meio de seringas heparinizadas e mantidas em gelo. Os animais foram entao

mortos por secgdao medular e as branquias, figado e rim foram removidos, de acordo
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com procedimento aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UEL
(Processo 35004.2011.18), e congelados (-80°C).

As amostras de figado, brénquias e rim foram pesadas e
homogeneizadas (1:10 p/v) em tampdo fosfato de potassio (KH,PO, 50 mM,
K>HPO,4 50 mM; pH 7,0), centrifugadas (20 min; 13.000 g; 4 °C) e o sobrenadante

separado para as analises e dosagens de proteinas totais (Lowry et al., 1951).

4 1.2 Defesa Antioxidante Enzimatica e Nao Enzimatica

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi determinada
seguindo a complexagdo da glutationa reduzida (GSH) com o 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) (Keen et al., 1976). Em uma cubeta foram adicionados 970
uL de tampao fosfato (25°C), 10 yL de CDNB (100 mM), 10 yL GSH (100 mM) e 10
ML do sobrenadante das amostras. Depois de misturados, a solugao resultante teve
sua cinética de reacgao lida em espectrofotometro a 340 nm por 1 min. A atividade
da enzima foi expressa em nmol de CDNB conjugado.min™.mg de proteina™.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada através da velocidade
de decomposicdo de perdxido de hidrogénio pela enzima, sendo quantificado o
decréscimo de absorbancia em espectrofotdbmetro a 240 nm (Beutler, 1975). As
amostras (1:100) foram adicionadas a um meio de reagdo (H2O2 0,03%, Tris-HCI 50
mM, EDTA 0,25 mM), e o decréscimo de sua absorbancia a 240 nm determinado
durante 1 min. A atividade da enzima foi expressa em pmol de H,O, degradado.min
' mg proteina™.

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi estimada
indiretamente através da oxidagdo do NADPH em presenga de glutationa redutase
(GR) e o substrato glutationa oxidada, produzida pela agdo da GPx. Uma aliquota
(10 pL) das amostras foi misturada concomitantemente a 1 mL do tampao
(NaH2PO4, 25 mM , Na;HPOy4, 25 mM, EDTA 2 mM, NaN; 5 mM, NADPH 0,2 mM,
GSH 1 mM, 25°C e protegido da luz), a GR (1 U) e ao H,0, (0,4 mM) e a cinética da
reacao foi analisada por 1 minuto em espectrofotdmetro a 340 nm. Os resultados
foram expressos em pmol de NADP.em presenca de H,O,.min-1.mg proteina™
(Hopkins e Tudhope, 1973).

A concentragdo de GSH foi estimada de acordo com Beutler et al.

(1963) por meio da reagdo da glutationa com o substrato 5,5-ditiobis-2-acido
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nitrobenzoéico (DTNB), formando o anion tiolato (TNB). Para o ensaio, cada amostra
foi misturada (1:1) com acido tricloroacético 6% e em seguida com DTNB (2,5 mM) e
tampado fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,0). A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro de microplacas (Victor™, PerkinElmer ) a 412 nm e o contetido de
GSH foi expresso em pg de GSH.mg proteina™, a partir de uma curva padrdo 5 a
200 uM de GSH.

4.1.3 Peroxidacao Lipidica

A peroxidacgao lipidica foi determinada em amostras de figado e rim
por meio do ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) que
quantifica o malondialdeido (MDA), um dos produtos finais da peroxidagao lipidica. A
leitura do ensaio foi feita em espectrofotdmetro (Victor™, PerkinElmer) em 530 nm,
segundo metodologia estabelecidas por Satoh (1978). Utilizou-se curva padrao de

MDA e os resultados foram expressos em yM de MDA.mg proteina™.

4.1.4 Ensaio do Cometa

O ensaio alcalino do cometa foi realizado com eritrcitos, com base
na metodologia descrita por Singh et al. (1988) e com modificagbes descritas por
Cavalcante et al. (2008). Apés a amostragem, o sangue foi adicionado a solugao
tampao (NaCl 126,6 mM, KCL 4,8 mM, CaCl 1,5 mM, NaHCO3; 3,7 mM, Na;HPO4
8,9 mM, NaH,PO4 2,9 mM) e misturado com agarose de baixo ponto de fusdo. Esta
mistura foi colocada em lamina de vidro previamente coberta com agarose normal,
coberta com laminula, e permaneceu na geladeira por 30 min. Em seguida as
laminulas foram retiradas e as laminas foram colocadas em solugao de lise (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10 % DMSO, 1 mL Triton X-100, pH 10,0) por, no
minimo, 1 hora. Apds esse tempo as laminas foram transferidas para cubas de
eletroforese contendo solugdo tampéo (0,3 N NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13) e
permaneceram por 30 minutos. Logo depois foram submetidas a eletroforese por 20
minutos (300 mA, 25 V, 1 V.cm_1), e apos as laminas foram neutralizadas com
tampéao (0,4 M Tris, pH 7,5), em 3 lavagens de 5 min, e fixadas em etanol por 10

minutos.
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Para as analises, as laminas foram coradas com o corante GelRed
(Uniscience) e cobertas com laminula. Foram examinadas em microscopio de
fluorescéncia na objetiva de 40x em teste cego. Foram analisados 100 nucledides
por lamina. Baseado em Kobayashi et al. (1995), os danos no DNA foram
classificados visualmente conforme a migragdo dos fragmentos de DNA em quatro
classes: 0: sem dano visivel; 1. cauda menor que o didmetro do nucleo; 2:
comprimento de cauda de 1 a 2 vezes o didmetro do nucleo; 3: comprimento da
cauda maior que duas vezes o didmetro do nucleo. Para cada peixe o escore foi
calculado multiplicando-se o numero dos nucledides observados em cada classe de

dano pelo valor da classe (0, 1, 2 e 3), gerando um valor entre 0 e 300.

4.2 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados estdo representados como média + EP. Apds a
verificagdo da normalidade e homogeneidade de variéncia, os resultados dos
diferentes parametros obtidos para os peixes dos grupos CTR, Cd1 e Cd10, para
cada tempo experimental (24 e 96 h) foram comparados entre si por meio de analise
variancia paramétrica (ANOVA) ou nao paramétrica (Kruskal-Wallis), dependendo da
distribuicdo dos dados. Quando indicado, as diferengas foram localizadas pelo teste
de comparag¢des multiplas Student-Newman-Keuls (SNK). Valores P < 0,05 foram

considerados significativos.

4.3 RESULTADOS

Durante todo o periodo experimental os valores de temperatura,
oxigénio dissolvido, pH, condutividade, dureza e conteudo de Cd ndo variaram
significativamente entre os grupos. A Tabela 3.1 apresenta os valores obtidos na
analise da agua dos aquarios controles e experimentais utilizados neste trabalho.

Os curimbas submetidos por 24 e 96 h ao Cd 1 ou Cd 10 nao
apresentaram nenhuma alteragao significativa na atividade da GST em seus tecidos
branquial (P = 0,368) e hepatico (P2 0,344) (Fig. 4.1).
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Figura 4.1 - Atividade da GST (média + EP, n = 6) em branquia e figado de P.
lineatus expostos apenas & agua (CTR) ou as concetragdes de 1 pg.L™
(Cd 1) e 10 pg.L ™" (Cd 10) de cadmio, durante 24 e 96 h.
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A CAT branquial dos peixes expostos ao cadmio nao sofreu

alteragdes de atividade em relagdo ao controle apos os testes de 24 h (P = 0,101)

(Fig. 4.2). Contudo, apés 96 h, os animais do grupo Cd 10 apresentaram aumento

significativo de cerca de 340% na atividade branquial desta enzima em relagdo ao
grupo CTR (P = 0,025). A atividade da CAT no figado foi de 20 a 40 X maior do que

a observada na branquia e apresentou diminui¢ao significativa no grupo Cd 10, em

relacdo aos respectivos grupos CTR, apds exposigéo por 24 (P <0,01) e 96 h (P =

0,02).

Figura 4.2 - Atividade da catalase (média + EP, n = 6) em branquia e figado de P.
lineatus expostos apenas a agua (CTR) ou as concentragdes de 1 ug.L”
'(Cd 1) e 10 pg.L™" (Cd 10) de cadmio, durante 24 e 96 h
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os resultados obtidos entre os grupos (CTR X
Cd1 X Cd10), para o mesmo 6rgéo no mesmo periodo experimental (P < 0,05).
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A exposi¢ao aguda dos peixes ao Cd, nas concentragdes e periodos
avaliados neste trabalho, ndo modificaram significativamente a atividade da GPx
(Fig. 4.3) branquial (P24n = 0,072; Pgsn = 0,534) ou hepatica (P2 = 0,229; Pgen =
0,339).

Figura 4.3 - Atividade da GPx (média £+ EP, n = 6) em branquia e figado de P.
lineatus expostos apenas a agua (CTR) ou as concentragdes de 1 ug.L”
'(Cd 1) e 10 pg.L™ (Cd 10) de cadmio, durante 24 e 96 h.
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A concentracdo de GSH na branquia (Fig. 4.4) dos animais dos
grupos Cd 1 e Cd 10 aumentaram significativamente ap6s 24 h de exposicdo em
relacdo ao respectivo CTR (P = 0,019). Entretanto, as branquias dos animais que
foram submetidos ao Cd por 96 h nao apresentaram variagdes significativas na
concentragdo de GSH (P = 0,248). No figado (Fig. 4.4) de P. lineatus nao foram
constatadas alteragbes significativas nas concentragbes de GSH dos animais
expostos ao cadmio por 24 h (P =0,182) ou 96 h (P = 0,193).
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Figura 4.4 - Concentracao de GSH (média + EP, n = 6) em branquia e figado de P.
lineatus expostos apenas a agua (CTR) ou as concentracdes de 1 pg.L”
(Cd 1) e 10 pg.L™ (Cd 10) de cadmio, durante 24 e 96 h
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os resultados obtidos entre os grupos (CTR X
Cd1 X Cd10), para o mesmo 6rgdo no mesmo periodo experimental (P < 0,05).

Os resultados do ensaio do TBARS para figado e rim estdo
apresentados na Figura 4.5. O conteudo de MDA hepatico dos grupos Cd 1 e Cd 10
(P = 0,003) diminuiram em relagdo ao grupo CTR apds a exposi¢cdo de 24 h, no
entanto apds 96 h de exposi¢cao nao houve variagao significativa na quantidade de
MDA no figado dos peixes (P = 0,18). O conteudo de MDA aumentou
significativamente no rim dos peixes do grupo Cd 10, em relagdo ao CTR, apos 24 h
de exposicédo (P = 0,011), mas apdés 96 h de exposicdo nédo foram verificadas

alteragdes significativas no conteudo de MDA no rim dos peixes (P = 0,097).

Figura 4.5 - Conteudo de MDA (média £+ EP, n = 5-10) em figado e rim de P.
lineatus expostos apenas a agua (CTR) ou as concentragdes de 1 ug.L”
'(Cd 1) e 10 pg.L™”" (Cd 10) de cadmio, durante 24 e 96 h
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Letras diferentes indicam diferencga significativa entre os resultados obtidos entre os grupos (CTR X
Cd1 X Cd10), para o mesmo 6rgdo no mesmo periodo experimental (P < 0,05).
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Os resultados do ensaio do cometa com os eritrocitos (Fig. 4.6) de
P. lineatus demonstraram que a exposicao ao Cd 10 causou aumento significativo
do escore médio de dano nos tempos experimentais de 24 (P < 0,001) e 96 h (P <
0,001). Os animais do grupo Cd 1 nao sofreram variagdes significativas no escore de

dano.

Figura 4.6 - Escores de danos no DNA (média £+ EP, n = 6-8) de eritrocitos de P.
lineatus expostos apenas a agua (CTR) ou as concentragdes de 1 ug.L”
'(Cd 1) e 10 pg.L" (Cd 10) de cadmio, durante 24 e 96 h
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os resultados obtidos entre os grupos (CTR X
Cd1 X Cd10), para o mesmo periodo experimental (P < 0,05).

4.4 DiscussAo

O Cd é altamente toxico para os peixes, porém 0s mecanismos
responsaveis pela toxicidade do Cd ainda ndo sdo completamente conhecidos. Ao
que parece, o Cd ndo gera radicais livres de maneira direta (Ochi et al., 1997), mas
ha evidéncias de que pode formar ERO quando presente em diversos érgaos, sendo
o motivo de alteragdes nas estruturas proteicas, de membranas e das moléculas de
DNA (Valko et al., 2005; Thévenod, 2009).

Estudos prévios reportam os efeitos do Cd em enzimas de defesa
antioxidante que participam da fase Il do processo de detoxificagdo. A GST € uma
componente celular da fase IlI, responsavel por promover a conjugagao de
xenobidticos organicos ou seus metabdlitos com a GSH. Os efeitos dos metais
geram resultados conflitantes sobre a atividade e expressdo génica da GST em
diferentes tecidos (Arrigo, 1999; Rahaman et al., 1999). As condigbes experimentais

impostas ao P. lineatus nao acarretaram em alteragcbes nas funcbes da GST
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branquial ou hepatica. Este ndo parece ser o efeito mais comum frente a exposigao
de P. lineatus ao Cd, mas a exposi¢ao aguda ao Cu foi capaz de induzir a atividade
da GST em figado desta espécie de peixe (Camargo e Martinez, 2006). Ja para
Sparus aurata a atividade da GST foi induzida apds 12, 24 e 48 h de exposi¢ao ao
Cd injetado intraperitonealmente (200 pg.kg™) (Bouraoui et al., 2008).

A atividade da CAT nas branquias de P. lineatus é bastante
reduzida, e assim como averiguado por Hidalgo et al. (2002), a atividade da CAT é
maior no figado. A exposicdo aguda de P. lineatus ao Cd 10 resultou em uma
marcante diminuigdo na atividade da CAT hepatica. Por outro lado, Atli et al. (2006)
observaram aumento da CAT hepatica apds 96 h de exposi¢cao ao Cd assim como
ocorre para a maioria dos metais, exceto a prata (Ag). Os metais aumentaram a
atividade da catalase, mas a sua nédo ativacéo pela Ag pode ser consequéncia da
inibicdo resultante da interagdo da prata com o grupamento —SH (Atli et al., 2006). A
diminuicdo da atividade da CAT também foi observado no peixe Fundulus
heteroclitus devido a provavel interacdo do Cd com a CAT (Pruell e Egelhart, 1980).
Em outras trés espécies de peixes de agua doce nédo houve alteragdo funcional na
CAT por Cd (Palace e Kleverkamp, 1993). Alteragbes da atividade das enzimas
antioxidantes em testes de laboratoério utilizando poluentes organicos ou metais sao
conhecidas, mas as respostas sdo variadas para diferentes espécies e enzimas. A
literatura mostra que o figado é o 6rgdo com maior atividade das enzimas
antioxidantes e o local mais capacitado para enfrentar o estresse oxidativo. Fato
sempre correlacionado com a fungdo hepatica de processar multiplas reagdes
oxidativas geradoras de ERO.

Uma vez que o Cd pode gerar radicais livres indiretamente, a partir
do peréxido de hidrogénio (Ochi et al.,, 1997, Valko et al., 2005), a auséncia de
alteragdes na CAT de branquias e figado nos curimbas expostos a menor
concentragdo de Cd poderia ser justificada pela agdo efetiva da GPx na
decomposicdo da H»0,. Ja a reducado da atividade da CAT hepatica em peixes do
grupo Cd 10 poderia ser consequéncia do excesso de H,O,, molécula capaz de
interferir na funcdo da CAT (Radi e Matkovics, 1988). Como nao foi constatada
nenhuma variagdo significativa na atividade da GPx em figado e branquias de P.
lineatus é pouco plausivel que a GPx tenha sido a responsavel pela degradagéo do
H,O, gerada em decorréncia do Cd. Para tanto a GPx deveria degradar o H,O»

oxidando a GSH. Ao analisar a condicdo das defesas redox de P. lineatus,
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considerando-se que houve elevacéao inicial no conteudo de GSH nas branquias,
esta hipétese fica ainda mais enfraquecida. A estes argumentos deve-se acrescentar
0 ndo envolvimento da GST como parametro sensivel a exposicdo aguda ao Cd,
pois sua atividade aumentada deveria promover em conjunto com a atividade da
GPx, efluxo e oxidacdo da GSH respectivamente, culminando com sua deplecao
intracelular, o que é considerado um marcador de estresse oxidativo (Franco e
Cidlowski, 2012).

Em situagdes onde fica estabelecida a alteracdo do balango redox
celular, devido a presenca de substancias pro-oxidantes sem que as defesas
celulares possam neutraliza-las, fica caracterizado o estresse oxidativo. Esta
condigdo adversa é particularmente prejudicial as membranas celulares e moléculas
de DNA. A exposi¢cado a metais geram LPO dependendo do tempo de exposicéo, e
tais efeitos sdo correlacionados com alteracbes morfologicas teciduais (Pandey et
al.,, 2008). Em peixes a ocorréncia da LPO é precedida ou acompanhada de
alteragdes no sistema de defesa antioxidante, o que geralmente acumula evidéncia
do status oxidativo do animal (Cao et al., 2010). Em um mesmo animal diferentes
o6rgdos alvo podem apresentam respostas enzimaticas distintas e
consequentemente sofrer ou ndo LPO (Cao et al., 2012). Em P. lineatus submetidos
ao Cd por 24 h ndo houve respostas contra o estresse oxidativo, medidas neste
trabalho, que possam justificar a diminuicdo da LPO hepatica. Este efeito contrasta
com os resultados obtidos para a LPO do tecido renal, onde um houve um aumento
apenas transitorio da LPO.

Compostos que tem o potencial de causar danos no material
genético dos organismos sao considerados agentes genotdxicos. Essas substancias
podem agir diretamente, alterando a estrutura do DNA. Tais efeitos podem incluir
rupturas na cadeia de DNA, modificagdes nos nucleotideos, aberracdes
cromossOmicas e mutagdes de ponto (Frenzilli et al., 2004). A perda da integridade
do DNA, se néo for reparada, pode determinar a indugcdo de mutacado, aberracoes
cromossdmicas, defeitos congénitos e cancer. O Cd € um elemento ndo essencial
com potencial oncogénico e genotdxico para os animais aquaticos (Zhiyi e Haowen,
2004).

O presente trabalho demonstra pela primeira vez os efeitos
genotéxicos do Cd em células eritrocitarias de P. lineatus. Outros trabalhos ja

demonstraram a sensibilidade desta espécie aos danos genotdxicos elicitados por
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inseticidas e herbicidas (Cavalcante et al., 2008; Simoniello et al., 2009; Santos e
Martinez, 2012;). Os efeitos genotéxicos do Cd apareceram em eritrécitos P. lineatus
ja apos 24 h de exposi¢ao a maior concentragao testada e permaceram até 96 h. Em
S. aurata nao foi observado danos no DNA apds 11 dias de exposicdo a uma
concentragdo maior de Cd (Isani et al., 2009).

Os mecanismos da toxicidade aguda do Cd nas condicbes
permitidas pela legislacdo brasileira (CONAMA) nao estdo primordialmente
relacionados com os danos oxidativos. Como ja comentado, a maioria das defesas
celulares antioxidantes e LPO avaliadas ndo indicaram uma situacdo de estresse
oxidativo conclusiva. Os efeitos do Cd sobre o material genético dos eritrocitos
destacaram-se dentre os demais parametros avaliados. Neste caso a agdo das ERO
sobre o material genético deve ser entendida como secundaria ou até mesmo
desconsiderada. O que nao se pode concluir € se as alteragdes nas moléculas de
DNA foram induzidas diretamente pelo metal, pela sua interagcdo com proteinas
associadas ao DNA ou se pela inibicdo da maquinaria de reparo genético.

O teste do cometa demonstrou ser uma avaliagdo sensivel que
permitiu detectar danos primarios no DNA de células individuais. Segundo 0s nossos
resultados o teste do cometa é uma ferramenta que possibilita relacionar danos no
DNA com a exposigao aguda de organismos aquaticos a compostos genotoxicos
como o Cd. A avaliacdo de danos genotoxicos pode ser utilizada como biomarcador
para biomonitoramento de ambientes aquaticos, por possuir sensibilidade suficiente
para alertar sobre os perigos da contaminacédo por Cd antes que efeitos deletérios
possam ocorrer na biota aquatica. Para melhor compreensao dos efeitos agudos do
Cd sobre a defesa antioxidante de P. lineatus estudos mais detalhados precisam ser
realizados.

Em conclusdo, exposicdo aguda de curimbas juvenis as
concentragbes de Cd permitidas pelo CONAMA ndo comprometeu a defesa
antioxidante, ou causou marcante estresse oxidativo embora gerado aumento nos

danos genotoxicos eritrocitarios.
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5 BIOACUMULAGAO DE CADMIO E SEUS EFEITOS EM PARAMETROS
BIOQUIMICOS E COMPORTAMENTAIS DE PROCHILODUS LINEATUS

Nesta secao estdo descritos os experimentos e resultados referentes
a avaliacdo dos efeitos de duas concentracdes nominais de Cd (1 e 10 pg.L™"), em
dois tempos de exposicdo (24 e 96 h), no acumulo de cadmio, no conteudo de
metalotioneinas, na atividade da acetilcolinesterase e no comportamento natatério

de P. lineatus.
51 MATERIAL E METODOS
5.1.1 Animais

Juvenis de P. lineatus foram fornecidos pela Estagcao de Piscicultura
da Universidade Estadual de Londrina (EPUEL). Os peixes foram aclimatados por
pelo menos 5 dias, em tanques de 300 L, com &agua desclorada e aeragao
constante, sob fotoperiodo de 12h/12h. Ao longo de todo o experimento, os
parametros fisicos e quimicos da agua foram monitorados usando uma sonda para
multiparametros (Horiba U-50). Os animais foram alimentados com ragéao (Guabi®,
BR) no segundo, quarto e sexto dia de aclimatacéo e a alimentagéo foi suspensa 24
h antes e durante o periodo experimental. Os animais (n = 96), com massa de 11,64
*+ 4,1 e comprimento total de 10,32 + 1,31, foram submetidos a testes de exposicao
aguda do tipo estatico por 24 e 96 horas. Conjuntos de peixes (n = 6 a 8)
randomicamente selecionados foram agrupados em aquarios com 80 litros de agua
desclorada (CTR) ou com concentragdes nominais de 1 pug.L™" (Cd 1) e 10 pg.L™ (Cd
10) de cadmio (CdCl,.2H,0). As concentragdes utilizadas foram definidas de acordo
com a legislagdo brasileira para aguas doces de classes 1 e 2 (1 ug.L" e 3e 4 (10
ug.L™), segundo Resolugdo CONAMA n° 357 (2005). Antes do inicio e ao término de
cada experimento amostras de agua foram coletadas dos aquarios para a
determinacao das concentragdes de Cd total e as concentragdes de Cd dissolvido
foram quantificadas em amostras de agua filtrada (malha de 0,45 pm). Apds a coleta

e filtragem as amostras de agua foram acidificadas com HNO3; 1 % (pH < 2).
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5.1.2 Protocolo Experimental para Analise de Comportamento

Apos as exposigdes aguda ao Cd (CONAMA), os peixes foram
transferidos individualmente para um aquario-teste de 30 L (50 x 50 x 15 cm)
contendo aguas com concentragdes nominais de Cd semelhantes aos aquarios de
onde os individuos foram retirados. Cada aquario estava inserido em uma caixa
isolada, provida de camera e de retroiluminacéo (Fig. 5.1). As tomadas das imagens
foram feitas frontalmente e a atividade natatoria espontanea foi registrada por um
software para avaliagdo do comportamento de animais em movimento — Sacam,
Embrapa Instrumentacao (Jorge et al., 2005b). Foram registradas, em tempo real, as
coordenadas x e y do movimento a 2 quadros por segundo e calculadas a distancia
percorrida, a velocidade média por tempo de movimento e a exploragao do espaco
nas areas pré-definidas virtualmente (areas superior e inferior da coluna d’agua, de
dimensdes iguais). As tomadas foram de 15 minutos, com 5 minutos de adaptacao
prévia ao aquario-teste para cada um dos peixes. A fim de evitar variacbes na
locomocgao devido a variagao do ciclo circadiano, os experimentos foram realizados

sempre entre as 10:00 h e 16:00 h.

Figura 5.1 - Aquario e camara para a obtencdo dos dados de comportamentos
_natatorios.
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5.1.3 Protocolo Experimental para Analises Quimicas e Bioquimicas

Ao final de cada periodo experimental os peixes foram prontamente
anestesiados com 0,1 g.L”' de benzocaina, mortos por seccdo medular. Para
quantificacdo de Cd e PSMT no musculo branco, branquia, figado e rim foram
utilizados os animais que participaram do experimento de comportamento. O
encéfalo e o musculo branco empregados nos ensaios da AChE foram obtidos a
partir de um experimento independente. Todois os 6rgaos foram transferidos para

microtubos plasticos e mantidos congelados (-80 °C) até as analises.

51.4 Acetilcolinesterase (AChE)

Amostras de tecido cerebral e muscular foram homogeneizadas em
tampao fosfato de potassio (0,1 M; pH 7,5; 10% p/v) e centrifugadas (10.000 g, 20
min, 4 °C) para a determinacdo da atividade da AChE, de acordo com o método de
Ellman et al. (1961), adaptado para microplaca por Alves Costa et al. (2007). A
quantificacdo da atividade da AChE (nmol DTNB. min™".mg de proteina™) ocorreu a
partir da reacédo do substrato de iodeto de acetilcolina (9 mM) com o reagente de cor
contendo DTNB (0,5 mM). A tiocolina, produto da degradagdo do iodeto de
acetilcolina pela AChE reage com o DTNB, formando o nitrobenzoato, uma anion
amarelo. As leituras da variacdo da absorbancia da solugdo, durante 6 minutos,
foram feitas por espectrofotometria a 415 nm e a concentracdo de proteinas totais

foram determinadas pelo método Lowry et al. (1951).

5.1.5 Bioacumulacao de Cd

A analise da concentracdao de Cd foi realizada em tecido muscular,
branquial, hepatico e renal. Apds a pesagem, os tecidos permaneceram em estufa a
60 °C, por 48 horas, para secagem. O tecido seco foi acondicionado em tubo
criogénico e a ele foi adicionado acido nitrico supra puro (Merck) 1 N na proporgéo
1:5 (p/v). Os tubos, tampados, foram reconduzidos a estufa por mais 48 h a 60 °C
até completa digestao acida (Alves e Wood, 2006). Apos este periodo a solugao foi
centrifugada e o sobrenadante foi diluido em HNO3; 1 % para quantificagdo do metal

em espectrofotometro de absorgdo atébmica (Perkin Elmer A700) por método de
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atomizagao eletrotérmica acoplado ao forno de grafite. Os resultados foram
expressos em pg de Cd.g de tecido umido™. O limite de deteccdo do método
utilizados € 0,1 pg.L'1. Foi preparada uma curva padrdo a partir de uma solucao
padrao de 1 mg.L™" (Specsol) com certificacdo do National Institute of Standards and
Technology (NIST).

5.1.6 Conteudo de Proteinas Semelhantes a Metalotioneinas (PSMT)

Os tecidos foram homogeneizados (1:5-m/v) em tampao (Tris-HCI 20
mM, sacarose 0,5 mM e B—mercaptoetanol 0,01 %, pH 8,6) e centrifugados por 45
minutos (18.600 g; 4 °C) e o sobrenadante foi submetido a fracionamento
etanol/cloroformio acido para obtengdo de uma fragdo de metaloproteinas
parcialmente purificada. Nesta fragdo foram quantificados os grupos sulfidril (-SH)
utilizando-se o reagente de Ellman, em espectrofotdmetro a 412 nm. A glutationa
reduzida (GSH) foi utilizada como padrdo e o conteudo de metalotioneinas foi
expresso em pmol de GSH mg de proteina™ (Viarengo et al., 1997). O contetido de

proteinas totais foram quantificadas pelo método descrito por Lowry et al. (1951).

5.2 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + EP. Apds a
verificagdo da normalidade e homogeneidade de varidncia, os resultados dos
diferentes parametros obtidos para os peixes dos grupos CTR, Cd 1 e Cd 10 foram
comparados entre si, para cada tempo de exposicdo, por meio de analise de
variancia parameétrica (ANOVA) ou nédo paramétrica (Kuskall Wallis), dependendo da
distribuicdo dos dados. O teste de comparagcdes multiplas de Student-Newman-
Keuls (SNK) foi utilizado para a localizagdo das diferengas, quando necessario.

Valores P < 0,05 foram considerados significativos.

53 RESULTADOS

Nao houve mortalidade durante os experimentos realizados e os
parametros fisicos e quimicos da agua monitorados durante os ensaios nao

apresentaram variagdes significativas entre os grupos (média + EP): temperatura
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21,21 + 0,95 °C ; pH 6,87 + 0,55; oxigénio dissolvido 8,0 + 0,87 mg O..L™;
condutividade 85 + 10,50 uS.cm™, dureza 59,6 + 3,7 mg CaCOsL' As
concentragdes de Cd total e dissolvido nas amostras de agua dos aquarios utilizados

nos experimentos estdo apresentadas na Tabela 5.1

Tabela 5.1 - Concentragdes de Cd (ug.L™) total e dissolvido quantificado nos grupos
ao Iongo dos experimentos.

Condicoes CTR Cd1 Cd 10
Experimentais  Total Dissolvido Total Dissolvido  Total Dissolvido
0h ND ND 1,02+0,16 0,94 +£0,09 9,92+0,22 9,21 +0,43
24 h ND ND 0,94+0,12 0,88+0,13 8,95+0,46 8,13 +0,58
96 h ND ND 0,82+0,19 0,79+0,15 7,63+0,52 6,14 + 0,31

Os valores correspondem a média + EP (n = 3). nd = n&o detectado.

Os P. lineatus submetidos a avaliacdo comportamental espontanea
em todas as condi¢gdes experimentais, permaneceram a maior parte do tempo (>

90%) em que foram monitorados na metade inferior do aquario (Fig. 5.1).

Figura 5.2 - Tempo médio (n= 6 - 7) de ocupacao das areas superiores € inferiores
(em % do tempo total) do aquario por P. lineatus expostos, por 24 e 96
h, apenas a agua (CTR) ou as concentragdes de 1 ug.L”" (Cd 1) e 10
ug.L”" (Cd 10) de cadmio.
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O tempo em movimento dos animais sob avaliacdo da atividade
natatoria espontanea estao apresentados na Figura 5.2. A quantidade de tempo em

movimento nao foi alterada pelo tratamento com Cd (P24, = 0,83; Pgyer = 0,91).
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Figura 5.3 - Tempo em movimento (média £ EP, n = 6 - 7) de P. lineatus expostos,
por 24 e 96 h, apenas a agua (CTR) ou as concentragdes de 1 pg.L”
(Cd 1) e 10 pg.L™" (Cd 10) de cadmio.
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A distancia percorrida (Fig. 5.3) pelos peixes durante a avaliagéo
comportamental foi significativamente maior nos individuos expostos ao Cd 10, em
relacdo aos peixes dos respectivos grupos Cd 1 e CTR, apds exposigcao de 24 h (P=
0,017) e 96 h (P= 0,003).

Figura 5.4 - Distancia percorrida (média + EP, n= 6 - 7) por P. lineatus expostos,
por 24 e 96 h, apenas a agua (CTR) ou as concentracdes de 1 pg.L™
(Cd 1) e 10 ug.L™" (Cd 10) de cadmio
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Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os resultados obtidos entre os grupos (CTR X
Cd1 X Cd10) para o mesmo periodo experimental (P < 0,05).

A velocidade média da atividade natatéria de P. lineatus (Fig. 5.4)
expostos ao Cd 1 por 24 h e 96 h, nao foi alterada significativamente em relagdo ao

respectivo CTR (P = 0,606). Entretanto, apds 96 h de exposigdo ao Cd 1 e Cd 10 os
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peixes apresentaram velocidade de natagao significativamente maior do que nos
grupos CTR e Cd 1 (P =0,003).

Figura 5.5 - Velocidade de natacdo (média £ EP, n=6 - 7) de P. lineatus expostos,
por 24 e 96 h, apenas a agua (CTR) ou as concentracdes de 1 pg.L™
(Cd 1) e 10 ug.L™ (Cd 10) de cadmio.
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os resultados obtidos entre os grupos (CTR X
Cd1 X Cd10) para o mesmo periodo experimental (P < 0,05).

A atividade da AChE cerebral e muscular de P. lineatus foi
significativamente alterada pelo Cd (Fig. 5.5). No cérebro foi observada atividade
significativamente maior nos animais expostos ao Cd 10, durante 24 h (P = 0,003) e
96 h (P = 0,003), em relagao aos respectivos grupos CTR e Cd 1. Por outro lado, no
tecido muscular a atividade da AChE foi significativamente menor nos peixes
expostos ao Cd 10, durante 24 h (P < 0,001) e 96 h (P = 0,001), em relagdo aos
respectivos grupos CTR e Cd 1.
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Figura 5.6 - Atividade da AChE (média + EP, n= 6) cerebral e muscular de P.
lineatus expostos, por 24 e 96 h, apenas a agua (CTR) ou as
concentracdes de 1 ug.L™”" (Cd 1) e 10 pug.L™" (Cd 10) de cadmio.
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os resultados obtidos entre os grupos (CTR X
Cd1 X Cd10), para o mesmo 6rgdo, no mesmo periodo experimental (P < 0,05).

As analises de quantificagcdo de Cd nos tecidos de P. lineatus foram
acompanhadas pela dosagem de Cd em um tecido de referéncia (ERM - CE728 -
IRMM). A recuperagéao obtida pelo método variou de 93,67 a 102% do valor nominal.
Os resultados da andlise de Cd em branquias, figado, rim estdo representados na
Figura 5.6. A branquia apresentou aumento significativo de Cd apés 24 h e 96 h de
exposi¢cao ao Cd 10 (P = 0,001). O figado dos animais expostos ao Cd por 24 h n&o
apresentou aumento significativo do acumulo de Cd (P = 0,081), ja os animais
expostos por 96 h ao Cd 10 apresentaram aumento significativo no conteudo de Cd
em relagcéo aos animais CTR (P = 0,036). A exposicdo ao Cd 10 também promoveu
aumento significativo de Cd no rim de P. lineatus, em relagdo aos grupos CTR e Cd
1, apos 24 (P = 0,011) e 96 h (P = 0,03) de exposi¢cao. Nao foi detectado Cd no

tecido muscular dos animais expostos ao Cd 1 e Cd 10 por 24 e 96 h.
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Figura 5.7 - Concentragdes de Cd (média + EP, n= 6 - 7) em branquia, figado e rim
de P. lineatus expostos, por 24 e 96 h, apenas a agua (CTR) ou as
concentracdes de 1 ug.L™"' (Cd 1) e 10 pug.L™' (Cd 10) de cadmio.
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os resultados obtidos entre os grupos (CTR X
Cd1 X Cd10), para o mesmo 6rgédo, no mesmo periodo experimental (P < 0,05).

O conteudo de PSMT apds a exposigdo aguda de curimbas ao Cd
estdo apresentados na Figura 5.7. Decorrido o periodo experimental, ndo foram
observadas alteragdes significativas no conteudo de PSMT em branquias de P.
lineatus em nenhum grupo avaliado (P24 = 0,266; Pgs = 0,669). Ja o conteudo de
PSMT no figado aumentou nos animais expostos ao Cd 10, tanto por 24 (P = 0,004)
como por 96 h (P = 0,028). O tecido renal ndo apresentou alteragdes significativas
no conteudo de PSMT apods 24 h (P = 0,903) ou 96 h (P = 0,348) de exposicao ao
Cd. No musculo, a exposicao por 24 h ao Cd 1 e Cd 10 também ndo promoveu
alteragdes significativas nas concentragdes de PSMT (P = 0,674), mas o conteudo
de PSMT aumentou significativamente nos peixes expostos ao Cd 10, durante 96 h,

em relagao ao respectivo CTR (P < 0,001).
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Figura 5.8 - Conteudo de proteinas semelhantes a metalotioneinas (média + EP, n=
6 - 10) em branquia, figado, rim e musculo de P. lineatus expostos, por
24 e 96 h, apenas a agua (CTR) ou as concentracdes de 1 ug.L™” (Cd
1) e 10 ug.L™" (Cd 10) de cadmio
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. Letras diferentes indicam diferencga significativa entre os resultados obtidos entre os grupos (CTR X

Cd1 X Cd10), para o mesmo 6rgédo, no mesmo periodo experimental (P < 0,05).

5.4 DISCUSSAO

O Cd é um metal que ndo tem funcéao bioldgica e € muito téxico para
0s animais aquaticos. Os seus efeitos sao persistentes e quando se acumula nos
organismos o tempo para sua excregao € muito longo (Kjellstrom e Nordberg, 1978).
Alteracdes fisioldgicas em proteinas e enzimas causadas pelos efeitos subletais de
contaminantes em peixes podem ainda causar disturbios comportamentais com
grande relevancia ecoldgica (Webb, 1979). Os resultados de trabalhos anteriores
que avaliaram a exposi¢dao de peixes ao Cd reportam alteragcdes na atividade da
AChE e no comportamento natatério (Gill et al., 1991; Scott et al., 2003). O Cd
dissolvido na agua é absorvido pela branquia e se acumula em &érgéos-alvo
induzindo a sintese de MT, o que por sua vez influencia a distribuigcdo e toxicidade
do metal (De Smet et al., 2001; Hollis et al., 2001).

A concentragédo de Cd total na agua dos aquarios utilizados nestes
experimentos reduziu com o passar do tempo. Nos aquarios dos grupos Cd 1, apos
24 h, a concentragao foi reduzida a 92% e apds 96 h a concentracéo final foi de 70%
em relagcdo ao valores iniciais. Nos grupos Cd 10, a concentragao de Cd na agua
sofreu reducao de 10% apds o experimento de 24 h e de 28% apds 96 h. Como a
relacdo entre Cd total e Cd dissolvido na agua dos experimentos ndo variou muito

entre o inicio dos testes e os periodos de 24 e 96 h a diferenga entre os valores
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iniciais e finais, em grande parte, deve representar o metal que foi absorvido pelos
peixes. A concentragdo de Cd dissolvido nas aguas dos grupos experimentais
apresentaram valores de 86 a 95% daquele quantificados para o Cd total. Estes
resultados estdo dentro do esperado, pois por ser um metal com grande solubilidade
em agua, a diferenga entre as amostras de agua nao filtradas (concentragao total) e
agua que sao filtradas em poros 0,45 ym (concentragao dissolvida) € de 5 a 10%
(Stephan, 1995).

O padrao de comportamento dos peixes € uma variavel importante
que pode ser empregada como biomarcador de estresse associado a contaminagao
aquatica por metais (Beitinger, 1990). Alteragcées na atividade locomotora servem
como sinal de alerta em modelos experimentais de ecotoxicologia aquatica que
avaliam efeitos de poluentes em individuos ou populacdes (Fleeger et al., 2003). A
sensibilidade de comportamentos das espécies de peixes de agua doce aos efeitos
agudos do Cd &, no entanto, muito variavel (Grillitsch et al., 1999; Eissa et al., 2003).

Um dos objetivos deste trabalho foi avaliar o comportamento
espontaneo de P. lineatus frente ao estresse agudo representado pelo Cd dissolvido
na agua em concentragcbes ambientalmente relevantes. Para obter os dados foi
utilizado um software (“Sacam” - Software para Avaliacdo do Comportamento de
Animais em Movimento) que rastreia o animal por meio de imagens capturadas por
uma camera ligada a um computador pessoal e armazena as coordenadas de
deslocamento ao longo do tempo, que sdo automaticamente transferidas para uma
planilha. Este sistema foi originalmente desenvolvido para rastrear movimentos de
insetos (Jorge et al., 2005) e tem sido adaptado para o monitoramento de peixes.
Embora o software seja muito sensivel e possa calcular simultaneamente a
velocidade de deslocamento, distancia percorrida, tempo de permanéncia em areas
pré-determinadas, tempo de movimentacao e tortuosidade do movimento, a camera
acoplada ao sistema comprometeu principalmente os dados de tortuosidade. Por
este motivo, os dados deste parametro ndo foram considerados.

O Cd causou hiperatividade nos animais, os individuos
apresentaram aumento da distancia percorrida e também maior velocidade de
deslocamento. O tempo em que os animais estiveram em deslocamento ndo variou
entre os diferentes tratamentos, ndo houve diferenga entre a velocidade média em
relacdo ao tempo total (dados ndo apresentados) ou em relagdo ao tempo de

deslocamento. De acordo com o aumento da atividade locomotora dos P. lineatus os



86

resultados da AChE foram muito interessantes. A atividade da AChE cerebral foi
elevada nas condi¢gdes em que houve aumento na distancia percorrida pelos peixes,
ao mesmo tempo em que a atividade da AChE muscular mostrou-se inibida.

A acgéo dos organoclorados e carbamatos sobre a AChE ja esta bem
estabelecida, entretanto, os resultados deste trabalho confirmam a agdo neurotodxica
do Cd em P. lineatus e reforcam as evidéncias de que metais também séao
potenciais inibidores da AChE (Frasco et al., 2005). A inativacdo da AChE nas
jungdes neuromusculares aumenta a permanéncia e por consequéncia a quantidade
do neurotransmissor nas jungdes sinapticas, condicdo que pode gerar
hiperatividade, natacdo erratica e até letargia (Pandey et al., 2005). Além da
velocidade de natacdo e distancia percorrida, os poluentes podem alterar a
distribuicdo espacial do individuo na coluna d’agua. A espécie P. lineatus, por ser
detritivora, tem como habito permanecer proximo ao sedimento nos rios e, por
conseguinte nos estratos inferiores dos aquarios. Este padrao de preferéncia dos P.
lineatus ndo foi alterado pelo Cd, mas foi observado em C. carpio (Eissa et al.,
2003).

O Cd altera a sinalizagdo colinérgica em peixes, e desencadeia
efeitos no metabolismo e comportamento (Grillitsch, et al., 1999). Os efeitos
neurotéxicos da contaminagdo aguda por baixas concentragbes de Cd sao
rapidamente deflagrados em peixes e podem envolver as colinesterases (Chebbi e
David, 2009). As alteragées comportamentais sdo manifestagdes que decorrem da
integracdo de fatores bioldgicos e ambientais e sdo fundamentais para garantir a
sobrevivéncia dos individuos ao longo de todas as fases da vida. Os resultados
deste trabalho demonstram que avaliacbes comportamentais de espécies brasileiras
devem ser mais bem compreendidas para que possa servir como indicadora de
contaminagao ambiental por metais.

Mesmo que caracterizadas as possiveis alteragcbes comportamentais
associadas aos efeitos neurotdéxicos do Cd, os resultados deste trabalho nao
explicam como o Cd pode exercer seu efeito neurotdxico, pois o metal ndo atravessa
a barreira hematoencefalica (Evans e Hastings, 1992) e tampouco acumulou no
musculo de P. lineatus. A exposi¢do aguda de P. lineatus a 5 e 9 ug.L™" Cu gerou
hiperatividade proporcional a concentragdo, assim como aumento na velocidade
média de deslocamento, porém na concentragcdao de 20 pg.L'1 os resultados

caracterizaram letargia, com diminuicdo da velocidade e distancia (Cola et al. dados
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nao publicados). Grillitsch et al. (1999) observaram em Brachydanio rerio expostos
por 4 dias ao Cd, aumento transitério da atividade natatéria na menor concentragao
avaliada e letargia na maior concentragdo. Como utilizaram concentragdes de Cd
(440 e 1320 pg.L”") maiores do as concentragdes utilizada neste trabalho, mesmo
sendo espécies diferentes, podemos inferir que os metais (Cd e Cu) em baixas
concentragcbes podem causar hiperatividade, enquanto concentragcbes maiores
comprometem a atividade locomotora e culminam com comportamento letargico. A
hiperatividade pode ser transitéria e os padrbes basais de natacdo podem ser
reestabelecidos apds um periodo de recuperacao dependendo da espécie avaliada
(Eissa et al., 2010).

O reestabelecimento da atividade natatoria, assim como da atividade
da AChE, podem ocorrer apdés contaminagdo aguda ou durante uma exposi¢céo
continua a metais. Os peixes sao capazes de tolerar ambientes contaminados, pois
dispbem de mecanismos defensivos capazes de reduzir a toxicidade dos metais. O
Cd induz a expressao de MT, proteina que regula a fungdo de metais essenciais
como o Zn e o Cu e participa da detoxificacdo de metais ndo essenciais, como
chumbo e cadmio (Roesijadi and Robinson 1994). As MT atenuam a acumulagao de
cadmio no cérebro e musculo de peixes, e com isso contribui para a restauragao da
atividade normal da AChE nestes tecidos (Chowdhury et al., 2005; Silva e Patiratne,
2008).

A absorcdo de metais traco em peixes ocorre pela branquia ou
através da ingestdo de alimentos contaminados. Para um dado elemento a
acumulacdo varia dependendo da via de absorgao, intensidade e duragcdo da
exposicao (Reinfelder et al., 1998). Peixes dulcicolas expostos ao Cd dissolvido na
agua acumulam o metal particularmente nos tecidos branquiais, hepatico e renal
(Roberts et al.,1978; Cinier et al., 1999; Hollis et al., 2000). A exposi¢cao aguda de P.
lineatus ao Cd causou acumulagdo do metal na branquia, figado e rim, mas n&o no
tecido muscular. O padrdo de distribuicdo do Cd nos diferentes tecidos variou
dependendo da concentracéo e tempo de exposi¢cédo. O 6rgado que mais acumulou foi
a branquia (0,5 pg Cd.g de tecido umido™), seguida em ordem decrescente pelo rim
(0,45 pg Cd.g de tecido umido™) e figado (0,1 ug Cd.g de tecido umido™), estes
resultados também foram constatados para outras espécies (Hollis et al., 2000;
Asagba et al., 2008; Kamunde, 2009). Estes trés 6rgaos sédo os principais érgao de
acumulagao de Cd (Cinier et al., 1999; McGeer et al., 2007; Wu et al., 2007), incluido
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espécies de climas tropicais (Matsuo et al., 2005) e de temperado (Cao et al., 2012).
Somente quando a capacidade de estocagem de metal atinge seu limite é que o Cd
passa a se acumular em outros tecidos, como o musculo (Cinier et al., 1997).

As concentragdes de Cd quantificadas em P. lineatus juvenis foram
altas quando comparadas a outros estudos de exposicdo aguda ou crbnica
(Reynders et al., 2006; Ciardullo et al., 2008; Isani et al., 2009; Kamunde, 2009).
Sabe-se que as taxas de assimilagdo de metal do ambiente varia entre as espécies
(Luoma e Rainbow, 2005; Has-Shon et al., 2008) e estagios iniciais de vida sdo mais
sensiveis aos efeitos toxicos de xenobidticos (Wren et al., 1995). Segundo McGeer
et al. (2007) o processo de absorcao de Cd é dividido em duas etapas, a primeira
inclui a tomada rapida do metal seguida de outro pool absorvido lentamente pela
branquia. A entrada rapida de Cd ocorreria devido a rapida interacdo do elemento
com sitios de grande afinidade. A segunda etapa envolveria incorporagédo de longa
duragcdo com estruturas dos 6rgaos alvo e moléculas envolvidas no processo de
detoxificagdo. Os grupamentos sulfidrilas sdo um dos sitios que apresentam grande
afinidade pelo Cd e favorecem a sua acumulacao inicial rapida Outros fatores que
podem ter favorecido a absorgdo de Cd da agua pelo P. lineatus é a baixa dureza da
agua e também o status do Ca®" no organismo, normalmente comprometido por este
metal.

Além disso, quanto maior for a concentracdo de Cd na branquia,
maior sera a a velocidade de passagem para o sangue, uma vez na circulagéo, sua
entrada nos tecidos a partir do plasma sanguineo acontece em 2 h (Chowdhury et
al., 2003; McGeer et al., 2007). Ainda que os teledsteos de agua doce produzam
grande volume urinario, esta via de excregdo, assim como ocorre em mamiferos
(Nordberg e Nordberg, 1975; Jarup e Akesson, 2009), ndo elimina quantidades
significantes de Cd absorvido (Chowdhury et al., 2005). E apesar da rapida
distribuicdo do Cd apresentada entre o6rgaos, a sua eliminagdo necessita de um
longo periodo tempo para ocorrer (Pretto et al., 2011), e em decorréncia disto
ocorrem alteragbées funcionais onde o metal esta localizado (Vetillard e Bailhach,
2005; Asagba et al., 2008).

Os grupamentos sulfidrilas das MT tem alta afinidade e sdo capazes
de se ligar e imobilizar metais (Van der Oost et al., 2003). As MT podem ser
consideradas um biomarcador bioquimico util para avaliacdo da qualidade

ambiental. Entretanto o uso das MT como biomarcadores em estudos para detecgao
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de contaminagdo por metais pode ser limitado caso as concentragdes dos metais
nao atinjam seu limiar de indugdo. Os metais ndao essenciais apresentam um baixo
limiar de inducdo a sintese de MT, dentre os quais o Cd é um dos principais
indutores (Atli e Canli, 2008).

Em P. lineatus o figado foi o 6rgdo que apresentou maiores
concentragdes basais de MT, de 3 a 4 vezes mais do que encontrado no seu rim e
branquia. Apesar de o tecido muscular ter a menor concentracdo de MT entre os
orgaos estudados, e de ndo ter apresentado bioacumulagao de Cd, foi o unico tecido
além do figado que teve elevagdo das MT apds a exposicdo aguda ao Cd.
Considerado o principal 6rgdo do metabolismo de detoxificagdo, o figado pode
receber os atomos de Cd absorvidos pelo epitélio branquial para sua subsequente
excrecao, ligados a MT ou a outras moléculas como as apotioneinas (Klavercamp et
al., 1984; Kay et al.,, 1986). Mesmo em tecidos em que todo o Cd for imobilizado
pelas MT os efeitos toxicos podem ocorrer pelo deslocamento de Zn de seus sitios
de ligacao com as MT (Hollis et al., 2001).

Ao que parece, a bioacumulagdo em rim e branquia ocorre antes
que a sintese de MT seja induzida, com grandes quantidades de Cd e sem a
protecao conferida pela MT estes dois 6rgaos ficam sujeitos aos efeitos tdéxicos do
metal. O Cd livre no citosol pode interagir com biomoléculas e desencadear danos
oxidativos, inibicdo enzimatica, alteragdes comportamentais e até mesmo
comprometer a sobrevivéncia do organismo. As respostas de defesa do P. lineatus
nao sao efetivas para anular toxidade aguda de baixas concentragdes do Cd por
serem insuficientes ou ativadas tardiamente, ndo protegendo o organismo dos

efeitos neurotéxicos e dos disturbios comportamentais.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho mostra que o P. lineatus é uma espécie de peixe muito
sensivel aos efeitos tdéxicos do Cd. As concentragdes de Cd cadmio empregadas em
testes de curta duragdo sao de relevancia ambiental e constituiram condi¢cbes
sufucientes para proporcionar disturbios de diversas etiologias e com grande
potencial deletério. Esta caracteristica do P. lineatus, a torna uma espécie chave
nativa para os estudos de ecotoxicologia aquatica, tanto em laboratério como em
campo. Os efeitos sobre o curimba devem ser considerados para o estabelecimento
de niveis maximos de xenobiodticos permitidos nas aguas-doces brasileiras que
sejam seguros aos peixes.

A branquia do P. lineatus foi o 6rgao mais afetado pela exposi¢ao ao
Cd dissolvido na agua. Foi marcante a inibigao das ATPases e da AC presentes no
tecido branquial que também foi o local em que houve maior acumulo do metal.
Provavelmente estes fatos ocorreram pelo contato direto da 4gua com a grande area
superficial do epitélio branquial sem que houvesse barreiras suficientes para evitar a
absorcao do Cd. Uma vez nas células da branquia, as defesas celulares ndo foram
capazes de neutralizar os efeitos téxicos do Cd, houve um aumento rapido e
transitorio aumento do conteudo de GSH, capaz de se ligar ao metal e retira-lo do
meio intracelular, no entanto este aumento logo desapareceu sem o conteudo do
metal fosse diminuido no 6rgdo. O conteudo de PSMT na branquia também nao
aumentou na presenga do Cd, deixando o 6rgao desprovido de um mecanismo de
defesa capaz de evitar a interacdo do metal com moléculas biologicamente ativas. A
auséncia de mecanismos branquiais efetivos contra a toxicidade do Cd permitiu que
seus efeitos fossem disseminados para outros érgaos.

A inibicdo da CATPase branquial causou hipocalcemia, efeito
caracteristico da contaminacao por Cd. Apds ser absorvido pelas branquias, o Cd foi
distribuido pelo sangue, o que causou sua acumulagao no rim e figado. Durante este
processo os efeitos genotoxicos do metal foram observados nos eritrécitos,
provavelmente devido a interagéo direta do Cd com o material genético, ja que nao
ficou caracterizado a situacdo de estresse oxidativo e o elemento circulante
provavelmente néo estava ligado a MT.

No rim do P. lineatus, além do expressivo conteudo de Cd, houve

inibicdo da NKA e da AC. Com a inibicdo de diversas enzimas do principal 6rgao



95

responsavel pela manutencao da homeostase, a fungao renal na regulagao acido-
basica e manutencdo da concentragdo osmoibnica ganha muita importancia.
Embora a acao do Cd sobre a atividade das enzimas analisadas tenha sido maior na
branquia, a extensdo destes efeitos sobre o rim pode anular os mecanismos
compensatérios alternativos do organismo. Como agravante, os efeitos neurotéxicos
do Cd sobre a AChE causou aumento da atividade natatéria dos peixes o que
acelera as reagdes metabdlicas e exige maior atividade dos mecanismos

homeostasicos de um sistema com seu funcionamente ja comprometido.



