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RESUMO

O cadmio (Cd) pode provocar efeitos adversos devido a sua alta toxicidade mesmo
em pequenas quantidades e pela sua capacidade de se bioacumular na cadeia
alimentar. Neste estudo foram avaliados os efeitos da exposi¢cdo subcrbnica a
concentracfes ecologicamente relevantes de Cd em jundias (Rhamdia quelen). Os
animais foram divididos em quatro grupos expostos ao Cd (0,1, 1, 10 e 100 ug.L™),
sendo as concentracdes de 1 e 10 pg.L™ os limites permitidos, em aguas de classe |
e Il, ou lll, respectivamente, pela Resolucdo 357/05 do CONAMA e um grupo
controle (sem Cd). Ap6s 15 dias os peixes foram anestesiados, e foi feita a coleta de
sangue, destinado a analise de biomarcadores genotoxicos e dos parametros
hematologicos. Em seguida foram eutanasiados e o figado e o rim posterior foram
coletados para a andlise de genotoxicidade, dos biomarcadores bioquimicos de
estresse oxidativo e da concentragcdo de metalotioneinas (MT). No figado também foi
realizada a andlise histopatologica. O cérebro e o musculo axial foram amostrados
para a analise da atividade da acetilcolinesterase (AChE). Os resultados mostraram
que o Cd bioconcentrou-se no figado dos animais expostos a 10 e 100 pg.L™ de Cd.
A atividade da glutationa S-transferase (GST) hepética foi diminuida nas
concentracdes de 0,1 e 1 pug.L™ e aumentada no grupo exposto a 100 pg.L™. Nestas
mesmas concentracdes (0,1, 1 e 100 pg.L™) houve aumento na lipoperoxidacédo
(LPO), acompanhada do aumento das lesdes hepéticas, como a presenca de
necrose. No rim posterior, a atividade da catalase e a LPO diminuiram em todos os
grupos expostos. A atividade da glutationa peroxidase e da etoxiresorufina-O-
deetilase e a concentracdo de MT renais aumentaram no grupo exposto a maior
concentracdo de Cd, mas o nivel de GSH diminuiu. A genotoxicidade foi observada
apenas em eritrécitos. A exposicdo ao Cd também causou a diminuicdo de varios
parametros hematologicos, como o namero de eritrocitos, leucocitos e trombdcitos.
Nao foi observada neurotoxicidade através das atividades da AChE cerebral e
muscular nos grupos expostos. Estes resultados mostraram que o Cd, mesmo em
baixas concentracdes provocou alteragbes bioquimicas, hematoldgicas,
histopatolégicas e genotoxicas em jundids. Sendo assim, evidenciou-se que 0S
limites de Cd, permitidos na legislacao brasileira, ndo asseguram a saude dos peixes
da espécie Rhamdia quelen.

PALAVRAS-CHAVE: cadmio; estresse oxidativo; biomarcadores; hematologia;
Rhamdia quelen.



ABSTRACT

Cadmium (Cd) can produce adverse effects due to its high toxicity even in small
quantities and its capability of bioaccumulation in food-chain. In this study was
evaluated the sub-chronic effects of ecologically concentrations of cadmium (Cd)
exposure on silver catfish (Rhamdia quelen). Animals were divided in four groups
exposed to Cd (0.1, 1, 10 and 100 upg.L™), with concentrations of 1 and 10 pg.L™
allowed limits in waters of class | and I, or lll, respectively, by Resolution 357/05 of
CONAMA and a control group without Cd. After 15 days the fish were anesthetized,
the blood was taken for the genotoxic biomarkers and hematological analysis. They
were euthanized and the liver and posterior kidney were taken for genotoxic and
biochemical biomarkers of oxidative stress and metallothioneins (MT) concentration
analysis. In the liver was also carried out histopathological analysis. The brain and
axial muscle were sampled for acetylcholinesterase (AChE) activity. The results
showed a bioconcentration of Cd in the liver at 10 and 100 pg.L™. The hepatic
glutathione S-transferase (GST) activity decreased at 0.1 and 1 pg.L™ and increased
at 100 pg.L? of Cd. In these concentrations (0.1, 1 and 100 upg.L™") was also
observed an increasing in lipoperoxidation (LPO) and in the hepatic histopathological
lesions as the presence of necrosis. In the posterior kidney, the catalase activity and
LPO reduced in all exposed groups. The gluthation peroxidase and etoxiresorufin-O-
deetilase activities and kidney MT concentration increased at the highest
concentration of Cd, but GSH level decreased. The genotoxicity was observed only in
erythrocytes. The Cd exposure also caused a decrease in several hematological
parameters such as the number of erythrocytes, leukocytes and thrombocytes. It was
not observed neurotoxicity by AChE activity in brain and muscle in the exposed
groups. These results showed that Cd, even at low concentrations, caused
biochemical, hematological, histopathological and genotoxic alterations in the silver
catfish. Thus, it became clear that the limits of Cd, allowed by Brazilian law, do not
ensure the health of fish species R. quelen.

KEYWORDS: cadmium; oxidative stress; Rhamdia quelen; biomarkers; hematology.
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1 INTRODUCAO

O ambiente aquético reflete efeitos de varias atividades que ocorrem ao seu
redor, pois estd aguda e cronicamente exposto a poluentes que podem prejudicar o
desenvolvimento da biota. Diversos fatores colaboram para o aumento significativo
dos langamentos de despejos e residuos nos cursos d’agua, como: o alto nivel de
industrializacdo, a intensa atividade agricola e a concentracdo de atividades
humanas préximas de areas onde encontramos a maioria dos recursos hidricos,
sendo que a contaminacao do ambiente aquético por substancias téxicas pode, além
de causar efeitos locais a curto prazo, levar a alteracdes sistémicas como a
contaminacdo de bacias hidrograficas e o comprometimento de reservatérios
hidricos subterraneos.

A contaminacdo do ambiente aquético provém, principalmente, de atividades
industriais e agricolas, e diversos metais podem estar presentes em residuos destas
atividades. Consequentemente a contaminacdo destes ambientes pode causar
efeitos adversos na biota e inclusive no homem, visto que a nossa espécie utiliza
extensivamente os recursos hidricos, seja para fins energéticos, recreativos, de
transporte, de consumo direto ou como fonte de alimentos. Outro agravante para a
contaminacdo por metais se deve a sua persisténcia no ambiente, pois estes
compostos ndo podem ser degradados por processos biolégicos, e ainda possuem a
capacidade de se bioacumular nos organismos (FAROMBI; ADELOWO; AJIMOKO,
2007; MORAES; JORDAO, 2002)

A falta de controle no descarte de residuos contaminados com metais tem
feito com que estes elementos se tornem um problema global de contaminacgéo
ambiental. Os metais estdo causando alteracdes na qualidade dos solos, das aguas
e do ar, além de impactos ecoldgicos pela sua capacidade de incorporar em tecidos
e entdo serem assimilados na cadeia alimentar (OLIVA at al., 2012; VEADO at al.,
2006).

Alguns metais, como ferro, cobre e zinco, sdo considerados metais
essenciais, pois desempenham importantes fungdes nos sistemas biolégicos. No
entanto, o cadmio, assim como o chumbo e o mercurio, € um metal ndo essencial,
sendo toxico mesmo em pequenas quantidades e com capacidade de biacumulacéo
na cadeia trofica (ENSAFI at al., 2006; TUZEN, 2003).



O cadmio esta entre os poluentes ambientais mais toxicos, sendo capaz de
causar uma série de disfungbes bioguimicas na maioria dos organismos, causando
danos a 6rgdos como pulmdes, rins, figado, testiculos e placenta, e podendo induzir
morte celular. O sistema circulatério também pode ser um alvo do cadmio, pois ele é
absorvido para a corrente sanguinea através de transportadores de metal. Outra
propriedade toxicolégica do cadmio provém de sua semelhanca estrutural com o
calcio e com o zinco, permitindo que ele possa interferir nas fungdes fisioldégicas
destes elementos (SUWALSKY at al., 2004).

Por ndo ser um metal redox ativo, o Cd nao participa da reacdo de Fenton
(EQUACAO 1), no entanto ele esta envolvido na formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO). Um dos possiveis mecanismos envolvidos neste processo pode ser
o aumento indireto de ERO através do deslocamento de metais como cobre (Cu) e
ferro (Fe) que sdo metais redox ativos e diretamente participam da formacao de
ERO através da reacdo de Fenton (FILIPIC, 2012).

Fe”/Cu* + H,0, ——» OH +OH + Fe*/Cu®* (EQUACAO 1)

Os organismos aquaticos, em especial 0s peixes, que estdo expostos aos
metais, como o Cd, estdo sujeitos a duas principais vias de contaminacdo, uma
quando o metal esta dissolvido na 4gua e pode ser absorvido pelas branquias, e a
outra quando o metal se encontra ligado a particulas sélidas propiciando a ingestéao
do mesmo, que sera absorvido pelo epitélio do trato digestivo (MARTIGNAGO at al.,
2009). Sabe-se ainda, que o cadmio possui grande afinidade por grupamentos SH,
0S quais sdo importantes para a manutencdo do estado redox intracelular e da
estrutura e funcdo de algumas enzimas. Este metal pode estar associado com a
oxidacdo de macromoléculas e pode alterar o sistema antioxidante, através de
mudancas no estado redox da célula (DORTS at al., 2012).

Atualmente, o cadmio ainda € de grande importancia para a industria, estando
presente em diversos produtos, como baterias e pilhas, pigmentos, revestimentos de
metal, plasticos, fertilizantes e ligas metélicas (MENDEZ-ARMENTA; RIiOS, 2007).
Algumas fontes naturais, como desgaste de minerais, emissdes vulcanicas e

gueimadas em florestas, além do descarte dos produtos e residuos industriais e
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agricolas, constituem as principais fontes de entrada do Cd no ambiente
(KALICANIN, 2009).

Segundo a Resolugdo 357/05, do Conselho Nacional do Meio Ambiente,
sobre a qualidade da agua brasileira, o limite maximo permitido de cadmio no meio
aquético é de 1 pug.L™* em aguas de classe | e I, e de 10 pg.L™ em &guas de classe
lll, que compreendem as aguas destinadas a consumo humano e animal, apoés
tratamento simples, convencional ou avangado (CONAMA, 2005). No entanto este
metal vem sendo encontrado em concentragbes acima deste limite em alguns
corpos d’agua brasileiros, como no Lago Extremoz, do Rio Grande do Norte, onde
Barbosa et al. (2010) encontraram até 15 ug.L™ de Cd, e na Represa da Pampulha,
em Minas Gerais, onde até 180 pg.L™ de Cd foram encontrados por Rietzler,
Fonseca e Lopes (2001). Mas isto ndo ocorre apenas no Brasil, em outros paises,
como Tunisia, Canada e Bélgica também foram detectadas altas concentracdes de
Cd em corpos d’agua (BARHOUMI at al., 2009; BERVOETS at al.,, 2009;
REYNDERS at al., 2008; TOMPSETT at al., 2014).

Na toxicologia, muitos estudos utilizam peixes como modelo animal de
toxicidade. Fatores como a manutencdo em laboratdrio, cuidados com a limpeza,
alimentacdo, baixos custos para manutencdo dos animais e a facil aquisicdo dos
exemplares favorece a utilizagdo deste grupo em bioensaios.

O peixe Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824, Siluriformes,
Heptapteridae) (FIGURA 1), também conhecido popularmente como jundia, € uma
espécie de agua doce, endémica da América do Sul (BARCELLOS at al., 2010),
ocorrendo do sul do México ao centro da Argentina (GOMES at al., 2000).

O jundia prefere viver em fundos de rios e lagos, locais mais escuros e onde a
agua é mais calma, buscam esconder-se durante o dia e a noite saem para se
alimentar. Esta espécie pode ser considerada euritérmica, pois suportam
temperaturas entre 15 e 34° C, esta caracteristica favorece sua criagdo em
ambientes de clima temperado e subtropical, pois confere altas taxas de crescimento
no verao e boa tolerancia ao frio do inverno. Teoricamente os machos podem viver
até 11 anos e as fémeas até 21. Sdo onivoros e generalistas, buscando recursos
alimentares ao longo de toda a coluna d’agua. A maturidade sexual, em ambos os
sexos, acontece por volta de 1 ano de idade, e eles ndo apresentam cuidado
parental com a prole (GOMES at al., 2000).
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Devido a estas caracteristicas, a espécie R. quelen tem sido intensivamente
criada e amplamente estudado em diversos aspectos, como sua fisiologia geral e
reprodutiva (BARCELLOS at al.,, 2001, 2004b; BIBIANO MELO at al., 2006;
COLDEBELLA at al., 2011; HERNANDEZ at al., 2012; MEYER; FRACALOSSI, 2004;
SANCHES at al., 2011) e suas respostas a exposicdo a agrotoxicos (DOS SANTOS
MIRON at al., 2004; FERREIRA at al., 2010; KREUTZ at al., 2010; MELA at al.,
2013; MELO at al., 2008; SOSO at al., 2007), a anti-inflamatorios, como a dipirona
(PAMPLONA et al., 2011). No entanto, ainda sdo escassos os trabalhos que avaliam
sua resposta a exposi¢do a metais (BENADUCE at al., 2008; CORREA at al., 2008;
PRETTO at al., 2010, 2011, 2014).

Portanto, diante do exposto, torna-se relevante a avaliagdo dos possiveis
efeitos do caddmio na biota presente no meio aquéatico, como é o caso do jundia
(Rhamdia quelen), que foi o bioindicador escolhido para este trabalho.

FIGURA 1: exemplares de Rhamdia quelen.
FONTE: a autora (2014).

1.1 Biomarcadores

Biomarcadores séo altera¢c6es bioquimicas, fisioldgicas, celulares ou teciduais
em resposta a poluentes ambientais, que podem ser mensuradas, indicando a
presenca, o efeito e por vezes o grau de contaminacao (WALKER, 1995).

Por refletir o status saudavel do organismo, inclusive nos niveis mais baixos
de organizacdo (celular e molecular), apresentarem rapida resposta ao estresse e
possuirem grande importancia toxicologica, os biomarcadores podem ser utilizados
como indicadores precoces de alteracbes ambientais, auxiliando na tomada de
decisfes que evitem ou mitiguem danos ambientais, antes que estes se tornem
irreversiveis (SILVA DE ASSIS, 1998; SILVA, 2007).
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Existem diversos tipos de biomarcadores, como o0s hematologicos, o0s
genéticos, os morfoldgicos, os bioquimicos, entre diversos outros. Neste trabalho
foram utilizados biomarcadores bioquimicos, que detectam efeitos do agente toxico
em enzimas e proteinas, biomarcadores morfoldgicos, que avaliam danos a nivel
celular e tecidual, biomarcadores genéticos que avaliam danos do DNA ou falhas no
processo de replicacdo celular, e biomarcadores hematoldgicos, que avaliam células
como leucécitos, trombdcitos e eritrocitos, além da andlise de bioconcentracédo, que
também pode ser considerada um biomarcador. Portanto, em conjunto, estes
biomarcadores permitem a avaliacdo de respostas fisioldgicas do organismo

bioindicador frente a acdo de agentes estressores.

1.1.1 Biomarcadores bioquimicos

A avaliacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), que em peixes
€ encontrada no cérebro, eritrécitos e no musculo (KLEMZ; SILVA DE ASSIS, 2005),
€ um biomarcador bioquimico de neurotoxicidade, pois esta € uma enzima
responsavel pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh) na sinapse,
facilitando a transmissdo de impulsos nervosos de um neurbnio para outro
(VIRGENS, 2009), prevenindo que ocorra um estimulo continuo do neurdnio,
mantendo o funcionamento normal do sistema motor e sensorial. A atividade desta
enzima € um biomarcador a muito tempo estabelecido quando se trata de
exposicdes a agrotéxicos organofosforados e carbamatos, que sdo compostos
capazes de inibir sua atividade mesmo em pequenas concentragcées. Em relacdo a
esta classe de contaminantes (agrotoxicos) h4 uma extensa literatura que aborda
diferentes tipos de exposicfes em diversas espécies (ALMEIDA e MORAES, 2005;
BALDISSEROTTO, 2009; DA FONSECA et al., 2008; MELA et al., 2013). Em relacao
aos metais, 0 que se observa € a inibicdo na atividade desta enzima, normalmente
esta relacionada a concentragdes elevadas do contaminante (PRETTO at al., 2010;
VIEIRA at al., 2009).

Outros biomarcadores bioquimicos se referem ao sistema antioxidante e
avaliam enzimas e proteinas relacionadas ao balanco na producédo e degradacéo de
espécies reativas (ERO) e radicais livres no organismo e também o sistema de

biotransformagé&o, que é responsavel pela metabolizacdo de compostos tdxicos. No
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sistema antioxidante tém-se as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPX) e o composto ndo enzimatico glutationa reduzida
(GSH). O sistema de biotransformacdo envolve as enzimas de fase | e Il do
metabolismo como a etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) e glutationa S-transferase
(GST).

A SOD é uma metaloenzima responsavel pela degradacao de um radical livre
de oxigénio, o anion superéxido (O;), atuando na primeira linha de defesa contra
espécies reativas de oxigénio (ERO) (CHO at al., 2006). Na reacdo de dismutacao
do O, a SOD produz peréxido de hidrogénio (H.0,) e oxigénio (O,)(EQUACAO 2). A
atividade desta enzima evita que ocorram reacdes do O, com constituintes
celulares, ou entdo que este anion venha a gerar novos radicais livres de alta
reatividade, como o OH" (hidroxil), que podem reagir com lipidios e proteinas,

causando danos celulares.

20, + 2H" _SO , O, + HO; (EQUACAO 2)

Apesar da SOD atuar evitando que o O, cause danos, o produto desta
reacao, o H,O,, também pode causar diversos danos celulares, visto que se trata de
uma ERO que pode penetrar nas células e diretamente inativar enzimas (ATLI at al.,
2006). Desta forma, as enzimas CAT e GPx sdo as responsaveis por degradar o
H.O,. A CAT é uma enzima que esta presente nos peroxissomos da maioria das
células, e atua convertendo esta ERO (H.0,) em H,O e O, (EQUACAO 3).
Diferentemente de outras peroxidases, como a GPx, que convertem outros
perdxidos, a CAT apenas converte o H,O, (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN,
2003).

2H,0, _CAT |, 2H,0 + O, (EQUACAO 3)

A GPx, é uma enzima selénio-dependente, e como dito acima, também atua
na degradacdo do H,O,. Ela é considerada a principal peroxidase em peixes, de
grande importancia para a degradacgéo de peroxidos lipidicos, indicando que uma de
suas principais funcdes é evitar a propagacao da reacdo em cascata envolvida na

peroxidacdo lipidica (LPO) (FIGURA 2). E para exercer sua atividade, a GPx
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necessita de GSH como cofator, que serd oxidada durante a degradacédo de
peréxidos (EQUACAO 4)(VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

ROOH + GSH _GPx , ROH + GSSG + H,O (EQUACAO 4)

Onde R pode ser um hidrogénio, um lipideo ou um éster.

A GSH é um componente ndo enzimatico de grande importancia para o
sistema antioxidante, além de atuar como cofator para a GPx ela possui outras
funcbes de grande relevancia no processo de desintoxicagdo, como atuar no
metabolismo de fase IlI, especialmente através da atividade da GST, sendo
conjugada a compostos eletrofilicos, ou entdo agindo como um potente antioxidante,
substituindo grupamentos como de hidrogénio e cloro presentes em compostos
eletrofilicos (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Ainda, a GSH é capaz
de influenciar na toxicidade de um metal, alterando suas taxas de absorcédo e
eliminacdo, visto que o0os metais, tanto 0s essenciais quanto 0s ndo essenciais,
dependem de moléculas com grupamento tiol (SH), como a GSH, para entrar nas
células (LANGE; AUSSEIL; SEGNER, 2002). Sendo assim, alteracdes nos niveis de
GSH estdo diretamente relacionadas a capacidade de desintoxicacdo de um
organismo.

Em relacao a fase | de biotransformacdao, o principal componente é o grupo de
enzimas do citocromo P450 (CYP 450), especificamente em peixes, a principal
subfamilia responsavel pela biotransformacdo de xenobidticos € a CYP1A. Para
avaliar a resposta desta subfamilia, pode-se mensurar sua atividade catalitica, por
exemplo, através da atividade da etoxiresorufina-O-deetilase (EROD). Muitos
trabalhos demonstram que a CYP1A pode ser induzida por compostos organicos,
como PCBs (bifenilas policloradas) e PAHs (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos)
(VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Em relacdo a exposi¢cdo a ions
metélicos, inclusive o Cd, alguns trabalhos observaram a inibicdo da EROD, e
sugere-se que esta resposta se deve a acdo direta dos metais em enzimas que
contenham o grupamento sulfidrila (SH), como a EROD, ou entdo indiretamente,
através do aumento da producdo de ERO (BOZCAARMUTLU; ARINGC, 2004).

Como citado anteriormente, a fase Il de biotransformagéo conta com a
atividade das enzimas GSTs, que pertencem a uma familia de isoenzimas

multigénicas, o que |lhes permite conjugar uma grande diversidade de compostos
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lipofilicos com a GSH, tais compostos podem ser de origem enddégena, como
metabdlitos celulares, ou de origem exdgena, como contaminantes (metais,
agrotoxicos, farmacos). Através desta conjugacdo estes compostos, de
caracteristica lipofilica, se tornam conjugados hidrofilicos e podem ser mais
facilmente excretados (KIM at al., 2010), e assim pode ser evitada a formacao de
ERO pelos contaminantes.

Em relacdo a contaminagdo por metais, um importante biomarcador
bioguimico ndo enzimatico é a avaliacdo da concentracdo de metalotioneinas (MT)
gue sdo um conjunto de proteinas com grande conteudo de metais, especialmente
zinco e cobre, e uma incomum abundancia de cisteinas. Suas funcdes fisioldgicas
estédo ligadas ao transporte e armazenamento de metais pesados essenciais, como
0 cobre e 0 zinco, e a desintoxicacao de metais ndo essenciais, como o cadmio e 0
mercurio, mas outras funcdes estdo sendo propostas a elas, como a protecdo contra
EROs e a adaptacéo ao estresse (HIDALGO at al., 2001).

Por fim, os biomarcadores bioquimicos que auxiliam na avaliacdo de danos
causados por um contaminante sdo a peroxidacdao lipidica ou lipoperoxidacao (LPO)
e a carbonilacdo de proteinas (PCO). A LPO é considerada a principal causa de
morte e injuria celular, estando associada a varias condicbes patolégicas. Seus
danos nas membranas biolégicas podem variar de reduc¢des localizadas na fluidez
da membrana a ruptura total da integridade da bicamada lipidica (GUTTERIDGE;
HALLIWELL, 2000). Ela é um dos danos mais importantes causados pelas ERO e as
membranas celulares sdo os locais mais suscetiveis. A LPO acontece pela retirada
de prétons H* do grupo metileno dos fosfolipidios pelos radicais livres, produzindo
dienos conjugados e formando hidroperéxidos lipidicos, que continuardo uma reagao
em cascata (FIGURA 2) (SILVA, 2007).
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LH + OH® —> 1*+HO

Iniciagao: Seqlestro do hidrogénio do acido graxo polinsaturado
da membrana celular

L*+0, —_—> 100°
LH+100* ———=> |*+|0O0H

Propagacao: o L*® reage com o O, resultado em LOO®. Este no-
vamente seqilestra hidrogénio do acido poliinsaturado, gerando
o segundo L®

LLOO®* +1* —> LOO0L
LOO® + LOO* —> LOOL+ O,

Terminacado: autodestruicdo de radicais formados na etapa de
Programacao

FIGURA 2 - Etapas da reacéo de lipoperoxidagéo.
FONTE: Batista, Costa e Pinheiro-Sant'ana (2007).

A PCO é um dano que pode ocorrer em organismos sob condi¢des de
estresse oxidativo. Ela consiste na modificacdo de proteinas, através da formacéao
de grupamentos como aldeidos e cetonas em cadeias laterais de aminoacidos. Tais
alteracdes além de indicar o dano causado pelo estresse oxidativo, podem indicar a
perda de fungbes por algumas enzimas, como a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase e a piruvato desidrogenase, envolvidas no processo de metabolismo
energético, e a SOD, sendo estas algumas das enzimas sensiveis a esse tipo de
alteracéo (FILIPAK NETO, 2007; ROSSI, 2013).

1.1.2 Biomarcador Morfologico

A histopatologia € um biomarcador morfolégico utilizado para avaliar danos ao
nivel celular e tecidual de organismos expostos a contaminantes, sendo também um
indicativo do estado de saude dos mesmos (RABITTO at al., 2005), podendo indicar
se a exposicao causa prejuizos a fungdes vitais do organismo. Diversos estudos
utilizam a histopatologia como ferramenta na avaliagcdo da exposicdo a metais
(FIGUEIREDO-FERNANDES at al., 2007; GUARDIOLA at al., 2013; RABITTO at al.,
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2005; THOPHON at al., 2003; WANGSONGSAK at al., 2007), especialmente em
figado. Segundo Van Dyk, Pieterse e Van Vuren (2007) alterac6es morfolégicas no
figado de peixes pode variar de acordo com a duracdo da exposi¢cdo e com as
concentracbes de metais as quais o individuo esta exposto. E sendo o figado um
orgao importante para a desintoxicacdo de contaminantes, alteracdes morfologicas
neste 6rgdo podem fornecer informacdes importantes sobre a toxicidade de
contaminantes, como metais, no entanto, € necessaria a associacdo da
histopatologia com biomarcadores que avaliem outros niveis de organizacdo
biologica para que seja feita uma avaliacdo precisa dos efeitos de um composto

toxico.

1.1.3 Biomarcadores Genéticos

Como citado anteriormente, os biomarcadores genéticos sdo ferramentas
utilizadas para avaliar danos DNA e assim, no processo de replicacdo celular, que
podem ser causados por ERO geradas em um organismo exposto a xenobiéticos.

Um destes biomarcadores € o teste do micronlcleo pisceo, que foi proposto
por Heddle (1973) e Schimid (1975) como um avaliacdo do dano no DNA através da
quantificacdo e andlise dos corpusculos de Howell-Joly. Estes corpusculos sao
estruturas encontradas em células em divisdo, e que foram chamadas de
microndcleos, que sdo compostos por partes de cromossomos Ou CromossSOmos
inteiros, que nao se mantiveram internalizados no nucleo durante a divisédo celular, e
formam uma estrutura arredondada, semelhante ao nucleo celular. Por avaliar
alteracdes provenientes da divisdo celular, este teste s6 deve ser aplicado em
células com capacidade de divisdo. E existem premissas para que uma estrutura
seja considerada de fato um microndcleo: (a) a estrutura deve estar visivelmente
afastada do nucleo; (b) devem ter o tamanho de 1/5 a 1/20 do nucleo principal; (c)
nao podem ser maiores que 1/3 do nucleo principal e (d) e devem possuir bordar
distinguiveis e de mesma refringéncia que o nucleo principal. Em peixes, o tamanho
do micronucleo (b) deve estar entre 1/10 e 1/30 do nudcleo principal devido ao menor
tamanho dos cromossomos (BOMBAIL at al., 2001; VICARI, 2009). Junto a este
teste também pode-se avaliar a estrutura morfolégica nuclear, que pode estar

alterada, ou seja, sem a sua conformagcao oval, e desta forma classificar as
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alteracdes morfolégicas nucleares (AMN), que também constituem um indicativo de
genotoxicidade (VICARI, 2009).

Outro biomarcador genético bastante aplicado em exposi¢des a xenobidticos
€ 0 ensaio cometa, ou SCGE (Single-Cell Gel Eletrophoresis). Este ensaio possibilita
a visualizacao de quebras de fita simples ou dupla de DNA, que sao produzidas sob
condi¢cbes de estresse oxidativo (CAMBIER at al., 2010; ISANI at al., 2009). Neste
ensaio as células sédo submetidas a uma eletroforese, onde o padrao de migracao do
DNA no gel pode ser visualizado e analisado. O nome cometa provem da cauda que
pode ser formada por fragmentos de DNA apdés a migracdo, pois pequenos
fragmentos tendem a migrar mais rapido que os grandes fragmentos, e quando néo
h& fragmentacdo o DNA migrara em conjunto, formando uma estrutura circular,
chamada de nucledide. Uma das formas de mensurar o dano € através da razéo
entre o raio do nucleo e o comprimento da cauda, e os diferentes niveis de danos
sdo entdo classificados de 0 a 4 (onde 0= nenhum dano e 4= dano maximo,
indicando possivel apoptose) (VICARI, 2009).

O ensaio cometa possui algumas vantagens em relacdo a outras técnicas que
avaliam do dano em DNA, como (a) permite a avaliacdo em qualquer célula
eucariodtica; (b) o dano é detectado ao nivel de uma Unica célula; (c) sdo necessarias
poucas células; (d) € mais rapido e mais sensivel que outras técnicas que avaliam
quebra de DNA e (e) permitem uma resposta precoce a um xenobibtico, visto que
ap0s a exposicdo, rapidamente ocorrem quebras no DNA (FRENZILLI; NIGRO;
LYONS, 2009; VICARI, 2009)

1.1.4 Biomarcadores Hematolégicos

A analise de biomarcadores hematolégicos permite a avaliacdo de eritrocitos,
do padrdo heme, que é necessario para a sintese de hemoproteinas, como a
hemoglobina e para a sintese de alguns citocromos, como o P450, também permite
a avaliacdo de parametros relacionados a imunidade dos animais, através da
avaliacdo da série branca (leucécitos, mondcitos, linfécitos, mononucleares e
neutrofilos) (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003), além da avaliacido dos
trombdcitos, que sdo ceélulas presentes em peixes com funcdo equivalente as

plaguetas de mamiferos, atuando na coagulacéo.
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De acordo com Tavares-Dias et al. (2002) as enfermidades, tanto no homem
como nos animais, estdo relacionadas a alteragcdes hematologicas, o que torna
importante o estudo destes parametros em peixes expostos a contaminantes.
Portanto, avaliando os componentes sanguineos podem ser geradas informacdes
sobre a fisiologia e o estado de saude do organismo em questdo, e em condi¢cbes
especificas podem ser usados como biomarcadores para os efeitos de um
determinado contaminante (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do cadmio em peixes da espécie Rhamdia quelen expostos
subcronicamente, por via hidrica a concentragbes ecologicamente relevantes,
incluindo os limites, para aguas de classe |, Il e lll, estabelecidos pela Resolucéo
357/05 do CONAMA.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a bioconcentracdo do cadmio em Rhamdia quelen expostos

subcronicamente;

Avaliar biomarcadores bioquimicos do sistema antioxidante, do sistema de
biotransformacdo e de neurotoxicidade em Rhamdia quelen expostos

subcronicamente ao cadmio;

Avaliar biomarcadores hematol6gicos, de genotoxicidade e morfolégicos em

Rhamdia quelen expostos subcronicamente ao cadmio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 50 individuos, machos e adultos (118,03 + 8,29 g; 22,67 +

0,58 cm), de Rhamdia quelen adquiridos da Psicultura Patronato Santo Anténio, da

Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUC-PR). Os peixes foram
transportados para o Laboratério de Toxicologia Ambiental do Departamento de
Farmacologia da Universidade Federal do Parana, onde permaneceram durante
todo o experimento. Por 30 dias estes animais forma aclimatados em condi¢des de
laboratério, em tanques escuros de 100 L, com densidade de 10 animais por tanque,
contendo agua filtrada, aeracdo constante e filtros de carvao ativado. A temperatura
foi mantida a 27 °C + 2 e o fotoperiodo em 12 horas. A alimentacao foi realizada uma
vez ao dia com racdo comercial (32% proteina, Primor, Brasil). Todos o0s
procedimentos adotados durante o experimento forma aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacio Animal (CEEA) do Setor de Ciéncias Biologicas da

Universidade Federal do Parand, sob o certificado niumero 524.

3.2 Desenho experimental - bioensaio

ApoOs a aclimatacdo, os animais foram mantidos nos mesmos tanques e sob
as mesmas condi¢cdes de temperatura, aeracao, fotoperiodo e alimentacdo. A agua
utilizada para o bioensaio continuou sendo filtrada (pH entre 7,1 e 7,9), no entanto
os filtros externos foram retirados a fim de evitar a perda do contaminante pelo
sistema de filtros. A exposi¢cdo ao cadmio ocorreu por via hidrica, por um periodo
sub-crénico de 15 dias. As concentracdes do metal utilizadas foram: 0 pg.L™ (grupo
controle); 0,1 pg.L™* (10 vezes menor que o limite estabelecido pelo CONAMA para
aguas de classe | e I); 1 ug.L™ (limite estabelecido pelo CONAMA, na Resolucdo
357/2005, para 4guas de classe | e 11); 10 pg.L™ (limite estabelecido pelo CONAMA,
na Resolucdo 357/2005, para aguas de classe I1l) e 100 pg.L™ (10 vezes maior que
o limite estabelecido pelo CONAMA para aguas de classe IllI). Durante a exposicao,

1/3 da agua foi trocada a cada 24 horas e a concentracdo inicial de cadmio foi
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totalmente reposta. A escolha do tempo e modelo de reposi¢cdo do contaminante foi
feita com base no estudo do grupo de Quimica Ambiental do Departamento de
Quimica-UFPR, em parceria com nosso grupo de pesquisa (WILTEMBURG, 2012)
onde a concentracdo de cadmio biodisponivel ou Iabil mostrou uma queda de
aproximadamente 90% apds 24 horas em condi¢des de bioensaio.

A solucdo de cadmio (500 mg.L™) utilizada para a contaminacéo foi feita a
partir de uma solucéo padrdo de CdCl, (Sigma-Aldrich) de 1000 mg.L™.

Apés os 15 dias de exposicdo, os animais foram anestesiados em benzocaina
0,001%, pesados, medidos e o0 sangue coletado através de puncao da veia caudal.
Imediatamente eles foram eutanasiados por sec¢do da medula espinhal e os 6rgaos
de interesse foram coletados (figado, rim posterior, cérebro e musculo). O figado
também foi pesado a fresco para o calculo do indice hepatossomatico. Exceto o
sangue e as porcoes de tecido (figado e rim) destinadas ao ensaio cometa e/ou

histopatologia, as demais amostras foram congeladas a -80° C.

3.3 Bioconcentracao

Para a andlise de bioconcentracdo do Cd, pools de figado e de musculo (0,5
g) foram digeridos em acido nitrico (65%) e peréxido de hidrogénio (30%), sob
aguecimento (90-95° C, por aproximadamente 30 minutos), para aceleracdo do
processo de digestdo. A concentracdo de Cd foi aferida nas amostras digeridas por
espectrofotometria de emissao o6tica por plasma de argbénio indutivamente acoplado
(ICP-OES), pelo Centro de Pesquisa e Processamento de Alimentos da
Universidade Federal do Parana (CEPPA-UFPR).

3.4 indice Hepatossomatico
O indice hepatossomatico (IHS) foi calculado a partir do peso do figado de

cada animal em relagcdo ao seu peso total, e expresso em porcentagem, como na

formula abaixo:

IHS = pesofigado x 100
peso total




23

3.5 Biomarcadores Bioquimicos

3.5.1 Preparacgéo das amostras

Um fragmento de cérebro (£ 50 mg) e do musculo axial (x 100 mg) foram
homogeneizadas em tampéo fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,5), numa propor¢ao
1:10 (peso: volume). Em seguida o homogenato foi centrifugado a 12.000 xg por 20
minutos a 4° C. O sobrenadante foi aliquotado para a analise da atividade da AChE.

Uma porcdo (£ 100 mg) de cada amostra de figado e de rim posterior foi
homogeneizada em tampéo fosfato de potassio (0,1 M, pH 7), numa proporcéo de
1:10 (peso:volume) e centrifugadas a 15.000 xg por 30 minutos a 4° C. O
sobrenadante foi aliquotado para a andlise das atividades da SOD, CAT, GST, EROD
e GPx e dos niveis de GSH, LPO e PCO.

Outra porcdo (+ 80 mg) de cada amostra de figado e rim posterior foi
homogeneizada em tampé&o Tris-HCl/sacarose buffer (20 mM/500 mM, pH 8,6),
numa proporcéo de 1:5 (peso:volume), centrifugada a 15.000 xg por 30 minutos a 4°

C, e o sobrenadante foi aliquotado para a quantificacdo de MT.

3.5.2 Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE tanto cerebral quanto muscular foi medida segundo
método de Ellman et al. (1961) modificado para microplaca por Silva de Assis
(1998), que consiste no desenvolvimento de uma reacdo colorimétrica entre o ATC
(lodeto de acetiltiocolina) e o DTNB (5,5-Ditio-bis-2nitro-benzoato) na presenca de
AChE, que pode ser mensurada por espectrofotometria a 405 nm. Para tanto as
amostras foram diluidas para 800 pg de proteina.mL™® em tampdo fosfato de
potassio (0,1 M, pH 7,5). Em microplaca foram pipetados 50 pL de amostra, 200 pL
de DTNB (0,75 mM) e 50 pL de ATC (9 mM), respectivamente. A leitura da atividade
foi feita por 3 minutos em intervalos de 15 segundos, e a mesma foi expressa em

nmol.min™t.mg de proteina™.
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3.5.3 Catalase (CAT)

Para medir a atividade da CAT hepatica e renal foi utilizado o método de Aebi
(1984), que se baseia no consumo de peroxido de hidrogénio (H.O,) exdgeno pela
CAT, gerando agua e oxigénio, podendo ser mensurado por espectrofotometria a
240 nm. As amostras foram diluidas (1:5) e como substrato foi utilizada uma solucéo
de H,0O, a 20 mM. Em microplaca foram adicionados 5 puL da amostra e 295 pL da
solucdo de H,O,. A leitura da absorbéncia foi realizada a cada 15 segundos durante

1 minuto e a atividade foi expressa em pmol.min™*.mg de proteina™.

3.5.4 Superoxido dismutase (SOD)

Para a andlise da atividade da SOD, no figado e rim, foi utilizado o método
proposto por Gao et al.(1998) que se baseia na capacidade da SOD em inibir a auto-
oxidagdo do pirogalol. O sobrenadante foi diluido de 1:10 (ou 10% V/V) em tampéao
fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,0). Em microtubo foram adicionados 885 uL de
tampéo Tris/EDTA (1 M/ 5 mM, pH 8,0) e 50 pL de pirogalol (15 mM) a 40 ul de
amostra. A solucao foi incubada por 30 minutos. A reacéo foi interrompida com 25 pL
de HCI 1IN. Em microplaca foram adicionados 300 pL por poco e a leitura foi
realizada em espectrofotometro a 440 nm. Concomitantemente foi realizado um
controle por amostra com adicdo dos reagentes, mas sem incubacédo, sendo este
valor igual a 100%. A quantidade de SOD que inibi a reacdo de auto-oxidacéo do
pirogalol em 50% (IC50) equivale a 1 unidade (U) de SOD. A atividade foi expressa
em U de SOD. mg de proteina™.

3.5.5 Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi medida segundo o método descrito por Keen, Habig e
Jakoby (1976), baseado na catalisacéo da reagéao de conjugagéo do CDNB (1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno) com a glutationa reduzida (GSH), pela GST, formando um tioéter
gue pode ser medido pelo aumento da absorbéancia a 340 nm. Os sobrenadantes de
figado e rim foram diluidos para 2 mg de proteina.mL™. Em microplaca foram

adicionados 20 pL de amostra, seguido de 180 pL de solucéo reacéo [GSH (3mM),
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CDNB (3 mM), tampéo fosfato de potassio (0,1M, pH 6,5)]. A medida da absorbancia
foi feita a cada 15 segundos durante 3 minutos, e a atividade foi expressa em

nmol.min™.mg de proteina™.

3.5.6 Glutationa peroxidase (GPXx)

A atividade desta enzima foi mensurada pelo decréscimo da absorbancia a
340 nm, ocasionado pela reducdo de GSSG (glutationa oxidada) em GSH, na
presenca de NADPH, promovido pela GR (glutationa redutase), pois a velocidade de
oxidacdo do NADPH é proporcional a producédo de GSSG, pela GPx, na presenca de
H,O,, de acordo com o método proposto por Hafeman, Sunde e Hoekstra (1974).
Para tanto, em microplaca, foi adicionado a amostra, uma solu¢cdo de azida sédica (2
mM), com o objetivo de inibir a atividade da CAT, para que ela ndo degrade o H,0,
presente, e por ultimo uma solucao reacéo, contendo: H,O, (5 mM), NADPH (0,3077
mM), GSH (3,0769 mM) e GR (1,54 U.mL™) diluidos em tamp&o fosfato de sédio (0,1
M, pH 7). A leitura da atividade foi feita por 2 minutos, a cada 15 segundos e 0s

resultados foram expressos em nmol.min™.mg de proteina™.

3.5.7 Etoxiresorufina O-deetilase (EROD)

A anélise da EROD foi realizada segundo o método de Burke e Mayer (1974),
a partir da determinacéo por espectrofluorimetria, a 530 nm de excitacdo e 590 nm
de emisséo, da resorufina resultante da metabolizacdo da 7-etoxiresorufina pela
EROD. Em microplaca, de fundo e paredes pretas, foram adicionados: a amostra,
uma solucéo de 7-etoxiresorufina (2,6 uM), e a microplaca permaneceu incubada por
5 minutos, em seguida foi adicionada a solu¢cdo contendo o cofator NADPH (2,6
mM). Imediatamente a fluorescéncia foi mensurada, a cada 1 minuto, por 10

minutos. A atividade foi expressa em fmol.min*.mg de proteina™.

3.5.8 Glutationa reduzida (GSH)

A concentracdo de GSH foi determinada segundo o método proposto por
Sedlak e Lindsay (1968), utilizando uma curva-padrao de GSH (0, 2,5, 5, 10, 20, 40
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e 80 nM) para comparacao, e a leitura foi realizada por espectrofotometria a 415 nm.
O método se baseia na capacidade de ligacdo do DTNB com grupamentos tidis
(SH), que estdo presentes na GSH, para tanto é realizada uma precipitacdo de
proteinas presentes no sobrenadante com &cido tricloroacético 50% (TCA), seguida
de centrifugacdo. O sobrenadante obtido, onde € preservado o conteudo de GSH, é
adicionado em microplaca, seguido de tampéao Tris-base (0,4 M) e da solucdo de

DTNB (2,5 mM). A unidade de concentracdo usada foi pg.mg de proteina™.

3.5.9 Lipoperoxidacédo (LPO)

A andlise da LPO foi feita através da avaliacdo da concentracdo de
hidroperoxidos pelo ensaio FOX (JIANG; HUNT; WOLFF, 1992), com leitura em
espectrofotometro a 570 nm. O método consiste na oxidacdo do ferro, mediada pela
presenca de peroxidos em meio acido. Para tanto, os sobrenadantes foram diluidos
em metanol (1:2 v/v) e centrifugados. 100 pL do sobrenadante foram incubados por
30 minutos com 900 pL da solugdo reagédo contendo laranja de xilenol (0,1 mM),
BHT (4 mM), sulfato ferroso amoniacal (2,5 mM) e acido sulfarico (25 mM), diluidos
em metanol. A unidade de concentracdo de peroxidos lipidicos usada foi nmol. mg

de proteina™.

3.5.10 Carbonilacéo de proteinas (PCO)

A carbonilagcédo de proteinas (PCO) foi analisada segundo o método proposto
por Levine et al. (1994), que se baseia na reacdo do DNPH (2,4-dinitrofenil-
hidrazina) com proteinas carboniladas, formando dinitrofenil-hidrazonas, que podem

ser detectadas a 370 nm. Os resultados foram expressos em pmol.mg de proteina™.

3.5.11 Metalotioneinas (MT)

Para a avaliacdo do conteudo de matalotioneinas foi utilizado o método
proposto por Viarengo et al. (1997), com algumas modificagcbes. Este método
determina o conteudo de sulfidrilas (presentes nas MTs) a partir da comparacao com

uma curva de GSH, através da determinacdo da absorbéncia a 412 nm
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considerando 30% como a porcentagem de cisteinas que correspondem a MTSs.
Para tanto foi realizada uma série de precipitacdes, centrifugacdes e ressuspensoes,
culminado na ressuspensédo do pellet contendo MT, ao qual foi adicionado a solucéo
de Ellman, contendo: DTNB (0,4 mM) em tampé&o fosfato de sédio/NaCl (0,2 M/ 2 M,

pH 8). A unidade de concentracdo de MT usada foi ug. mg de proteina™.

3.5.12 Concentracao proteica

A concentracdo de proteinas totais foi mensurada, em espectrofotobmetro a
595 nm, pelo método de Bradford (1976), usando BSA (soro de albumina bovina)

como padréo.

3.6 Biomarcador Morfol6gico

Uma porc¢éo de cada figado foi imersa em fixador ALFAC (&lcool 80%, formol
e acido acético glacial) durante 16 horas, em seguida as amostras passaram por
desidratacdo em série alcoolica crescente (70, 80, 90 e 100%), diafanizacédo em xilol
e inclusdo em Paraplast Plus® (Sigma) (56°C). Os blocos foram cortados em
micrétomo manual para a obtengéo dos cortes histologicos, com 5 um de espessura,
que foram distendidos em lamina histolégica e corados com Hematoxilina-Eosina
(HE). As laminas foram analisadas em microscopia de luz. Para a andlise
histopatologica foi usado indice de Les&o proposto por Bernet et al. (1999), com
escores de: 0 — auséncia; 2 — ocorréncia ocasional; 4 — ocorréncia moderada e 6 —
alta ocorréncia, e o fator de importancia (Fl) para cada alteracdo segundo a TABELA
1.

TABELA 1 — Fator de Importancia (FI) para as diferentes
alterag@es histopatolégicas.

ALTERACAO FI

Necrose

Vacuolizaco

Congestéo sinusoides
Citoplasma claro

Alteracdo morfologia celular
Tumor

FONTE: Bernet et al. (1999)

ANR P PEFP W
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3.7 Biomarcadores Genéticos

3.7.1 Ensaio cometa

O sangue para o ensaio cometa foi processado segundo o método de Singh
et al. (1988), modificado por Ferraro et al. (2004). O mesmo método, adaptado por
Ramsdorf et al. (2009) foi utilizado para o preparo das amostras de figado e rim.
Para tanto, 10 pL de sangue foram diluidos em 1 mL de soro bovino fetal, e uma
pequena porcao de figado ou rim foi homogeneizada em 500 pL de soro bovino fetal.
Para o sangue, 10 pL da solucdo com soro bovino fetal, e para os tecidos, 40 pL do
homogenato, foram misturados a 120 pL de agarose de baixo ponto de fuséo (LMP)
e esta mistura foi colocada em uma lamina coberta por agarose. As laminas foram
mantidas por 24 horas a 4° C em uma solucdo de lise (NaCl (2,5 M), EDTA (100
mM), Tris (10 mM), NaOH (0,8%), N-lauril-sarcosinato (1%), triton X100 (1%) e
DMSO (10%)), protegidas da luz. Em seguida foi efetuada a desnaturacdo do DNA
por imersédo das laminas em uma solugdo de NaOH/EDTA (10 N/ 200 mM, pH 13)
por 25 minutos e as laminas foram entdo submetidas a uma eletroforese (300 mA,
25 V) por 25 minutos. Apoés, as laminas foram neutralizadas (Tris 0,4 M, pH 7,5) e
fixadas em etanol por 5 minutos. Por fim elas foram coradas com brometo de etidio
(0,02 g.mL™) e os nucledides foram analisados em microscépio de epifluorescéncia.

Em cada amostra, 100 nucledides foram visualizados e a migracdo do DNA foi
classificada em cinco classes (0: sem dano visivel; 1: dano pequeno; 2: dano médio;
3: dano extensivo e 4: dano maximo) de acordo com Collins et al. (1997). O escore
foi calculado através do somatério da multiplicacdo do numero de nucledides
encontrados em uma classe de dano pelo numero da classe. A andlise foi realiza a

cego.

3.7.2 Micronucleo pisceo e alteracdes morfologicas nucleares

De cada amostra de sangue, coletadas por pulsdo da veia causal, uma gota
foi colocada sobre uma lamina de microscopia e foi realizado o esfregago. Tais
laminas foram secas em temperatura ambiente por 24 horas e em seguida fixadas

em etanol absoluto por 30 minutos. As laminas foram coradas com Giemsa 10%. Em
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cada lamina foram analisadas, a cego, 2000 células e a técnica utilizada para a

andlise foi a descrita por Carrasco, Tilbury e Myers (1990).

3.8 Biomarcadores Hematoldgicos

A contagem de eritrocitos ou RBC (Red Blood Cells) foi realizada com a
técnica do formol - citrato, modificada por Oliveira-Junior, Tavares-Dias e Marcon
(2009). Para a contagem, 10 pyL de sangue foram diluidos em 2 mL de formol —
citrato, e colocados em uma camara de Neubauer, onde foi contado o numero de
eritrécitos presentes em 5 campos de 0,04 mm?. A quantidade total foi expressa em
eritrécitos .uL™ de sangue.

Para determinar a taxa de hemoglobina foi utilizado o método da
cianometahemoglobina (COLLIER, 1944; DRABKIN, 1946), diluindo 20 pL de
sangue em 5 mL de reagente de Drabkin. A leitura foi feita em espectrofotdmetro a
540 nm. Os resultados foram expressos em g.dL™.

O hematécrito, que determina a porcentagem do volume ocupado pelos
eritrocitos no sangue total, foi determinado usando microhematécritos heparinizados
gue por capilaridade foram preenchidos com sangue, em seguida centrifugados para
a medida e célculo da porcentagem ocupada pelos eritrocitos (HINE, 1992;
NELSON; MORRIS, 1989).

Para a contagem de leucécitos e trombdcitos, e para a diferenciacdo de
leucdcitos foi realizado uma extensao sanguinea. As laminas foram coradas com o
método de coloragdo rapida com May-Grunwald-Giemsa-Wrigth (MGGW)
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2003). Os leucdcitos e trombdcitos foram contados na
extensdo em relacdo a 2000 eritrécitos, evitando areas de aglomeracédo de células, e
para obter a quantidade de por pL de sangue foi usado o resultado da contagem de
eritrocitos, e aplicada a formula abaixo (TAVARES-DIAS; MORAES, 2006). A

contagem diferencial de leucdcitos foi adaptada de Tavares-Dias et al. (1999a, 2002)

Leucdcitos ou Leucdcitos ou trombdcitos na extensao x (2)
trombocitos.pL™= eritrécitos. pL™
2000 eritrocitos na extensao
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3.9 Andlise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
Para os dados normais foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida do teste de Newman-Keulls. Para os dados ndo normais foi utilizado o teste
de Kruskal-wallis, seguido do teste de Dunn. Os resultados foram expressos em
média + erro padrdo da média, para os dados normais, e em mediana para os dados

nao normais. O limite de significancia foi considerado quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Bioconcentragao

No musculo o Cd nao foi detectado, no entanto, nas maiores concentracdes

(10 e 100 pg.L™1) o Cd se bioconcentrou no figado (TABELA 2).

TABELA 2 - Concentracédo de cadmio no musculo e no figado de Rhamdia
guelen expostos ao Cd.

Concentragéo de cadmio pg.L™

Controle 0,1 1 10 100
Mdusculo <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
Figado <0,10 <0,10 <0,10 1,69 12,68

Unidade: pg Cd.g de tecido Gmido™

4.2 indice Hepatossomatico

Ap6s a exposicédo ao Cd, o IHS aumentou nos animais expostos a 100 pg.L™
Cd, nos demais grupos ndo houveram alteracdes quando comparados ao grupo

controle (FIGURA 3).
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FIGURA 3 - indice hepatossomatico em R. quelen expostos ao Cd. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p < 0,05). Os dados estdo expressos em média * erro padrédo.
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4.3 Biomarcadores Bioquimicos

Em todos os grupos expostos ao Cd a atividade da AChE néo foi
alterada, tanto no cérebro, como no musculo, quando comparados ao controle
(FIGURA 4). Porém foi observada diminuicdo da atividade da GST hepatica nas
concentracdes de 0,1 e 1 pg.L™, no entanto, na maior concentracéo (100 pg.L™) esta
enzima teve sua atividade aumentada (FIGURA 5D), quando comparados ao grupo
controle. Também no figado a LPO aumentou nas concentracfes de 0,1, 1 e 100
ng.L™* comparado ao grupo controle (FIGURA 6D), e nos demais biomarcadores
bioquimicos neste tecido ndo foram observadas alteracbes em relagcdo ao controle.
No entanto, a atividade da GPx hepética teve sua atividade aumentada nos grupos
expostos as maiores concentracdes (10 e 100 pg.L™), quando comparados ao grupo

exposto a menor concentracéao de Cd.
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FIGURA 4: Atividade da acetilcolinesterase em R. quelen expostos ao Cd.
A — muscular; B — cerebral. Os dados estdo expressos em média + erro padrao.
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FIGURA 5: Biomarcadores bioquimicos em figado de R. quelen expostos ao Cd. A — atividade da
superéxido dismutase; B — atividade da catalase; C — atividade da glutationa peroxidase; D —
atividade de glutationa S-transferase; E — atividade da etoxiresorufina o-deelitase. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p < 0,05). Os dados estdo expressos em média + erro padréo.
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FIGURA 6: Biomarcadores bioquimicos em figado de R. quelen expostos ao Cd. A — glutationa
reduzida; B — metalotioneinas; C — carbonilacdo de proteinas; D — peroxidacéo lipidica. Letras
diferentes indicam diferenga estatistica (p < 0,05). Os dados estdo expressos em média + erro
padréo.

No rim posterior foi observada uma diminuicdo, em relagdo ao grupo controle,
na atividade da CAT (FIGURA 7B) e nos niveis de LPO (FIGURA 8D) em todas as
concentracOes testadas. A atividade da GPx foi aumentada, quando comparada a
atividade do grupo controle, nas concentracées de 10 e 100 pg.L™ Cd (FIGURAT7C).
A atividade da EROD aumentou no grupo exposto a 100 ug.L™ quando comparada a
atividade dos grupos controle e exposto a 1 ug.L™* (FIGURA 7E). A concentracéo de
MT (FIGURA 8B) aumentou e a concentracdo de GSH diminuiu (FIGURA 8A) na
maior concentracdo testada, quando comparados ao controle. Os demais
biomarcadores bioquimicos ndo foram alterados, em relagcdo ao grupo controle, no

rim posterior apos a exposi¢édo ao Cd.
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FIGURA 7: Biomarcadores bioquimicos em rim posterior de R. quelen expostos ao Cd. A — atividade
da superéxido dismutase; B — atividade da catalase; C — atividade da glutationa peroxidase; D —
atividade de glutationa S-transferase; E — atividade da etoxiresorufina o-deelitase. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p < 0,05). Os dados estdo expressos em média + erro padrao.
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FIGURA 8: Biomarcadores bioquimicos em rim posterior de R. quelen expostos ao Cd. A — glutationa
reduzida; B — metalotioneinas; C — carbonilagdo de proteinas; D — peroxidagdo lipidica. Letras
diferentes indicam diferenga estatistica (p < 0,05). Os dados estdo expressos em média + erro

padréo.

4.4 Biomarcador Morfolégico

Os figados dos animais expostos ao Cd apresentaram areas de dilatacdo e

congestdo de sinusoides (FIGURA 9B). A proliferacdo de tecido fibroso ao redor dos

vasos foi frequentemente acompanhada de desorganizacdo dos hepatocitos
(FIGURA 9C). Areas de necrose apresentaram alta prevaléncia (FIGURA 9D). A

ocorrencia de infiltracdo, vacuolizacdo e corpos eosinofilicos foram observadas em

alguns dos peixes expostos ao Cd(FIGURA 9D). Os animais expostos a 0,1, 1 e 100

Hg.L* de Cd apresentaram aumento significativo das lesdes hepéticas quando

comparados ao controle (FIGURA 10).
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FIGURA 9: Lesdes histopatolégicas observadas em figado de R.quelen expostos ao Cd. A - figado do
controle; B — areas de dilatacdo e congestado de sinuséides (setas); C — proliferacdo de tecido fibroso

ao redor dos vasos (*), nota-se a desorganizacdo dos hepatécitos e D — necrose (N) e ocorréncia de
hepatdcitos eosinofilicos (E)
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FIGURA 10: indice de lesdo hepética em R. quelen expostos ao Cd. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p < 0,05). Os dados estdo expressos em média + erro padrao.
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4.5 Biomarcadores Genéticos

O dano no DNA, mensurado pelo ensaio cometa, aumentou nos eritrécitos
dos animais expostos a 10 e 100 pg.L” de Cd, quando comparados ao grupo
controle (FIGURA 11A). Nas células de figado e rim ndo foram observadas
alteracdes entre os grupos expostos e o controle (FIGURA 11B e C). No grupo
exposto a 1 pg.L™* de Cd néo foi determinado o dano no DNA de eritrécitos através
do ensaio cometa (FIGURA 11A).
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FIGURA 11: Escores do ensaio cometa em R. quelen expostos ao Cd. A — eritrécitos; B — células renais;
C — células hepaticas. Dados estédo expressos em mediana. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
(p < 0,05). ND= néo determinado
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Nenhum micronucleo foi observado em eritrocitos, no entanto foram
observadas alteracdes morfoldgicas nucleares do tipo notched (entalhado) (FIGURA
12C) e vacuolated (vacuolizado) (FIGURA 12B), sendo a Ultima a mais frequente.
Quando comparados ao controle, os grupos expostos a 0,1 e 100 pg.L” de Cd
tiveram um aumento no numero de alteracdes morfoldégicas nucleares (AMN)
(FIGURA 13).
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Figura 12: alteracdes morfoldgicas nucleares em eritrocitos de Rhamdia quelen. Seta indica em A —
nacleo normal; B — nucleo vacuolated e C — nacleo notched.
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Figura 13 - Numero de alterag6es morfolégicas nucleares (AMN) em 2000 eritrocitos de Rhamdia
guelen expostos ao Cd. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05). Dados estao
expressos em mediana.
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4.6 Biomarcadores Hematoldgicos

O ndmero de eritrécitos diminuiu no grupo exposto a 100 pg.L™” de Cd,
quando comparado ao grupo controle e aos grupos expostos as demais
concentracfes. Neste mesmo grupo a concentracdo de hemoglobina diminuiu em
relacdo ao grupo controle e ao grupo exposto a menor concentracdo de Cd (0,1
ng.L ™). Todas as concentracdes de Cd causaram a diminuicdo no ndmero de
trombdcitos em relagdo ao grupo controle. A contagem de leucocitos e mondcitos foi
menor Nos grupos expostos as maiores concentracdes de Cd (10 e 100 pg.L1)
quando comparada a contagem dos grupos controle e expostos a 1 pg.L*. O
namero de neutrofilos foi menor nos grupos expostos as maiores concentracdes
quando comparado aos grupos controle e expostos as demais concentracdes. O

hematdcrito ndo foi alterado em nenhum dos grupos expostos ao Cd (TABELA 3).



TABELA 3 - Biomarcadores hematolégicos em R. quelen expostos ao Cd.

Eritrocitos (10°.uL™)
Hemoglobina (g.dL™)
Hematdcrito (%)
Trombécitos (10%.uL™)
Leucécitos (10°.uL™)
Neutréfilos (10°.uL™)
Mononucleares (10°.uL™)

Concentracédo de Cd (pg.L™)

114,60 + 1,92°

Controle 0,1 1 10 100

1,78 + 0,091° 1,71 + 0,082 1,71 + 0,082 1,70 + 0,11 1,39 + 0,04°
6,37 + 0,362 6,31 + 0,432 5,86 + 0,32% 5,46 + 0,17 5,01 + 0,29°
31,33+ 1,86 27,86 £ 2,12 27,30 £ 2,37 27,40 + 2,63 27,60 £ 1,23
65,93 + 2,412 28,87 +2,22° 26,61 +2,02° 30,15 + 1,96° 17,49 + 1,97°
123,90 + 2,412 111,50 + 5,39% 131,00 + 7,052 99,51 + 3,92° 62,16 + 6,10°
9,29 + 1,00% 11,55 + 0,592 9,38 + 1,29° 5,39 + 0,46" 4,62 + 0,60°
99,95 + 5,10% 121,70 + 6,572 94,12 +3,71° 57,54 +5,76°

Valores estéo expressos em média + erro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05)..
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5 DISCUSSAO

. Em nosso estudo podemos supor que os 15 dias de exposicdo foram
suficientes para a mobilizacdo do Cd para o rim e o sistema antioxidante foi capaz
de adaptar suas respostas a este metal. Pois, embora tenha ocorrido a
bioconcentracdo do Cd no figado dos peixes expostos a 10 e 100 pg.L™* Cd, ndo ha
uma relacao clara com hepatotoxicidade observada através de alteracbes em alguns
biomarcadores neste tecido.

Os resultados demonstram que a exposicdo ao Cd alterou a atividade da GST
hepética, causando diminuicdo nas menores concentragcbes e aumento na maior
concentracéo. Este resultado pode ser explicado pelo efeito do Cd nas diferentes
isoformas de GST. Diferengas individuais foram demonstradas por Espinoza et al.
(2012) que estudaram a expressdo da isoformas de GST hepaticas no salmao
prateado (Oncorhynchus kisutch) expostos a 3.1 mg.L™ Cd e observaram que apés
24 horas de exposicdo a expressao de trés isoformas foi diminuida. No entanto, com
48 horas de exposicdo a expressdo de uma unica isoforma foi aumentada. Varios
estudos tém observado alteracdes na GST hepética em algumas espécies de peixes
expostas ao Cd, como diminuicdo em juvenis de Paralichthys olivaceus expostos a
6, 24 e 48 pg.L™ Cd por 78 dias (CAO at al., 2010) ou aumento em Oreochromis
mossambicus expostos a 5 mg.L? Cd por 1-30 dias (BASHA; RANI, 2003) e
Rhamdia quelen expostos a 236 and 414 ug.L™ Cd por 7 dias (PRETTO at al., 2011).
Estes estudos, em conjunto com o nosso, demonstram que de maneira geral
menores concentracdes de Cd provocam a diminuicdo da atividade da GST,
enquanto concentracdes mais elevadas provocam o aumento de sua atividade,
independente do tempo de exposicdo ao qual os animais foram expostos.

O aumento dos niveis de LPO no figado a 0,1, 1 e 100 pg.L™ Cd indica que
alteracdes na GST podem ser a causa do dano nas membranas lipidicas. Pretto et
al. (2011) também observaram um aumento na LPO hepatica em R. quelen apods a
exposicdo ao Cd. Sabe-se também que metais pesados podem aumentar a
peroxidacao lipidica, formando produtos que s&o substratos para as GSTs (KIM at
al., 2010) e isso pode explicar o aumento tanto da GST quanto da LPO hepéticas, no

grupo exposto a 100 ug.L™. Porém, para 0s grupos expostos as menores
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concentracdes (0,1 e 1pg.L™?) a mesma relacdo ndo pode ser aplicada e essa
diferenca pode ter ocorrido por se tratarem de concentragdes baixas do metal, e
neste caso, o dano na fase Il de biotransformacdo, causado pela diminuicdo da
atividade da GST, pode acarretar no aumento de compostos toxicos no tecido
hepatico, e estes compostos por sua vez podem aumentar a producdo de ERO e
assim ocasionar o aumento da LPO. Ainda no grupo exposto a 100 ug.L™, também
foi observado um aumento no IHS, o que pode estar relacionado ao aumento da
atividade de enzimas do sistema de biotransformacgéo (FIGUEIREDO-FERNANDES
at al., 2007), como o aumento da GST e também o acumulo de lipidios neste tecido.

Desta forma, mesmo sabendo que o figado é o érgdo com a maior atividade
de enzimas antioxidantes e mais resistente ao estresse oxidativo do que outros
orgdos (ATLI; CANLI, 2010), neste estudo, as defesas antioxidantes ndo foram
capazes de prevenir a ocorréncia do dano lipidico, indicando que o Cd causou
hepatotoxicidade. Ainda, a hepatotoxicidade pode ser comprovada pelo aumento do
indice de lesdo, nos grupos expostos a 0,1, 1 e 100 pg.L™* de Cd, indicando a
presenca de danos significativos neste tecido, especialmente pela prevaléncia de
necrose. Sendo estes mesmos danos também observados no tecido hepatico de
outras espécies de peixes expostos ao Cd. Em Sparus aurata (GUARDIOLA at al.,
2013) foi observada desorganizacéo celular, vacuolizacéo, infiltracdo, congestéo dos
sinusodides e necrose. Em Puntius gonionotus (WANGSONGSAK at al., 2007) onde
foi observada a dilatacéo dos sinusoides, além de vacuolizacédo e necrose.

No rim posterior, 0 Cd causou aumento da atividade da EROD nos animais
expostos a 100 pg.L™, no entanto este resultado é oposto ao observado em diversos
estudos, que demonstram que o Cd e outros metais estdo associados a diminuicdo
da atividade da EROD. No entanto esta relacdo € comumente encontrada quando se
trata da atividade da EROD proveniente do tecido hepatico, como em microssomas
hepaticos de tainha expostos ao Cd, niquel, zinco e mercurio (HQ)
(BOZCAARMUTLU e ARINGC, 2004), Pomatoschistus microps expostos por 96 horas
a diversas concentracfes de cobre e Hg (VIEIRA at al., 2009) e como observado por
Al-Arabi e Goksgyr (2002) em Apocryptes bato e Rita rita apds 10 dias de uma Unica
dose intraperitoneal de Cd. Desta forma, por se tratar de outro 6rgéo, a relagéo pode
nao ser a mesma no rim posterior, e ainda pode estar relacionada a , diferencas

entre as espécies, o tempo e a via de exposicdo utilizados.
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A atividade da CAT diminuiu no rim dos animais expostos a todas as
concentragfes de Cd. Este resultado também foi observado em outras espécies
guando expostas, como Clarias batrachus (KUMAR at al., 2009) expostas in vivo por
45 dias 4 5 e 10 mg.L™* de Cd ou no tecido renal de Oreochromis niloticus (ATLI at
al., 2006) e Dicentrarchus labrax (ROMEO at al., 2000) expostos in vitro. No entanto,
PRETTO et al. (2011) ndo observaram alteracbes na CAT renal de R. quelen
expostos as concentracdes de 0,44, 236 e 414 pg.L ™" de Cd, porém, esta auséncia
de alterac&o na atividade foi observada comparando estas diferentes concentracdes
entre si. Um possivel mecanismo de acédo do Cd para a diminuicdo da atividade da
CAT pode ser a alteracdo mediada diretamente pelo metal, da estrutura da enzima,
além da diminuicdo da sintese desta enzima (ROMEO at al., 2000).

No rim posterior dos jundis expostos a 10 and 100 pg.L™" de Cd, também
houve aumento da atividade da GPx. Desde que a CAT e GPx atuam na degradacao
de hidroperoxidos, pode ter ocorrido uma competicdo pelo substrato (H20,),
explicando a diminuicdo da atividade da CAT e o aumento da GPx (UNER; ORUC;
SEVGILER, 2005). Em Paralichthys olivaceus (CAO at al., 2012) e Oreochromis
mossambicus (BASHA e RANI, 2003) a GPx renal também foi induzida pelo Cd. No
rim dos animais expostos a 100 pg.L* Cd, o aumento na GPx pode estar
relacionado com o decréscimo nos niveis de GSH. Essa molécula é necesséria para
a atividade da GPx e da GST, mas também é considerada a primeira linha de defesa
do sistema antioxidante contra xenobidticos, incluindo metais como Cd e cobre (Cu)
(SANTOVITO at al., 2012). Elia et al. (2003) sugerem uma direta ligacdo dos metais
com o grupo SH (sulfidrila) como a causa do decréscimo nos niveis de GSH, e de
acordo com Jemai et al. (2010) este provavelmente € o principal mecanismo de
eliminacao do Cd.

O grupo exposto a maior concentracdo de Cd também apresentou aumento
na concentracdo de MT no rim posterior. Essas proteinas compreendem uma familia
de proteinas, com alto contetdo de cisteinas, que atuam na homeostase de metais
esséncias, como zinco (Zn) e Cu, e também na desintoxicacdo de metais ndo
essenciais (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). De acordo com Isani et
al. (2009) o acumulo de MT no rim ocorre devido a uma redistribuicdo de Cd pelo
organismo, pois apos a absorcao pelas branquias, o metal é transportado para o

figado, onde estimula a sintese de MT, as quais sdo entdo transportadas para o rim.
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Desta forma, as MT atuam como um transportador de Cd para o rim (ASAGBA,
ERIYAMREMU; IGBERAESE, 2008; CHOWDHURY; WOOD, 2007). Outra funcao
que tem sido atribuida a estas proteinas é a eliminacdo de radicais livres por seus
residuos de cisteinas (ATIF at al., 2006; SANTOVITO at al., 2012). Portanto, o
aumento observado na concentracdo de MT indica que o grupo exposto a 100 pg.L™
Cd pode estar mais protegido contra do estresse oxidativo.

O aumento de MT atuando como mecanismo de defesa antioxidante pode ser
evidenciado pela diminuicdo da LPO no grupo exposto a 100 pg.L™ Cd. No entanto,
nos grupos expostos as demais concentracdes de Cd também houve diminuicdo na
LPO, sugerindo que no rim posterior pode estar ocorrendo o0 aumento de algum
outro composto antioxidante, que nao os testados neste estudo. Ainda, observando
estudos com outras espécies de peixes expostas ao Cd, como o de Asagba et al.
(2008) com Clarias gariepinus expostos por 21 dias a 200 e 400 pg.L* Cd e o
deKumar et al. (2009) com Clarias batrachus expostos a 5 mg.L™* Cd por 45 dias e
10 mg.L™ Cd por 15 - 45 dias. Nestes estudos, nota-se que o aumento da LPO renal
esta relacionada a altas concentracBes de Cd, maiores que as testadas em nosso
estudo, além de, em geral, ocorrer ap6s um periodo mais longo de exposicao.

Nossos resultados demostram a genotoxicidade provocada pelo Cd, através
do aumento no dano e DNA observado no ensaio cometa de eritrocitos dos animais
expostos a 10 e 100 pg.L™ Cd, e também pelo aumento de AMN nos grupo expostos
a 0,1 e 100 ug.L™* Cd, demonstrando que estas células, em R. quelen, sdo mais
sensiveis ao efeito deste metal. No entanto, em outra espécie, Sparus aurata, a
mesma concentracdo de 100 ug.L™ Cd, por 11 dias, ndo foi capaz de aumentar o
dano de DNA em células sanguineas (ISANI at al., 2009). J4 as células renais e
hepaticas se mostraram mais resistentes a ocorréncia de dano ao DNA, visto que
nao houve aumento do escore no ensaio cometa em nenhum dos grupos expostos
ao Cd. Esta maior resisténcia pode ser relacionada a espécie estudada, pois no
estudo de Ahmed et al. (2010), a exposicao de Anabas testudineus a 0,1, 1 e 2
mg.L? Cd por 96 horas causou o aumento no dano de DNA de maneira
concentracdo-dependente nas células renais e hepaticas. Assim, a variacdo na
atividade de reparo do dano no DNA e nos sistemas metabdlico e antioxidante
podem explicar as diferencas observadas no dano de DNA entre células renais,
hepaticas e eritrocitos (Ahmed et al., 2010), e também entre as diferentes espécies.
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Cavas, Garanko e Arkhipchuk (2005) observaram o aumento de micronucleos
e/ou binucleos em eritrécitos de Cyprinus carpio, Carassius gibelio e Coridoras
paleatus expostos por 21 dias & 100 pg.L™ Cd, também demonstrando o efeito
genotéxico do Cd. Em nosso estudo ndo foram encontrados micronicleos nos
eritrocitos de R. quelen, no entanto o aumento de AMN, nos animais expostos a
menor e a maior concentracdo de Cd, corroboram com o efeito genotoxico deste
metal, visto que mesmo sem estar esclarecido o mecanismo responsavel pela
promocdo de AMN em peixes, estas anormalidades podem ser indicadoras de
genotoxicidade (RAMSDOREF at al., 2009; VICARI, 2009).

No sangue também foram observadas algumas alteracbées como a diminui¢ao
no ndmero de eritrécitos e na hemoglobina no grupo exposto a 100 pg.L™" de Cd,
indicando um possivel quadro anémico (BRAGA at al., 2006) que pode ter ocorrido
por uma diminuicdo na viabilidade celular devido a acdo do Cd no tecido
eritropoiético ou por diminui¢do da sintese de células vermelhas (KOPRUCU at al.,
2006; PAMPLONA at al., 2011).

Todas as concentracbes de Cd causaram diminuicdo no numero de
trombdcitos, indicando deficiéncia no processo de coagulacdo destes individuos.
Outras funcBes também sado atribuidas a estas células, como a diminuicdo da
predisposicao a infeccbes, pois elas também sdo consideradas células de defesa
organica, como os leucocitos (PAMPLONA at al., 2011). Barcellos et al. (2004b)
observaram que o estresse crénico, causou diminuicdo no numero de
mononucleares (linfécitos e monécitos), e aumento do nimero de neutréfilos em R.
guelen. Os autores sugerem que a diminuicdo de mondcitos, especialmente
linfopenia, pode ocorrer pela mobilizacdo das células para tecidos linfoides e pela
inducdo da apoptose de células B, causada pela liberacdo de cortisol. Desta forma,
em nosso estudo, a diminuicdo no humero de mononucleares nos jundids expostos
a 10 e 100 pg.L™ de Cd pode ter ocorrido por um aumento da liberacdo de cortisol
causada pelo estresse quimico da exposicdo ao metal. Este resultado tambéem
indica perda da capacidade fagocitica destes individuos, com efeitos deletérios no
sistema imune e portanto maior suscetibilidade a infecgbes. A diminuicdo da
contagem de leucécitos totais, ou leucopenia, também observada nos animais
expostos as maiores concentragbes de Cd, além de corroborar a deficiéncia do

sistema imune causada pela perda da capacidade fagocitica, ainda indica outros
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prejuizos ao sistema imune, como na apresentacdo de antigeno, producdo de
citocinas e liberacdo de agentes anti-microbianos e anti-tumorais (VAZZANA at al.,
2014).

Por fim, o Cd ndo apresentou neurotoxicidade nas concentragdes testadas.
No entanto, Pretto et al. (2010) observaram diminuicdo na atividade da AChE
cerebral apés 14 dias, em R. quelen expostos a 236 and 414 pg.L™* Cd, e na AChE
muscular nos animais expostos a 414 pg.L” Cd, sendo estas, concentracées
maiores que as testadas em nosso estudo. Indicando, como sugerido por Sturm,
Silva de Assis e Hansen (1999), que apesar de metais ndo serem inibidores
especificos da AChE, a exposi¢cdo a concentracdes maiores destes contaminantes

podem também causar a diminui¢do da atividade desta enzima.
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6 CONCLUSOES

A exposicdo sub-crbnica ao cadmio causou hepatotoxicidade nos jundias
expostos as concentracbes de 0,1, 1 e 100 ug.L'l. No entanto, apenas se
bioconcentrou neste 6rgdo nos grupos expostos a 10 e 100 pg.L™. A nefrotoxicidade
também pode ser apontada, visto que todas as concentracbes de Cd causaram
alteracdes em biomarcadores bioquimicos no rim posterior. A genotoxicidade deste
metal apenas foi evidenciada em eritrécitos, tanto na menor concentracdo (0,1 pg.L
1Y quanto nas maiores (10 e 100 ug.L™"). Ainda, o Cd, especialmente na
concentracdo de 100 pg.L?, causou a diminuicdo de varios parametros
hematoldgicos que indicam alteragdes imunoldgicas e no processo de coagulacao,
além de um possivel quadro anémico. No entanto, nas demais concentracfes
também foram observadas algumas destas alteracées.

Diante do exposto, pode-se concluir que os limites de 1 pg.L™ de Cd para
aguas de classe | e Il e 10 pg.L™ de Cd para 4guas de classe llI, estabelecidos pelo
CONAMA (Resolucao 357/05), ndo sédo eficientes em oferecer um ambiente seguro
para a saude de peixes da espécie Rhamdia quelen.

Portanto, os resultados deste trabalho sdo um alerta para novos estudos de
toxicidade em relacdo as concentracdes limite (previstas pela legislacdo brasileira)

para o cadmio e até mesmo de outros contaminantes presentes do meio aquéatico.
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