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RESUMO

O aumento populacional tem diversas consequéncias para o ambiente, como
a poluicdo de ecossistemas aquaticos. Dentre os poluentes que podem alcancar
esses ambientes estdo os metais, que sdo classificados como desreguladores
enddcrinos e sdo capazes de afetar parametros reprodutivos das espécies. Neste
trabalho, o objetivo foi avaliar os potenciais efeitos do metal cadmio sobre
parametros relacionados ao eixo de regulacdo da reproducédo Hipotalamo-Pituitaria-
Gobnada-Figado (HPGF), em fémeas de Rhamdia quelen expostas as concentracdes
nominais de 0,1; 1; 10 e 100 pg.L™, por via hidrica. Ap6s 15 dias, foi coletado o
sangue para quantificacdo hormonal e andlises genotoxicas; o hipotdlamo para a
expressdo génica da aromatase cerebral; a gbnada para as andlises bioquimicas,
genotoxicas e histoldgicas; e o figado para as andlises bioquimicas e genotéxicas. O
cadmio foi quantificado na agua, gdnada e figado. Os niveis plasmaticos de estradiol
e testosterona e os indices gonado e hepatossomético ndo apresentaram diferencas
significativas se comparados ao controle. A expressao da aromatase cerebral,
apesar de ndo apresentar diferenca significativa, mostrou uma reducédo expressiva
da expressdo nos ultimos tratamentos. O cadmio foi detectado no tecido gonadal e
em maiores concentracdes no tecido hepatico. Assim, a maioria dos biomarcadores
bioguimicos e genotéxicos testados nas gbnadas ndo sofreram alteraces. Apesar
de ndo apresentar alteracdes genotdxicas, o cadmio aumentou a atividade da
enzima superoxido dismutase do sistema antioxidante do figado em 1, 10 e 100
ug.L™. Esta alteracdo ndo foi suficiente para evitar lipoperoxidacdo em 100 pg.L™,
visto que a catalase e a glutationa peroxidase ndo foram alteradas, podendo ter
ocasionado uma superproducdo de peroxido de hidrogénio. Outro biomarcador
testado, as metalotioneinas, foi reduzido em 10 e 100 pg.L™ na génada e em 10
ug.L™* no figado. Estas alteracées hepaticas podem causar efeitos reprodutivos, visto
que este Orgdo € importante na producdo da vitelogenina, que pode ser alterada
pela peroxidacdo lipidica por ter lipidios em sua composicdo. Assim, as
concentracbes de cadmio testadas, e que ja foram encontradas em ecossistemas
aguaticos dulcicolas brasileiros, podem afetar o eixo de regulacao reprodutiva HPGF
de fémeas da espécie nativa R. quelen.

Palavras-chave: Desregulacao enddcrina, ecotoxicologia, jundia, metais, peixes



ABSTRACT

The population increase has several consequences for the environment, such
as pollution of aquatic ecosystems. Metals are one of these pollutants, which are
classified as endocrine disrupters and are capable of affecting the reproductive
parameters of the species. In this study, the objective was evaluate the potential
effects of cadmium on parameters related to the reproduction regulation axis of
Hypothalamic-Pituitary-Gonadal-Liver (HPGL) in females of Rhamdia quelen
exposed to nominal concentrations 0.1; 1; 10 and 100 ug.L™ of cadmium, by water.
After 15 days, the blood was collected for hormonal quantification and genotoxic
analyses; the hypothalamus for the gene expression of brain aromatase; the gonad
for the biochemical, genotoxic and histological analyses; and the liver for biochemical
and genotoxic analyzes. Water, gonad and liver samples were taken for cadmium
quantification. Plasma levels of estradiol and testosterone and gonado and
hepatosomatic indexes didn’t present significant differences when compared to
control. The expression of the brain aromatase, although didn’t present significant
difference, there was an expressive expression reduction expression at the last
treatments. Cadmium was detected in gonadal tissue and in higher concentrations in
the hepatic tissue. Thus, most of the biochemical and genotoxic biomarkers tested in
the gonads didn’t change. Although didn’t present genotoxic alterations, cadmium
increased superoxide dismutase activity of the liver antioxidant system in 1, 10 and
100 pg.L™. This alteration wasn’t enough to avoid lipoperoxidation in 100 pg.L™.,
since catalase and glutathione peroxidase weren’t altered, it could have caused
overproduction of hydrogen peroxidase. Another biomarker tested, the
metallothioneins, were reduced in 10 and 100 pg.L-! in the gonad and 10 pg.L-* in
the liver. These liver changes can cause reproductive effects, since this organ is
important in vitellogenin production, which can be altered by lipid peroxidation
because it has lipids in its composition. Thus, the tested cadmium concentrations,
which already have been found in the Brazilian freshwater ecosystems, may affect
the reproductive regulation axis HPGL of females of the native species R. quelen.

Key words: Endocrine disruption, ecotoxicology, jundia, metals, fish
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda por recursos que satisfacam as necessidades humanas
e 0 aumento das atividades antropicas, causado pela expansdo populacional, tém a
degradacdo ambiental como grave consequéncia. A 4gua € um dos recursos naturais
mais afetados, visto que € usada para atividades agropecuarias, em industrias e para
a geracado de energia, além ser afetada pela poluicdo (GARCIAS; SANCHES, 2009).

Diferentes classes de poluentes podem afetar esse ambiente aquatico e causar
danos a biota, bem como diminuir sua qualidade para o consumo humano. Dentre
elas encontram-se os desreguladores enddcrinos, que sédo capazes de interferir em
processos enddgenos relacionados a reproducdo de organismos, acarretando em
problemas em niveis biolégicos superiores, como populagdes e comunidades. Metais
sdo exemplos desse tipo de substancia, sendo classificados como desreguladores
sintéticos (BILA; DEZOTTI, 2007).

Em baixas concentracdes, alguns metais sdo essenciais aos organismos por
apresentarem funcdes biolégicas, como o zinco e o cobre. Outros apresentam efeitos
adversos, como é o caso do cadmio, chumbo e mercurio (FERREIRA; HORTA,
CUNHA, 2010). O caddmio € um metal encontrado no ambiente proveniente de
residuos de mineracdo, fabricacdo de tintas, em pigmentos e também devido ao
descarte incorretos de pilhas, baterias e ligas metalicas (GUMPU et al., 2015). Por ser
persistente no ambiente e ter capacidade de se bioacumular em organismos
(ALMEIDA et al., 2002), é necessario se avaliar os efeitos do caddmio a nivel molecular
e celular, antes que esse metal afete todo o ecossistema (ARIAS et al., 2007).

Efeitos desse metal sobre parametros fisioldgicos, genotdxicos e oxidativos ja
foram avaliados na espécie de peixe nativa Rhamdia quelen, também conhecida
como jundia (PRETTO et al., 2011; PRETTO et al., 2014; PEREIRA et al., 2016). Com
relacdo & reproducao, ha relatos que a partir de 20 e 28,6 mg.L™, respectivamente, o
cadmio influencia espermatozoides e ovocitos de R. quelen (WITECK et al., 2011).

Considerando a contaminacdo ambiental por metais e os efeitos ja descritos
em organismos aquaticos, sera que baixas concentragbes de cadmio sdo suficientes
para alterar parametros do eixo reprodutivo da espécie nativa Rhamdia quelen e

consequentemente afetar as proximas geracdes da espécie?
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 POLUICAO DE AMBIENTES AQUATICOS

A expansao da ocupacdo humana tem como consequéncia o aumento da
demanda por diversos recursos ambientais importantes, como a agua (GARCIAS;
SANCHES, 2009). No entanto, esse aumento populacional maior do que a natureza
pode suportar leva a escassez desse recurso (MORAES; JORDAO, 2002). Além
deste problema, o ambiente aquatico tem sofrido com o0 aumento da concentracao e
da variedade de poluentes, 0 que afeta gravemente a qualidade dessa agua.

Esses poluentes sdo provenientes das mais diferentes fontes, como efluentes
industriais e hospitalares, atividades agropecuarias, descarte incorreto de lixo toxico,
derrames de petréleo e atividades de mineracdo. Nem todos sdo despejados
diretamente na agua, porém alguns podem alcancar o meio aquatico por meio da
chuva, irrigacao de areas agricolas, por percolacédo do solo ou volatilizacdo (ARIAS et
al., 2007).

Dentre as categorias recentes de poluentes encontram-se os desreguladores
endocrinos. Pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América
(USEPA), estes sao “agentes exdgenos que interferem na sintese, secregao,
transporte, ligacdo, acao ou eliminagdo dos horménios naturais” (USEPA, 1997). O
IPCS (Programa Internacional de Seguranca Quimica), juntamente com outras
instituicdes, definiu esses compostos como “substancias exdégenas que alteram o
sistema endoécrino e consequentemente causam efeitos adversos na saude de
organismos, ou em sua prole, ou em (sub)populagdes” (COM, 1999). Em resumo, sao
substancias que interferem na funcdo normal dos horménios (KABIR; RAHMAN;
RAHMAN et al, 2015).

Desreguladores enddécrinos podem atuar no hipotadlamo, pituitaria, gdbnada ou
figado, causando alteragcbes na taxa de desenvolvimento gonadal (KIME; NASH,
1999). Dentre as diversas substancias classificadas como desreguladores encontram-
se 0s metais, como o cadmio, que sdo chamados de desreguladores sintéticos (BILA,;
DEZOTTI, 2007).
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2.2 CADMIO

O cadmio (Cd) é um metal ndo essencial encontrado em pigmentos, em lixo
toxico descartado incorretamente, em residuos associados a mineracao, fundicdo e
galvanoplastia e também na fumaca do tabaco (DAS; MUKHERJEE, 2013). O cadmio
foi descoberto em 1.817, tornou-se muito importante para a industria e € um dos
metais mais toxicos que pode afetar 0 ambiente, mesmo em baixas concentracdes
(MENDEZ-ARMENTA; RIOS, 2007; ZARCO-FERNANDEZ et al., 2016).

No Brasil, a resolugdo 357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), estabelece valores maximos de cadmio total para a agua doce. O limite
de 1 pg.L™ para a4gua doce de classes 1 e 2, destinadas ao abastecimento humano
apos tratamento simplificado e convencional e & recreacdo primaria, e de 10 pg.L™
para classe 3, destinadas ao abastecimento humano apds tratamento convencional
ou avancado e a recreacdo secundaria (CONAMA, 2005). Ha relatos de hepato e
nefrotoxicidade em peixes causadas por essas concentracfes (PEREIRA et al.,
2016). No entanto, concentracfes maiores que as permitidas ja foram encontradas
em ecossistemas aquéticos dulcicolas brasileiros, que vdo desde 14 até 813 ug.L™
(RIETZLER; FONSECA; LOPES, 2001; LIMA et al., 2015).

Na literatura, ja foram relatados efeitos endocrinos de diferentes concentracdes
de cadmio em diversos organismos, como: alteracbes em sistema reprodutivo de
diferentes espécies de peixes (CANAPA et al., 2007; DAS; MUKHERJEE, 2013; LUO
et al., 2015), na vitelogénese de insetos (CERVERA et al., 2006), em tecido
reprodutivo de aves e mamiferos (MARETTOVA; MARETTA; LEGATH, 2015) e na
metamorfose e diferenciacéo sexual de anfibios (SHARMA; PATINO, 2010).

No caso de peixes, parte desses trabalhos é com machos, por estes serem
mais indicados para expressar efeitos reprodutivos de determinadas substancias,
como as estrogénicas (AMUTHA; SUBRAMANIAN, 2013). Entretanto, € importante
estudar seus efeitos também em fémeas, visto que esses poluentes podem ser
transferidos para os filhotes ou afetarem fatores maternos que séao responsaveis pelo
desenvolvimento precoce do embrido (BILA; DEZOTTI, 2007; BOBE; LABBE, 2010).
Em fémeas de carpa Cyprinus carpio (CYPRINIFORMES: CYPRINIDAE), espécie
exotica cultivada no Brasil, o cadmio foi capaz de inibir a atividade da aromatase
gonadal estimulada por hormdnio luteinizante e a expressdao do gene (DAS;

MUKHERJEE, 2013). Enquanto que em tilapia vermelha, o cadmio foi capaz de inibir


http://www.fishbase.org/summary/OrdersSummary.php?order=Cypriniformes
http://www.fishbase.org/summary/FamilySummary.php?ID=122
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a desova de fémeas, prejudicando o desenvolvimento ovariano (EL-EBIARY; WAHBI;
EL-GREISY, 2013). Porém, dos estudos de fémeas existentes, a maioria é com

espécies exoticas, tornando importante o estudo com espécies nativas.
2.3 USO DE PEIXES COMO ORGANISMOS TESTES

Como o ecossistema aquatico é um dos ambientes que mais recebe carga de
poluentes, 0s peixes se tornaram organismos de risco primario para desreguladores
endocrinos (HACHFI et al., 2012). Algumas espécies sao faceis de serem coletadas
em campo, e outras podem se adaptar mais facilmente as condicGes laboratoriais.
Além disso, tanto em experimento de campo quanto de laboratorio, € possivel coletar
diferentes tecidos para andlise de parametros relacionados a fisiologia desses
animais. Por esses e outros motivos, 0s peixes tornaram-se organismos-modelo em
estudos ecotoxicoldgicos, isto €, em estudos dos efeitos dos mais diversos poluentes.

Dentre as espécies encontradas no Brasil, e utilizadas para estudos de
toxicidade, estd a Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824), conhecida popularmente
como jundiad. Esses animais sdo encontrados do sul da América do Sul ao sul do
México. Rhamdia quelen é espécie ovulipara, ndo possui cuidado parental e alcanca
maturidade sexual com um ano de vida, sdo animais onivoros, de habito noturno, que
habitam lugares calmos e profundos (GOMES et al., 2000).

Jundias ja foram utilizados para avaliar o efeito toxico de xenobibticos em
diferentes condi¢cdes experimentais. Com relacdo aos metais, Mufioz et al. (2015)
aplicaram biomarcadores histolégicos para avaliar o efeito de chumbo em diferentes
tecidos. Pereira et al. (2016) testaram os efeitos do cadmio sobre parametros
fisiolégicos e genotoxicos. Pretto et al. (2014) testaram os efeitos do mesmo metal
sobre o metabolismo de carboidratos e proteinas, enquanto Pretto et al. (2011)
testaram os efeitos das mesmas concentracdes em parametros oxidativos. Efeitos
reprodutivos do cadmio foram avaliados por Witeck et al. (2011), por meio de
motilidade espermaética, fertilizacdo de ovocitos e eclosdo de ovos. Esses trabalhos
demonstram que o uso de um conjunto de biomarcadores em peixes permite avaliar

diferentes efeitos de poluentes.
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2.4 BIOMARCADORES

Biomarcadores ambientais sd@o respostas biologicas quantificaveis dos
organismos frente a poluicdo ambiental, que podem ser celulares, bioquimicas,
moleculares ou fisiologicas (LAM; GRAY, 2003). Neste sentido, 0s peixes possuem
diversos parametros mensuraveis que respondem a contaminacdo ambiental e que
podem indicar alteracbes a nivel reprodutivo, provocadas pelos desreguladores
enddcrinos.

A reproducdo de peixes é regulada pelo eixo Hipotalamo-Pituitaria-Génada-
Figado (HPGF, FIGURA 1). Fatores ambientais, como o fotoperiodo, e fisiologicos,
como 0s neurotransmissores, causam diferentes estimulos no cérebro desses
animais. O hipotalamo, localizado na base do cérebro, produz o hormonio liberador de
gonadotrofina (GnRH), que estimula a liberacdo de duas gonadotrofinas pela
pituitaria: o horménio luteinizante (LH) e o horménio foliculo estimulante (FSH). Essas
gonadotrofinas estimulam a maturacédo gonadal e a liberacdo de hormonios esteroides
pelas gbnadas (HACHFI et al.,, 2012). Um desses hormbnios €& o estradiol,
responsavel por regular a producdo de vitelogenina. Esta € uma proteina sintetizada
no figado e transportada por corrente sanguinea até as gbnadas, nas quais sera a
precursora do vitelo, cuja funcao é servir de reserva energética para os embridées nos
ovocitos (CANAPA et al., 2007). Dessa forma, a quantificacdo ou deteccdo de
hormoénios e efeitos no tecido de producdo de vitelogenina podem ser considerados
como biomarcadores de desregulacdo enddcrina.

Os niveis de estradiol séo relacionados com a aromatase, uma enzima do
complexo do citocromo P450 que é responsavel pela conversdo de andrégenos em
estrogenos. Em teledsteos, esta é expressa por dois diferentes genes que codificam
para duas diferentes isoformas: cypl9ala e cypl9alb (MILLS et al., 2014). A
cypl9ala é mais encontrada nas gbnadas (AROA), sendo a responsavel pela
conversdo hormonal diretamente neste tecido. Ja a cypl9alb, a aromatase cerebral
(AROB), além da funcdo de diferenciagdo sexual, também é responsavel pela
neurogénese, pelo reparo cerebral e pelo comportamento sexual dos organismos
(BRETON et al., 2015). Essa enzima pode ser avaliada por diferentes métodos, como
a expressao génica por meio da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction -

Reacdo em Cadeia da Polimerase) em tempo real (HINFRAY et al., 2008).
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FIGURA 1: Representacao simplificada da regulacdo da reproducéo pelo eixo Hipotadlamo-Pituitaria-
Gobnada-Figado (HPGF) em peixes.

Fatores
ambientaise
fisiologicos .
HIPOTALAMO
l GnRH
PITUITARIA
Gonadotrofinas
{LH e FHS)
/ \ Vitelogenina
Maturacéo Liberacéo de
gonadal hormonios

l l / FIGADO

Testosterona Estradiol

FONTE: Baseada em HACHFI et al. (2012).

Dessa maneira, muitos sdo o0s parametros relacionados ao eixo HPGF que
podem ser utilizados como biomarcadores de desregulacdo enddcrina. A integridade
e funcionamento dos tecidos a ele relacionados também podem, entdo, serem
analisados como forma de entender os mecanismos e niveis pelos quais um
desregulador endocrino esta agindo. Biomarcadores bioquimicos, genotoxicos e

morfolégicos podem ser empregados para se avaliar esse tipo de efeito.

2.4.1 Biomarcadores bioquimicos

Ao ser absorvido pelo organismo, um xenobiotico pode passar pelo sistema de
biotransformacgéo. Este € composto por duas fases de reacdo, | e Il, compostas por
diferentes enzimas que podem ser utilizadas para se avaliar o efeito do poluente
nesse sistema. Na fase I, ocorrem reacfes de oxidacdo, reducdo e hidrolise, e nela
encontra-se a etoxiresorufina-O-deetilase (EROD), que faz parte do citocromo P450.

Na fase I, ocorrem reagbes de glicuronidacédo, sulfatacdo, acetilagdo, metilagéo e
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conjugacao com a glutationa. A glutationa S-transferase (GST) € uma enzima de fase
Il que conjuga o xenobibdtico, utilizando como co-fator glutationa reduzida (GSH),
tornando o composto mais hidrofilico para ser excretado (OGA; CAMARGO;
BATISTUZZO, 2008).

Outra forma de avaliar os efeitos xenobioticos, no caso de metais, € por meio
das metalotioneinas. Estas representam um conjunto de proteinas de baixo peso
molecular, responsaveis pelo transporte e armazenamento de metais essenciais, pela
desintoxicacdo de metais ndo essenciais, bem como pela protecdo contra espécies
reativas de oxigénio (HIDALGO et al., 2001).

Alguns xenobidticos também podem produzir espécies reativas de oxigénio
(ERO), combatidas pelo sistema antioxidante dos organismos. Entretanto, um
poluente pode afetar os componentes desse sistema, ou produzir ERO em quantidade
muito alta. O cadmio, por exemplo, pode produzir espécies reativas de oxigénio por
interacdes indiretas em pontos criticos das células ou por inibir mecanismos de
protecdo (MENDEZ-ARMENTA; RIOS, 2007). Quando ha um desequilibrio entre a
producdo de ERO e a acdo do sistema antioxidante, causando danos celulares, o
organismo entra em um quadro de estresse oxidativo (LUSHCHAK, 2011).

O sistema antioxidante é composto por diferentes fatores enzimaticos e néo-
enzimaticos, e entre eles se encontram as enzimas superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A SOD é uma metaloenzima,
responsavel por catalisar a dismutacéo do radical superdxido em oxigénio e peréxido
de hidrogénio. No entanto, o peréxido de hidrogénio ainda é téxico para a célula e por
isso precisa ser degradado. Essa degradacdo é realizada por duas diferentes
enzimas: CAT e GPx. A CAT é responsavel por decompor este perdxido em oxigénio
e agua, quando este esta em grandes quantidades na célula. Ja a GPx utiliza a GSH
como co-fator e, além de degradar peroxido de hidrogénio, também é responsavel por
combater outros peréxidos (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; LOPEZ-
MARTINEZ et al., 2008).

Quando esse sistema antioxidante falha ou € insuficiente para combater as
ERO, alguns danos em lipidios e proteinas podem ser causados. A lipoperoxidagcao
(LPO) ocorre por reacdo em cadeia, formando radicais e hidroperoxidos durante o
processo e pode afetar membranas celulares, sendo considerado um dano importante
provocado por poluentes (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; OGA;
CAMARGO; BATISTUZZO, 2008). A formacdo de proteinas carboniladas (PCO) é
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outro dano ocasionado por ERO, por meio da introducao de grupos carbonilas, como
cetonas e aldeidos reativos (MJLLER; ROGOWSKA-WRZESINSKA; RAO, 2011).

2.4.2 Biomarcadores genotoxicos

A deteccdo dos efeitos de agentes genotoxicos presentes no ambiente pode
ser feita por diferentes metodologias e tem se mostrado um método de avaliacédo
adequado por detectar efeitos em baixas concentracbes (FRENZILLI; NIGRO;
LYONS, 2009). A analise de alteracdes nucleares em eritrocitos, como a presenca de
micronucleos, € uma técnica sensivel que pode indicar danos mutagénicos (VAN DER
OOST,; BEYER; VERMEULEN, 2003). J& a analise de quebra de fitas de DNA avalia
tanto efeitos oxidativos, como também pode indicar a mutagenicidade de um
composto. Esta pode ser realizada por meio da técnica de ensaio de eletroforese em
gel de célula Unica (SCGE - Single Cell Gel Electrophoresis), também chamada de

ensaio cometa (LEE et al., 1996).

2.4.3 Biomarcadores morfolégicos

Os processos pelos quais um xenobidtico passa no interior da célula podem
causar danos observados a nivel morfolégico. A histopatologia pode indicar injarias
teciduais ocasionadas durante este processo (AARAB; GODAL; BECHMANN, 2011;
CARRASCHlI et al., 2012).

O céadmio, ao entrar no organismo pelas branquias, se liga as proteinas
plasmaticas no sangue e é transportado ao figado. Chegando neste 6rgdo, o
complexo € degradado, o Cd é liberado e posteriormente se acumula nos rins
(NOGAMI et al., 2000; NORDBERG, 2009). No entanto, pequenas concentracdes ja
foram encontradas em goénadas (LU et al.,, 2012). Como a gdnada é um Orgao
importante para a transferéncia de contaminagéo para geracdes seguintes (TERRA et
al., 2008), principalmente no caso de fémeas, estudos histologicos sao importantes
por indicar possiveis alteracbes na estrutura desse tecido e no desenvolvimento

sexual desses organismos.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874391911001953
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874391911001953
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651312002096
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651312002096
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o potencial téxico do cadmio em fémeas de jundia (Rhamdia quelen), por

contaminacgdo hidrica, com énfase no eixo Hipotadlamo-Pituitaria-Goénada-Figado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Quantificar o cadmio na agua, gébnada e figado de fémeas expostas ao cadmio e

indicar em qual tecido este metal esta se bioconcentrando;

- Verificar possiveis alteracdes no estagio reprodutivo por meio dos indices
gonadossomatico e hepatossomatico e da histologia gonadal de fémeas expostas ao

cadmio;

- Verificar o efeito do cadmio nos niveis plasmaticos de estradiol e testoterona, bem
como na expressao da enzima aromatase cerebral presente no hipotalamo de fémeas

expostas ao cadmio;
- Verificar o potencial genotdxico do cadmio em sangue, gbnada e figado de fémeas;
- Verificar os possiveis danos bioquimicos em gbnada e figado de fémeas expostas

ao cadmio, para inferir sobre os possiveis efeitos destes nas proximas geracfes da

espécie.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 OBTENCAO E MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Foram utilizadas 50 fémeas adultas de Rhamdia quelen provenientes de
piscicultura localizada em Toledo - PR (FIGURA 2), com as medidas (média + erro
padrao): peso = 70,50 + 6,10 g e comprimento total = 20,00 + 0,53 cm. Esses animais
foram alocados no Laboratorio de Toxicologia Ambiental, em tanques de polipropileno
de cor escura, com capacidade para 100 litros, contendo agua filtrada. Durante o
periodo de 30 dias de aclimatacdo, os tanques foram mantidos com aeracao
constante, a sala sob condi¢cdes controladas de temperatura (26 + 2 °C) e fotoperiodo
(12 horas claro / 12 horas escuro) e 0os animais alimentados diariamente com racao
comercial (MP31, Primor, Brasil). O presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) do Setor de Ciéncias Biolégicas da

Universidade Federal do Paranda, sob o n® 912.

FIGURA 2: Exemplar de fémea de Rhamdia quelen.

FONTE: O autor

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Apbs o periodo de aclimatacdo, os peixes foram expostos aos tratamentos por
via hidrica, nos mesmos tanques de polipropileno, com 75 litros de solugéo teste.
Foram usadas quatro concentracdes nominais de cadmio (Cd) sendo elas 0,1; 1; 10 e
100 pg.L™. Essas concentracdes foram escolhidas com base na legislacéo, visto que
1 e 10 pg.L" sdo os valores méaximos de cadmio total permitidos pelo CONAMA
(CONAMA, 2005). Foi utilizado também um grupo controle, o qual continha apenas
agua filtrada, sem adicdo de cadmio. A solugdo de cadmio (400 mg.L™) utilizada
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durante o experimento foi feita a partir de uma solugédo padrao de CdClz (Sigma-
Aldrich) de 1000 mg.L™,

O experimento foi realizado em duplicata, com condicbes controladas de
temperatura e fotoperiodo, totalizando 10 animais por tratamento, que foram
alimentados diariamente com racdo comercial. A cada 24h, 1/3 da agua foi trocada
(25 L), com reposicdo total do poluente, ou seja, um bioensaio semi-estatico. Para
quantificacdo de cadmio total, foram retiradas amostras de agua nos seguintes
tempos de experimento: 0 h, 24 h, 48 h, 7 dias e 14 dias.

Os parametros de qualidade da 4gua como nitrito, oxigénio dissolvido, amonia
e pH foram avaliados durante o experimento, por meio de kit testes Labcon®. Os
valores (média + erro padrdo) desses parametros foram: nitrito (1,19 + 0,26 ppm),
oxigénio dissolvido (5,24 + 0,99 ppm), amodnia téxica (<1,5 ppm) e pH (6,7 = 0,02),
sendo todos considerados adequados.

Apés 15 dias de exposicao, os animais foram anestesiados com benzocaina
1% e tiveram o0 sangue coletado, separado para as analises genotoxicas e
posteriormente foi centrifugado e o plasma destinado a quantificacdo hormonal. Apos
a retirada de sangue, a seccdo medular foi realizada como forma de eutanasia e 0s
animais foram medidos e pesados. Entdo, a gbnada (FIGURA 3A), o figado (FIGURA
3B) e o hipotadlamo (FIGURA 4) foram retirados.

A gbnada foi destinada aos biomarcadores bioquimicos (GST, SOD, GPX,
GSH, LPO e MT), ao biomarcador genotdxico (ensaio cometa), histologia e dois pools
de cinco animais para a quantificacdo quimica. O figado foi destinado aos
biomarcadores bioquimicos (EROD, GST, SOD, CAT, GPx, GSH, LPO, PCO e MT),
ao biomarcador genotoxico (ensaio cometa) e dois pools de cinco animais para a
quantificacdo quimica. E o hipotalamo foi armazenado para a expressdo da

aromatase cerebral.
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FIGURA 3: Gbnada (A) e figado (B) de fémea de Rhamdia quelen.

B

FONTE: O autor.

FIGURA 4: Encéfalo de Rhamdia quelen, com seta indicando o hipotalamo em formato de U ou
ferradura.

FONTE: O autor.

4.3 CONCENTRACAO DE CADMIO

Tubos de 50 ml passaram pelo processo de descontaminacdo de metais, 0
qual consistiu na lavagem por Extran 3 %, seguido de 24h em &cido nitrico, para o

armazenamento das amostras destinadas a quantificagdo quimica.
4.3.1 Agua
Durante os tempos de exposicdo 0 h, 24 h, 48 h, 7 dias e 14 dias, 50 ml de

agua de cada tratamento foram coletadas para a quantificacdo de cadmio. Essas
amostras foram fixadas com 100 pl de acido nitrico e mantidas a 4°C até a
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quantificacdo do cadmio total. Para este procedimento foi utilizada uma solugéo
padrédo contendo 1000 mg.L™ de Cd (AccuStandard), preparada com &gua deionizada
de sistema Mili-Q. A curva analitica, incluindo o branco, foi preparada em meio de
HNOs 1 % (v/iv) na faixa de concentracdo de 0,001 a 0,1 mg L™* de Cd. Para a
determinacdo de cadmio nas amostras, foi utilizada a espectrometria de emisséo
Optica com plasma indutivamente acoplado (Inductively Coupled Plasma Optical

Emission Spectrometry — ICP-OES), com limite de deteccéio de 1 pg.L™.
4.3.2 Gobnada e Figado

Apos 15 dias de exposicao, fragmentos de gbnada e figado foram mantidos a -
80°C, totalizando dois pools de cinco animais por tratamento. Desse material, 500 mg
foram transferidos para tubos criogénicos descontaminados, 0s quais permaneceram
em estufa a 60 °C até a secagem total. ApOs esse processo foram adicionados acido
nitrico supra puro (Merck) 1 N na proporcdo de 1:5 (p/v). Os tubos tampados foram
mantidos em estufa por 48h a 60 °C para digestdo acida (ALVES; WOOD, 2006).
Essa solucao foi centrifugada e o sobrenadante foi diluido em HNO3; 1% para
quantificacdo do cadmio em espectrofotbmetro de absorcdo atdmica (Perkin Elmer
A700), por método de atomizacao eletrotérmica acoplado ao forno de grafite. O limite
de deteccdo do método utilizado foi de 0,1 pg.L™*. Um curva padrdo foi preparada a
partir de uma solucdo padrdo de 1 mg.L™ (Specsol) com certificacdo do National
Institute of Standards and Technology (NIST).

4.4 INDICES GONADOSSOMATICO E HEPATOSSOMATICO

Os indices gonadossomatico (IGS) e hepatossomatico (IHS) foram calculados

seguindo a equacéo a seguir:

Peso da gonada ou figado
g fig x 100

Peso corporal


http://www.nist.gov/
http://www.nist.gov/
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4.5 QUANTIFICACAO HORMONAL

O sangue coletado foi centrifugado (2000 x g, por 10 minutos) para se obter o
plasma, que foi armazenado em freezer -80°C até a analise. Os niveis de estradiol e
testosterona foram mensuradas usando ensaio imunoenzimatico de microparticulas
(AXSYM Abbott). Os resultados foram expressos em pg.mL™ para estradiol e ng.mL™

para testosterona.
4.6 BIOMARCADORES MOLECULARES

Para a analise de expressdo génica da aromatase cerebral, o hipotdlamo foi
mantido em microtubos livres de RNAse em freezer — 80°C. Posteriormente, o0 RNA foi
extraido com auxilio de minikit RNeasy (QIAGEN), seguindo o protocolo do fabricante
até se obter o RNA total da amostra. Apds esse processo, o material foi quantificado
em aparelho Nanodrop e cerca de 4 ng/uL foram tratados com a enzima DNAse |
(Invitrogen), afim de garantir que as amostras estivessem livres de DNA.

Por transcricéo reversa, o0 RNA obtido foi transformado em DNA complementar
(cDNA) com kit Reverse Transcription System (Promega), pelo qual foram
adicionados enzima, tampdo e nucleotideos as amostras, para que a fita
complementar fosse sintetizada. Apo6s a adicdo dos reagentes, as amostras foram
submetidas ao ciclo térmico de 20 °C por 10 minutos, 45 °C por 45 minutos, 95 °C por
5 minutos, transferidas para o gelo e posteriormente diluidas para 8 ng/uL para a
realizagdo da PCR em tempo real (RT qPCR).

Para a RT gPCR, foi utilizado o reagente Power SYBR® Master Mix (Applied
Biosystems), que contem corante que se liga a cadeia dupla de DNA e emite
fluorescéncia, além da AmpliTag Gold® DNA polimerase, enzima que faz a
amplificacdo do material, e demais reagentes necessarios para a reacdo. Ao Power
SYBR® foram adicionados os iniciadores (forward e reverse previamente
desenhados) e agua livre de RNAse. Apos a adi¢do de 20 pL desse mix e de 5 pL de
amostra em cada reacéo, a placa de PCR (Placa MicroAmp® Fast Optical 96-Well
Reaction with Barcode) foi submetida ao ciclo térmico no aparelho StepOnePlus Real
Time PCR System. Esse ciclo consistiu em uma etapa de 10 minutos a 95 °C, com 40

ciclos de 95 °C por 15 segundos, 59 °C por 15 segundos e 72 °C por 40 segundos.
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Apébs esse processo, foram submetidos a 95 °C por 15 segundos e 60 °C por um
minuto.

Para os célculos da expressdo do gene de interesse, genes de referéncia,
chamados de normalizadores, sdo necessarios. Para essa normalizacdo, foram
utilizados os genes do fator de elongagdo 1a, da 3 actina e do 18 S. Os calculos
foram feitos por 2ACt (DERVEAUX; VANDESOMPELE; HELLEMANS, 2010), corrigido
para a eficiéncia de cada iniciador. Como foram utilizados trés genes normalizadores,
um fator de normalizacéo foi calculado baseado em Vandesompele et al. (2002),
utilizando média geométrica. A quantidade relativa foi calculada pela divisdo entre o
gene de interesse e o fator de normalizagao.

4.7 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

As amostras de gonada e figado retiradas para os biomarcadores bioquimicos
foram mantidas em freezer -80°C até o momento da homogeneizacao. Cerca de 150
mg de tecido gonadal e hepatico foram homogeneizados em tampao fosfato de
potassio (0,1 M e pH 7,0), em proporcéo de 1:10, e centrifugadas a 15000 xg por 30
minutos a 4°C. Do sobrenadante foram feitas aliquotas de acordo com a necessidade
de cada biomarcador. Para as metalotioneinas, 35 mg de tecido foram
homogeneizadas em tampéao Tris-HCl/sacacore (20mM/500 mM, pH 8,6), seguindo a
mesma proporc¢ao e centrifugacdo do restante das amostras. As aliquotas de todas as

analises foram mantidas refrigeradas a -80°C.
4.7.1 Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD)

Para a atividade da EROD foi utilizado o método de Burke e Mayer (1974), pelo
qual hda a determinacdo da resorufina proveniente da metabolizacdo da 7-
etoxiresorufina pela EROD. Para esta analise sdo utilizados dois comprimentos de
onda: 530 nm para excitagdo e 590 nm para emisséao.

Em microplacas escuras, 50 pl de amostras foram pipetadas, sendo
adicionados 200 ul da solucéo de 7-etoxiresorufina (Tampéao Tris /NaCl 0,1 M pH 7,5;
7-etoxiresorufina 2,6 pM). Apdés 5 minutos, 10 ul da solugdo de NADPH (2,6 mM)
foram adicionados e, por 10 minutos, a fluorescéncia foi mensurada. A leitura foi

realizada em espectrofotdmetro e a atividade foi expressa em fmol.min™*.mgproteina™.
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4.7.2 Glutationa S-Transferase (GST)

Para a atividade da enzima GST foi utilizado o método proposto por Keen,
Habig e Jakoby (1976). O principio desta analise € a conjugacdo do CDNB (1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno) com a GSH pela acdo da GST, que forma um tioéter monitorado
pelo aumento da absorbancia.

Em microplaca, 20 ul das amostras, diluidas para 2 mg/mL de proteina, foram
pipetadas seguidos de 180 pl de solugédo de CDNB (3 mM) e GSH (3 mM). A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro, com comprimento de onda de 340 nm e a atividade

foi expressa em nmol.min™*.mgproteina™.

4.7.3 Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi mensurada de acordo com Gao et al. (1998), baseado
na capacidade da SOD em inibir a autooxida¢céo do pirogalol.

Depois de diluidas (1:5 para gbnada e 1:10 para figado), as amostras foram
divididas em duas aliquotas de 40 pl em tubos de 1,5 ml e adicionados 885 ul de
tampao TrissEDTA (1 M/5 mM, pH 8,0). Em um tubo de cada amostra foram
adicionados 50 uL de pirogalol (15 mM), incubados por 30 minutos e a reagao foi
interrompida com 25 pL de HCI 1N. Desta reagdo, 300 uL foram pipetados em
triplicada na microplaca e a leitura realizada em espectrofotometro a 440 nm. O tubo
restante de cada amostra passou pelo mesmo processo, no entanto sem a etapa de
incubacdo, sendo considerado o controle da amostra. A atividade da SOD foi
expressa em U de SOD. mgproteina™, na qual cada unidade (U) equivale a

quantidade de SOD que inibe a auto-oxida¢éao do pirogalol em 50%.

4.7.4 Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi baseada em Aebi (1984), no qual a enzima degrada o
peréxido de hidrogénio, seu substrato, e esse consumo € mensurado.

Apés a diluigéo (1:5), 5 yL foram pipetados de amostra e adicionados 295 pL
de solucéo reacédo (Tampéao Tris 1M / EDTA 5mM pH 8,0; peroxido de hidrogénio 30%
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e dgua). Por um minuto, as amostras foram lidas em espectrofotbmetro a 240 nm, e

os resultados foram expressos em pmol. min™*.mgproteina™.

4.7.5 Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi baseada em Hafeman, Sunde e Hoekstra (1974). A
reducdo da GSSG em GSH, pela GR em presenca de NADPH, promove queda de
absorbancia a 340 nm. A velocidade de oxidacdo do NADPH é proporcional a
producdo de GSSG, pela GPx, na presenca de H,0..

Em 10 pL da amostra em microplaca foram adicionados 130 pL de meio de
reacao (tampao fosfato de sodio 0,1M, pH 7,0; 3,0769 mM de azida sédica; 0,3077
mM de NADPH; 3,0769 mM de GSH e 1,54 U.mL™ de glutationa redutase). Apés 2
minutos, 60 pL de solugcao de H,O, (1,5 mM) foram adicionados. Imediatamente, foi
realizada a leitura da placa em espectrofotdmetro a 340 nm e a atividade expressa em

nmol. min™.mgproteina™.

4.7.6 Glutationa Reduzida (GSH)

A concentracdo de GSH foi mensurada baseado no método de Sedlak et al.
(1968). Em aliquotas de 100 pL de amostra foram adicionados 25 pL de &acido
tricloroacético a 50% (TCA) para precipitar as proteinas e separa-las do GSH, e entao
centrifugados a 10000 x g por 10 minutos, a 4°C. Desse material, 25 pL foram
pipetados na microplaca, juntamente com 115 pL de tampéo Tris Base (0,4 M e pH
8,9) e 10 pL de DTNB (acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzéico a 2,5 mM). Apds um
minuto, as amostras foram lidas em espectrofotobmetro, a 415 nm e a concentracéo

expressa em pug GSH.mgproteina™.

4.7.7 Lipoperoxidacao (LPO)

Para a lipoperoxidacao, hidroperoxidos foram quantificados pelo método FOX
(Ferrous Oxidation / Xylenol Orange Method), proposto por Jiang, Hunt e Wolff (1992).
As amostras foram ressuspendidas em metanol (1:1) e centrifugadas a 5000 x g por 5
minutos, a 4 °C. Desse sobrenadante, 100 pL foram transferidos para novos

microtubos e adicionados 900 pL da solugdo reagdo de FOX (laranja de xilenol 100
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MM, H,SO4 25 mM, BHT 4 yuM, sulfato ferroso amoniacal 250 yM, metanol 90%). Apés
incubacédo de 30 minutos no escuro, 300 pL foi pipetados em microplaca e lidos em
espectrofotometro a 560 nm. Os resultados da lipoperoxidacdo foram expressos em

umol de hidroperéxidos.mgproteina™.

4.7.8 Proteinas carboniladas (PCO)

Para quantificar as proteinas carboniladas, foi utilizado o método de Levine et
al. (1994), no qual o DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina) reage com proteinas
oxidadas/carboniladas, do tipo aldeido e cetona, formando dinitrofenil hidrazonas, que
séo detectadas.

Duas aliquotas de 100 pL de cada amostra foram utilizadas. Em uma delas, a
amostra teste, foram adicionados 250 pL de DNPH (10 mM, HCI 2,0 M). Na outra
aliquota, o branco, foram adicionados 250 pL de HCI (2,0 M). Ambas foram mantidas
em banho-maria, a 90 °C, por 30 minutos e entdo colocadas em gelo. Em seguida,
foram adicionados 350 pL de TCA 28 % e as amostras foram centrifugadas a 9000 x g
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, o material foi ressuspendido em 500
puL de etanol/acetato de etila (1:1), centrifugado a 9000 x g por 10 minutos e o
sobrenadante novamente descartado. Essa lavagem em etanol/acetato de etila,
seguida de centrifugacao, foi repetida mais uma vez. O material foi novamente
ressuspendido, mas dessa vez em 500 pL de cloreto de guanidina (3,0 M),
centrifugado a 3000 x g por 3 minutos e 150 pL do sobrenadante foi pipetado em
microplaca e lido em espectofotdmetro a 363 nm. Os resultados foram expressos em

[hidrazonas] pmol.mgproteina™.

4.7.9 Metalotioneinas (MT)

A concentracdo de metalotioneinas foi analisada pelo método de Viarengo et
al. (1997), que determina o contetdo de sulfidrilas presentes nas metalotioneinas.

Para esta andlise foram feitas varias lavagens do material. Inicialmente, em
300 pL de amostra foram adicionados 342 pL de solugdo composta por etanol e
cloroférmio. Este material foi centrifugado a 6000 x g por 10 minutos a 4 °C. 490 uL

deste sobrenadante foram transferidos para novos microtubos, neles adicionada uma



33

solugdo composta por etanol e HCI e foram mantidos em - 20°C por 60 minutos.
Depois de novamente centrifugada, o sobrenadante foi descartado e o material
ressuspendido em solucdo com etanol, cloroférmio e tampao Tris-HCI (20 mM). O
material foi novamente centrifugado, o sobrenadante descartado e o precipitado foi
ressuspendido em 50 pL de NaCl (250 mM) e 50 pL de EDTA Sédico (EDTA a 4 mM
e HCl a 1,0 M). A esse material foram adicionados 1000 pL de solugéo de Ellman
(DTNB; metanol; e tampéo fosfato de sédio 0,2 M saturado de NaCl 2,0 M). Depois de
centrifugado a 3000 x g por 5 minutos, 300 pL do sobrenadante foi transferido para
microplaca em triplicata e lido em espectrofotometro a 412 nm. Os resultados foram

expressos em ug.mg proteina™.
4.7.10 Concentracao de proteinas

As proteinas das amostras foram quantificadas seguindo o método de Bradford
(1976). Devido a diferenca no tampao de homogeneizacao, foram realizadas analises
de proteina para a metalotioneina (diluicdo 1:30) e outra utilizando o tampé&o fosfato
de potassio pH 7,0 (diluicdo 1:20). Depois de diluidas, 10 yL de amostra foram
pipetados em microplaca juntamente com 250 yL de solu¢do de Bradford e lidos em

espectrofotometro em 620 nm.
4.8 BIOMARCADORES GENOTOXICOS
4.8.1 Alteragbes morfolégicas nucleares

O teste do micronucleo pisceo foi realizado de acordo com Hooftman e De
Raat (1982). Para cada organismo, 2.000 eritrécitos foram examinados em ampliacao
de 1.000x, e registrada a presenca de micronucleos e anormalidades morfologicas
nucleares manifestadas em mudancas na forma eliptica do nucleo. A frequéncia de

micronucleos e anormalidades (“blebed”, “lobed”, “vacuolated”, “notched”, binucleo) foi

analisada de acordo com Carrasco, Tilbury e Myers (1990).
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4.8.2 Ensaio cometa

Em fragmentos de gbnada e figado foram adicionados 250 uL de soro fetal
bovino e em 10 pL de sangue foram adicionados 500 yL de soro para a realiza¢do do
ensaio cometa. Esta analise seguiu o protocolo de Speit e Hartmann (2005)
modificado por Ramsdorf et al. (2009). 20 pL dessa suspensdo celular foram diluidos
em agarose de baixo ponto de fusédo 0,5 % e colocados em lamina de microscopio
pré-revestida com uma camada de agarose de ponto de fusdo normal (1,5%). Durante
24 h essas laminas foram mantidas em 4°C em solu¢do composta por Triton X100 a
1% v/v, DMSO a 10% v/v e solucéo de lise de 89% v/v (NaCl 2,5 M; EDTA 0,1 M; Tris
0,01 M; NaOH a 0,2 M; N-lauroilsarcosina sal sodica 0,034 M, pH 10). ApGs esse
processo, as laminas foram submetidas a eletroforese horizontal, com solucdo de
NaOH (10N) e EDTA (200 mM), pH > 13, 4 °C, durante 20 min e a eletroforese
ocorreu a 300 mA e 1V / cm durante 25 min. ApOs esse processo, as laminas foram
lavadas trés vezes durante 5 minutos com HCI Tris (0,4 M; pH 7,5) a 4 °C, fixadas
durante 5 minutos em etanol absoluto e coradas com 0,02 ug/ml de brometo de etidio.

As quebras nas cadeias de DNA foram marcadas com auxilio de microscépio
de epifluorescéncia, com uma ampliacdo de 400x. 100 nucleoides foram avaliados
visualmente de acordo com a intensidade da cauda e determinado um valor de 0, 1, 2,
3 ou 4 (0 para um nucleoide intacto e gradualmente até o dano 4). Assim, a
pontuacdo total de 100 nucleoides poderia variar de 0 (todas em bom estado) para
400 (todos em dano maximo) (COLLINS; MA; DUTHIE, 1995). Os cometas com
pequena ou inexistente cabeca e grandes caudas difusos, ndo foram considerados
porque eles estdo associados com a morte celular (OLIVE; FRAZER; BANATH, 1993;
FAIRBAIRN et al., 1996; FRENZILLI; NIGRO; LYONS, 2009).

4.9 BIOMARCADORES MORFOLOGICOS

Parte da gbnada de cada animal foi fixada em solucdo ALFAC (&lcool 80%,
formol e acido acético glacial) por 20 horas. Depois, foram desidratados em série
alcodlica, diafanizadas em xilol e incluidas em Paraplast®. Em microtomo manual,
com espessura de 7 um, foram cortadas e posteriormente coradas com hematoxilina-
eosina (HE). No processo de coloracdo, as laminas passaram por xilol, série alcéolica

decrescente e por ultimo em agua. Essas laminas foram colocadas em hematoxilina



35

(corante basico) por 2 minutos, lavadas em agua corrente por 10 minutos,
mergulhadas em &gua destilada e transferidas para a eosina (corante &cido) por 2
minutos. Depois, foram novamente desidratadas e série alcoOolica crescente,
diafanizadas em xilol e montadas com resina Entellan®. Posteriormente, as laminas

foram analisadas em microscopia de luz quanto ao estagio gonadal.

4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados dos biomarcadores foram submetidos individualmente a andlise de
modelo linear generalizado (GLM), sugerida para dados ecotoxicoldgicos (SZOCS;
SCHAFER, 2015). Os modelos foram ajustados através de distribuicdes de erro das
familias Gamma, Gamma (log), Gaussiana Inversa e Poisson, escolhidos de acordo
com o Critério de Akaike, utilizando as bibliotecas MASS (VERNABLES; RIPLEY,
2002) e effects (FOX, 2003). Apds a escolha do modelo, foi realizada Anélise de
Variancia (ANOVA) unifatorial, utilizando contrastes de Tukey (p < 0,05) para as
comparacdes a posteriori através da biblioteca multcomp (HOTHORN; BRETZ;
WESTFALL, 2008).

Andlise Multivariada Permutacional de Variancia (PERMANOVA) e
Escalonamento Multidimensional Nao Meétrico (NMDS) foram realizadas para a
comparacao integrada de todos os biomarcadores e para averiguar a distribuicdo dos
grupos em apenas duas dimensdes, respectivamente. Foram utilizadas as bibliotecas
MASS e vegan (OKSANEN et al., 2015), com 999 permutacgdes para a PERMANOVA.

Todas as andlises estatisticas mencionadas foram realizadas em ambiente R

(versao 3.2.2).
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5 RESULTADOS

5.1 CONCENTRACAO DE CADMIO

5.1.1 Agua

Na agua, no tratamento controle néo foi encontrado cadmio e, devido ao limite
de deteccdo do método, também ndo foi detectado no grupo de 0,1 pg.L™. Nos
tratamentos de 1, 10 e 100 pg.L™, as concentracdes médias de cadmio total (+ erro-
padrdo) foram 1,75 (+ 0,16); 18,68 (+ 2,29) e 187,90 (+ 28,22) ug.L™,
respectivamente. Este resultado indicou que a concentracdo de cadmio total foi

superior a concentragdo nominal proposta.
5.1.2 Gobnada e figado

No tecido gonadal (TABELA 1) foram encontradas baixas concentragdes de
cadmio se comparados ao tecido hepatico (TABELA 1), conforme representado na
FIGURA 5. Nos tratamentos de 10 e 100 pg.L™, a concentracdo média de cadmio total

no figado foi 2 e 4 vezes maior do que na gbnada, respectivamente.

TABELA 1: Concentragdes de cadmio dos tecidos gonadal e hepético, por tratamento, expressos em
ug.g™ de tecido seco (n = 2).

Concentra¢do nominal

de cadmio na agua Gobnada Figado
(Mg.L™)
0 0,0012/0,0214 0,0232/0,0508
0,1 0,0060/0,0107 0,0252/0,1131
1 0,0039/0,0222 0,1601/ 0,3680
10 0,0263/ 0,0806 1,7020/ 2,2670

100 0,0825/0,1084 5,0900 / 2,7640
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FIGURA 5: Concentracdes médias de cadmio e minimos/maximos, em pg.g™, em gonada e figado de
fémeas expostas ao cadmio (n = 2).
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5.2 INDICES GONADOSSOMATICO E HEPATOSSOMATICO

O indice gonadossomatico (FIGURA 6A) ndo apresentou variacdes entre 0s

grupos testados, bem como o indice hepatossomatico (FIGURA 6B).

5.3 QUANTIFICACAO HORMONAL

Os niveis plasmaticos de estradiol e testosterona ndo apresentaram variacdes

significativas entre os grupos testados (FIGURA 7).
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FIGURA 6: indice gonadossomatico (A) e hepatossomatico (B) de Rhamdia quelen expostas ao cadmio
por 15 dias (n = 6 a 10). Os resultados estdo graficamente expressos em média + erro padrdo e letras
diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05).
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FIGURA 7: Niveis plasmaticos de estradiol (A) e testosterona (B) de fémeas de Rhamdia quelen
expostas ao cadmio por 15 dias (n =4 a 5). Os resultados estédo graficamente expressos em média +
erro padréo e letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05).
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5.4 BIOMARCADORES MOLECULARES

A expressdo da enzima aromatase cerebral no hipotdlamo ndo apresentou
alteracdes significativas, porém foi observada uma reducéo de 53 % e 82% na sua
expressdo média em 10 e 100 pg.L* em relacdo ao controle, respectivamente
(FIGURA 8).
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FIGURA 8: Expressao relativa da aromatase cerebral no hipotalamo de fémeas de Rhamdia quelen
expostas ao cadmio por 15 dias (n = 4 a 5). Os resultados estédo graficamente expressos em média +
erro padréo e letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05).
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5,5 BIOMARCADORES BIOQUI'MICOS
5.5.1 Gobnada

No tecido gonadal, a GST, a GPx e a LPO né&o apresentaram diferencas entre
os tratamentos. A SOD apresentou um aumento em sua atividade em 100 pg.L™ em
relacdo ao grupos de 0,1 e 10 pg.L™, enquanto que a GSH apresentou um aumento
no grupo de 1 pg.L™ em relacdo ao de 0,1 pg.L™*. As metalotioneinas sofreram
reducdo significativa de 86 e 99 % nos tratamentos de 10 e 100 pg.L™,

respectivamente, se comparados ao controle (FIGURA 9).
5.5.2 Figado

No figado, as enzimas EROD (FIGURA 10A) e GST (FIGURA 10B) néo
apresentaram alteracbes em suas atividades entre os tratamentos, bem como o co-
fator GSH (FIGURA 10C). A SOD (FIGURA 10D) apresentou aumento significativo
nos tratamentos de 1, 10 e 100 pg.L™?, sendo este de 200 % na Ultima concentrac&o,
ao contrario da CAT (FIGURA 10E) e da GPx (FIGURA 11A) que ndo apresentaram
alteracdes. Ocorreu um aumento de 90% da lipoperoxidagéo na ultima concentracao
(FIGURA 11B), ao contrario da PCO que nédo apresentou alteracdo (FIGURA 11C). A
concentracdo de metalotioneinas sofreu uma reducdo significativa de

aproximadamente 70 % na concentracéo de 10 pg.L™ (FIGURA 11D).
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FIGURA 9: Biomarcadores bioquimicos GST (A), GPx (B), LPO (C), SOD (D), GSH (E) e MT (F), em
gbnadas de fémeas de Rhamdia quelen expostas ao cadmio por 15 dias (n = 6 a 10). Os resultados
estdo graficamente expressos em média + erro padréo. Letras diferentes indicam diferenca significativa
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FIGURA 10: Biomarcadores bioquimicos EROD (A), GST (B), GSH (C), SOD (D), CAT (E), em figado
de fémeas de Rhamdia quelen expostas ao cadmio por 15 dias (n = 6 a 10). Os resultados estao
graficamente expressos em média + erro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa
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FIGURA 11: Biomarcadores bioquimicos GPx (A), LPO (B), PCO (C) e MT (D), em figado de fémeas de
Rhamdia quelen expostas ao cadmio por 15 dias (n = 6 a 10). Os resultados estao graficamente
expressos em média * erro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05).
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5.6 BIOMARCADORES GENOTOXICOS

As alteracbes morfolégicas nucleares apresentaram um aumento significativo
em torno de 80% nas trés concentracbes mais altas, se comparadas ao controle
(FIGURA 12A), sendo que a alteracdo mais comum foram os nucleos vacuolados.
Micronucleos estiveram presentes nos grupos de 1, 10 e 100 pg.L™ (TABELA 2).

Para o cometa, ndo foram encontradas alteragdes de danos de quebra do DNA
no sangue (FIGURA 12B), na gonada (FIGURA 12C) e no figado (FIGURA 12D).
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TABELA 2: Frequéncia de alterag6es morfologicas nucleares em eritrcitos de fémeas de Rhamdia
guelen expostas ao cadmio por 15 dias.

Concentragdo
nominalde Cd  “Blebed” “Lobed” “Vacuolated” “Notched” Binlcleo Micronlcleo Total n
(ML)
0 4 0 42 18 0 0 64 10
0,1 8 0 52 14 0 0 74 8
1 17 3 82 20 0 1 123 9
10 12 1 69 4 0 2 88 6
100 20 2 49 39 6 4 120 8

FIGURA 12: Alteracdes morfolégicas nucleares (A) e danos no DNA em sangue (B), gbnada (C) e
figado (D) de fémeas de Rhamdia quelen expostas ao cadmio por 15 dias (n = 6 a 10). Os resultados
estdo graficamente expressos em média * erro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa
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5.7 BIOMARCADORES MORFOLOGICOS

O tecido gonadal avaliado ndo apresentou diferencas quanto ao estagio
reprodutivo dos animais. Todos 0s grupos se mantiveram em estagio de
desenvolvimento, com foliculos ovarianos pré-vitelogénicos (FIGURA 13A) e em
vitelogénese (FIGURA 13B). Estes ultimos foram observados em duas fases: maior
percentual com vesiculas citoplasmaticas (FIGURA 13C) e uma menor frequéncia de
foliculos com granulos de vitelo (FIGURA 13D). Nao foram observadas alteragdes na

estrutura histolégica dos ovarios desses animais.

FIGURA 13: Histologia de génadas de fémeas de Rhamdia quelen expostas ao cadmio. A — Foliculos
ovarianos pré-vitelogénicos; B — Foliculos ovarianos em vitelogénese; C — Foliculos com vesiculas
citoplasmaticas; D — Foliculos com granulos de vitelo. Todas as estruturas citadas estdo apontadas por
seta. Coloragéo H/E.
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5.8 ANALISE MULTIVARIADA

A PERMANOVA apresentou p = 0,003, indicando diferenca entre os grupos,
baseada em uma andlise integrada de todos os biomarcadores testados. O NMDS,
que apresentou stress de 0,2365, demonstrou diferenga espacial entre os pontos que
representam 0 controle para os pontos dos tratamentos,
concentracfes de 1, 10 e 100. O controle se concentrou nos quadrantes inferiores,

enquanto que a maioria dos pontos das concentragdes mais altas se concentrou nos

quadrantes superiores (FIGURA 14).

FIGURA 14: Representagdo grafica de NMDS, com todos os biomarcadores compilados em duas
dimensbes, sendo que as coordenadas representam os escores da analise. Controle = Controle; 0,1 =

0,1 pg.L1=1pg.L™; 10 =10 ug.L™; e 100 = 100 pg.L™.
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6 DISCUSSAO

Metais, como o cadmio, tém potencial de alterar diversos parametros
relacionados a reproducao dos organismos. Neste trabalho, ndo foram encontradas
alteracdes em niveis plasmaticos de horménios ou no tecido gonadal, no entanto,
figado e sangue apresentaram danos oxidativos. O figado é de grande importancia
para as fémeas, pela produgédo da vitelogenina, fazendo com que alteragcées na
homeostase desse 6rgdo afetem também a reproducdo dos organismos (COSTA,
2013).

No presente estudo, a enzima aromatase cerebral de fémeas de Rhamdia
guelen teve uma reducdo expressiva de 82 % em sua média de quantidade relativa
em 100 pg.L™. As duas isoformas da aromatase, gonadal e cerebral, podem ser
expressas diferentemente ao longo do ciclo reprodutivo, podendo variar entre as
espécies. Em peixes Hippoglossus hippoglossus (PLEURONECTIFORMES:
PLEURONECTIDAE), a AROB comeca a ser expressa antes da AROA, anteriormente
a diferenciacao histologica ovariana, enquanto que a AROA possui um segundo pico
de expressdo apds essa diferenciacdo ser observada. Dessa forma, ndo se sabe ao
certo até que ponto cada isoforma da aromatase se envolve na diferenciacdo sexual,
porém ha relatos que esse processo comeca no cérebro, ressaltando a importancia
da aromatase cerebral (MATSUOKA et al, 2006).

Além de estar relacionada ao processo reprodutivo, a AROB também possui
outras funcdes, como a de regulacdo da neurogénese e reparo, por estar localizada
nas células radiais da glia capazes de gerar novos neurénios. Além disso, hormonios
estrogenos produzidos por essa enzima podem ter papel da neuroprotecdo e
regeneracdo, também relacionando a atividade da AROB ao crescimento e a
regeneracao neuronal em teledsteos. Ou seja, 0s niveis de expresséo desta enzima
podem ser produtos de diferentes processos que ocorrem simultaneamente no
cérebro (CHESHENKO et al., 2008, BRETON et al., 2015). Entdo, uma reducao
expressiva dessa enzima pode ter consequéncias para 0 organismo, como afetar sua
neurogénese, tornar o tecido cerebral mais propicio a danos por falta de

neuroprotecao por hormonios, além de afetar a diferenciacdo sexual cerebral desses
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organismos. Assim, crescimento e reproducdo podem ser alterados, levando a danos
a nivel ecoldgico, por serem capazes de reduzir as populacdes.

Outros biomarcadores ndo apresentaram alteracdes significativas, como 0s
indices gonado e hepatossomatico, niveis plasmaticos de hormoénios sexuais, estagio
reprodutivo do tecido gonadal ou danos de quebra de DNA, em exposicéo de 15 dias.
Canapa et al. (2007) sugerem que o cadmio apresenta efeitos retardados em
multiplos niveis do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Génada-Figado (HPGF). Com base
nessa afirmacao, dados experimentais encontrados na literatura mostram que, em um
tempo de exposicdo mais prolongado, alguns efeitos nesses parametros podem ser
observados. Apds exposicdo as concentracbes nominais de 50, 100 e 200 pg.L™ de
cadmio, por 60 dias, fémeas da espécie Oreochromis niloticus (PERCIFORMES:
CICHLIDAE) apresentaram alteracdes histolégicas nos ovarios, bem como aumento
do hormodnio estradiol (LUO et al.,, 2015). Alteracdes nos indices hepato e
gonadossomatico foram observadas em fémeas juvenis de Oreochromis
mossambicus (PERCIFORMES: CICHLIDAE), em exposicéo a 0,1 e 0,15 ug.L™ de Cd
por 50, 100 e 150 dias, encontrando diferentes padres de resposta (AMUTHA;
SUBRAMANIAN, 2013). Assim, tempo de exposicdo ao cadmio de 15 dias é
insuficiente para causar alteracbes em niveis plasméaticos de hormdnios e em indices
relacionados a reproducéo.

Os biomarcadores bioguimicos testados na gbnada, exceto as metalotioneinas,
também néo foram alterados. Esse 6rgdo, por exemplo, apresenta menor atividade
enzimatica da GST se comparado ao rim ou figado (HAMED et al., 2014). Em se
tratando de gbnadas de Oreochromis niloticus, testiculos apresentam uma atividade
maior para GST, GPx e CAT, e maior concentracdo de GSH (HAMED et al., 2016).
Dessa maneira, alteracdes para tais enzimas gonadais femininas se tornam mais
dificeis de serem detectadas em baixas concentracdes de poluentes que podem estar
se acumuladando nesse tecido.

O cadmio apesar de ja ter sido encontrado em gbnadas, pode se concentrar no
tecido hepatico, visto sua alta afinidade pela vitelogenina, proteina produzida no
figado. Em figados de Halobatrachus didactylus (BATRACHOIDIFORMES:
BATRACHOIDIDAE), foi observado aumento desse metal em periodo reprodutivo, no
qual ha maior producédo de vitelogenina (PEDRO et al., 2015). Assim, espera-se que
maiores concentracdes de caddmio estejam no figado, visto que esses animais estdo

em desenvolvimento e a producdo de vitelogenina pode estar maior nesse 6rgao.
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Neste trabalho, apesar de ter um aumento de cddmio nas gbnadas, a maior
concentracdo deste metal se encontrou no figado. LU et al. (2012) relatam que as
maiores quantidades de cadmio estdo presentes em o6rgdos como o figado e
pequenas quantidades se acumulam nas gbénadas. Contudo, ha trabalhos com maior
tempo de exposicédo, como de 60 dias, que demonstram que o Cd tem a capacidade
de se acumular nas génadas e ovos em longo prazo, alterando o desenvolvimento de
embrides e podendo afetar as préximas geracdes da espécie (LUO et al., 2015).

O figado de fémeas se torna um Orgdo importante em se tratando de
reproducdo, visto que a producdo de vitelogenina € um ponto critico para o
desenvolvimento normal de embrides (MURPHY; ROSE; THOMAS, 2005). O cadmio
pode ser inibidor de diferentes enzimas do citocromo P450, como a EROD, ou ainda
atuar aumentando o substrato para a GST (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).
No presente trabalho, ndo foram encontrados efeitos desse metal na atividade da
EROD e da GST presentes no figado de fémeas de Rhamdia quelen. No entanto, sob
as mesmas condicdes, Pereira et al. (2016) encontraram uma reduc¢éo da atividade da
GST neste 6rgdo de machos, mostrando que, entre os sexos, ha diferenciacdo de
resposta na via de biotransformacao de xenobidticos.

Ao contrario do que ocorreu nas gonadas, o cadmio causou estresse oxidativo
em figado de fémeas de R. quelen expostas a 100 pg.L™. Neste estudo, o aumento da
atividade da SOD, sem o aumento proporcional das atividades da CAT e GPx, ou de
outros componentes do sistema antioxidante, como a GSH, causou um desbalanco
oxidativo desses animais. O aumento da atividade da SOD tem como consequéncia
um aumento da producdo de peréxido de hidrogénio, degradado pela GPx e CAT
(VEAL; DAY; MORGAN, 2007; LUSHCHAK, 2011). Como estas ultimas enzimas néo
tiveram suas atividades alteradas, danos de macromoléculas podem ser causados.
N&o foram observados danos em proteinas e no DNA, porém ocorreu peroxidacao
lipidica em 100 pg.L™, demonstrando a hepatoxicidade causada pelo cadmio em
fémeas. O mesmo tipo de dano lipidico foi observado em machos de R. quelen
também expostos a 100 pg.L™* de cadmio (PEREIRA et al., 2016). Em fémeas, esse
tipo de dano pode afetar a reproducdo por alterar a homeostase de um tecido
importante nesse processo. Além disso, a vitelogenina, precursora do vitelo nos
ovocitos, tem lipidios em sua composicdo (HARA; HIRAMATSU; FUJITA, 2016),
fazendo com que danos lipidicos no figado também possam alterar sua conformagéo

e ter efeitos na reproducéo.
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Além destes biomarcadores genotoxicos e bioquimicos, metalotioneinas
também foram testadas. Por se tratar de uma proteina que participa da detoxificacdo
de metais, espera-se que estes induzam sua sintese (VIARENGO et al, 1999). No
entanto, em estudo com figado de fémeas de Gambusia affinis
(CYPRINODONTIFORMES: POECILIIDAE), Huang et al. (2014) encontraram reducgéo
na expressao da MT apos oito dias de exposicdo a 0,25 uM de Cd, sendo que apés
um e trés dias o efeito foi oposto. Neste trabalho com R. quelen, no figado, a MT
apresentou uma reducdo de 70% no tratamento de 10 pg.L™. Em machos expostos as
mesmas condi¢des, ndo foram encontradas alteracbes de MT no figado em 15 dias,
mas um aumento no rim em 100 pg.L™ (PEREIRA et al., 2016). Coyle et al. (2002)
relatam que nem todos os estudos demonstram protecao significativa da MT contra o
Cd no figado, mas que em rim isto é mais observado. No caso da gbnada, esta
apresentou reducdo da MT nos grupos de 10 e 100 ug.L™, justamente os que
apresentaram maiores concentracdes de cadmio. Em trabalhos em com exposicao de
peixes ao cadmio, ndo foram feitas andlises de concentracdo de metalotioneinas em
gbnadas. No entanto, em estudo com moluscos cefalépodes da espécie Octopus
vulgaris (OCTOPODA: OCTOPODIDAE), nao foi encontrada relacdo correspondente
entre o nivel de MT nas gbnadas e a variacdo na concentracao de Cd (RAIMUNDO et
al., 2010). Sabe-se que o cadmio pode alterar a atividade do fator de transcricdo da
metalotioneina por interacdo estrutural, podendo levar a uma reducdo da expressao
dessa proteina (BERTIN; AVERBECK, 2006). No entanto, na literatura ainda néo
foram bem elucidados os mecanismos pelos quais o Cd pode regular negativamente a
expressao das metalotioneinas (SIMONIELLO et al., 2013).

Além dos danos encontrados no figado, o Cd causou alteracbes morfoldgicas
nucleares sanguineas. Ele pode inibir sistema de reparo para pareamentos errados,
que também é responsavel por ativar pontos de controle do ciclo celular ou vias
apoptoticas apos a deteccdo de lesdes. Dessa maneira, lesbes como alteracdes
nucleares podem néo ser detectadas pelo organismo. Zhu et al. (2004) encontraram
alteracdes nucleares em Cyprinus carpio, a partir do quarto dia de exposicdo a 10
ng.L? de cadmio. Cavas, Garanko e Arkhipchuk (2005) observaram alteracdes
nucleares do tipo micronlicleo em peixes das espécies Carassius gibelio
(CYPRINIFORMES: CYPRINIDAE) e Corydoras paleatus (SILURIFORMES:
CALLICHTHYDAE) expostos a 100 pg.L™ por 21 dias. Além de inibir sistemas de

reparo, o Cd também pode levar a apoptose por causar injurias mitocondriais


http://www.fishbase.org/summary/OrdersSummary.php?order=Cyprinodontiformes
http://www.fishbase.org/summary/FamilySummary.php?ID=216
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(BERTIN; AVERBECK, 2006). No presente trabalho, cometas relacionados a
apoptose ndo foram contabilizados, ou seja, a falta de danos de quebra de DNA pode
ser consequéncia da morte celular causada pelo cadmio ja relatada na literatura.

No geral, as concentracdes mais altas de cadmio total na 4gua testadas neste
trabalho apresentaram alteragbes significativas se comparadas ao controle, dado
também evidenciado pela andlise multivariada. Apesar das concentracdes reais
detectadas nos experimentos estarem acima das que foram inicialmente propostas,
diversos trabalhos ainda trazem concentracdes dentro dessa faixa detectada e que ja
sdo encontradas em ambientes aquéticos dulcicolas brasileiros. Em um lago
localizado no Rio Grande do Norte, Barbosa et al. (2010) encontraram 15 pg.L™ de
cadmio no verdo. Rietzler, Fonseca e Lopes (2001) detectaram concentracdes
proximas, de 14 pg.L™ na estacdo seca e de 18 pg.L™ na estacdo chuvosa, em uma
represa mineira. Fernandes et al. (2015) encontraram 60 ug.L™ na microbacia do
Palmital, no Rio de Janeiro. Na bacia do Rio Cassiporé, no Amap4, Lima et al. (2015)
detectaram de 27 até 813 pg.Lt de cadmio em diferentes pontos da bacia,
demonstrando os efeitos da mineracéo por diversos anos na regiao.

O eixo HPGF é um dos maiores alvos de estudos dos desreguladores
enddcrinos, visto que esse controla processos reprodutivos, de grande relevancia
ecolégica por manterem a viabilidade populacional (HACHFI et al., 2012). O cadmio
mostrou que pode afetar este eixo reprodutivo em concentracdes ja detectadas em
ambientes aquaticos, por meio de danos hepaticos e sanguineos. Como o figado é
um tecido com grande importancia na reproducao, principalmente em fémeas, danos
que afetem sua integridade e homeostase podem levar a alteracbes nas proximas
geracdes. Além de ser o responsavel pela vitelogénese, o figado também aloca
reserva energeética para a fase reprodutiva, composta principalmente por lipidios
(COSTA, 2013). Assim, seja por meio de alteracdes na vitelogénese ou em reservas
energéticas causadas pela peroxidacdo lipidica hepatica, o cadmio pode levar a
alteracbes populacionais em consequéncia das alteracBes reprodutivas, podendo

afetar a dindmica populacional e ter efeitos tardios em comunidades e ecossistemas.
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7 CONCLUSOES

O céadmio, em concentracfes ja encontradas em ecossistemas aquaticos
dulcicolas brasileiros, pode afetar o eixo reprodutivo, causando peroxidacao lipidica
no figado e aumentando a frequéncia de alteracbes morfolégicas nucleares no
sangue de fémeas da espécie nativa Rhamdia quelen. O dano de peroxidacéo lipidica
no figado, detectado na concentracdo nominal de 100 pg.L™?, pode afetar a
homeostase desse tecido, importante para a reproducédo por ser o responsavel pela
vitelogénese e pela reserva energética necessaria neste periodo, podendo levar a
implicagbes ecolbgicas, como a reducao da populacéo.
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