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RESUMO

A agua € imprescindivel para a sobrevivéncia humana, mas o
desenvolvimento econGmico e industrial tem causado grandes impactos na
qualidade deste recurso. A contaminacédo do meio hidrico por metais € uma das
causas desse problema, sendo o cadmio (Cd) um exemplo importante dessa
classe de xenobioticos. O Cd se acumula em varios tecidos de peixes, como
figado, rins e branquias, e é capaz de alterar diversos parametros bioldgicos
destes animais. Este estudo teve como objetivo avaliar os potenciais efeitos
toxicos do Cd no rim posterior de peixes fémea da espécie Rhamdia quelen
(Jundid) expostos subcronicamente a concentragcdes nominais do metal (0; 0,1;
1; 10 e 100 pg/l) por via hidrica. Para tanto, foram coletadas amostras de rim
posterior dos animais expostos em ensaio realizado previamente e foram
analisados biomarcadores bioquimicos dos sistemas de biotransformacéo e
antioxidante e de danos oxidativos, assim como um biomarcador de
genotixicidade (ensaio cometa). No grupo exposto a concentracao de 1 ug/l, foi
observada uma elevacao na atividade da enzima glutationa S-transferase (que
pode ser decorrente do aumento de espécies reativas de oxigénio ou ainda
ativacdo dos receptores de hidrocarbonetos de arila). Foi também observado
aumento na atividade da catalase nos grupos expostos as concentracdes 0,1, 1
e 10 pg/l. Nao foram observados efeitos estatisticamente significativos nos
demais biomarcadores bioguimicos ou no biomarcador de genotoxicidade, o que
poderia ser decorrente da ligacdo de alta afinidade do cadmio a vitelogenina
(proteina produzida no figado de peixes fémeas jovens), interacdo que
contribuiria para a retencdo do metal no figado dos animais e retardaria sua
migracdo para o rim posterior. No entanto, a andlise integrada dos
biomarcadores bioquimicos realizada por meio do Indice Integrado de
Biomarcadores (IBR) demonstrou que 0s animais expostos a concentracédo de 1
ug/l apresentaram maior indice de estresse que os do grupo controle. Estes
resultados indicam que o cadmio € capaz de alterar a fisiologia dos organismos
expostos, mesmo em baixas concentracdes, as quais sao permitidas pela
legislacéo brasileira. Desse modo, pode-se inferir que os valores maximos de Cd
permitidos na agua pela legislacéo brasileira ndo sdo suficientes para garantir a
saude dos peixes, uma vez que podem causar desequilibrio metabdlico nestes
organismos.

Palavras-Chave: Biomarcadores. Cadmio. indice Integrado de Biomarcadores.
Jundia. Metal. Peixes. Rim.



ABSTRACT

Water is indispensable for human survival, but economic and industrial
development has caused major impacts on the quality of this resource. The
contamination of the aquatic environment with metals is one of the causes of this
problem, being cadmium (Cd) an important example of this class of xenobiotics.
Cd accumulates in various fish tissues, such as the liver, kidneys and gills, being
also capable of modifying several biological parameters in these animals. The
aim of this study was to evaluate potential toxic effects of Cd on the posterior
kidney of female fish of the Rhamdia quelen species (Jundid) exposed
subchronically to four nominal cadmium concentrations (0,1; 1; 10 and 100 pg/l).
Posterior kidney samples were collected from animals previously exposed to the
metal and biochemical biomarkers of the biotransformation system, antioxidant
system and oxidative damage were analyzed, as well as a genotoxic biomarker
(comet assay). The group exposed to the concentration of 1 ug/l presented an
increase in glutathione S-transferase activity (which may be due to increased
production of reactive oxygen species or activation of the aryl hydrocarbon
receptors). It was also observed increase in catalase activity in the groups
exposed to the concentrations 0,1, 1 and 10 pg/l. Statistically significant effects
on the other biochemical biomarkers or genotoxic effects were not observed,
which could be due to the high affinity binding of cadmium to vitellogenin (protein
produced in the liver of young female fish), an interaction that would contribute to
the metal retention in the liver of the animals and would delay its migration to the
posterior kidney. However, the integrated analysis of the biochemical biomarkers
performed through the Integrated Biomarker Index (IBR) demonstrated that the
animals exposed to the concentration of 1 ug/l presented a higher stress index
when compared with the control group. This result indicated that cadmium can
alter the physiology of exposed organisms, even in low concentrations, which are
permitted by brazilian law. Therefore, it can be inferred that the maximum values
of Cd allowed in water by brazilian law are not sufficient to ensure fish health,
since they may cause metabolic imbalance in these organisms.

Keyword: Biomarkers. Cadmium. Fish. Integrated Biomarker Response Index.

Jundia. Kidney. Metal.
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1 INTRODUCAO

A agua € um recurso de extrema importancia para o ser humano, que,
além de consumi-la de forma direta, utiliza-a para diversas atividades
econbmicas (agricultura, geracdo de energia elétrica, navegacdo) e
recreacionais (MORAES & JORDAO, 2002). No entanto, o0 intenso
desenvolvimento econémico e industrial e a exploracdo desenfreada das fontes
hidricas tém contribuido amplamente para sua degradacdo e do ecossistema
aquatico como um todo (REMOUNDOU & KOUNDOURI, 2009).

As atividades humanas provocam despejos indevidos de xenobioticos
no ambiente aquatico, como poluentes organicos persistentes (policlorobifenilos,
dioxinas, pesticidas organoclorados e hidrocarbonetos policiclicos arométicos)
(VAN DER OOST et al., 2003) e metais toxicos (mercurio, cadmio, chumbo,
cromo, entre outros), que sdo capazes de se bioacumular em tecidos de
organismos aquaticos (PRETTO et al., 2014). O cadmio (Cd), metal largamente
distribuido no meio hidrico, é altamente tdxico, podendo causar danos aos
organismos mesmo estando presente em pequenas quantidades (ALMEIDA et
al., 2001). Algumas das alteracbes causadas por esse e outros xenobidticos nos
individuos podem ser usadas para avaliar o impacto da poluicdo aquatica na
saude dos componentes desse ecossistema (FREIRE et al., 2008), constituindo

uma ferramenta muito Util para a toxicologia ambiental — os biomarcadores.

1.1 CADMIO

O cadmio é um contaminante ambiental presente em pigmentos,
residuos de mineracdo e galvanizacdo, baterias, células fotovoltaicas,
fotocondutores e borracha sintética, por exemplo (GUMPU et al., 2015). A
exposicao cronica a este metal provoca danos principalmente nos rins, pulmdes
e 0ssos em humanos (FRIEDMAN & GESEK, 1994; MUSACCHIO, et al., 2017;
RAHIMZADEH et al., 2017). Também esta relacionado ao desenvolvimento de
necrose e neoplasias em ratos e camundongos (ROE et al., 1964; ALl et al.,
2012), além de inibir um grande namero de sistemas enzimaticos em diversos
organismos (SHEN & SANGIAH, 1995; JAMAKALA & RANI, 2015; WANG et al.,
2015).



Este metal é transportado até os rins, onde é reabsorvido e se acumula
nos tubulos proximais; assim, a exposicdo cronica ao cadmio resulta na
disfuncéo renal e comprometimento do sistema de filtracdo do sangue, como
demostrado em experimentos com camundongos e seres humanos (FRIEDMAN
& GESEK, 1994; BOONPRASERT et al., 2018).

Além disso, o contaminante € capaz de interferir no sistema de defesa
antioxidante em peixes, como evidenciado por Pereira (2014), que observou os
efeitos do Cd por meio de biomarcadores em peixes machos da espécie
Rhamdia quelen (Jundid). Essa interferéncia no sistema antioxidante, decorrente
do aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio, pode resultar em
danos estruturais (como lipoperoxidacdo e carbonilacdo de proteinas).
Pesquisadores demonstraram, por meio de estudos com moluscos bivalves da
espécie Bathymodiolus azoricus, um aumento na atividade das enzimas
superéxido dismutase e catalase nas branquias de individuos expostos ao
cadmio (BEBIANO et al., 2009), enquanto Bouraoui e colaboradores (2008)
observaram que a retencdo do metal no figado de peixes da espécie Sparus
aurata (conhecido popularmente como Dourado) causou elevagéo da atividade
da enzima glutationa-S-transferase e na concentracdo de metalotioneinas. Este
altimo estudo permitiu ainda constatar que o acimulo do cadmio no organismo
€ proporcional a concentracdo do metal no meio e ao tempo de exposi¢cao ao
qual o individuo foi submetido.

Peixes sofrem contaminacdo por cadmio por meio da ingestdao de
alimentos contaminados ou pela absorcdo do cadmio presente na agua através
das branquias (PRETTO et al., 2010). Nestes animais, o cadmio tem efeitos no
crescimento (provoca hipocalcemia, prejudicando o desenvolvimento 6sseo)
(LINS et al., 2010), no metabolismo, na imunidade e na eficiéncia reprodutiva
(ALMEIDA et al., 2001), além de afetar enzimas responsaveis pela eficacia da
neurotransmissdo e por outros processos bioquimicos (metabolizacdo de
xenobidticos e defesa antioxidante) e fisiolégicos basicos (como alteracées nos
niveis de alguns ions — Ca*?) (WRIGHT & WELBOURN, 1994; HOLLIS et al.,
1999).

Gill & Pant (1983), por meio de estudos com peixes da espécie Puntius
conchonius (conhecido como Barbo rosado), verificaram que a exposicao

cronica (90 dias) ao Cd provocou alteragbes metabdlicas nos animais, como



hipoglicemia aguda e hipocolesterolemia acentuada. Estes efeitos metabdlicos,
assim como outros efeitos fisiologicos e bioquimicos podem ser observados
mesmo quando 0s animais Sao expostos a concentracdes subletais do metal, o
que torna as enzimas envolvidas nesses processos bioquimicos biomarcadores

confidveis para avaliar a toxicidade do cadmio (DE LA TORRE et al., 2000).

1.2 BIOMARCADORES

Biomarcadores séo respostas bioldgicas quantificAveis adaptativas a
estressores (NASCIMENTO et al., 2006) que permitem relacionar a exposicao a
um Xxenobiotico e seu efeito toxico no individuo (DE CASTRO & JONSSON,
2012). Cabe ressaltar que biomarcadores séo diferentes de bioindicadores —
bioindicadores sao espécies, grupos de espécies ou comunidades biol6gicas
cuja presenca, abundancia e condi¢cdes podem ser modificadas em resposta a
contaminantes e outras condicfes ambientais (DOS SANTOS, 2013). Por isso,
os bioindicadores sao muito importantes na avaliagdo e no monitoramento da
qualidade do meio em que estéo inseridos (DE CASTRO & JONSSON, 2012).

Varios parametros bioldgicos podem ser usados como biomarcadores,
pois, segundo Amorim (2003, p. 161), “Biomarcador compreende toda
substancia ou seu produto de biotransformacéo, assim como qualquer alteragéo
bioguimica precoce, cuja determinacdo nos fluidos bioldgicos, tecidos ou ar
exalado, avalie a intensidade da exposicdo e o risco a saude”. Desse modo,
pode-se utilizar parametros moleculares (variagdes nas sequéncias de acidos
nucleicos e proteinas), bioquimicos (atividades enzimaticas e antioxidantes néo-
enzimaticos), morfolégicos (desestruturacdo celular, vacuolizacdo, esteatose,
necrose e apoptose), genéticos (quebras no DNA, aberracdes cromossémicas e
micronucleos), imunolégicos (componentes das imunidades inata e adaptativa —
sistema complemento, imunoglobulinas —, ativagcdo de células do sistema
imunoldgico) e fisiologicos (taxa respiratoria, frequéncia cardiaca, niveis iGnicos
no plasma, temperatura corporal e indices hematimétricos) para avaliar a
exposicdo a contaminantes (RYAN & HIGHTOWER, 1996; HANDY &
DEPLEDGE, 1999; JEMEC et al.,, 2009; DURAMAD & HOLLAND, 2011;
COIMBRA et al., 2013; MUSSALI-GALANTE et al., 2013; ROSSI et al., 2016). O

presente trabalho sera baseado principalmente em analises de biomarcadores
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bioquimicos e de genotoxicidade, por isso, estes serédo tratados com maiores

detalhes.

1.2.1 Biomarcadores bioquimicos

Os biomarcadores bioquimicos sdo muito utilizados para detectar ou
avaliar os efeitos subletais de contaminantes em peixes (ALMEIDA et al., 2002),
uma vez que estes animais respondem prontamente a xenobidticos como o
cadmio por meio de alteracbes em suas enzimas dos sistemas de
biotransformacéao e antioxidante (ALMEIDA et al., 2009).

O uso da atividade de enzimas como biomarcador é possivel porque 0s
compostos nocivos apresentam uma elevada afinidade por pares de elétrons
presentes nos aminoacidos que compdem estas proteinas (como 0S grupos
sulfidrila) (BERTIN & AVERBECK, 2006). O cadmio, por exemplo, possui alta
afinidade para grupamentos tiol presentes nas moléculas proteicas (SUWALSKY
et al., 2004). Quando essas substancias se ligam as enzimas, as proteinas
sofrem modificagcbes estruturais e perdem sua conformacgao original, o que pode
resultar na alteracdo ou mesmo perda da sua atividade enzimatica. Os testes
para avaliacdo de atividades enzimaticas sdo, portanto, de grande importancia e
utilidade, sendo muito usados para acompanhar o funcionamento de enzimas de
estresse oxidativo (COGO et al., 2009).

Estudos indicam que o cadmio é capaz de interferir na atividade de
enzimas da fase | (citocromo P450) e da fase Il (glutationa S-transferase) de
biotransformacdo (BOURAOUI et al., 2008), além de induzir a expressdo de
proteinas de ligacdo a metais, as metalotioneinas (SURESH et al., 2015), e
aumentar a ativacdo de sistemas antioxidantes presentes, principalmente, no
figado e no rim dos peixes da espécie Oreochromis niloticus (Tilapia do Nilo)
(EROGLU et al., 2015). Dessa forma, observa-se que os biomarcadores
bioguimicos podem ser ferramentas Uteis na avaliagédo dos efeitos do cadmio em

peixes.
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1.2.1.1 Sistema de biotransformacao

Este sistema compreende as enzimas de fase | e Il do metabolismo
(PEREIRA, 2014). A fase | é responsavel por tornar os xenobidticos mais
hidrofilicos para facilitar sua excrecdo pela urina (PAMPLONA, 2009). Para
tanto, nessa etapa ocorrem reacdes de oxidacdo, reducdo e hidrdlise,
catalisadas por enzimas microssomais monooxigenases (GARCIA, 2016), como
a superfamilia CYP450. Durante a fase Il, ocorre a conjugagdo biossintética
(NASCIMENTO et al., 2006), na qual os compostos resultantes da fase | sdo
conjugados com outras moléculas, como aminoacidos, glutationa reduzida
(GSH) ou outros grupamentos quimicos (acetilacao, glicuronidacéo, metilacao e
sulfatacao) (VICENTINI, 2017).

A glutationa S-transferase (GST) € uma enzima que catalisa a
conjugacao da GSH a compostos eletrofilicos, que podem ser intermediarios do
sistema de biotransformacdo ou radicais de oxigénio (PRETTO, 2010). Sua
atividade neutralizadora das espécies reativas de oxigénio é de extrema
importancia para o sistema antioxidante (BAYSOY et al., 2012). A GST tem sido
utilizada para monitoramento da contaminacado por metais, uma vez que estes
sdo capazes de inibir sua atividade por desestabilizarem as membranas
lisossomais, o0 que provoca liberagcéo de ions acidos e radicais que prejudicam a
acdo da enzima (COGO, 2009). No entanto, em altas concentracdes, o cadmio
€ capaz de elevar a atividade da GST hepatica, o que pode ser explicado pela

diferente acao do metal em diferentes isoformas da enzima (PEREIRA, 2014).

1.2.1.2 Sistema antioxidante

Alguns contaminantes ambientais, como o cadmio, podem levar a
formacado de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o radical superoxido
(Or2), radicais hidroxila (OH") e peréxido de hidrogénio (H202) (ALMEIDA, 2009)
(FIGURA 1). Essas espeéecies podem causar danos aos tecidos e devem,
portanto, ser neutralizadas pelo sistema antioxidante, o qual € composto por
fatores enziméticos (SOD, CAT, GPx) e ndo-enzimaticos (GSH) (VICENTINI,
2017). No entanto, a producdo de EROs pode sobrepor a capacidade do
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organismo de degradar esses componentes, causando o estresse oxidativo
(NISHIYAMA et al., 1998).

FIGURA 1 — REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA REDUGAO DO OXIGENIO
MOLECULAR.

0, £ O; £ s Hzog_e"HOO +HO
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FONTE: Lushchak (2014).

A superéxido dismutase (SOD) tem como substrato o radical superoxido,
o qual reduz a peroxido de hidrogénio (BAYSQY et al., 2012), impedindo que o
O’z reaja com constituintes celulares ou forme outros radicais altamente reativos
(PEREIRA, 2014). Entretanto, o peroxido de hidrogénio formado também pode
ser prejudicial para o organismo, e, por isso, ele é degradado pela catalase (CAT)
e pela glutationa peroxidase (GPx). A catalase, enzima presente nos
peroxissomos da maioria das células, converte o H202 em oxigénio (O2) e 4gua
(H20) (ATLI & CANLI, 2007), enquanto a GPx, principal peroxidase citosélica em
peixes, degrada o radical utilizando-se da glutationa reduzida (GSH) como co-
fator (VAN DER OOST et al., 2003) (FIGURA 2).

FIGURA 2 — ACAO DAS ENZIMAS SOD, CAT E GPX NO SISTEMA ANTIOXIDANTE.

: HO REACAO DE FENTON

REACAQ DE HABER-WEISS

RO o, 2GSH NAPDP*
| GPO
0, 2HO  Hyq GSSG NADPH
DANOS
OXIDANTES

FONTE: Barbosa et al. (2010).
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Sabe-se que o0 cadmio é capaz de afetar o sistema antioxidante de
diversos organismos, causando, por exemplo, deplecdo nos niveis de GSH e
alteracdes nas enzimas desse sistema (CHANDRAN et al., 2005), além de ser
capaz de promover geracdo de EROs (ZIKIC et al.,, 2001). Em um estudo
utilizando Oreochromis mossambicus (Tildpia de Mogambique), Basha & Rani
(2003) observaram uma elevacdo na atividade das enzimas SOD e GPx nos
primeiros dias de exposi¢cdo ao cadmio (7 a 15 dias de exposicéo), tanto no
figado quanto nos rins dos peixes. Esse aumento agudo indica que estas

enzimas podem atuar como uma primeira linha de defesa contra o metal.

1.2.1.3 Metalotioneinas

As metalotioneinas sdo proteinas citosélicas de baixo peso molecular,
ricas em cisteina e, por isso, capazes de se ligarem a metais, auxiliando no seu
transporte (BOURAOQUI et al., 2008). Elas estéo relacionadas a homeostase de
metais esséncias ao organismo, como zinco e cobre, e detoxificacdo de metais
toxicos (MUSSALI-GALANTE et al., 2013), além de que podem atuar na defesa
antioxidante sequestrando e eliminando radicais livres intracelulares (BEBIANO
et al., 2005; LI et al., 2015). Outras funcbes sugeridas as metalotioneinas sao
adaptacdo ao estresse, acdo antiapoptdtica e regulacdo do crescimento
neuronal (ROMERO-ISART & VASAK, 2002). A expressdo dessas proteinas é
induzida pelo aumento do aporte de metais na célula (MUTO et al., 1999), sendo
que diferentes isoformas séo induzidas por diferentes metais (MUSSALI-
GALANTE et al.,, 2013). Por isso, as metalotioneinas sdo biomarcadores
especificos para a contaminacdo por metais, 0 que as torna muito Uteis na
toxicologia ambiental (FREIRE, 2008).

1.2.1.4 Danos oxidativos

Como comentado anteriormente, quando ha um desequilibrio entre a
producdo de EROs e a acéo das defesas antioxidantes do organismo ocorre o
estresse oxidativo. Nessa situagcdo, as espécies reativas podem reagir com
componentes celulares e causar varios danos estruturais a proteinas e

membranas biolégicas (STARK, 2005). A lipoperoxidacédo (LPO) € um desses
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danos, e se trata de uma reacdo em cadeia auto-perpetuante (ALMEIDA, 2002).
O radical hidroxila (OH™) consegue retirar um atomo de hidrogénio dos acidos
graxos poli-insaturados presentes nas membranas celulares, gerando
hidroperoxidos lipidicos (LOOH) (WELCH et al., 2002), que, na presenca de ions
ferro, serdo entdo convertidos nos radicais altamente reativos LO" e LO2", 0s
quais dao inicio a uma nova cascata de reacoes (BARBOSA et al., 2010). Essas
reacoes acabam por alterar a estrutura e, consequentemente, a funcdo das
membranas celulares, modificando a fluidez da bicamada lipidica e causando até
mesmo o comprometimento de sua integridade (PEREIRA, 2014). Estudos com
Oreochromis niloticus (Tilapia do Nilo) ja demonstraram que o cadmio é capaz
de provocar lipoperoxidacdo no figado de animais expostos ao metal em um
periodo sub-crénico (15 dias) (ALMEIDA et al., 2009).

1.2.2 Biomarcadores de genotoxicidade

Outra classe de biomarcadores muito Gtil na avaliagdo dos efeitos de
xenobibticos nos organismos é a dos biomarcadores de genotoxicidade, os quais
permitem observar se a exposi¢cdo ao contaminante causa danos ao material
genético (como mutacdes, danos cromossdmicos ou lesdes nas fitas de DNA).
Para tanto, podem ser realizados ensaios de identificacdo de aberracbes
cromossdmicas, micronucleo, troca de cromatides-irmas e ensaio cometa, por
exemplo (VALENTE et al., 2017).

O ensaio cometa permite identificar diversos tipos de danos ao material
genético, como quebras em fitas simples ou duplas de DNA, deteccao de sitios
apurinicos e apirimidinicos (locais do DNA em que estdo ausentes bases
purinicas — adenosina e guanina — ou pirimidicas — citosina, timina e uracila —,
respectivamente) e bases fragmentadas, entre outras lesdes provocadas pelo
estresse oxidativo (DEMARINI, 2013). Nesse ensaio, apdés a ruptura das
membranas celulares, as células a serem avaliadas sdo submetidas a uma
eletroforese em matriz de agarose em que é possivel observar a extensdo dos
danos ao material genético (fragmentos pequenos de DNA migram mais rapido
que os grandes, formando uma “cauda” de cometa; quando nao ha fragmentacéao
as fitas de DNA ficam intactas e migram em conjunto, ndo havendo formacgéao da
cauda) (BRIANEZI et al., 2009; PEREIRA, 2014).
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Uma das vantagens desse ensaio é a necessidade de um pequeno
namero de células para sua execucdo; além disso, quebras no DNA ocorrem
rapidamente ap0s a exposicao a agentes genotoxicos, 0 que permite avaliar uma

resposta do organismo em um breve intervalo de tempo (FRENZILLI et al., 2009).

1.3 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que metais, como o cadmio, sdo contaminantes muito
presentes no ambiente aquético (GUMPU et al., 2015). Estudos aplicando o
espectrofotometro de absorcdo atbmica para avaliacdo da concentracdo de Cd
na agua do submédio Sado Francisco, trecho do rio cercado por diversas
industrias e centros urbanos na divisa entre Petrolina (PE) e Juazeiro (BA),
evidenciaram niveis de Cd que variavam de 0,006 a 0,012 mg /I, dependendo do
periodo do ano em que a amostra foi coletada (periodo 1: setembro a dezembro,
em que a precipitacdo média foi de 200 mm; periodo 2: janeiro a marco,
precipitacdo média de 3 mm) (SOUZA et al., 2016).

A presenca de metais toxicos em altas concentragcbes (como as
evidenciadas pelo estudo de Souza e colaboradores (2016), por exemplo) é
extremamente prejudicial aos organismos que habitam este meio, sendo capaz
de alterar suas func¢des fisioldégicas e mesmo comportamentais (ALMEIDA et al.,
2009). Peixes, que estdo constantemente expostos a esses xenobidticos, podem
ingeri-los por meio de alimentos contaminados ou absorvé-los através das
branquias (PRETTO et al., 2010).

Rhamdia quelen é um peixe nativo da América do Sul, habitando rios
desde o sul do México até o centro da Argentina (PRETTO et al., 2011). E uma
espécie onivora que possui habitos noturnos, habitando preferencialmente o
fundo de rios, onde o ambiente é mais calmo e escuro (VICENTINI, 2017). E
também muito adaptavel, sendo capaz de sobreviver invernos frios e se
reproduzir rapidamente durante o verdo, o que favorece sua criacdo comercial
(PAMPLONA, 2009). Devido a sua importancia econémica e facilidade de cultivo,
R. quelen tem sido muito utilizada em estudos para avaliar os efeitos tdéxicos de
herbicidas (CRESTANI et al.,2007; GLUSCZAK et al., 2007; DE MENEZES et
al.,, 2011; MELA et al., 2013a; MURUSSI et al., 2015; MURUSSI et al., 2016),
pesticidas (GHISI et al., 2011), farmacos, como dipirona (PAMPLONA et al.,
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2011), diclofenaco (GHELFI et al., 2016; GUILOSKI et al., 2017a) e paracetamol
(GUILOSKI et al., 2017b), e metais, como tério (CORREA et al.,, 2008;
KOCHHANN et al., 2009), cobre (MELA et al., 2013b), chumbo (MUNOZ et al.,
2015), zinco (LEITEMPERGER et al., 2016) e cadmio (PRETTO et al., 2010;
PRETTO et al., 2011; PEREIRA, 2014; PRETTO et al., 2014; PEREIRA et al.,
2016; VICENTINI, 2017). Alguns pesquisadores tém empregado larvas de R.
qguelen para esta finalidade (BENADUCE et al., 2008; SOBJAK et al., 2017), mas
a maioria dos estudos utiliza-se de individuos jovens e de ambos 0s sexos para
suas analises. Alguns pesquisadores usaram apenas individuos do sexo
masculino em seus experimentos (PEREIRA, 2014; PEREIRA et al., 2016;
GUILOSKI et al., 2017a; GUILOSKI et al., 2017b), mas h& poucos estudos que
avaliam o efeito de xenobidticos exclusivamente em fémeas (VICENTINI, 2017).
Pelo exposto acima e pela questao reprodutiva (0o Cd pode afetar as funcdes
metabdlicas do animal e prejudicar o desenvolvimento de seus embrides, por
exemplo), torna-se interessante avaliar os efeitos do cadmio em fémeas da
espécie R. quelen.

Outro aspecto a ser considerado € que, depois de absorvidos, os metais
sdo entdo transportados até os rins, onde podem se acumular. Estudos com
peixes da espécie Dicentrarchus labrax (Robalo), por exemplo, demonstraram
que o Cd foi capaz de se acumular no rim posterior (0 qual possui funcdo de
excre¢do, enquanto o rim anterior ou cranial estd mais relacionado a
hematopoese) dos animais (ROMEO et al., 2000). Logo, é importante analisar
os efeitos do Cd em biomarcadores no rim posterior de R. quelen, buscando
compreender melhor os mecanismos pelos quais o metal provoca efeitos toxicos
nas células e de que modo o organismo se defende contra esse xenobiético.
Além disso, as diferentes concentracdes de Cd utilizadas no bioensaio (0,1; 1;
10 e 100 ug/l) foram escolhidas levando-se em consideracao os valores maximos
do metal permitidos pela legislacdo brasileira — CONAMA (1 e 10 ug/l), o que
permite avaliar se os limites estipulados séo suficientes para garantir a saude

dos peixes expostos ao Cd.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os potenciais efeitos toxicos do caAdmio no rim posterior de peixes
fémea da espécie Rhamdia quelen (Jundid) expostos subcronicamente ao metal

por via hidrica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar possiveis alteracdes renais de peixes fémea da espécie Rhamdia
quelen (Jundid) expostos subcronicamente ao cadmio por via hidrica utilizando
biomarcadores dos sistemas de biotransformacao e antioxidante.

Avaliar possiveis danos lipidicos e de DNA no rim posterior de peixes
fémea da espécie Rhamdia quelen (Jundid) expostos subcronicamente ao

cadmio por via hidrica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Amostras de rim coletadas de 50 peixes da espécie Rhamdia quelen
(Jundid) expostos ao cadmio por via hidrica foram utilizadas. Os animais foram
expostos a quatro concentra¢cdes nominais de cadmio: 0,1; 1; 10 e 100 pgl/l,
escolhidas com base na legislacao (1 pg/l é o limite para aguas de classe l e ll e
10 pg/l é o limite para dguas de classe lll, ambos estabelecidos pelo CONAMA
na Resolucdo 357/2005) (CONAMA, 2005). Cada grupo foi composto por 10
animais, e no grupo controle ndo houve adicdo de cadmio na agua. Esses
animais foram mantidos em tanques de cor escura, com capacidade para 100
litros (densidade de 10 animais por tanque), com aeracao constante,
temperatura controlada (26 + 2 °C) e fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas
escuro.

A concentracdo da solucdo de cadmio usada nos grupos teste foi de
400 mg/l e foi adicionada a 4gua do aquério em um bioensaio semi-estatico (a
cada 24 horas 1/3 da agua total do aquario foi trocada, com a reposicéo total da
concentracéo inicial do xenobiético). O tempo e a quantidade de reposicdo do
contaminante foram estipulados com base nos dados obtidos por Wiltemburg
(2012).

Os parametros de qualidade da agua (nitrito, oxigénio dissolvido, aménia
e pH) foram avaliados por kits Labcon®.

De cada aquério foram coletados 50 ml da agua em diferentes momentos
no decorrer do experimento (tempos de exposi¢cao 0 horas, 24 horas, 48 horas,
7 dias e 14 dias) para a quantificacdo de cadmio por meio da espectrometria de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (Inductively Coupled
Plasma Optical Emission Spectrometry — ICP-OES).

Apoés o periodo subcronico de 15 dias de exposicdo, os peixes foram
anestesiados (benzocaina 1%) e eutanasiados, e o rim posterior foi coletado. As
amostras foram entdo congeladas e armazenadas a -80° C.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentac&o
Animal (CEUA) do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do

Parana, sob o n®912.
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3.1.1 Preparagao das amostras

Um fragmento de aproximadamente 100 mg de rim posterior foi
homogeneizado em 1 ml de tampdo fosfato de potassio pH 7,0 (0,1 M)
(respeitando uma proporc¢éo de 1:10), e a solugao foi centrifugada a 15.000 xg,
por 30 minutos e a 4° C. O sobrenadante foi entdo aliquotado para as analises
dos biomarcadores GST, SOD, CAT, GPx, GSH e LPO, além da quantificacéo
de proteina total nas amostras.

Para a andlise das metalotioneinas, aproximadamente 30 mg de rim
posterior foram homogeneizados em 300 ul de tampéo Tris-HCl/sacarose pH 8,6
(20 mM/500 mM) (respeitando uma proporcao de 1:10). A solucédo também foi
centrifugada a 15.000 xg, por 30 minutos e a 4° C., e 0 sobrenadante foi

armazenado.

3.1.2 Concentracao de proteinas

A concentracdo de proteinas totais nas amostras foi quantificada
seguindo o método descrito por Bradford (1976), diluindo-se cada amostra em
tampéo fosfato de potassio pH 7,0 (proporcdo de 1:20). Para a analise de
metalotioneinas a diluicdo seguiu uma proporcao de 1:30 com o tampédo de
homogeneizacdo. Para a quantificacdo proteica de todas as amostras, foram
adicionados 250 pl da solucéo de Bradford, e cerca de 10 ul das amostras foram
colocados em placa para que suas absorbancias fossem lidas no
espectrofotometro (620 nm). Foi gerada uma curva utilizando soro de albumina
bovina (BSA) como padrédo para que fosse possivel determinar a concentracao

de proteinas nas amostras.

3.1.3 Glutationa S-transferase

A avaliacdo da atividade da glutationa S-transferase foi realizada com
base no método elaborado por Keen et al. (1976), o qual tem como principio o
aumento da absorbancia lida pelo espectrofotbmetro devido a formagédo de um
tioéter quando a GST catalisa a reacdo de conjugacdo de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida (GSH). Para isso, 0s
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sobrenadantes recolhidos das amostras de rim posterior apos a
homogeneizacéao foram diluidos para que atingissem uma concentracdo de 2 mg
de proteina/ml. Em uma microplaca, foram aplicados 20 ul de cada amostra, aos
quais foram acrescentados 180 pul de uma solugéo reacéao contendo GSH (3 mM),
CDNB (3 mM) e tampao fosfato de potassio pH 6,5 (0,1M). Em seguida, foi
realizada a leitura da absorbancia a cada 15 segundos (durante 3 minutos) em

espectrofotometro (340 nm).

3.1.4 Superodxido dismutase

A andlise da atividade da superoxido dismutase foi realizada com base
no método descrito por Gao et al. (1998). Este tem como base a capacidade da
SOD de inibir a auto-oxidacao do pirogalol, reagente fotossensivel empregado
na analise. Para tanto, 20 pl de cada amostra foram diluidos em tampé&o fosfato
de potassio pH 7,0 (proporcdo de 1:10). Dessas amostras diluidas, foram
separadas duas aliquotas de 40 pl (uma das aliquotas serviu de controle,
enquanto a outra foi utilizada para o teste propriamente dito). A ambas as
aliquotas foram adicionados 885 pl de tampéao Tris/EDTA pH 8,0 (1 M/5 mM) e
50 pl de pirogalol, mas apenas a aliquota teste foi incubada por 30 minutos. Para
parar a reacao, 25 ul de HCI (1N) foram adicionados aos tubos contendo tanto
as amostras teste quanto as do controle. A leitura da absorbancia foi realizada

em espectrofotdmetro (440 nm) com 300 pl das amostras teste e controle.

3.1.5 Catalase

A avaliacao da atividade da catalase baseou-se no método descrito por
Aebi (1984), cujo principio € o consumo de peroxido de hidrogénio (H202) pela
enzima, gerando Oz e H20, o que causa um decréscimo na leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro. Para isso, foram pipetados em uma
microplaca 5 ul de cada amostra pura, aos quais foram acrescentados 295 pl de
uma solugéo de H202 (20 mM). A leitura da absorbancia no espectrofotbmetro

(240 nm) foi feita a cada 15 segundos durante 1 minuto.
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3.1.6 Glutationa peroxidase

Para realizar a analise da atividade da glutationa peroxidase foi utilizado
o método descrito por Hafeman et al. (1974). Este se baseia na medida do
decréscimo de absorbancia lida pelo espectrofotdmetro promovido pela reducéo
da glutationa oxidada (GSSG) a GSH por meio da a¢éo da glutationa redutase e
na presenca de NADPH. A velocidade de oxidacdo do NADPH é proporcional a
producdo de GSSG a partir de GSH pela GPx na presenca de H20:.

Foram pipetados 10 ul de cada amostra pura a uma microplaca, aos
quais foram adicionados 130 ul de uma solucédo de reacdo contendo tampao
fosfato de sodio pH 7,0 (0,1 M), azida sédica (3,0769 mM), NADPH (0,3077 mM),
GSH (3,0769 mM) e glutationa redutase (1,54 U/ml). A azida soédica inibe a
atividade da catalase e evita a degradacao do H202, mantendo-o disponivel para
a reacao catalisada pela GPx. Apés 2 minutos, uma solucédo de H202 (1,5 mM)
foi adicionada. A leitura da absorbancia no espectrofotbmetro (340 nm) foi

realizada imediatamente (a cada 15 segundos e durante 3 minutos).

3.1.7 Glutationa reduzida

A concentracdo de GSH foi mensurada com base no método de Sedlak
& Lindsay (1968). Em aliquotas de 100 pL de amostra foram adicionados 25 pL
de acido tricloroacético a 50% (TCA), que provocou a precipitacdo das proteinas
e sua separacao da GSH. Apds centrifugacao a 10000 xg, por 10 minutos, 25 uL
de amostra, 115 pL de tampéo Tris Base (0,4 M e pH 8,9) e 10 uL de DTNB (5,5"-
ditio-bis-2-nitrobenzoéico a 2,5 mM) foram pipetados em microplaca. Essas

amostras foram lidas em espectrofotémetro (405 nm).

3.1.8 Lipoperoxidacao

Esta analise foi realizada utilizando o ensaio FOX, método descrito por
Jiang et al. (1992), que se baseia na oxidacdo do Fe*? mediada por peréxidos
em condicdes acidas e posterior formacdo do complexo Fe*3— laranja de xilenol
na presenca de um estabilizador (hidroxitolueno butilado — BHT), que absorve

luz a 550-570 nm. Para isso, as amostras foram ressuspendidas em metanol
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(respeitando uma proporcédo de 1:1) e centrifugadas a 5000 xg, por 5 minutos.
Foram coletados 100 pul do sobrenadante, os quais foram transferidos para novos
tubos, onde houve adi¢éo de 900 pl de uma solucéo reacéo contendo xilenol (0,1
mM), BHT (4 mM), sulfato ferroso amoniacal (2,5 mM), acido sulftrico (25 mM)
e metanol 90%. Os tubos foram ent&o incubados durante 30 minutos em local
protegido da luz. Apds esse periodo, 300 pl do conteudo de cada tubo foram
pipetados em uma microplaca para a leitura da absorbancia em

espectrofotometro (560 nm).

3.1.9 Metalotioneinas

A avaliacdo da concentracdo de metalotioneinas foi feita com base no
método descrito por Viarengo et al. (1997), que tem como principio a
determinacdo do conteudo de sulfidrilas presentes nas metalotioneinas. Para
essa finalidade, 300 ul de cada amostra foram colocados em tubos, aos quais
foram adicionados 342 pl de uma solugdo contendo etanol absoluto e
cloroférmio. Os tubos foram centrifugados (6000 xg, por 10 minutos) e 490 ul do
sobrenadante resultante foram recolhidos, transferidos para um novo tubo — ao
qual foram acrescentados 1502 pl de uma solucdo contendo HCI e etanol — e
mantidos em -20°C por 60 minutos. Estes também foram centrifugados (6000 xg,
por 10 minutos) e seu sobrenadante foi descartado. O precipitado foi
ressuspendido com 1000 pl de uma solucao de etanol, cloroférmio e tampao Tris-
HCI, e centrifugado (6000 xg, por 10 minutos). O pellet foi ressuspendido com
uma solucdo de NaCl e EDTA saddico e foram adicionados 1000 pl da solugéo de
Ellman (DTNB, metanol e tampao fosfato de sédio/NaCl pH 8,0 (0,2 M/2 M)). Foi
realizada nova centrifugacédo (3000 xg, por 5 minutos), e 300 ul do sobrenadante
obtido foram transferidos para microplaca para leitura da absorbéancia no

espectrofotometro (412 nm).
3.1.10 Ensaio cometa
O ensaio cometa foi realizado pelo laboratério de Citogenética Animal e

Mutagénese Ambiental da UFPR com base no método de Speit e Hartmann
(2005) adaptado por Ramsdorf et al. (2009). Para tanto, uma porcédo do rim
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posterior de cada peixe foi homogeneizada em soro bovino fetal. Foram
adicionados 20 pl dessa solucdo a agarose de baixo ponto de fusédo, e
depositados em uma lamina revestida com agarose, as quais ficaram 24 h
expostas a uma solucéo de lise contendo NacCl (2,5 M), EDTA (100 mM), tampé&o
Tris (10 mM), NaOH (0,8%), N-lauril-sarcosinato (1%), triton X100 (1%) e DMSO
(10%), protegidas da luz e a 4° C. A desnaturacdo do DNA foi feita com uma
solucdo de NaOH/EDTA (10 N/ 200 mM, pH 13,0) para que fosse possivel
realizar a eletroforese (300 mA, 1V, durante 25 minutos). As laminas passaram
por neutralizacdo (com HCI Tris 0,4 M, pH 7,5), fixagdo em etanol absoluto e
coloracdo com brometo de etidio (0,02 g/ml). Para avaliagdo da fragmentacéo
do material genético foi usada a microscopia de epifluorescéncia (ampliacédo de
400x), sendo que 100 nucleoides foram analisados de acordo com o
comprimento da cauda do cometa — foram atribuidos valores de 0 (nucleoide
intacto) a 4 (COLLINS et al.,1997).

3.2 ANALISE DE DADOS

Para a analisar os dados provenientes dos biomarcadores bioquimicos
e do biomarcador de genotoxicidade, individualmente, foram realizados testes
de Levenne e Shapiro-Wilk para testar os pressupostos de homogeneidade das
variancias e normalidade, respectivamente. Os dados foram entdo submetidos
aos testes de Analise de Variancia unifatorial (ANOVA) ou teste de Kruskall-
Wallis, de acordo com os pressupostos. As analises foram realizadas com regra
de decisao de p < 0,05.

Para a andlise integrada dos biomarcadores bioguimicos foi utilizado o
indice Integrado de Biomarcadores (IBR) proposto por Sanchez et al. (2013). O
IBR permite comparar as médias e desvios de cada grupo (cada tratamento
diferente) com os do controle. Como os dados do grupo controle servem de valor
basal, o IBR possibilita observar o quanto os tratamentos aplicados modificaram
as respostas normais dos biomarcadores. O indice de estresse gerado pelo IBR
fornece um valor numérico que representa este desvio da condi¢ao de equilibrio

do organismo.
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4 RESULTADOS

4.1 PARAMETROS DE QUALIDADE DA AGUA E CONCENTRACAO DE
CADMIO

Os valores (média + erro padrédo) dos parametros de qualidade da agua
foram todos considerados adequados para a manutenc¢ao do ensaio, sendo eles:
nitrito (1,19 £ 0,26 ppm), oxigénio dissolvido (5,24 + 0,99 ppm), amonia téxica
(<1,5 ppm) e pH (6,7 £ 0,02).

N&o foi detectada a presenca de Cd na agua dos aquarios do grupo
controle e do grupo exposto a concentracdo de 0,1 pg/l, uma vez que o limite de
deteccdo do método empregado é de 1 pg/l. No aquério que recebeu o
tratamentos de 1 pg/l de Cd, a concentracdo média total do metal (+ erro padrao)
foi de 1,75 (x 0,16) pg/l. No de 10 pg/l o valor obtido foi de 18,68 (+ 2,29) pg/l,
enquanto no de 100 ug/l, este valor foi de 187,90 (+ 28,22) ug/l. A fim de facilitar
a interpretagdo, a descricdo dos resultados sera feita utilizando as

concentracfes nominais.

4.2 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

N&ao foi observada diferenca significativa na atividade das enzimas SOD
(FIGURA 3) e GPx (FIGURA 4) e na concentragcdo de GSH (FIGURA 5),
hidroperéxidos (FIGURA 6) e metalotioneinas entre os tratamentos (FIGURA 7).

FIGURA 3 — ATIVIDADE DA SOD EM RIM POSTERIOR DE FEMEAS DE Rhamdia quelen
EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRACOES DE CADMIO POR 15 DIAS. RESULTADOS
AVALIADOS POR ANOVA E EXPRESSOS EM MEDIA + ERRO PADRAO (p = 0,0792).
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FIGURA 4 — ATIVIDADE DA GPx EM RIM POSTERIOR DE FEMEAS DE Rhamdia quelen
EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRAGOES DE CADMIO POR 15 DIAS. RESULTADOS
AVALIADOS POR KRUSKAL-WALLIS E EXPRESSOS EM MEDIA + ERRO PADRAO (p =

0,1931).
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FIGURA 5 - CONCENTRACAO DE GSH EM RIM POSTERIOR DE FEMEAS DE Rhamdia
quelen EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRACOES DE CADMIO POR 15 DIAS.
RESULTADOS AVALIADOS POR KRUSKAL-WALLIS E EXPRESSOS EM MEDIA + ERRO
PADRAO (p = 0,061).
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FIGURA 6 — CONCENTRAGAO DE HIDROPEROXIDOS EM RIM POSTERIOR DE FEMEAS
DE Rhamdia quelen EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRACOES DE CADMIO POR 15
DIAS. RESULTADOS AVALIADOS POR KRUSKAL-WALLIS E EXPRESSOS EM MEDIA +
ERRO PADRAO (p = 0,4580).
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FIGURA 7 — CONCENTRACAO DE METALOTIONEINAS EM RIM POSTERIOR DE FEMEAS
DE Rhamdia quelen EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRACOES DE CADMIO POR 15
DIAS. RESULTADOS AVALIADOS POR KRUSKAL-WALLIS E EXPRESSOS EM MEDIA +
ERRO PADRAO (p = 0,3877).
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Foi observado um aumento na atividade da GST no grupo de 1 pg/l em
relacdo ao grupo controle (FIGURA 8). Também houve aumento na atividade da
CAT (FIGURA 9) nos grupos submetidos as concentracdes 0,1 pg/l, 1 pug/l e 10
Hg/l em relagéo ao controle.

FIGURA 8 — ATIVIDADE DA GST EM RIM POSTERIOR DE FEMEAS DE Rhamdia quelen
EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE CADMIO POR 15 DIAS. LETRAS
DIFERENTES INDICAM DIFERENCA ESTATISTICA (P < 0,05). RESULTADOS AVALIADOS
POR ANOVA E EXPRESSOS EM MEDIA + ERRO PADRAO (p = 0,0061).
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FIGURA 9 — ATIVIDADE DA CAT EM RIM POSTERIOR DE FEMEAS DE Rhamdia quelen
EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRACOES DE CADMIO POR 15 DIAS. LETRAS
DIFERENTES INDICAM DIFERENGCA ESTATISTICA (P < 0,05). RESULTADOS AVALIADOS
POR KRUSKAL-WALLIS E EXPRESSOS EM MEDIA + ERRO PADRAO (p = 0,001).
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4.3 BIOMARCADOR DE GENOTOXICIDADE

O cadmio ndo mostrou genotoxicidade quando avaliado pelo ensaio

cometa, ndo havendo diferenca entre o score de danos (FIGURA 10).

FIGURA 10 — DANOS NO DNA EM CELULAS DE RIM POSTERIOR DE FEMEAS DE
Rhamdia quelen EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRACOES DE CADMIO POR 15
DIAS. RESULTADOS AVALIADOS POR ANOVA E EXPRESSOS EM MEDIA + ERRO
PADRAO (p = 0,1437).
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4.4 INDICE INTEGRADO DE BIOMARCADORES

Os valores de média e desvio padrédo obtidos no grupo controle de cada
biomarcador bioquimico foram considerados valores basais e utilizados na
determinacao do IBR (FIGURA 11). Os resultados obtidos na andlise do IBR para
cada concentracdo de cadmio utilizada no ensaio sdo mostrados na Tabela 1,
sendo que 0 grupo exposto a concentracdo de 1 pg/l teve o maior indice de
estresse (IBR =9,1786) comparado com o controle.
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FIGURA 11 — INDICE INTEGRADO DE BIOMARCADORES (IBR) ORGANIZADO A PARTIR
DOS RESULTADOS OBTIDOS PARA OS BIOMARCADORES GST, SOD, CAT, GPX, GSH,
LIPOPEROXIDAGAO E METALOTIONEINAS EM RIM POSTERIOR DE FEMEAS DE Rhamdia
quelen EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRACOES DE CADMIO POR 15 DIAS. A AREA
REPRESENTADA ACIMA DE 0 (CONTROLE, LINHA AZUL) REFLETE O AUMENTO DO
BIOMARCADOR, ENQUANTO A AREA ABAIXO DA LINHA DO CONTROLE INDICA A
REDUCAO DO BIOMARCADOR.

SOD

CAT LPO

o = N W

Controle
—_—(,1
—

MT GSH 10

TABELA 1 — INDICE INTEGRADO DE BIOMARCADORES (IBR) PARA AS
DIFERENTES CONCENTRA(;C)ES DE CADMIO AS QUAIS FORAM EXPOSTAS AS FEMEAS
DE Rhamdia quelen.

Concentracao de cadmio IBR
0,1 pg/l 7,4631
1 g/l 9,1786
10 pg/l 6,9055

100 pg/l 5,2660
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5 DISCUSSAO

O cédmio é um contaminante ambiental capaz de provocar diversos
danos a saude de uma ampla gama de organismos. Estudos com peixes ja
demonstraram seu potencial hepatotoxico e nefrotoxico (OMER et al., 2012).
Alguns pesquisadores ja evidenciaram que o Cd é capaz de provocar danos no
funcionamento renal de machos de R. quelen (PEREIRA, 2014). O presente
estudo procurou avaliar potenciais efeitos nefrotoxicos deste metal em fémeas
de Rhamdia quelen por meio de biomarcadores bioquimicos (enzimas e
componentes ndo-enzimaticos dos sistemas de biotransformacao e antioxidante)
e de genotoxicidade (ensaio cometa).

Um aumento na atividade da glutationa S-transferase renal foi observado,
evidenciando seu importante papel no combate de espécies reativas de oxigénio.
N&o foi possivel observar elevacdes nos niveis de glutationa reduzida, o que
pode ter ocorrido devido ao seu consumo pela GST.

Esta elevacéo na atividade da GST pode ser decorrente ndo apenas em
resposta ao aumento de EROs, mas também pela ativacdo dos receptores de
hidrocarbonetos de arila (AhR) (VAN DER OOST et al., 2003; SANTOS, 2013).
Estes receptores sdo proteinas citosolicas que, ao se ligarem a seus agonistas,
migram para o0 nucleo da célula e se associam ao translocador nuclear do
receptor hidrocarboneto arila (ARNT), atuando entdo como fatores de transcricdo
de genes de algumas enzimas do sistema de biotransformacédo, como enzimas
da familia do citocromo P450 e a GST, por exemplo (ELBEKAI & EL-KADI, 2004).
Kido e colaboradores (2014) propuseram que o cadmio € capaz de ativar esses
receptores Ah por meio da ativacdo da proteina quinase p38, que facilita a

entrada do receptor no nucleo por meio de sua fosforilacdo (FIGURA 12).
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FIGURA 12 — ATIVACAO DO RECEPTOR Ah PELO CADMIO POR MEIO DA
ATIVACAO DA PROTEINA p38.
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FONTE: Adaptado de Kido et al. (2014)

Também foi detectado um aumento na atividade da catalase, outra
enzima cuja funcéo é proteger o organismo dos potenciais danos causados pelas
EROs. Em ensaios com o fungo Phanerochaete chrysosporium, Zeng e
colaboradores (2012) expuseram 0s organismos ao cadmio e obtiveram
resultados que geraram um grafico com formato semelhante ao obtido neste
trabalho — em ambos a atividade da catalase gerou uma curva cujo formato foi
descrito pelos autores como formato de sino. No presente estudo, a atividade da
catalase foi aumentando progressivamente nas concentragoes 0,1 pg/l, 1 pg/l e
10 pg/l, tornando a diminuir na maior concentragao empregada no ensaio — 100
pg/l. Esse comportamento pode ser resultante da oxidacdo da enzima na maior
concentracdo, 0 que alteraria sua estrutura e poderia prejudicar seu
funcionamento (ROMERO-PUERTAS et al., 2002; GOMES et al., 2018).
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Embora ndo tenham sido evidenciadas muitas alteragcbes no
funcionamento das enzimas dos sistemas de biotransformacédo e antioxidante,
pode-se perceber que as poucas respostas provocadas pelo cadmio no rim
posterior das fémeas de R. quelen (aumento das atividades da GST e da
catalase) foram capazes de prevenir maiores danos no rim posterior dos animais,
uma vez que nao foi observado aumento nos indices de lipoperoxidacao
(concentracao de hidroperoxidos) ou de danos ao DNA.

Entretanto, essa aparente auséncia de danos pode ser decorrente do
pouco contato do metal com o tecido renal — para machos de jundia, em um
tempo de exposicdo de 15 dias foi possivel detectar efeitos nefrotdéxicos, uma
vez que o Cd promoveu alteracbes nos biomarcadores bioquimicos no rim
posterior (PEREIRA, 2014), mas para as fémeas esse periodo pode néo ter sido
suficiente. Isso porque o caddmio se liga com alta afinidade a vitelogenina
(proteina produzida no figado de peixes fémeas jovens), interacdo que poderia
manter o metal no figado dos animais e retardar sua migracdo para o rim
posterior (PEDRO et al., 2015). Como os peixes usados no presente estudo
estavam em fase de desenvolvimento, sugere-se que a producéo de vitelogenina
no figado estivesse elevada, o que contribuiria para a retencdo do cadmio no
tecido hepético (VICENTINI, 2017).

Além disso, no ensaio para avaliar a genotoxicidade nao houve
diferenciacéo e contabilizacdo de cometas em que ocorreu processo apoptotico.
Logo, a auséncia de danos ao material genético pode estar relacionada ao
processo de morte celular programada, no qual, embora ndo haja quebra de
DNA, ha perda de tecido saudavel e funcional (VICENTINI, 2017).

Outro aspecto interessante a ser observado € o de que nado foram
constatadas alteracGes significativas na atividade da superoxido dismutase,
enzima que faz a remocao catalitica de um radical de oxigénio, gerando H20x.
Logo, o H202 que serve de substrato da catalase deve ser proveniente de outra
fonte. Sabe-se que o cadmio € capaz de aumentar os niveis intracelulares de
calcio (inibe as SERCAs — ATPases transportadoras de calcio do reticulo
endoplasmatico — e estimula a via de liberacdo de Ca*?> mediada por IP3)
(BIAGIOLI et al., 2008), e estudos indicam que a alteracdo na quantidade desse

ion causa um desequilibrio mitocondrial - altos niveis de calcio estimulam a
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cadeia respiratoria, levando a formacdo de maiores quantidades de EROs
(WANG et al., 2008; SON et al., 2010; GORLACH et al., 2015) (FIGURA 13).

FIGURA 13 — VIAS PELAS QUAIS O CADMIO PROVOCA A LIBERAGAO DE CA*2 DO
RETICULO ENDOPLASMATICO E CAUSA DESEQUILIBRIO MITOCONDRIAL.
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FONTE: Adaptado de Biagioli et al. (2008).

Outra possivel fonte de H202 é a atividade de outras enzimas produtoras
de EROs ndo abordadas neste estudo, como a aldeido oxidase. Esta enzima
converte aldeidos em acidos na presenca de O: e agua, formando também H20>
(MANEVSKI et al., 2014; FOTI, 2017). A atividade desta e de outras enzimas
semelhantes poderia sofrer alguma modificacdo apds a administracdo do
cadmio, favorecendo a formagéo de radicais de oxigénio.

Embora néo tenham sido observados diferencas significativas provocados
pelo cadmio nos demais biomarcadores bioquimicos, ao observar os resultados
fornecidos pelo IBR é possivel notar que 0os maiores indices de estresse (maior
desequilibrio na resposta normal dos biomarcadores) foram obtidos com as
concentracdes 0,1 pg/l, 1 pg/l e 10 pg/l, sendo que o maior valor foi obtido com
a concentracao de 1 pg/l — concentracdo de cadmio que o CONAMA permite que
esteja presente na agua bruta. Com isso, pode-se inferir que os valores maximos
de cadmio permitidos na agua pela legislacdo brasileira ndo sdo baixos o
suficiente para garantir a saude dos peixes, uma vez que sao capazes de alterar

o equilibrio e o funcionamento normal dos organismos em questao.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A exposicdo de fémeas de Rhamdia quelen ao cadmio por via hidrica
durante um periodo de 15 dias (sub-crénico) causou alteracdes nas atividades
das enzimas GST e CAT do rim posterior dos animais nas concentragdes de 0,1
po/l, 1 pg/l e 10 pg/l. Embora ndo tenham sido observadas alteracdes
provocadas pelo metal nos demais biomarcadores, foi possivel notar, por meio
do IBR, que o0s animais expostos a concentracdo de 1 pg/l tiveram um
desequilibrio maior na resposta normal dos biomarcadores do que os do grupo
controle. Desse modo, infere-se que o0 cadmio, mesmo em baixas
concentracdes, oferece riscos a saude dos peixes, ja que é capaz de alterar a

fisiologia destes organismos.
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