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RESUMO

QUEIROZ, Emanuelle Carneiro, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de
2016. Efeitos toxicoldgicos do cadmio em Geophagus brasiliensis (Peciformes:
Cichlidae). Orientadora: Adriana Regina Chippari Gomes.

Devido ao crescente avanco urbano e a intensificagcdo das atividades industriais e
agropecuarias os ecossistemas aquaticos vém sendo ameacados uma vez que 0
destino final dos residuos dessas atividades sdo os corpos hidricos. Dentre os
diversos tipos de poluentes (organicos e inorganicos) introduzidos no ambiente
aguatico, os metais sdo considerados um dos mais preocupantes devido a sua
elevada toxicidade, persisténcia no ambiente, e capacidade de bioacumulacdo e
biomagnificagdo por parte dos organismos. Diante disso, esse trabalho teve como
objetivo avaliar os possiveis efeitos téxicos do cadmio nas seguintes concentracdes:
0,01, 0,1 e 1,0 mg/L, em individuos de Geophagus brasiliensis expostos por um
periodo de 7 e 14 dias, por meio de andlises genotéxicas, bioguimicas e
bioacumulativas. O indice hepatossomatico exibiu diferenca significativa em
individuos expostos a 0,0lmg/L de Cd pelo periodo de 7 dias. O teste do
microndcleo demonstrou que o Cd nao possui um forte poder mutagénico nas
concentragbes utilizadas e nos periodos de exposicdo (7 e 14 dias). Em
contrapartida, o ensaio cometa exibiu diferengas estatisticas no indice de danos ao
DNA entre as concentracOes de Cd utilizadas (p<0,05) a partir da concentracao de
0,1 mg/L (7 dias). Em relacdo ao acumulo de Cd pela branquia, foi visto que ha uma
forte relacdo de tempo-dependéncia (p=<0,001) e um acumulo maior nos grupos
expostos a partir de 0,1mg/L (p<0,05). No musculo houve a relacdo de tempo-
dependéncia (p=<0,001) e acumulo maior em grupos expostos a 1,0mg/L de Cd (14
dias). A atividade da CAT diferenciou-se estatisticamente (p<0,05) apenas em
relacdo ao tempo de exposicdo, sendo que a atividade elevou-se apos 14 dias de
exposicdo no grupo controle, de 0,1 e 1,0 mg/L de Cd. A atividade da GST
diferenciou-se estatisticamente em relacdo a concentracdo de um mesmo tempo de
exposicao e entre os diferentes tempos de exposicéo (7 e 14 dias) apenas no grupo
exposto a 1,0mg/L de Cd, exibindo um aumento da atividade.

Palavras-chave: genotoxicidade, cadmio, bioacumulacéo, estresse oxidativo.



ABSTRACT

QUEIROZ, Emanuelle Carneiro, M.Sc., Vila Velha University — ES, february, 2016.
Toxicological effects of cadmium in Geophagus brasiliensis (Perciformes:
Cichlidae). Advisor: Dr?. Adriana Regina Chippari Gomes.

The increasing urban advancement and intensification of industrial and agricultural
activities aquatic ecosystems are being threatened as the final destination of the
waste of these activities are water bodies. Among the various types of pollutants
(organic and inorganic) introduced into the aquatic environment, metals are
considered one of the most concern due to its high toxicity, persistence in the
environment, and bioaccumulation and biomagnification capacity by the bodies.
Therefore, this study aimed to evaluate the possible toxic effects of cadmium in the
following concentrations: 0.01, 0.1 and 1.0 mg / L in individuals of pearl cichlid
exposed for a period of 7 and 14 days, by through genotoxic, biochemical analysis
and bioaccumulative. The hepatosomatic index exhibited significant difference in
individuals exposed to 0.01 mg / L Cd for a period of 7 days. The micronucleus test
showed that the CD does not have a strong mutagen power used in concentrations
and exposure periods (7 and 14 days). In contrast, the comet assay showed
statistical differences in DNA damage ratio between Cd concentrations used (p
<0.05) from the concentration of 0.1 mg /L (7 days). Regarding the Cd accumulation
by Gill, it was seen that there is a strong time-dependent relationship (p = <0.001)
and a greater accumulation in exposed groups from 0.1mg / L (p <0.05). In muscle
there was a time-dependent relationship (p = <0.001) and greater accumulation in
groups exposed to 1.0mg / L Cd (14 days). CAT activity differed statistically (p <0.05)
relative to exposure time, and the activity rose after 14 days of exposure in the
control group, 0.1 and 1.0 mg / L Cd. the GST activity differed statistically compared
to the same concentration and exposure time between the different exposure times
(7 and 14) only in the group exposed to 1.0mg / L Cd, showing an increase activity.

Keywords:  genotoxicity, = cadmium, bioaccumulation, oxidative  stress.



INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o crescente avanco urbano e a intensificacao das
atividades industriais e agropecuarias ameacam 0S ecossistemas aquaticos em
grande parte do mundo, uma vez que o destino final dos residuos dessas atividades
sdo os corpos hidricos. Dentre os diversos tipos de poluentes (orgéanicos e
inorganicos) introduzidos no ambiente aquatico, os metais séo considerados uns dos
mais preocupantes devido a sua elevada toxicidade, persisténcia no ambiente, e
capacidade de bioacumulacdo e biomagnificagdo por parte dos organismos
(Morgano et al., 2005; Jidal e Verma, 2015). Sendo assim, a presenca dos metais
gera preocupacdes tanto no nivel ecoldgico, por serem capazes de causar efeitos
deletérios a saude da biota aquatica, quanto no nivel de saude publica, visto que

diversos organismos aquaticos sao usados na dieta humana (Chen et al., 2011).

Geralmente, os metais tendem a ser distribuidos nos diversos
compartimentos ambientais, principalmente nos sedimentos e na biota, também
podendo ser encontrados nas aguas, dependendo das condicdes ambientais.
Embora os metais sejam incorporados aos sistemas aquaticos naturalmente por
meio de processos geoquimicos, o aumento da introducdo desses elementos tem
ocorrido por meio de atividades oriundas do processo de urbanizacdo e
industrializacdo (Moraes e Jordao, 2002; Virga et al., 2007). No geral, os metais tém
sido descritos como possiveis ocasionadores de efeitos letais ou subletais em
inUmeros componentes da biota, tais como o fitoplancton, zooplancton, comunidades
bentdnicas, peixes entre outros vertebrados aquaticos, aves marinhas e o0 ser

humano (Carmo et al., 2011).

Os metais podem ser classificados como essenciais e ndo essenciais, 0
primeiro é composto por metais, tais como, o ferro, que € um metal requerido por
grande parte dos organismos vivos, e pode ser encontrado presente em enzimas de
diversas classes, em proteinas de transferéncia eletrbnica (ferro-enxofre e
citocromos), proteinas de armazenamento, transportadoras ou até mesmo como

sensor de moléculas pequenas (mondxido de carbono, Oxido nitrico e oxigénio



molecular), o manganés, que assim como o ferro também pode estar presente em
varias enzimas no lugar de outros ions metalicos divalentes e sem atividade de
oxirreducao, e o cobre, que se encontra presente em diversas enzimas que atuam
na atividade de oxirreducéo, no sistema de transferéncia eletrénica (proteinas azuis
de cobre), assim como em proteinas transportadoras de O, (hemocianinas), entre
outros metais que pode ser considerados essenciais (Silva, 2013). Esses metais
essenciais sdo encontrados sdo encontrados nos solos, ar, 4gua e alimentos.
Porém, o excesso desses elementos pode ocasionar distirbios nos organismos, e
em casos extremos, pode levar até mesmo a morte. J& 0s metais ndo essenciais,
tais como, o aluminio, arsénio, bario, berilio, cAdmio, chumbo, mercuario e o niquel,
sdo elementos que podem alterar estruturas celulares (membrana), enziméticas e
substituir metais co-fatores de atividades enzimaticas (competicdo por locais de
fixacdo) (Morgano et al., 2005; Virga et al., 2007).

1.1 Cadmio

O cadmio, sendo um elemento ndo essencial, € conhecido por exercer
severos efeitos toxicos sobre organismos aquaticos até mesmo quando encontrados
em baixas concentracfes no ambiente (Jidal e Verma, 2015). Atualmente esse metal
€ bastante utilizado pelas industrias, sendo empregado em revestimentos metalicos,
soldadura, pilhas, baterias e podem ser introduzidos na atmosfera por meio da
fundicdo de minério e queima de combustiveis fosseis (Dangre e Brouwer, 2010; Al-
Asgah et al., 2015). A acumulacéo desse metal tem sido descrita como uma possivel
causa de alteracbes das funcdes bioquimicas e fisioldégicas essenciais aos
organismos (Souid et al., 2013). Em peixes, o cadmio geralmente tem sido
associado a danos na estrutura dos o6rgdos, a alteragcdes nos parametros de
globulos vermelhos, no nivel de glicose, na regulacdo osmética, na estimulacdo da
producédo de espécies reativas de oxigénio (EROS), como o peroxido de hidrogénio
(H20,) e o peréxido lipidico (LOOH), sendo estas, possiveis responsaveis por causar
danos as células e tecidos, associados a diferentes processos patolégicos, devido
as alteracdes nas atividades enzimaticas relacionadas ao estresse oxidativo (Basha
e Rani, 2003;; Souid et al., 2013; Qu et al., 2014;).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304389414003136

De acordo com a Resolugdo CONAMA 357/05, do Conselho Nacional do
Meio Ambiente, o limite maximo permitido de cadmio no meio aquatico para aguas
de classe Il é de 10 pg/L, que compreendem as aguas destinadas a consumo
humano e animal, apds tratamento simples, convencional ou avancado. Porém, é
visto que altas concentracdes de cadmio tém sido encontradas em alguns corpos de
agua do pais, como por exemplo, no Lago Extremoz, localizado no Rio Grande do
Norte, onde foi quantificado até 15 pg/L de cadmio na 4gua (Barbosa et al, 2010).
Mesmo que a concentracdo determinada pelo CONAMA, como citado acima e
possiveis concentracdes encontradas no ambiente, ndo sejam o suficiente para
causar efeitos letais aos organismos, concentracfes proximas a estas podem
ocasionar diversos efeitos fisioldgicos, genotdoxicos e bioacumulativos em diversos
organismos (Cavas et al., 2005; Lewinska et al., 2007; Aramphongphan et al., 2009;
Isani et al., 2009; Ahmed et al., 2010; Qu et al., 2014; Jindal e Verma, 2015;).

Dessa forma, programas de biomonitoramento em recursos hidricos
podem ser utilizados para detectar a presenca e quantificar a concentracdo do
cadmio presente na biota, assim como seus possiveis efeitos tdxicos, uma vez que
apenas analises quimicas da agua e do sedimento ndo sejam o suficiente para

indicar possiveis efeitos téxicos do cadmio (Freire, 2008; Magalhées e Filho, 2008).

1.2 Estudos ecotoxicologicos e bioindicadores

A ecotoxicologia € tida como uma ferramenta do biomonitoramento, que
tem por finalidade analisar as interacfes entre diversas substancias quimicas e
organismos (Arias et al., 2007). Essa area da biologia € responsavel por realizar
bioensaios, sendo o teste de toxicidade o mais comum, que € utlizado para
identificar os efeitos de substancias sintéticas e/ou naturais sobre os organismos
vivos a nivel individual, relacionado a alteracdes no comportamento, na reproducao,
na alimentacdo, no crescimento, malformacfes, alteracbes enzimaticas e
fisiologicas. Assim como, em niveis superiores de organizacdo bioldgica, tais como
populacdes, comunidades e ecossistemas (Arias et al., 2007). A exposi¢cdo dos
organismos é feita em diferentes concentracdes de compostos quimicos, amostras
de efluentes, sedimentos em fase sélida, e agua intersticial ou agua bruta, por um

periodo de tempo (Magalhdes e Ferrdo, 2008). Os bioensaios permitem determinar
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limites permissiveis para diferentes compostos quimicos e avaliar o impacto dos

contaminantes em organismos de um determinado ambiente (Bertoletti, 1990).

Os organismos utilizados na ecotoxicologia s&o denominados de
bioindicadores, cuja escolha é feita com base nas espécies que apresentam: uma
maior sensibilidade a mudancas do ambiente; de facil identificacdo taxondmica; de
ampla distribuicdo; baixa locomocdo; que sejam bem conhecidas suas
caracteristicas ecoldgicas; de grande abundancia; boa adequacédo a experimentos
em laboratorio e grande capacidade de serem quantificados e padronizados (Li Li et
al.,, 2010). Espécies de peixes, macroinvertebrados bentdnicos e perifiton tém sido
nacionalmente e internacionalmente empregadas em bioensaios entre 0s quais se
destacam o0s peixes cuja importancia é devido a sua posicdo-chave na cadeia
trofica. Aléem disso, por apresentarem longo ciclo de vida e territorialidade, esses
organismos podem ser bons indicadores de efeitos e de condi¢bes de habitats em

geral a longo prazo (Maceda-Viega et al., 2007; Li Li et al., 2010).

1.3 Biomarcadores

No contexto de ensaios ecotoxicologicos, 0s bioindicadores séo utilizados
para analisar e determinar os possiveis efeitos de diversos agentes toxicos na
fisiologia, mutagenicidade, genotoxicidade, acumulacdo e nas defesas oxidativas
dos organismos. Para que esses possiveis efeitos possam ser analisados,
guantificados e caracterizados, € necessario o auxilio dos marcadores biolégicos
(biomarcadores) que podem ser vantajosos para indicar o nivel de impacto na biota
(bioindicadores). Os biomarcadores podem ser determinados como: alteracfes nas
estruturas moleculares, celulares, mudancas bioquimicas ou fisiolégicas nas células,
fluidos corpoéreos, tecidos ou 6rgdos de um organismo que sao indicativos da
exposicdo ou do efeito de substancias estranhas a um organismo (Freire et al.,
2008).

1.3.1 Biomarcadores genéticos



Os biomarcadores genotdxicos tém sido muito utilizados para avaliar
danos genéticos causados por substancias xenobi6ticas nos organismos. O ensaio
cometa (ou teste em eletroforese em gel de células individuais) é utilizado para
testar agentes genotoxicos, principalmente de dejetos industriais, domeésticos e
agricolas, bem como em programas de biomonitoramento de popula¢cdes expostas a
xenobioticos, sendo assim possivel detectar danos ao DNA (Bucker et al., 2006).
Esses danos sédo analisados e classificados de acordo com a extensdo dos
fragmentos do material genético, que sao obtidos pela passagem de correntes
elétricas (Frenzilli et al., 2009).

O teste do micronucleo em eritrocitos também é bastante utilizado para
determinar danos citogenéticos induzidos por agentes quimicos ou fisicos. Os
micronudcleos podem aparecer quando um cromossomo inteiro (evento aneugénico)
ou apenas seu fragmento (clastogénico) falha ao migrar com um dos dois nucleos
formados durante a divisdo celular, sendo provocados em maior intensidade em
presenca de agentes toxicos. Esse teste pode ser empregado tanto em pesquisas
em laboratorios (para avaliar a genotoxicidade de xenobi6ticos) quanto no campo
(para avaliar a qualidade da agua) gracas a sua facilidade de aplicacéo e eficacia
(Cavas et al., 2005; Udroiu, 2006).

1.3.2 Biomarcadores bioquimicos

Atualmente, os biomarcadores bioquimicos sdo bastante utilizados em
estudos relacionados a toxicologia de ambientes aquaticos. A primeira linha de
defesa das células quando expostas a substancias estranhas ao organismo é
composta por respostas bioquimicas (Adams, 2002). Essas respostas sdo capazes
de indicar as interacdes que ocorrem entre uma determinada substancia toxica e o
seu alvo, que geralmente alteram a expressdao de uma ou mais proteinas cuja
finalidade €, por meio da biotransformacéao, fazer com que uma substancia seja mais
facilmente excretada ou promover sinais moleculares que podem iniciar mais de
uma resposta fisiolégica no organismo. As enzimas principais de defesa antioxidante
em organismos desses ambientes sdo: catalase (CAT), e a fase Il da enzima de
biotransformacédo da glutationa S-transferase (GST) respectivamente descritas
abaixo (Adams, 2002).



A CAT é encontrada dentro dos peroxissomos e catalisa o peroxido de
hidrogénio em oxigénio e agua. Essa enzima € mais importante em condi¢cbes de
altas concentragcbes de peroxido de hidrogénio, pelo fato de estar

compartimentalizada nos peroxissomos (Vannucchi et al., 1998).

Por fim, a GST representa a familia multigénica de enzimas, que desempenha um
importante papel no metabolismo, atuando na detoxificagdo dos organismos de certo
numero de compostos eletréfilos. Alteracdes nas atividades dessa enzima refletem
diretamente nos distlrbios metabdlicos e danos as células em 6rgaos especificos de

peixes (Carvalho-Neta e Abreu-Silva, 2013).

1.4 Modelo Biologico

O modelo biolégico escolhido para este estudo foi o ciclideo Geophagus
brasilienses, espécie nativa do territério brasileiro, popularmente chamado de cara,
acara ou papa-terra. Seu habitat natural € geralmente ambientes |énticos, como:
lagos, riachos, lagoas costeiras e lagoas de planicie de inundacdo. Por
apresentarem comportamentos de territorialissimo sdo animais que ndo apresentam
grande distanciamento de seu habitat. Apresentam habitos diurnos, e orientacao
visual. Possui habito alimentar onivoro e geralmente se alimentam de invertebrados
associados ao substrato. A reproducao ocorre durante todo o ano, porém em maior

intensidade no periodo chuvoso (Abelha e Goulart, 2004; Vieira et al., 2014).



1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve por objetivo avaliar os possiveis efeitos téxicos do
cadmio em individuos de Geophagus brasiliensis por meio de andlises genotoxicas,

bioquimicas e bioacumulativas.

2.2 Objetivos especificos

De forma mais especifica, este trabalho visou detectar os possiveis
efeitos toxicos de cadmio nas concentragdes nominais de 0,01; 0,1 e 1,0 mg/L em
exemplares de Acara (Geophagus brasiliensis), apos exposicdo de 168h (7 dias) e

336h (14 dias), por meio das seguintes analises:
1 - indice somatico de figado;
2 - Genotoxicas por meio teste do micronucleo em eritrocitos e do ensaio cometa,

3 - Bioquimicas por meio de medi¢cdes das atividades das enzimas do estresse
oxidativo (CAT e GST) no tecido hepatico;

4 - Bioacumulacéo de cadmio em tecido branquial e muscular esquelético.



2. MATERIAL E METODOS

3.1 Aclimatacéao

Foram utilizados 64 individuos juvenis (10,56 + 0,43 g, 8,55 +0,11 cm), da
espécie Geophagus brasiliensis, adquiridos em um criador particular de Guarapari,
ES, e transferidos para o Laboratério de Ictiologia Aplicada (LAB PEIXE), da
Universidade Vila Velha (UVV), ES, onde foram aclimatados durante 30 dias, com
fotoperiodo controlado (12 h claro e 12 h escuro). Os animais foram mantidos em
aquarios de polietileno de 500 L, dotados de aeracao constante. Durante o periodo
de aclimatac&o os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com racdo comercial
contendo 52 % de proteina bruta (NRC 1.2 da empresa INVE). A agua do tanque de

aclimatacéo foi trocada uma vez por semana, em 70 % do volume total.

Todos os procedimentos adotados durante 0S experimentos neste
trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica no uso animal (CEUA) da
Universidade Vila Velha, protocolo n° 342/2015.

3.2 Procedimento experimental

Posteriormente ao periodo de aclimatacdo dos individuos de Geophagus
brasiliensis, foi verificado o status de saude dos animais, e ndo sendo observados
sinais de doencas ou recusa de alimento, foi dado inicio as etapas dos

experimentos.

Os peixes foram transferidos do tanque de aclimatacdo para aquarios
testes de vidro (61) com aeracao constante. O experimento tanto de 7 dias quanto de
14 dias de exposicdo consistiram em quatro grupos experimentais, tendo em cada
um dos grupos o numero amostral de 8 individuos: (I) controle, sem contaminante;
(I 0,01 mg/L de cadmio; (lll) 0,1 mg/L de cadmio e (IV) 1,0 mg/L de cadmio. Os
individuos de Geophagus brasiliensis foram expostos as concentracfes citadas
acima, nos periodos de tempo de 168 h (7dias) e 336 h (14 dias), via exposicao

hidrica, em aquarios individuais.



O experimento foi conduzido em sistema semi-estatico com troca parcial
da 4gua de 50% para os grupos expostos durante 7 dias e de 70% para 0S grupos
expostos durante 14 dias.

A concentragdo de cadmio de 0,0lmg/L utilizada em um dos grupos
experimentais de ambos os tempos de exposicdo (7 e 14 dias) foi baseada na
Resolucdo CONAMA n° 357/05 para agua doce de classe 3; a concentracdo de 0,1
mg/L tem sido utilizada em estudos relacionados a genotoxicidade (Cavas et al.,
2004); e a concentracdo de 1,0 mg/L foi escolhida pois simula grandes
concentracfes de cadmio sendo introduzidas no ambiente (Bhagure et al., 2009).

Foi utilizado no trabalho o cloreto de cadmio P.A (CdCl,.1H,0), de peso
molecular 201,33, da marca Cromoline. O CdCl, foi adicionado aos aquarios por

meio de uma solucdo mae, a qual possuia 2 mg de cadmio a cada 1 ml de solucgéo.

3.3 Coleta de dados

Posteriormente ao término dos experimentos, o0s individuos de
Geophagus brasiliensis foram anestesiados com uma solucdo de benzocaina 0,1
mg/L. Em seguida, o sangue foi coletado por puncdo caudal, com seringas
previamente heparinizadas, para ser utilizado nas analises do teste do micronucleo e
cometa. ApOs a retirada do sangue os peixes foram pesados e medidos para
morfometria. Para a coleta de tecidos, os peixes foram sacrificados por meio de
seccdo cervical. O figado foi pesado para calculo do indice somético e armazenado
em micro tubo para analise bioquimica em freezer -80°C. Para analise de
bioacumulacdo foi utilizado o tecido muscular esquelético lateral e branquial

armazenados em freezer -20°C.



3.3.1 Andlise dos parametros fisico-quimicos da agua da aclimatacédo e dos grupos

experimentais

Os parametros fisicos da agua da aclimatacdo e dos grupos
experimentais foram medidos com o auxilio do equipamento oximetro YSI, modelo
DO 200, para oxigénio dissolvido (mg/L) e temperatura (°C), condutivimetro YSI,
modelo EC 300, para condutividade elétrica (us/cm) e salinidade e pH por meio do
modelo de bancada Hanna HI 2223. Os parametros quimicos como aménia e nitrito
foram analisados de acordo com APHA (1998). As andlises dos parametros fisico-
guimicos foram realizadas apés 48 horas do inicio do experimento, e 48 horas antes
do término do experimento, essa regra seguiu para aclimatacdo e demais

experimentos.

3.3.2 Analise da concentracao de cadmio dissolvido na agua

Tanto no experimento de 7 dias quanto no de 14 dias , foram realizadas
coletas de agua (100 ml) em trés aquarios (fixos) determinados em cada grupo
experimental, incluindo o grupo controle. As coletas foram executadas no e no
tempo zero (antes e depois de contaminar a 4gua pela primeira vez) e antes e apos
a troca de agua a cada 48 horas. Para o experimento de uma semana, foram
realizadas coletas a cada 72 horas, totalizando trés coletas, e, para o experimento
de duas semanas foram realizadas coletas a cada 96 horas, totalizando quatro
coletas. As amostras de agua coletadas foram acidificadas com acido nitrico 65%, e
foram devidamente armazenadas em geladeira comum até o dia da analise
(EPA,1992).

Para a execucdo da analise, as amostras de agua foram filtradas com
filtros da marca analitica, de 13mm e poro de 0,45um, pré-limpo e néo estéril. Apos
a fitragem as amostras foram analisadas por meio do Espectrofotbmetro de
Absorcdo Atbmica, no modo grafite (analitica, ICE 3300). Os resultados foram

expressos em mg/L.
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3.3.3 Andlises de morfometria e indice somético

Foram medidas para cada individuo as seguintes -caracteristicas
morfométricas: comprimento total (CT) com a unidade de medida em milimetros e

peso corporal (g).

Para o indice somético; foram pesados os figados e calculado pela
férmula: IS = Peso do 6rgao (g)/Peso corporal (g)*100 (Sloof et al.,1983; Navarro et
al., 2006).

3.3.4 Micronucleo

O sangue de cada individuo foi coletado e gotejado sobre duas laminas
de microscopia para a realizacdo da extensdo sanguinea. ApOs serem secas em
temperatura ambiente, as laminas foram submetidas a um banho de 30 minutos em
Metanol P.A. (100 %) para fixacdo. Em seguida foram coradas com uma solucéo de
Giemsa 5 % por 40 minutos; lavadas posteriormente com agua destilada e secas
novamente em temperatura ambiente, como descrito por Grisolia et al. (2005).
Depois de seco, o material foi observado em microscépio Optico (400x). Mil
eritrécitos foram contados em cada lamina para a quantificacdo dos micronucleos

presentes. Foram produzidas 2 laminas por individuo.

3.3.5 Ensaio cometa

A andlise de fragmentos de DNA foi realizada utilizando ensaio alcalino do
cometa alcalino e coloracdo com nitrato de prata modificado de Tice et al. (2000) e
Andrade et al. (2004). O método consiste na deteccdo de fragmentos de DNA em
um microgel de agarose. Para isso, laminas de microscopia, duas para cada
exemplar de G. brasiliensis, foram previamente cobertas com agarose 1,5% (1,80 g
de agarose e 120 mL de tampao fosfato alcalino, pH 7,4). As amostras de sangue
foram diluidas 20 vezes em tampao fosfato e posteriormente, 10 pL do sangue

diluido foi misturado com 100 pL de agarose de baixo ponto de fusdo ou “low
11



melting” (0,15 g de agarose em 20 mL de tampao fosfato alcalino, pH 7,4) a 40 °C.
Em seguida, foram colocadas sobre as laminas com pré-cobertura e recobertas com
laminulas para o gel se aderir uniformemente até solidificar. Ap6s a retirada das
laminulas, as laminas foram colocadas em uma solucao de lise [(146,1 g NaCl (2,5
M), 37,2 g EDTA (100 mM) 1,2 g de Tris (10 mM) e 1 litro de agua destilada; e o pH
da solucéo foi ajustado para 13 com NaOH e, no momento do uso, foi adicionado 1
% de Triton X-100 e 10 % DMSO)] por, no minimo, 2 h em geladeira e protegidos da
luz. Apb6s o periodo da lise celular, as laminas foram colocadas em uma cuba
eletroforética e mergulhadas em tampéao eletroforético (300 mM NaOH e 1 mM
EDTA em pH>13) por um periodo de 20 min. Em seguida foi realizada a corrida
eletroforética em 25 V e 300 mA por 15 min. ApGs esta etapa as laminas foram
neutralizadas com tampao Tris (48,5 g de Tris em 1 litro de agua destilada) durante
5 minutos por trés vezes e lavadas com agua destilada por duas vezes. As laminas
foram secas por 2 h a 37 °C. Apds esse periodo, as laminas foram fixadas em
solucdo fixadora (15 % de acido tricloroacético, 5 % de sulfato de zinco
(heptahidratado), 5 % de glicerol e 1 litro de agua destilada) por 10 min. Apés esta
etapa, as laminas foram lavadas por trés vezes com agua destilada e secas por 2 h
a 37 °C. Depois de secas as laminas foram hidratadas por 5 min com agua destilada
e coradas com solucéo de coloragcdo com prata [(66 mL da solucéo de carbonato de
célcio (12,5 g de carbonato de calcio para 250 mL de agua) e 34 mL da solucao de
nitrato de prata (50 mg de nitrato de prata, 50 mg de nitrato de amonio, 250 mg de
acido tungstosalicilico e 125 pl de formaldeido)] por 15 min a 37 °C. Depois de
coradas as laminas foram lavadas trés vezes com agua destilada e entdo submersas
por 5 min em solucdo stop (acido acético 1 %). Passados os 5 minutos de reacéo,
foram novamente lavadas por trés vezes e secas em temperatura ambiente por um
periodo de 24 h.

Foram contabilizadas 200 células por animal (100 por lamina),
selecionadas aleatoriamente e ndo- sobrepostas. Cem células foram analisadas por
lamina, e duas laminas foram analisadas por individuo. Os danos ao DNA foram
classificados em cinco classes: classe 0 (auséncia de cauda — sem danos); classe |
(cauda é menor que o diametro do nucleo — dano pequeno); classe Il (cauda com
comprimento que varia de 1 a 2 vezes o diametro do nucleo — dano médio); classe Il
(cauda com comprimento 2 vezes maior que o diametro do ndcleo - dano extensivo)

e classe IV (auséncia de um nucleo principal — dano maximo) (Grazeffe et al., 2008).
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O indice de danos (ID) analisado pelo ensaio cometa foi calculado com a somatoria
do numero de nucledides observados em cada classe de dano multiplicado pelo
valor de sua respectiva classe de danos. Os resultados foram expressos como a
meédia de dano, para cada periodo de exposi¢cdo. Em todo o experimento, as células

foram analisadas em teste cego e sempre pelo mesmo observador.

3.3.6 Bioacumulagao

A andlise da acumulacdo do cadmio nas branquias e no musculo
esquelético foi realizada de acordo com Boock e Machado Neto (2005), porém com
as devidas adaptacOes para o presente trabalho. Primeiramente, foi medido o peso
umido de ambos tecidos. Em seguida as amostras foram armazenadas em tubos
falcon (14 ml), onde foi acrescentado 1 ml de acido nitrico (65 %) para a digestao,
logo apos, os tubos falcon foram para o banho-maria (90-100 °C) onde
permaneceram por 30 minutos com a finalidade de acelerar o processo de digestao.
Apoés as amostras serem completamente digeridas, foi realizada uma diluicdo a 10,5
de agua milliQ. As amostras foram armazenadas até o0 momento da leitura e antes
da leitura as amostras foram filtradas com filtros da marca analitica, de 13 mm e

poro de 0,45 pm, pré-limpo e nao estéril.

A concentracdo do cadmio nas amostras digeridas foi determinada pelo
espectrofotometro de absorcédo atbmica, no modo grafite (analitica, ASS ICE 3300),
pelo Laboratério de Ictiologia Aplicada (LABPEIXE) da Universidade Vila Velha

(UVV). Os resultados foram expressos em mg/g (peso umido).

3.3.7 Andlises bioquimicas

Os tecidos hepatico e branquial dos animais foram descongelados e
homogeneizados com tampéo fosfato (pH 7,0) e apds serem centrifugados (13000
RPM) por 30 minutos a 4 °C, o sobrenadante obtido foi utilizado para as dosagens

enzimaticas e para a quantificacdo de proteinas totais.
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Catalase (CAT; EC 1.11.1.6): A CAT foi estimada por meio da avaliagcao
continua do decréscimo da concentracdo do peroxido de hidrogénio (H202) em 240
nm (Aebi,1984). Para isso foi usado um tampéao para o meio de reacdo com peroxido
de hidrogénio 10 mM e tampé&o TE (Tris HCL 1 M e EDTA 5 mM), as amostras foram
diluidas 100x no tampdo TE. Para leitura, 10 pl do homogeneizado foram
adicionados a uma cubeta de quartzo contendo 900 pl de tampé&o de reacdao, lidas

em 240 nm no espectrofotdmetro SP — 220 (Biospectro).

Glutationa S-transferase (GST; EC 2.5.1.18): A atividade enzimética da
GST foi determinada utilizando tampéo fosfato (pH 7,0), 1 mM GSH e 1 mM de 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A atividade cinética da GST foi
calculada a partir da leitura da absorbancia em comprimento de onda em 340 nm,
em um leitor de placa (Molecular Devices, modelo SpectraMax 190). A atividade
absoluta foi estimada usando o coeficiente de extingdo do CDNB (Habig et al.,1974;
Habig e Jakoby, 1981).

Para que fossem realizados os célculos para determinar a atividade das
enzimas, foi determinado a dosagem de proteinas totais, essa concentracdo de
proteinas, nos tecidos, foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951). As
leituras das amostras foram realizadas em 750 nm no espectrofotdmetro SP — 220

(Biospectro).

3.4 Analises estatisticas

Os resultados obtidos no teste do micronucleo, bioacumulacdo do cadmio
nas branquias e no musculo esquelético foram expressos como mediana. Os demais
resultados foram expressos como meédia e erro padrdo da média. Os resultados
obtidos nos diferentes tratamentos (grupo controle, 0,01, 0,1 e 1,0 mg/L de cloreto
de cadmio) foram submetidos a uma andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo
teste de Tukey (p<0,05) para evidenciar grupos com diferencas estatisticas

significativas entre si. Os dados foram analisados pelo programa Sigma Stat 2.0.
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3. RESULTADOS

4.1 Analises dos parametros fisico-quimicos da agua

N&o houve morte (ou perda) de individuos ao longo de todo o

experimento realizado.

Os parametros fisico-quimicos da agua de mostraram um padrdo de
gualidade da &gua aceitavel para a realizacdo dos experimentos (Tabelas 1 e 2),

sem que esses parametros influenciassem nos resultados obtidos.

Tabela 1 — Parametros fisico-quimicos da agua referente ao experimento de
duracdo de 7 dias com individuos de Geophagus brasiliensis expostos a trés
concentragdes de cadmio. Os dados estdo expressos em forma de média e erro

padrao da média.

Parametros Controle 0,01 mg/L 0,1 mg/L 1,0 mg/L

Oxigénio dissolvido (mg/L) 7,96 £ 0,17 7,79+£0,11 8,03+0,11 7,93 £ 0,09
Temperatura (°C) 23,35+ 0,05 23,20+ 0,04 23,46 £ 0,27 23,26 £ 0,27
Condutividade (pus/cm) 129,2 £ 0,87 119,4 £ 2,42 137,3 £ 3,69 148,7 £ 17,06
Aménia (mg/L) 1,30+£0,13 1,27 £ 0,09 1,28 £ 0,05 1,09 £ 0,005
Nitrito (mg/L) 0,003 £ 0,00 0,003+0,0 0,004 + 0,00 0,003 £ 0,00

pH (unidade) 7,30 £ 0,02 7,20+ 0,00 7,12 £ 0,02 7,93 £ 0,09

Salinidade 0,10+ 0,00 0,10 £ 0,00 0,10 £ 0,00 0,10 £ 0,00

Tabela 2 — Parametros fisico-quimicos da agua referente ao experimento de
duracdo de 14 dias com individuos de Geophagus brasiliensis expostos a trés
concentracfes de cadmio. Os dados estdo expressos em forma de média e erro

padrdao da média.

Parametros Controle 0.01 mg/L 0,1 mg/L 1,0 mg/L

Oxigénio dissolvido (mg/L) 8,08+0,10 8,09 £ 0,09 8,07 £ 0,08 8,07 £ 0,02
Temperatura (°C) 23,50+ 0,16 23,30+ 0,28 23,60 £ 0,07 23,40+ 0,18
Condutividade (ps/cm) 117,2 + 6,70 136,0 + 8,38 94,90 + 2,40 97,80 + 0,05

Aménia (mg/L) 0,90 £ 0,007 0,94 £ 0,20 0,64 £ 0,07 0,90 £ 0,00
Nitrito (mg/L) 0,05+0,01 0,07 £ 0,003 0,09+0,001 0,002 £0,001

pH (unidade) 7,07 + 0,09 7,09 + 0,03 7,05+0,04  7,11%0,01

Salinidade 0,10+ 0,00 0,10 £ 0,00 0,10+ 0,00 0,10 £ 0,00
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4.2 Concentracdes de caddmio na agua

Os individuos de G. brasiliensis foram expostos as seguintes

concentracdes nominais de cadmio: O (controle); 0,01 mg/L; 0,1 mg/L e 1,0 mgl/L.

No entanto, a concentracdo meédia de cadmio dissolvida na &gua para cada
tratamento na exposicdo de 7 dias foi: O (controle); 0,005 mg/L; 0,039 mg/L e 0,55
mg/L, respectivamente. E a concentracdo de cadmio dissolvida na agua para cada
tratamento na exposicdo de 14 dias foi: 0,0035 mg/L (controle); 0,012 mg/L; 0,07

mg/L e 0,67 mg/L, respectivamente.

4.3 indice hepatossomatico

De acordo com os dados obtidos, € visto que apenas ocorreu uma
diferenca significativa (p<0,05) do indice hepatossoméatico em individuos que foram
expostos a 0,01 mg/L de Cd durante 7 dias quando comparados com 0O grupo
controle (Figura 1). Os demais grupos que foram expostos as diferentes
concentracfes nominais de Cd ndo exibiram diferencas significativas tanto apés a
exposicao de 7 dias quanto apos a exposicdo de 14 dias. Em relacdo ao tempo de
exposicdo, ndo houve diferenca significativa no indice hepatossomatico entre a

exposicao de 7 e 14 dias de duracéao.
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Figura 1 — Indice hepatossomatico de individuos de Geophagus brasiliensis

expostos a trés concentragcbes nominais de cadmio: 0,01; 0,1 e 1,0 mg/L, e o0s
respectivos controles de cada periodo de exposicdo de 7 e 14 dias. Os valores sao
expressos como media e erro padrdo da média, determinados pelo teste estatistico
Two Way ANOVA, seguida pelo teste de Tukey para determinar as diferencas entres
0s grupos analisados. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa
entre as concentracdes de um mesmo tempo de exposi¢cao (p< 0,05).

4.4 Teste do Microntcleo

O teste do micronucleo foi executado em eritrocitos de G. brasiliensis
expostos a trés concentracbes de cadmio. N&o foi observada relacdo dose-
dependéncia entre 0s grupos expostos as diferentes concentracdes de cadmio, tanto
no experimento de duracdo de 7 dias quanto no de 14 dias (Figura 2). Também néo
foi observada uma relacdo tempo-dependéncia entre 0s grupos expostos no periodo
de 7 e 14 dias.
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Figura 2 — Frequéncia de micronucleos em eritrécitos periféricos de Geophagus
brasiliensis expostos a trés concentragdes nominais de cadmio: 0,01; 0,1 e 1,0 mg/L,
e 0s respectivos controles de cada periodo de exposi¢cédo de 7 e 14 dias. Os valores
sdo expressos como mediana determinada pelo teste estatistico Two Way ANOVA,
seguida pelo teste de Tukey para determinar as diferencas entres 0S grupos
analisados. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre as
concentragbes de um mesmo tempo de exposicao (p< 0,05). A caixa representa a
amplitude interquartil que contém 50% dos valores. Linhas externas (na vertical)
correspondem aos maiores e menores valores encontrados e linhas internas
(horizontal) correspondem a mediana.

4.5 Ensaio do Cometa

De acordo com os resultados obtidos, é visto que o indice de danos (ID)
no DNA (Figura 3), tanto no experimento de duracdo de uma semana quanto no de
duas semanas, apresentou significativa relacdo dose-dependéncia (p=<0,001),
mostrando que os danos ao DNA foram maiores a medida que a concentracdo de

Cd aumentou.

No experimento de uma semana de duracdo, houve diferenca significativa
no indice de danos nos grupos expostos as concentracdes de 0,1 mg/L e 1,0 mg/L

guando comparados ao grupo controle e 0,01mg/L, porém entre eles o indice de
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danos foi semelhante. Também foi observada diferenca significativa entre os grupos
expostos as concentra¢gfes 0,01 mg/L e 0,1 mg/L e 1,0mg/L de cadmio, porém nao

h& diferenca entre o grupo controle e o exposto a 0,01 mg/L.

J& no experimento de duas semanas de duracéo, foi visto uma diferenca
significativa entre o grupo de 1,0 mg/L quando comparado ao grupo controle e ao
grupo de 0,01 mg/L, porém o indice de danos foi semelhante ao grupo exposto a 0,1
mg/L. Por sua vez o grupo exposto a 0,1 mg/L obteve um indice de dano similar ao
grupo exposto a 0,01 mg/L; e, por fim, o grupo exposto a concentracao de 0,01 mg/L

obteve um indice de danos similar ao grupo controle.

Em relacdo ao tempo de exposicdo de 7 e 14 dias, ndo houve relacao
tempo-dependéncia, mostrando que o0s tempos de exposicdo testados néo

influenciam no indice de danos causados ao DNA.
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Figura 3 - Frequéncia do indice de Danos no DNA em eritrocitos periféricos de
Geophagus brasiliensis expostos a trés concentraces nominais de cadmio: 0,01;
0,1 e 1,0 mg/L, e os respectivos controles de cada periodo de exposicdo de 7 e 14
dias. Os valores estéo expressos como média e erro padrdo da média, determinados
pelo teste estatistico Two Way ANOVA, seguida pelo teste de Tukey para determinar
as diferencas entres os grupos analisados. Letras minasculas diferentes indicam
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diferenca significativa entre as concentragfes de um mesmo tempo de exposicao
(p<0,05).

4.6 Bioacumulag&o em Branquias

De acordo com os dados analisados, foi visto que o acumulo de cadmio
nas branquias de individuos de G. brasiliensis exibe uma significativa relagdo tempo-
dependéncia (p=<0,001) (Figura 4), onde existe um acumulo de cadmio significativo
nos grupos expostos a 0,1 e 1 mg/L, em 14 dias de exposi¢cédo, quando comparados,

respectivamente, com 0s grupos expostos a 7 dias, nas mesmas concentracoes.

No experimento de duracdo de uma semana, foi observado que o grupo
exposto a concentracdo de 1,0 mg/L acumulou concentracBes mais elevadas de
cadmio quando comparado com o0s demais grupos, diferenciando-se
significativamente (Figura 4). Ja 0S grupos expostos as concentracbes de O
(controle) e 0,1 mg/L apresentaram uma acumulacdo semelhante, enquanto o grupo
exposto a 0,01 mg/L apresentou um acumulo semelhante ao grupo exposto a 1,0
mg/L.

No experimento de duracdo de duas semanas, pode ser observado que
assim como no experimento de uma semana de duragdo, 0O grupo exposto a
concentracdo de 1,0 mg/L acumulou concentracbes mais elevadas de cadmio
guando comparado aos demais grupos, também diferenciando-se significativamente
(Figura 4). Por sua vez, a acumulacdo do grupo controle e do grupo exposto a
concentracdo de 0,01 mg/L foi semelhante. O acumulo de Cd no grupo exposto a
concentracdo de 0,01 mg/L foi semelhante a do grupo exposto a 0,1 mg/l, que, por

sua vez, foi diferenciou-se significativamente do grupo controle.
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Figura 4 — Valores médios (mg/g) do acumulo de cadmio pelas branquias dos
individuos de Geophagus brasiliensis expostos a trés concentracbes nominais de
cadmio: 0,01; 0,1 e 1,0 mg/L, e os respectivos controles de cada periodo de
exposicao de 7 e 14 dias. Os valores sdo expressos em mediana e erro padréao da
mediana, determinados pelo teste estatistico Two Way ANOVA, seguida pelo teste
de Tukey para determinar as diferencas entres o0os grupos analisados. Letras
minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre as concentracées de um
mesmo tempo de exposicdo. * indica diferenca significativa entre os tempos de
exposicao (7 e 14 dias) em uma mesma concentracdo (p< 0,05). A caixa representa
a amplitude interquartil que contém 50% dos valores. Linhas externas (na vertical)
correspondem aos maiores e menores valores encontrados e linhas internas
(horizontal) correspondem a mediana.

4.7 Bioacumulacdo em Musculo Esquelético

De acordo com os dados analisados, observa-se que o acumulo de
cadmio no tecido muscular esquelético de individuos de G. brasiliensis exibe relacéo
tempo-dependéncia (p=<0,001), na concentracdo mais elevada de cadmio, 1,0 mg/L,

porém nao foi observada relacdo dose-dependéncia (Figura 5).

No experimento de uma semana de duracdo, observa-se que o acumulo
de cadmio pelo tecido muscular esquelético ndo se difere significativamente entre os

grupos experimentais expostos as trés concentragdes de cloreto de cadmio. J& no
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experimento de duas semanas, € visto que ocorre um acumulo maior de cadmio pelo
tecido muscular no grupo exposto a concentragcdo de 1,0 mg/L, apresentando
diferenca significativa quando comparado aos demais grupos experimentais (Figura
5).
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Figura 5 — Valores médios (mg/g) do acumulo de cadmio pelo tecido muscular
esquelético dos individuos de Geophagus brasiliensis expostos a trés concentracdes
nominais de cadmio: 0,01; 0,1 e 1,0 mg/L, e seus respectivos grupos controles de
cada periodo de exposicdo de 7 e 14 dias. Os valores sdo expressos em mediana,
determinados pelo teste estatistico Two Way ANOVA, seguida pelo teste de Tukey
para determinar as diferencas entres os grupos analisados. Letras minusculas
diferentes indicam diferenca significativa entre as concentracdes de um mesmo
tempo de exposicdo. * indica diferenca significativa entre os tempos de exposicao (7
e 14 dias) em uma mesma concentracao (p< 0,05). A caixa representa a amplitude
interquartil que contém 50% dos valores. Linhas externas (na vertical) correspondem
aos maiores e menores valores encontrados e linhas internas (horizontal)
correspondem a mediana.

4.8 Catalase (CAT)

Os dados obtidos mostram que ndo houve diferencas significativas entre

0 grupo controle e os demais grupos experimentais em relacdo a atividade da

enzima catalase (CAT) no figado dos individuos expostos as concentracdes
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nominais de 0,01, 0,1 e 1,0 mg/L de Cd em cada periodo de exposi¢ao (7 e 14 dias)
(Figura 6).

Em relagcdo ao tempo de exposicdo, pode-se observar diferencas
significativas (p<=0,001) entre a exposi¢cdo de 7 e 14 dias de duragdo. Visto que
apos 14 dias de exposicdo a atividade enzimética da CAT exibiu um aumento em
todos 0s grupos expostos ao cadmio, exceto 0 grupo exposto a concentracdo de

0,01 mg/L, incluindo o grupo controle (Figura 6).
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Figura 6 — Atividade enzimatica da catalase (CAT) no figado de exemplares de
Geophagus Brasiliensis expostos a trés concentracdes nominais de cadmio: 0,01;
0,1 e 1,0 mg/L, e seus respectivos grupos controles de cada periodo de exposicao
de 7 e 14 dias. Os valores estdo expressos como média e erro padrdo da média,
determinados pelo teste estatistico Two Way ANOVA, seguida pelo teste de Tukey
para determinar as diferencas entres 0s grupos. Letras minusculas diferentes
indicam diferenca significativa entre as concentragcdes de um mesmo tempo de
exposicao (p< 0,05). *indica diferenca significativa entre os tempos de exposicéo (7
e 14 dias) em uma mesma concentracdo (p< 0,05).
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4.9 Glutationa-S-transferase (GST)

De acordo com os dados analisados, foi observado que n&do houve
alteragdes significativas (diminuicdo ou aumento) na atividade enzimatica da GST no
figado dos individuos de Geophagus brasiliensis em relacdo as concentracdes
nominais utilizadas de cadmio apds a exposi¢cao de 7 dias de duracao (Figura 7). J&
apos a exposicao de 14 dias de duracdo, houve uma diferenca significativa (p< 0,05)
na atividade da enzima GST nos individuos expostos as concentracdes nominais de

1,0 mg/L de cadmio (Figura 7).

O tempo de exposicdo também teve influéncia na atividade da enzima
GST, visto que houve aumento significativo (p<0,05) da atividade dessa enzima nos
individuos expostos a 1 mg/L de Cd apés 14 dias, quando comparado aos individuos

expostos a 1 mg/L apos 7 dias (Figura 7).
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Figura 7 — Atividade enzimética da glutationa S-transferase no figado de exemplares
de Geophagus brasiliensis expostos a trés concentracdes nominais de cadmio: 0,01;
0,1 e 1,0 mg/L, e seus respectivos grupos controles de cada periodo de exposicao
de 7 e 14 dias. Os valores sdo expressos como média e erro padrdo da media,
determinados pelo teste estatistico Two Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey
para determinar diferencas estatisticas entre os grupos analisados. * indica diferenca
significativa entre os tempos de exposicdo (7 e 14 dias) em uma mesma
concentragéao (p< 0,05).
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4. DISCUSSAO

5.1 indice hepatossomatico

Sabe-se que o indice hepatossomético é capaz de oferecer uma
indicacdo a respeito do estado de reserva de energia de um individuo por meio da
avaliacdo do figado (Furley e Perbnico, 2015). De modo geral, os dados obtidos no
presente estudo ndo indicam alteragdes conspicuas nesse indice em individuos de
G. brasiliensis expostos a diferentes concentracdes de Cd durante 7 e 14 dias de
exposicdo. Uma reducdo desse indice em peixes, normalmente, pode estar
associada a uma menor quantidade de energia reservada nos organismos, que
geralmente ocorrem em individuos que habitam ambientes pobres e com elevadas
concentracbes de cadmio na &agua, 0 que sugere que esse efeito seja uma
consequéncia de uma exposicado crénica dos organismos ao composto (Furley e
Peronico, 2015).

5.2 Micronucleo

Os resultados obtidos a partir do presente estudo ndo indicaram uma
relacdo de dose-dependéncia e de tempo-dependéncia no aumento da frequéncia
de micronucleos em eritrécitos periféricos dos individuos de Geophagus brasiliensis
expostos ao cadmio. Essa baixa incidéncia de microndcleos em eritrocitos de
Geophagus brasiliensis é similar a baixa incidéncia encontrada por Cavas et al.
(2005), que também néo observaram um aumento significativo na frequéncia de
microndcleos em eritrocitos de Cyprinos carpio ap0s a exposicdo ao cadmio nas
concentracfes de 0,005 e 0,1 mg/L, durante 21 dias. Porém, no mesmo estudo foi
observado um aumento significativo na frequéncia dos micronucleos em peixes das
espécies Carassius gibelio e Corydoras paleatus na exposicdo de 21 dias, a

concentracéo de 0,1 mg/L de cloreto de cadmio.

Por outro lado, muitos trabalhos observaram aumento significativo da
presenca de micronucleos eritrocitarios em diversos organismos quando expostos
ao cadmio (Cavas et al., 2005; Lewinska et al., 2007; Aramphongphan et al., 2009 ).

De acordo com Jindal e Verma (2005), o aumento da frequéncia de microndcleos
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costuma ser notério entre o periodo de 24 e 96 horas, pois esse € o0 periodo mais
provavel que ocorra o processo de divisdo celular, onde os micronucleos podem ser

formados através da exposicao e inducdo por um agente xenobiotico.

No estudo de Ayllon e Garcia-Vazquez (2000), também foi visto uma
baixa frequéncia de micronucleos em eritrocitos de peixes da espécie Phoxinus
phoxinus e Poecilia latipinna que receberam doses intraperitoneal de cloreto de
cadmio nas concentracdes de 0,17 mg/Kg, 1,7 mg/Kg, 3,4 mg/Kg, por um periodo de
24 horas. Nepomuceno et al. (1997) também observaram uma baixa frequéncia de
micronucleos em eritrocitos de Cyprinus carpio expostos a 2,0 mg/L de mercurio

durante 159 dias, sendo analisada a frequéncia em média a cada oito dias.

Essa baixa frequéncia de micronucleos em eritrécitos encontrada nos
trabalhos citados acima pode estar relacionada com a cinética celular ou até mesmo
a substituicdo de células danificadas por outras saudaveis (Cavas et al., 2005).
Baseado nos resultados do presente estudo e corroborado com as informacdes
citadas por outros autores, observa-se que o cadmio pode oferecer um risco
genotéxico menor para a espécie Geophagus brasiliensis quando expostas as
concentracfes de 0,01, 0,1, e 1,0 mg/L de Cd, ou possivelmente ha uma pequena

sensibilidade ao teste do micronucleo quando comparado a outras espécies.

5.3 Ensaio cometa

O ensaio cometa é uma técnica bastante utilizada para a deteccao de
fragmentos dos filamentos do DNA e é considerado um bom biomarcador ndo
especifico de genotoxicidade em espécies aquaticas e além disso, é considerada
uma técnica sensivel, de rapida execucado e ndo muito custosa (Frenzilli et al., 2009;
Pellegri et al., 2014).

No presente estudo, foi observada uma significativa relacdo dose-
dependéncia entre as concentra¢des utilizadas e os danos causados ao DNA. E
visto que, o aumento do indice de danos ao DNA ocorre de forma significativa a
partir da concentracdo de 0,1mg/L de Cd a 7 dias e 1,0mg/L a 14 dias. Embora néo
tenha ocorrido relacdo tempo-dependéncia, pode-se notar que, aos 14 dias de

exposicao, ocorre uma pequena diminui¢do no indice de danos causados ao DNA.
26



A relacdo dose-dependéncia observada no presente estudo € similar ao
trabalho de Ahmed et al. (2010), que também notaram essa relacdo nos tecidos das
branquias, do figado e do rim, ao expor individuos da espécie Anabas testudineus
(Bloch) as concentragfes de 0,1, 1,0 e 2,0 mg/L de Cd, durante 96 h. Assim como
no trabalho de Ahmed et al. (2011), que notaram a relacdo dose-dependéncia nos
tecidos de branquia, figado e sangue, em individuos de Oreochromis mossambicus
expostos as concentracdes de 3ppm, 28ppm e 56ppm de arsénio (NaAsO2), durante
48h, 96h e 192 h. Os resultados obtidos no presente trabalho também sdo similares
ao de Jindal e Verma (2015), que ao exporem individuos de Labeo rohita (Hamilton)
as concentracbes de 0,37mg/L e 0,62mg/L de Cd durante 100 dias, sendo as
amostras de sangue coletadas em diferentes intervalos (1, 3, 5, 10, 15, 30, 60 e 100
dias), foi observado o aumento gradual de danos ao DNA em ambas concentracdes,
sendo observado o pico maximo de danos apos 10 dias de exposi¢ao, seguida de

uma diminuicdo dos danos a partir de 15 dias de exposicao.

O aumento do indice de danos ao DNA pode estar relacionado a
capacidade do Cd de gerar espécies reativas de oxigénio (ERO’s), o que,
consequentemente, induz a quebra dos filamentos do DNA, uma vez que as ERO’s
podem induzir a peroxidacao lipidica, atuando sobre a membrana plasmatica ou
sobre o DNA, causando danos diretos. Esses danos ao DNA também podem ser
induzidos pela inibicdo do sistema de reparacdo (Ahmed et al., 2010; Rocha et al.,
2014; Jindal e Verma, 2015). Os danos causados ao DNA sédo considerados graves,
uma vez que a cadeia do DNA quebrada pode ser rearranjada em outra posicao,
alterando a ordem de suas bases. Sendo assim, esse evento pode ocasionar uma
mutacdo, além disso, o acumulo de bases danificadas pode arremeter a uma

oncogénese (Barreiros et al., 2006; Zapata et al., 2016).

Em relacdo a pequena diminuicdo no indice de danos do DNA apos 14
dias de exposicdo, pode ser explicada por uma possivel reparacdo do DNA
danificado. Também é visto que, uma exposi¢cdo continua, por um longo periodo,
aos poluentes pode ocasionar em uma aclimatacdo dos individuos expostos, que
consequentemente desenvolvem mecanismos de adaptativos capazes de tolerar o
estresse oxidativo causado pelos poluentes (Jindal e Verma, 2015; Singh e

Srivastava, 2010), ou devido a perda de células que foram severamente danificadas,
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ou ambos (Ahmed et al., 2011). Além disso, pode ocorrer perda da concentracao
inicial e total das doses utilizadas no presente estudo (0,01, 0,1, 1,0mg/L), assim
como também j& ocorreu em trabalhos de outros autores, como o de Bucker et al
(2006).

5.5 Acumulagao de cadmio nos tecidos

A distribuicdo dos metais acumulados pelos organismos raramente ocorre
de modo uniforme entre os tecidos. Essa diferenca pode ocorrer devido ao tipo de
exposicdo, que pode ser tanto via solugdo, quanto alimentar; concentracdo dos
compostos metalicos e a duracdo da exposicdo a qual 0s organismos Sao expostos
(Qu et al., 2014). De acordo com Kraal et al. (1997), é visto que o acumulo dos
metais nos orgdos dos peixes tendem a decrescer na seguinte ordem: intestino>
branquia > rim > figado > musculo, desde que os individuos sejam expostos aos
metais via solucdo hidrica. Essa descricdo foi exatamente o que aconteceu no
presente trabalho, visto que a branquia acumulou concentragcdes mais elevadas de
cadmio quando comparado ao musculo. Esse resultado é similar também ao
trabalho de Qu et al. (2014), os quais expuseram individuos de Carassius auratus a
concentracdo de 0,1 mg/L de cadmio nos periodos de tempo de 3 e 12 dias, sendo a
branquia o o6rgdo que acumulou concentracbes maiores de cadmio quando

comparado a acumulacédo no musculo.

O maior acumulo de cadmio pela branquia pode ser explicado uma vez
gue esse 0rgao possui contato direto com 0 meio aquoso e, consequentemente, € 0
primeiro a entrar em contato com os ions de cadmio dissolvidos na agua, esses ions
podem se ligar de forma ndo especifica aos mucopolissacarideos (composto de
mucoproteinas com glicoproteinas), encontrados externamente ao tecido branquial.
Portanto, a branquia pode ser o primeiro alvo passivel a acumulacdo antes que o

cadmio seja distribuido para outros 6rgéaos (Isani et al., 2009; Qu et al., 2014).

Pode-se ainda notar no presente estudo que o acumulo de cadmio na
branquia tem relacéo de dependéncia com a duracdo do tempo de exposicdo, sendo
maior apés 14 dias de exposicao. O resultado encontrado, € similar ao de Isani et al.

(2009), quando individuos da espécie Sparus aurata foram expostos a concentracao
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de 0,1 mg/L de cadmio via solu¢do hidrica (Agua salgada) durante 4 e 11 dias, onde
foi observado o efeito do tempo no acumulo do metal, sendo a acumulacdo pela
branquia, significativamente, maior apés a exposicdo de 11 dias. Os dados do
presente trabalho também sdo corroborados pelo estudo de Souid et al. (2013),
onde individuos de Sparus aurata foram expostos a concentracdo de 0,5 mg/L de
cadmio no periodo de 2h, 4h e 24h, sendo essa acumulagcdo maior ap6s a exposi¢cao

de 24 h, tanto para as branquias quanto para o musculo.

J& em relagdo ao acumulo de cadmio no tecido muscular, houve relacéo
de tempo-dependéncia, sendo maior apés 14 dias de exposicdo. Também é notavel
gue a acumulacédo do metal foi maior em individuos expostos a concentracédo de 1,0

mg/L de cadmio em ambos tempos de exposicao.

Esse resultado de tempo-dependéncia € similar ao de Wu et al. (2007), os
guais expuseram individuos de Oreochomis sp. (tilapia) a 4,45 uM de cadmio pelo
periodo de 0 h, 5 h, 5 dias e 15 dias. De acordo com esse trabalho citado acima, foi
visto que, embora o musculo acumule menores concentra¢cbes de cadmio quando
comparado a outros 6rgaos (branquias, intestino, rim e figado), o acumulo desse
metal pode ser mais elevado nesse 6rgdo apdés uma exposicao de longa duracao (15
dias). A menor acumulacéo de cadmio pelo tecido muscular quando comparado ao
da branquia pode ser explicado pelo fato de que o tecido muscular representa uma
maior fracdo de tecido em relacdo ao peso total do peixe. Portanto, é visto que o
cadmio acumulado nesse tecido pode ter sofrido uma diluicdo em uma massa total

maior do que em um Orgao como a branquia (Liang et al., 2012).

De acordo com a portaria 658 de 1998 (ANVISA), o nivel maximo de
cadmio permitido nos peixes e pescados é de 1,0 mg/ kg. Embora a concentracao
de cadmio encontrado no musculo dos peixes do presente estudo tenha sido baixa,
deve ser levado em consideracdo que grande parte dos organismos além de serem
passiveis a bioacumulacdo, também sdo passiveis a biomagnificacdo dos metais.
Portanto, deve ser levada em consideracdo a qualidade do ambiente em que o0s
peixes se encontram, uma vez que alimentos com elevadas concentracfes de

cadmio podem oferecer risco a satde humana e a saude da biota aquéatica.
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5.6 Atividade da enzima catalase (CAT)

A enzima CAT é considerada uma enzima de defesa primaria,
responsavel por catalisar o peréxido de hidrogénio em hidrogénio e 4gua, uma forma
ndo toxica (Qu et al., 2014). No presente trabalho, a atividade da enzima catalase
nao apresentou diferencas significativas nas exposicoes de 7 e 14 dias relacionadas
as diferentes concentracoes utilizadas.

Esse resultado € similar ao de Atli e Canli. (2010), que ao exporem
individuos de Oreochromis niloticus a 20 pM de Cd, pelo periodo de 20 dias,
observaram que a atividade da CAT no figado dos individuos ndo apresentou
alteracdes significativas quando comparada com o grupo controle. E também ao de
Jin et al. (2015), que ao exporem larvas de Danio rerio as concentragdes de 1, 3 e
10 pM de Cd, por 96 h, observaram que ndo houve um aumento significativo da
atividade da CAT nos grupos tratados em todas as concentragoes.

Em relacdo ao tempo de exposicdo, foi observado que a atividade
enzimatica se elevou nos grupos expostos as concentracdes de 0,1 e 1,0 mg/L de
Cd apos 14 dias de exposicao, essa alteracdo pode ter sido induzida pelo metal.
Esse resultado é similar ao encontrado por Basha e Rani (2003), o qual mostra que
0 aumento significativo da atividade da enzima CAT pode ocorrer no figado de
individuos de Oreochromis mossambicus (Tilapia) exposto a elevada dose de Cd
apos a exposicdo de 7 e 15 dias. Dessa forma, o resultado do presente estudo
indica uma possivel mudanca em direcdo a um mecanismo de desintoxicacdo sob a

exposicao em longo prazo para o Cd.

Em relagcdo ao grupo controle, foi visto um aumento da atividade da
enzima apos a exposicao de 14 dias quando comparado com a exposicao de 7 dias,
sabe-se que atividades relacionadas as enzimas antioxidantes podem sofrer
variacbes em organismos em relacdo ao sexo, idade e estado nutricional, assim
como o préprio manejo dos individuos durante o periodo experimental, mesmo que
nao haja a presenca de poluentes na agua. De forma que esse resultado pode estar
relacionado a outros fatores que impliguem um estresse ao organismo (Camargo,
2002).
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5.7 Atividade da enzima glutationa S-transferase (GST)

A GST é uma importante enzima de detoxificacdo, uma vez que catalisam
a conjugacao de substancias xenobidticas com a glutationa (GSH), com a finalidade
de tornar os poluentes mais hidréfilos para o transporte ou excre¢do (Kaur e Kaur,
2015). Os dados obtidos no presente estudo mostram que o aumento na atividade
da enzima GST é conspicua apenas em individuos expostos a concentracdo
nominal de 1,0 mg/L de Cd quando comparado ao seu grupo controle, apls a
exposicdo de 14 dias de duracdo. Também ¢é possivel observar diferenca
significativa entre os tempos de exposicdo, o qual mostra que os individuos expostos
a concentracdo nominal de 1,0 mg/L de Cd apresenta a atividade da GST mais
elevada ap6s a exposicdo de 14 dias de duracdo quando comparada com a
atividade dos individuos expostos a mesma concentracdo apos a exposicao de 7

dias de duracéo.

Esses resultados sdo similares ao trabalho de Basha e Rani (2003), o
gual mostra que elevacdes significativas da atividade das enzimas GST podem
ocorrer no figado de individuos de Oreochromis mossambicus (Tilapia) expostos a
elevada dose de Cd (5 mg/L), ap0s a exposicdo de 7 dias em diante e pode ser
mantido até 15 dias. Assim como no trabalho de Zirong e Shijun (2007), onde foi
observado o aumento da atividade da GST no figado em individuos de Oreochromis
niloticus expostos a 3 mg/L de Cd, pelo periodo de 1, 5, 10, 20 e 40 dias, é possivel
notar um aumento significativo na atividade da enzima quando comparada com o

grupo controle a partir do quinto dia de exposicao.

Sabe-se que o aumento da enzima glutationa S-transferase pode estar
associado ao estresse oxidativo e ao mecanismo de detoxificagcdo dos organismos,
induzidos por metais, do contrario ndo ocorreriam alteracbes na atividade dessa
enzima (Basha e Rani., 2003; Atli et al., 2006). De acordo com os dados da enzima
GST obtidos no presente estudo, sugere-se que em individuos de Geophagus
brasiliensis, o aumento da atividade da GST no figado mostra uma possivel
mudanca em direcdo a um mecanismo de desintoxicacdo sob a exposi¢cdo em longo
prazo para o Cd, essa mudanca na atividade dessa enzima € um processo esperado
devido ao papel efetivo do figado na desintoxicacdo de xenobidticos (Basha e Rani,
2003).
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5. CONCLUSOES

O cadmio possui um baixo poder mutagénico em eritrocitos de individuos
de Geophagus brasiliensis nas concentracdes e tempo testados, observados por

meio do teste do micronucleo.

O Ensaio cometa, por sua vez, quando comparado ao teste do
micronucleo, se mostrou mais eficiente e sensivel em detectar efeitos genotdxicos

do Cd nos individuos quando expostos a diferentes concentracdes.

Em relacdo ao acumulo de Cd foi observado que o tempo de exposicéo
exerce uma grande influéncia sobre a bioacumulagdo desse metal tanto das
branquias quanto dos musculos, sendo encontradas maiores concentragbes de Cd
nos orgaos dos individuos expostos durante o periodo de 14 dias. Também foi
demonstrado que a concentracdo do Cd influencia no acimulo dos compostos pelos

organismos.

O Cd é capaz de provocar ativagdo das enzimas glutationa S-transferase
e da catalase como mecanismo de desintoxicacdo ao xenobidtico, apdés os
individuos serem expostos a maiores concentracdes de cadmio aos 14 dias para

GST e em relagéo ao maior periodo de tempo para ambos.

De modo geral, a concentracdo maxima de cadmio para aguas de classe
[l determinada pela Resolugdo CONAMA 357/2005 ndo ofereceu grande risco
genotoéxico, mutagénico e oxidativo nos organismos-alvo do estudo. Embora os
individuos tenham bioacumulado baixas concentracfes de Cd no musculo, ainda
assim, € necessario um controle maior da qualidade dos ambientes, tendo em vista
o potencial efeito de biomagnificacdo dos compostos quimicos e 0s potenciais riscos
a saude humana e animal devido ao consumo de organismos aquaticos
contaminados. E necessario o constante monitoramento das concentracdes de
metais na agua, assim como avaliar periodicamente a concentracdo desses
Compostos Nos organismos, para que se possa ter uma caracterizacdo da qualidade

do ambiente no qual se encontram.
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