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Resumo

O aumento constante de xenobidticos no meio ambiente tem preocupado o0s
orgaos de saude publica devido aos danos sociais e econdmicos causados
pelos seus efeitos deletérios. Algumas substancias genotoxicas como o cadmio
danificam as células alterando suas expressfes génicas e gerando imperfeicdo
nos processos de replicacdo e reparo cromossdmico. A quantificacdo dos
efeitos genotdxicos é considerada um excelente marcador de exposicédo. Neste
trabalho utilizamos as técnicas de microscopia de luz e citometria de fluxo para
avaliar as alteragbes morfolégicas em nucleos eritrociticos, bem como a
proporcao e integridade das populacfes eritrociticas, granulociticas, linfociticas
e trombociticas de tilapias expostas ao cadmio. Animais expostos a
concentracdes de 0,25- e 2,5 mg.L™* CdCl,.H,O e controles foram analisados
nos periodos de 48, 96 e 144 horas. Nossos resultados mostraram aumento no
namero das alteracbes celulares tempo e dose dependente, bem como
correlagBes positivas entre as alteragces morfologicas nucleares e alteracdes
na integridade da membrana das células. As técnicas foram adequadas na
avaliacdo das alteragcbes indicando suas aplicagbes em programas de

monitoramento ambiental.

Palavras-chave. Genotoxicidade, integridade celular, depuracéo,
anormalidades nucleares, citometria de fluxo, iodeto de propideo.



Abstract

The steady increase of xenobiotics in the environment has been a matter of
concern to public health agencies due to social and economic damage caused
by its deleterious effects. Genotoxic substances such as cadmium cause cell
damage altering their gene expression, generating imperfections in the
processes of replication and repair processes. The quantification of the
genotoxic effects is considered and excellent marker of exposure. In this work
we used the techniques of light microscopy and flow cytometry to assess the
erythrocytic morphological abnormalities in nuclei, and the proportions and
integrity of populations’ erythrocytes, granulocytes, and lymphocytes /
thrombocytes of tilapia exposed to cadmium. Animals exposed to
concentrations of 0.25-, 2.5 mg.L™ CdCl,.H,O and controls were analyzed for
periods of 48, 96 and 144 hours. Our results showed an increase time and dose
dependent in the number of cellular alterations, addition to positive correlations
between the nuclear morphological abnormalities and cell membrane integrity.
The techniques were adequate in the assessment of the changes indicating

their applications in environmental monitoring programs.

Keywords. Genotoxicity, cell integrity, depuration, nuclear abnormalities, flow
cytometry, propidium iodide.
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INTRODUCAO

1. Geral

A contaminacdo do ambiente aquatico ocorre por numerosos agentes
toxicos que geralmente sdo produzidos por atividades industriais, agricolas e
domésticas resultantes do uso inadequado de recursos hidricos. O aporte
crescente de xenobi6ticos (compostos estranhos aos organismos) tem sido
relacionado principalmente ao crescimento populacional e ao avanco
tecnoldgico que resulta na liberacéo e geracdo de produtos que constituem os
residuos industriais e domésticos. Tal fato vem contribuindo para a reducéo da
qualidade dos diversos compartimentos ambientais (agua, sedimento, ar, solo),
bem como para o comprometimento da saude dos seres vivos que neles
habitam (CAJARAVILLE et al., 2000). Segundo Lucarelli (2006), entre os
poluentes mais prejudiciais ao ecossistema estdo 0s metais pesados, as
radiacbes e 0s compostos organicos, tais como pesticidas e drogas (ATSDR
2008, DUARTE e PASQUAL, 2000). Estes agentes também apresentam
particularmente a possibilidade de agirem como elementos genotoxicos.

(PACHECCO et al. 1998; AYYLON e GARCIA-VAZQUEZ, 2000).

2. Genotoxicidade

A genotoxicidade se refere a alteracdo na estrutura geral, na disposi¢ao
dos cromossomos (clastogenicidade) ou nas sequéncias de pares de bases do
DNA (mutagenicidade) por exposicdo a agentes toéxicos (AL-SABTI e
METCALFE, 1995).

O DNA é um componente celular importante na avaliacdo de toxicidade,

tanto em organismos aquaticos quanto em organismos terrestres. A perda da



integridade do DNA pode induzir mutacdes, aberracbes cromossémicas,
defeitos congénitos, além de efeitos em longo prazo, tais como cancer e outros
efeitos toxicos irreversiveis (ROCCO et al., 2010).

Os danos cromossGmicos se caracterizam como resultado de
ineficiéncia do processo de reparo correto do DNA, sendo geralmente
evidenciados durante a divisao celular e apresentam um indice de acumulacéo
genotoxica. Estes efeitos podem ser medidos através da ocorréncia de
aberracdes cromossdmicas, troca de cromatides irmas, alteracdo na replicacao
do DNA e formacdo de microndcleos, bem como outras alteracdes nucleares
(BOLOGNESI, 2003; MATSUMOTO et al., 2006).

Os mecanismos que podem gerar a genotoxicidade tém sido estudados
através de bioensaios para a melhor compreensdo da acdo toxica dos
contaminantes. Os bioensaios sdo utilizados para a obtencdo de dados e
padronizacdo de metodologias que permitem prever e/ou avaliar efeitos de um
dado xenobionte em determinada concentracdo ou dosagem, de forma isolada,
minimizando a influéncia de diferentes variaveis ambientais (RAMSDORF,

2007).

3. Peixes

Os peixes sdo amplamente utilizados na avaliagcdo do nivel de toxicidade
do ambiente aquatico, uma vez que descargas industriais e domésticas sao
responsaveis por altas concentracdes de substancias toxicas nesse ambiente.
Além disso, apresentam respostas similares a dos grandes vertebrados,
podendo assim ser utilizados no estudo de agentes toxicos com potencial

carcinogénico e teratogénico para seres humanos. A utilizacdo dos peixes



como organismos sentinela pode indicar o potencial de exposicdo das
populacdes humanas a genotoxicos quimicos e também estdo entre 0os maiores
veiculos de transferéncia de contaminantes para humanos (AL-SABTI e
METCALFE, 1995).

Devido a sua capacidade de metabolizar xenobidticos e acumular
poluentes, os peixes representam importantes sistemas de monitoramento na
avaliacdo de genotoxicidade aquatica gerada principalmente por metais
pesados (BALCH et al., 1995; GRISOLIA e CORDEIRO, 2000; METCALFE et
al., 1990; MINISSI et al., 1996; RAJAGURU et al., 2003). Contudo, os peixes
nao estdo isentos dos danos da poluicdo, pois alguns estudos laboratoriais e
de campo tem relatado correlacdo positiva entre poluentes genotéxicos e o
declinio das populacdes de peixes (CHEN e WHITE, 2004; KEITER et al.,

2006).

4. Modelo animal de estudo

Oreochromis niloticus, popularmente conhecido por tilapia do Nilo foi a
espécie escolhida para a execucdo deste trabalho. A tilapia € natural da Africa
e foi introduzida no Brasil em 1971 (CASTAGNOLLI, 1992).

As tilapias adultas tém predominantemente dietas vegetarianas, embora
possam ingerir uma ampla variedade de alimentos, incluindo, planctons,
organismos bénticos, invertebrados aquaticos, larvas de peixes, detritos e
matéria organica em decomposicdo. Especialmente a espécie O. niloticus
comumente se alimenta de fitoplanctons e detritos (LIM e WEBSTER, 2006).
Portanto, estes animais podem adquirir substancias toxicas dissolvidas em

agua, bem como adquiri-las em sedimentos.
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A maturacdo sexual da tilapia pode ser estimada de acordo com sua
idade e peso. Para a tilapia do Nilo, a maturacéo ocorre por volta dos 6 meses

de idade e com um peso aproximado de 40 gramas (LIM e WEBSTER, 2006).

Figura 1: Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus). Encontrado no  site

http://blog.agriculture.ph/category/aquaculture/page/5, acessado em 17 de janeiro de 2012.

A tilapia € uma espécie importante em bioensaios laboratoriais, pois
apresenta alta prolificidade, resisténcia a muitas doencas (BENTSEN et al.,
1998), crescimento rapido e rusticidade (HAYASHI et al., 1999). Adapta-se
facilmente a ambientes |énticos e tolera grandes variagfes de temperatura (18
a 35°C), baixo nivel de oxigénio dissolvido (1,2 mg.L™") (LUCARELLI, 2006; LIM
e WEBSTER, 2006) e alta concentracdo de amoénia na agua (1 mg.L™)
(POPMA e PHELPS, 1998; LIM e WEBSTER, 2006). Além disso, €
comercialmente muito importante no sudeste do Brasil, e embora seja uma

espécie de agua doce, também pode ser encontrada em agua salobra em


http://blog.agriculture.ph/category/aquaculture/page/5,%20acessado

estuarios do todo mundo (VIJAYAN et al., 1996). Como bioindicadora
ambiental, apresenta consideravel relevancia, pois além de facil adaptacdo a
novos ambientes, possui distribuicdo generalizada e responde bem aos

produtos quimicos (VIJAYAN et al., 1996; LINDE-ARIAS et al., 2008).

5. Indutor genotéxico (cadmio)

O cadmio é amplamente estudado devido a sua caracteristica de
poluente ambiental recorrente (ATSDR, 2008), ja caracterizado como um
elemento que apresenta efeitos adversos a saude humana (LUCARELLI,
2006). Encontra-se como um dos elementos-traco mais estudados em
toxicologia na atualidade, devido ao aumento significativo da sua concentracéo
no ambiente, resultante do acumulo de residuos industriais e domésticos.
(WRIGHT e WELBOURN, 1994; GOERING et al., 1995). Somado a este fato, o
carater persistente deste elemento (ndo sofre degradacédo quimica ou fisica) e
a sua consequente acumulacdo nos organismos, lhe confere um significado
ecologico importante (JENSEN e BRO-RASIRIUSSEN, 1992; ALAZEMI et al.,
1996). Além disso, € um poluente particularmente perigoso devido a sua alta
toxicidade e grande solubilidade em agua (CELIK et al., 2007).

O cadmio é encontrado naturalmente na crosta da terra e
frequentemente pode ser lancado na atmosfera através de atividades
vulcanicas, incéndios florestais e transportes de particulas do solo pelo vento
(FILIPIC, 2011). Além de ser encontrado naturalmente, este elemento possuli
uma larga producdo mundial estimada em 20.000 toneladas em 2005. Esta
producdo é empregada na fabricacdo de pigmentos, tintas (como estabilizador),

soldagens e baterias (Ni-Cd) (JOSEPH, 2009) que podem ser consideradas



como fonte antropogénica de contaminagcdo ambiental decorrente do refino e
uso de metais, tais como cobre e niquel, queima de combustiveis fésseis e
residuos de fertilizantes fosfatados (FILIPIC, 2011).

A exposicdo ocupacional tem sido relatada em trabalhadores de
fundicbes de metais ndo ferrosos, na producao e processamento de cadmio e
na reciclagem de lixo eletrbnico. A exposicdo ndo ocupacional em humanos
ocorre principalmente através do cigarro, que contém relativamente altas
concentracdes desse elemento (FILIPIC, 2011).

O cadmio pode estar presente no ar, na agua e nos alimentos. A
concentracdo de cadmio no ar atmosférico e na agua é geralmente baixa,
contribuindo com uma porcentagem muito pequena da dose total absorvida
pelo organismo, sendo principalmente registrada em regides industriais. A
maior fonte de contaminacédo é através dos alimentos. O nivel de exposicéo
depende do tipo de alimento e da taxa de contaminacdo ambiental onde foi
gerado. Segundo Jarup e Akesson, (2009) o consumo de cadmio nos alimentos
varia entre 8 e 25 ug por dia e de acordo com EPA, a concentracédo de 0,005
mg.L" de cadmio em alimentos e agua ndo deveria causar nenhum efeito
adverso a saude humana.

Embora alimentos a partir de plantas em geral possam apresentar uma
maior concentracdo de cadmio, outros alimentos como carne, ovos, produtos
lacteos e peixes representam uma possivel fonte de acumulo desse metal em

humanos (JARUP e AKESSON, 2009).



5.1. Mecanismos genotoxicos induzidos por cadmio

Os efeitos genotoxicos e carcinogénicos do cadmio tém sido
identificados pela capacidade interativa deste metal com DNA e proteinas. Esta
interacdo promove a inibicdo da replicacdo e reparo de DNA, atuando na
diminuicdo da fidelidade das DNAs polimerases (ZABOUR et al., 1981;
HARTIWUIG, 1994). Além dos efeitos genotoxicos diretos, efeitos indiretos
estdo relacionados ao cadmio, como por exemplo, a alteracdo da homeostase
do calcio das células, interferindo assim na expressdo de certos genes
funcionais e em vias transcricionais (BEYERSMANN e HECHTENBERG,
1997).

Alguns efeitos do cadmio tém sido relatados em humanos, como
tumores nos testiculos, pulmdes, prostata e no sistema hematopoiético
(WAALKES e REHM, 1994), além de ocorréncias de lesdes renais irreversiveis,
osteoporose, enfisema ndo-hipertréfico, anemia, eosinofilia, insénia e rinite.

Na exposicdo cronica a este metal, o rim é o 6rgdo considerado mais
sensivel ao contaminante (WHO, 1992). Recentemente, o Comité Misto
FAO/OMS de Peritos em Aditivos para Alimentos (JECFA) estabeleceu uma
adicdo mensal toleravel de caddmio de 25 pg/kg de peso corporal o que
corresponde a uma adi¢do semanal de 5,8 pg/kg (FILIPIC, 2011).

Os efeitos da exposicdo ao cadmio em peixes tém sido investigados ao
nivel morfolégico e bioquimico em diferentes espécies (PRATAP e
WENDELAAR-BONGA, 1993; WONG e WONG, 2000; GARCIA-SANTOS et
al., 2007). Os peixes tendem a adquirir este contaminante a partir da agua e /

ou alimentos, e o acumulam em seus tecidos. Este acumulo, ao nivel individual



pode levar a reducdo da sobrevivéncia, do crescimento e da reproducao
(HANSEN et al., 2002; MIGLIARINE et al., 2005).

Estudos recentes tém avaliado respostas enzimaticas dos peixes ao
cadmio, sendo relatada por Jebali et al. (2006) a reducdo da atividade da
acetilcolinesterase no peixe Seriola dumerilli, e por Roméo et al. (2000) a
inibicdo da atividade da catalase. No entanto, o indicador mais conhecido de
exposicao ao metal é a inducdo de metalotioneinas que sdo proteinas ricas em
cisteina (23 - 33%) de baixo peso molecular responsaveis por proteger o
organismo contra os efeitos dos metais. Estas proteinas possuem em seus
grupos sulfidrila de alta afinidade para ligar e imobilizar uma grande variedade
de metais, principalmente o cadmio (ROESIJADI, 1996; VAN DER OOST et al.,
2003).

A exposicao ao cadmio também envolve dano oxidativo as membranas
celulares, pela peroxidagdo da membrana lipidica e pela alteracdo da
capacidade antioxidativa das células (HUSSAINT et al., 1987; SARKAR et al.,
1994, 1995). Os acidos graxos insaturados presentes nas membranas
(fosfolipideos, glicolipideos e esterdis) e as proteinas transmembranas que
contém aminoacidos oxidaveis sdo suscetiveis aos danos causados pelos
radicais livres (TAPPEL, 1973). A peroxidacao de lipideos pode desestabilizar a
membrana, causando alteracdes na fluidez e permeabilidade, modificacbes no
transporte de ions e inibicdo dos processos metabdlicos (NIGAM e SCHEWE,
2000).

Alteracbes patoldgicas podem ocorrer nos tecidos responsaveis pela
regulacdo de ions sob efeito do cadmio (WONG e WONG, 2000), gerando

disturbios como a tumefacéo do epitélio e de células de cloreto nas branquias,



hiperplasia e hipertrofia, pois as branquias representam um érgéo chave para a
acdo dos poluentes existentes no meio aquatico (GARCIA-SANTOS et al.,
2007). Entretanto, segundo Wu et al. (2007), as branquias sdo um 6rgéo alvo
temporario de acumulo de cadmio, sendo este transferido via sistema
circulatério ou sistema enterohepatico para 6rgaos digestivos, tais como rim e
figado. O rim € um importante 6rgdo para a regulacdo ibnica em peixes e
segundo Thophon et al. (2003), o cadmio pode causar degeneracao, necrose e
vacuolizacdo nas células dos tubulos renais. No figado tém sido observados
vacuolizacdo de hepatocitos, edema celular e congestao dos vasos sanguineos
(DYK, 2007). O figado tem um papel chave no metabolismo e subsequente
excrecdo de xenobiontes, portanto, € de adicional interesse na avaliacdo de
impactos ambientais (BERNET et al., 1999).

O cadmio tem demonstrado, também, ser um metal genotdxico
(BEYERSMANN e HECHTENBERG, 1997; FAVERNEY et al., 2001;
WAISBERG et al., 2003; FILIPIC e HEI, 2004; HARTWIG, 1994; VALVERDE et
al., 2001), inclusive em eritrocitos de peixes, gerando nucleos alterados
(SUMMAK et al. 2010; BARBOSA et al., 2010). Apesar de nos peixes 0sseos, 0
principal 6rgdo hematopoiético ser o rim cranial, ensaios de microndcleos de
eritrocitos do sangue periférico foram eleitos por diversos autores como 0O
‘endpoint” na avaliagdo de genotoxicidade (KLIGERMAN et al.,, 1975;

HOOFTMAN e RAAT, 1982).

6. Células sanguineas de peixes
As células sanguineas tém sido consideradas relevantes para analise de

aspectos genotoxicos, uma vez que elas refletem o estado de saude geral do
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individuo. Varios trabalhos tém dado especial atencédo a utilizacdo de sangue
de peixes, ja que suas células vermelhas sdo nucleadas e, portanto,
adequadas a analises de genotoxicidade (CASTANO et al., 1998; CAVAS et
al., 2005; COSTA e COSTA, 2007; COSTA et al., 2011; ANSARI et al., 2011;

TALAPATRA et al., 2010).

6.1. Eritrocitos

De muitas maneiras, os glébulos vermelhos (eritrocitos) dos peixes
diferem dos de mamiferos. Os eritrocitos dos mamiferos eliminam seus nucleos
antes de entrarem na circulacdo. Nos peixes 0s nucleos permanecem dentro
da célula por toda vida celular. Nos eritrocitos nucleados ocorrem ribossomos
(SEKHON e BEAMS, 1969; LANE e THARP, 1980; LANE et al., 1982), o que
Ihes permite sintetizar proteinas como a hemoglobina (KEEN et al., 1989;
SPECKNER et al., 1989). As mitocondrias também sdo mantidas, funcionais e
com taxas metabdlicas mais elevadas que em eritrocitos anucleados de
mamiferos (BOUTILIER e FERGUSON, 1989). Estes eritrocitos nucleados
passam por diversas transformacdes durante seu tempo de vida de 4 a 6
meses, incluindo a perda de mitocondrias (LANE, 1984; KEEN et al., 1989;.
SPECKNER et al., 1989; LUND et al., 2000;. PHILLIPS et al., 2000;. TIANO et
al., 2000, 2001).

As membranas biologicas dos peixes sdo0 sensiveis ao estresse
oxidativo, uma vez que sao ricas em acidos graxos poli-insaturados, os quais
sdo extremamente sensiveis a oxidacdo e podem direta ou indiretamente
causar muitas doencas aos peixes (SLATER, 1982; SAKAI et al., 1989; ITO et

al.,, 1999, 2000; MAI, et al, 2010). Os glébulos vermelhos estédo
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constantemente expostos a espécies reativas de oxigénio (ROS), por ter a
funcdo de transporte de oxigénio. Apesar de apresentar sistema de reparo
contra o estresse oxidativo, a exposi¢cao constante pode levar ao acumulo de
danos tais como o envelhecimento e declinio do sistema de reparos

(NAGASAKA, 2004).

6.1.1. Alteracdes nos nucleos de eritrocitos

Em peixes existem varios tipos de lesdes nucleares cuja origem e
mecanismo de formacdo ndo estdo muito bem elucidados. A maioria das
pesquisas abordando a origem dessas anormalidades tém sido direcionadas
aos micronucleos (OSMAN et al., 2010).

Além das analises de micronucleo, outras lesbes nucleares tém sido
observadas, sugerindo que estas alteracbes devem ser consideradas
juntamente com o microndcleo (SCHRODER, 1970; TOLBERT et al.,, 1991;
1992; FENECH et al., 1999). Assim como o micronucleo, a ocorréncia de tais
alteracdes tem sido relacionada a falha na divisédo celular, processos de morte,
genotoxicidade ou mutagénese (FENECH, 2000).

Os critérios para identificacdo das alteragbes nucleares em eritrocitos
foram baseados nas caracteristicas citadas por Grisolia et al. (2009) e Carrasco
et al. (1990), como descrito abaixo:

Bolha Nuclear ou “Blebbed”: pequena evaginacdo da membrana
nuclear, aparentemente contendo eucromatina ou heterocromatina (Fig. 2A).

Broto Nuclear: nacleo apresentando pequena protuberéancia nuclear,

semelhantes aos micronucleos, mas ainda ligadas ao nucleo principal (Fig. 2B).



12

Condensacdo Nuclear: nucleo apresentando cromatina bastante
condensada e citoplasma pouco escasso (Fig. 2F).

Fissura Nuclear ou “Notched”: nucleos que apresentam um corte bem
definido em sua forma. Geralmente com uma profundidade apreciavel do
nacleo. Esses cortes parecem ndo possuir nenhum material nuclear e parecem
ser delimitados pela membrana nuclear (Fig. 2C).

Nucleo lobado ou “Lobed”: nucleos que apresentam evaginacées mais
largas do que as descritas para a bolha nuclear. Sua estrutura podera nao ser
tdo definida como a anterior (Fig. 2D).

Micronucleo: pequeno corpusculo nuclear totalmente desconectado do
nacleo principal, apresentando a mesma coloracdo da sua origem e nao
excedendo a um terco do diametro do nucleo principal (Fig. 2E).

Vacuolizacao: nacleos que apresentam uma regido que se assemelhe a
vacuolos no seu interior. Estes “vacuolos” se apresentam destituidos de

qualquer material visivel no seu interior (Fig. 2F).
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Figura 2. Micrografia Optica mostrando as alteracdes nucleares. A, Bolha nuclear. B, Broto

nuclear. C Fissura nuclear. D, Nucleo lobado. E, Micronucleo e F, Vacuolizagdo nuclear (seta)

e Condensacdao nuclear (seta tracejada). (Barra = 10 um — Coloracédo May-Grunwald).
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Os testes de micronucleos sdo amplamente aplicados para avaliar
impacto ambiental aquéatico (DE FLORA et al.,, 1993; MINISSI et al., 1996;
SANCHEZ-GALAN et al.,, 1998; ERGENE et al., 2007). Os micronucleos
surgem a partir de fragmentos cromossdémicos inteiros que nao s&o
incorporados nos nucleos das células filhas, durante a mitose (SCHMID, 1975).

A avaliacdo das frequéncias e percentuais de anomalias nucleares e de
micronucleos sdo ensaios muito utilizados para a investigacdo de efeitos
genotoxicos de poluentes ambientais em peixes (AL-SABTI, 1986). Nesses
organismos, diversos tipos de lesdes nucleares ainda ndo apresentam sua
origem completamente compreendida (RAMSDORF, 2007). No caso dos
micronucleos acredita-se que sejam constituidos principalmente por fragmentos
cromossOémicos ou por cromossomos que apresentam retardo na migracao
durante a fase anafase, que se detectam em células interfasicas mediante
técnica simples de coloracdo, aparecendo no citoplasma como pequenos

fragmentos basofilicos (PORTO et al., 2005).

6.2. Leucocitos e Trombocitos

Os leucécitos de peixes tém sido classificados utilizando os mesmos
critérios aplicados aos leucocitos de mamiferos. Alguns estudos déo suporte a
esta classificacdo, mostrando semelhancas morfologicas e funcionais com
células de mamiferos (GROFF e ZINKL,1999; ZINKL et al.,1991). Entretanto,
0os leucocitos de peixes, diferentes dos de mamiferos, sdo geralmente
encontrados na corrente sanguinea em diferentes estagios de maturacéao,

tornando dificil a distincdo de suas linhagens (HINE et al., 1987).
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Os neutrdfilos sédo células de defesa do organismo que sdo encontrados
mais frequentemente nos rins, baco e sangue dos peixes, aumentando em
namero nas les@es inflamatorias (HAMDAMI et al., 1998; PASTORET et al.,
1998). Portanto, parametros de neutroéfilos funcionais de peixes também podem
ser utilizados na avaliacdo do estado de saude dos animais (LAMAS e ELLIS,
1994). A resposta inflamatoria em peixes teledsteos inicia-se com um influxo de
neutréfilos seguido por chegada tardia dos mondcitos/macrofagos. A
monocitopoiese em teledsteos geralmente ocorre no rim cranial e/ou baco. Ao
migrar para os tecidos, os mondcitos se diferenciam em macrofagos que
podem tornar-se estimulados com potencial fagocitico aumentado (ROWLEY,
1996).

Os mondcitos sao células importantes na resposta imune, produzem
citocinas e sdo as células primarias na apresentacdo de antigenos em
teledsteos (VALLEJO et al., 1992, SHOEMAKER et al., 1997). Destacam-se
pela capacidade de ingerir material estranho ao organismo, como restos
celulares da resposta inflamatéria e de outros processos degenerativos, além
de secretarem radicais livres de oxigénio e nitrogénio e destruir diferentes tipos
de patégenos (FALCON, 2007).

Matsuyama e Lida (1999), verificaram o envolvimento da degranulagéo
de eosindfilos na migracdo de neutrofilos em tildpia do Nilo. Suas
caracteristicas citoquimicas e seu envolvimento em reacfes patologicas
sugerem que as células granulares eosinofilicas (EGCS) sado analogas aos
mastoécitos de mamiferos (ELLIS, 1985; POWELL et al., 1991; POWELL et al.,
1993; REITE, 1997). Mastocitos de mamiferos induzem a expressdo de

moléculas de adesdo na superficie das células endoteliais por liberacdo de
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conteudos granulares (MENG et al., 1995). Além disso, geram acumulo de
leucdcitos apos a degranulacao, indicando que os fatores quimicos de atracao
de leucdcitos também séo liberados ou produzidos pelas EGCS (REITE, 1997;
REITE e EVERSON, 1994).

Os basofilos foram primeiramente descritos em humanos em 1879 por
Paul Ehrlich. Estas células sdo encontradas em mamiferos, aves, répteis
anfibios e peixes (CANFIELD, 1998). Aparentemente, estas células sé&o
similares as de mamiferos, com excecdo do ndcleo que geralmente ndo é
lobado somente em mamiferos (CANFIELD, 1998). Os basdfilos séo
encontrados distribuidos pelo tecido conjuntivo, principalmente no trato
gastrointestinal e nas branquias. Em peixes, a funcdo dessa célula ndo esta
totalmente esclarecida, porém sabe-se que estas participam dos processos
inflamatorios cronicos e da defesa celular. Estas células s&o encontradas na
corrente sanguinea quando ha infestacdo por parasitas. Os basofilos séo
considerados ausentes na maioria dos peixes (HINE,1992) e em animais
sadios sdo pouco numerosos (0-3% dos leucdcitos periféricos) (MEAD, 1983).

Os linfocitos sdo células pequenas, exibem um grande nudcleo central
com manchas densas de heterocromatina. Possuem pouco citoplasma ao redor
do nucleo, no qual estdo contidos ribossomos, mitocondrias, reticulo
endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi (VAZQUEZ e GUERRERO, 2007).
No sistema imunolégico de vertebrados estdo envolvidas na resposta a
inflamacéo, desempenhando papel em ambas as respostas, inata e adquirida
(SHIGDAR et al., 2009).

Os trombadcitos do sangue de peixes sao células nucleadas e tém sido

descritos como as células sanguineas mais abundantes depois de eritrécitos,
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entretanto, pouco foi revelado sobre suas caracteristicas morfologicas e
funcionais, uma vez que tem sido detectadas dificuldades na distincdo entre
linfécitos e trombdécitos (IMAGAWA et al., 1989; UEDA et al., 1997). Em peixes,
os trombdcitos possuem diversas funcgdes, atuando na reducdo da
predisposicao a infeccdes e na realizacdo da fagocitose. Este tipo celular tem
sido observado em uma elevada frequéncia no sangue circulante, em
exsudatos inflamatorios e atividades fagociticas (TAVARES-DIAS e MORAES,
2003).

A quantificacdo dos leucocitos no sangue é uma ferramenta
indispensavel na avaliacdo da saude das espécies de mamiferos. A mesma
abordagem tem sido utilizada para peixes, onde leucogramas séo utilizados na
avaliacao de estresse e doencas desses animais (CLAUSS et al., 2008).

Poucos dados tém associado as avaliagdes morfolégicas com técnicas
de maior capacidade analitica. Ainda que os testes envolvidos na
caracterizacdo morfologica sejam bastante eficientes na determinacdo dos
efeitos genotdxicos sob condicbes in vitro e in vivo, novas abordagens
utilizando a citometria de fluxo tém contribuido muito na caracterizacdo e
quantificacdo das células, uma vez que trabalhos mostram alta correlacdo entre
as analises morfolégicas de microscopia de luz e as contagens por citometria

de fluxo (KOHLPOTH et al., 1999).

7. Citometria de Fluxo
A citometria de fluxo € um método sensivel de analise que permite uma
rapida avaliacdo multiparamétrica. As amostras sdo avaliadas por técnicas de

medicao qualitativa e quantitativa, onde a membrana plasmatica, o citoplasma
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e 0 nucleo podem ser analisados (CHILMONCZIK e MONGE, 1999).
Vantagens do uso da citometria de fluxo na mensuracdo de caracteristicas
celulares tém sido relatadas por alguns autores, como o amplo niamero de
células que podem ser analisadas em pequeno intervalo de tempo (usualmente
centenas a milhares de células por segundo), além de poder ser usada para
outros fins na avaliacdo da genotoxicidade celular (NUSSE e MARX, 1997).

Esta técnica tem sido utilizada em inUmeras abordagens em diferentes
tipos celulares de diferentes organismos aquaticos, geralmente utilizando
marcadores fluorescentes (KLIMOWICZ-BODYS et. al., 2011; SANDSROM et
al., 2000). Células marcadas com moléculas fluorescentes tém sido utilizadas
na avaliacdo de integridade da membrana celular, sendo o iodeto de propideo
(Pi) um dos marcadores mais utilizados (BUNTHOF et al., 1999).

O iodeto de propideo (Pi) é um marcador amplamente utilizado para
avaliar morte ou dano celular. Pois pode combinar com materiais genéticos de
células que apresentam a permeabilidade da membrana comprometida. As
células que possuem a membrana integra ndo sdo marcadas por Pi, uma vez
gque a membrana funciona como um barreira a entrada deste marcador
(DARZYNKIEWICZ et al., 1992;. VERMES et al., 1995; 2000).

Nagasaka et al. (2004) demonstrou que 0 estresse oxidativo afeta a
permeabilidade de membrana das células vermelhas do sangue de peixes, e
reduz sua fluidez. Associado a isso, 0 cadmio tem o estresse oxidativo como
seu principal efeito (FILIPIC, 2011).

Portanto, a avaliagcdo das células sanguineas de peixes associando

alteracdes nucleares e populacionais a morte ou dano das células, tem
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importante relevancia na determinacdo dos danos causados pelo cadmio a

estes organismos.
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OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Investigar os efeitos genotoxicos em células sanguineas de tilapias
(Oreochromis niloticus) apés 48, 96 e 144 horas de ensaio utilizando cadmio
em duas diferentes concentracdes, através de analises por microscopia de luz

e citometria de fluxo.

1.1. Objetivos especificos

e Descrever e quantificar as alteracdes genotoxicas em eritrocitos por

microscopia de luz;

e Correlacionar as frequéncias dos diferentes tipos de alteracbes
genotdoxicas em eritrOcitos com as concentracbes e tempos de

exposicao e de depuragao;

e Determinar a localizacdo das populacdes sanguineas por citometria de
fluxo em O. niloticus;
e Quantificar as populacdes de células sanguineas por citometria de fluxo,

apO6s ensaio genotoxico;

e Quantificar células Pi positivas nas diferentes popula¢gdes sanguineas de

O. niloticus apds ensaio genotodxico utilizando citometria de fluxo;
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MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Para o presente estudo foram utilizados 60 espécimes jovens né&o
revertidos fornecidos pela empresa GM alevinos, Contagem — Minas Gerais.
Os espécimes foram transferidos para o Biotério de Animais Silvestres de
Departamento de Morfologia ICB-UFMG e aclimatados em tanques de plasticos
(polipropileno e poliestileno desprovidos de Bisfenol-A, BPA, com dimensdes
56,4 x 38,5 x 37,1 cm), contendo 40 litros de agua da COPASA, declorada pela
utilizacdo de filtro de carvao ativado (Aqualar AP200). Estes tanques
receberam aeracdo constante através do equipamento Big Air A420. Os
animais foram mantidos por um periodo de aclimatizacdo de quatro dias sem
alimentacdo. As condi¢cbes da qualidade da agua foram monitoradas para o
oxigénio dissolvido, temperatura, pH e concentracdo de amonia utilizando o
equipamento YSI 55 para oxigénio dissolvido, Corning 430 (temperatura e pH)
e o0 kit Labcon Test para amonia. Todos os tanques receberam troca de 50% do

seu volume de agua limpa conforme citado acima, a cada 48 horas.

2. Ensaio de exposicao

Apés a aclimatacdo, 54 animais foram distribuidos de forma randémica
em nove tanques plasticos (contendo 40 litros de agua). Em cada tanque foram
acondicionados seis animais. Seis tanques receberam o contaminante, cadmio,
em duas concentracoes diferentes. Em trés tanques foram adicionados 0,25
mg.L™* de CdCl,.H,O (Cd-0,25) e, em outros trés, a concentracdo de 2,5 mg.L™

de CdClI,.H,0O (Cd-2,5). Nos trés tanques destinados ao controle experimental
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(Ct), nenhuma concentracdo contendo sais de cadmio foi aplicada. Ao término
dos periodos de 48 e 96 horas, os animais de um aquario de cada
concentracdo e de um aquario do grupo controle foram retirados e submetidos
aos processamentos subsequentes. Apds 96 horas de exposicdo, 0s animais
dos tanques remanescentes foram transferidos para tanques contendo agua da
COPASA, declorada e sem adicao de CdCl,.H,0, para a obtencdo do chamado
grupo de depuragcdo ou “retorno”. Nestes tanques, estes animais foram
mantidos por 48 horas. Durante todo o experimento, os animais foram mantidos
sem alimentacdo e 50% da agua dos tanques foram renovadas a cada 48
horas para manter as condi¢cdes dos aquarios ideais para o experimento. Nos
tanques expostos ao cadmio, apos a troca de agua, a concentracdo de cadmio
foi ajustada para a progressdo do experimento. Um resumo do ensaio de

exposicao esta apresentado na figura 3.

Exposi¢do Exposi¢éo Exposi¢do
Controle cd (mglL-l) Controle cd (mg.L—l) Controle cd (mg.L-l)
0,25 2,5 0,25 2,5 0,25 2,5
Tanque 1 Tanque 4 Tanque 7 Tanque 2 Tanque 5 Tanque 8 Tanque 3 Tanque 6 Tanque 9
N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 N=6
48 horas 96 horas 144 h 144 horas
Depuracéo:
96 horas em
exposicao +
48 horas sem
exposicao

Figura 3: Esquema do desenho experimental do ensaio de exposi¢do utilizado na obtencao

dos efeitos genotdxicos causados por cadmio sobre O. niloticus.
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3. Obtencao de amostras sanguineas do ensaio de exposicao

Apoés a captura, os animais foram anestesiados em banho de imerséo
contendo 75 mg.L' de Eugenol em &gua, segundo Vidal et al. (2008).
Imediatamente apds cada procedimento de anestesia, parte do sangue destes
animais foi recolhido para o processamento por microscopia de luz e citometria
de fluxo e, em seguida, os animais foram submetidos a eutanasia atravées da
transeccdao cranial. O projeto de pesquisa foi previamente submetido ao Comité
de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG e foi aprovado sob o
namero 241/10 (ANEXO).

O sangue periférico foi retirado por puncdo da veia caudal (Fig. 4),
utiizando uma seringa contendo o anticoagulante, EDTA - ethylene
diaminetetra acetate 10%, pH 6,8, de acordo com o método modificado de
Hooftman e Raat (1982), descrito para eritrécitos de peixes.

Parte do material coletado foi utilizado para a imediata confeccdo de
laminas de esfregaco sanguineo (4 laminas por animal) visando a
caracterizacdo histolégica por microscopia de luz das alteracbes nucleares e
parte foi separada para as subsequentes obtencdes por citometria de fluxo dos
percentuais das linhagens eritrociticas, leucociticas e trombociticas, bem como

determinacao das frequéncias de células marcadas por iodeto de propideo (Pi).
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Figura 4: Extracdo de sangue em peixe utlizando-se o método da puncdo caudal

(SVOBODOVA e VYKUSOVA, 1991).

4. Caracterizacao das alterac6es morfoldgicas nucleares por microscopia
de luz e obtencao de suas frequéncias

As laminas contendo os esfregacos foram secas ao ar por 24 horas e
corados com May-Grinwald diluido 1:20 em tampéo fosfato (pH 6,8) por 6
minutos. Uma lamina por animal foi marcada com codigo numérico para uma
“analise cega”. Os campos foram observados em microscépio de luz Olympus
BX41 com lente de imersdo (objetiva de 100x), sendo analisados 2000
eritrécitos por lamina para a obtencdo das frequéncias das alteracbes
nucleares bolha nuclear, broto nuclear, condensacao nuclear, fissura nuclear,
nucleo lobado, micronucleo e vacuolizagéo nuclear, seguindo o modelo zig-zag

para evitar o cruzamento da mesma area mais de uma vez.

5. Determinacdo das linhagens eritrociticas, granulociticas, linfociticas e
trombociticas do sangue periférico de tilapias.

Amostras do sangue periférico (3mL) foram obtidas de O. niloticus

através de puncéo caudal utilizando seringa contendo o anticoagulante EDTA.

Foram analisados 2 tratamentos para a determinacdo das linhagens
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sanguineas. Um tratamento utilizando sangue fixado (SF) com formol 4% na
proporcao de 1:1 e outro tratamento utilizando sangue nao fixado (SNF). Parte
das aliguotas de cada tratamento foi analisada diretamente, obtendo a
caracterizacdo de sangue total fixado e nado fixado. A outra parte destas
aliquotas foi processada por gradiente de Ficoll (aliquotas fixadas) e por
decantacéo (aliquotas néo fixadas), para a obtencdo das fracdes eritrociticas e
leucociticas fixadas e ndo fixadas, conforme protocolo abaixo.

A cada aliguota de SF, submetidas ao gradiente de Ficoll, foi
acrescentado o mesmo volume de PBS (1:1), obtendo um volume final de 3mL.
Foi utilizado 3 mL de Ficoll para cada aliqguota (0 mesmo volume final de
sangue - SF + PBS). O sangue fixado (SF + PBS) foi lentamente adicionado ao
Ficoll, na proporcao de 1:1 em tubos de poliestireno (Falcon — BD - 10 mL). Os
tubos foram centrifugados a 400g durante 40 minutos em uma temperatura de
18 a 22°C. Ao final da centrifugacédo foi obtido um anel de células brancas
(linfécitos + trombaocitos) entre a mistura de Ficoll e o plasma. Abaixo do Ficoll,
encontrava-se a populacdo granulocitica e eritrocitica. Amostras destas
porcdes celulares foram recolhidas e adquiridas no citbmetro de fluxo.

As amostras de SNF foram decantadas por 24 horas sob-refrigeracao
(4°C). Ao final deste tempo, a porcao eritrocitica e o anel de leucdcitos
depositado sobre a por¢cdo de eritrocitos foram retirados cuidadosamente e
adquiridas pelo citbmetro.

Todas as amostras foram acrescidas de PBS estéril antes de serem
adquiridas pelo citbmetro de fluxo. As populacdes celulares formadas através
dos procedimentos de separacdo foram adquiridas no citbmetro (FACSCan

Becton Dickinson), produzindo graficos FSC x SSC.
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6. Avaliacdo da frequéncia das populacdes eritrociticas, leucociticas e
trombociticas marcadas com Pi por citometria de fluxo

Aliquotas de 250 pL do sangue obtidas dos animais em cada um dos
periodos de amostragem (48-, 96- e 144 horas) foram mantidas sob-
refrigeracdo em tubos de poliestireno de 2 mL por aproximadamente 1 hora.
Foram analisados 15 animais (5 por tratamento) a cada tempo de coleta.

Deste volume sanguineo (250 pL) foram utilizados 50 pL divididos em 2
microtubos, 25 pL de sangue néo recebeu marcadores (controle negativo) e 25
uL recebeu 3pL do marcador fluorescente iodeto de propideo (Pi), a uma
concentracdo de 50 pL/mL. Apds periodo de 15 minutos de incubacédo sob o
abrigo de luz, as amostras sanguineas foram acrescidas de PBS. As amostras
contendo suspensdo de celular foram adquiridas imediatamente no citbmetro
de fluxo.

Das aliquotas “controles negativos” foram adquiridos frequéncias
populacionais de eritrocitos, granuldcitos, linfocitos e trombdcitos. E nas

aliquotas marcadas com Pi foram avaliadas a percentagem de células mortas.

250 pL
amostra

Nao Marcados
marcados
J

(25uL) | | (25¢0)
l |

'S '

FSC x SSC 3 pL de Pi

J \ J

—_—

FL3 x FL1

e ——

Figura 5: Esquema demonstrativo do processamento das amostras sanguineas para aquisicédo

em citdbmetro de fluxo.
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7. Aquisicdo e andlise dos dados no citdmetro de fluxo

O citbmetro de fluxo (FACscan, BD-USA) utilizando nesse trabalho é
equipado com lampada de Argbdnio que permite a avaliacdo basica de 5
parametros: tamanho (FSC), granulosidade (SSC) e fluorescéncia do tipo 1
(FL1, FL2, FL3).

Para a determinacdo das populacdes sanguineas foram avaliadas
100.000 células sanguineas de O. niloticus, utilizando os parametros SSC e
FSC (granulosidade e tamanho respectivamente), em graficos de dispersao.

Para a andlise das células marcadas por Pi foram adquiridas 30.000
células sanguineas. A fluorescéncia emitida pelo lodeto de Propideo foi
detectada pelo canal de fluorescéncia (FL3) recolhida em um comprimento de
onda de 635nm. A identificacdo das populacdes celulares de interesse bem
como a determinacdo do valor percentual de células marcadas com Pi foram

feitas através de um sistema computacional e do software Flow jo.

8. Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram testados estatisticamente com auxilio do
programa GraphPad Prism 5. As alteracdes nucleares eritrociticas analisadas
por microscopia de luz, e as frequéncias populacionais linfociticas /
trombociticas analisadas por citometria de fluxo foram analisadas utilizando o
teste ndo paramétrico Qui-quadrado com intervalo de confianca de 95%
(p<0,05). As frequéncias populacionais de eritrocitos e granulécitos obtidas por
citometria de fluxo foram testadas através dos testes paramétricos ANOVA e
Bonferroni utilizando um intervalo de confianca de 95% (p<0,05). As

frequéncias de células Pi positivas adquiridas por citometria de fluxo foram
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avaliadas pelo teste ndo paramétricos Mann-Whithey com intervalo de
confianca de 95 % (p<0,05). Os valores de células Pi positivas foram
transformadas em percentuais afim de eliminar resultados falso-positivos nas

analises por Mann-Whitney.
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RESULTADOS

1. Parametros fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos da agua, tais como temperatura, taxa de
oxigénio dissolvido, concentragdo de amobnia e pH apresentaram niveis
adequados para a sobrevivéncia e manutencdo da espécie, e estao

sumarizados na tabela 1.

Tabela 1 — Valores médios da temperatura (°C), taxa de oxigénio (mg/L), aménia (mg.L™") e pH

obtidos dos aquarios durante o periodo experimental.

Temperatura Oxigénio Amonia pH

21,90 +0,73 7,76 £ 0,25 0,71x107® 7,72 0,09

2. Animais e biometria

Os animais analisados apresentaram os valores médios *+ desvio padréo
para o comprimento total e peso corporal de 10,05 cm £ 1,11 e 17,36 g + 5,57,
respectivamente. Todos os animais analisados mantiveram bom aspecto geral,

nao sendo observada nenhuma alteracdo em sua porc¢éo externa.

3. Alteragdes morfologicas encontradas em eritrocitos de O. niloticus

As alteragBes nucleares eritrociticas (ANEs) denominadas bolha nuclear
(BO), broto nuclear (BR), condensacao nuclear (CO), fissura nuclear (Fl),
nacleo lobado (LO), micronucleo (MN) e vacuolizagdo nuclear (VA) foram
observadas em todos os tratamentos (Fig. 6). As alteragbes bolha nuclear,

nacleo lobado e fissura nuclear vem sendo descritas pela literatura cientifica
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como “blebbed”, “lobed” e “notched” respectivamente. Neste trabalho foi criada
uma traducdo para estes nomes, visando unificar as nomenclaturas destas

alteracdes em apenas uma lingua.
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Figura 6. Micrografias de luz do tecido sanguineo de O. niloticus mostrando as alteracdes
nucleares eritrociticas. Em A, observar nucleo formando pequena bolha em uma das
extremidades (seta), denominado bolha nuclear. Em B, broto nuclear (seta). Notar em C uma
fissura nuclear (seta). Observar em D, nicleo com retra¢des laterais conhecido como nucleo
lobado (seta). Fragmento nuclear completamente destacado do nuacleo principal em E,
denominado microndcleo e em F, ndcleo com vacuolo nuclear conhecido por vacuolizagdo
nuclear (seta) e célula apresentando condensacdo nuclear (seta tracejada). (Barra = 10 um,

Coloracdo May-Grunwald).

4. Frequéncias das alteragcbes nucleares eritrociticas (ANES) nos

diferentes tratamentos por microscopia de luz

As alteracdes nucleares em eritrocitos (ANEs) obtidas para cada
tratamento (Ct, Cd-0,25 e Cd-2,5) ap6s os periodos de 48, 96 e 144 horas de
ensaio estdo apresentadas como dados percentuais e sumarizadas na figura 7.

LO, BO e FI foram as ANEs mais frequentes em todos os tempos e

tratamentos. A alteracdo LO foi a alteragcdo de maior ocorréncia, com excegao
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dos tratamentos Ct e Cd-2,5 no tempo de 144 horas, em que esta alteracdo
apresenta uma menor frequéncia que BO. O MN foi a alteracdo de menor

frequéncia na maioria dos tratamentos.

Controle 48 horas Cd-0,25 48 horas N Cd-2,5 48 horas
MN VA 2% co MN
0% 2% 2% 1%

Controle 96 horas o Cd-0,25 96 horas Cd-2,5 96 horas

vA CO 1% VA CO 1%
BR 30, 2% BR 4% 3% 0
3% 4%

MN VA
2% 1%

Controle 144 horas Cd-0,25 144 horas Cd-2,5 144 horas

co MN
VA MN VA CO VA CO 1%
2 2% 1% BR 2% 2% 2% 5% 1%

4%

Figura 7: Ocorréncia percentual cada tipo de alteragdo nuclear eritrocitica (BO — bolha nuclear;
BR — broto nuclear; CO — condensagéo nuclear, Fl — fissura nuclear; LO — nucleo lobado; MN —
micronucleo e VA — vacuolizagdo) nos diferentes tratamentos ao longo do tempo. Observar em

todos os graficos as alteracdes mais frequentes: LO, BO e FI.
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5. Comparacao dos totais das alteracdes nucleares em eritrécitos (ANES)

nos diferentes tratamentos

Nao foram observadas diferencas significativas entre os numeros totais
de ANEs dos tratamentos Ct nos periodos de 48, 96 e 144 horas (Fig. 8). Os
animais do grupo Cd-0,25 apresentaram aumento significativo de 43% em
relacdo ao controle ap6s 96 horas de exposicdo (Fig. 8A). Nos animais
pertencentes ao grupo Cd-2,5, um aumento semelhante (45%) foi observado
em relacdo ao controle, apds 48 horas de exposi¢do, ndo sendo verificado
aumento entre os tempos de 48 e 96 horas (Fig. 8B). Durante o periodo de
depuracédo (entre os tempos de 96h e 144 h), apenas no grupo Cd-2,5 foi
observado diminuicédo significativa de 19,6% no total das alteracbes (Fig 8B).
Esta depuragédo nao foi significativa no grupo Cd-0,25 (Fig. 8A), embora tenha
sido observado um percentual de diminuigéo de 10%. Entre os tratamentos Cd-
0,25 e Cd-2,5 foi observado um aumento das alteracbes em 48 horas e

diminuicdo em 144 horas (Fig. 8C).
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Figura 8. Gréficos contendo o somatoério das

ANESs nos diferentes tratamentos. Observar em

5001 8C A, diferencas significativas entre os grupos

4001 r controle e Cd-0,25. B, entre controle e Cd-2,5 e

3001 em C, entre Cd-0,25 e Cd-2,5. Nos animais
E3 Cd-0,25

2004 -
B Cd-25 expostos a 0,25 mg.L™ observar um aumento

1004

Numero de nudcleos alterados

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEﬁ

em 96 horas. Na exposicdo a 2,5 mg.L'l

48horas  96horas 144 horas observar aumento significativo em 48 horas e
uma diminuicdo significativa em 144 horas.
Teste Qui-quadrado (p<0,05).
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6. Influéncia de cada tipo de alteracdo sobre os resultados significantes

das frequéncias totais das ANEs

Alguns resultados obtidos nas andlises das frequéncias totais de ANEs
foram influenciados por alteracdes nucleares especificas. Entretanto, o
aumento significativo entre controle e Cd-0,25 observado ap6s 96 horas de
exposi¢do ndo apresentou relagdo com nenhuma alteragédo nuclear especifica
(Tab. 2 e Fig. 8A). Ja entre os tempos de 48 e 96 horas de Cd-0,25 o0 aumento
significativo foi devido ao aumento da frequéncia da alteracédo bolha nuclear
(BO) e fissura nuclear (FI) (Tab. 3 e Fig. 8A).

Entre os tratamentos Ct e Cd-2,5 o aumento n&o foi influenciado por
nenhuma alteracdo nos tempos de 48 e 96 horas(Tab. 2 e Fig. 8B) apesar do
aumento significativo da vacuolizacado nuclear entre os grupos Cd-0,25 e Cd-
2,5, no tempo de 48 horas (Tab. 2 e Fig. 8C).

O aumento significativo visualizado entre o grupo Ct e Cd-0,25 em 144
horas, foi evidenciado através do aumento significativo dos nucleos lobados
(Tab. 2 e Fig 8A) e também foi verificado que as alteragbes nucleo lobado e
bolha nuclear tiveram seus numeros reduzidos significativamente em Cd-2,5

em comparacao Cd-0,25, no tempo de 144 horas (Tab. 2 e Fig. 8C).
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Tabela 2: Valores de p relativos, obtidos pelo teste Qui-quadrado (p<0,05) da comparacao
entre os tratamentos Ct (controle), 0,25 e 2,5 (concentra¢des de CdCl,.H,O em mg.L™) de cada
tipo de alteracdo nuclear eritrocitica (BO — bolha nuclear; BR — broto nuclear; LO — nucleo
lobado; MN — microndcleo; FI — fissura nuclear; VA — vacuolizacdo e CO — condensacgéo

nuclear) a cada tempo de experimento.

Tempo Alteracdes Nucleares em Eritrocitos (ANES)
Tratamentos
(horas) BO BR CcO FI LO MN VA
Ct/Cd-0,25 0,8123 10,8681 0,2415 0,0032* 0,2334 0,1824 0,0913
48 Ct/Cd-2,5 0,9918 0,6976 0,0001* 0,1529 0,9744 0,7947 0,0639

Cd-0,25/Cd-2,5 0,8595 0,8529 0,0081* 0,0642 0,1552 0,1631 0,0004*

Ct/Cd-0,25 0,9542 0,0747 0,1039 0,9336 0,8597 0,5521 0,5728
96 Ct/Cd-2,5 0,6487 0,1599 0,0670 0,7747 05621 0,6972 0,2369
Cd-0,25/Cd-2,5 0,5100 0,8778 0,9416 0,8089 0,7045 0,8463 0,6097

Ct/Cd-0,25  0,0094* 0,4577 0,9219 0,5299 0,0162* 0,7930 0,6831
144 Ct/Cd-2,5 0,6375 0,1977 0,8038 0,3041 0,8477 0,7479 0,1170
Cd-0,25/Cd-2,5 0,0470* 0,0225* 0,8496 0,0743 0,0371* 0,5754 0,0200*

A diminuicédo significativa das alteracbes que representa a depuracédo da
frequéncia das ANEs totais (96 a 144 horas) foi observada apenas no grupo
Cd-2,5 e a alteracdo que contribuiu significativamente para esta diminuicao foi
o nucleo lobado (Tab. 3 e Fig. 8B).

Outros dados significativos obtidos nas tabelas 3 e 4 apresentaram
respostas contrarias as obtidas pela avaliacdo total das ANEs. Este
comportamento foi observado pela alteragdo condensac&o nuclear (CO) no
grupo Cd-0,25 entre os tempos de 48 e 96 horas (Tab. 3). CO também foi
visualizada contribuindo negativamente na diferenca significativa entre o grupo
Ct e o grupo Cd-2,5 de 48 horas e também na diferenca entre os grupos Cd-
0,25 e Cd-2,5 de 48 horas (Tab. 2). A alteragao broto nuclear (BR) aparece
atuando negativamente no tempo de 144 horas entre os grupos Cd-0,25 e Cd-
2,5, juntamente com a vacuolizagcao (VA) (Tab. 3). O broto nuclear ainda

apresenta resposta contraria a obtida ap6s o periodo de depuracdo observado
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entre os tempos de 96 e 144 horas do grupo Cd-2,5 (Tab. 2). A bolha nuclear

(BO) ocorre negativamente no tempo de 144 horas entre os grupos Ct e Cd-

0,25 (Tab. 3).

Esses dados estdo sumarizados nas figuras 9A e 9B que contém

graficamente as alteracdes relacionadas positivamente e negativamente com o

numero total de ANEs observadas a cada tratamento.

Tabela 3: Valores de p relativos, obtidos pelo teste Qui-quadrado (p<0,05) na comparacio

entre os diferentes periodos para cada tipo de alteragdo nuclear eritrocitica (BO — bolha

nuclear; BR — broto nuclear; LO — nucleo lobado; MN — micronucleo; FI — fissura nuclear; VA —

vacuolizacdo e CO — condensac¢édo nuclear) nos diferentes tratamentos Ct (controle) e 0,25 e

2,5 (concentracdes de CdCl,.H,0 em mg.L™).

Tratamentos Tempo Alterac6es Nucleares em Eritrocitos (ANES)

(horas)  BO BR co Fl LO MN VA
48/96  0,0810 0,6694 0,0001* 0,8224 0,8265 0,1602 0,0390*
ct 96/144 0,1692 0,4891 0,3239 0,5966 0,0629 0,6818 0,6480
48/96  0,0203* 0,4039 0,0265* 0,0028* 0,4441 0,6061 0,8146
Cd-0.25 96/144 0,2001 0,9350 05994 0,1328 0,9066 0,6557 0,5994
48/96  0,1109 0,8469 0,5573 0,1055 0,2644 0,4047 0,0016*
Ca-2.5 96/144 0,1587 0,0421* 0,2520 0,9722 0,0207* 0,9639 0,3242
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Figura 9. Gréficos contendo o numero total de ANEs dos diferentes tratamentos. Em A,
observar alteracdes nucleares significativas nos tratamentos entre o0s periodos de
experimentacdo. Em B, alteragbes significativas nos periodos de experimentagdo entre os
tratamentos. BO — bolha nuclear; CO — condensacao nuclear; FI — fissura nuclear; LO — nulcleo

lobado e VA — vacuolizacdo nuclear. Teste Qui-quadrado (p<0,05).

7. Determinacédo das populagdes: eritrocitica, granulocitica, linfocitica e

trombocitica de tilapias através de citometria de fluxo

Foram analisadas amostras nédo fixadas (SNF) e fixadas (SF) separadas
respectivamente por decantacdo e gradiente de Ficoll. As amostras SNF (Fig.
10A) e SF (Fig. 10D) apresentaram perfil semelhante na distribuicdo de suas
populagcbes. Os graficos obtidos por citometria de fluxo evidenciaram uma

retracdo do tamanho celular nas populacdes sanguineas da amostra fixada
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(SF). Ao coletar células da porcédo vermelha decantada, foi possivel observar
uma diminuicdo da porc¢éao linfocitica/trombocitica do sangue total (6,18%) (Fig.
10A) para 0,95% da porcdo eritrocitica decantada (Fig. 10B). Também foi
possivel observar uma elevacdo da populacédo linfocitica/trombocitica para
18,12% na amostra retirada da porcao rica em leucocitos depositados sobre a
porcdo vermelha do sangue decantado (Fig 10C). A segregacdo das amostras
fixadas por gradiente de Ficoll determinou a populacdo de linfocitos e
trombdcitos (Fig. 10F), a qual foi confirmada pelas analises nas amostras SNF
decantado e pela sobreposicdo dos graficos de linfécitos e trombdcitos
separados por Ficoll e de sangue total fixado (Fig. 11A). Com a identificacdo da
populacao linfocitica e trombocitica, a populacdo mais numerosa foi identificada
como porcgao rica em eritrocitos e granulécitos. Essas células foram facilmente
distinguiveis através da granulosidade. A amostra SNF ndo passou pelo
processo de segregacao pelo Ficoll, uma vez que este gradiente afetou o perfil
de distribuicdo normal das células sanguineas nos graficos de citometria de
fluxo (dados ndo mostrados). As amostras fixadas segregadas pelo Ficoll

também tiveram o perfil de eritrécitos e granuldcitos comprometidos (Fig 10E).
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Figura 10. Determinagcdo das populacdes celulares presentes no sangue periférico de O.
niloticus por citometria de fluxo. As figuras de A a F representam o perfil celular obtido a partir
de graficos de distribuicdo por densidades de pontos de SSC (granulosidade) X FSC
(tamanho) coloridos artificialmente pelo software Flow jo. Observar em A, distribuicdo das
populagBes de sangue total ndo fixado. Em B, populagfes sanguineas da porgao rica em
eritrocitos de sangue total ndo fixado decantado. Notar em C, as popula¢des da porcao rica
em leucdcitos de sangue total ndo fixado decantado. Observar a distribuicdo das células
sanguineas fixadas em D. Em E, andlise de porcéo rica em eritrocitos de sangue total fixado e
separado por gradiente de Ficoll. Em F, porcao rica em linfécitos e trombécitos de sangue total

fixado separado por gradiente de Ficoll.
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Figura 11. Gréfico demonstrativo das populacdes de células sanguineas de O. niloticus
utilizando os parametros SSC (granulosidade) X FSC (tamanho). Em A, observar a
sobreposi¢cdo dos plots das figuras 10D e 10F, demonstrando populacdo de linfécitos e
trombdcitos em vermelho e sangue total em azul. Em B, o demonstrativo das populacdes de

O. niloticus

8. Avaliacbes das frequéncias populacionais sanguineas utilizando
citometria de fluxo

Nas andlises por citometria de fluxo foi possivel verificar alteracdes
significativas no percentual de eritrécitos, granulocitos e linfécitos/trombdcitos
nos diferentes tratamentos ao longo do tempo. Nao foi observada nenhuma
alteracao significativa no percentual de eritrécitos entre os grupos Ct e Cd-2,5.
(Fig. 12B). No tempo de 48 horas, 0s animais apresentaram maior
percentagem no tratamento Cd-2,5 em comparacdo com Cd-0,25 (Fig. 12C).
No grupo Cd-0,25, foi observado um maior percentagem no tempo de 144

horas em relacdo a 48 horas (Fig. 12A).
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Figura 12. Graficos contendo percentuais
eritrociticos de animais dos diferentes
tratamentos ao longo do periodo experimental.
Em A, observar o comportamento dessa
populacdo no grupo Cd-0,25. Em B, o
comportamento em Cd-25 e em C, o
comportamento entre Cd-0,25 e Cd-2,5. Nos
animais do grupo Cd-0,25 observar um aumento
entre 48 e 96 horas. Entre Cd-0,25 e Cd-2,5
observar aumento significativo em 48 horas.
Teste ANOVA e Bonferroni (p<0,05).

alteracbes nas taxas de granulécitos

semelhantes as alteracdes encontradas nos eritrécitos. Os granulocitos

apresentaram no tempo de 48 horas menor percentagem no grupo Cd-0,25

comparado ao grupo Ct e assim como nos eritrgcitos, foi observado aumento

significativo no tratamento Cd-0,25 entre os tempos de 48 e 144 horas (Fig.

13A). Nao foram observados alteragcbes na taxa de granulécitos entre os

tratamentos Ct e Cd-2,5 (Fig. 13B) e também foi observado aumento

significativo em Cd-2,5 em comparagédo Cd-0,25 no tempo de 48 horas (Fig.

13C).
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Figura 13. Gréaficos contendo percentuais
granulociticos. Em A, observar 0
comportamento dessa popula¢do no grupo Cd-
0,25. Em B, o comportamento em Cd-2,5 e em
C, o comportamento entre Cd-0,25 e Cd-2,5.
Nos animais do grupo Cd-0,25 observar uma
diminuicdo entre Ct e Cd-0,25 e aumento
significativo entre os tempos de 48 e 144 horas.
Entre Cd-0,25 e Cd-2,5 observar aumento
significativo em 48 horas. Teste ANOVA e
Bonferroni (p<0,05).

Na populacéo linfocitica/trombocitica foi possivel observar um maior

namero total em 48 horas nos grupos Cd-0,25 e Cd-2,5 em comparacdo ao

grupo Ct (Fig. 14A e 14B). Nos grupos Cd-0,25 houve diminuicdo nas taxas de

linfécitos/trombadcitos ao longo do tempo de exposicdo (Fig. 14A). Entretanto,

no grupo Cd-2,5, esta diminuicdo foi observada entre os tempos 48 e 96 horas

e um aumento foi verificado quando os animais foram retirados do

contaminante (entre 96 e 144 horas) (Fig. 14B). O grupo Cd-2,5 apresentou

maiores frequéncias de linfocitos/trombdcitos em comparacdo ao grupo Cd-

0,25 nos tempos de 96 horas e 144 horas (Fig. 14C).
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Figura 14. Gréficos contendo numero total de
linfociticos / trombociticos. Em A, observar o
comportamento dessa populacdo no grupo Cd-
0,25. Em B, o comportamento em Cd-2,5 e em
C, o comportamento entre Cd-0,25 e Cd-2,5.
Notar aumento significativo nos grupos Cd-0,25
e Cd-2,5 em relacdo aos Ct em 48 horas.
Diminui¢do significativa tempo dependente no
grupo Cd-0,25 e Cd-2,5 entre 48 e 96 horas.
Observar aumento entre os tempos de 96 e 144
horas no grupo Cd-2,5. Teste Qui-quadrado
(p<0,05).

9. Andlise das alteracdbes morfolégicas causadas por cadmio nas

populacdes sanguineas utilizando lodeto de Propideo (Pi)

A avaliacdo da integridade de membrana plasmatica foi realizada nos

diferentes tipos de células sanguineas estudadas. Os eritrgcitos, granulécitos e

linfécitos/trombaocitos apresentaram aumento nas primeiras 48 horas de

exposicao de forma significante apenas no grupo Cd-2,5, e a partir dai houve

um decréscimo nas taxas de células Pi positivas tempo-dependente (Fig. 15A).

Nos eritrécitos, este aumento foi significativo e a diminuicdo foi

observada a cada tempo de exposi¢cdo nos dois grupos de exposi¢ao, Cd-0,25

e Cd-2,5 (Fig.15A e 15B). Sendo observado aumento na fluorescéncia tempo e
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dose dependente (Fig. 16). Ndo houve diferenca significativa entre os grupos

Ct e entre os grupos Cd-0,25 e Cd-2,5 em nenhum tempo estudado (Fig.15C).
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Figura 15. Graficos contendo percentuais de

20 eritrécitos Pi positivos de animais expostos e
gls_ o 15C nao expostos ao cadmio. Em A, observar o
a ﬁ comportamento dessas células no grupo Cd-
é 101 ;:;:5 g8 cdo2s  0,25. Em B, o comportamento em Cd-2,5. E
% 5+ P# - cd2s em C, o comportamento entre os grupos Cd-

o ?E 0,25 e Cd-2,5. Nos animais do grupo Cd-0,25

pumed —
48 horas 96 horas 144 horas

e Cd-2,5 observar uma diminuicdo tempo-
dependente e entre os grupos Ct e Cd-2,5
observar aumento significativo em 48 horas.
Teste Mann-Whitney (p<0,05).
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Figura 16. Histogramas de citometria de fluxo mostrando eritrécitos de O. niloticus em

diferentes tratamentos marcados por Pi (iodeto de propideo) no canal de fluorescéncia FL3.

As analises em granuldcitos Pi positivos de animais ndo expostos e
expostos ao cadmio apresentaram respostas semelhantes as analises em
eritrocitos. Em granuldcitos também nédo foi observada diferenca significativa
entre 0s grupos controles e entre os grupos Cd-0,25 e Cd-2,5 (Fig. 17C). No
grupo Cd-2,5 foi observado aumento significativo em relacéo ao controle em 48
horas (Fig. 17B). Uma diminui¢&o significativa foi observada nos dois grupos de
exposicdo Cd-0,25 e Cd-2,5 entre os tempos 48 e 144 horas (Fig.17A el17B).
Ainda no grupo Cd-2,5 esta diminuicao foi significativa entre os tempos 48 e 96
horas e entre 96 e 144 horas (Fig. 17B). Também nos granuldcitos foi

observado aumento da fluorescéncia tempo e dose dependente (Fig. 18).
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Figura 18. Histogramas de citometria de fluxo mostrando granuldcitos de O. niloticus nos

diferentes tratamentos marcados por Pi (iodeto de propideo) no canal de fluorescéncia FL3.

Na porcao constituida por linfécitos e trombdcitos, nenhuma significancia

foi observada entre os grupos Ct e entre os grupos Cd-0,25 e Cd-2,5 (Fig. 19A

e 19C), embora tenha sido observada diminuicdo nas taxas de células Pi

positivas no grupo Cd-0,25. Apenas no grupo Cd-2,5 foi verificada diminuicdo

significativa entre os tempos de exposicdao (Fig. 19B). O decréscimo

significativo nas taxas de células Pi positivas foi mais intenso entre os tempos

de 96 e 144 horas, o que também foi verificado entre os tempos de 48 e 144

horas. Aumento na fluorescéncia foi observado ao longo do tempo e em todos

os tratamentos (Fig. 20).
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Figura 20. Histogramas de citometria de fluxo mostrando linfécitos/trombdécitos de O. niloticus nos

diferentes tratamentos marcados por Pi (iodeto de propideo) no canal de fluorescéncia FL3.
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10. Correlagcbes entre alteracdes nucleares eritrociticas (ANEs) e
eritrocitos Pi positivos

Através do teste ndo paramétrico de Sperman, foi possivel observar uma
alta correlacdo positiva entre as células marcadas por Pi e a alteracdo nuclear
eritrocitica, nucleo lobado (LO) (Tab. 4). Esta alteracdo aparece influenciando a
diminuicao significativa entre 96- e 144 horas (periodo de depuracao), no grupo
Cd-2,5. Estes resultados apontam para o desaparecimento de alguns eritrocitos
gue contém o nucleo lobado. Este dado é corroborado pela correlacdo desta
ANE com os dados de eritrocitos Pi positivos que também apresenta

diminuicao significativa no periodo de depuracdo da mais alta concentracéo.

Tabela 4 — Valores correlativos entre as ANEs e eritrocitos Pi positivos no tempo de 144 horas
e concentragdo de cadmio de 2,5 mg.L'l, obtidos pelo método de Sperman (p<0,05). BO —
bolha nuclear; BR — broto nuclear; CO — condensac¢éo nuclear; FI — fissura nuclear; LO —
ndcleo lobado; MN — microntcleo; VA — vacuolizac@o nuclear e Pi — células positivas para Pi

(iodeto de propideo).

2,5 mg.L™" 144 horas (Periodo de Depuracéio)

BO BR CO Fi LO MN VA Pi
BO 0,896* -0,051 0,696 0,928* -0,034 0,062 0,872
BR 0,896* -0,139 0,912* 0,971* 0,226 0,375 0,975*
CO -0,051 -0,139 -0,101 -0,169 -0,480 -0,287 -0,707
FI 0,696 0,912* -0,101 0,829 0,541 0,334 0,800
LO 0,928* 0,971* -0,169 0,829 0,135 0,395 1,000*
MN -0,034 0,226 -0,480 0,541 0,135 0,072 0,447
VA 0,062 0,375 -0,287 0,334 0,395 0,072 0,447

Pi 0,872 0,975* -0,707 0,800 1,000* 0,447 0,447

Valores marcados por * sdo referidos como correlatos. (Teste Sperman, p<0,05).
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DISCUSSAO

1. Condicdes experimentais

A tilapia tolera grandes variagcbes de temperatura, baixo nivel de
oxigénio dissolvido (LUCARELLI, 2006) e alta concentracdo de amonia na agua
(POPMA e PHELPS, 1998). A temperatura letal mais baixa e mais alta para
esta espécie esta em torno de 9°C e 42°C, respectivamente. (LIM e WEBSTER,
2006). As tilapias vivem perfeitamente em &guas contendo 1,2 mg.L™ de
oxigénio dissolvido, sendo relatada por Lim e Webster (2006), sobrevivéncia a
concentracdes menores que 0,5 mg.L™. Entretanto, para que haja um bom
desenvolvimento, os valores ideais de oxigénio dissolvido estdo acima de 5
mg.L™. As tilapias suportam bem faixas de pH entre 5 e 9. Este parametro,
juntamente com outros citados acima, como, taxas de oxigénio dissolvido e
temperatura estdo diretamente relacionados a toxicidade da amoénia (LIM e
WEBSTER, 2006). O aumento do pH da agua acima do neutro promove a
conversdo de uma grande porcentagem do total da amoénia da forma idnica
(NH;") para a forma n#o ibnica toxica (NHs). Além disso, baixas taxas de
oxigénio dissolvido e altas temperaturas (24°C a 32°C) podem aumentar a
toxicidade da amoénia. Em uma exposicdo prolongada (varias semanas) a
concentracdo de amonia n&o ionizada maior que 1 mg.L™ pode causar mortes,
especialmente em aguas com baixas taxas de oxigénio dissolvido.

Durante este ensaio a temperatura da agua e a oxigenacéo dos tanques
mantiveram um valor médio (+ desvio padréo) de 21,9°C + 0,73 e 7,76 mg.L™ +
0,25, respectivamente. O valores de pH observados durante o ensaio estavam

compreendidos entre 7,63 e 7,81 e as taxas de amoénia tiveram valores em
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torno de 0,71x10° mg.L™. Portanto, os parametros fisico-quimicos mantiveram
valores favoraveis a saude e sobrevivéncia dos animais, ndo sendo
considerados fatores de interferéncia aos resultados obtidos.

Os animais utilizados neste ensaio apresentaram peso e idade
correspondentes a animais que ainda ndo entraram em estagio de maturacao
sexual. Segundo Lim e Webster (2006) a maturacdo sexual é atingida aos 6
meses de idade, com peso aproximado de 40 gramas. Os animais utilizados
neste experimento apresentaram comprimento médio igual a 10,05cm + 1,11 e
peso corporal igual a 17,36 g * 5,57. Desta forma, foram controladas as

possiveis influéncias hormonais nos resultados deste trabalho.

2. Alteracbes nucleares em eritrocitos

As alteracbes nucleares observadas em eritrocitos tém sido
consideradas por diversos autores como relevantes marcadores de danos
genotoxicos (OSMAN et al., 2010; SUMMAK et al., 2010; AL-SABTI e
METCALFE, 1995; CAVAS et al., 2005). Estes efeitos genotdxicos podem ser
avaliados microscopicamente, com a observacao de alteragcdes na morfologia
normal dos nucleos celulares. Neste trabalho foi possivel observar as
alteracdes bolha nuclear (BO), broto nuclear (BR), condensacéo nuclear (CO),
fissura nuclear (FI), nucleo lobado (LO), micronucleo (MN) e vacuolizagao
nuclear (VA), as quais sao raramente estudadas individualmente. LO, BO e FI
foram as alteragcbes mais frequentes em O. niloticus, tendo o cadmio como
agente genotoxico. Cavas e Ergene-Gozukara (2003) avaliando o impacto de
efluentes de fabrica téxtil em tilapias observaram uma diferente sequéncia, na

qual a FI teve uma maior ocorréncia que LO. Outra sequéncia foi obtida por
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Jiraungkoorskul et al. (2008) que avaliou os efeitos do chumbo sobre tilapias e
observou uma maior frequéncia de MN com 0,1% nos controles, e 1% nos
afetados, seguido de FI, LO, BN e BO, apresentando frequéncias menores que
as encontradas por Cavas e Ergene-Goziukara (2003). Chandra e Khuda-
Bukhsh (2004) avaliando caddmio em Oreochromis mossambicus verificaram
uma maior frequéncia de AN que de MN e Summak et al. (2010) que estudou o
efeito do cadmio sobre O. niloticus mostrou que BO, LO e FI foram as
alteracbes mais frequentes, seguidas de MN. Portanto, a sequéncia de
ocorréncia das ANEs parece estar mais relacionada com ao agente genotoxico
gue com a espécie utilizada.

A maioria dos trabalhos tem estudado MN separadamente das demais
alteracdes, que em geral sdo reunidas em apenas um grupo, o das alteracdes
nucleares (AN). Os trabalhos de Palhares e Grisolia (2002), Souza e Fontanetti
(2006), Hoshina et al. (2008), Osman et al. (2010) e Muranli e Guner (2011),
mostraram o aumento significativo de MN em eritrOcitos de animais que
receberam diferentes contaminantes (mitomicina, ciclofosfamida, efluentes de
refinaria de petroleo e cepas patogénicas de fungos). O MN em nosso trabalho
mostrou uma incidéncia muito baixa e ndo apresentou significancia em nenhum
tratamento. Fato similar foi descrito por Castafio et al. (1996) e Barbosa et al.
(2010) que avaliando indugédo de MN por metais pesados, incluindo o cadmio
em Oncorhynchus mykiss e O.niloticus, ndo observaram diferencas
significativas nos valores de MN. Em O. niloticus, apesar de ndo terem sido
verificadas diferencas significativas nas taxas de MN, um aumento nas taxas
de células com quebras nas moléculas de DNA foram demonstradas pelo

método Cometa (BARBOSA et al., 2010). Este aumento pode estar relacionado
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com as outras alteracdes nucleares, que provavelmente ndo foram visualizadas
pelo microscopio de luz.

A alteracdo nuclear BN (binucleada), induzida por efluentes ou solucdes
contendo cadmio tem sido observada em O. niloticus (CAVAS e ERGENE-
GOZUKARA, 2003 e 2005, HOSHINA et al., 2008; JIRAUNGKOORSKUL et al.,
2008; SOUZA e FONTANETTI, 2006 e SUMMAK et. al.,, 2010) e em outras
espécies de peixes (CAVAS e ERGENE-GOZUKARA, 2005; BARSIENE et al.,
2006 e GUILHERME et al., 2008). Summak et al. (2010) relata a ocorréncia de
BN em O. niloticus expostos a solucbes de metais contendo o cadmio na
concentracdo de 0,009 mg.L™. Em nosso estudo, as BN n&do foram observadas
em nenhum tratamento, portanto a ndo ocorréncia desta alteracdo parece estar
relacionada a concentragao utilizada.

Em nosso trabalho as alteracbes nucleares foram analisadas também
apos a interrupcdo da contaminacdo, quando os animais foram transferidos
para tanques contendo agua limpa. Nao existem relatos na literatura da analise
das alteracBes nucleares eritrociticas em conjunto e da avaliacdo da
capacidade depurativa desses animais. De modo interessante algumas
alteracOes parecem estar relacionadas negativamente ao total das ANEs e este
dado mostra-se relacionado ao tempo e concentracéo utilizados.

Em nossos resultados, todas os grupos expostos ao cadmio (Cd-0,25 e
Cd-2,5) apresentaram aumento significativo nas frequéncias de ANE, houve
diferenca apenas no tempo em que este aumento foi verificado. Na menor
concentracéo de cadmio (0,25 mg.L™), este aumento foi verificado depois de 96
horas de exposicdo, entretanto, na maior concentracdo o0 aumento das

alteracdes aparecem em um menor tempo (48 horas). Cavas et al. (2005)
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observou aumento nas frequéncias de MN e BN na concentracdo de cadmio
(0,1 mg.L™Y) apés exposicdo por 21 dias, ndo detectado por Barbosa et al.
(2010). O tempo de exposicdo e a concentracdo de cadmio parecem estar
diretamente relacionados ao aumento das alteracdes nucleares. Este fato
também pode ser verificado através da diminuicdo na frequéncia de ANEs
guando estes animais sao retirados do contaminante. Os animais pertencentes
aos grupos Cd-2,5 apresentaram a capacidade depurativa em 48 horas livre de
contaminante e 0s animais pertencentes ao grupo Cd-0,25, apresentaram uma
pequena diminuicdo nas frequéncias de ANEs, entretanto o tempo de 48 horas
de depuracdo nao foi suficiente para um resultado significativo.

Estes resultados indicam os efeitos do cadmio sobre a instabilidade
génica e o restabelecimento da estabilidade, quando os animais séo retirados
da contaminacao.

A avaliacdo da influéncia de cada alteracdo na elevacao ou diminui¢ao
das frequéncias de ANEs foi também relatada neste trabalho. LO foi a
alteracdo que frequentemente influenciou os resultados da frequéncia total de
ANEs. Em geral, esta alteracdo pode influenciar quando as frequéncias das
alteracOes apresentaram queda (entre os tempos 96 e 144 do grupo Cd-2,5 e
entre os grupos Cd-0,25 e Cd-2,5 no tempo de 144 horas). LO foi observado
influenciando a elevacao da frequéncia apenas no tempo de 144 horas entre 0s
grupos Ct e Cd-0,25, isto porque neste grupo nao foi verificada capacidade
depurativa significativa. No grupo Cd-2,5 a capacidade depurativa foi
significativa e teve o LO como alteracdo que significativamente diminuiu neste
periodo. A BO foi a alteracdo que aumentou no grupo Cd-0,25 entre os tempos

de 48 e 96 horas e a VA teve sua frequéncia aumentada no tempo de 48 horas
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entre os grupos Cd-0,25 e Cd-2,5. BO e VA parecem estar mais relacionadas
ao aumento da frequéncia total, e as células contendo LO parece serem as
células que vao diminuindo em nimero, quando estes animais séo retirados da
contaminacao.

Estudos com células renais descrevem que estas respondem ao dano
no DNA, parando o ciclo celular para facilitar a reparacdo do DNA ou
sinalizando para morte por apoptose para eliminar células danificadas. A
supressora de tumor p53 regula o dano no DNA, parando o ciclo celular em
fase G2/M pela inibicdo de quinases dependentes de ciclinas (Cdks). Com isso,
sao ativados os sistemas de reparo, no qual o dano seré revertido ou fixado por
enzimas especificas, ou a se iniciara apoptose. Entretanto, o cadmio parece
perturbar a conformacdo de p53, resultando na inibicdo de sua funcao.
Portanto, a célula pode ou entrar em mitose ou iniciar a replicacdo do DNA,

causando instabilidade génica (BORK et al., 2010).

3. Estudo das populacdes sanguineas por citometria de fluxo
3.1.Determinacao das popula¢f6es sanguineas

A técnica de citometria de fluxo para analise de células sanguineas tem
sido bastante utilizada nos ultimos anos. Através deste método um grande
namero de células pode ser analisado rapidamente (CHILMONCZIK e MONGE,
1999). Entretanto, € necessario identificar a posicdo das células sanguineas
nos graficos de dispersao adquiridos pelo citbmetro de fluxo. Existem relatos na
literatura de algumas espécies de peixes que tiveram suas células sanguineas
avaliadas pela citometria de fluxo (INOUE et al., 2002; TRAVER et al., 2003;

LANGENAU e ZON, 2005; PETTERSEN et al., 2000; RONNESETH et al.,
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2006), no entanto, nenhum trabalho descreve as células sanguineas de
O.niloticus sob este aspecto.

Através das técnicas utilizadas neste trabalho para determinacdo da
posicdo das populacbes sanguineas (separacao por Ficoll e por decantacao)
foi possivel identificar as diferentes populagbes de células do sangue de O.
niloticus, através dos graficos FSC x SSC. Linfécitos, trombdcitos e
granulécitos de O. niloticus apresentaram uma posicao similar & apresentada
por Inoue et al. (2002) em carpas (Cyprinus carpio), por Traver et al. (2003) e
Langenau e Zon (2005) em peixe zebra (Danio rerio) e por Pettersen et al.
(2000) e Ronneseth et al. (2006) em salméo (Salmo salar L.). Foi demonstrado
nos trabalhos citados acima utilizando peixe-zebra uma posicdo semelhante
dos eritrécitos nos graficos de citometria de fluxo. Os eritrocitos do peixe-zebra
apresentam o mesmo tamanho dos linfécitos e trombécitos e menor tamanho
comparado aos granulécitos. Através de nossos resultados observamos
eritrocitos e granuldcitos com dimensdes semelhantes. O trabalho de Witten et
al. (1998), estabeleceu as dimensdes das células sanguineas de O. niloticus
através de gradiente de Percoll, reacbes enzimaticas e imunocitogimica.
Através destas técnicas, as populacdes sanguineas de O. niloticus foram
definidas e estabelecidas suas medidas: cerca de 13 pum de tamanho em
granuldcitos e eritrocitos e 6 um em linfocitos e trombdcitos. Este dado
corrobora nossos resultados e possibilita avaliar o comportamento destas

células durante o ensaio genotoxico.
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3.2.Analises das popula¢cdes sanguineas por citometria de fluxo

Os percentuais de eritrocitos ndo variam muito entre os animais dos
grupos expostos e ndo expostos ao cadmio em nenhum tempo utilizado. Foi
observada uma menor taxa de eritrocitos no grupo Cd-0,25 em comparacéo
com o grupo Cd-2,5 no tempo de 48 horas. Esta menor taxa aumenta durante
0s tempos de exposicao e se torna significativa em 144 horas. Dados similares
foram obtidos por Witeska (2005) no estudo quantitativo das populacdes
sanguineas de carpa (Cyprinus carpio) contaminadas por metais pesados.
Neste trabalho foi verificado que o0s animais expostos ao cadmio nao
apresentavam alteracdes significativas em seus numeros de eritrécitos. De
acordo com Witeska os parametros quantitativos dos eritrocitos sdo bastante
estaveis e pouco sensiveis a fatores ambientais, devido as habilidades
compensatoérias do organismo dos peixes. Em nosso trabalho, esta menor taxa
encontrada em 48 horas no grupo Cd-0,25 pode estar associada a morte e ou a
retirada da circulacdo periférica de parte dessas células, uma vez que neste
grupo também foi verificado um elevado numero de eritrocitos Pi positivos
neste tempo.

Os granulécitos apresentaram comportamentos diferentes entre o0s
grupos de exposicdo. Em Cd-0,25 foi observado diminuicdo significativa de
suas taxas em relacdo ao controle no tempo de 48 horas, entretanto, a partir
desse tempo foi observado aumento tempo-dependente até 144 horas. No
grupo Cd-2,5 ndo houve diferenca significativa entre os tempos de exposicao.
Este grupo apresentou maiores taxas de granulocitos que o grupo Cd-0,25 no
tempo de 48 horas. Esta resposta pode estar relacionada ao cortisol secretado

durante a reacdo de estresse, aumentando as taxas de granulécitos nas
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primeiras 24 horas de depuracdo por impedir a migracdo de granulécitos para
os tecidos e aumentar sua estimativa de vida pela inibicdo da apoptose, ou
através da atividade de enzimas antioxidantes (WITESKA, 2005).

Uchida et al. (2004) observou a reducdo das enzimas catalase e
superéxido dismutase em eritrocitos expostos por longo tempo ao cadmio e o
trabalho de Amer et al. (2005) indicou que o aumento do estresse oxidativo em
células sanguineas vem acompanhado por reduzidos niveis de glutationa (uma
das maiores enzimas antioxidantes de ROS). Em sangue total de O. niloticus
nao foi observado aumento dos niveis de glutationa apds exposi¢cdo ao cadmio
na ordem de 5, 10 e 20uM (ATLI e CANLI, 2008). Desta forma, a atividade das
enzimas antioxidantes parecem ndo estar envolvidas na diminuicdo das
alteracdes quando estes organismos estiverem contaminados por cadmio.

De acordo com Wu et al. (2007), a elevacdo do cortisol € um indicador
de resposta primaria ao estresse por cadmio, mas os valores de cortisol
retornam aos niveis normais em poucos dias de exposicdo ao cadmio. O
cortisol aumenta ndo para proteger contra o cadmio, mas contra as reacdes da
defesa normal do organismo que podem comprometer a homeostase. Portanto,
durante a exposi¢do por 48 horas do grupo Cd-0,25, a diminuicdo no numero
de granulécitos pode estar associada a morte de parte dessas células ou a
diminuicdo provavel dos niveis de cortisol. No grupo de maior concentragéo,
Cd-2,5, os animais ndo apresentam alteracdes significativas nos numero dos
granuldcitos ao longo do tempo. Este fato pode ser parcialmente explicado
através da acao do cortisol ser observada em tempo menor que o utilizado em

nosso trabalho, uma vez que no trabalho de Wu et al. (2007), sob concentracéo
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subletal de cadmio, foi verificado aumento de cortisol em até 5 horas de
exposicao e depois disso os niveis foram diminuindo.

De acordo com o trabalho de Witeska (2005), o cortisol pode diminuir o
tempo de vida dos linfocitos, comprometendo sua atividade e promovendo sua
apoptose. Em nosso trabalho os linfécitos / trombdcitos apresentaram um
comportamento inverso aos granulécitos. No grupo Cd-0,25 foi observado
aumento em suas taxas em relacdo ao Ct no tempo de 48 horas, diminuicdo
das taxas em 96 horas de exposicdo e manutencdo dessa taxa entre os
tempos de 96 e 144 horas. Enquanto que no grupo Cd-2,5 foi observado um
comportamento semelhante ao grupo Cd-0,25, com diferenca apenas entre os
tempos de 96 e 144 horas, no qual foi verificada a diminuicdo nas taxas de
linfécitos / trombdécitos. O aumento do ndmero dos linfocitos / trombdocitos nas
primeiras 48 horas € corroborado pelos resultados de Nussey et al. (2006), nos
quais foram verificados aumento nos numeros de linfécitos em O.mossambicus
durante a exposi¢cdo aguda e crdnica ao cobre. Este aumento foi provocado
pela resposta dessas células as patologias provocadas por metais pesados.
Portanto, a elevacdo das taxas em 48 horas de exposicdo pode estar
relacionada a resposta destas células ao xenobiotico e diminuicdo nas taxas de
linfocitos / trombaocitos parece estar associada a morte de parte dessas células
depois de 48 horas de exposic¢ao.

No grupo Cd-2,5, eritrocitos, granulécitos e linfocitos / trombdcitos
quando marcados por Pi apresentaram aumento nas taxas de células
marcadas no tempo de 48 horas e diminuicdo nos tempos subsequentes.
Entretanto, nos grupos Cd-0,25 de eritrocitos e granulécitos foi observada

apenas a diminuicdo tempo-dependente e nos linfécitos / trombdocitos ndo foi
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verificada nenhuma alteracdo significativa em suas taxas. Mai et al. (2010)
avaliaram os efeitos de um baixo pH (5.3) sobre células sanguineas de O.
niloticus e estabeleceu uma sequéncia de eventos de danos celulares quando
estas sdo expostas a ambientes acidos: inducdo do estresse oxidativo através
de geracdo de espécies reativos de oxigénio (ROS), peroxidacdo de lipideos
pela acdo de ROS sobre os acidos graxos, danos no DNA que podem ser
irreversiveis levando a morte da célula. Além disso, foi observado que os danos
no DNA avaliados por ensaio Cometa aumentaram nas primeiras 24 horas de
exposicdo com diminuicdo subsequentemente. O mesmo comportamento foi
verificado nas taxas de células mortas, mostrando aumento nas primeiras 12
horas e diminuicdo nos demais tempos.

Bork et al. (2010), no estudo dos efeitos causado por cadmio em tabulos
proximais dos rins, mostra que o cadmio (50 a 100 uM) induz dano no DNA de
1 a 6 horas de exposicéo. Esta inducéo esta associada a um pico da formacao
de ROS de 1 a 3 horas de exposi¢do. Cadmio também induziu parada no ciclo
celular em fase G2/M em até 6 horas e este fato resultou em um aumento de
2x nas taxas de células em apoptose.

Ainda segundo Bork et al. (2010), a extensdo do dano no DNA,
determina que caminho a célula vai seguir. Se 0 reparo acontecer, enzimas
especificas revertem ou fixam os danos. Entretanto, se os danos forem
maiores, o caminho deve ser a apoptose.

O somatério das alteracdes nucleares em eritrOcitos apresentou
comportamento semelhante aos resultados de eritrécitos marcados por Pi,
principalmente na alteracdo de maior frequéncia LO, a qual esta correlata. Este

fato indica a existéncia de algum mecanismo de retirada destas células do
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sistema circulatorio, ocorrendo provavelmente por vias hemocateréticas, ainda
gue processos relacionados a reversao da alteracao estrutural do ndcleo, ou a

progressdo dos estados apoptoticos e necroticos ainda nado estejam

completamente descartados.



60

CONCLUSOES

A microscopia de luz juntamente com a citometria de fluxo permitiu
avaliar as alteracdes morfolégicas no tecido sanguineo de O. niloticus,

sugerindo possiveis vias de resposta ao cadmio;

A exposicdo ao cadmio nas condi¢gbes utilizadas aumenta do total de
ANEs em O. niloticus dependentes do periodo de exposicdo e da

concentracéo aplicada;

O. niloticus apresenta depuracdo das ANEs, quando retirados do
contaminante, indicada principalmente pelas frequéncias obtidas para a

alteracéo nucleo lobado (LO);

Outras alteracdes morfolégicas eritrociticas, além do micronucleo,
refletem a exposicdo de O. niloticus de forma tempo e dose

dependentes em relacdo ao cadmio;

O tecido sanguineo de O. niloticus exposto a cadmio apresenta grande

aplicabilidade nos estudos dos processos de genotoxicidade.
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