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RESUMO
TONISSI, F. B. Bioensaios com metais (Cd, Cu e Zn) e as alteracdes em
biomarcadores do estresse oxidativo em branquias, figado e rim de
Oreochromis niloticus. 2009. 132p. Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia
de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2009.

Uma das formas de se quantificar os possiveis efeitos de metais sobre o estado de
saude de organismo é analisar os biomarcadores do estresse oxidativo. Bioensaios
foram realizados com a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) com concentracoes
de cadmio (4,25ug/L), cobre (45,0 pg/L ) e zinco (260,0 pg/L). Os peixes foram
expostos aos metais separados (Cd, CU e Zn), associados dois a dois (Cd/CU,
Cd/Zn e Cu/Zn) e aos trés metais juntos (Cd/Cu/Zn), por doze dias. Foram
retiradas amostras de rim, figado e branquias para analise de biomarcadores de
estresse oxidativo, a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), o efeito da peroxidacao de lipidios (HP), a glutationa S-
transferase (GST) e a metalotionéina (MT). Pelos reusltados obtidos constatou-se
que, mesmo nas baixas concentracdes de exposicao aos metais, ocorreram
alteracdes no sitema de defesa antioxidante de O. niloticus. A primeira barreira
antioxidante, composta pela SOD, nao foi suficiente para barrar os efeitos da
exposicao aos metais. Em branquias, onde a ativacdo desta enzima foi
proeminente, formacao de HP ocorreu. E, mesmo inicialmente em rim e figado,
tecidos onde ocorreu diminuicdo da atividade da SOD, ocorreu também a
formagao de HP nas etapas seguintes. A CAT e a GPx também atuaram no
sentido de tentar evitar o aparecimento de HP, mas nao foram bem sucedidas
neste processo. A GST, como enzima da fase II de biotransformacao pode ter
auxiliado no processo de eliminacao dos metais, mas como ocorre de forma tardia
em relacdo a defesa antioxidante, acarretando danos celulares. Em relacao as
enzimas que compdem o sistema de defesa antioxidante ndo se verificou também
especificidade de tecidos nas respostas. No entanto, a branquia foi o érgao que
teve maior intensidade nas respostas (em termos de ativagao das enzimas), nos
tratamentos de metais combinados dois a dois, evidenciando que este érgao, por
estar em contato intimo com a agua e ser sede de processos fisioldgicos de
homeostase, desempenhou papel importante na tentativa de neutralizar os efeitos
dos metais.

Palavras-chave: Ecotoxicologia, metais, estresse oxidativo, glutationa S-
transferase, metalotioneina, Oreochromis niloticus.



ABSTRACT
TONISSI, F. B. Bioassays with metals (Cd, Cu e Zn) and alterations in
oxidative stress biomarkers in kidney, liver and gills of Oreochromis
niloticus. 2009. 132p. Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de Sao Carlos,
Universidade de Sao Paulo, S3ao Carlos, 2009.

One way of quantifying metals effects upon organisms’ health state is to analyse
oxidative stress biomarkers. Bioassays were conducted with Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) with cadmium (4,25ug/L), copper (45,0 ug/L ) and zinc
(260,0 pg/L). Fishes were exposed to metals separatelly (Cd, CU e Zn), associated
two by two (Cd/CU, Cd/Zn e Cu/Zn) and to three metals together (Cd/Cu/Zn), for
twelve days. Gills, liver and kidney samples were taken to analyse oxidative stress
biomarkers, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione
peroxidase (GPx), the effect of lipid peroxidation (HP), an enzyme of phase II
biotransformation, glutathione S-transferase (GST) and metallothionein (MT).
From results obtained, it was stablished that, even in low concentrations of
metals, O. niloticus antioxidant defense system was modified. The first antioxidant
barrier, SOD, wasn't able to minimize metal exposition effects. In gills, where
activaton of this enzyme was prominent, didnt avoi HP formation. And even in
liver and kidney, tissues where SOD activity decreased, HP formation also
occurred. CAT and GPx also acted trying to avoid HP formation, but weren't
successfull. GST, like a phase I enzyme, could help eliminating metals, but in a
late moment in relation to antioxidant defense, leading to cell damage. For
antioxidant enzymes no relation to tissue-specificity response was observed. But
gills were the organ which had more intense responses (in terms of enzyme
activation), mainly in metals combined two by two, evidencing that gills are
important like a first organ in antioxidant defense because it is in direct contact
with water and determine the main processes in homeostasis, trying to neutralize
metals effects.

Keywords: Ecotoxicology, metals, oxidative stress, glutathione S-
transferase, metallothionein, Oreochromis niloticus.
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1- INTRODUCAO

As ocorréncias de contaminacdo e poluicdo ambientais recebem cada vez
mais atencao de pesquisadores e da sociedade. Muitos tem sido os acidentes que
acarretam conseqiiéncias graves ao ser humano, bem como ao sistema ecoldgico
do qual este faz parte. Uma gama variada de substancias é criada freqlientemente
e temos milhOes delas ja existentes, muitas fazendo parte do sistema de producao
de bens materiais e de consumo (HEATH, 1995)

No entanto, o resultado de toda esta dindmica é que em algum momento,
tais substancias ou seus derivados retornam ao ambiente, na forma em que
podem se dissociar e integrar os sistemas ambientais ou na forma integral e
sblida, gerando residuos aparentes. LixOes e aterros surgem na tentativa de
receber tais dejetos, o que demanda cada vez mais espaco e tecnologia para o
equacionamento deste problema (MALTBY, 1990). Por outro lado os residuos que
se incorporam ao ambiente seguem uma dinamica ativa e ciclica tendo como
destino os compartimentos ambientais bidticos e abioticos. A atmosfera, os corpos
d'dgua e o solo passam a ser depositarios destas substancias, muitas vezes
nocivas - ou se nao O Sao, passam a apresentar elevadas concentracoes
prejudicando o equilibrio natural — e que em algum momento atingirdo os
sistemas bioldgicos.

Em ambos os eventos, inicia-se uma série de mecanismos e reacdes que
tenderdo ao equilibrio dinamico dos sistemas. Os sistemas bidtico e abiotico
apresentam atividades quimicas e fisicas que tenderdo a um equilibrio de
energias. No entanto, os sistemas vivos possuem como diferencial a regulacao
destas reacbes por moléculas que promoverdao a homeostase do sistema,
promovendo a manutencao da vida do organismo e de todo um complexo
emaranhado de inter-relagdes de seres vivos (ASAGBA, et.al, 2008).

Neste contexto, grande parte das substancias existentes no mundo de hoje,
naturais e artificiais, tem como destino final os corpos d’agua. Sendo assim, os
organismos deste habitat sofrem de maneira intensa as conseqiéncias

decorrentes da entrada de poluentes e contaminantes, necessitando lancar mao



dos mecanismos necessarios para manter sua homeostase. Os organismos, pelo
dispéndio de energia necessaria para regular todos estes controles bioldgicos para
sua sobrevivéncia poderdo ter sua saude afetada e, conseqlientemente poderao
causar consequiéncias danosas e até irreversiveis ao ecossistema. A entrada de
poluentes nestes sistemas acarreta alteracbes na sua estrutura e dinamica
(RAND, WELLS, McCARTY, 1995).

Entre os diversos poluentes que chegam ao sistema aquatico, os metais
representam uma fracdo consideravel destes e, ainda desempenham papel crucial
na dinamica dos organismos expostos a estes elementos. Isto porque muitos
metais sao necessarios para uma funcao fisioldgica normal dos seres vivos,
quando estao em concentragdes traco, como é o caso do cobre, ferro, zinco,
manganés, cobalto, selénio e cromo (GILFORD, 1993).

Os metais sao uma classe importante de elementos prejudiciais as funcoes
bioldgicas, quando em excesso. As atividades antrépicas tém elevado as
concentragbes destes elementos a niveis extremamente prejudiciais, ja que a
industrializacao dos processos de produgao tornou-se macica e na maioria dos
casos sem qualquer atengdo aos principios da reducao ao minimo de residuos
gerados.

Os peixes sdao organismos que, no ambiente aquatico, apresentam grande
superficie de contato com poluentes. Assim, em ambientes contaminados, a
exposicao a substancias nocivas pode levar a diversas alteracdes, que vao desde
mecanismos celulares até a alteragdo da populacao ou de toda uma cadeia tréfica
(HEATH, 1995).

1.1- Os poluentes e a fisiologia de peixes

Recentemente a interacao entre a fisiologia e a ecotoxicologia tem se
aprimorado, ja que muitos parametros fisioldgicos dos organismos podem ser
Uteis no estudo dos efeitos das substancias sobre os organismos (toxicologia
aquatica) ou para o monitoramento de ambientes poluidos (ecotoxicologia). O

estudo dos efeitos de substancias em concentragdes subletais ou letais sobre



organismos aquaticos, como os peixes, torna-se um campo de pesquisa desafiante
e promissor na atualidade. As respostas fisioldgicas dos peixes sdo muito
interessantes e importantes de serem analisadas sob este contexto
(HEATH, 1995).

Quando ocorre uma exposigao intensa de um organismo a poluentes, uma
cascata de respostas fisioldgicas ocorre. Enzimas ou fungdes celulares, como a
permeabilidade de membranas, sao alteradas. Estas mudangas afetam a
integridade celular, alteram as taxas de secrecao hormonal e também as rotas
energéticas (HEATH, op. cit.; MALTBY, 1990). Se estas alteracdes forem severas o
suficiente, muitas células podem morrer, o que resultara em alteracdes
histoldgicas. As alteracOes nestas células poderdo acarretar mudancgas em 6rgaos,
0S quais poderao ter suas funcdes comprometidas. Isto pode acarretar uma
mudanca na permeabilidade de células epiteliais e das branquias (por exemplo, no
caso de organismos aquaticos), comprometendo toda a atividade respiratdria do
animal. Uma falha na homeostase passa a se configurar nesta situacao. Alguns
orgaos estabelecerdo medidas compensatdérias para evitar maiores danos
(HEATH, op. cit.; GIULIO;HINTON, 2008).

Indo além, a exposicao crbnica a agentes poluentes pode levar a uma
desestruturacao do crescimento do organismo, da sua reproducao (principalmente
nos estagios larvais), alteram o sistema nervoso e, conseqlientemente, o
comportamento, o que implica na alteracdo anterior de outros drgdos
(HEATH, op. cit.; KLING, 2000; PROSI, 1983; THOMPSON;BANNIGAN, 2008). Por
fim, ocorrerao alteracdbes no ecossistema, podendo interferir em outros
organismos, até de espécies diferentes, tendo como exemplo a relagao presa
versus predador. (GIULIO;HINTON, op. cit.)

Para que muitos destes efeitos ocorram € necessario levar em conta a dose
da(s) substancia(s) em questdao e o tempo de exposicao ao qual o organismo
estara submetido. Assim as doses podem nao apresentar um efeito, podem ser
sub-letais ou entdo letais. Nos estudos que envolvem parametros fisiologicos,
pode-se trabalhar com taxas e/ou concentracoes referentes a uma dada

informagdo (taxa de excrecdo, taxa de batimentos cardiacos, concentracao de



glicose, concentragdo de metalotioneina, entre outros). Assim, o efeito de uma
substancia pode ser acompanhado conforme estas medidas desviam-se da
normalidade, tendo organismos nao estressados como referéncias. E, a duracao
de uma exposicao a uma determinada substancia exerce um consideravel impacto
sobre o carater qualitativo de uma mudanca fisioldgica, bem como de seus
aspectos quantitativos (GIULIO et. al. 1995; HEATH, 1995).

Quando um poluente interage com um sistema bioldgico, este pode afetar
uma variedade enorme de processos fisiologicos, em diferentes niveis de
integracdo. Assim, as respostas podem ser as mais variadas possiveis. Em
verdade, em situacOes reais (e também em experimentagdes), diversas sao as
substancias que interferem no organismo, podendo potencializar a gama de
reacOes por parte do organismo-alvo, desde o nivel celular até o individuo. E é
importante abordar a questao da morte de um individuo como “endpoint” em
estudos, pois este € um parametro muito genérico, que pode ser causado por
diversos fatores, nao sendo muito especifico do ponto de vista da abordagem
biogquimica ou fisioldgica associada a ecotoxicologia (HEATH, op.cit.; PROSI,1983).

Os peixes ocupam uma posicao importante no campo da toxicologia e da
ecotoxicologia, sendo utilizados em diversos estudos, tanto para a saude humana
quanto dos ecossistemas. Representam uma classe de vertebrados muito diversa,
com cerca de 30000 espécies. Esta diversidade taxondmica se reflete na ampla
variabilidade de formas, estilos de vida e fisiologias. Isto se adequa aos diferentes
habitat que estes animais ocupam no ambiente aquatico — de aguas doces a
hipersalinas, com temperaturas abaixo do congelamento de daguas até
temperaturas acima de 45°C, pressOes variando de 1 a 1000 atm e outras
variagdes como na radiagao solar, pH, concentracdao de oxigénio, ions e matéria
organica e tantos outros (GIULIO; HINTON, 2008).

Como o ambiente aquatico € um depositario final de residuos, seus
habitantes estdo em maior risco de exposicdo a estas substancias e, além disso,
grande parte de suas superficies estdo expostas a agua, como pele e branquias;

sao também animais anamnidticos, sendo que os alevinos sao extremamente



sensiveis aos agentes quimicos. E geralmente as cadeias troficas neste tipo de
ambiente sao maiores, favorecendo a bioacumulagao de poluentes persistentes.

Em acréscimo a utilizacgdo de peixes na ecotoxicologia, os peixes sao
organismos importantes também para o biomonitoramento. Varias sao as
abordagens utilizadas nestas situagdes, onde as espécies-alvo representam um rol
de informacdes que podem ser inferidas desde a mortalidade, passando pela
analise de populacdes e comunidades, chegando até as medidas das mudancas
em niveis celulares e sub-celulares (HEATH, 1995; RAND, 1995). Neste ultimo
caso, os biomarcadores desempenham uma funcao de destaque, contribuindo de
maneira definitiva para as modernas compreensoes do modo de acao de diversas
substancias poluentes, tanto em condigbes experimentais, quanto em trabalhos
de campo, contribuindo significativamente para o avanco da ecotoxicologia.
Principalmente no que concerne a sobrevivéncia em situacdes de exposicao
crOnica, onde ha gasto excessivo de energia para a sobrevivéncia, ja que o
organismo estd em um estado de  desequilibrio fisioldgico
(AMIARD;CAQUET;LAGADIC, 2000; PEAKAL, 1999).

1.2- Os biomarcadores

Uma das caracteristicas essenciais da poluicao produzida pelos seres
humanos é a sua dispersao. Substancias como pesticidas, hidrocarbonetos e
elementos como os metais sdo encontrados por toda a biosfera, mesmo em locais
remotos, muito distantes de seu ponto de origem ou lancamento. Hoje em dia nao
ha ecossistemas livres da poluicdo, mesmo os polos, partes remotas da Terra
onde quase ndo ha a presenca humana, encontra-se niveis de determinados
poluentes que nao deveriam ali existir (AMIARD; CAQUET;LAGADIC, op.cit.).

No inicio do século 20 os critérios quantitativos e qualitativos foram
propostos como forma de se estabelecer parametros para a qualidade do
ambiente. Estes parametros eram estabelecidos sob um ponto de vista

antropocéntrico, ja que o ambiente era visto como um fornecedor de recursos. No



entanto, o conceito de recurso modificou-se ao longo do tempo e de uma
abordagem utilitarista, hoje o termo recurso representa nao sé os alimentos e a
matéria-prima, mas envolve recursos genéticos, medicinais, estéticos e
recreacionais (AMIARD;CAQUET;LAGADIC, 2000). E, conectado a questao
ambiental, surge também o conceito da conservacdao da biodiversidade (recursos
bioldgicos ou ambientais) e a intensificacdo da protecao e restauracao de areas
importantes do ponto de vista ecoldgico e paisagistico, como reservas e parques
naturais (TUAN, 1980; WEARING & NIEL, 2000).

Com a evolugao deste conceito evoluiu também a percepcao de que a
salude humana depende da qualidade do ambiente. Agindo sobre os aspectos
fisicos e bioldgicos do ambiente, a poluicdo tem um efeito evidente na saude
humana e na sua evolucao, quando afeta, por exemplo, a sua capacidade
reprodutiva (ZELIGER, 2008).

E necessario portanto que seja feito um monitoramento da qualidade
ambiental a fim de se saber qual é o estado de salude do ambiente. H& duas
maneiras de se fazer isto (AMIARD;CAQUET;LAGADIC, op. cit.):

1- através da detecgdo e quantificacdo de poluentes nos meios fisicos e
bioldgicos;

2- através da avaliagdo de parametros bioldgicos de organismos (nivel
celular ou sub-celular), populagdes e comunidades ou ecossistemas.

Sao niveis ndo excludentes de analise e que se complementam para tentar
fornecer informagdes completas sobre o estado do ambiente. Em outras palavras,
a combinacao destas diferentes abordagens permite que tenhamos possibilidade
de avaliar o estado em que se encontram 0 ambiente e os organismos que o
habitam.

Os métodos baseados nas observacdes quantitativas e qualitativas foram
logo considerados para a analise ambiental. De forma complementar, duas formas
de analise foram implementadas na andlise ambiental. Uma, voltada para grupos
de espécies e 0 ecossistema, leva em consideracdao presenca ou abundancia de
espécies, conectadas muitas vezes a descritores matematicos da estrutura de

comunidades. Esta abordagem refere-se aos bioindicadores. A segunda forma de



se trabalhar a questao da qualidade ambiental volta-se para o estudo de
parametros moleculares, bioquimicos, celulares ou fisioldgicos de individuos,
agrupados em uma terminologia conhecida como  biomarcadores
(AMIARD; CAQUET;LAGADIC, 2000; GILFORD, 1993; PEAKAL, 1999; RAND, 1995).
A ecotoxicologia apresenta uma abordagem integrada destas duas formas de se
observar a qualidade ambiental, resultando na associacdo dos dados das
comunidades, ecossistemas, dos niveis celulares ao organismo, com os efeitos de
poluentes (RAND, op. cit.;

O nivel das pesquisas sobre eventos bioldgicos e respostas fisioldgicas
associados a exposicao a poluentes aprofundou-se demasiadamente com os
avangos tecnoldgicos, primordialmente no campo da biologia molecular e da
bioquimica. Estes eventos e respostas receberam a denominagdo de
biomarcadores, os quais refletem alteragbes moleculares ou celulares dos
organismos. Dentre as varias definicOes existentes, a que mais se utiliza nos
trabalhos e que define de maneira mais exata o escopo das pesquisas e aplicacoes
deste termo, apresenta os biomarcadores como qualquer resposta biolégica a uma
substancia (ou substancias) ao nivel de individuo ou abaixo deste nivel de
organizacdo, resultando em uma alteracdo no estado fisioldgico normal
(DECAPRIO, 1997; PEAKAL, op. cit.; WEEKS, 1995).

Os biomarcadores utilizados quando estudam-se peixes (e é valido para
muitos outros vertebrados e também para invertebrados) compreendem, segundo
VAN der OOST (2005):

. as enzimas da fase I de biotransformacao (MFO — mixed function
oxidase e CYP450 — citocromo P450);
o enzimas da fase II (GST — glutationa S-transferase e UDPGT —

uridina difosfato glucuronil-transferase);

o parametros de estresse oxidativo (O,*" radical superdxido, H,O, —
peroxido de hidrogénio, *OH - radical hidroxila; as defesas anti-
oxidantes como SOD — superoxido dismutase, CAT — catalase, GPx
— glutationa peroxidase e GR — glutationa redutase; anti-oxidantes

de baixo peso molecular como GSH - glutationa, a propria



GST, B-caroteno ou vitamina B, ascorbato ou vitamina C, a-
tocoferol ou vitamina E e ubiquinol; LPO — peroxidacao de lipidios
e oxidacao de DNA);

. produtos de biotransformacao (aductos covalentes, vitelogenina,
glutationa, porfirinas, hormonios);

o proteinas de estresse (HSP — Heat schock proteins);
metalotionéinas; MXR - mecanismo de resisténcia a multipoluentes
(ou xenobidticos);

. parametros imunoldgicos

. parametros reprodutivos e enddcrinos (P450 aromatase;
conversao de andrégenos C19 em estrogenos C18, vitelogenina e
a proteina da zona radiata em ovos).

o parametros neuromusculares (AChE — Acetilcolinesterase e CBE —
carboxilesterase);

. parametros genotoxicos (aductos de DNA, mutagdes, produtos de
genes mutantes e cancer);

. parametros fisioldgicos e morfoldgicos (indices somaticos, fator de
condicao, crescimento e histopatologia);

. protedmica e gendmica.

1.2.1-0Os biomarcadores do estresse oxidativo

Em uma situacdo onde os organismos estdao expostos a poluentes, uma
cascata de eventos bioldgicos ocorre. Estas respostas podem servir como
biomarcadores frente aos processos que estes organismos desencadeiam por
causa da poluicdo. E, a partir de um determinado ponto, o biomarcador desviara
de seu nivel normal e podera manifestar efeitos mdultiplos em niveis de
organizacao bioldgica superiores. O estado de saude dos organismos é afetado
quando ocorrem interferéncias no metabolismo, causadas pelos poluentes. Este
estado de salude pode refletir-se no equilibrio entre a eliminacao e a producao de

espécies reativas de oxigénio (EROs), originadas do metabolismo normal em seres



aerobios, em mecanismos de defesa anti-oxidante e na peroxidacao de lipidios
(GIULIO et. al. 1995; VALAVANIDIS et. al. 2006).

Durante o metabolismo oxidativo das células de seres vivos aerdbios, sao
formadas espécies quimicas com elétrons livres, com alto poder reativo, os
chamados radicais livres. Na utilizacdao do oxigénio, sdao formados radicais livres
como o superdxido (0,*), peréxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila
(°OH). Os radicais livres tém a propriedade de reagir com biomoléculas,
degradando-as, de forma a perderem sua funcionalidade (PRYOR, 1976). Nessa
condicdo, uma das estruturas que podem ser danificadas € a membrana lipidica,
formando os hidroperdxidos (HP), pelo processo de peroxidacao lipidica (LPO). O
processo esta demonstrado na Figura 1.

Na diminuicao dos efeitos protetores, no aumento da producao dos radicais
livres ou na juncdo de ambos, a célula fica exposta aos efeitos do estresse
oxidativo que acarretara em danos as macromoléculas celulares como o DNA, as
proteinas e os lipidios, inclusive com danos a membrana celular (BIESALSKI, 2000;
KLATT; LAMAS, 2002).

As espécies reativas (pro-oxidantes) precisam ser neutralizadas pelos
antioxidantes, ja que podem desencadear processos degenerativos na célula.
Entre os agentes antioxidantes, as enzimas glutationa peroxidase (GPx), catalase
(CAT) e superdxido dismutase (SOD) sdo responsaveis por este processo e,
quando ha efeitos danosos aos organismos por parte dos poluentes, suas
concentracdes sdo alteradas na tentativa de proteger as células. A superdxido
dismutase catalisa a producao de H,0,, o qual é removido por outras duas
enzimas, a catalase, que reduz peroxido de hidrogénio a agua e oxigénio e as
peroxidases como a glutaniona peroxidase (GPx) que reduz o perdxido de
hidrogénio & 4gua (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

A seguir, os itens descrevem as defesas anti-oxidantes analisadas neste

trabalho e o processo de peroxidacao de lipidios.
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Fe(lll) + OH +"OH = Oxidative Damage

Detoxification of
Fe(ll) | (Fenton Reaction) many substances

CAT

H0,
2 GSH NADPH
SOD GPx ‘ ' GR ( G6PDH
+
i GSSG NADP
i o, H,0
o;+ NO +

H,0,

ROS
Generation

Fe(ll) { (Haber-Weiss reaction)

ONOO™ e
O,+ OH + OH === Qxidative Damage

Figura 1: Defesas enzimaticas antioxidantes atuam de forma conjunta para
proteger as células contra as espécies reativas de oxigénio. SOD=superoxido
dismutase, CAT=catalase, GPx=glutationa peroxidase, GR=glutationa redutase,
GST=glutationa-S-transferase, G6PDH=glicose-6-fosfato desidrogenase.
(modificado de Hermes-Lima, 2004)

1.2.1.1- SOD — Superoxido dismutase

Existem quatro tipos diferentes de superdxido dismutase. A principal
diferenca entre elas € o metal presente em sua constituicao. Ha duas formas de
CuZn-SOD, uma forma de Mn-SOD e uma forma de Fe-SOD. Inicialmente descrita
a existéncia da CuZn-SOD apenas no citoplasma, descobriu-se posteriormente
que esta enzima ocorre também em lisossomos, peroxisomos, nucleo e no espago
intermembranas da mitocondria. O iion cobre desta enzima é responsavel pela
reacao de dismutacdo enquanto que o zinco tem importancia na manutencao da
estrutura da enzima. O cianeto e o ditiocarbamato removem o cobre desta
enzima, sendo inibidores de sua atividade (HERMES-LIMA, 2004).
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A superoxido dismutase cataliza a dismutacdo do anion do radical

superdxido para perdxido de hidrogénio e agua, segundo a reacao:

20, + 2H" — 0, + Hy,O,

A concentracao desta enzima tende a ser elevada, ja que os radicais
superdxidos tem uma reatividade muito grande (LACKNER, 2008). Em alguns
tecidos de peixes, podem ser encontradas isoformas da SOD. Ha evidéncias de
que estas isoformas sao modificacdes oxidativas das proteinas. Em alguns
trabalhos, verificou-se que a atividade da SOD pode ter sua concentracao elevada
em cerca de 8 a 12 horas a partir da exposicao a poluentes, como metais e
pesticidas (BAINY et. al, 1996; MATKOVICS et. al., 1987 apud LACKNER, op. cit.).

Sob condicOes de estresse oxidativo, € comum que tanto a CuZn e a Mn-
SOD tenham seus niveis de atividade elevados (HERMES-LIMA, op. cit.).

1.2.1.2- CAT — Catalase

A catalase é uma enzima que promove a dismutacdo do perdxido de

hidrogénio em agua e oxigénio, segundo a reagao:

2H,0, — 2H,0 + O,

A enzima catalase encontra-se, nas células animais, principalmente no
figado, rins e eritrdcitos. O ferro e a vitamina E sdo coadjuvantes importantes para
atividade da enzima. A estrutura molecular da catalase apresenta quatro sub-
unidades, cada uma com um grupamento porfirina (Felll-protoporfirina) e uma
molécula de NADPH (HERMES-LIMA, 2004). A catalase apresenta um duplo papel,

podendo funcionar como um catalisador na dismutacao de moléculas de H,0, e

1 MATKOVICS, B. et. al. (1987) Paraquat as a agent affecting anti-oxidant enzymes of common
carp erythrocytes. Comp. Biochem. Physiol. C v.87. p217-219.
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realiza a peroxidacdo quando comporta-se apenas como aceptora de elétrons
(AHMAD, 1995).

A elevada atividade da catalse geralmente esta relacionada com uma
elevada proliferacdo de peroxissomos e acredita-se que as espécies reativas de
oxigénio ndo induzam, por si s6, altas atividades desta enzima. Assim, a
proliferagdo de peroxissomos aumenta a concentracao de espécies reativas de
oxigénio. Existem catalases presentes tanto no citoplasma como nas mitocéndrias
(LACKNER, 2008).

1.2.1.3- GPx — Glutationa Peroxidase

A GPx é uma enzima t[ipica do Reino animal. S3o conhecidas atualmente
quatro formas de GPx, compostas por selénio. A glutationa peroxidase é a
peroxidase mais importante para a desintoxicacdao de hidroperdxidos. A GPx
catalisa a reducao dependente de glutationa, de hidroperoxidos e do perdxido de

hidrogénio, respectivamente:

2GSH + ROOH — GSSG + ROH + HO e
2GSH + H;0; — GSSG + 2H,0

Sendo composta por selénio, este deve ser obtido através da dieta para
seu correto funcionamento. Com a redugdo de perodxidos, a glutationa peroxidase
promove a protecao celular contra danos oxidativos e a acumulacao de radicais
livres. Este sistema enzimatico localiza-se tanto no citoplasma como na
mitocondria. A maioria dos peroxidos do citoplasma sao reduzidos pela glutationa
peroxidase, embora sua atividade seja um milésimo da atividade da catalase, a

qual localiza-se apenas nos peroxissomos (LACKNER, 2008).
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1.2.1.4- GST — Glutationa-S-Transferase

A glutationa transferase (ou glutationa-S-transferase) € uma enzima de
ampla ocorréncia e compreende uma superfamilia de enzimas com funcionalidade
multipla. A maioria das isoenzimas estao associadas a desintoxicacdo de poluentes
através da conjugacao com GSH (glutationa), promovendo sua excregao (AHMAD,
1995; LACKNER, op. cit.).

GSH + poluente — GS-poluente

A GST desenvolve diversos tipos de catalises com a participacao da GSH,
tais como isomerizagao e trocas disulfeto. HA também processos de conjugacao,
que é uma reagao muito importante para a excrecao de xenobidticos lipofilicos,
pois estes se apresentarao como glutationa-conjugados e a GST atua também na
transformacao de prostaglandinas. (AHMAD, op. cit.; YOUNG; BRIEDS, 1989). Esta
enzima pode também exercer atividade como peroxidase (CHUNG;WALKER;
HOGSTRAND, 2004).

Os conjugados formados nestas reacoes de desintoxicacao sao geralmente
excretados na bile, através de bombas dependentes de ATP. Podem também ser
degradados e acetilados para formar acidos mercaptaricos (conjugados de N-
acetilcisteina), os quais sdao excretados na urina. A GST pode também apresentar
também atividade de GPx selénio-independente (exceto sobre H,0,), conforme
indica Hermes-Lima (2004).

1.2.1.5- Hidroperoxidacdo de Lipidios

O processo de peroxidacdao de lipidios é considerado a maior causa de
injuria celular ou morte. Basicamente, a peroxidacao de lipidios € uma cadeia de
reagoes, na maioria dos casos catalisadas por metais de transicao, onde fortes
oxidantes causam a quebra dos fosfolipidios de membrana que contém acidos

graxos polinsaturados (PUFAs — polyunsaturated fatty acids, tais como acido
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araquidonico e o linoléico, dentre outros existentes). Os danos da peroxidacdo de
lipidios pode ter varios niveis de severidade, dependendo da natureza e
concentracao do oxidante, podendo variar de redugao local da fluidez
da membrana até o rompimento completo da bicamada lipidica
(HERMES-LIMA, 2004).

LH+ OH — L* + H,0
L® + Oz — LOz.
LO,* + LH — L* + LOOH

A iniciacdo da peroxidacao lipidica inicia-se com a subtracdo de um atomo
de hidrogénio do grupo metileno de uma molécula de PUFA (LH), causada pela
espécie oxidante e a formacao de um radical lipidico com carbono central (L°*) e
um hidroperéxido de lipidio. O radical L* continua a peroxidagao lipidica reagindo
com O, regenerando o radical lipidio peroxil peroxidante (LO®). A ndo ser que o
lipidio hidroperéxido (LOOH) seja removido (AHMAD, 1995; HERMES-LIMA, op.
cit.).

1.3- Os metais e o0 estresse oxidativo

Os elementos de importancia bioldgica podem ser classificados em quatro
grupos, de acordo com o seu papel funcional (GEORGE, 1994; WITTMANN, 1981):
1) Os maiores elementos formadores dos sistemas bioldgicos: C (carbono),
H (hidrogénio), O (oxigénio), N (nitrogénio), P (fésforo), S (enxofre), que
possuem um papel primordial no metabolismo compdem as moléculas bioldgicas;
2) Os macro elementos, tais como Na (sédio), K (potassio), Ca (calcio), Mg
(magnésio), Si (silica) e Cl (cloro), os quais tem papel estrutural e estao
envolvidos em mecanismos que desencadeiam transporte elétrico, quimico ou

mecanicos;
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3) Os elementos-traco essenciais: Co (cobalto), Cr (cromo), Cu (cobre), I
(iodo), Fé (ferro), Mn (manganés), Mo (molibdénio), Ni (niquel), Se (selénio) e Zn
(zinco), que geralmente sdo usados em processos cataliticos ou em reagdes redox.

4) Os elementos poluentes: As (arsénio), Ag (prata), Au (ouro), Cd
(cadmio), Hg (mercurio), Pb (chumbo), entre outros, que nao possuem funcao
bioquimica e, geralmente se apresentam em altas concentracdes nos sistemas
vivos através de atividades antropogénicas, ja que sua abundancia na natureza é
reduzida.

Diferente dos metais-tragos nao essenciais, 0s metais essenciais como
cobre, zinco, ferro e cobalto, tem importante papel nas fungdes bioquimicas do
organismo: eles formam um sistema doador de elétron ou exercem funcao de
ligantes em complexos enzimaticos. Uma vez que os elementos tracos essenciais
sao utilizados apenas em pequenas concentragdes, seu aumento no organismo
nao excede niveis que permitem a correta atividade das enzimas. Ou seja,
geralmente, as concentragdes no organismo sao maiores que as concentracoes na
agua. E, se houver maiores concentragdes destes elementos-traco na agua
(principalmente dos nao-essenciais), mecanismos homeostaticos de controle
regulam o conteldo de metais dentro do organismo (HEATH, 1995).

Uma vez que as concentracdes de metais na fonte (agua ou alimento) sdo
altas demais, estes mecanismos cessam e 0s metais, inclusive 0s essenciais,
passam a exercer efeitos agudos ou cronicos. E assim, em um evento de
exposicao aos metais, o organismo pode ser prejudicado. Os metais estao
geralmente presente nos sistemas impactados. Estes elementos podem alterar o
equilibrio entre espécies reativas de oxigénio e o sistema de protegao
antioxidante. Assim, os efeitos tdxicos passam a resultar em alteragbes no
funcionamento das células, podendo leva-las a morte
(RAND; WELLS; McCARTY, 1995).

Os ambientes aquaticos sdo importantes bidtopos que deveriam ser
sensivelmente controlados, pois a poluicdo resultante da indUstria, agricultura e
das atividades humanas sdo prejudiciais a biota. Os metais podem causar

disturbios a integridade dos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos de peixes, os
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quais nao sao apenas um componente importante do ecossistema, mas sao
utilizados também como fonte de alimento (ATLI;CANLI, 2007;
BASHA;RANI, 2003). A exposicao dos peixes aos metais causa o aumento de
espécies reativas de oxigénio, tais como perdxido de hidrogénio, radical
superdxido e radical hidroxila resultando em estresse oxidativo, disfungdes
osmoregulatdrias associadas com a inibicdo de certas enzimas e danos aos tecidos
(AHMAD, 1995).

Experimentos realizados sob condicdes controladas tém demonstrado
amplamente que os biomarcadores podem ser utilizados para avaliar a exposicao
dos individuos aos poluentes, avaliar a sua susceptibilidade ou entdo avaliar os
efeitos dos poluentes nas suas estruturas ou fungdes vitais.
(AMIARD; CAQUET; LAGADIC, 2000).

Almeida et. al. (2002) observou efeitos de cadmio sobre Oreochromis
nifoticus, com alteracdes na SOD e GPx, mas sem alteracbes na peroxidacao de
lipidios, com exposicdao dos peixes por 60 dias. Efeitos semelhantes foram
observados por Basha e Rani (op. cit.) para Oreochromis mossambicus. Analises
conduzidas por Lopes et. al. (2001) verificaram em campo que metais afetam
enzimas antioxidantes como SOD, de maneira sazonal e que a GST apresentou
variacoes correspondntes a mecanismos de defesa contra os efeitos deletérios do

cadmio.

Manzli et. al. (2004) reportam que o cobre, em determinadas
concentragdes, capazes de induzir EROS causam a ruptura do sistema de
homeostase do cdlcio, provocando danos celulares. Estudos de
Vijayavel et. al. (2006) detectaram formacao de EROS e ativacao de enzimas anti-
oxidantes (SOD, CAT, GPX e Glutationa) na tentativa de minimizar os efeitos
deletérios, e tal objetivo foi conseguido quando foi fornecida alimentacao com
vitamina C e vitamina E (anti-oxidantes).

Atli e Canli (2007) expuseram Oreochromis niloticus a Cd, Cu, Zn e Pb por
14 dias e observaram diversas alteracdes em diversas enzimas anti-oxidantes,

inclusive na catalase do figado dos organismos, evidenciando o efeito dos metais
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sobre o estresse oxidativo. Atli et. al. (2006) analisando o efeito de varios metais
(Ag, Cd, Cr, Cu e Zn) observaram que, excetuando a prata, todos os demais
metais elevaram as concentracdes de CAT no figado de Oreochromis niloticus.
Nos rins e nas branquias, o mesmo estudo revelou que ndao houve alteracdo da
concentragao da catalase nestes tecidos. Nos demais casos, para os outros tecidos

analisados houve até mesmo inibicao da catalase.

1.4- As metalotioneinas

Além de possuirem sistemas enzimaticos de defesa contra efeitos danosos
causados por poluentes, muitos organismos (animais, vegetais, microorganismos
eucariontes e alguns procariontes) possuem um sistema de defesa constituido de
moléculas ndo enzimaticas. Podemos citar como exemplo a vitamina C, a vitamina
E, a vitamina A, os flavondides, a melatonina e a metalotioneina (AHMAD, 1995;
HALLIWELL, 1999). Em relacdo a poluicdo por metais, as metalotioneinas (MT)
desempenham um papel importante para proteger as células das acdes deletérias
dos metais. Nos animais esta proteina é abundante em tecidos parenquimatosos
como figado, rim, pancreas e intestino e a sua concentragao varia nas diferentes
espécies e tecidos refletindo efeitos da idade, estagio de desenvolvimento e dieta
alimentar (KAGI;SCHAFFER, 1988).

As MT sao proteinas de baixo peso molecular (6kDa a 7kDa), ricas em
cisteina (30%) e ubiqua em seres vivos (LEY; FAILLA; CHERRY, 1983). Estas
proteinas tem capacidade de se ligar a metais. Acredita-se que a sua principal
funcao seja a de regular o metabolismo intracelular de metais, primordialmente
zinco e cobre, auxiliando a desintoxicacao do organismo, principalmente frente ao
Cadmio, Cobre e Chumbo. Sua concentracdo nos tecidos aumenta apos a
exposicao aos metais (GEORGE; TODD; WRIGHT, 1996; ROCH et.al.,1982).
Alguns estudos apontam também para a capacidade de eliminacao de
antioxidantes pela MT (ATIF et. al., 2006; SCHLENK; DAVIS; GRIFFIN, 1999).

Sabe-se que a MT liga-se aos metais, prevenindo acoes tdxicas e danos

celulares, podendo inclusive contribuir para um aumento na tolerancia dos metais
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(LINDE et. al., 2001). No referido estudo, foram encontrados resultados que
mostram a MT como um bom indicador de poluicao.

Os metais apresentam ainda uma particularidade nos sistemas bioldgicos, a
sua bioacumulacdo. Apds a ingestdao do metal e sua entrada nas células, os metais
podem se complexar com ligantes como sulfidrila, hidroxila e imidazol. No entanto,
muitos metais possuem alta afinidade a grupos sulfidrilas (SH) , formando
compostos mais estaveis. As MT, por conterem grande quantidade de radicais SH
tendem a ter os metais ligados de forma mais intensa. Todos estes processos
resultam em grande parte, na bioacumulacao dos metais, variando de acordo com
o tipo de tecido, idade do organismo, estagio de maturidade, sexo e espécie
bioldgica.

Evidencia-se assim que a expressao elevada da MT pode ser utilizada como
um reflexo de alteracGes em niveis celulares fazendo da MT um biomarcador
promissor. E, esta proteina correlaciona-se intimamente com o estresse oxidativo
e pode ter papel importante auxiliando na acao contra as EROs. Os principais
orgaos onde ocorre 0 aumento de suas concentragdes sao branquias, figado e rim,

demonstrando a importancia destes tecidos no metabolismo dos metais.
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2- OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho é analisar os efeitos dos metais Cd, Cu e

Zn sobre o estresse oxidativo de Oreochromis niloticus em laboratorio.

Os objetivos especificos compreendem:

Avaliar através de bioensaios os efeitos da exposicao independente
e em conjunto ao Cobre, Cadmio e Zinco, sobre o estresse
oxidativo (catalase, glutationa peroxidase, superdxido dismutase),
peroxidacdo de lipidios, glutationa S-transferase e metalotioneina
em rim, figado e branquia dos organismos;

Determinar se  o0s biomarcadores do estresse oxidativo, a
glutationa S-transferase e a metalotioneina podem representar um
sistema de defesa que auxilie ndo so a tolerancia aos metais, mas
também aos demais sistemas antioxidantes;

Verificar se os biomarcadores analisados podem contribuir para a
compreensao e o estabelecimento de niveis de protegao legais para

os corpos d’agua no Brasil, perante a legislacao existente.



20

3- METODOLOGIA

3.1- Manutencao de Oreochromis niloticus

Figura 2: Exemplar de Oreochromis niloticus.

A Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) & uma espécie de peixe
encontrada em muitas aguas tropicais, sendo originaria da Africa (Egito ao Cabo
Horn). E um mebro da Familia dos Ciclideos. A Tildpia do Nilo (figura 2)
caracteriza-se por ser um peixe que contém de 7 a 12 listras na nadadeira caudal
e 0 corpo também apresenta listras verticais. A margem da nadadeira dorsal é
cinza ou reta e a regido inferior da boca € cinza com tonalidades rosa. Suas
nadadeiras dorsais e ventrais apresentam espinhos. Dos géneros de Tilapia, é o
Unico onde a fémea mantém os filhotes na boca durante o processo de incubacao
e nascimento, segurando-os por alguns dias apds a eclosdo. Atingem
comprimento maximo de 60 cm (maior tilapia ja medida) e pesa no maximo cerca
de 4 Kg. Nos anos 80 foram transpostas da Africa para combater o crescimento
excessivo em paises da Africa, Asia, Américas e Oceanis. Este é o motivo pelo qual
este e outros géneros de tilapia estao espalhados pelo mundo (POPMA; MASSER,
1999).
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A Tilapia do Nilo habita uma quantidade diferente de ambientes aquaticos,
de lagos a rios, de canais de irrigacdo a canais de esgoto. Em ambiente natural é
encontrada em aguas que variam de 13,50C a 330C. Toleram temperaturas que
variam de 8oC a 42°C. Consome zooplancton e fitoplancton e se adapta bem as
racOes fornecidas sob condicdes de cultivo (POPMA; MASSER, op. cit).

Para os bioensaios, foram coletados exemplares de O. niloticus em
pisciculturas da regiao, os quais ficaram acondicionados em tanques de 500L e
1000L no Laboratdrio de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa (LZBC) da
Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar. Os peixes foram alimentados ad
libitum diariamente, com racdo GUABI — PIRA, @ = 2 a 4mm, com teor minimo de
proteina de 30%. A iluminacao foi mantida com fotoperiodo 12h luz :12h escuro.
O pH da agua manteve-se em torno de 7,0; oxigénio dissolvido 7,01 mg O-/L,
dureza entre 12 mgCaC0s/L e 16 mgCaCO0s/L e condutividade 70uS/cm.

3.2- Bioensaios com metais em laboratorio

Os bioensaios seguiram as normas ABNT (2004). Apds um periodo de
quarentena (30 dias, no minimo), os peixes foram distribuidos em aquarios de
200 L (contendo 180L de agua), sendo que para cada controle e tratamento foram
utilizados 2 aquarios, com 12 individuos em cada um, perfazendo um total de 24
peixes por controle/tratamento. Os bioensaios foram divididos em duas baterias,

conforme a disponibilidade de aquarios:

e Primeira Bateria: Controle 1, Cd, Cu, Zn e Cd/Cu/Zn
e Segunda Bateria: Controle 2, Cd/Cu, Cd/Zn, Cu/Zn

Os peixes foram submetidos a exposicdao aos metais por 12 dias, sendo que
a cada 4 dias um lote de 8 organismos foi retirado de cada tratamento (4 em cada
aquario, de cada tratamento). Além disso, 8 peixes foram retirados do sistema e
considerados como nao expostos aos metais no tempo inicial (to), sendo o basall

para a primeira bateria e o basal 2 para a segunda bateria. Os organismos do
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grupo basall e basal2 foram utilizados como referéncia para as comparagdes de
um mesmo tratamento por 4, 8 e 12 dias de exposicao. O controle foi utilizado
para a comparacao dos resultados entre tratamentos em um mesmo periodo de
€Xposicao.

A agua dos aquarios utilizada foi proveniente do poco artesiano da UFSCar,
distribuida pelas torneiras do laboratério. As condicoes de pH (sensor portatil
QUIMIS QA400H), condutividade (sensor portatii CORNING 0S-17), oxigénio
dissolvido (sensor portatii MINIPA DO) e dureza (titulaggo com EDTA) foram
monitorados constantemente para se avaliar e manter a uniformidade dos testes.

A Figura 3 apresenta um esquema dos bioensaios realizados.

Bateria 1

8 12| 12 12 || 12 12 || 12 12 || 12 12 || 12
Basal1 Controle1 Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn
Bateria 2

8 12 || 12 12 || 12 12 | 12 12 || 12

Basal1 Controle1 Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn

Retirada de 4 peixes de cada aquario = 8 por tratamento, a cada 4 dias

Tecidos: branquias, figado e rim SOD, CAT, GPx, GST, HP e MT

Monitoramento da agua
Biometria dos peixes

Figura 3: Esquema dos bioensaios realizados com O. niloticus exposta aos metais
Cd, Cu e Zn e suas combinagoes.

Os dados biométricos como comprimento padrao, comprimento total e peso
e as condicOes de saude dos peixes foram analisados no momento de retirada dos
peixes para a montagem dos bioensaios, durante os bioensaios, processamento e
obtencao de tecidos. Para isso, utilizou-se régua comum milimetrada e balanca.

Para a preparacao das solucbes de metais foram utilizados o cloreto de
cadmio (CdCly), sulfato de cobre (CuSO4) e sulfato de zinco (ZnSO47H,0) em
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solucdo-estoque, a qual fora adicionada aos aquarios no respectivo tratamento. As
concentragOes-testes estdo sumarizadas na Tabela 1. As concentracdes escolhidas
foram aquelas encontradas em campo, em um rio préximo a cidade de Sao Carlos-
SP, o rio Monjolinho, classificado como Classe 2 pela Resolugao
CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) (embora a concentracao de cobre atinja niveis
de concentracdo da Classe 3), tendo como referéncia, valores baseados em
estudos anteriores deste sistema (BARRETO, 1999; PELAEZ-RODRIGUES, 2001;
CAMPAGNA, 2005).

Tabela 1: Concentracdes nominais finais de metais dissolvidos na agua dos
aquarios dos bioensaios.

Aquério Concentracao dos metais
Controle -

1 (Cd) 4,25ug/L

2 (Cu) 45,0 pg/L

3 (Zn) 260,0 pg/L

4 (Cd, Cu) 4,25ug/L e 45,0ug/L

5 (Cd, zZn) 4,25ug/L e 260,0pg/L

6 (Cu,Zn) 45,0ug/L e 260,0ug/L

7 (Cd, CueZn)ou3M 4,25ug/L; 45,0ug/L e 260,0ug/L

Para manter as concentragdes sem variagOes significativas, a quase
totalidade da agua dos aquarios foi trocada, no maximo, a cada 2 dias. A
oxigenacao foi mantida constante nos aquarios e os mesmos foram protegidos
lateralmente com plastico preto para evitar estresse visual. O fotoperiodo foi

mantido em 12h luz: 12h escuro.
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3.2.1-Analise dos biomarcadores do estresse oxidativo, da

peroxidacao de lipidios e da metalotioneina

Os organismos coletados foram sacrificados através de incisdo e seccao na
espinha dorsal e tiveram seus drgaos retirados (rim, figado e branquias) com
auxilio de material cirdrgico. Uma porc¢ao de cada 6rgdo foi destinada a analise de
proteinas totais, agentes antioxidantes, peroxidacao de lipidios e da metalotionina.
200mg de tecido foram suficientes para a analise dos agentes oxidantes, proteina
e LPO. Outras 200mg foram destinadas para a analise da metalotioneina. No caso
do rim, trabalhou-se com massas de até 100mg. No caso do rim, a quantidade de
tecidos obtida foi pequena e procurou-se nao utilizar menos que 75mg para
qualquer as analises, pois havia o risco de ndo se obter respostas nas leituras.

A superdxido dismutase, a glutationa peroxidase e os niveis de peroxidacao
de lipidios foram analisados em espectrofotometro TECNAL SP1105. A catalase, a
glutationa S-transferase e ametalotioneina foram analisadas em espectrofotdmetro
BIOCHROM LIBRA S32. As centrifugagdes foram realizadas em centrifuga VISION
VS15000CFN II, refrigerada e em centrifuga HT MDC2000 quando nao havia
necessidade de refrigeragao.

As andlises ocorreram com as amostras sempre em gelo e SOD, GPx e HP
com o laboratério refrigerado, para que o ensaio ocorresse a temperatura de
25°C. Para a anadlise da MT, GST, CAT foi utilizado banho-maria para aquecimento

da camara de leitura do espectrofotdbmetro, sempre em 25°C.

3.2.1.1- Obtencédo de material de analise

A homogeneizagao de tecidos foi realizada com homogeneizador elétrico
manual. As amostras foram homogeneizadas com tampao fosfato de sddio 0,1M,

pH 7,0 e relagao 1:3 peso: volume.
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Posteriormente, foi realizada a centrifugagdo do homogeneizado, a
12.000 rpm e 4°C por 20 minutos, em ultracentrifuga. Manteve-se o

sobrenadante, para as andlises de proteina, CAT, SOD, GPx, GST e HP.

3.2.1.2- Determinacao da concentracdo de proteina

A concentracao de proteina foi determinada pelo método de BRADFORD
(1976) com Comassie Brilliant Blue G-250, adaptado para leitura em microplaca
conforme descrito por Kruger (1994), utilizando-se como padrao protéico albumina
sérica bovina. As concentracdes foram determinadas em espectrofotdmetro a
595 nm em leituras de microplaca, em Aparelho DYNEX Revelation MRXTC.

A determinagdo da proteina foi feita no homogeneizado de figado,
brénquias e no rim dos peixes.

Aliquotas de 10uL do homogeneizado original, diluido 20 vezes, foram
colocadas nos pocos da microplaca. Em seguida adicionou-se 200uL de Reagente
de Bradford. A leitura foi realizada a 595nm. O resultado foi expresso tendo como
referéncia uma curva com concentragdes conhecidas de proteina. Os resultados

foram expressos em mg de proteina por grama de tecido.

3.2.1.3- Glutationa peroxidase (E.C. 1.11.1.9)

A atividade da GPx Se-dependente foi realizada de acordo com o método
descrito por Hafeman; Sunde e Hoekstra (1974) com modificacdes implementadas
pelo Laboratdrio de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa da UFSCar.

A GPx degrada H,0; na presenca de GSH, depletando-a. A atividade da GPx
foi medida indiretamente pela diminuicao da quantidade de glutationa reduzida
(GSH), avaliada pela reacao da GSH com o acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzdico
(DTNB). A reacao da GSH com o DTNB gera o acido 2-nitro-5-mercapto-benzoico

(TNB) de coloracao amarela, cuja leitura foi feita a 412 nm. A atividade da GPx foi
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determinada em uma mistura contendo tampao fosfato de sédio 0,4M (pH7,0)
contendo EDTA 0,4mM, azida sddica (NaN3) 0,01M (para inibir a catalase), 2 mM
de GSH e aliquotas do extrato enzimatico os quais foram incubados a 37°C em
banho-maria. Apds 3 minutos de pré-incubacao foi adicionado a este meio de
incubagdo peroxido de hidrogénio (H.0,) 0,25 mM e incubado por 3 minutos. Foi
retirada uma aliquota (100 pL) desta mistura de incubacdo e adicionada uma
solucdo de reagente de precipitagdo, preparado com 1,67 g de acido
metafosforico glacial, 0,2 g de EDTA e 30 g de NaCl para 100 mL de agua
destilada g.s.p.. Realizou-se entao uma centrifugacao a 3000rpm por 10 minutos.
Em seguida, foi adicionado tampao fosfato de soédio 0,4 M (pH 7,0) e 1 mM do
reagente DTNB em citrato trissodico 1%. Um branco foi simultaneamente
carreado com as amostras, uma vez que ocorre oxidacao nao enzimatica da GSH
pelo H,O, durante a incubacao e a velocidade da reacao ocorreu de acordo com a
concentragao de enzima contida no extrato enzimatico.

A atividade enzimatica foi medida em espectrofotometro a 412 nm e
expressa em unidades por mg de proteina a 37°C (U=nmol/mL ou nmol/mg de
proteina). Uma unidade de GPx foi definida como a quantidade de enzima que
consome 1 pg de GSH por minuto (LATHA; PARI, 2004).

3.2.1.4- Superoéxido dismutase (E.C. 1.15.1.1)

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada pelo método de
Crouch et. al. (1981), baseado na capacidade desta enzima em inibir a reducao do
Nitro Blue Tetrazolium (NBT) gerado pelo fluxo de anion superoxido originado pela
hidroxilamina (37,5 mM) em solucao alcalina. O sal solivel amarelo oxidado de
NBT é reduzido pelo anion superdxido, produzindo o composto formazan azul
escuro. A adicao de superdxido dismutase inibe a velocidade de reducdo do NBT,
uma vez que a SOD dismuta o O,. a H,0,. O ensaio foi desenvolvido em tampao
carbonato de sddio 0,5 M, pH 10,2, EDTA 2 mM com NBT 1,2 mM (protegido da
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luz) e extrato enzimatico diluido 1:10. A reducao do NBT pelo O, — dando cor
azulada (formazan) - foi medida em espectrofotometro a 560 nm.

A taxa de reducao do NBT do controle, caracterizado pela auséncia de
amostra e contendo uma mistura hidro-alcoolica (alcool etilico) de 4:1, foi usada
como referéncia. Uma unidade da SOD foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para inibir em 50% a reducdo do NBT. A atividade da SOD foi expressa

em unidades (U) por mg de proteina.

3.2.1.5- Catalase (E.C. 1.11.1.6)

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pela avaliacdo continua do
decréscimo da concentracdo de perdxido de hidrogénio pelo método de Aebi
(1974). A diminuicdo na absorbancia foi registrada durante 17 segundos em
cubeta contendo uma solucao recém preparada de H,O, 15 mM em tampao
fosfato de sédio 50 mM pH 7,0 e amostra do extrato enzimatico. A reagao foi
iniciada com a adicao da solucago de H,O0, e a leitura realizada em
espectrofotdbmetro a 240 nm a 25°C. Para que as leituras estivessem dentro de
valores corretos de absorbancia, as amostras foram diluidas em tampao de
homogeneizagao.

Os valores de CAT foram expressos em Unidades de Bergmeyer (U.B.) por
mligrama de proteina. Uma U.B., de acordo com Bergmeyer, é a quantidade de
CAT que libera a metade do oxigénio de uma solucao de perdxido de hidrogénio

de qualquer concentragao no intervalo de tempo de 100 segundos a 25°C.

3.2.1.6- Glutationa S-transferase (E.C. 2.5.1.18)

A atividade da GST foi medida de acordo com o método proposto por Habig
Pabst; Jacoby (1974). A reacao utiliza-se de CDNB 1-cloro-2,4 dinitrobenzeno
como substrato. Os reagentes foram misturados, de forma que o meio de reacao

continha CDNB 100mM (diluicdo em etanol), GSH 100mM e extrato enzimatico.
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Pela reacao, formam-se aductos de glutation-2,4-dinitrobenzeno, que foi analisado
pelo aumento da absorcao em 340nm. Correu-se um branco para comparacao.
Para o resultado final utilizou-se o coeficiente de extingdo molar do CDNB que é
de 9,6mM.cm™. A atividade da GST foi expressa em nmol de produto por minuto

por mg de proteina.

3.2.1.7- Determinagao dos niveis de hidroperoxidos de
lipidios — HP

Os hidroperdxidos de lipidios sao indicadores do processo de peroxidagao
lipidica (LPO). A hidroperoxidagao lipidica foi determinada segundo o método FOX
(Ferrous Oxidation-Xylenol orange) como descrito por Jiang; Hunt e Wolff (1992).
O método FOX é baseado na oxidacdo do Fe?* (sulfato ferroso amoniacal) a Fe**
pelos hidroperdxidos em meio acido na presenga de um pigmento complexador de
Fe(III), o alaranjado de xilenol.

Aliquotas de 100 pL de amostra, previamente tratadas com acido tricloro
acético (TCA) 10%, foram incubadas durante 30 minutos, a temperatura
ambiente, com 900 uL de uma mistura reativa contendo 100 uM de alaranjado de
xilenol, 4 mM de butilhidroxitolueno (BHT), 25 mM de acido sulfurico concentrado
e 250 uM sulfato ferroso amoniacal em metanol 90%. O Fe* formado na presenca
de hidroperdxidos reage com o alaranjado de xilenol formando um composto
colorido com um pico de absorcdo em 560 nm. Para o calculo foi utilizado o
coeficiente de extingdo molar de 4,3 x 10* M cm™ do complexo Fe3+ - alaranjado
de xilenol para H,0,, hidroperoxico linoleico ou butil hidroperdxido (JIANG et al.,
1991). A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 560 nm. Os resultados foram

expressos em nmol de hidroperdxido de lipidio por mg de proteina.
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3.2.1.8- Determinacao da concentracdo de metalotioneina

através de grupamentos sulfidrilas (-SH)

A concentragao de grupamentos sulfidrilas (-SH) foi determinada segundo a
metodologia descrita por Viarengo et. al. (1997) utilizando-se como padrao a
glutationa reduzida (GSH). Cerca de 200mg de figado e branquia (entre 75 e
100mg de rim) foram homogeneizados em tampao TRIS-HClI 20 mM (pH 8,6)
contendo sacarose 0,5M, B-Mercaptoetanol (B-ME) 0,01% em homogeneizador
elétrico manual a 20.000 rpm. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por
20 minutos a 4°C e o sobrenadante utilizado para as etapas seguintes.

A concentracdo de metalotioneina foi avaliada utilizando-se uma fragao
parcialmente purificada de metaloproteina obtida em varias etapas de passagens
em solucdo de etanol/cloroférmio. As amostras foram secadas em estufa, a 30°C
por aproximadamente 2 dias e ressuspendidas em uma solucao de cloreto de
sédio (NaCl) 0,25 M e acido cloridrico (HClI) 1IN contendo EDTA 4 mM. A
concentragdo de metalotioneina dos extratos, desnaturada em pH acido e elevado
comprimento ibnico, foi quantificada espectrofotometricamente utilizando-se o
reagente de Ellman contendo cloreto de sddio (NaCl) 2M, DTNB 0,43 M em
tampao fosfato 0,2M, pH 8,0. As leituras foram feitas em espectrofotometro a

412 nm e os resultados expressos em jg de metalotioneina por grama de tecido.

3.3- Analise estatistica dos resultados obtidos

Para se analisar os padroes de resposta dos organismos frente a exposicao
ao cadmio, cobre e zinco, aplicou-se uma analise mutivariada aos dados obtidos.
No sentido de comparar cada grupo de organismo e detectar as enzimas que
desempenhavam papel relevante no padrao detectado, foi aplicada a técnica de
Analise Discriminante, tanto no sentido de comparar diferentes tratamentos em
um mesmo periodo de exposicdao, bem como para comparar um mesmo

tratamento em diferentes periodos de exposicao.



30

O programa estatistico utilizado foi o XLSTAT version 7.5.2 — 2004 by
Addinsoft.

Os dados referentes aos tratamentos Cd, Cu, Zn e Cd/Cu/Zn estao
relacionados ao Controlel e ao Basall. Os dados referentes aos tratamentos
Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn estao relacionados ao Controle2 e ao Basal2.

A andlise discriminante proporciona uma maneira de verificar a classificacao
dos dados obtidos dentro de classes esperadas (peixes classificados dentro do
proprio tratamento a que foram submetidos) e comparar estes grupos entre si
(comparar tratamentos). A analise discriminante possui dois passos principais: o
primeiro € um Teste F (Wilkis Lambda), para testar se o modelo discriminante
ocmo um todo é significante; o segundo é avaliar se as variaveis independentes
diferem significativamente entre si e estas sdo usadas para classificar as variaveis
dependentes, se o teste F for significante.

Na andlise discriminante sao geradas funcdes discriminantes formadas
pelas variaveis, as quais sdo utilizadas para “medir"a diferenca entre os grupos
analisados (distancia de MAhalanobis). Se esta distancia for significativa, isto
aparecera no teste F. Além disso, os objetos expostos ao experimento (peixes)
sao “testados”, através destas equacdes, para ver se realmente enquadram-se
dentro dos grupos onde foram originalmente alocados. Consegue-se também,
determinar quais variaveis tiveram maior peso par a diferenciacao dos grupos.

O programa XLSTAT espacializa a diferenca entre os grupos, através de um
grafico representando geralmente as duas primeiras fungdes discriminantes (eixos
F1 e F2). E também demonstram através de um grafico circular, com os eixos F1 e

F2, o peso das variaveis na determinacgdo das diferencas.
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4- RESULTADOS

4.1- Parametros da agua de cultivo e de bioensaios

Para o pH ndo foram observadas alteraces significativas ao longo dos
bioensaios e mantiveram-se em valores similares a agua de cultivo, onde os
peixes sao aclimatados (pH=7,0) e agua da torneira usada nos bioensaios
(pH=6,8).

Em relacao ao oxigeno dissolvido, as concentracoes observadas foram
favoraveis a execucao dos bioensaios, sendo o menor valor 6,79 mg O,/L e o
maior valor 8,25 mg O,/L. A agua de cultivo contém concentracdes da ordem de
7,01 mg O,/L e a agua das torneiras, 6,9 mg O,/L. A dureza ficou estavel, com
valores de 8 mgCaC0s/L a 10 mgCACOs/L, semelhante a agua do bioensaio (agua
da torneira, proveniente do poco artesiano). A dureza da agua de cultivo
apresenta valores de 12 mgCaC0s/L a 16 mgCaC0s/L. Quanto a condutividade, o
sistema de cultivo apresenta 70uS/cm e a agua da torneira 48 puS/cm.

Os dados referentes aos parametros fisicos e quimicos da agua indicam que
nao houve alteracao que pudesse comprometer o andamento do teste nos 12 dias
de exposicdo. No entanto, em relacdo a a condutividade, que se elevou durante
os testes, isto deve-se ao fato do sistema nao ter circulacao continua e os dejetos
dos peixes tendem a causar esta elevagdo, mas sem causar prejuizos aos
organismos.

A troca da agua dos aquarios foi um procedimento importante neste
experimento, ja que evitou alteracdes bruscas na agua, impedindo inclusive
elevagdes maiores na condutividade.

Os resultados obtidos referentes aos parametros fisicos e quimicos da agua
coletada durante o periodo de exposicao dos peixes aos metais e o controle estao
apresentados na Tabela 2.

Em relacdo a mortalidade, esta ocorreu nos grupos Cd (25%), Cu, Zn,
Cd/Cu/Zn (13%), Cd/Zn (4,2%), Cu/Zn (8,4%).
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Tabela 2: Parametros fisicos e quimicos da agua dos bioensaios com O. niloticus.

Tempo Condutividade  Temperatura Dureza Oxigénio Dissolvido
Pardmetros  (dias) pH (us.cm™) (°0 (mg CaCO 3/L) (mg/L)
Tratamento Adl Ag2 Aql Ag2 Agql AQg2 Agl Ag2 Agl Ag2
Inicial 0 75 75 60 80 239 239 8 8 7.04 7.12
4 727 7.31 100 130 22.0 22.0 8 8 7.98 7.34
Controle 8 7.15 7.23 90 90 225 225 8 10 7.98 7.82
12 7.38 7.45 90 100 22.0 220 8 10 7.65 7.82
inicial 0 7,55 7,55 60 60 24.0 24.0 8 8 6,81 6,87
4 7.73 7.81 110 120 24.8 24.8 8 8 7.02 7.1
Controle 2 8 7.45 7.44 100 120 243 243 8 8 7.89 7.9
12 7.56 7.61 90 100 24.1 24.1 8 8 7.97 8.12
Inicial 0 75 75 80 60 239 239 8 8 6.88 6.97
4 7.38 7.35 120 140 22.0 22.0 10 8 7.12 7.43
cd 8 7.40 7.37 90 110 225 225 10 10 7.68 7.54
12 7.76 7.59 90 100 22.0 22.0 10 10 7.81 7.71
Inicial 0 7.50 7.50 70 60 240 24.0 8 8 7.01 6.87
4 729 7.35 110 120 22.0 22.0 10 10 7.45 7.23
Ccu 8 7.41 7.29 80 90 225 225 8 8 7.7 7.82
12 7.39 741 100 100 22.0 22.0 10 8 7.84 7.76
Inicial 0 750 7.50 70 60 240 24.0 8 8 7.12 6.97
4 7.19 7.09 100 110 22.0 22.0 8 8 7.65 7.23
Zn 8 7.30 7.34 90 100 225 225 10 10 7.56 7.7
12 7.38 7.41 100 100 22.0 220 8 10 7.58 7.43
Inicial 0 755 7.55 70 60 240 240 8 8 6.94 6.85
4 7.72 7.75 140 170 245 245 8 8 7.59 7.21
cd/Cu 8 7.6 7.59 100 150 24.3 243 8 10 7.87 7.92
12 77 7.6 100 100 24.2 24.2 8 8 7.9 8.21
Inicial 0 7.55 7.55 60 60 24.0 24.0 8 8 6.79 6.84
4 778 7.8 140 130 244 24.7 8 8 6.86 6.89
caszn 8 7.35 7.33 110 100 243 243 8 8 7.34 7.78
12 7.45 7.38 110 100 24.0 24.0 8 8 8.23 8.19
Inicial 0 7.55 7.55 70 60 24.0 24.0 8 8 6.93 6.91
4 7.77 7.76 160 150 244 244 8 8 6.92 7.05
cu/zZn 8 7.22 7.23 120 110 243 243 8 8 7.92 7.68
12 743 7.4 110 110 24.0 24.0 8 8 8.04 8.25
Inicial 0 75 75 60 80 239 239 8 8 7.04 7.12
4 7.27 7.33 150 130 22.0 22.0 8 10 7.76 7.24
cdscu/zn 8 7.27 7.19 100 110 225 225 8 8 7.64 7.65
12 759 7.49 110 120 22.0 22.0 8 8 7.91 7.79

Ag=Aquario
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4.2- Parametros biométricos dos exemplares de Oreochromis

niloticus

Os dados biométricos referentes aos peixes estao sumarizados na Tabela 3
e na Figura 4. Os dados detalhados encontram-se no Anexo A

Tabela 3: Dados biométricos dos peixes utilizados nos bioensaios
Peso Comprimento Comprimento

(9) Total (cm) Padrao (cm)
Média 262.84 23.88 19.94
Desvio Padrdo 66.13 2.37 2.17
cVv 25.16 9.93 10.89
SEM 4.83 0.17 0.15
600
500 - y =19.357¢%07%
R*=0.8921/,
—~ 400 - ¢
=2
§ 300 -
8 200 -
100 -
0 T T T
15 20 25 30 35
Comprimento Total (cm)
800
700 - y= 2998401071
600 1 R? = 0.7387
© 500 -
S 400
& 300 1
200 - .
100 - .
0 T T T
0 10 20 30 40
Comprimento Padrao (cm)

Figura 4: Dados referentes a relagdo peso e comprimento padrdo e peso e
comprimento total para O. niloticus exposta aos metais Cd, Cu e Zn e suas
combinacoes.
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4.3- As enzimas do estresse oxidativo, a peroxidacao de lipidios,

a glutationa S-transferase e a metalotioneina

Todos as dados referentes ao estressse oxidativo encontram-se no

ANEXO B. Uma sintese dos resultados obtidos para o aumento ou diminuicdo da

atividade da superdxido dismutase (SOD) em branquias, figado e rim de O.

niloticus esta apresentado na Tabela 4.

Tabela 4: Padrdo de estimulo (preto) ou inibicao (vermelho) da atividade da SOD
em branquias, figado e rim de O. niloticus exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e
Zn e suas combinagoes (valores expressos em porcentagem).

Tratamento

SOD Branquia Dias Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn
Ref. Controle 4 34,94 7,65 52,18 58,73 14,38 8,66 3,66
8 43,29 1,68 1,16 16,42 27,71 36,29 37,26

12 14,70 15,50 0,69 3,00 099 7,97 38,69

Ref. Basal 4 153,07 73,21 18541 197,69 3,88 10,83 16,90
8 499,53 325,46 323,27 387,09 22,69 31,86 32,89

12 399,60 268,07 338,57 348,61 37,77 42,15 61,47

SOD Fl'gado Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn
Ref. Controle 4 29,78 4,02 35,75 38,33 17,35 34,06 11,57
8 41,74 15,22 27,78 31,80 26,61 30,55 41,27

12 16,27 15,84 53,35 39,53 24,03 22,14 23,99

Ref. Basal 4 28,60 2,41 34,67 37,30 6,26 25,22 0,29
8 56,08 36,09 45,56 48,59 2,45 43,80 52,47

12 55,59 55,36 75,26 67,93 40,89 39,41 40,85

SOD Rim Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn
Ref. Controle 4 38,31 34,27 22,85 34,19 1,09 32,07 43,12
8 3,74 0,50 18,03 8,84 1,13 23,50 10,11

12 18,07 17,56 42,12 47,17 21,47 1145 7,79

Ref. Basal 4 4732 11,16 30,46 11,29 20,72 17,09 30,57
8 22,55 1995 34,05 26,66 39,71 54,39 34,36

12 23,11 22,63 45,68 50,42 43,68 48,32 57,24
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Observando-se os resultados obtidos para as branquias, em relacao ao
controle, a atividade da SOD indicou inibicao ao longo de todo o experimento para
os tratamentos Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn. Ocorreu aumento da atividade da SOD nos
tratamentos Cd, Zn e Cd/Cu/Zn. Na exposicao ao cobre, ocorreu elevacao da
atividade apenas em 8 dias. Em relacao ao grupo basal, ocorreu aumento na
atividade da SOD em 4, 8 e 12 dias para os grupos Cd, Cu, Zn e Cd/Cu/Zn. Para
os grupos Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn ocorreu aumento da atividade somente em 4
dias de exposicao.

Para o figado os dados mostram que houve inibicao da atividade da SOD
nos tratamentos Cd. Cu, Zn, Cd/Cu/Zn, Cd/Zn e Cu/Zn e para o grupo Cd/Cu
ocoreu elevacao da atividade em 8 dias de exposicao apenas. Em relacao aos
niveis basais, ocoreu inibicdo da atividade da SOD nos tratamentos Cd, Cu, Zn,
Cd/Cu/Zn e Cd/Zn. Em Cd/Cu ocorreu aumento da atividade da SOD em 8 dias e
em Cu/Zn ocorreu aumento da atividade em 4 dias.

Para o rim ocorreu inibicao da atividade da SOD nos tratamentos Cd, Cu, Zn
e Cd/Cu/Zn, em relacao ao grupo controle. Para a exposicao ao Cd/Cu houve
elevacao na atividade da SOD em 4 e 8 dias de exposicao para o tratamento
Cd/Cu. Ocoreu aumento da atividade nos grupo Cd/Zn em 12 dias de exposicao e
em 8 dias para o grupo Cu/Zn.

As Figuras 5, 6 e 7 representam os dados obtidos para as analises da SOD
nas branquias, figado e rim de O. niloticus exposta aos metais Cd, Cu e Zn e suas

associacoes.
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Figura 5: Atividade da superdxido dismutase (SOD) em branquias de Oreochromis
niloticus exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagoes. Valores
expressos como média + SEM.
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Figura 6: Atividade da superdxido dismutase (SOD) no figado de Oreochromis
nifoticus exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinacoes. Valores
expressos como média + SEM.
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Figura 7: Atividade da superdxido dismutase (SOD) no rim de Oreochromis
niloticus exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagoes. Valores
expressos como média + SEM.

Pelos dados das analises discriminantes observou-se que, na comparacao
dos tratamentos ao longo de 12 dias, apresentados nas Figuras de 8 a 11 para o
primeiro bioensaio (Figuras 8 e 9) o grupo Controlel ao longo de 4, 8 e 12 dias
diferenciou-se dos demais, sendo que os resultados da atividade da SOD em
figado e rim foram responsaveis por esta discriminacdo. Nestes tecidos ocorreu a
inibicao da atividade da SOD.

Na exposicao ao Cd, o grupo exposto por 4 dias diferenciou-se dos demais
e nao houve significativa diferenca entre a exposicao por 8 e 12 dias. A atividade
da SOD no figado, primordialmente, e no rim foram importantes para este padrao
de respostas. Para a exposicao ao cobre, houve distincao do grupo basal para o
grupo de exposicao por 12 dias. E entre os grupos de peixes expostos ao cobre,
houve diferencas significativas entre o grupo exposto por 4 dias em relacao aos
demais periodos. Nao houve diferenca entre 8 e 12 dias. A atividade da SOD em

figado e rim contribuiu em grande parte para este padrdao de diferenciagdo.
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Quanto ao tratamento de exposicao ao zinco, houve uma clara distingao entre o
grupo basal e os demais e uma diferenciacao significativa entre todos os
tratamentos. Assim, as alteracoes na atividade da SOD foram promovidas de
forma a ocorrer reducao de sua atividade de 4 a 12 dias, principalmente no figado
e rim. Para a exposicao aos trés metais combinados, houve uma diferenca
significativa para o grupo exposto por 12 dias em relagdo a todos os demais
grupos. Em relacdo aos niveis basais, somente os grupos expostos por 8 e 12 dias
se diferenciaram. A principal diferenca observada foi a inibicao desta enzima no
rim e no figado.

Nos experimentos referentes a exposicdo a dois metais combinados
(Figuras 10 e 11) temos que em relacdo ao cadmio e cobre (Cd/Cu), observou-se
que houve uma diferenca dos grupos em experimento por 8 e 12 dias em relacao
aos niveis basais, sendo que a atividade da SOD nos trés tecidos influenciou
intensamente esta situacao (mas primordialmente branquia), pois ocorreu intensa
inibicdo da sua atividade nas branquias, figado e rim. Isto ocorreu também no
tratamento Cd/Zn e a analise discriminante mostra que houve diferenca entre este
grupo exposto por 12 dias e o grupo basal2. As atividades da SOD no rim
(primordialmente) e figado foram decisivas para esta diferenciacdo, neste caso
devido a sua inibigdo nestes periodos.

Os peixes expostos ao tratamento Cu/Zn apresentaram diferencas
significativas por todo o periodo de exposicdo em relagdo aos niveis basais e entre
os periodos, o grupo exposto por 4 dias diferenciou-se dos demais. A atividade da
SOD no rim foi primordial para esta distincao, pois a inibicao da atividade ocorreu

ao longo dos 12 dias.
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Observations (axes F1 and F2: 99.69 %)
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Figura 8: Distribuicao no plano discriminante dos mesmos tratamentos (Controlel,
Cd e Cu) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos eixos F1 e F2
para a superdxido dismutase em branquia, figado e rim (SODbra, SODfig e
SODrim) de Oreochromis niloticus.
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Figura 9: Distribuicao no plano discriminante dos mesmos tratamentos (Zn e
Cd/Cu/Zn) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos eixos F1 e F2
para a superdxido dismutase em branquia, figado e rim (SODbra, SODfig e
SODrim) de Oreochromis niloticus.
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Figura 11: Distribuicao no plano discriminante dos mesmos tratamentos (Cd/Zn e
Cu/Zn) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos eixos F1 e F2 para
a superdxido dismutase em branquia, figado e rim (SODbra, SODfig e SODrim) de
Oreochromis niloticus..
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Ao compararmos os dados da andlise discriminante para verificarmos as
alteracdes entre diferentes tratamentos em um mesmo periodo (Figuras 12 e 13),
observou-se que nos grupos do primeiro bioensaio (Figura 12) expostos por 4
dias, houve diferencas significativas entre o grupo controle e todos os
tratamentos, sendo que as atividades da SOD no figado e no rim foram
determinantes para estas diferencas.

Nas exposicoes em 8 dias observou-se que nao houve diferencas
significativas entre os tratamentos e mesmo em relacao ao controle. Em 12 dias
de exposicao, o controle diferenciou-se do grupo exposto aos trés metais
combinados e ao zinco. E 0s organismos expostos ao zinco também apresentaram
diferencas significativas nas respostas frente aos grupos expostos ao cadmio e ao
cobre. As atividades da SOD analisada nos rins e figado foram as responsaveis
pela diferenciacao destes grupos e a atividade da SOD na branquia foi importantes
na diferenga observada em relacao a exposicao ao cadmio. Observou-se que a
atividade da SOD na branquia apresentou aumento de sua atividade em alguns
tratamentos com 12 dias de exposicao, enquanto que para o figado e rim ocorreu
apenas inibicao em todos os tratamentos.

Em relacdo as comparagOes para a exposicao a dois metais em um mesmo
periodo, observamos que, para 4 dias, nao ocorreram diferencas significativas.
Para 8 dias, observou-se diferencas significativas apenas entre os grupos. Para 12
dias ocorreu diferengas significativas entre todos os tratamentos e entre o
tratamento Cu/Zn e o controle. A atividade da SOD na branquia foi importante

para estes dados observados.
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Figura 12: Distribuicao no plano discriminante dos diferentes tratamentos
(Controlel, Cd, Cu, Zn e Cd/Cu/Zn) em 4, 8 e 12 dias e os respectivos vetores
nos eixos F1 e F2 para a superéxido dismutase em branquia, figado e rim
(SODbra, SODfig e SODrim) de Oreochromis niloticus.
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Figura 13: Distribuicdo no plano discriminante dos diferentes tratamentos
(Controle2, Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn) em 4, 8 e 12 dias e 0s respectivos vetores nos
eixos F1 e F2 para a superdxido dismutase em branquia, figado e rim (SODbra,
SODfig e SODrim) de Oreochromis niloticus.
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Os resultados obtidos para a atividade da catalase (CAT) em branquias,

figado e rim de O. niloticus estao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Padrao de estimulo (preto) ou inibicao (vermelho) da atividade da CAT
em branquias, figado e rim de O. niloticus exposta aos metais Cd, Cu e Zn e suas
combinacOes (valores expressos em porcentagem).

Tratamento
CAT Branquia Dias Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn | Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn
Ref. Controle 4 97,88 89,67 61,71 93,19 9,25 32,87 37,89
8 26,24 9,30 28,04 37,52 6,67 2,10 5,04
220,98 20,18 18,26 2,76 | 1691 21,71 39,44

1

Ref. Basal 4 6,06 166 1333 3,55 1,08 22,93 27,58
8 20,09 1,75 22,04 32,32 |1587 6,34 3,15
12 494 4,25 2,58 10,86 4,66 895 24,82
CAT Figado Cd Cu Zn  Cd/Cu/Zn [ Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn
Ref. Controle 4 17,86 12,19 23,10 0,57 0,24 14,15 24,15
8 76,99 9,77 7,39 17,53 12148 1449 11,37
12 14,61 3594 25,00 34,96 8,73 7,39 10,04
Ref. Basal 4 22,82 42,50 19,39 34,14 ]14,83 31,39 12,69
8 12,87 42,46 31,51 4741 6,87 16,38 20,62
12 _545 29,07 16,96 27,98 2049 2,62 0,31
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Para a catalase, observa-se que ocorreu inibicdo da sua atividade nas
branquias em 8 dias de exposicao, em relacdo ao controle e aos tratamentos com
metais isolados, com os trés metais juntos e nos tratamentos Cd/Zn e Cu/Zn. Em
relacdo ao nivel basal, também nas branquias, ocorreu inibicdo nos tratamentos
com metais isolados e com os trés metais combinados, sendo que neste ultimo
também ocorreu inibicdo em 12 dias de exposicao. Nos demais tratamentos e
periodos houve aumento da atividade da catalase.

Para o figado, a atividade da catalase sofreu elevacdo em 4 dias de
exposicao aos trés metais em conjunto e ao Cd e Zinco e em 4 e 8 dias de
exposicao para o Cd e para o Zn. Ocorreu elevacao da atividade em 12 dias para a
exposicao aos metais Cd e Cu associados. Em relacao aos niveis basais, houve
inibicdo para os tratamentos com metais isolados e para os trés metais
combinados. Houve aumento da atividade em 4 dias para Cd e para Cu/Zn. Para
0s grupos Cd/Cu e Cd/Zn, em todos os periodos ocorreu elevacao da atividade em
relacao aos valores basais.

Para o rim, ocorreu um aumento da atividade em 4 e 8 dias de exposicao
ao Cd e aos trés metais associados. Ocorreu elevacao da atividade da catalase em
8 e 12 dias para a exposicao ao cobre. Em 4 e 8 dias de exposicao, ocorreu
aumento na atividade do grupo Cd/Zn. Nos demais grupos, houve inibicao da
atividade da enzima. Em relagao ao grupo basal, a catalase teve inibicao em todo
o periodo para os tratamentos Cd e Cu. Em 4 e 8 dias teve elevagdo da atividade
da CAT no rim, o grupo exposto ao Zn. Em 4 dias teve elevacao da atividade
apenas no grupo exposto aos trés metais associados. Para Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn,
ocorreu aumento na atividade da enzima apena em 4 dias de exposicao.

As Figuras 14, 15 e 16 representam os dados obtidos para as analises da
CAT nas branquias, figado e rim de O. niloticus exposta aos metais Cd, Cu e Zn e

suas associagoes.



48

CAT Branquia

6
5
- N 4 dias
- 3 8 dias
g 4 - ]— == 12 dias
. T
3 -
8 24
1 -
0 @ S 7 NS o o
N O ol (4 @)
O(\,do < o) > IO\)rL < Oél OOI/V O"rl/
d b o
Tratamento

Figura 14: Atividade da catalase (CAT) em branquias de Oreochromis niloticus
exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinacOes. Valores
expressos como média + SEM.
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Figura 15: Atividade da catalase (CAT) no figado de Oreochromis niloticus exposta
por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagdes. Valores expressos como
média + SEM.
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Figura 16 :Atividade da catalase (CAT) no rim de Oreochromis niloticus exposta
por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagdes. Valores expressos como
média + SEM.

Nas Figuras 17, 18, 19 e 20 sdo apresentados os dados para a andlise
discriminante em relagdo aos tratamentos ao longo do periodo de exposicao. Para
o primeiro bioensaio (Figuras 17 e 18) observou-se que para o grupo controle,
apenas em 4 dias houve diferenga significativa em relagao ao grupo basal, devido
a atividade da CAT do figado)

Em relacdo a exposicdo ao cadmio, nao ha significativas diferencas entre os
grupos. Para a exposicao ao cobre por 4 dias ocorreu uma diferenciacao de
resposta em relacao aos niveis basais, com alta relacao com a atividade da CAT no
figado.

Para a exposicao ao zinco ao longo dos 12 dias, observou-se que ocorreu
significativa diferenca apenas para os organismos expostos ao zinco por 8 dias,
em relacdo aos niveis basais da atividade da CAT. A atividade da catalase no
figado foi a variavel de maior peso para esta situacdo, sendo que ocorre intensa

inibicdo da sua atividade. Para a exposicao aos trés metais combinados, em
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relagdo ao periodo de exposicao, ocorreu diferenca significativa para a resposta
desta enzima em 4 e 8 dias de exposicao, em relacdo aos niveis basais de
atividade. Estes grupos diferenciaram-se do grupo basal devido a atividade da CAT
no figado pois ocorreu sua inibigdo nestes 2 periodos.

Pelos resultados obtidos para as comparagdes nos tratamentos com dois
metais combinados (Figuras 19 e 20) temos que para o controle, nao ocorreram
diferencas significativas deste grupo em relagdo aos niveis basais da atividade da
CAT. Também ndo ocorreram diferencas significativas para a exposicao ao cadmio
e cobre juntos e para o cadmio e o zinco cominados, em relacdo aos niveis

basais.
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Figura 17: Distribuicao no plano discriminante dos mesmos tratamentos
(Controlel, Cd e Cu) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos
eixos F1 e F2 para a a catalase em branquia, figado e rim (CATbra, CATfig e
CATrim) de Oreochromis niloticus.
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Figura 18: Distribuicdo no plano discriminante dos mesmos tratamentos (Zn e
Cd/Cu/Zn) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos eixos F1 e F2

para a catalase em branquia, figado e rim (CATbra, CATfig e CATrim) de
Oreochromis niloticus.
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Observations (axes F1 and F2: 99.31 %)
Variables (axes F1 and F2: 99.31 %)
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Figura 19: Distribuicao no plano discriminante dos mesmos tratamentos
(Controle2, Cd/Cu) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos eixos
F1 e F2 para a catalase em branquia, figado e rim (CATbra, CATfig e CATrim) de
Oreochromis niloticus.




54

Observations (axes F1 and F2: 99.98 %)
Variables (axes F1 and F2: 99.98 %)
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Figura 20: Distribuicdo no plano discriminante dos mesmos tratamentos (Cd/Zn e
Cu/Zn) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos eixos F1 e F2 para
a catalase em branquia, figado e rim (CATbra, CATfig e CATrim) de Oreochromis
nifoticus.

As analises discriminantes para diferentes tratamentos para um mesmo
periodo estao apresentadas nas Figuras 21 e 22. Em referéncia ao primeiro
bioensaio (Figura 21), no periodo de 4 e 8 dias, ndao ocorreram diferencas
significativas entre os grupos e entre estes e o controle para a atividade da
catalase. Em 12 dias, o grupo exposto ao zinco apresentou diferenga significativa
em relacao ao grupo controle. A atividade da catalase no figado foi importante
para esta distingao.

Em relacdo ao segundo bioensaio (Figura 22), nao foram observadas
diferencas significativas entre 0s grupos e seus controles ou entre grupos

expostos, em nenhum tratamento.
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Figura 21: Distribuicdo no plano discriminante dos diferentes tratamentos
(Controlel, Cd, Cu, Zn e Cd/Cu/Zn) em 4, 8 e 12 dias e os respectivos vetores
nos eixos F1 e F2 para a catalase em branquia, figado e rim (CATbra, CATfig e
CATrim) de Oreochromis niloticus.
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Figura 22: Distribuicao no plano discriminante dos diferentes tratamentos
(Controle2, Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn) em 4, 8 e 12 dias e os respectivos vetores nos
eixos F1 e F2 para a catalase em branquia, figado e rim (CATbra, CATfig e
CATrim) de Oreochromis niloticus.
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Os resultados obtidos para a atividade da glutationa peroxidase (GPx) em

brénquias, figado e rim de O. niloticus estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Padrao de estimulo (preto) ou inibicao (vermelho) da atividade da GPx
em branquias, figado e rim de O. niloticus exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e
Zn e suas combinacdes (valores expressos em porcentagem).

Tratarmento
GPx Branquia Dias Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn | Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn
Ref. Controle 4 2,40 35.39 23.16 29.18 6.19 2.11 12.99

8 11.21 10.80 4.32 0.04 19.14 25.20 14.19
12 15.64 10.59 5.11 4.09 2,53 1.07 19.39

Ref. Basal 4 21.45 23.38 8.87 16.01 18.24 28.71 42.41
8 3.43 2253 16.91 13.12 15,99 7.30 23.09
12 14.16 33.63 29.56 28.80 31.85 27.23 3.67
GPx Fl'gado Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn | Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn
Ref. Controle 4 440 034 7.43 3.96 6.21 1591 6.74
8 0.81 15.73 11.72  33.46 30.83 9.19 7.57
12 8.40 4.07 24.10 42.29 17.33 25.28 11.67
Ref. Basal 4 43.79 37.25 27.49  32.27 0.71 9.70 14.62
8 38.07 61.10 55.51 85.78 37.59 4.50 2.80
12 81.22 60.36 26.89 3.52 9,28 1.22 16.76
GPx Rim Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn | Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn
Ref. Controle 4 39.56 30.95 23.36 30.85 0.64 23.94 25.67
8 1.28 23.32 0.79 21.37 2.81 11.64 3.42
12 16.56 15.78 26.23  26.10 10.30 17.40 7.58
Ref. Basal 4 456 19.46 32.58 19.62 25.25 5.33 7.49
8 16.66 1.47 18.37 0.14 8.40 21.27 7.85
12 14.10 15.16 0.87 1.05 8.74 2.87 10.99
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Pelos resultados obtidos para a GPx nas branquias de O. niloticus
observou-se que ha elevacao na sua atividade para o tratamento ao Cd, ao longo
de todo o experimento, em relacao ao controle. Houve inibicao ao longo de todo
experimento para 0 grupo exposto ao cobre e ao zinco. Ocorreu aumento da
atividade da GPx em 8 dias apenas, para o grupo exposto aos trés metais. Para a
exposicao ao Cd e Cu, houve aumento apenas em 12 dias e ocorreu inibicao da
GPx em 8 e 12 dias de exposicao para os grupos Cd/Zn e Cu/Zn. Em relagao aos
niveis basais, ocorreu aumento da atividade da GPx para o grupo Cd em 4 dias e
em todo o periodo de experimento para os grupos Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn. Nos
demais grupos, ocorreu inibicdo da atividade GPx nas branquias.

No figado, em relacdo ao controle ocorreu inibicdo da atividade da GPx em
4, 8 e 12 dias para o tratamento Cd/Zn. Na exposicao ao Cd houve inibicao
apenas em 8 dias de exposicao. Para os demais tratamentos ocorreu aumento da
atividade da GPx em 8 dias. Para os tratamentos em relacdo aos niveis basais,
constatou-se que ocorreu aumento da atividade da GPx no figado quando O.
niloticus foi exposta ao Cd, Cu, Zn e ao Cd/Cu. Ocorreu aumento da atividade em
exposicao aos trés metais combinados em 4 e 8 dias e em 4 e 12 dias para Cu/Zn.

Para a atividade da GPx no rim, em relacao ao controle, em 4, 8 e 12 dias
ocorreu inibicao no tratamento Cd/Zn e Cu/Zn e aumento da atividade em Cu. Em
4 e 12 dias ocoreu aumento da atividade em Cd, Zn e na exposicao aos trés
metais associados. Na exposicao ao Cd e Cu, ocorreu inibicao da atividade da GPx
em 8 e 12 dias.

As Figuras 23, 24 e 25 representam os dados obtidos para as analises da
GPx nas branquias, figado e rim de O. niloticus exposta aos metais Cd, Cu e Zn e

suas associagoes.
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Figura 23: Atividade da glutationa peroxidase (GPx) em branquias de Oreochromis
niloticus exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagoes. Valores
expressos em média + SEM.
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Figura 24: Atividade da glutationa peroxidase (GPx) no figado de Oreochromis
niloticus exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagoes. Valores
expressos como média + SEM.
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Figura 25: Atividade da glutationa peroxidase (GPx) no rim de Oreochromis
niloticus exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinacgdes. Valores
expressos como média + SEM.

Na analise dos tratamentos em diferentes periodos (Figuras 26, 27, 28 e
29) observou-se que para o primeiro bioensaio (Figura 26 e 27), os controles de 4
e 12 dias apresentaram diferencas em relagao aos niveis basais da atividade da
GPx. Além disso todos os controles apresentaram diferencas significativas entre si
nos periodos, embora discretas, evidenciada pela atividade da GPx no rim.
Quando expostos ao cadmio, os organismos apresentaram diferencas apenas em
12 dias, em relacdo aos niveis basais da atividade da GPx. Os niveis de atividade
da GPx em figado principalmente e no rim foram determinantes para estas
diferencas. Nao houve diferencas significativas entre os periodos de exposicao. Em
relacdo a exposicao ao cobre, todos os periodos apresentaram respostas a
exposicao, que se diferenciaram significativamente em relacao ao nivel basal de
atividade da GPx. A atividade da GPx no nas branquias e no figado de O. niloticus

foram importantes para os resultados observados.
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Figura 26: Distribuicdo no plano discriminante dos mesmos tratamentos
(Controlel, Cd e Cu) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos
eixos F1 e F2 para a glutationa peroxidase em branquia, figado e rim (GPxBra,
GPxFig e GPxRim) de Oreochromis niloticus.
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Em relagao ao zinco, somente os peixes expostos por 8 e 12 dias tiveram
alteragOes significativas em relacdo aos niveis basais da atividade da GPx. A
atividade da GPx em branquias foi importante para esta discriminagdo. Isto pelo
fato de ocorrer inibicdo pelos 12 dias na branquia. Para a exposicao aos trés
metais combinados, houve diferencas significativas na reposta dos peixes expostos
aos metais por 8 e 12 dias, em relacdo aos niveis basais. Também ocorreram
diferencas significativas entre os peixes expostos por de 8 e 12 dias de exposicao.
A atividade da GPx em branquias e no figado foi determinante para estes
comportamentos, pois ocorreu inibicdo na branquia e intensa atividade no figado

em 8 dias de exposicao.
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Figura 27: Distribuicdo no plano discriminante dos mesmos tratamentos (Zn e
Cd/Cu/Zn) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos eixos F1 e F2
para a glutationa peroxidase em branquia, figado e rim (GPxBra, GPxFig e
GPxRim) de Oreochromis niloticus.
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As Figuras 28 e 29 apresentam os resultados referentes a exposicao aos
metais combinados dois a dois, em relacdo ao periodo de 12 dias de
experimentos. Pelos resultados observou-se que ndo ha diferencas significativas
entre os controles e os niveis basais da atividade da GPx nos tecidos analisados

em cada periodo.
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Figura 28: Distribuicao no plano discriminante dos mesmos tratamentos
(Controle2, Cd/Cu) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos eixos
F1 e F2 para a glutationa peroxidase em branquia, figado e rim (GPxBra, GPxFig e
GPxRim) de Oreochromis niloticus.
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Observations (axes F1 and F2: 97.98 %)
Variables (axes F1 and F2: 97.98 %)
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Figura 29: Distribuicao no plano discriminante dos mesmos tratamentos (Cd/Zn e
Cu/Zn) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos eixos F1 e F2 para
a glutationa peroxidase em branquia, figado e rim (GPxBra, GPxFig e GPxRim) de
Oreochromis niloticus.
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As Figuras 30 e 31 apresentam os resultados da analise discriminante para
os tratamentos em relacdo ao mesmo periodo de exposicdo. Para o primeiro
bioensaio (Figura 28), para 4 dias de exposicao, ha apenas a discriminacdao do
grupo controle em relagdo ao grupo exposto ao cobre. Ha também diferencas
significativas entre o grupo Cu e o grupo Cd. A variavel responsavel por esta
distribuicao foi a atividade da GPx na branquia.

Na exposicao por 8 dias, nao foram encontradas diferencas significativas
entre os grupos. Para o periodo de 12 dias ha somente diferencas significativas
entre o grupo controle e o grupo exposto aos trés metais combinados, bem como
em relacdo ao grupo exposto ao zinco. A atividade da GPx no figado foi
importante para a determinagao das respostas observadas.

Para o segundo bioensaio (Figura 31), houve uma clara distingao entre o
grupo exposto aos metais cobre e zinco em conjunto, em relagao ao controle em 4
dias de exposicao. O fator principal foi a atividade da GPx nas branquias de O.
nifoticus. Em 8 dias nao ocorreu diferenca significativa entre os grupos
experimentais. Ja para 12 dias, houve diferenca significativa entre o grupo
exposto aos metais cadmio e zinco em relacdo ao controle. As atividades da GPx
do rim e figado foram responsaveis, respectivamente, por esta diferenciacao, ja
que ocorreu elevacao da atividade da enzima no primeiro caso e inibigao no

segunda caso.
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Observations (axes F1 and F2: 98.77 %) Variables (axes F1 and F2: 98.77 %
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Figura 30: Distribuicao no plano discriminante dos diferentes tratamentos
(Controlel, Cd, Cu, Zn e Cd/Cu/Zn) em 4, 8 e 12 dias e 0s respectivos vetores
nos eixos F1 e F2 para a glutationa peroxidase em branquia, figado e rim (GPxBra,
GPxFig e GPxRim) de Oreochromis niloticus.
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Observations (axes F1 and F2: 99.94 %) Variables (axes F1 and F2: 99.94 %)
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Figura 31: Distribuicao no plano discriminante dos diferentes tratamentos
(Controle2, Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn) em 4, 8 e 12 dias e 0s respectivos vetores nos
eixos F1 e F2 para a glutationa peroxidase em branquia, figado e rim (GPxBra,
GPxFig e GPxRim) de Oreochromis niloticus.
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Os resultados obtidos para os niveis de hidroperoxidagdo (HP) em

brénquias, figado e rim de O. niloticus estao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Padrao de elevagdo (preto) ou diminuicao (vermelho) dos niveis de HP
em branquias, figado e rim de O. niloticus exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e
Zn e suas combinagdes (valores expressos em porcentagem).

Tratamento
HP Branquia  Dias Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn | Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn
Ref. Controle 4 10.84 46.84 25.14 43.46 | 62.60 65.74 49.91
8 19.05 9.87 8.05 2.60 14.53 12.30 7.53
12 5.44 13.19  20.32 21.40 | 10.05 17.87 40.60

Ref. Basal 4 95.50 6.24 32.05 0.28 49.20 36.65 99.80
8 67.03 2646 29.01 43.96 |[12.32 15.25 41.30
12 36.13 12.07 2.86 1.48 49.69 36.69 1.15
HP F|'9ado Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn | Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn

4 2132 9043  16.38 126.64 | 11.16 0.96 13.07
8 37.95 2998  28.78 125.07 [ 1449 14.64 14.62
2 56.44 3.73 59.17 96.16 [ 21.07 29.20 36.44

Ref. Controle

Ref. Basal 4 45,75 31.31 19.75 56.28 | 41.58 46.94 54.31
8 66.67 30.18 30.83 20.89 [ 43.63 43.73 24.44
12 72.69 39.64 74.40 22,99 | 25.36 33.05 39.89
HP Rim Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn | Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn

Ref. Controle 4 28.64 17.87 7.05 15.62 4.75 20.72 24.16
8 0.66 6.35 4.06 10.99 2.15 13,55 1.78
121284 13,53  27.46 26.70 |10.44 17.27 8.75

Ref. Basal 4 10.45 3.06 16.65 5.89 54.26 16.75 11.69
8 7.08 0.53 10.26 3.81 8.81 3.87 13.17
12 15.50  14.59 3.87 2.87 11.02 17.89 9.32

Em relagdo ao controle, os niveis de HP nas branquias encontrados nos
tratamentos Cu, Zn e Cd/Zn demonstraram haver diminuicao em relacao ao
controle. Ja para os tratamentos Cu/Zn e Cd/Cu/Zn ocorreu aumento dos niveis de
HP em 8 dias de exposicdo. E ocorreu aumento nos niveis de HP na exposicao ao

Cd por todo o experimento relacdo aos niveis basais, ocorreu diminuicdo nos
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niveis de HP apenas para o tratamento Cu/Zn em 12 dias. Para todos as demais
tratamentos e periodos ocorreu uma intensa elevagao dos niveis de HP, que
chegaram até a 2190%. (Exposicao ao Cd).

Para os niveis de HP encontrados no figado de O. niloticus constata-se que
houve diminuicao em relagao ao grupo controle na exposicao ao Cd, ao longo dos
12 dias de experimento. Para a exposicao ao cobre e ao zinco, ocorreu elevagao
em 4 e 8 dias e inibicdo aos 12 dias. Na exposicao aos trés metais combinados,
ocorreu significativo aumento dos niveis de HP em 4, 8 e 12 dias, em relagao ao
controle (126,64% em 4 dias de exposicao). Nos tratamentos Cd/Cu e Cd/Zn,
ocorreu aumento dos niveis de HP somente em 4 dias de exposicdao. No
tratamento Cu/Zn houve elevacdo dos niveis de Hp somente em 4 dias de
exposicdo. Em comparacao aos niveis basais, também ocorreu diminuicao de HP
no tratamento Cd e ocorreu 0 mesmo em Zn, Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn. Na exposicao
ao cobre ocorreu elevagao dos niveis de HP apenas em 4 dias e na exposicao aos
trés metais combinados, ocorreu elevacdo dos niveis de HP por todo o
experimento.

Para o rim observa-se que, em relacao ao controle, houve inibicdo dos
niveis de HP ao longo de todo o periodo de exposicao para os grupos Cd e Zn.
Para os tratamentos Cu e Cd/Cu/Zn ocorreu elevagao dos niveis de HP apenas em
8 dias de exposicao. Para Cd/Cu, a exposicao diminuiu os niveis de HP apenas em
8 dias. Para Cd/Zn ocorreu aumento dos niveis de HP apenas em 12 dias. E para
Cu/Zn ocorreu inibicdo nos niveis de HP em 4 dias de exposicao. Para as
comparagdes em relacao ao grupo basal, temos que para o grupo exposto ao
cadmio ocorreu elevacao nos niveis de HP em 12 dias de exposicdo. Para o grupo
Cd e Cd/Zn houve inibicao da HP em 4 e 12 dias. Para 0 Zn ocorreu aumento nos
niveis de HP em 4 dias e para a exposicdo aos trés metais associados, ocorreu
inibicao em 12 dias de exposicao. Para o Cd/Cu e para Cu/Zn, ocorreu aumento
dos niveis de HP por todo o periodo de exposicao.

As Figuras 32, 33 e 34 representam os dados obtidos para as analises da
SOD nas branquias, figado e rim de O. niloticus exposta aos metais Cd, Cu e Zn e

suas associagoes.
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Figura 32: Niveis de hidroperoxidos de lipidios (HP) em branquias de Oreochromis
niloticus exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinacgdes. Valores
expressos como média + SEM.
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Figura 33: Niveis de hidroperoxidos de lipidios no figado de Oreochromis niloticus
exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagOes. Valores
expressos como média + SEM.
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Figura 34 : Niveis de hidroperoxidos de lipidios no rim de Oreochromis niloticus
exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinacOes. Valores
expressos como média + SEM.

As analises dsicriminantes referentes aos mesmos tratamentos em
diferentes tempos estao apresentadas nas figuras 35, 36, 37 e 38. Observando-se
os dados referentes ao primeiro bioensaio (Figuras 35 e 36), nota-se que somente
em 4 dias de exposicao houve diferencas entre o controle e o grupo basal. Os
niveis de HP na branquia foram responsaveis por estas diferencas.

Na exposicao ao cadmio, constata-se que houve diferenca significativa
entre 0s grupos expostos por 4 e 8 dias, em relacdo aos niveis basais de HP e
entre os periodos. A intensidade de aumento nos niveis de HP nas branquias, a
principal variavel desta resposta obtida, foi elevada nestes periodos. Em relacao a
exposicao ao cobre, zinco e aos trés metais associados, ndao foram encontradas

diferencas significativas na resposta dos niveis de HP entre os periodos analisados.
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Figura 35: Distribuicao no plano discriminante dos mesmos tratamentos
(Controlel, Cd e Cu) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos
eixos F1 e F2 para a peroxidacdo de lipidios em branquia, figado e rim (HPbra,
HPfig e HPrim) de Oreochromis niloticus.
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Observations (axes F1 and F2: 80.35 %)
Variables (axes F1 and F2: 80.35 %)
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Figura 36: Distribuicao no plano discriminante dos mesmos tratamentos (Zn e
Cd/Cu/Zn) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos eixos F1 e F2
para a peroxidagao de lipidios em branquia, figado e rim (HPbra, HPfig e HPrim)
de Oreochromis niloticus.

Em relagdo aos experimentos com metais combinados dois a dois (Figuras
37 e 38), observou-se que no periodo de 4 dias houve diferenca entre o controle e
0 grupo basal. Os niveis de HP no rim foram primordialmente responsaveis por
esta diferenca. Ocorreu também diferenca significativa entre os controles em 12 e
4 dias, sendo que, respectivamente, os niveis de HP no rim foi responsavel por

esta diferenca.
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Para a exposicao ao Cd/Cu, Cd/Zn nao foram detectadas diferencas
significativas no periodo de experimentagao. Em relacdo a exposicao aos metais
Cu/Zn, ocorreram diferengas entre este grupo exposto e o grupo basal em 4 dias.
Os niveis de HP na branquia tiveram papel importante nesta diferenciagdo. Neste

periodo ocorreu intensa elevagao dos niveis de HP nas branquias.
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Figura 37: Distribuicao no plano discriminante dos mesmos tratamentos
(Controle2, Cd/Cu) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos eixos
F1 e F2 para a peroxidagao de lipidios em branquia, figado e rim (HPbra, HPfig e
HPrim) de Oreochromis niloticus.
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Figura 38: Distribuicdo no plano discriminante dos mesmos tratamentos (Cd/Zn e
Cu/Zn) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos eixos F1 e F2 para
a peroxidacao de lipidios em branquia, figado e rim (HPbra, HPfig e HPrim) de
Oreochromis niloticus.
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As figuras 39 e 40 apresentam os resultados das analises discriminantes
entre tratamentos para um mesmo periodo. Em relacdo ao primeiro bioensaio
(Figura 39) em 4 dias de exposicao observou-se que em relagao ao controle, a
exposicao aos trés metais combinados e ao cobre promoveu diferengas
significativas em relagdo aos niveis de HP. Ocorreu diminuicdo dos niveis de HP na
brénquia, tecido que apresentou a principal variacdo nas respostas. Observou-se
também diferencas entre os grupos expostos ao cadmio e aos trés metais
combinados, e entre o grupo Cu e o grupo Cd. A variavel que mais influéncia teve
nestes resultados foi a HP na branquia e com menor intensidade, a HP no figado.
No caso das branquias expostas ao cobre houve diminuicdo dos niveis de HP e no
caso do figado, aumento. Para o Cd ocorreu o resultado inverso. Para a exposicao
aos metais em 8 e 12 dias, nao houve diferencas significativas entre os
tratamentos.

Para os metais combinados dois a dois ndao foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos em 4 e 8 dias de exposicao. Para 12 dias de
exposicao observou-se que diferencas significativas ocorreram entre os trés
tratamentos e o grupo controle. As varidveis que contribuiram intensamente para
este resultado foram a HP nas branquias primordialmente e no rim, tendo ocorrido
a diminuicdao da concentracdo nas branquias e o aumento da concentracao nos

rins.
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Observations (axes F1 and F2: 99.03 %)
Variables (axes F1 and F2: 99.03 %)
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Figura 39: Distribuicao no plano discriminante dos diferentes tratamentos (Cd/Zn
e Cu/Zn) em 4, 8 e 12 dias e os respectivos vetores nos eixos F1 e F2 para a
peroxidacao de lipidios em branquia, figado e rim (HPbra, HPfig e HPrim) de
Oreochromis niloticus.
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Observations (axes F1 and F2: 99.54 %)

Variables (axes F1 and F2: 99.54 %)
1
HPbra
05
e Controle 4d 2
e cd/cu 4d
0
zn 4 )
e cd/ d HPfig
o cu/zn 4d HPrim
-05
4 .
-1 -05 0 05 1
-- axis F1(67.17 %) -->
5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5

-- axis F1(67.17 %) -->

Observations (axes F1 and F2: 99.67 %)

Variables (axes F1 and F2: 99.67 %)

2 ° 182 ]
o B5 : 05 HPbra
1 4
° ° B e Controle 8d 2
o o ° HPflg
o 8@ © o cd/cu 8d o

0 LB ; |
0%. @ Bé 16 e cd/zn 8d
e @ I5
° © 86 o cu/zn 8d
1 ] -05
o
HPrim
-2
-1
(<] -1 -05 0 05 1
3 il -- axis F1(82.13 %) -->
-3 2 -1 0 1 2 3

-~ axis F1(82.13 %) -->

Observations (axes F1 and F2: 99.91 %)

Variables (axes FL and F2: 99.91 %)
4
1

3
2 i HPrim

L4 @ 24 05

o @ 209
1 $, 910 % o 56 e Controle 12d 2 HPbra
ol °#6loa "o  |ecdcula o] ‘ :
)
% 0 205 o % e cd/zn 12d HPfig
°

1 1 e®s o cu/zn 12d

o 221 ° 13 o5
> o 223

222
3
1 1
1 05 0 05 1
-4 - —- axis F1(66.76 %) -->
4 3 2 1 0 1 2 3 4

-~ axis F1(66.76 %) -->

Figura 40: Distribuicdo no plano discriminante dos diferentes tratamentos
(Controle2, Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn) em 4, 8 e 12 dias e os respectivos vetores nos
eixos F1 e F2 para a peroxidacdo de lipidios em branquia, figado e rim (HPbra,
HPfig e HPrim) de Oreochromis niloticus.
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Os resultados obtidos para os niveis de glutationa S-transferase (GST) em

brénquias, figado e rim de O. niloticus estao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Padrao de estimulo (preto) ou inibicdo (vermelho) da atividade da GST
em branquias, figado e rim de O. niloticus, exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu
e Zn e suas combinagoes. (valores expressos em porcentagem)

Tratamento
GST Branquia Dias Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn| Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn
Ref. Controle 4 8.07 49.19 30.00 45.62 30.99 36.05 1.67

8 21.20 0.73 4.66 3.44 123.70 98.72 61.47
12 12.18 26.98 38.71  21.54 22.56  30.28 36.90

Ref. Basal 4 51.84 16.09 15.61 10.18 143.99 19.11 83.15
8 55.12 28.91 22.02 23.59 102.27 79.69 46.01
12 21.61 20.85 33.56 14.95 85.67 67.17 51.30
GST Fl'gado Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn| Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn
Ref. Controle 4 14,55 5.78 4.10 7.74 7.37 2491 31.36
8 13.93 32.45 32.72 5.91 48.23 30.56 45.28
12 5.02 2.17 16.20 8.54 42.27 23.14 34.67
Ref. Basal 4 21.65 3.01 4.55 15.40 14.14 0.11 45.11
8 13.30 0.78 0.99 19.41 36.33 14.59 32.69
12 1.02 7.80 21.03 13.80 66.33 28.18 61.90
GST Rim Cd Cu /n Cd/Cu/Zn| Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn
Ref. Controle 4 27.93 16.26 10.80 33.46 5.52 10.05 35.89
8 3.72 18.23 49.88 48.31 941 9.36 23.74
12 489 1.76 17.92 13.33 19.34 2.97 19.48

Ref. Basal 23.63 11.26 5.47 29.49 6.83 20.58 43.39
29.59 13.53 9.62 8.47 26.16  38.82 16.49

23.20 19.51 3.59 1.80 5.86 23.46 36.48

N oo A

Para a GST, em relacdao ao controle, constatou-se que nas branquias
ocorreu inibicdo na exposicdo de O. niloticus ao zinco e para os trés metais
associados, ao longo dos 12 dias. Para o cadmio ocorreu aumento nos niveis da
atividade da GST em 4 e 8 dias. Para o cobre, Cd/Zn e Cu/Zn houve aumento na

atividade da GST em 8 dias de exposicao. Para o grupo Cd/Cu ocorreu inibicao
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apenas em 12 dias de exposicdo, sendo que a elevacao maxima da atividade
ocorreu em 8 dias (123,70%). Em comparacao aos niveis basais de GST, ocorreu
elevacao de sua atividade nos tratamentos Cd, Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn. Para o
grupo Zn ocorreu inibicdo em 12 dias de exposicao. E para os grupos Cu e
Cd/Cu/Zn constatou-se a elevacao da atividade da GST em 8 dias de exposicao.

Para o figado, comparado com o controle, a atividade da GST demonstra
gue ocorreu inibicao da atividade em 4 dias de exposicao ao Cd. Para o Cu e Zn,
ocorreu inibicao da atividade em 12 dias de exposicao. Para os trés metais ocorreu
elevacao da atividade da GST em 8 dias. Para o grupo Cd/Cu houve aumento na
atividade em 4 dias de exposicao, enquanto que para Cd/Zn ocoreu inibicao em 8
dias de expoisgao. Para o grupo Cu/Zn a inibicao ocorreu ao longo de todo o
experimento. Em relagdo aos niveis basais da atividade da GST, ocorreu uma
inibicao nos tratamentos Cd/Cu/Zn, Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn. Na exposicao ao cobre
€ a0 zinco ocorreu aumento da atividade da GST em 8 dias de experimento e para
o cadmio, ocorreu inibigao ao longo dos 12 dias de exposicao.

Para o rim, em comparacao a atividade apresentada pela GST no controle,
ocorreu elevacdo da atividade em 12 dias para a exposicdo ao cadmio. Para o
cobre houve inibicao em 4 dias de exposicao apenas. Para os grupos Zn, Cd/Cu/Zn
e Cu/Zn ocorreu aumento da atividade da GST em 8 dias. Para o grupo Cd/Zn
ocorreu inibicdo em todos os periodos de exposicao. Em comparacdo com os
niveis basais da atividade da GST, constatou-se que ocorreu a sua elevacdao em 12
dias nos tratamentos Cd e Cu e em 8 dias para Zn. Ocorreu inibicao da atividade
da GST no rim em 4 dias no tratamento de exposicdo aos trés metais associados.
E, por fim, ocorreu inibicao ao longo dos 12 dias de exposicao para 0s
tratamentos Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn.

As Figuras 41, 42 e 43 representam os dados obtidos para as analises da
GST nas branquias, figado e rim de O. niloticus exposta aos metais Cd, Cu e Zn e

suas associagoes.
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Figura 41: Niveis de glutationa S-transferase (GST) em branquias de Oreochromis
niloticus exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagoes. Valores

expressos como média + SEM.
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Figura 42: Niveis de glutationa S-transferase no figado de Oreochromis niloticus
exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagOes. Valores

expressos como média + SEM.
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Figura 43 : Niveis de glutationa S-transferase no rim de Oreochromis niloticus
exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinacOes. Valores
expressos como média + SEM.

As Figuras 44, 45, 46 e 47 apresentam os graficos referentes a anadlise
discriminante para os resultados dos tratamentos iguais em tempos diferentes.
Assim, para o primeiro bioensaio (Figuras 44 e 45), observando o Controlel, Cd e
Cu e Cd/Cu/Zn em relacdo a GST, constata-se que nao houve distincao entre os
periodos de exposicao em todos os tratamentos, frente aos niveis iniciais (basall).

Para 0 grupo exposto ao zinco por 12 dias, ocorreram alteragoes
significativas em ralacdao a atividade basal para esta enzima em O. niloticus. Os
niveis de GST relacionados as branquias e ao figado foram determinantes para
esta diferenciacdo e verificou-se que houve inibicao neste periodo. Ocorreram
também diferencas significativas entre os grupos expostos ao zinco por 8 e 12
dias. Além dos niveis de GST no figado e nas branquias, os niveis encontrados no
rim de O. niloticus também influenciaram este comportamento da atividade da

GST, pois em 8 dias ocorreu aumento da atividade e em 12 dias ocorreu inibigao.
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Variables (axes F1 and F2: 92.83 %)
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Figura 44: Distribuicao no plano discriminante dos mesmos tratamentos
(Controlel, Cd e Cu) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos
eixos F1 e F2 para a glutationa S-transferase em branquia, figado e rim (GSTbra,
GSTfig e GSTrim) de Oreochromis niloticus.
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Observations (axes F1 and F2: 99.99 %)
Variables (axes F1 and F2: 99.99 %)
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Figura 45: Distribuicdo no plano discriminante dos mesmos tratamentos (Zn e
Cd/Cu/Zn) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e 0s respectivos vetores nos eixos F1 e F2
para a glutationa S-transferase em branquia, figado e rim (GSTbra, GSTfig e
GSTrim) de Oreochromis niloticus.
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Em relacdo a exposicdo aos metais, de forma combinada, dois a dois
(Figuras 46 e 47), observou-se que no controle, exposto por 12 dias, existiram
diferencas em relagdo aos niveis basais da atividade da GST em O. niloticus e com
o controle exposto por 8 dias. A atividade da GST na branquia foi o fator principal
da resposta encontrada. Também ocorreram diferengas significativas entre o
controle exposto por 8 dias e 4 dias. Neste caso, a GST no figado também foi um
fator de diferenciacdo, embora com importancia menor, frente a GST nos outros
dois tecidos. Para os grupos expostos ao cadmio e ao cobre juntos, nao houve
diferencas ao longo do experimento.

Para o tratamento Cd/Zn observou-se que a exposicao por 8 e 12 dias
apresentou diferencas significativas em relacao aos niveis basais da atividade da
GST em O. niloticus. O fator principal desta diferenciacao refere-se a atividade da
GST no rim. No primeiro caso ocorreu inibicao da GST e no segundo caso a sua
inducao.

Para o tratamento com cobre e zinco associados, em relagdo aos niveis
basais de atividade da GST observou-se uma diferenca significativa no periodo de
4 e 12 dias de exposicao. A GST na branquia foi importante para determinar estas
diferencas observadas, ja que houve intensa inibicdo da sua atividade no figado e

indugdo nas branquias.
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Observations (axes F1 and F2: 99.96 %)
Variables (axes F1 and F2: 99.96 %)
6 ] 1
GSTrim
4 1
05 4
’ gi 2 Basal 2
e Basal
° ° 19 o Controle 12d 2 ° N '
0 ‘ g &P ‘ | GSTiig
- 25 . Bi,‘@p e Controle 4d 2 GSTor
2 i o 198 | o Controle 8d 2 05 i
4 ] B
-1 -05 0 05 1
-- axis F1(89.78 %) -->
% J
-6 -4 -2 0 2 4 6
-- axis F1(89.78 %) -->

Observations (axes F1 and F2: 93.40 %)

Variables (axes F1 and F2: 93.40 %)

3
o 206
2 o
05 o 4

2080 GSTrim
1 00203 e Basal 2

207
P — ‘ 24 oy |ocdcul2d 0

22 lo mo e cd/cu 4d ‘

B 2 o cd/cu 8d
2 o o GSTfig GSTbra

o 58

°
5 ®ee
&
0 o
N
=
%%
5
S

05 0 05 1
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 -- axis F1(72.38 %) -->
-- axis F1(72.38 %) -->

A
N

Figura 46: Distribuicdo no plano discriminante dos mesmos tratamentos
(Controle2, Cd/Cu) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos eixos
F1 e F2 para a glutationa S-transferase em branquia, figado e rim (GSTbra,
GSTfig e GSTrim) de Oreochromis niloticus.

Quanto ao que se observa as diferentes exposicoes no mesmo periodo
(Figuras 48 e 49), observou-se para o primeiro bioensaio (Figura 48) que ha
diferencas significativas para os grupos expostos ao cobre e aos metais Cd/Cu/Zn
em relacdo ao controle, resultado da atividade da GST nas branquias de O.
nifoticus, principalmente. Nao se observou diferenca significativa entre os grupos
expostos por 8 dias e 12 dias. Ocorreu inibicao da atividade da GST neste

tratamento.
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Figura 47: Distribuicao no plano discriminante dos mesmos tratamentos (Cd/Zn e
Cu/Zn) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e o0s respectivos vetores nos eixos F1 e F2 para
a glutationa S-transferase em branquia, figado e rim (GSTbra, GSTfig e GSTrim)
de Oreochromis niloticus.

Para o segundo bioensaio (Figura 49), para o periodo de 4 e 12 dias nao
houve diferencas significativas entre os tratamentos, inclusive controle. Para
exposicao por 8 dias, o grupo Cd/Cu apresentou diferenca significativa em relagao
ao grupo controle (ocorreu aumento da atividade da GST). As atividades da GST
nas branquias e no figado foram, respectivamente, determinantes para estas

alteracOes observadas.
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Figura 48: Distribuicdo no plano discriminante dos diferentes tratamentos
(Controlel, Cd, Cu, Zn e Cd/Cu/Zn) em 4, 8 e 12 dias e os respectivos vetores
nos eixos F1 e F2 para a glutationa S-transferase em branquia, figado e rim
(GSTbra, GSTfig e GSTrim) de Oreochromis niloticus.
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Variables (axes F1 and F2: 98.63 %)
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Figura 49: Distribuicdo no plano discriminante dos diferentes tratamentos
(Controle2, Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn) em 4, 8 e 12 dias e os respectivos vetores nos
eixos F1 e F2 para a glutationa S-transferase em branquia, figado e rim (GSTbra,
GSTfig e GSTrim) de Oreochromis niloticus.
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Os resultados obtidos para os niveis de metalotionéina (MT) em branquias,

figao e rim de O. niloticus estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Padrdao de elevacdao ou diminuicdo da concentracao de MT em
branquias, figado e rim de O. niloticus, exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e
Zn e suas combinacgdes. (Valores expressos em porcentagem)

Tratamento
MT Branquia Dias Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn | Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn
Ref. Controle 4 9,66 22,78 5,65 46,08 7,89 8,03 18,71

8 2442 71,27 23,27 61,10 9,25 18,86 57,77

12 184 3740 29,56 63,40 6,83 24,95 24,31

Ref. Basal 4 24,69 6,57 30,21 25,59 11,10 10,99 33,03
8 54,38 112,51 52,95 99,89 39,84 34,55 13,13
12 6044 1,37 104,12 157,44 8,19 26,05 25,42
MT Fl'gado Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn | Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn
Ref. Controle 4 10,57 43,64 15,73 11,74 39,72 25,26 12,11
8 71,22 3455 81,48 31,15 |4295 7,90 5,42
12 46,45 16,57 10,93 49,69 12,75 39,14 7,60
Ref. Basal 4 2,56 3536 32,72 1,22 72,47 54,62 8,49
8 43,75 12,96 52,36 10,11 4,36 68,49 73,03
12 83,08 4,29 11,35 37,11 17,21 86,91 44,54
MT Rim Cd Cu Zn Cd/Cu/Zn | Cd/Cu Cd/Zn Cu/Zn

Ref. Controle 20,78 21,61 23,00 7,94 531 26,50 36,15

4
8 2990 64,31 106,64 12,78 0,72 37,24 3,67
2 3392 30,79 22,58 25,56 | 46,16 45,28 60,55

Ref. Basal 4 29,73 28,37 10142 76,76 11,44 13,50 24,85

8 58,35 100,30 15190 3748 |3517 11,66 33,27

12 475 0,23 11,61 7,30 47,99 47,13 61,88

Observando-se os dados referentes as concentragdes de MT nas branquias
de O. niloticus, em comparacao ao controle, constata-se que ocorreu elevacao em
8 e 12 dias para os tratamentos Cd, Zn e Cd/Cu/Zn. Para a exposicao ao cobre e

ao cobre e zinco associados, ocorreu elevacao da concentracao de MT apenas em
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8 dias de exposicao. No tratamento como cadmio e cobre juntos e cadmio e zinco
juntos, ocorreu diminuicdo da concentracao da MT em 12 dias apenas. Em
relacdo aos niveis basais de MT, ocorreu aumento ao longo do experimento com
exposicao ao cadmio e ao zinco. O inverso ocorreu com a exposicao ao cadmio e
cobre juntos, cadmio e zinco juntos e cobre e zinco juntos. Para o tratamento ao
cobre, ocorreu pequena inibicdo em 12 dias. E para a exposicao aos trés metais
combinados ocorreu inibicao apenas em 4 dias de exposicao.

Em relagdo ao figado, frente as concentracdes encontradas no controle,
ocorreu elevacao da concentracao de MT em 8 e 12 dias no grupo exposto ao
cadmio. Para o grupo exposto ao cobre e aos trés metais combinados, esta
elevagao ocorreu em 8 dias. Para o grupo Zn, ocorreu diminuicao da concentragao
de MT em 4 e 8 dias. Para a exposicao ao cadmio e cobre associados ocorreu
aumento em 4 dias e para o grupo exposto ao cadmio e zinco, em 4 e 12 dias.
Para o grupo Cu/Zn a elevacao de concentracao de MT ocorreu em 12 dias. Em
relacao ao grupo basal ocorreu aumento da concentracao de MT ao longo dos 12
dias nos grupos Cd, Zn, Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn. Para o cadmio, ocorreu inibicao
em 4 dias e para o grupos exposto aos trés metais em conjunto, em 12 dias.

Comparando os valores obtidos para o rim, em relacao ao controle
constatou-se que ocoreu aumento na concentracao da MT em 8 dias nos
tratamentos CD, Cu, Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn. Nos tratamentos Zn e Cd/Cu/Zn
ocorreu inibicdo da concentragdo de MT em 12 dias. Com referéncia ao grupo
basal ocorreu aumento na concentragao de MT em 4 e 8 dias para os grupos Cd e
Cu. Para o zinco e os trés metais associados ocorreu aumento da concentragao de
MT por todo o experimento. Para a exposicdo ao cadmio e cobre associados
ocoreu aumento da concentracao de MT em 4 dias e para os tratamentos Cd/Zn e
Cu/Zn ocorreu inibicao ao longo de todo o experimento.

As Figuras 50, 51 e 52 representam os dados obtidos para as analises da
MT nas branquias, figado e rim de O. niloticus exposta aos metais Cd, Cu e Zn e

suas associagoes.
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Figura 50: Niveis de metalotioneina (MT) em branquias de Oreochromis niloticus
exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinacOes. Valores
expressos como média + SEM.
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Figura 51: Niveis de metalotioneina no figado de Oreochromis niloticus exposta

por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagdes. Valores expressos como
média + SEM.
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Figura 52 : Niveis de metalotioneina no rim de Oreochromis niloticus exposta por
12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinacOes. Valores expressos como
média + SEM.

Os resultados da analise discriminante para os peixes expostos a periodos
diferentes de um mesmo tratamento estao representados nas Figuras 53, 54, 55 e
56.

Para o primeiro bioensaio (Figuras 53 e 54), em relacao ao controle nao
ocorreram alteracoes significativas. Em relacdo a exposicao ao cadmio, ocorreu
diferenca significativa entre os grupos expostos por 8 e 12 dias, em relagao aos
niveis basais de MT para O. niloticus utilizada no experimento. Ocorreu também
diferenca entre o grupo exposto ao cadmio em 4 e 12 dias. As analises referentes
aos trés tecidos tiveram influéncia nestas diferengas, com participacao primordial
da concentracao de MT de branquia e figado. Em todos estes casos verifica-se
aumento na concentracdo da MT nestes o6rgaos ao longo dos 12 dias de
€xposicao.

Em relagdo ao cobre, ocorreu uma diferenciacdo significativa entre as
respostas obtidas entre todos os periodos, em relacdo aos niveis basais. As
principais varidveis que contribuiram para este resultado foram a concentracdo de
MT no rim e na branquia. Neste tratamento, o fato de diferenciacao foi a

diminuigao significativa da concentracao de MT em 12 dias de exposicao.
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Para o zinco, 0 grupo exposto por 8 dias apresentou diferengas
significativas em relacdo aos niveis basais para a MT em O. niloticus. A
concentracao de MT no rim foi o fator principal que determinou esta diferenca.
Neste caso, embora tenha ocorrido aumento na concentragao da concentracao de
MT, ela foi significativamente menor no rim, em 12 dias de exposigao.

Em relacao aos trés metais combinados, todos os periodos de exposicdo
apresentaram diferencas significativas em relacdo aos niveis basais da MT para O.
nifoticus. Os resultados da concentracao de MT no rim corroborou para o padrao
observado.

Para o segundo bioensaio (Figuras 55 e 56) observou-se que o controle em
8 dias de experimento apresentou alteragdes significativas em relagdo ao grupo
basal e em relacdo aos demais periodos de exposicao. Os niveis de MT no figado
foi o fator que determinou esta diferenca.

Para a exposicao ao cadmio e cobre combinados, o grupo basal diferenciou-
se dos grupos expostos por 4 e 12 dias. A concentracdo de MT no rim e no figado
foram os fatores principais para esta distingao.

Em relagdo a exposicao ao cadmio e zinco combinados, houve diferenca
significativa dos grupos expostos por 8 e 12 dias em relagao ao grupo basal. O
fator primordial de diferenciagao foi a MT no figado. Ja neste caso, o aumento na
concentragao da MT foi determinante para diferenciar este grupo.

Para a exposicao ao cobre e zinco combinados, em 8 e 12 dias de
exposicao, ocorreu diferenca significativa em relagao ao grupo basal. A principal
variavel que determinou a diferenciacdo destes grupos foi a MT no rim. A

diminuigao da concentracao da MT neste tecido foi crucial para esta diferenciagao.
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Figura 53: Distribuicao no plano discriminante dos mesmos tratamentos
(Controlel, Cd e Cu) ao longo de 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos
eixos F1 e F2 para a metalotioneina em branquia, figado e rim (MTbra, MTfig e
MTrim) de Oreochromis niloticus.
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Figura 54: Distribuicao no plano discriminante dos mesmos tratamentos (Zn e
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para a metalotioneina em branquias, figado e rim (MTbra, MTfig e MTrim) de
Oreochromis niloticus.
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de Oreochromis niloticus.
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Oreochromis niloticus.
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Em relagdo aos tratamentos comparados entre si em um mesmo periodo,
as analises discriminantes estao apresentadas nas Figuras 57 e 58. Em relacao ao
primeiro bioensaio (Figura 57) observou-se que em 4 dias de exposicao, o grupo
exposto ao zinco distinguiu-se significativamente de todos os demais grupos,
inclusive do controle. A concentragdo de MT no rim e figado foi determinante para
esta condicdao, sendo que ocorreu um aumento significativo da sua concentragao.

Em 8 dias de exposicao aos metais, constatou-se que houve diferenciacao
entre 0s grupos expostos aos trés metais combinados, ao zinco e ao cobre e o
controle. A concentracdo de MT na branquia foi o fator principal para esta
observacao. Principalmente na branquia ocorreu o aumento da concentracao da
MT.

Em 12 dias de exposicao nao ocorreram diferencas significativas entre os
tratamentos, incluindo o controle.

Para o segundo bioensaio (Figura 58), os resultados mostraram que em 4
dias de exposicao sé ocorreu a diferenciacdo significativa para o controle, do
grupo Cu/Zn. Isto se deve principalmente pelas respostas referentes as
concentracdes da MT no rim, mas também na branquia, em menor intensidade. O
mesmo grupo acima apresentou diferengas significativas também em relagdo ao
grupo Cd/Cu. Os resultados obtidos em todos os tecidos analisados contribuiram
para esta diferenca.

Em 8 dias de exposicao aos metais, apenas o grupo Cu/Zn teve diferenca
significativa em relacao aos demais grupos, inclusive o controle. A concentragao
da MT na branquia foi a principal variavel que determinou esta diferenca, seguida
da MT no rim. Em ambos os tecidos, ocorreu aumento na concentracao da MT. A
diminuicdo da concentracdo da MT no figado teve importancia menor nestes
resultados.

Apos 12 dias de exposicao aos metais, todos os grupos se diferenciaram
significativamente do grupo controle, sendo que o grupo Cu/Zn, apresentou a
maior diferenca. Os principais fatores que determinaram estas alteracdes foram a
MT no rim e da branquia (queda na concentracdo), sequida da MT do figado

(aumento da concentracgao).
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Figura 57: Distribuicdo no plano discriminante dos diferentes tratamentos
(Controlel, Cd, Cu, Zn e Cd/Cu/Zn) em 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores
nos eixos F1 e F2 para a metalotioneina em branquia, figado e rim (MTbra, MTfig
e MTrim) de Oreochromis niloticus.



-4 3 -2 -1 0 1
-- axis F1(80.46 %) -->

2 °
°|5é
1 o 55 )
010 ©]50 o u2
o |©
0 ‘ ‘ o539 B2
o 57 b o me © B9
1 o B4 il »
) J
S&EB o
2 ° 13

3

4

Observations (axes F1 and F2: 100.00 %)

e Controle 4d 2
o cd/cu 4d
e cd/zn 4d
o cu/zn 4d

101

Variables (axes F1 and F2: 100.00 %)

-
-

1 -05 [ 05
-- axis F1(80.46 %) -->

MTfig

MTbra

MTrim

N

1
05
0
05
1

-

4 3 2 1 0 1
-- axis F1(77.95 %) -->

3

4
3
o B
2 i
° Blo o B85
1 o 79
87
o &7 [°
]
0 o B v b4
° 17 o0 Bo o 189
o 188
e
om0 4 P
o 11
2 o 172
-3
-4

4

Observations (axes F1 and F2: 97.81 %)

e Controle 8d 2
o cd/cu 8d
e cd/zn 8d
o cu/zn 8d

- \
-1

Variables (axes F1 and F2: 97.81 %)

1
MTrim
05 4
MTfig
MTbra
0

i

1 05 0 05
-~ axis F1(77.95 %) -->

-

-- axis F1(7113 %) -->

4
3 © 204 7
2
o
o bos © 201
1 o 21 A
7
° ° 1%95 ° @ B
o %2 ° 14
O 224 © 82
0 @23 e 21
[
1 @21
°
> © 26213 | ® 196
-3 ° 21
-4
4 3 2 1 0 1 2 3 4

Observations (axes F1 and F2: 99.74 %)

e Controle 12d 2
e cd/cu 12d
e cd/zn 12d
o cu/zn 12d

Variables (axes F1 and F2: 99.74 %)
1
) /
0
MTfig
05 ]
1

-1 -05 0 05
-- axis F1(7113 %) -->

MTbra

MTrim

N

-

Figura 58: Distribuicdo no plano discriminante dos diferentes tratamentos
(Controle2, Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn) em 4, 8 e 12 dias, e os respectivos vetores nos
eixos F1 e F2 para a metalotioneina em branquia, figado e rim (MTbra, MTfig e
MTrim) de Oreochromis niloticus.
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5- DISCUSSAO

5.1- Metabolismo oxidativo, niveis de hidroperdéxido,

glutationa S-transferase e metalotioneina

A indugdo de enzimas antioxidantes € um mecanismo natural de respostas
adaptativas em peixes e que pode variar entre os tecidos onde ocorre
(ROMEQO et. al., 2000). As espécies reativas de oxigénio podem causar amplos
danos as células, tais como a peroxidacao lipidica dos lipidios de membrana. Esta
reacao ocorre em cadeia e é mediada pelas proprias espécies reativas de oxigénio,
podendo perpetuar-se enquanto forem formadas as espécies reativas. A extensao
dos danos causados por esta reacao depende da acao dos agentes antioxidantes
tais como as enzimas SOD, CAT, GST e GPx (ALMEIDA, 2002; VUTUKURU, 2006).

As respostas esperadas em relacao a ativacao das defesas antioxidantes,
ligacao aos metais pela MT e a inducao da GST para a conjugagao com os metais
ocorrem a partir de 6 horas a até 48 horas apds a exposicao a substancias tdxicas.
Estes dados foram observados em trabalhos de Bouraoui, (2008), Cho et. al
(2006), Hansen et. al. (2007), Dimitrova; Tishinova e Velcheva (1994). No atual
estudo, com duragao de 12 dias, observou-se que foram iniciados os mecanismos
de defesa anti-oxidante, dentro do prazo previsto na literatura. E, além disso, foi
possivel acompanhar o comportamento destes efeitos apds o momento de
ativacao, pelo periodo de exposicao.

No presente estudo, a SOD apresentou um padrao de diferenciacao onde
na branquia houve aumento da sua atividade (exceto para as exposicdes a dois
metais combinados) e no figado e rim ocorreu inibicdo em todos os tratamentos.
O aumento da atividade da SOD pode estar ligado a uma resposta de defesa
contra espécies reativas de oxigénio formadas na presenga dos metais. Mesmo
isolados, é sabido que o Cd, Cu e Zn promovem a resposta antioxidante da SOD.
O cadmio é um indutor de radicais livres nos tecidos, o que pode também induzir
a atividade da SOD (ASAGBA; ERIYAMREMU; IGBERAESE, 2008; LIVINGSTONE,
2001).
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Para Cho et. al. (2006), os metais Cd, Cu e Zn induziram a expressao de
RNAm da SOD em Oplegnatus fasciatus, constatando que estes metais induzem
esta expressao principalmente no figado e que o cadmio € o maior indutor.

Tendo a SOD aumentado sua atividade, espera-se que esta consiga barrar
a formagdo de radicais livres e que os niveis de hidroperdxidos diminuam no
tecido. No caso da branquia, nos tratamentos em que ocorreu elevacao dos niveis
da SOD, ndo ocorreu a diminuicdo dos niveis de hidroperoxidos. Isto indica que,
mesmo tendo aumentado a atividade da SOD, esta nao conseguiu inibir a agao de
espécies reativas de oxigénio. Este fato pode inclusive, ter determinado a morte
de organismos nos experimentos.

E os efeitos dos agentes oxidantes também aparecem quando observou-se
que no figado e rim surgiu a presenca de niveis elevados de hidroperdxidos ao
longo de todo o tratamento de exposicdo aos trés metais combinados e nos
metais combinados dois a dois.

Estes resultados indicam que pode ter havido acimulo destes metais nos
orgaos, gerando espécies reativas, desencadeando os efeitos danosos das EROS.
Quanto aos tratamentos onde ocorreu a inibicado da  SOD,
Asagba; Eriyamremu e Igberaese (2008) indicam que o cadmio pode deslocar os
metais de metaloenzimas, tais como a SOD (a qual necessita de Zn para sua
estrutura e Cu para sua atividade) acarretando perda de sua atividade. Assim, em
tratamentos com metais combinados, nas branquias, figado e rim de O. niloticus,
este fator pode ter acarretado a diminuicao da atividade da SOD.

Vutukuru et. al. (2006) detectou a inibicao da atividade da SOD e da CAT
em Esomus danricus, um peixe de agua doce, causada pela exposicdo ao cobre,
um outro metal que afeta os niveis dos agentes antioxidantes, dependendo da sua
concentragao ou associagao com outros metais. A catalase, assim como a
superdxido dismutase é uma enzima primaria de defesa antioxidante, eliminando
o peroxido de hidrogénio que pode penetrar nas membranas bioldgicas e inativar
enzimas (ATLI et. al., 2006). As respostas da CAT para poluentes organicos ou
inorganicos podem variar desde a inibicdo até a sua inducdo, observadas tanto em
campo como em laboratdrio (ROMEQ et. al, 2000; SANCHEZ et. al, 2005).
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Os dados obtidos no presente trabalho indicam que em alguns tratamentos
onde ocorreu elevacdo da catalase, a SOD havia sido inibida também. Esta
resposta s6 ndao ocorreu no figado para os tratamentos com metais individuais e
com os trés metais associados. Assim, nas branquias e no rim de O. niloticus
ocorreu a inducao da catalase no intuito de proteger as células contra a acao do
peroxido de hidrogénio. Os metais podem causar alteracdes na mitocondria,
facilitando a liberacao de O, favorecendo a inibicdo da CAT, fato constatado por
Romeo et. al. (2000). Este fator pode ser potencializado se houver radicais
superoxidos e a SOD estiver presente em baixas concentracoes
(KONO; FRIDOVICH, 1982).

Atli et. al. (2006) encontraram, ao expor O. niloticus a concetragdes de
diversos metais, resultados que mostraram que o cobre pode diminuir a atividade
da catalase no rim e aumentar nas branquias e que o cadmio induziu a atividade
da catalase no figado. Neste mesmo estudo, a maior inducao da atividade da
catalase ocorreu no figado, através da exposicao ao zinco e no rim e branquias
nao ocorreram alteragdes significativas para a exposicao a este mesmo metal. A
inibicdo da catalase também pode estar associada a ligagdo dos metais aos
grupamentos -SH da enzima, alterando sua atividade (ATLI;CANLI 2007). O
sinergismo entre estes metais pode desencadear respostas complexas e diversas
na acao da catalase nestes tecidos.

O figado, no presente estudo, também pode ter apresentado altos niveis de
radical superdxido ou perdxido de hidrogénio que podem alterar e diminuir a
atividade da catalase, além de metais que se acumulam no tecido e se ligam a
catalase alterando sua fungao, conforme observado por Atli et. al. (2006).

A GPx é uma peroxidase com importante funcao de neutralizar a acao do
peroxido de hidrogénio e atua, diferentemente da catalase, principalmente quando
as concentracdes de perdxido de hidrogénio sao mais baixas. Nas branquias onde
ocorreu inibicdo da sua atividade em relacao aos niveis basais, havia ocorrido a
elevacdo da atividade da catalase. E no figado, em relacao ao nivel basal, nos
tratamentos onde a catalase foi inibida, ocorreu a elevacao da atividade da GPx.

Este fato pode ter determinado a protegao do figado contra as EROS formadas, ja
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que os niveis de HP formados foram menores neste tecido, ocorrendo inducao, o
efeito contrario que ocorreu nos demais tecidos. Assim, a atuagao da GPx pode
ter sido o principal mecanismo de defesa antioxidante neste caso.

Ahmad; Pacheco, Santos (2006) detectaram elevacao da GPx em
branquias, rim e f[igado de Anguilla anguilla expostos a locais contaminados com
metais pesados. Segundo os mesmos autores, além da dinamica de variacdao dos
niveis de GPx decorrente das pressdes dos metais pesados, o proprio metabolismo
dos peixes pode influenciar esta atividade. Assim, no caso dos peixes estarem em
condicdes experimentais de pouco estresse de ordem ambiental (luz, barulho,
etc...) pode levar a diminuicao da aividade de producao da GPx.

Os estudos de Almeida et. al (2002) mostram, por sua vez, que o Cd pode
ser um metal que provoca a elevacao dos niveis de GPx. Isto foi observado nas
branquias quando comparada com os valores de referéncia basal, no presente
estudo. Inclusive, mortalidade ocorreu para o grupo exposto ao cadmio.

A glutations S-transferase € uma enzima de desintoxicacao que auxilia na
eliminacao de compostos reativos formando conjugados com a glutationa e
eliminando-os na forma de acido mercapturico, protegendo as células de danos
induzidos pelas EROS (AHMAD, et. al. 2006).

Observou-se 0 aumento da atividade desta enzima essencialmente nas
branquias, em relagdo aos niveis basais, onde ocorreram grandes aumentos das
concentragdes de HP. E possivel que a GST tenha atuado neste tecido no sentido
de eliminar estes compostos, para proteger as células. Novamente os agentes de
defesa tem a sua concentragao elevada nas branquias, que € o principal érgao em
contato com o ambiente aquatico e responsavel por diversos mecanismos de
regulacao do peixe como transporte de ions, trocas gasosas, regulagao acido-base
e excregao via epitélio.

Estudos realizados por Basha;Rani (2003) detectaram que a GST teve sua
atividade aumentada no rim e no figado de Oreochromis mossambicus quando
exposta a niveis elevados de Cd. Lopes et. al. (2001) descreve que o cobre pode
gerar peroxidacao lipidica, sendo que alguns produtos gerados sao substratos da

GST. Neste mesmo estudo foi detectado que a elevacao da GST pode ter sido
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uma forma de adaptacdo a exposicao continua ao Cd, mesmo em baixas
concentracdes. No presente estudo pode ter ocorrido este fendmeno, ja que as
concentragdes de metais nos experimentos eram baixas também.

Em alguns tratamentos, observou-se também que a GPx e a GST se
relacionaram de forma inversa (Cd/Cu, Cd/Zn, Cu/Zn para branquia, tendo como
referéncia o Controle e Cd tendo como referéncai os niveis basais). Neste caso, a
acao da GPx resultou na diminuicdo de agentes oxidantes, o que pode ter levado a
diminuicao destes, para acao da GST. No entanto, em outros tratamentos, ocorreu
a baixa ativacao da GPx e maior ativagao da GST.

O sistema de acao da GPx e GST tem relacao com o ciclo da GSH. Na
presenca da GPx a GSH assume a forma oxidada (GSSG) e na presenca da GR
(glutationa reduzida) constitui-se a forma reduzida (GSH). Se a GPx é deslocada
para assumir a acao antioxidante em conjunto com a GSH, menor quantidade de
GST pode ser formada, sendo que esta nao vai atuar de forma intensa. Caso a
GPx nado atue, a possibilidade de formacao de GST é maior e 0 organismo pode
buscar esta aternativa como meio de neutralizar os agentes tdxicos (metais).

Na ampla maioria dos casos, observa-se uma reducao da atividade da GST,
exceto quando se observa a branquia, no tratamento com dois metais
combinados. Novamente, a branquia assume um papel primordial com o aumento
da atividade desta enzima, favorecendo a protegao contra os efeitos deletérios dos
metais, conforme observado por Ahmad; (2004).

Em relacgdo ao rim observa-se que nos tratamentos com os metais
combinados dois a dois ocorreu uma diminuicdo da atividade da GPx e
consequente aumento dos n[iveis de peroxidacao lipidica e também da GST com a
possivel conjugacdao com metabolitos deste processo para tentar elimina-los.
Fernandes et. al (2008) analisou o efeito de metais sobre as branquias e figado de
Liza saliens coletados de locais poluidos e observou que nas branquias, SOD e
GST tiveram niveis elevados de atividade, como maneira de reforcar a resposta
aos agentes oxidantes. Neste estudo,observou-se que ocorreu o contrario: onde a
SOD teve sua atividade aumentada, diminuiu a atividade da GST (tratamento com

metais isolados e metais combinados dois a dois, respectivamente).
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A metalotioneina é uma proteina induzida pela exposicdo a metais e sua
fungdo é se ligar a estes elementos e assim, impedir os efeitos toxicos que eles
causariam. Os resultados obtidos para a metalotioneina nos tecidos analisados
demonstram ter ocorrido elevacdo da concentracdo desta proteina ao longo do
experimento, com excec¢ao dos tratamentos Cd/Cu, Cd/Zn e Cu/Zn nas branquias
e no rim de O. niloticus.

De forma a tentar entender o papel de metais no estresse oxidativo, a
acao dos antioxidantes e a relagago da MT com estes processos € com a
bioacumulacao, muitos trabalhos atualmente buscam elucidar tais questoes.
Huang et. al. (2007) analisaram o padrao de bioacumulacao dos metais em
Ciprinus carpio. Em individuos de Perca flavescens, Giguére et. al.(2006) relata
que a MT, induzida por cobre, zinco, niquel e cadmio, juntamente com a
bioacumulacao destes metais, auxiliou na protecao contra os agentes oxidantes.
Chowdhury; Baldisserotto; Wood (2005) observaram padroes diferenciados para a
acumulacao de cadmio proveniente da agua e da alimentacdo em diferentes
tecidos de Oncorhynchus mykiss, associando com a elevagao da MT conforme as
concentragdes deste metal eram maiores.

Hollis; Hogstrand e Wood, (2001) também detectaram aumentos de até 4
vezes da MT em rim de Oncorryncus mykiss, de até duas vezes para as branquias
e aumentos menores para o figado, quando os peixes foram expostos ao cadmio,
em concentragdes de 3upg/L. Os estudos conduzidos em campo por
Matijic; Raspor, (2007) indicaram que a exposicao aos metais Cu, Cd, Zn, Fe e Mn
resultou na ocorréncia de altas concentragbes de MT no intestino, rim e figado,
em ordem decrescente de concentragao.

No presente estudo também foi detectado que os maiores aumentos da
concentragao de MT ocorreram nos tratamentos ao Cu e Zn no rim. Experimentos
realizados por Campenhout et. al. (2004) encontraram resultados semelhantes, ao
observarem que a metalotioneina no rim de Cyprinus carpio respondeu

sensivelmente ao cadmio.
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Inclusive, a MT pode ter sido um sistema de defesa importante contra os
efeitos danosos dos metais, ja que as enzimas antioxidantes tiveram suas
atividades inibidas em grande parte dos tratamentos e dos tecidos.

Os metais utilizados nos experimentos de exposicao (Cd. Cu e Zn) tem forte
correlagao com a indugao da MT (ATLI; CANLI, 2003; BORDINEAUD et. al, 2006;
De Boeck et. al., 2003). Também ha a possibilidade de metais como o zinco ter
auxiliado na defesa contra agentes oxidantes e contra os efeitos dos metais,
através da MT, ja que este metal pode auxiliar, em baixas concentracdes, na
transcricao génica da MT e também da SOD, CAT e GPx, conforme observado por
Hansen (2007).

Schlenk; Davis e Griffin (1999) também observaram uma relacdo de
aumento da concentracdo de MT no figado de peixes quando submetidos ao
sulfato de cobre. Olsvick et.al. (2000) reportam que a MT é um importante
marcador bioquimico para os metais, apresentando alto potencial para respostas
frente a poluigao.

A exposicao de peixes aos metais, predominantemente zinco, cobre, cadmio
e, ocasionalmente mercurio, induz a sintese de MT no tecido hepatico, renal e nas
branquias (DUTTON; STEPHENSON; KLAVERKAMP, 1993; HAMILTON; MEHRLE,
1986). Atualmente ha um grande interesse em caracterizar a MT como um
biomarcador de importancia relevante nos estudos de impacto ambiental
(GEORGE; OLSSON, 1994). Porém, é necessario levar em consideracdao os niveis
de MT em organismos de locais poluidos e de locais naturais — locais de referéncia
(CHAFFAI; AMIARD-TRIQUET; EL ABED, 1997).

Knapen et. al.(2004) verificaram que Gobio gobio, quando retirado de areas
poluidas, possui maior resisténcia a poluicao por metais do que peixes retirados de
locais limpos e expostos em seguida aos metais, devido a resposta genética da
inducao da MT. Hirato et. al (2003) determinaram uma correlacao entre as
concentragdes de zinco e a presenca de MT em branquias de bivalves, no Lago
Veneza, Italia, caracterizando estes animais como sentinelas.

Alguns trabalhos, como o de Hamza-Chaffai; Amiard-Triquet; El Abed

(1995 e 1997) e Ueng et. al. (1996), demonstraram nao haver uma relacao
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significativa entre os niveis de MT no figado (principalmente) e branquias de
peixes e as altas concentracdes encontradas nos ambientes poluidos. Um dos
fatores que acarretam tal dificuldade é o fato de ocorrer inducdo da MT frente a
outras alteragdes ambientais como hormonios, mensageiros secundarios, fatores
de crescimento, vitaminas e agentes citotoxicos, por exemplo (BAUDRIMONT et.
al., 1997)

Os estudos de Carvalho (2003) em curimbatd, Prochilodus scrofa,
verificaram o acumulo, mortalidade e toxicidade subletal do cobre apds exposicao
de 96h. As concentracbes de cobre no figado destes peixes tiveram uma
correlacao direta com os niveis de MT. Carvalho; Araujo e Fernandes (2003, 2004)
observaram alta concentracao de MT no figado de peixes expostos ao cobre em
agua com pH 4,5 e 8,0 a 30 °C (710 e 1.010 pgMT.g* de tecido, respectivamente)
e baixa concentracao de MT nos animais expostos ao cobre em agua com pH 4,5
e 8,0 a 20°C (126,8 e 167,4 ugMT.g™, respectivamente).

Estudos conduzidos por Gonzales et. al. (2006) detectaram aumento na
atividade dos genes responsaveis pela inducdo da MT no figado de D. rerio.
(Brachydanio rerio) quando expostos ao cadmio.

O papel da MT como defesa antioxidante é apresentado nos estudos de Atif
et. al. (2006). Hollis, (2001) também detectou aumentos de até 4 vezes da MT em
rim de Oncorryncus mykiss, de até duas vezes para as branquias e aumentos
menores para o figado, quando os peixes foram expostos ao cadmio, em
concentracoes de 3ug/L.

De acordo com Baird, Kurz e Brunk (2006) a inducao da MT por metais (no
caso Zn) pode provocar um processo de estabilizacao dos lisossomos e 0s mesmos
sao blogueados para o processo de apoptose, ap[os eventos onde sao geradas

espécies reativas de oxigénio, em reagdes peroxidativas catalisadas por Fe.
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5.2- Biomarcadores como ferramentas para a analise ambiental

para exposicado de peixes a metais

Os resultados obtidos para a exposicao de Oreochromis nioticus aos metais
cadmio, cobre, zinco e suas associacbes permitem estabelecer importantes
consideragdes sobre o uso dos biomarcadores para 0 monitoramento ambiental.

A exposicao aos metais isolados e combinados proporcionou a observacao
de diferencas entre as exposicoes, demonstrando que podem haver diferencas nas
respostas, devido ao sinergismo entre os metais. Quando no ambiente real, as
complexidades sao maiores, mas de qualquer forma, os biomarcadores podem
fornecer uma indicacdo do estado de saude dos organismos, como 0s peixes,
antes que eventos de mortalidade venham a ocorrer. Isto por qué os
biomarcadores bioquimicos terdo suas respostas alteradas antes destes
acontecimentos. E esta é a utilidade de se trabalhar com biomarcadores
bioquimicos: a possibilidade de monitorar o ambiente antes de ocorrerem
conseqiiéncias letais para os organismos ou para a comunidade. Ou seja, o grau
de prevengao é maior.

Atualmente os 6rgaos responsaveis pelo monitoramento dos corpos d’agua
no Brasil ttm se embasado pela legislacao que rege o monitoramento de corpos
d'dgua para a avaliacdo da qualidade (BRASIL, 2005) e que levam em
consideragdo as concentragdes de poluentes na agua e determinados testes de
toxicidade como forma de avaliagao da qualidade. Embora muito se tenha
avangado com a inclusao dos testes de toxicidade a partir de 2005, na avaliagao
da qualidade de nossas aguas, o carater de protecao e prevengao ainda nao esta
presente.

No caso das enzimas do estresse oxidativo, analisadas no presente
trabalho, estas se mostraram adequadas para que se consiga obter este carater
preventivo na avaliacdo de corpos d'agua. Embora realizados em laboratério, os
resultados expressam o estado de salde dos peixes,quando expostos aos metais,

com as respectivas alteracdes bioguimicas ao longo do experimento.
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Na transposicdao para campo as avaliagdes por periodos extensos podem
nao ser financeiramente justificavel, mas de forma pontual, tais analises podem
ser viaveis e auxiliar na protecao da biota aquatica. As anadlises sao relativamente
rapidas e também fornecem resultados em curtos periodos de tempo.

Futuros estudos devem considerar a aplicacdao deste tipo de analise em
campo, com o intuito de se verificar sua aplicabilidade real nos trabalhos de

avaliacdo da qualidade da agua. As perspectivas podem ser promissoras.
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6- CONCLUSOES

1- As avaliagdes do metabolismo oxidativo expostos aos metais Cd, Cu e Zn
e suas combinagdes permitiram verificar que ocorreram alteracbes destes
biomarcadores, sem haver necessariamente uma condicao de resposta tecido-
especifica

2- O sistema SOD, CAT e GPx demonstrou nao ter controlado de forma
efetiva os efeitos danosos das espécies reativas geradas nos experimentos. Este
fato pode ser verificado pelo aumento em alguns casos dos niveis de HP. A
metalotioneina pode ter desempenhado um papel importante na ligagdo aos
metais e até mesmo como agente antioxidante para evitar maiores danos.

3- Apesar da tentativa de se promover os processos de defesas contra os
efeitos téxicos dos metais isolados ou associados, ocorreram mortes em
determinados tratamentos, evidenciando a falha de partes destes mecanismos

4- Dentre os tecidos analisados, a branquia apresentou intensa relacao com
os efeitos observados, tanto pela ativacao ou inibicao de suas enzimas ligadas ao
estresse oxidativo, da HP, da GST e da MT. Por ser o principal érgao de contato
com a agua, isto pode ter levado a esta forma de resposta encontrada.

5- Em relacdo as diferencas observadas para os distintos grupos de
tratamentos, nao se constatou um padrao de respostas referentes aos metais
isolados ou combinados.

6-Os biomarcadores do estresse oxidativo, os niveis de HP, a GST e a MT
demonstraram apresentar importantes respostas quando relaconadas a exposicao
a metais. Este fato pode fazer com que sejam Uteis no establelecimento de novos

padrles para a avaliacdo da qualidade de agua aos 6rgdas responsaveis.
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Tabela 10: Média, Desvio Padrao, Coeficiente de Variacao e Erro padrao da Média
dos peixes utilizados nos experimentos, divididos por grupos de bioensaios.

Peso(g) Compt(cm) Comp p (cm) Peso(g) Compt(cm) Comp p (cm)
Controle 4d 250,92 24,04 21,50|media |Cu 8d 241,97 23,50 19,80|media
58,12 1,49 3,78|DP 59,70 1,93 1,91|DP
23,16 6,18 17,60|CV 24,67 8,20 9,63|CV
21,97 0,56 1,43|SEM 26,70 0,86 0,85|SEM
Cd 4d 241,33 23,20 19,35 Zn 8d 278,08 24,33 20,59
61,22 2,42 1,96 48,24 1,27 1,60
25,37 10,42 10,13 17,35 5,24 7,76
21,65 0,85 0,69 18,23 0,48 0,60
Cu 4d 248,57 23,36 19,18 3M 8d 256,50 24,06 19,73
91,35 3,26 2,74 60,25 2,40 2,32
36,75 13,94 14,31 23,49 9,98 11,78
32,30 1,15 0,97 22,77 0,91 0,88
Zn 4d 284,22 24,27 19,93 Controle 12 d 282,14 24,71 20,70
100,49 3,63 2,82 46,44 1,63 1,49
35,36 14,95 14,13 16,46 6,59 7,22
41,03 1,48 1,15 16,42 0,58 0,53
3M 4d 225,16 23,23 19,09 Cd 12d 318,15 26,38 22,32
46,37 2,37 1,70 60,11 2,20 1,87
20,59 10,20 8,90 18,89 8,32 8,37
17,53 0,90 0,64 26,88 0,98 0,84
Controle 8d 261,12 24,34 20,21 Cu 12d 282,31 25,28 21,22
64,04 2,79 2,34 86,18 3,29 3,06
24,53 11,48 11,60 30,53 13,02 14,42
22,64 0,99 0,83 38,54 1,47 1,37
Cd 8d 232,29 22,78 18,90 Zn 12d 291,49 24,88 20,69
80,87 3,57 2,88 88,22 2,93 2,47
34,81 15,67 15,22 30,27 11,76 11,92
36,16 1,60 1,29 31,19 1,03 0,87
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Tabela 11: Média, Desvio Padrao, Coeficiente de Variacao e Erro padrao da Média
dos peixes utilizados nos experimentos, divididos por grupos de bioensaios.

Peso(g) Compt(cm) Comp p (cm) Peso(g) Compt(cm) Comp p (cm)
3M 12d 303,12 25,89 21,70|media |Cd/Zn 8d 257,99 23,70 19,76|media
49,79 2,05 1,73|DP 71,05 2,48 2,12|DP
16,43 7,92 7,97|CV 27,54 10,48 10,71|CV
18,82 0,77 0,65|SEM 26,85 0,94 0,80|SEM
Controle 2 4d 247,73 22,99 19,09 Cu/Zn 8d 247,13 22,99 18,94
62,70 2,17 1,59 72,69 1,99 1,95
25,31 9,46 8,34 29,41 8,67 10,31
23,70 0,82 0,60 27,47 0,75 0,74
Cd/Cu 4d 252,93 22,87 19,04 Controle 2 12d 250,50 23,30 19,33
82,49 3,26 2,73 72,58 2,44 2,30
32,62 14,25 14,35 28,97 10,47 11,90
31,18 1,23 1,03 29,63 1,00 0,94
Cd/Zn 4d 280,06 23,73 19,74 Cd/Cu 12d 236,51 23,05 19,11
59,38 1,54 1,45 53,90 1,70 1,69
21,20 6,49 7,33 22,79 7,39 8,82
20,99 0,54 0,51 19,06 0,60 0,60
Cu/Zn 4d 287,08 24,13 20,30 Cd/Zn 12d 275,23 24,10 19,80
65,78 2,00 1,35 65,11 1,92 1,51
22,91 8,29 6,64 23,66 7,95 7,61
23,26 0,71 0,48 23,02 0,68 0,53
Controle 2 8d 260,09 23,74 19,86 Cu/zn 12d 264,06 23,56 19,84
69,38 2,87 2,49 71,18 1,87 1,37
26,68 12,08 12,53 26,96 7,95 6,93
26,22 1,08 0,94 26,90 0,71 0,52
Cd/Cu 8d 239,17 22,83 19,27 Comp t = comprimento total
35,92 1,17 1,36 Comp p = comprimento padrao
15,02 5,13 7,08
14,66 0,48 0,56
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Tabela 12: Atividade da SOD (USOD . mg proteina™) em brénquias de O. niloticus.
exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinacoes.

Tratamento Maximo Minimo Media +SEM
Controle 4D 2,87 0,47 1,30 0,28
Cd4D 2,49 1,04 1,75 0,21
Cu4D 1,54 0,77 1,20 0,08
Zn4D 2,93 1,24 1,98 0,27
Cd/Cu/Zn4D 3,31 1,44 2,06 0,25
Controle 8D 4,69 1,89 2,90 0,34
Cd8D 7,08 2,27 4,15 0,81
Cu8D 3,72 2,29 2,95 0,27
Zn8D 3,84 1,99 2,93 0,24
Cd/Cu/Zn8D 5,17 2,45 3,37 0,36
Controle 12D 3,92 2,37 3,02 0,22
Cdi12D 4,52 2,74 3,46 0,33
Cul2D 3,17 2,13 2,55 0,21
Zn12D 3,98 2,43 3,04 0,17
Cd/Cu/Zn12D 3,65 2,14 3,11 0,19
Controle4D 2 1,48 0,33 1,05 0,16
Cd/Cu4D 1,27 0,58 0,90 0,08
Cd/zZn4D 1,76 0,70 0,96 0,12
Cu/Zn4D 1,43 0,59 1,01 0,12
Controle8D 2 1,37 0,55 0,92 0,13
Cd/Cu8D 0,87 0,44 0,67 0,06
Cd/zZn8D 0,85 0,45 0,59 0,05
Cu/Zn8D 0,74 0,43 0,58 0,05
Controlel2D 2 0,64 0,41 0,54 0,04
Cd/Cul2D 0,66 0,40 0,54 0,04
Cd/Zn12D 0,65 0,38 0,50 0,03
Cu/Znl12D 0,41 0,26 0,33 0,02
Referéncia 1 1,60 0,03 0,69 0,16

Referéncia 2 1,21 0,70 0,86 0,05
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Tabela 13: Atividade da SOD (USOD . mg proteina™) em figado de O. niloticus
exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagoes.

Tratamento Maximo @ Minimo Meéedia *+SEM
Controle 4D 3,05 2,11 2,70 0,10
Cd4b 2,60 0,60 1,89 0,25
Cu4bD 3,25 1,74 2,59 0,19
Zn4D 2,00 1,20 1,73 0,12
Cd/Cu/Zn4D 2,75 0,97 1,66 0,26
Controle 8D 2,95 1,02 2,00 0,22
Cd8D 1,36 0,77 1,16 0,11
Cu8D 2,45 0,15 1,69 0,41
Zn8D 2,42 0,92 1,44 0,19
Cd/Cu/Zn8D 2,11 -0,81 1,36 0,39
Controle 12D 1,60 1,05 1,41 0,06
Cd12D 1,28 1,08 1,18 0,03
Cul2D 1,63 0,11 1,18 0,28
Zn12D 0,98 0,32 0,66 0,08
Cd/Cu/zZnl12D 1,16 0,64 0,85 0,07
Controle4D 2 2,25 1,31 1,58 0,13
Cd/Cu4D 1,86 0,93 1,31 0,12
Cd/Zn4D 1,31 0,86 1,04 0,06
Cu/Zn4D 2,47 0,82 1,40 0,21
Controle8D 2 1,43 0,78 1,13 0,08
Cd/Cu8D 2,37 0,66 1,43 0,26
Cd/Zn8D 1,05 0,62 0,78 0,06
Cu/Zn8D 0,90 0,35 0,66 0,08
Controlel2D 2 1,30 0,75 1,09 0,08
Cd/Cul2D 1,60 0,48 0,82 0,13
Cd/zZn12D 1,12 0,53 0,85 0,08
Cu/Znl12D 1,18 0,42 0,82 0,11
Referéncia 1 2,84 2,22 2,65 0,07

Referéncia 2 1,87 1,07 1,39 0,08
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Tabela 14: Atividade da SOD (USOD . mg proteina-1) em rim de O. niloticus
exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagoes.

Tratamento Maximo = Minimo Media +SEM
Controle 4D 417,62 192,76 279,87 30,50
Cd4D 220,70 133,42 172,65 11,78
Cu4D 250,35 136,90 183,97 13,80
Zn4D 361,37 141,81 215,91 32,44
Cd/Cu/Zn4D 344,42 110,11 184,19 28,83
Controle 8D 159,30 107,58 133,15 5,75
Cd8D 150,67 113,76 128,17 6,07
Cu8D 160,03 109,26 132,49 9,94
Zn8D 121,65 80,69 109,15 5,55
Cd/Cu/Zn8D 142,82 78,25 121,38 7,84
Controle 12D 278,79 94,75 155,32 19,63
Cd12D 153,55 107,42 127,25 9,76
Cul2D 191,04 89,01 128,04 17,40
Zn12D 116,49 67,39 89,89 6,71
Cd/Cu/Zn12D 86,67 71,83 82,05 2,04
Controle4D 2 274,71 82,81 166,76 26,56
Cd/Cu4D 357,28 83,09 164,93 34,43
Cd/zZn4D 147,85 90,29 113,27 7,44
Cu/Zn4D 138,65 64,96 94,86 9,37
Controle8D 2 98,87 64,09 81,46 5,17
Cds/Cu8D 147,50 58,13 82,38 13,67
Cd/zZn8D 78,40 25,34 62,31 6,90
Cu/Zn8D 140,91 60,54 89,69 10,40
Controlel2D 2 71,95 50,52 63,35 3,64
Cd/Cul2bD 90,07 68,02 76,95 2,60
Cd/zZn12D 92,17 54,15 70,61 4,85
Cu/Znl12D 84,14 42,15 58,42 5,70
Referéncia 1 200,65 135,31 165,50 8,90

Referéncia 2 218,04 85,96 136,63 14,39
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Tabela 15: Atividade da CAT (UB . mg proteina™) em branquias de O. niloticus,
exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagoes.

Tratamento Maximo @ Minimo Meédia *+SEM
Controle 4D 2,92 1,19 1,93 0,23
Cd4bD 12,27 1,53 3,83 1,42
Cu4D 7,56 2,44 3,67 0,58
Zn4D 4,33 2,14 3,13 0,39
Cd/Cu/zZn4D 5,09 2,47 3,74 0,37
Controle 8D 6,53 1,80 3,91 0,55
Cd8D 4,15 2,26 2,88 0,33
Cu8D 4,45 2,26 3,55 0,36
Zn8D 4,49 2,04 2,81 0,31
Cd/Cu/zZn8D 3,96 0,32 2,44 0,47
Controle 12D 5,10 2,25 3,13 0,33
Cd12D 5,56 2,67 3,79 0,48
Cul2D 6,19 2,05 3,76 0,81
Zn12D 4,78 2,26 3,70 0,28
Cd/Cu/Zn12D 4,32 1,48 3,22 0,39
Controle4D 2 2,35 0,68 1,87 0,23
Cd/Cu4D 2,91 0,90 2,04 0,26
Cd/Zn4D 3,67 1,89 2,48 0,21
Cu/Zn4D 3,39 2,08 2,57 0,18
Controle8D 2 2,84 1,76 2,19 0,13
Cds/Cu8D 2,72 1,86 2,34 0,12
Cd/zZn8D 2,49 1,83 2,15 0,08
Cu/Zn8D 2,92 1,55 2,08 0,17
Controlel2D 2 2,64 0,81 1,81 0,29
Cd/Cul2D 2,75 1,64 2,11 0,15
Cd/zZn12D 3,06 1,30 2,20 0,22
Cu/Znl12D 3,21 1,70 2,52 0,22
Referéncia 1 5,68 1,06 3,61 0,51

Referéncia 2 2,63 1,44 2,02 0,13
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Tabela 16: Atividade da CAT (UB . mg proteina-1) em figado de O. niloticus,
exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagoes.

Tratamento Maximo @ Minimo  Meédia +SEM
Controle 4D 153,06 61,85 120,88 10,65
Cd4D 229,70 22,97 142,46 24,28
Cu4D 157,92 12,48 106,15 17,26
Zn4D 213,30 76,81 148,80 19,77
Cd/Cu/Zn4D 166,71 53,33 121,57 14,65
Controle 8D 208,15 66,19 117,72 15,97
Cd8D 366,87 128,15 208,36 45,58
Cu8D 141,01 76,73 106,22 11,00
Zn8D 224,05 75,16 126,42 21,41

Cd/Cu/Zn8D 125,68 25,55 97,08 13,90
Controle 12D 293,50 118,52 204,39 | 21,21

Cdi2D 302,27 104,01 174,54 35,21
Cul2D 158,51 110,77 130,93 10,84
Zn12D 211,84 79,12 153,28 14,36

Cd/Cu/Zn12D 176,70 84,25 132,94 12,24
Controle4D 2 205,31 84,82 148,87 13,92

Cd/Cu4D 196,90 = 80,43 148,52 16,81
Cd/Zn4D 226,18 = 107,85 169,94 16,82
Cu/Zn4D 140,36 | 86,03 | 112,92 _ 6,55
Controle8D 2 = 236,14 | 112,38 176,02 16,33
Cd/Cu8D 240,58 @ 75,63 @ 138,22 | 31,23
Cd/Zn8D 183,87 130,89 150,52 | 7,26
Cu/Zn8D 184,98 | 113,71 = 156,01 _ 8,50
Controle12D 2 = 218,27 | 74,40 143,33 22,92
Cd/Cul2D 237,30 65,74 155,84 19,95
Cd/Zn12D 184,30 68,41 132,73 | 12,20
Cu/Zn12D 19540 = 57,25 @ 128,94 21,65

Referéncia 1 239,84 131,79 184,59 12,76
Referéncia 2 215,94 0,00 129,33 24,11
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Tabela 17: Atividade da CAT (UB . mg proteina-1) em rim de O. niloticus, exposta
por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagoes.

Tratamento Maximo | Minimo Meédia *+SEM
Controle 4D 4814,65 208,59 1267,51 540,00
Cd4D 1894,00 698,51 1339,20 145,15
Cu4D 1899,70 720,11 1132,03 142,66
Zn4D 2229,87 699,55 1440,82 235,78
Cd/Cu/Zn4D 3074,81 778,94 1576,86 277,43
Controle 8D 1522,41 429,76 1105,35 139,68
Cd8D 1485,38 347,19 1019,10 211,26
Cu8D 1922,74 725,44 1290,90 195,13
Zn8D 1843,81 252,47 1167,49 232,21
Cd/Cu/Zn8D 1811,80 309,96 1027,39 223,41
Controle 12D 1519,78 145,08 964,81 146,72
Cd12D 2102,57 556,09 1326,25 303,58
Cul2D 1823,99 520,66 1169,97 256,45
Zn12D 1963,21 977,54 1439,91 124,30
Cd/Cu/Zn12D 2104,96 528,89 1361,41 200,69
Controle4D 2 5920,75 747,00 3439,26 702,85
Cd/Cu4D 4298,86 448,15 2350,83 498,43
Cd/Zn4D 6710,66 592,53 3701,41 649,81
Cu/Zn4D 3679,33 1507,73 2554,01 319,42
Controle8D 2 9184,69 1527,26 4412,98 928,48
Cd/Cu8D 8545,90 927,70 4231,99 1075,27
Cd/zZn8D 13055,55 @ 2940,67 5526,83 1436,38
Cu/Zn8D 7247,74 1402,12 4146,18 731,27
Controlel2D 2 4819,98 1580,05 3526,57 510,03
Cd/Cul2D 3730,31 2319,03 2893,07 178,00
Cd/Zn12D 2767,40 1607,13 2139,14 145,25
Cu/Znl12D 3722,34 1405,24 2175,77 292,30
Referéncia 1 1807,33 883,05 1383,57 110,48
Referéncia 2 7125,22 2026,20 3852,24 711,38
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Tabela 18: Atividade da GPx (U GPx . mg proteina-1) em branquias de O. niloticus
exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagoes.

Tratamento Maximo Minimo Meédia =*SEM
Controle 4D 29,36 16,68 20,87 1,63
Cd4b 33,59 15,38 21,37 2,48
Cu4bD 14,87 11,89 13,48 0,40
Zn4D 21,31 13,50 16,04 1,37
Cd/Cu/Zn4D 20,68 11,58 14,78 1,11
Controle 8D 20,58 11,74 15,28 1,18
Cd8D 25,60 11,68 16,99 2,54
Cu8D 18,04 11,45 13,63 1,24
Zn8D 18,71 12,50 14,62 0,80
Cd/Cu/Zn8D 21,28 10,89 15,29 1,42
Controle 12D 16,24 11,02 13,06 0,71
Cd12D 20,35 11,07 15,11 1,78
Cul2D 13,90 10,45 11,68 0,67
Zn12D 17,39 10,25 12,39 0,78

Cd/Cu/Zn12D 14,05 11,18 12,53 0,35
Controle4D 2 11,52 7,20 8,85 0,63

Cd/Cu4D 10,75 7,21 8,30 0,46
Cd/Zn4D 15,24 6,43 9,04 0,97
Cu/Zn4D 12,42 6,90 10,00 0,84
Controle8D 2 13,41 6,40 10,07 1,20
Cd/Cu8D 10,32 5,55 8,14 0,65
Cd/Zn8D 8,84 6,28 7,53 0,35
Cu/Zn8D 11,05 6,68 8,64 0,60
Controlel2D 2 10,92 7,42 9,03 0,59
Cd/Cul2D 12,83 7,41 9,26 0,62
Cd/Zn12D 10,81 6,98 8,93 0,52
Cu/Znl12D 8,77 5,59 7,28 0,47
Referéncia 1 20,85 13,58 17,60 0,82

Referéncia 2 10,17 4,81 7,02 0,53
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Tabela 19: Atividade da GPx (U GPx . mg proteina-1) em figado de O. niloticus
exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagoes.

Tratamento Maximo @ Minimo Meédia +SEM
Controle 4D 15,50 6,70 11,39 1,01
Cd4D 15,90 7,58 11,89 1,10
Cu4bD 15,84 7,00 11,35 1,00
Zn4D 13,62 7,19 10,54 0,94
Cd/Cu/Zn4D 16,56 7,93 10,93 1,14
Controle 8D 13,93 8,32 11,51 0,71
Cd8D 18,22 9,56 11,41 1,70
Cu8D 15,28 10,09 13,32 0,90
Zn8D 18,54 9,41 12,86 1,30
Cd/Cu/Zn8D 23,79 10,31 15,36 2,14
Controle 12D 23,51 8,77 13,82 1,58
Cd12D 24,09 8,97 14,98 2,64
Cul2bD 18,56 9,16 13,26 1,87
Zn12D 16,05 6,06 10,49 1,17
Cd/Cu/Znl12D 12,28 6,03 7,98 0,81
Controle4D 2 10,17 6,43 7,51 0,49
Cd/Cu4D 9,50 5,59 7,05 0,53
Cd/Zn4D 7,05 5,53 6,32 0,19
Cu/Zn4D 13,76 4,42 8,02 1,04
Controle8D 2 9,41 6,27 7,36 0,39
Cd/Cu8D 14,31 6,26 9,63 1,42
Cd/Zn8D 8,97 5,00 6,68 0,51
Cu/Zn8D 8,70 6,00 6,80 0,35
Controlel2D 2 11,51 6,54 9,25 0,84
Cd/Cul2D 13,09 5,35 7,65 0,86
Cd/zZn12D 9,18 4,82 6,91 0,51
Cu/Znl12D 9,93 4,78 8,17 0,73
Referéncia 1 9,53 6,31 8,27 0,38

Referéncia 2 11,61 5,36 7,00 0,70
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Tabela 20: Atividade da GPx (U GPx . mg proteina-1) em rim de O. niloticus
exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinacoes.

Tratamento Maximo Minimo Meédia +SEM
Controle 4D 24,88 10,00 14,90 1,87
Cd4D 11,16 7,10 9,01 0,53
Cu4D 15,14 7,29 10,29 1,02
Zn4D 19,64 6,83 11,42 1,84
Cd/Cu/Zn4D 19,63 5,94 10,31 1,69
Controle 8D 8,01 5,66 7,09 0,31
Cd8D 9,23 5,25 7,18 0,64
Cu8D 11,39 6,48 8,74 0,97
Zn8D 8,18 5,17 7,03 0,38
Cd/Cu/Zn8D 10,15 4,95 8,60 0,65
Controle 12D 17,27 8,81 11,78 0,99
Cdi12D 12,81 6,71 9,83 1,08
Cul2D 12,17 6,99 9,92 0,89
Znl12D 11,47 6,78 8,69 0,59
Cd/Cu/Zn12D 10,38 7,33 8,71 0,37
Controle4D 2 16,58 6,41 10,93 1,37
Cd/Cu4D 20,63 6,84 11,00 1,75
Cd/Zn4D 10,91 7,42 8,31 0,40
Cu/Zn4D 10,24 6,49 8,12 0,47
Controle8D 2 8,56 7,05 7,82 0,20
Cd/Cu8D 14,02 5,90 8,04 1,22
Cd/Zn8D 7,98 3,41 6,91 0,61
Cu/Zn8D 10,25 6,69 8,09 0,49
Controlel2D 2 8,00 6,81 7,26 0,19
Cd/Cul2D 8,93 6,88 8,01 0,26
Cd/Zn12D 9,43 7,40 8,53 0,29
Cu/Znl12D 9,50 6,65 7,82 0,39
Referéncia 1 10,12 6,98 8,62 0,48

Referéncia 2 12,61 6,50 8,78 0,69
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Tabela 21: Niveis de hidroperoxidacao (HP) em nmol HP . mg proteina-1, em
branquias de O. niloticus, exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas
combinagoes.

Tratamento Maximo Minimo Média @ *=SEM

Controle 4D 0,26 0,14 0,18 0,01
Cd4D 0,30 0,15 0,20 0,02
Cu4D 0,15 0,04 0,10 0,01
Zn4D 0,18 0,09 0,14 0,01
Cd/Cu/Zn4D 0,15 0,03 0,10 0,01
Controle 8D 0,19 0,10 0,14 0,01
Cd8D 0,28 0,11 0,17 0,03
Cu8D 0,16 0,11 0,13 0,01
Zn8D 0,17 0,10 0,13 0,01

Cd/Cu/Zn8D 0,20 0,10 0,15 0,01
Controle 12D 0,17 0,11 0,13 0,01

Cdi2D 0,19 0,10 0,14 0,01
Cul2D 0,14 0,10 0,12 0,01
Znl12D 0,16 0,07 0,11 0,01

Cd/Cu/Zn12D 0,13 0,08 0,10 0,01
Controle4D 2 1,19 0,15 0,33 0,16

Cd/Cu4D 0,16 0,10 0,12 0,01
Cd/Zn4D 0,16 0,09 0,11 0,01
Cu/Zn4D 0,26 0,10 0,17 0,02
Controle8D 2 0,17 0,07 0,11 0,01
Cd/Cu8D 0,12 0,08 0,09 0,01
Cd/Zn8D 0,19 0,07 0,10 0,02
Cu/Zn8D 0,16 0,09 0,12 0,01
Controlel2D 2 0,19 0,10 0,14 0,02
Cd/Cul2D 0,19 0,10 0,12 0,01
Cd/Zn12D 0,19 0,08 0,11 0,01
Cu/Zn12D 0,11 0,07 0,08 0,00

Referéncia 1 0,16 0,01 0,10 0,02
Referéncia 2 0,16 0,08 0,12 0,01
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Tabela 22: Niveis de hidroperoxidacdao (HP) em nmol HP . mg proteina-1, em
figado de O. niloticus exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas
combinagoes.

Tratamento Maximo @ Minimo Meédia +SEM
Controle 4D 1,21 0,02 0,34 0,14
Cd4D 1,23 0,02 0,26 0,17
Cu4D 1,30 0,07 0,64 0,15
Zn4D 1,00 0,02 0,39 0,15
Cd/Cu/Zn4D 1,50 -0,01 0,76 0,24
Controle 8D 0,37 0,14 0,26 0,03
Cd8D 0,25 -0,01 0,16 0,05
Cu8D 0,76 0,05 0,34 0,14
Zn8D 1,18 -0,01 0,34 0,16
Cd/Cu/Zn8D 1,50 -0,01 0,59 0,21
Controle 12D 0,64 -0,01 0,31 0,08
Cd12D 0,56 -0,01 0,13 0,11
Cul2D 0,62 0,01 0,29 0,12
Zn12D 0,43 -0,01 0,12 0,06
Cd/Cu/Zn12D 1,15 0,17 0,60 0,13
Controle4D 2 0,25 0,00 0,11 0,03
Cd/Cu4D 0,28 -0,01 0,13 0,04
Cd/zZn4D 0,27 0,01 0,12 0,04
Cu/Zn4D 0,23 0,01 0,10 0,03
Controle8D 2 0,25 0,06 0,14 0,03
Cd/Cu8D 0,26 0,03 0,12 0,04
Cd/zZn8D 0,33 0,00 0,12 0,04
Cu/Zn8D 0,32 0,00 0,16 0,04
Controlel2D 2 0,45 0,13 0,21 0,05
Cd/Cul2bD 0,37 0,00 0,16 0,04
Cd/Zn12D 0,28 0,00 0,15 0,03
Cu/Znl12D 0,32 0,04 0,13 0,04
Referéncia 1 1,05 0,10 0,49 0,11

Referéncia 2 0,37 0,00 0,22 0,05
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Tabela 23: Niveis de hidroperoxidacao (HP) em nmol HP . mg proteina-1, em rim
de O. niloticus, exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagoes.

Tratamento Maximo @ Minimo Meédia +=SEM
Controle 4D 5,33 1,68 3,19 0,41
Cd4b 2,64 1,91 2,28 0,11
Cu4D 3,36 2,13 2,62 0,16
Zn4D 3,85 1,96 2,97 0,31
Cd/Cu/Zn4D 4,63 1,81 2,69 0,36
Controle 8D 3,02 2,05 2,38 0,11
Cd8D 2,55 2,14 2,36 0,07
Cu8D 3,43 1,98 2,53 0,26
Zn8D 2,53 1,76 2,28 0,11
Cd/Cu/Zn8D 3,13 1,48 2,64 0,21
Controle 12D 5,26 1,57 3,37 0,40
Cdi12D 3,56 2,23 2,94 0,25
Cul2D 3,95 1,41 2,91 0,44
Zn12D 3,34 1,71 2,45 0,19
Cd/Cu/Zn12D 2,79 2,09 2,47 0,10
Controle4D 2 2,78 1,08 1,83 0,23
Cd/Cu4D 3,62 1,18 1,91 0,31
Cd/zZn4D 1,85 1,28 1,45 0,06
Cu/Zn4D 1,76 1,13 1,39 0,08
Controle8D 2 1,49 1,20 1,38 0,04
Cds/Cu8D 2,30 1,00 1,35 0,19
Cd/Zn8D 1,40 0,57 1,19 0,11
Cu/Zn8D 1,75 1,13 1,40 0,08
Controlel2D 2 1,34 1,17 1,25 0,03
Cd/Cul2bD 1,53 1,18 1,38 0,04
Cd/zZn12D 1,62 1,26 1,46 0,04
Cu/Znl12D 1,67 1,17 1,36 0,07
Referéncia 1 3,76 1,91 2,54 0,20

Referéncia 2 1,60 0,89 1,24 0,09
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Tabela 24: Niveis de glutationa S-transferase (GST) em nmol . min™t. mg proteina-
1, em branquias de O. niloticus, exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e
suas combinagoes.

7ratamento Maximo Minimo Média *SEM
Controle 4D 55,40 16,78 | 29,36 4,37
Cd4D 41,49 15,03 27,00 4,13
Cu4D 20,68 11,67 14,92 1,27
Zn4D 32,92 10,38 20,56 3,50
Cd/Cu/Zn4D 31,80 11,01 15,97 2,89
Controle 8D 35,04 15,87 22,76 2,64
Cd8D 38,57 14,66 27,58 4,65
Cu8D 33,35 12,55 22,92 4,39
Zn8D 41,05 11,94 | 21,69 3,84

Cd/Cu/Zn8D 45,20 9,87 21,97 5,08
Controle 12D 31,70 12,93 | 19,27 2,27

Cd12D 38,11 7,40 21,62 5,85
Cul2D 22,14 7,94 14,07 2,63
Zn12D 1478 8,96 11,81 0,74

Cd/Cu/Zn12D 21,78 9,86 15,12 1,43
Controle4D 2 51,13 15,28 29,48 5,55

Cd/Cu4D 88,20 16,69 | 38,62 9,15
Cd/Zn4D 26,31 10,64 18,86 1,87
Cu/Zn4D 54,87 7,40 28,99 5,63
Controle8D 2 17,70 10,39 14,31 1,06
Cd/Cu8D 42,62 18,80 | 32,02 3,38
Cd/Zn8D 70,16 8,62 28,44 8,14
Cu/Zn8D 31,58 13,35 | 23,11 2,70
Controlel2D 2 76,63 21,45 37,95 8,32
Cd/Cul2D 67,89 13,48 | 29,39 6,17
Cd/Zn12D 37,57 13,84 26,46 3,04
Cu/Znl12D 49,34 15,35 | 23,95 4,42
Referéncia 1 22,71 9,09 17,78 1,84

Referéncia 2 20,54 12,13 15,83 0,98
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Tabela 25: Niveis de glutationa S-transferase (GST) em nmol . min"..mg proteina-
1, em figado de O. niloticus, exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas
combinagoes.

Tratamento Maximo @ Minimo Meédia *+SEM
Controle 4D 78,63 36,49 59,13 6,04
Cd4bD 98,88 3,95 49,74 10,89
Cu4bD 97,88 34,35 73,15 8,09
Zn4D 79,10 46,63 61,29 4,26
Cd/Cu/zZn4D 97,81 41,69 60,84 6,60
Controle 8D 96,58 16,07 55,16 9,01
Cd8D 65,98 37,71 50,14 4,81
Cu8D 105,47 59,49 79,68 9,10
Zn8D 88,14 57,20 69,35 4,75
Cd/Cu/Zn8D 140,43 22,49 70,50 15,03
Controle 12D 103,54 34,91 70,73 8,69
Cd12D 90,62 52,88 65,14 6,77
Cul2D 105,28 44,71 66,21 11,45
Zn12D 64,43 27,51 39,90 3,95
Cd/Cu/zZn12D 70,32 29,18 51,69 5,87
Controle4D 2 120,43 19,40 59,97 17,27
Cd/Cu4DbD 87,37 20,08 56,62 9,47
Cd/Zn4D 82,12 31,96 61,46 6,28
Cu/Zn4D 91,44 3,95 39,35 8,36
Controle8D 2 163,27 33,37 88,36 18,49
Cds/Cu8D 109,15 23,69 55,88 14,29
Cd/zZn8D 91,23 9,14 52,25 10,82
Cu/Zn8D 72,59 19,74 39,92 7,26
Controlel2D 2 100,06 18,05 46,89 12,24
Cd/Cul2b 54,81 11,10 23,57 5,56
Cd/Zn12D 94,40 15,28 48,60 11,79
Cu/Znl12D 75,49 8,07 30,09 10,01
Referéncia 1 69,68 39,23 56,65 3,61

Referéncia 2 163,33 16,13 83,45 | 17,92
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Tabela 26: Niveis de glutationa S-transferase (GST) em nmol . min"..mg proteina-
1, em rim de O. niloticus, exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas
combinagoes.

7Tratamento Maximo Minimo Media *+SEM
Controle 4D 50,57 6,96 19,22 4,96
Cd4D 12,10 5,45 8,39 1,03
Cu4D 16,85 6,83 10,80 1,17
Zn4D 29,54 5,18 15,00 3,64
Cd/Cu/Zn4D 40,31 3,12 11,21 4,99
Controle 8D 10,58 5,49 7,22 0,68
Cd8D 8,00 4,65 6,78 0,61
Cu8D 15,67 3,52 9,18 1,94
Zn8D 19,17 5,27 10,01 1,74
Cd/Cu/zZn8D 17,91 4,59 11,75 1,70
Controle 12D 39,79 4,79 18,60 4,80
Cdi12D 38,18 571 16,98 6,21
Cul2D 27,48 4,12 15,14 4,04
Zn12D 25,57 2,36 10,31 2,45
Cd/Cu/Zn12D 16,83 4,72 10,68 1,66
Controle4D 2 24,46 5,25 13,38 2,67
Cd/Cu4D 36,06 7,55 14,86 3,75
Cd/Zn4D 15,52 3,31 8,72 1,34
Cu/Zn4D 11,91 2,36 7,04 0,93
Controle8D 2 10,41 4,87 7,32 0,79
Cd/Cu8D 18,04 5,71 8,79 1,91
Cd/Zn8D 9,06 1,49 6,42 1,09
Cu/Zn8D 16,73 6,60 9,63 1,51
Controlel2D 2 11,73 4,92 7,95 0,98
Cd/Cul2D 17,47 4,29 10,77 1,30
Cd/Zn12D 12,52 6,07 9,03 0,72
Cu/Znl12D 8,94 6,26 7,98 0,34
Referéncia 1 13,21 7,51 10,21 0,64

Referéncia 2 13,32 6,68 10,91 0,89




141

Tabela 27: Niveis de metalotioneina (MT) em pg . mg tecido-1, em branquias de
O. niloticus, exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinagoes.

7ratamento Maximo @ Minimo Média +SEM
Controle 4D 775,27 417,12 543,00 37,30
Cd4D 688,86 324,48 490,57 50,20
Cu4D 666,83 251,03 419,31 42,65
Zn4D 834,54 208,45 512,30 85,03
Cd/Cu/Zn4D 399,64 195,08 292,77 29,43
Controle 8D 852,24 249,52 488,16 72,02
Cd8D 889,61 247,27 607,38 112,05
Cu8D 1178,27 348,76 836,09 137,92
Zn8D 1074,12 386,23 601,76 90,01

Cd/Cu/Zn8D 1129,64 | 424,55 | 786,44 104,30
Controle 12D 1084,76 313,51 @ 619,85 @ 86,34

Ccdi2D 816,17 247,37 631,25 100,20
Cul2D 520,44 128,51 388,06 @ 68,20
Zn12D 1190,90 @ 348,70 | 803,09 107,10

Cd/Cu/Zn12D 1626,74 793,11 1012,87 108,36
Controle4D 2 759,26 314,41 523,81 64,54

Cd/Cu4D 718,66 315,82 | 565,16 52,86
Cd/Zn4D 855,94 394,30 @ 565,85 55,70
Cu/Zn4D 629,89 139,82 425,78 61,11
Controle8D 2 425,83 194,13 350,05 34,91
Cd/Cu8D 506,21 292,01 382,44 35,75
Cd/Zn8D 640,16 311,44 416,07 41,66
Cu/Zn8D 708,13 414,91 552,25 41,81
Controlel2D 2 733,63 491,44 626,39 40,04
Cd/Cul2D 729,82 463,88 @ 583,64 27,78
Cd/Zn12D 693,44 283,83 470,12 50,72
Cu/Zn12D 627,63 375,61 474,13 32,53

Referéncia 1 575,99 226,65 393,44 47,88
Referéncia 2 845,87 215,66 635,74 71,13
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Tabela 28: Niveis de metalotioneina (MT) em pg . mg tecido-1, em figado de O.
nifoticus, exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinacoes.

7Tratamento Maximo @ Minimo Meéedia +SEM
Controle 4D 831,58 254,96 488,33 75,38
Cd4D 579,05 196,68 436,71 55,56
Cu4D 398,06 181,34 275,23 31,18
Zn4D 1202,93 292,82 565,15 132,26
Cd/Cu/Zn4D 628,51 209,71 431,02 64,76
Controle 8D 642,87 209,19 357,49 54,09
Cd8D 724,15 301,89 612,10 78,93
Cu8D 765,84 201,56 481,00 118,33
Zn8D 872,52 258,51 648,77 79,07

Cd/Cu/Zn8D 849,31 153,82 468,85 111,67
Controle 12D 881,66 304,59 532,31 67,76

Cdiz2D 1069,82 611,18 779,57 78,79
Cul2D 763,71 203,25 444,09 122,31
Znl2D 660,58 149,30 474,12 66,06

Cd/Cu/Zn12D 530,65 106,84 267,80 64,21
Controle4D 2 728,93 169,03 556,21 86,24

Cd/Cu4D 1134,72 @ 445,08 777,16 96,08
Cd/Zn4D 948,75 533,07 696,72 47,83
Cu/Zn4D 916,67 176,73 488,84 99,01
Controle8D 2 1210,98 483,31 824,31 108,03
Cd/Cu8D 701,44 95,59 470,25 84,51
Cd/zZn8D 1091,56 253,45 759,20 124,64
Cu/Zn8D 1029,96 @ 377,83 779,67 91,67
Controlel2D 2 838,19 260,15 605,30 110,92
Cd/Cul2D 788,07 269,91 528,13 63,60
Cd/zZn12D 1004,77 541,18 842,20 67,81
Cu/Zn12D 924,69 487,75 651,28 56,80

Referéncia 1 678,29 97,96 425,81 75,22
Referéncia 2 701,21 137,62 450,60 66,73
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Tabela 29: Niveis de metalotioneina (MT) em pg . mg tecido-1, em rim de O.
nifoticus, exposta por 12 dias aos metais Cd, Cu e Zn e suas combinacoes.

Tratamento Maximo Minimo Meédia +SEM
Controle 4D 1184,14 917,37 1023,77 61,50
Ccd4D 937,31 658,06 811,08 59,91
Cu4D 891,11 758,94 802,54 30,81
Zn4D 1546,70 1014,70 1259,27 117,20
Cd/Cu/Zn4D 1426,39 846,92 1105,06 121,30
Controle 8D 985,64 522,14 762,12 80,24
Cd8D 1479,71 760,56 990,01 167,01
Cu8D 1475,35 1004,80 1252,22 108,16
Zn8D 2189,32 1092,60 1574,86 204,02
Cd/Cu/Zn8D 994,36 722,39 859,54 48,18
Controle 12D 1451,59 @ 602,76 901,25 127,87
Cdi12D 852,57 297,58 595,51 91,82
Cul2D 729,51 521,63 623,77 33,89
Zn12D 966,56 471,15 697,79 68,01
Cd/Cu/zZn12D 888,36 589,43 670,85 55,20
Controle4D 2 2229,05 @ 786,04 1596,28 170,76
Cd/Cu4D 2088,37 @ 959,00 1511,44 182,29
Cd/Zn4D 1851,80 825,45 1173,21 142,27
Cu/Zn4D 1831,01 671,54 1019,18 138,69
Controle8D 2 1335,66 @ 688,59 872,99 83,85
Cd/Cu8D 1184,29 492,75 879,26 116,95
Cd/zZn8D 1527,31 703,36 1198,13 109,34
Cu/Zn8D 1302,65 577,69 905,01 94,56
Controlel12D 2 @ 1516,95 1085,04 1310,35 @ 56,67
Cd/Cul2D 1170,89 @ 476,95 705,43 78,54
Cd/zZn12D 1115,75 @ 404,23 717,07 97,75
Cu/Znl12D 719,89 233,71 516,98 67,15
Referéncia 1 691,07 556,04 625,19 27,64
Referéncia 2 1852,15 578,35 | 1356,26 168,39
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