Ministério da Saude
FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz

Metalotioneina e Metais em Geophagus brasiliensis -

Acara

Autor: Alan Ferreira Inacio

Orientadora: Ana Rosa Linde Arias

Dissertacdo submetida ao programa de pds-graduaciao da Escola Nacional de
Saude Publica como parte dos requisitos para obtencao do grau de Mestre em

Ciéncias (area de Saude Publica)

Ministério da Sadde
Fundacdo Oswaldo Cruz
Escola Nacional de Satude Publica
Centro de Estudos da Satde do Trabalhador e Ecologia Humana

Rio de Janeiro — Marco de 2006



Ministério da Salude
FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz

Metalotioneina e Metais em Geophagus brasiliensis —
Acara

Alan Ferreira Inacio

Dissertacdo defendida e aprovada em margo de 2006

Banca examinadora composta por:

Ricardo Erthal Santelli, PhD.
Paula de Novaes Sarcinelli, PhD.

Ana Rosa Linde Arias, PhD.



Indcio, A.F.

11

Inacio, Alan.

Metalotioneina e Metais em Geophagus brasiliensis - Acara.

X, 54p.

Tese (Mestrado em Saude Publica, Escola Nacional de
Saudde Publica — FIOCRUZ).

1. Metalotioneina. 2. Metais. 3. Pardmetros Bioldgicos. 4.
Distribui¢do Intracelular. 5. Exposi¢cdo. 6. Tese. 1. Fundacao
Oswaldo Cruz. II. Titulo.




Indcio, A.F.

111

Esta tese é dedicada

a minha filha Bruna (em memdria) que em poucos
anos que esteve ao meu lado, péde me mostrar o
verdadeiro amor fraterno através de seus carinhos,
abracgos, sorrisos alegres, for¢ca e vontade de viver.
A quem para sempre e em todos os momentos da
minha vida, acredito estar ao meu lado;

a minha esposa Lucineide e minha filha Jilia que
me fizeram acreditar que por maiores que sejam as
dificuldades, um dia melhor sempre vird.



Indcio, A.F. v

Agradecimentos

Aos meus pais que lutaram para me oferecer uma vida digna e que
sempre me apoiaram nos momentos mais dificeis.

A minha esposa Lucineide que me deu forga, apoio e incentivo, estando
sempre ao meu lado nos momentos que mais precisei.

A minha filha Jdlia, que com sua chegada, trouxe grande alegria e
inspiracao em todos os aspectos da minha vida.

A minha orientadora Ana Rosa que muito me ajudou, acreditando no meu
trabalho, sempre me encorajando e incentivando em todos 0os momentos.

Ao professor Ricardo Santelli e a Eliane aos quais sou realmente muito
grato de modo que a realizacdo deste trabalho seria impossivel sem a ajuda de
ambos, pois se dispuseram com boa vontade para analisar os metais em minhas
amostras.

Aos amigos do laboratério, Josino, Armando, Jefferson, Paula, Rita,
Sérgio e Ana Cristina que me acompanharam desde a iniciacdo cientifica e aos
quais devo grande parte do meu conhecimento e realizacdo profissional.

A amiga Simone que desde a iniciacdo cientifica participou e dividiu
diversos momentos de trabalho tornando-os sempre mais alegres.

Aos amigos e companheiros de bancada, Leonardo, Marina e Carla pelo
grande companheirismo e ajuda nas maiores dificuldades e com os quais dividi
véarios momentos de alegria durante a realizacdo deste trabalho.

Niao esquecendo das colegas de turma e trabalho Méarcia e Helena e os
colegas de trabalho Ana Carolina, Raphael, Murata, Carldcio, Cdassia, André,

Marcelo, Juliana e Tatiane que sempre tornavam meu cotidiano mais alegre.



Indcio, A.F. v

Lista de Tabelas

Tabela 1 - Parametros instrumentais do ICP OES para andlise de Cd, Cu e Zn. 13
Tabela 2 - Linhas de emissao e limite de detec¢ao para Cd, Cu e Zn por ICP OES. 14
Tabela 3 - Peso médio e comprimento total dos animais. 17
Tabela 4 - Concentracido de Zn e Cu nas trés fracdes hepaticas de acaras. 18
Tabela 5 - Relagdo entre a concentragdo hepatica de Zn e Cu e os pardmetros
peso e tamanho corporal. 19
Tabela 6 - Relacdo entre MT hepética, renal e branquial e parametros
biométricos. 21
Tabela 7 - Relagdo entre a concentragido de Zn e Cu e MT hepatica. 21
Tabela 8 - Concentragdo hepatica de Zn, Cu e Cd em acards expostos € nao

expostos a Cd. 27



Indcio, A.F. vi

Lista de Figuras

Figura 1 — Estrutura tridimensional da MT. 3
Figura 2 — Geophagus brasiliensis — Acara 11
Figura 3 - Espectrometro de emissdo otica com fonte de plasma de argbnio
indutivamente acoplado, marca Jobin Yvon, modelo Ultima 2. 13
Figura 4 - Polarégrafo Metrohm VA 663. 14
Figura 5 — Polarogramas de MT purificada na faixa de 0,01 a 0,25 mg/L. 15
Figura 6 — Seqiiéncia de rea¢des eletroquimicas na determina¢do de MT por
Brdicka. 16
Figura 7 - Niveis de MT hepatica, renal e branquial em acards ndo expostos
aCd 20
Figura 8 — Distribuicdo intracelular de Zn e Cu no tecido hepatico de acards. 23
Figura 9 — Distribuicdo percentual de Zn e Cu intracelular no tecido hepatico
de acaras. 24
Figura 10 — Niveis de MT hepatica, renal e branquial em acards expostos e nao
expostos a Cd. 26
Figura 11 — Percentual de distribuicdo de Cd nas fracdes hepdticas de acards
exXpostos. 29
Figura 12 — Comparacdo da distribuicdo de Zn nas fragdes hepdticas em acards
expostos e ndo expostos. 31
Figura 13 — Comparacdo da distribui¢cdo de Cu nas fracdes hepaticas em acaras

expostos € nao expostos. 33



Indcio, A.F.

Indice
I — Introducaio.
I.1 — Metalotioneinas
I. 1. 2 - Funcdo bioldgica.
[.1.3 - MTs e a detoxificacdo de metais.
I. 2 — Metais — Zn, Cu e Cd.
I. 3 - MTs e metais em peixes.
IT — Objetivos.
II. 1 - Objetivo geral.
II. 2 - Objetivos especificos.
IIT — Metodologia
III. 1 — Reagentes.
III. 2 — Equipamentos.
III. 3 — Amostragem.
III. 4 — Exposi¢ao dos acards a Cd.
III. 5 — Processamento das amostras de tecido hepético, renal e
branquial para determinacdo MT e metais.
III. 6 - Determinacao de metais.
1. 7 — Determinacao de MT.
III. 8 — Analises estatisticas.
IV — Resultados

IV. 1 - Comparagdo dos parametros biométricos entre acards machos e
fémeas.

IV. 2 - Metais : A influéncia do sexo, peso e tamanho corporal.
IV. 2.1 - O fator sexo.
IV. 2.2 — Os fatores peso e tamanho corporal.
IV. 3 - MT hepdtica, renal e branquial: a influéncia do fator sexo,
peso e tamanho corporal.
IV. 3.1 - O fator sexo.
IV. 3. 2 - Os fatores peso e tamanho corporal.
IV. 4 - MT hepatica e a sua relacdo com metais.
IV. 4.1 - A distribuicdo intracelular hepatica de Zn e Cu.
IV.5 — MT e metais em acards expostos a Cd.

IV. 5.1 - MT Hepatica, renal e branquial em acaréds expostos a Cd.

Vil

N W ==

O

10
10
11
11

12

12
14

16

17
17
17
18

19
19

21
21
22
25
25



Indcio, A.F.

IV. 5.2 — A concentracdo hepética de Zn, Cu e Cd em acards machos
e fémeas.
IV. 5.3 — A distribui¢do intracelular hepética de Zn, Cu e Cd em
acards expostos a Cd.
V — Discussao
V. 1 - Metais e parametros biolégicos.
V.2 — MT e parametros biolégicos.
V.3 - Relagdo entre MT hepdtica e metais.
V.4 - Distribuicdo intracelular dos metais.
V.5 — MT e metais em acards expostos ao Cd.
VI - Conclusao.

VII — Bibliografia.

viii

27

28

35
36
37
38
40
43
44



Indcio, A.F. X

Resumo

Metalotioneinas (MTs) sdo proteinas citosélicas cuja funcdo bioldgica
estd relacionada a regulacdo de metais essenciais e a detoxificagcdo de metais
toxicos. O conhecimento da compartimentalizacdo intracelular de metais, da
funcao fisiolégica das MTs e dos fatores que controlam seus niveis em
diferentes espécies de peixes € essencial para compreensiao dos efeitos toxicos
induzidos por metais. Geophagus brasiliensis (acard) € uma espécie nativa do
Brasil, com ampla distribuicdo e aspectos ecoldgicos que favorecem sua
utilizacdo como espécie bioindicadora dos efeitos da polui¢cdo ambiental por
metais. Este trabalho teve por objetivo estudar MT e metais em acards,
analisando a influéncia dos parametros biologicos do animal, além das
alteracdes produzidas pela exposicdo a um metal téxico como cddmio (Cd).
Acards coletados no rio Guandu foram divididos em dois grupos. O primeiro
considerado como ndo exposto e um segundo que foi exposto a Cd por injegcao
intraperitoneal. MTs foram quantificadas por polarografia de pulso diferencial
enquanto zinco (Zn), cobre (Cu) e Cd em trés fracdes hepdticas foram
quantificados por ICP OES. Os niveis de MT hepatica e renal foram maiores em
acards fémeas e somente a MT branquial mostrou correlagdo positiva com peso
e tamanho corporal. O sexo nao influenciou na concentragdo hepdtica de Zn e
Cu, entretanto os niveis de Zn estiveram positivamente relacionados ao peso e
tamanho corporal. O Cu ndo mostrou qualquer relagio com estes parametros
biométricos. Os niveis de MT hepéticos estiveram relacionados com o contetido
de Zn e Cu neste 6rgdo. Ambos os metais mostraram-se predominantemente
citosdlicos, sendo que o Cu foi encontrado quase totalmente na fracdo que
contém a MT. Apds exposicdao ao Cd, a MT renal e branquial apresentaram
niveis significativamente maiores, assim como se encontrou uma reduc¢io
significativa nos niveis de Zn e Cu hepdtico. A exposicdo ao Cd também
promoveu uma alteracdo na distribuicdo intracelular do Zn e do Cu onde um
menor percentual desses metais foi verificado na fracdo citosélica que contém a
MT. Neste estudo foi verificado que MT e metais em acards sao influenciados
por alguns parametros bioldgicos. A exposi¢cdo ao Cd também promove uma
alteracdo nos niveis de MT e de metais bem como na distribuicdo intracelular.
Estes fatores estdo relacionados com a toxicidade e a tolerancia a exposicdo a

metais e devem ser considerados para que esta espécie possa ser utilizada como

bioindicadora da exposi¢do ambiental a metais.
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Abstract

Metallothioneins (MTs) are cytosolic metal-binding proteins whose biological
function are related with the regulation of essential metals, such Zn and Cu, and with
the detoxification of toxic metal such Cd and Hg. Knowledge on metal intracellular
compartmentalization, on the physiological function of MTs and on the factors that
control their levels is essential to understand the toxic effects induced by metals in fish
species. Geophagus brasiliensis (acard) is Brazilian native fish specie widely distributed
and with ecological and physiological characteristics that made it suitable to be used as
bioindicator fish specie to assess the effects of heavy metal pollution. The aim of this
work was to study MT and metals in G. brasiliensis analyzing the influence of
biological parameters and the alterations caused by the exposition to a toxic metal such
Cd. Animals were collected for Guandu River, in Rio de Janeiro State and were divided
into two groups. A first group, which was considered as non-exposed; and a second
group, which was exposed to Cd by intraperitonal injection. Hepatic MT, renal MT and
gill MT were quantified by differential pulse polarography while, Cu, Cd from three
hepatic fractions (total fraction, citosolic fraction and MT fraction) were quantified by
ICP OES. Levels of hepatic and renal MT were bigger in females and only MT from
gills showed a positive correlation with weight and body length. Sex did not affect the
hepatic levels of Zn and Cu, however levels of Zn were positively related with weigh
and body length. Cu did not show any relation with both these biological parameters.
Levels of hepatic MT were related with Zn and Cu contents of this organ. Both metals
showed to be mainly cytosolic, being Cu is largely found in the MT containing fraction.
After Cd exposition, renal and gill MT presented levels significantly higher, and it was
also found significant reduction in the levels of hepatic Zn and Cu. Exposition to Cd
caused also alterations on the pattern of intracellular distribution of Zn and Cu, since
less ratio of these metals were found in the MT containing fraction. Hence, this study
shows that MT and metals in G. brasiliensis are influenced by biological parameters and
that exposition to Cd causes alterations in the levels both of them and also alters the
patterns of metallic intracellular distribution. All these factors, that are related to
toxicity and tolerance to metal exposition, must be considered when this fish specie to

be used as bioindicator of environment exposition to heavy metals.
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I. 1 — Metalotioneinas.

Metalotioneinas (MTs) sdo uma classe de proteinas citosdlicas de baixo peso
molecular, em torno de 6 — 7 kDa, e sua estrutura molecular € composta de uma tnica
cadeia de aminoécidos dos quais 20 sdo cisteinas, que representam em torno de 30% do
total de aminoacidos. Livre de aminoacidos aromaticos e hidrofébicos, a estrutura da
MT possui dois dominios que consistem, em geral, de um cluster com trés e um com
quatro atomos de metal ligados (figura 1). A abundancia de ligantes tiol dos residuos de
cisteina presentes na estrutura da MT confere a proteina uma alta afinidade por fons
metélicos livres, o que faz das MTs, proteinas de grande interesse sob o ponto de vista
bioquimico g

MTs foram descobertas em 1957 quando Margoshes and Vallee identificaram em
cortex de rim eqiiino uma proteina responsavel pelo acimulo natural de cddmio (Cd)
neste tecido . Desde entdo, MTs sdo os tdnicos compostos biolégicos conhecidos por
conter naturalmente Cd. Tais achados suscitaram investiga¢cdes mais detalhadas, pois a
presenca de diversos metais na estrutura da macromolécula poderia estar relacionada a
uma funcgdo nos sistemas bioldgicos. Assim, as diferentes propriedades das MTs, tais
como estrutura e caracteristicas quimicas e fisico-quimicas, t€ém sido até hoje
amplamente investigadas '.

A nomenclatura da proteina foi baseada na observagdo de algumas
caracteristicas particulares como elevada quantidade de enxofre e presenca de metais
como Cd e Zinco (Zn). A caracteristica comum de todas as MTs é a ocorréncia da
seqiiéncia de tripeptideos Cys-X-Cys, onde X representa um aminoécido diferente de
cisteina. Estudos posteriores sobre seu espectro de absor¢ao demonstraram que sua
estrutura era livre de aminoécidos aromaticos por auséncia de absor¢do a 280nm .

Em espécies aqudticas, as metalotioneinas foram primeiramente descritas em
1974 em peixes marinhos Sebastes seboides e posteriormente em outras espécies
como European eel : carpa, Cyprinus carpio 3 e truta, Oncorhynchus mykiss 67,

Atualmente sabe-se que as metalotioneinas ocorrem niao somente no reino
animal, mas também em microorganismos procaridticos e eucaridticos e em plantas

superiores 8

I. 1.2 - Funcdo bioldgica.
A funcdo fundamental das MTs nos sistemas vivos ndao tem sido bem

esclarecida, embora existam vdrias hipdteses que incluem a acdo como
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metalochaperones para transportar ions metédlicos para outras proteinas, controle da
concentracdo de elementos tragos livres como Zn e cobre (Cu), estocagem e
armazenamento, acdo como agente de detoxificacdo para metais como Cd e merctrio
(Hg), e também um papel protetor por seqiiestro de metais e protecdo contra condi¢cdes
de stress. Por isso, a MT é uma importante proteina no metabolismo intracelular de Cu e
Zn e na protecdo contra danos oxidativos resultantes da exposi¢do excessiva a metais °.

" A maior parte dos fons

A gama de metais capazes de se ligarem a MT € ampla
metalicos das familias I-B e II-B da tabela periédica sao conhecidos por se ligarem aos
grupos cisteina-SH e a afinidade dos fons metdlicos pelos sitios de ligacdo segue a
ordem encontrada para tiolatos inorgénicos, isto €, Hg (II), prata (Ag) (I), Cu (I), Cd (II)
e Zn(Il) 11121314,

Tem sido proposto que altos niveis de MT podem estar presentes em tecidos que
estejam em rdpido crescimento e desenvolvimento, geralmente para fornecer Zn e Cu
para o metabolismo de 4cidos nucléicos, sintese de proteinas, € outros processos. Em
animais onde o Zn é o mais abundante e muitas vezes o Unico metal constituinte da
proteina, tem sido postulado que por controlar o fluxo deste metal, MTs tém um papel
regulatdrio nos processos de replicacdo e transcricdo Zn-dependentes B,

A regulacdo de biossintese de MT por metais tem sido considerada como
necessidade bioldgica para manter concentragdes homeostiticas de fons metdlicos
essenciais e nao essenciais por processo de quelacdo. Estudos sobre a regulacdo da
expressdo génica mostram evidéncias de que a indu¢do da sintese da proteina por metais
€ uma resposta direta ao aumento da concentracdo intracelular do metal que é mediada
por fatores regulatérios. Uma superexpressdo de MT pode ser causada por exposi¢cao a
Zn ou Cu e esta indugdo também serve como protecdo celular contra agentes
alquilantes. Tem-se sugerido que estes efeitos podem ser devido ao papel de MTs como

. 16,17
removedor de agentes antioxidantes e eletrofilicos ™ "'.

I.1.3 - MTs e a detoxificacdo de metais.

A habilidade de metais em induzir a sintese de MT foi originalmente descrita por
Piscator em 1964, que mostrou o aumento dos niveis de MT hepatica em coelhos
expostos a Cd. Desde entdo, esta forma de regulacdo tem sido reconhecida em todas as
espécies e células que sintetizam MTs ' %

As interagdes celulares envolvendo MTs podem ser explicadas em duas linhas

gerais; a primeira sendo a ligacdo do ion metélico incorporado pela célula, e a segunda
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através da remoc¢do dos metais de ligantes nao-tioneinas que incluem alvos celulares de
toxicidade. Esta tultima pode representar a funcido de detoxificagdo para estruturas que
sdo reversivelmente danificadas pela ligacdo inapropriada do metal *°. A sintese de MT
pode ser rapidamente aumentada sob condi¢des de altos niveis de Cu hepatico. O Cu
acumula em forma ndo toxica nos lisossomos, polimerizados a MTs. Encontra-se
fortemente ligado a estrutura da proteina de modo que pode deslocar os demais fons
ligados a MT. Esta maior afinidade do Cu pela molécula de MT constitui um fator de

protecdo para a célula, pois Zn e Cd ndo sao tdo reativos como o Cu com relagdo a

21,22

formacdo de radicais de oxigénio

Figura 1 — Estrutura tridimensional da MT.

1. 2 — Metais — Zn, Cu e Cd.

Metais estdo amplamente distribuidos no meio ambiente e sdo componentes
naturais da biosfera. Devido a sua natureza persistente e baixa eliminacdo dos
compartimentos ambientais, sdo um dos maiores € mais abundantes grupos de
microcontaminantes, € encontram-se no ambiente associados a varios elementos.
Embora ndo possam ser criados ou destruidos, metais podem ser redistribuidos em

escala regional e global »*

. Alguns metais sao elementos essenciais para o metabolismo
normal do organismo, enquanto outros ndo desempenham nenhum papel bioldgico
significante )

O Zn € um dos mais comuns elementos na crosta terrestre sendo encontrado no
ar, solo, dgua e estd presente em quase todos os alimentos. Zn pode combinar-se com
outros elementos tais como cloro, oxigénio e enxofre para formar compostos de zinco.
A maior parte do Zn encontrado naturalmente no meio ambiente estd sob a forma de
sulfeto . O Zn é um componente de vérias proteinas e estd envolvido em todos os

aspectos do metabolismo, sendo parte integral de aproximadamente 300 enzimas em

diferentes espécies de todos os filos, indispensdveis a suas fungdes, as quais envolve a
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sintese e/ou degradacdo da maioria dos metabdlitos. O Zn estabiliza a estrutura de
proteinas e dcidos nucléicos, preserva a integridade de organelas subcelulares, participa
em processos de transporte, e desempenha um importante papel em fendmenos
imunoldgicos *°. Os niveis de Zn no figado sdo extremamente importantes no controle
da sintese e degradacdo da MT na maioria das espécies animais, de modo que as
concentracdes de MT nos hepatdcitos sdo muito baixas na deficiéncia de Zn e a sintese
da proteina é estimulada com suplementacdo de Zn na dieta .

O Cu € um metal traco classificado como elemento essencial para a maioria dos
organismos vivos. Em ambientes aqudticos estd presente sob forma particulada, coloidal
e solivel, predominantemente na forma metédlica e na forma reduzida, formando
complexos com ligantes organicos e inorganicos. O Cu € essencial para o metabolismo
celular sendo o terceiro elemento de transicio em maior abundancia no organismo
depois do Zn e do Ferro (Fe), necessdrio para a ativacdo de uma variedade de proteinas.
A capacidade de estocagem do Cu varia de acordo com a espécie animal, e a
distribuicao intra-hepdtica do metal mostra ser um importante fator com relagdo a sua
hepatotoxicidade devido a elevada capacidade em formar espécies reativas com
oxigénio 2829 /0 Cu ¢ absorvido no intestino e chega ao figado onde € utilizado para o
metabolismo normal ou é estocado pela ligacio a MT ou ainda, por um balanco
positivo, é excretado na bile 30,

O Cd é um elemento que ocorre naturalmente na crosta terrestre € usualmente
ndo estd presente no meio ambiente como metal puro, mas como mineral combinado
com outros elementos como oxigénio (6xido de Cd), cloro (cloreto de Cd), ou enxofre
(sulfato ou sulfeto de Cd). Cd € um elemento quimicamente similar ao Zn sendo
facilmente absorvido por animais e estocado nos 6rgdos na forma de complexos com
MTs *!. O Cd entra nas células através dos canais de célcio (Ca) devido a similaridade
quimica entre eles. Este mecanismo de acdo, entre outros, parece ser baseado na
competi¢do com fons Ca e alteracdes de processos Ca-dependentes 32,0 Cd é conhecido
como um metal altamente t6xico capaz de influenciar varios processos fisioldgicos. Na
interacdo com organismos vivos, um dos primeiros efeitos do Cd € a alteracdo de
atividades enzimdticas e mecanismos de transporte de membrana, 0s quais sdo
responsaveis por alteracdes fisioldgicas e metabdlicas em todo o organismo. O Cd pode
alterar a atividade das enzimas por ligagao a seus grupos funcionais (sulfidril, carboxil,

N

imidazol, etc.) ou por deslocamento dos metais (Zn e Cu) associados a enzima, que
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servem como cofatores . A substituicdo de cations essenciais por Cd € um dos mais
importantes mecanismos de efeito deste metal **.

I. 3 - MTs e metais em peixes.

Os esforgos para estabelecer o papel das MTs em peixes, tém sido focalizado na
potencial funcdo da proteina na reducdo da toxicidade de metais. A indu¢do da MT
resulta em um aumento da ligacdo de metais a proteina, e tem sido sugerido que os
efeitos téxicos do Cd e Hg ocorrem somente quando a capacidade de ligacdo das MTs é
excedida e estes metais aparecem associados a proteinas de alto peso molecular no
citosol. O seqiiestro de metais pela MT ndo é um sistema estidtico de modo que um
aumento na taxa de sintese da MT € ocasionado por um aumento nos niveis de metais
no organismo .

Virios estudos em diferentes espécies de peixe t€ém demonstrado que MTs ligam
fons metalicos e que seus niveis estdo correlacionados com os niveis teciduais de metal
35, 36,37, 38.39. 40 Dy mesma forma, os niveis de MT tém demonstrado aumentar em
relacdo ao tempo ou a dose apds a administracdo de metais. No entanto, a grande
influéncia dos metais em promover a indu¢do de MT pode variar de acordo com a
espécie de peixe, tecido e condi¢des experimentais. A capacidade de indugdo das MTs é
maior nos tecidos que estdo envolvidos na captacdo, acimulo e excre¢do como figado,
rins, branquias e intestino. No entanto, suas concentracdes podem variar de acordo com

L. .~ . . . . 16. 41
a espécie, condi¢cdes reprodutivas, idade e dieta alimentar

. Diferentes espécies de
peixe mostram diferencas nos niveis de MTs, e diferentes 6rgdos acumulam metais em
distintas proporcdes devido a diferengas em suas funcdes bioquimicas e fisiologicas. Por
isso, algumas espécies sdo capazes de tolerar altas concentracdes de alguns metais
comparadas a outras *.

A captacdo e o acimulo de metais nos organismos aqudticos dependem das
propriedades quimicas e fisicas da dgua e do sedimento. Além disso, a idade, hébitos
alimentares dos animais e a biodisponibilidade do metal na dgua podem afetar seu
acimulo no organismo. Em peixes, as principais vias de captacdo de metais sdo as
branquias e o intestino. As brinquias representam uma fina e extensa superficie em
intimo contato com a dgua (acima de 90% do total da superficie corporal). Elas realizam
trés principais fungdes como, troca gasosa, regulacdo idnica e excre¢do de produtos

residuais do metabolismo *. A captacdo branquial de Zn e Cd é mais comumente

transcelular e ocorre através das células do epitélio. Estes metais entram provavelmente
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através dos canais de célcio. A captacdo envolve a ligacdo a sitios especificos nas
células epiteliais de modo que a captacdo de Zn pelas células intestinais pode ser
saturada a altas concentragdes do metal e inibida pela presenca Cu, Cd, cobalto (Co),
cromo (Cr), niquel (Ni) e Hg s

Apo6s serem absorvidos, os metais sdo transferidos das branquias e intestinos ao
sangue e distribuidos a outras partes do corpo. A distribui¢do corpdrea € inerente a cada
metal, pois diferentes metais possuem diferentes padroes de distribui¢dao. Alguns fatores
intrinsecos em peixes também determinam a distribui¢do de metais no organismo apos
ser assimilado. A associacdo de metais com diferentes ligantes celulares pode
influenciar sua biodisponibilidade dentro da célula. Por exemplo, metais seqiiestrados
por proteinas citosdlicas como MTs ou estocados nos lisossomos sdo considerados
detoxificados, e nao mais biodisponiveis a alvos celulares 17,37, 45, 46,47, 48

Em peixes, metais formam complexos e podem ser normalmente excretados,
mas em alguns casos, metais podem alterar a composi¢cdo bioquimica do tecido.
Exposicdes a diferentes metais causam vérias alteracdes fisiolégicas em peixes * .

O Zn ¢ inicialmente distribuido a pele, musculo, e 0ossos e somente pequenas
quantidades sdo acumuladas no figado e rim. A transferéncia de Zn das células epiteliais
das branquias € rapida, assim como o seu “turnover” no figado, entretanto nos demais
6rgdos sua eliminacdo ocorre lentamente °'. O Zn pode alterar a composicdo bioquimica
de tecidos de peixes pela diminui¢ao de glicogénio por um aumento do metabolismo. A
demanda energética ndo pode ser suprida, pois o metal pode inibir a producdo de
insulina no pancreas 2.0 Zn pode causar um processo de intensa protedlise no
organismo culminando com uma diminui¢do na concentracdo de proteinas hepética e
muscular. Uma diminui¢do do conteido de lipidio muscular também pode ocorrer

devido a um processo de oxidacdo ou hidrélise lipidica ocasionada pelo metal >*.

O Cu assim como o Zn € captado pelas branquias, no entanto estudos em
diferentes 6rgdos de peixes tém mostrado que o figado é o 6rgdo mais importante no
acimulo deste metal. A toxicidade do Cu parece resultar de sua interacdo com
membranas celulares, onde promovem um processo lipoperoxidativo desencadeando
vérios estresses celulares. Além disso, lesdes morfolégicas induzidas por Cu tém sido
descritas em 6rgdos sensoriais de algumas espécies de peixes. Receptores celulares da
linha lateral e 6rgaos sao danificados por este metal. Os efeitos do Cu podem ainda ser

observados como alteragdes citopatologicas na cornea de peixes. Também pode ser

mencionado que o cobre reduz a atividade da acetilcolinesterase em cérebro e musculo



Indcio, A.F. 7

de peixes. A conseqiiéncia do aumento de acetilcolina nas terminacdes nervosas pode
culminar com a sindrome colinérgica >,

O Cd ¢ lentamente acumulado em peixes. O figado e o rim sdo os principais
orgdos onde o Cd se acumula, porém, o rim contém consideravelmente maior
quantidade do metal '”. Uma vez retido no rim e no figado, a eliminag¢do do metal é
extremamente baixa. A maior parte do Cd intracelular € eventualmente distribuida ao
citosol e grande parte do Cd estd associado a MT > * ' O Cd é distribuido
seletivamente ao rim apds administracdo de Cd-MT, embora seja predominantemente
captado pelo figado apds injecdo de Cd** ou como Cd-albumina. Uma vez na corrente
sangiiinea, Cd € ligado a albumina plasmética. No tecido hepatico o Cd liga-se a MT
por uma troca com o Zn na molécula da proteina. Cd induz a sintese de MT e o metal é
ligado pela proteina protegendo as células hepdticas da toxicidade. Cd como MT ¢
liberado na corrente sangiiinea e € transportado ao rim onde € filtrado pelos glomérulos.
A MT € catabolizada nos lisossomos dos tibulos renais e o Cd livre induz nova sintese
de MT na célula. Cd tem uma meia-vida bioldgica de 10—15 anos, o que € considerada
como muito longa .

Peixes de 4dgua doce expostos a Cd, a uma concentra¢do abaixo de 100 ug/L,
exibem substanciais fisiopatologias que sdo manifestadas na forma de distirbios
respiratorios, alteragdes na regulagdo idnica corporal ou plasmatica, alteragdes
hematoldgicas, e outros parametros sangiiineos como cortisol e glicose, revelando a
resposta desses animais ao estresse PA exposicao a metais pode também alterar a
distribuicdo de metais essenciais. A ligacdo de Cd a componentes subcelulares tem
conseqii€éncias potenciais para a mobilizacdo de metais essenciais, adquirindo uma
dimensio toxicoldgica e diagnéstica *°.

A distribui¢do intracelular pode estar relacionada a toxicidade e a tolerancia a
exposicdo a metais. Esta tolerancia estd associada aos mecanismos de metabolizacdo e a
compartimentalizacio de metais na célula **. O conhecimento da compartimentalizacio
intracelular de metais e da funcdo fisiolégica das MTs, bem como dos fatores que
controlam seus niveis em diferentes espécies de peixes, € essencial para compreensao
dos danos celulares induzidos por metais o7,

A possibilidade da utilizagdo de MTs como biomarcador da exposi¢do a metais
tem sido estudada e empregada em diferentes espécies de animais aqudticos para a
avaliacdo do impacto ambiental. Varios estudos tém utilizado a expressdo de MTs como

. . S . . .21, 22
biomarcador para avaliar a contaminagdo de ecossistemas aqudticos por metais ~ .
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Porém, estudos prévios sdo necessdrios para a compreensdo dos fatores biologicos que
estdo relacionados a proteina e aos metais na espécie, e as alteragdes produzidas pela
exposi¢ao a metais toxicos, os quais devem ser considerados na avaliacdo de impacto da
contaminacdo sobre o ecossistema. Tais conhecimentos sdo fundamentais para que uma
espécie possa ser utilizada como espécie bioindicadora.

Pertencente a familia Cichlidae, Geophagus brasiliensis, conhecido como
“acard”, constitui uma espécie de peixe endémica no Brasil e bem adaptada ao clima
tropical. Distribuida pela costa leste e sul do pais, a espécie habita ecossistemas
dulcicolas e pode ser considerada adulta quando atinge 18 cm de comprimento. Com
regime alimentar onivoro, apresenta ampla diversidade alimentar (detritos, plantas,
zoobéntons, insetos e algas) ** . As caracteristicas fisioldgicas e ecoldgicas desta
espécie sdo favordveis para sua utilizacdo como espécie bioindicadora. Porém, o estudo
da relacdo dos pardmetros bioldgicos com MT e metais e da compartimentalizacio
intracelular de metais no tecido hepatico em acards, contribui para o conhecimento
sobre os fatores que estdo relacionados aos niveis da proteina e de metais nesta espécie,
e que devem ser considerados quando da utilizacdo da mesma como espécie
bioindicadora dos efeitos da exposicdo ambiental a metais. O conhecimento das
alteracdes produzidas na compartimentalizacdo intracelular hepética de metais e nos
niveis de MT pela exposi¢do a um metal toxico, contribui para a compreensao dos
mecanismos celulares de detoxificacdo que envolvem a proteina e os metais, de modo
que tais alteracOes também possam ser utilizadas como indicadores de toxicidade na

avaliacdo da exposicdo ambiental a metais utilizando acards.



I1 - Objetivos
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II. 1 - Objetivo geral.

Este trabalho tem por objetivo estudar MT e metais em acards, analisando a

influéncia dos parametros biolégicos do animal, além das alteracdes produzidas pela

exposi¢ao a um metal téxico como Cd.

<\

IL. 2 - Objetivos especificos.

Determinar em acards nao expostos os niveis de MT em diferentes 6rgaos como
figado, rim e branquias relacionando-os a parametros biol6gicos como sexo, peso e
tamanho corporal;

Analisar as relacdes entre os niveis hepaticos de Zn e Cu e parametros biolégicos
como sexo, peso e tamanho corporal em acards ndo expostos;

Analisar a relacdo entre MT e Zn e Cu hepaticos em acards ndo expostos;

Analisar a distribuicdo hepatica intracelular de Zn e Cu em acards nao expostos;
Analisar alteracdes nos niveis de MT hepdtica, renal e branquial, nos niveis
hepaticos de Zn, Cu e Cd e na distribuicao hepatica intracelular desses metais em

acaras expostos a Cd comparando com acards nao expostos.



I — Metodologia
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III. 1 - Reagentes
- Cloreto de Hexamina Cobalto (Sigma).
- Hidr6xido de Amonio (Sigma).
- Cloreto de Amonio (Sigma).
- Sacarose (Sigma).
- Cloreto de cadmio (Sigma).
- TRIS-Hidroximetil aminometano (Merck).
- Metalotioneina comercial purificada de figado de coelho (Sigma).

- Os demais reagentes foram de grau analitico.

I11. 2 — Equipamentos
- Polarégrafo Metrohm VA 663.
- Centrifuga Refrigerada HITACHI — CR21E.
- ICP OES, Jobin Yvon, modelo Ultima 2.
- Homogeneizador Ultra Turrax IKA T18.

- E demais equipamentos de uso laboratorial comum.

10
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II1. 3 — Amostragem.

Os exemplares de acards (figura 2) obtidos para este estudo foram coletados no
rio Guandu préximo 2 estacdo de tratamento de dguas da Companhia Estadual de Agua
e Esgoto (CEDAE), no municipio de Seropédica, no Estado do Rio de Janeiro. As
coletas foram realizadas mediante a pesca com tarrafa.

Imediatamente apds a captura, os animais foram colocados em bombonas com
oxigenacao artificial para o transporte até ao laboratério, onde entdo foram transferidos
para um aquaério.

Para este estudo foram utilizadas duas amostragens de acards. A primeira

amostragem constituiu 0 grupo nao exposto e a segunda amostragem constituiu o grupo

exposto a Cd. r

Figura 2 — Geophagus brasiliensis — Acara

A primeira amostragem foi obtida em trés coletas realizadas em trés diferentes
dias totalizando 37 exemplares. Apds cada coleta, os animais permaneceram no aquario
por um periodo de trés dias para a aclimatacdo sendo posteriormente sacrificados
mediante sec¢do da coluna vertebral. Os animais foram pesados e o comprimento total
de cada animal foi obtido. Posteriormente, o figado, os rins e as branquias foram
removidos e armazenados em tubos plésticos e estocados em nitrogé€nio liquido até a
andlise. A segunda amostragem foi realizada no mesmo local. A coleta foi feita em um
unico dia totalizando um grupo de 14 exemplares. Os procedimentos de captura,

transporte e aclimatagao foram realizados de modo idéntico a primeira amostragem.

I11. 4 — Exposigdo dos acards a Cd.
Ap6s aclimatagdo, os animais da segunda amostragem foram contaminados com

Cd através de injecdo intraperitoneal de solucdo de CdCl, [0,324mg. mL"'] em NaCl
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0,9%, de modo que cada animal recebesse uma dose de Img de Cd por kg de peso

corporal 0 A relacdo volume méximo de injecdo e peso corporal foi de 200uL / 100g.
Ap6s 36h de observagdo, os animais foram sacrificados de modo idéntico ao

primeiro grupo, sendo obtido o peso e o tamanho corporal de cada animal e seus 6rgaos

removidos e armazenados em nitrogénio liquido até o momento da andlise.

II1. 5 — Processamento das amostras de tecido hepdtico, renal e branquial para
determinacdo MT e metais.

Para andlise, as amostras de tecido hepdtico, renal e branquial foram
descongeladas e pesadas, adicionando-se em seguida solucdo tampdo TRIS — sacarose
(20 mmol.L™" - 0,5 mol.L™"), pH 8,0, em uma relacdo de 3 volumes/peso para figado e
branquia e 20 volumes/peso para rim. Posteriormente, as amostras foram
homogeneizadas. Uma aliquota de 300uL do homogeneizado da amostra de tecido
hepatico foi reservado para quantificagdo de metais. Em seguida a parte restante do
homogeneizado de figado e o homogeneizado de rins e branquias foram centrifugados a
30.000g por 20 minutos a 4°C, obtendo-se um sobrenadante, a fracdo S30, que neste
estudo foi considerada como fracdo citosélica ! Uma aliquota de 300uL desta fracdo
de tecido hepédtico também foi reservado para determinacao de metais nesta fracao.

Posteriormente uma aliquota de 100uL da fragcdo citosdlica de cada 6rgdo foi
reservada para a quantificacdo de MT. A parte restante desta fracdo do tecido hepatico
foi aquecida a 70°C por 10min. em banho-maria e em seguida centrifugada 30.000g por
20min a 4°C. Uma aliquota de 300uL do sobrenadante obtido denominado de fracdo
MT foi reservada para a quantificacdo de metais.

MT foi quantificada em tecido hepatico, renal e branquial. Zn, Cu e Cd foram

quantificados somente no tecido hepatico.

I11. 6 - Determinacdo de metais.

Para a determinacdo de metais, toda a vidraria utilizada foi anteriormente
descontaminada em solu¢@o 10% de 4cido nitrico (HNO3).

Zn, Cu e Cd foram determinados no figado total, na fracdo citosélica e na fragao
MT do tecido hepético. Em cada aliquota de 300uL de cada fracdo do tecido hepatico
foi adicionado 1,5mL de HNOj para digestdo das amostras, incubando-se por uma noite.

Transcorrido este periodo, foi acrescentado 3,2mL de dgua ultrapura. Um branco foi



Indcio, A.F. 13

confeccionado utilizando 300uL de tampao TRIS-sacarose, 1,5mL de HNOs e 3,2mL de
agua.
As amostras foram analisadas em espectrometro de emissdo 6tica com fonte de

plasma de argdnio indutivamente acoplado (ICP OES) (figura 3).

Figura 3 - Espectrometro de emissao 6tica com fonte de plasma de argonio

indutivamente acoplado, marca Jobin Yvon, modelo Ultima 2.

Os parametros utilizados na determinagcdao de cada metal sdo mostrados nas

tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Parametros instrumentais do ICP OES para deteminacao de Cd, Cu e

Zn.
Poténcia incidente 1200 W
Vazao da amostra (mL/min) 1.0
Vazao do gis do Plasma (L/min) 12
Vazao do Sheath gés (L/min) 0.2
Tempo de estabilizacdo (s) 3
Vazao do gis no nebulizador (L/min) 0.4
Pressao do gés no nebulizador (bar) 2.45
Altura de observagao (mm) 15
Replicatas 3
Tipo do Nebulizador MiraMist
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Tabela 2 — Linhas de emissao e limite de deteccao de Cd, Cu e Zn por ICP OES.

Elemento Linhas de emissao (nm) Limite de deteccao (mg/L)
Cd 228,802 0,001
Cu 324,754 0,001
Zn 213,856 0,003

I11. 7 — Determinagdo de MT.

MT foi quantificada por polarografia de pulso diferencial com eletrodo de
mercurio utilizando Polarégrafo Metrohm VA 663 (figura 4). A determinacdo de MT
por polarografia utiliza o método descrito por Brdicka, baseado na evolucdo catalitica

do H" na superficie do eletrodo na presenca de grupamentos sulfidrilas (SH) e Co 62,

Figura 4 - Polarégrafo Metrohm VA 663.

Para andlise, foi preparada uma solucdo eletrolitica de tampdao de amodnio
(hidréxido + cloreto de amdnio 1M, pH 9.5) contendo 0,6mM de cloreto de hexamina
cobalto. Foi confeccionada uma curva analitica utilizando MT comercial purificada de
figado de coelho, na faixa de 0,01 a 0,25 mg/L a partir de uma solu¢do-mae de MT
(50mg/L em H,0O destilada) (figura 5). Em cada aliquota de 100uL reservada para a
quantificacdo de MT foi adicionado 900puL de solugdo de NaCl 0,9%. Estas suspensoes
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foram aquecidas a 70°C por 10min. em banho-maria para e em seguida centrifugadas a
30000g por 20min a 4°C e o sobrenadante utilizado na determina¢do de MT 63,

Para andlise, 10uL do sobrenadante obtido foi adicionado a 10mL de solucdo
eletrolitica e em seguida a solucdo foi degaseificada com nitrogénio por 10s. A andlise
foi realizada em modo de varredura em potencial negativo de — 0,9 a —1,7V, onde o pico
correspondente a presenca da MT (onda catalitica de hidrogénio) € obtido em um
potencial de —1,48V (figura 5). As condicdes instrumentais de andlise foram as
seguintes: amplitude do pulso de voltagem de 0,025V, duragao da aplica¢do do pulso de
voltagem de 0,057s, velocidade de O,OOSV.s'1 e tempo de 0,5s.

A figura 6 mostra a seqiiéncia de reagdes eletroquimicas quando o método de

Brdicka € utilizado para a quantificagao de MT.

0.05u

0.05u] |

Onda catalitica de

f _01 5u_ hidrogénio
10,250
035 Ca . . .
EiE 12 13 14 15 16

E/V

Concentragdes: 1 -0 mg.L’l, 2-0,01 mg.L’l, 3-0,05 mg.L’l, 4-0,1,5-0,25 mg.L'1

Figura 5 — Polarogramas de MT purificada na faixa de 0,01 a 0,25 mg.L™".
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Figura 6 — Seqiiéncia de reacoes eletroquimicas na determinacao de MT por

Brdicka.

I11. 8 — Analises estatisticas.

Para a comparagdo entre grupos de machos e fémeas com relagdo as varidveis
biométricas, concentracdo de metais e MT, foi utilizado o teste t de Student. As
significancias das correlacdes entre as varidveis biométricas, metais e MT foram
avaliadas pelo teste de correlacio de Spearman. Ambos os testes foram realizados

utilizando o Programa Estatistico SPSS versao 9.0.



1V - Resultados
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1V. 1 - Comparacao dos pardmetros biométricos entre acards machos e
fémeas.

Acards foram separados por sexo para a comparaciao dos parametros biométricos
peso e tamanho corporal. Para esta andlise foram utilizados um total de 37 acarés.
Acards machos mostraram uma variacao de peso de 24,4 a 97,1g e fémeas entre 21,5 a
95,1g. Em relagdo ao comprimento total, a variacdo entre machos foi de 11,0 a 18,0 cm
e entre fémeas esta variacdo foi de 10,5 a 18,5. Os valores médios de peso e
comprimento total para ambos os sexos sdo mostrados na tabela 3. A andlise estatistica
dos dados pelo teste-t student mostram que o peso € o comprimento total entre acards
machos e fémeas ndo apresentaram diferenca significativa. Por ser uma amostra
homogénea para estes parametros foi possivel comparar machos e fémeas com relacao

aos demais fatores.

Tabela 3 — Peso médio e comprimento total dos animais.

Sexo N Média | Desvio Padrao Minimo Maximo
M 22 52,2 17,8 24 .4 97,1
Peso (g)
F 15 432 18,2 21,5 95,1
M 22 14,3 1,7 11,0 18,0
Compr. total (cm)
F 15 13,2 1,8 10,5 18,5

IV. 2 - Metais : A influéncia do sexo, peso e tamanho corporal.

IV. 2. 1 - O fator sexo.

A concentrac¢do hepatica do Zn, Cu e Cd foram determinadas em acards machos
e fémeas para avaliar a influéncia do sexo, peso e tamanho na concentracdo de metais
no tecido hepatico. Os metais foram quantificados no figado total, no citosol e na fracao
MT. Cd ndo foi detectado no tecido hepdtico de acards nao expostos. Em ambos os
sexos, verificou-se que a concentracdo de Zn foi superior a concentracao do Cu nas trés
fragdes hepaticas. Em acards machos a concentragdo de Zn no figado total foi de 4,6
vezes maior que a concentracdo de Cu e em fémeas esta concentracdo de Zn foi em
torno de 4,2 vezes maior. A tabela 4 mostra as concentragcdes médias de Zn e Cu
hepatico em acards machos e fémeas. A andlise dos dados pelo teste-t student mostrou
que ndao houve diferenca significativa entre machos e fémeas com relacdo a

concentracao de Zn e Cu hepético.
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Tabela 4 — Concentracao de Zn e Cu nas trés fracées hepaticas de acaras.

Machos Fémeas
Metal Média em pg/g Média em pg/g
N=22 N=15
Zn total 1,48 £0,51 1,53 £0,38
Zn citosol 1,26 £0,38 1,25£0,33
Zn fracao MT 1,02 £0,47 0,96 + 0,37
Cu total 0,32 £0,17 0,36 £0,19
Cu citosol 0,29 £ 0,18 0,33 +£0,17
Cu fracao MT 0,29 £ 0,19 0,29 £ 0,15
Cd Total nao detectado ndo detectado
Cd Citosol nao detectado ndo detectado
Cd Fracao ndo detectado nao detectado

IV. 2. 2 — Os fatores peso e tamanho corporal.

Os parametros peso e tamanho corporal foram relacionados a concentracao
hepédtica de Zn e Cu a fim de verificar a influéncia destes fatores no conteido metais no
figado de acards (tabela 5). Para esta avaliagdo machos e fémeas foram agrupados, pois
ndo apresentaram diferenca em relagdo a concentracdo de metais neste tecido como foi
anteriormente mostrado. O Zn apresentou uma correlacdo positiva para p<0,01 com o
peso e tamanho corporal demonstrando que acards maiores possuem maior quantidade
de Zn neste 6rgdo. Para o Cu ndo foi verificada qualquer relagdo entre o peso ou
tamanho corporal e a sua concentracdo no tecido hepatico. A tabela 5 mostra os valores

de r (coeficiente de correlacio de Spearman) para relacdo entre a concentracio

intracelular hepatica de Zn e Cu e peso e tamanho corporal.
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Tabela 5 - Relacdo entre a concentracdo hepatica de Zn e Cu e os

parametros peso e tamanho corporal. (n = 37)

Compr. total Peso Corr. Spearman
Zn total r 0,590 0,639 p<0,01
Cu total r 0,199 0,197 nao sign.

IV. 3 - MT hepdtica, renal e branquial: a influéncia do fator sexo, peso e
tamanho corporal.

1V. 3. 1 - O fator sexo.

A concentracdo de MT foi determinada em figado, rim e branquias, agrupando-
se 0s animais por sexo com o objetivo de avaliar a concentracdo da proteina nos
diferentes 6rgaos e a influéncia do fator sexo, peso e tamanho corporal na concentracdo
da mesma em cada 6rgdo. Em acards machos a concentracdo de MT hepatica variou de
2,99 a 9,20mg/g e em fémeas de 4,32 a 11,75 mg/g. A concentracdo de MT renal em
machos variou na faixa de 0,78 a 3,22 mg/g e em fémeas a concentracao variou de 1,63
a 6,18 mg/g. Branquias apresentaram concentragdes que variaram de 0,88 a 3,85mg/g
em machos e de 1,05 a 3,85 mg/g em fémeas. O gréfico da figura 7 mostra os niveis de
MT hepdtica, renal e branquial em acaras machos e fémeas.

O figado apresentou maior concentracdo média de MT (5,73 = 1,47 mg/g em
machos e 7,09 + 1,83 mg/g em fémeas) para p<0,01 pelo teste-t Student, quando
comparado aos demais 6rgdos em ambos os sexos. Maiores niveis de MT renal e
hepatica foram observados em fémeas para p<0,05. Acards machos nao mostraram
diferenca entre os niveis de MT renal e branquial. No entanto em fémeas verificou-se
que os niveis de MT renal sdo superiores aos niveis de MT branquial para p<0,05. A

concentracao de MT branquial ndo mostrou diferenca entre machos e fémeas.
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Figura 7 — Niveis de MT hepatica, renal e branquial em acaras nao expostos a Cd.
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V. 3. 2 - Os fatores peso e tamanho corporal.

As concentracdes de MT hepatica, renal e branquial foram relacionadas ao peso
e ao tamanho corporal de acards, a fim de verificar a influéncia destes fatores nos niveis
da proteina nos trés 6rgdos (tabela 6). MT hepdtica e renal ndo mostraram qualquer
relacdo com os parametros biométricos nos acards, de modo que verificou-se que a
concentracdo da proteina nestes 6rgaos € independente do peso ou comprimento do
animal. Para a MT branquial foi verificada uma correlagio positiva significativa com o
comprimento e o peso dos animais para p<0,01 pelo teste de correlagdo de Spearman.
Assim, observou-se que a concentracdo de MT nas branquias é maior em animais

maiores. A tabela 6 mostra os valores de r para a correlacdo entre MT e os parametros

biométricos em acaras.

Tabela 6 — Relacdo entre MT hepatica, renal e branquial e parametros

biométricos. (n = 37)

Compr. total Peso Corr. Spearman
MT hepatica r 0,004 0,044 nio sign.
MT renal r -0,170 -0,192 nao sign.
MT branquial r 0,400 0,381 p<0,01

1V.4 - MT hepdtica e a sua relacao com metais.

A concentracdo hepatica de Zn e Cu em acaras foi correlacionada aos niveis de
MT no figado para avaliar a relacdo da proteina com ambos os metais. Os niveis de MT
hepatica foram mais elevados quando a concentracdo de Zn e Cu no 6rgio era mais alta,
de modo que uma correlagcdo positiva significativa p<0,01 e p<0,05 foi observada entre
Zn e MT e Cu MT respectivamente. A tabela 7 mostra os coeficientes de correlacio de

Spearman obtidos para cada metal em relacdo a concentracdo de MT hepatica.

Tabela 7 — Relacao entre a concentracio de Zn e Cu e MT hepatica. (n = 37)

MT hepatica | Corr. Spearman
Zn total r 0,417 p<0,01
Cu total r 0,342 p<0,05




Indcio, A.F. 22

1V. 4. 1 - A distribuigdo intracelular hepdtica de Zn e Cu.

Para avaliar a distribui¢do intracelular hepatica de Zn e Cu foram obtidas as
concentracdes de ambos os metais nas fracdes citosdlica ndo e citosdlica. A fracdo
citosdlica foi subdividida em duas fra¢des: denominadas fracdo contendo MT e fracdo
nao contendo MT. A concentra¢do de Zn e Cu nao citosoélico foi de 0,247 e 0,042 ug/g
respectivamente. O Zn e o Cu presente na fracdo citosdlica que ndo contem MT
apresentaram concentragdes de 0,257 e 0,021 ug/g respectivamente. As maiores
concentracdes de Zn e de Cu foram observadas na fracdo citosélica que contem a MT.
Nesta fracdo a concentragdo de Zn foi de 0,996 ng/g e a de Cu 0,305 pg/g. O grafico da
figura 8 mostra a distribui¢do de Zn e Cu nas trés fracdes hepiticas.

Uma distribuicao percentual mostrou que 16,5% do Zn e 11,38% do Cu hepatico
estd contido na fracdo ndo citosdlica. Um percentual de 17,1% de Zn e 5,69% de Cu
estd contido na fracao citosdlica que ndo contém MT. Entretanto 66,4% do Zn e 82,6%
do Cu encontra-se na fracdo que contem a MT. Assim verificou-se que embora o Zn
esteja presente em maior concentragdo no tecido hepatico, um maior percentual de Cu é
encontrado na fragdo que contem a MT. A distribuicao intracelular hepdtica percentual é

mostrada no gréfico da figura 9.
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Figura 9 — Distribuicao percentual de Zn e Cu intracelular no tecido hepatico de acaras.



Indcio, A.F. 25

1V. 5 — MT e metais em acards expostos a Cd.

1V. 5. 1 - MT Hepdtica, renal e branquial em acards expostos a Cd.

A concentragdo de MT nos trés 6rgaos de acards expostos a Cd foi quantificada
para verificar a inducdo da proteina pelo metal, avaliando a sensibilidade de cada 6rgao
a exposicao (figura 10). Acards expostos a Cd apresentaram maiores niveis de MT renal
e branquial em relacdo a acards ndo expostos para p<0,01 pelo teste-t student. A
concentracao de MT renal em acards expostos foi de 3,71 £ 0,79 mg/g comparada a uma
concentracao de 2,20 + 0,88 mg/g em acards nao expostos. A concentra¢do branquial de
MT em acards expostos foi de 2,54 + 0,49 mg/g enquanto que acards nao expostos
apresentaram concentracdo de MT branquial de 1,68 + 0,56 mg/g. A MT hepatica ndo
mostrou diferenca entre acards expostos e ndo expostos. Em expostos foi observada uma

concentracdo de 6,65 + 1,43 mg/g e em ndo expostos de 6,32 + 1,75 mg/g.
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Figura 10 — Niveis de MT hepatica, renal e branquial em acaras expostos e

nao expostos a Cd.
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IV. 5. 2 — A concentracdo hepdtica de Zn, Cu e Cd em acards machos e
fémeas.

A concentracdo hepdtica Zn, Cu e Cd foi quantificada em acards expostos a Cd
(tabela 8). Maior concentragcdo de Cd foi observada no tecido hepético de acards
expostos quando comparados a concentracdo de Zn e de Cu. Como observado em acaras
ndo expostos, verificou-se que a concentracdo de Zn total é superior a do Cu. Machos e
fémeas ndo mostraram diferenga com relagdo a concentracao de Zn, Cu e Cd no tecido
hepatico apds exposi¢do ao Cd. No entanto, acards expostos apresentaram menor

concentracdo de Zn e Cu quando comparados ao grupo nao expostos.

Tabela 8 - Concentracio hepatica de Zn, Cu e Cd em acaras expostos e nio

expostos a Cd.

Nao Expostos Expostos
Teste t de
Metal média em pg/g | média em pug/g
student
N=37 N=14

Zn Total 1,50+0,43 1,09 £0,53 p<0,01
Zn Citosol 1,25 +0,34 0,99 +£0,22 p<0,05
Zn Fracao 0,99 £0,40 0,53+0,13 p<0,01
Cu Total 0,34 +0,17 0,20+ 0,07 p<0,01
Cu Citosol 0,31+0,17 0,14 £ 0,05 p<0,01
Cu Fracao 0,29 +£0,17 0,11 +0,04 p<0,01

Cd Total nao detectado 2,24+ 0,30 e

Cd Citosol nao detectado 1,93 £0,59 —

Cd Fracao nao detectado 1,08 £0,32 —
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1V. 5. 3 — A distribuigdo intracelular hepdtica de Zn, Cu e Cd em acards
expostos a Cd.

O perfil de distribuic@o intracelular hepatico do Cd é mostrado no grafico da
figura 11. A concentracio de Cd na fracdo ndo citosdlica foi de 0,359ug/g,
representando 15,1% do total de Cd no tecido hepéatico. O Cd na fracdo citosélica que
nao contém MT representa 41,2% do Cd hepatico. Nesta fracdo encontrou-se uma
concentracao de 0,980ug/g de Cd. O Cd contido na fracdo que contem a MT equivale a
43,7% do Cd total do tecido hepatico com uma concentracao de 1,040ug/g. O perfil de
distribuicdo observado para o Cd mostrou ser diferente do perfil do Zn e do Cu onde a

maior concentra¢do do metal, encontra-se na fracdo que contem a MT.
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Ap6s exposi¢ao ao Cd, o perfil de distribui¢do intracelular hepético do Zn e do
Cu foi avaliado.

A figura 12 compara a distribui¢do intracelular de Zn entre acards expostos € nao
expostos. Nesta avaliacdo, machos e fémeas foram agrupados por ndo apresentarem
diferenca em relacdo a concentragao do metal no tecido hepatico como anteriormente
mostrado. Acards expostos apresentaram uma concentracdo de 0,097 ug/g de Zn na
fracdo ndo citosdlica, equivalente a um percentual de 8,87% do total de Zn no tecido
hepético, enquanto que em acards niao expostos foi verificada uma concentracdo de
0,247ug/g nesta mesma fracdo, o que equivale a 16,5% do Zn hepatico. Em acaras
expostos, a concentragdo de Zn na fracdo citosdlica que nao contém MT foi de
0,462ug/g e em nao expostos esta concentracdao foi de 0,257ug/g, de modo que em
acardas expostos 42,2% do Zn total estd contido na fragdo citosdlica que ndao contém MT
e em nao expostos, apenas 17,1% encontra-se nesta fracdo. Assim verificou-se que apos
exposi¢do ao Cd houve uma alteracdo da distribui¢do intracelular hepética do Zn,
registrando-se uma diminui¢do do Zn na fracido nao citosélica e um aumento do Zn na
fragdo citosolica que ndo contém MT. Na fracdo que contem a MT isolada, verificou-se
uma concentragdo de Zn de 0,548ug/g em acards expostos, o que representa 50,1% do
Zn total hepdtico enquanto que em acards ndo expostos foi verificado uma concentracao
de 0,996ug/g, equivalente a 66,4%. O perfil de distribui¢cdo intracelular hepética de Zn

e Cu em acarés expostos a cidmio € mostrado no grafico da figura 12.
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A figura 13 mostra a comparacdo da distribui¢do intracelular de Cu em acards
expostos e ndo expostos a Cd. Acards expostos apresentaram uma concentracao de 0,064
png/g de Cu na fragdo ndo citosdlica, equivalente a um percentual de 31,5% do total de
Cu hepatico. Em acards ndo expostos foi verificada uma concentracdo de 0,042ug/g
nesta fracdo, o equivalente a 11,3%. Nos expostos, a concentracdo de Cu na fracdo
citosdlica que ndo contém MT foi de 0,026p1g/g e em ndo expostos esta concentracdo foi
de 0,021ug/g, respectivamente o equivalente a 12,80% e 5,69%. Maior percentual de Cu
foi encontrado na fracdo que contem a MT tanto em expostos como em nao expostos.
Na fracdo que contem MT foi verificado uma concentragdo de 0,107ug/g de Cu
representando um percentual de 52,7% em acards expostos. Nos acards ndo expostos,
nesta mesma fracdo foi verificado uma concentracdo de 0,305ug/g de Cu, o que
equivale a 82,6% do Cu hepdtico. Verificou-se que apés exposi¢ao ao Cd, houve uma
redugdo no percentual de Cu contido na fracdo que contém a MT em contraste com um
maior percentual de Cu na fracdo nao citosélica. O Cd promoveu uma alteracdo no
perfil de distribuicdo intracelular hepédtica do Cu de modo que parte do metal foi

deslocado da fracdo que contem MT.
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Os estudos sobre MT em espécies de peixes tém consistido basicamente na

o L, 64. 6 - ~ . . . -
descricdo da proteina " °, relacdo da MT com tolerancia a metais e quantificacdo de

66, 67 17

MT sob condicdes experimentais ou condicdes de poluicio ambiental
Entretanto, a distribuicdo de metais na célula e a por¢ao de metais ligados a MT sdo
amplamente desconhecidas '’ Eles podem variar entre espécies e depender dos distintos
mecanismos de regulacio dos niveis de metal nos peixes ®. Além disso, existe uma
ampla faixa de variacdo na concentracdo de MT e metais de acordo com a espécie e
6rgios, dependendo da idade, desenvolvimento e outros fatores fisiolégicos '°.

Neste trabalho, MT e metais foram estudados em acard, um peixe nativo e
amplamente distribuido no Brasil, avaliando suas relagdes com parametros bioldgicos
como sexo, peso e tamanho corporal, além da distribuicdo intracelular de metais no
tecido hepatico. Os 6rgdos escolhidos para a quantificacio de MTs foram os mais
relacionados com o metabolismo dos metais, como figado, rim e branquias. A
distribuicao intracelular de metais Zn e Cu foi estudada somente no tecido hepatico por
ser o Orgdo principal de detoxificacdo. Os niveis hepaticos de MT também foram
relacionados ao contetdo de metal no figado avaliando-se a relagdo da MT com metais
neste orgao.

E geralmente aceito que a principal funcio das MTs esteja relacionada ao
regulacdo dos metais no organismo, embora a exata natureza destas fungdes
permanecam indefinidas. Func¢des postuladas incluem detoxificacdo e estocagem de
metais e a regulacdo do metabolismo celular de cobre e zinco em resposta a alteracdes
fisiologicas e ambientais.

Os sistemas subcelulares estdo envolvidos no acimulo, regulacio e
compartimentalizagdo de metais, e isto inclui a ligacdo dos metais a proteinas como a
MT, inclus@o em lisossomas e granulos. A distribui¢do intracelular de certos metais, sua
toxicidade, detoxificacdo, transporte e homeostasia de elementos tracos (Zn e Cu) sdo
regulados pela MT . A MT enddgena e induzida pode ligar-se a metais como Zn, Cu,
Cd, Hg dependendo da natureza e/ou afinidade de cada metal pela proteina. A
capacidade de inducdo das MTs € maior nos tecidos que estdo envolvidos nos processos
metabdlicos como captacdo, acimulo e excre¢do. Assim, 6rgdos como figado, rim,
branquias sdo destacados com relacdo a quantificacdo de MT e metais em estudos

16, 41

descritivos e de exposicdo a metais . O Cd € um potente indutor da MT e a

exposi¢do ao mesmo pode alterar a distribui¢do intracelular de metais em determinados
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6rgdos. Tais alteragdes foram inicialmente estudadas por Petering em 1978 °.
Posteriormente verificou-se que essas alteracdes eram dependentes de condigdes
especificas de exposicdo *°.

Assim, nesse estudo, um grupo de acards também foi exposto a Cd por inje¢cao
intraperitoneal avaliando-se alteragdes da homeostasia como inducdo da MT hepatica,
renal e branquial e alteracdes na distribuicao intracelular hepética dos metais essenciais
Zn e Cu promovidas pela exposicdo ao metal ja que tais alteracdes t€m sido propostas

.. . . 71
como um indicador de toxicidade ‘.

V. 1 - Metais e parametros biolégicos.

Para o estudo foi feita uma amostragem homogénea entre acards machos e
fémeas com relacdo aos parametros biométricos peso e comprimento total. A
homogeneidade dos individuos nessa amostragem com relacdo a estes parametros
possibilitou a comparacdo entre machos e fémeas com relacdo a diferentes fatores, sem
a interferéncia do peso ou tamanho diferenciado entre os sexos.

A influéncia do sexo, peso e tamanho corporal na concentra¢do hepatica de Zn e
Cu foi avaliada em acards, pois diferencas na concentracdo de metais em peixes podem
ser devidos a diferentes fatores. Ao lado da exposi¢do a metais, fatores endégenos
como sexo e idade devem ser considerados . No entanto os acards utilizados neste
estudo ndo apresentam uma ampla variacdo de tamanho corporal de modo a permitir
agrupé-los por faixa etaria.

Em relacdo ao fator sexo, estudos t€m mostrado diferencas na concentragio de

. . . . 51, 72, 73
metais entre sexos durante o ciclo reprodutivo em rainbow trout (trutas) *~ '~ . E

m
Salmo salar (salméo), maiores niveis de metais foram observados em fémeas durante o
processo ovulatorio " No entanto, neste estudo, acards fémeas nao foram agrupadas em
ovuladas e nao ovuladas para que um “n” representativo pudesse ser utilizados nas
avaliacdes comparativas. Além disso, o nimero de fémeas ovuladas em um total de 15
exemplares foi considerado irrelevante para um estudo comparativo. Assim, entre acaras
machos e fémeas ndo se observou um diferenca significativa no conteido hepatico de
metais de modo que na ausé€ncia de um processo ovulatdrio, o contetido hepatico de Zn
e Cu em acarés fémeas € semelhante aos encontrados em acards machos.

Segundo Kraemer, 2005, a taxa de crescimento do animal pode influenciar a

concentracdo de metal no organismo, enquanto outros estudos realizados em Brown
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Trout (trutas) e Anguilla anguilla (enguias) verificam que o fator crescimento ndo afeta

~ . 7, 75, 76
a concentracdo de metal no organismo ~

. Logo, verifica-se que a influéncia do
tamanho e peso do animal na concentracdo de metais pode variar de acordo com a
espécie. Em acards observou-se que um maior conteido de Zn hepdtico foi verificado
em acards maiores de modo que o Zn nesta espécie € influenciado pelos parametros
biométricos do animal. Tem-se demonstrado em algumas espécies que o tamanho do
animal t€ém um papel importante no acimulo, metabolizac@o e concentragao do metal no
organismo e, o acimulo de metais nos seres vivos, ndo depende somente da
biodisponibilidade do metal '®. Acredita-se entdo, que as maiores concentracdes de Zn
observadas nos acards maiores estejam relacionadas as necessidades fisioldgicas e
metabodlicas da espécie, pois se sabe que o metal é essencial para estrutura e
funcionamento de vdarias metaloenzimas, as quais participam de uma variedade de
processos metabélicos celulares *°.

Em relac@o ao Cu, ndo foi verificada qualquer correlacio entre sua concentragao
no figado e o peso e tamanho corporal de modo que o conteido deste metal nio é
alterado com o tamanho do animal. Resultados semelhantes foram observados em
Brown Trout (trutas) e Anguilla anguilla (enguias) 7% Em liza aurata (mullet)
observa-se que o Cu estd relacionado ao tamanho e peso corporal do animal, onde
animais maiores apresentaram maior conteido deste metal no citosol 16, Assim, observa-
se que existe uma diferenca interespecifica com relacdo ao metabolismo ou acimulo de
metais em peixes. A nao relacdo observada entre o tamanho e peso corporal em acards

mostra que nao hd um processo de acimulo do metal ocorrendo nesses animais.

V. 2 — MT e parametros biolégicos.

MTs tém um papel regulatério nos processos metabdlicos Zn-dependentes e
podem atuar como um estoque de Zn e Cu necessarios a sintese de metaloenzimas e
metaloproteinas no organismo. O controle do fluxo de Zn em animais, onde muitas
vezes 0 Zn € o maior ou Unico metal presente na estrutura da proteina, também pode ser
atribuido as Mts '>77.

Como observado em estudos em outras espécies de peixes '°, foi demonstrado
que a concentragdo de MT em acards € orgao-especifica, de modo que os maiores niveis

da proteina sao observados no tecido hepatico e renal, encontrando-se menor quantidade

em branquias. O maior conteido de MT observado no tecido hepético dos acards, assim
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como em outras espécies, estd associado ao fato de que o figado constitui um dos
principais 6rgdos relacionado ao metabolismo de forma geral, de modo que as maiores
concentracdes de MT encontradas neste 6rgdo em ambos o0s sexos pode estar
relacionado ao papel do mesmo no metabolismo e na regulacdo homeostasica dos metais
16

A influéncia do sexo na concentracdo de MT ja foi evidenciada em diversas
espécies animais e os niveis de MT em peixes tendem aumentar devido a fatores
hormonais. Acards fémeas apresentaram maiores niveis de MT hepdtica e renal em
relacdo a acards machos, o que pode estar associado a indug¢do da proteina por
horménios em fémeas ”°.

A MT participa de processos metabolicos de regulacdao de metais essenciais e de
detoxificacdo de metais pesados, e alguns desses processos, sofrem alteracdes de acordo
com o tamanho e peso do animal. Em acards, ndo foi observada uma relacdo entre os
niveis de MT hepética e renal e os pardmetros peso e tamanho corporal. No entanto
observou-se que acards maiores possuem maiores niveis de MT nas branquias. As
branquias sdo as principais vias de captacdao de metais estando em contato direto com o
meio externo. A captacdo envolve a ligacdo a sitios especificos nas células epiteliais e
como as MTs atuam na regulagdo homeostésica de metais e as necessidades metabdlicas
sao alteradas de acordo com o crescimento, acredita-se que uma maior concentragao de
MT branquial seja necessaria para o controle e regulacio da homeostasia dos metais

neste 6rgdo em acards maiores .

V.3 - Relacdo entre MT hepdtica e metais.

MTs desempenham um papel fundamental na regulacdo intracelular de metais. A
relacdo entre os metais Zn e Cu e a MT hepatica foi avaliada nos acards observando-se
uma relacdo linear entre a MT e ambos os metais. Esta relacdo ja foi demonstrada em
outras espécies de peixes mostrando como o0s niveis basais de Zn e Cu estdo
relacionados a MT, possivelmente devido ao papel da proteina na metabolizacdo e
regulacio homeostédsica dos metais **. O metabolismo do Zn nos hepatécitos estd
intimamente relacionado a MT e sua expressao € regulada pelo conteido de Zn na
célula, o que pode explicar a relacdo encontrada entre a proteina e o metal nos acards 81
Em relacdo ao Cu, MT desempenha um importante papel na detoxificacio do metal

c . ~ A . 2,83, 84
além de estar envolvida na sua captagdo, estocagem e tranferéncia no organismo 82.83.84



Indcio, A.F. 38

A um nivel subcelular existe uma fundamental similaridade no metabolismo de Zn e Cu,
de modo que quando o nivel intracelular desses elementos aumenta, uma significante
porcdo do excesso do metal se associa a MT > 7! A capacidade de quelacdo do Cu do
ambiente intracelular torna-se mais eficiente quando os sistemas de detoxificacdo e
estocagem desempenhados pela MT sao induzidos. Assim, os resultados observados em
acaras mostram o papel da MT no equilibrio homeostésico do Zn e Cu, capaz de ligar o
excesso desses metais nesta espécie * *'. Uma auséncia de correlacdo entre ambos 0s
metais € a MT pode ser observada quando o metal excede a capacidade de ligacdo pela
MT, o que ocorre em casos de exposicdo a elevadas concentracdes desses metais.
Nesses casos o excesso de metal é ligado por proteinas de alto peso molecular ou
ligantes ndo-tioneinas *!*> % Tal fato ndo foi observado nos acards estudados de modo
que se acredita que ambos 0s metais encontram-se em equilibrio homeostdsico com a

MT no tecido hepatico.

V.4 - Distribuigdo intracelular dos metais.

A distribui¢do intracelular de metais reflete o processo interno que ocorre
durante o acimulo de metais e fornece informagdes sobre a toxicidade e tolerancia em
relacdo 2 exposicdo a metais téxicos **. Alguns dos efeitos deletérios ocasionados pela
exposicdo a metais sdo relacionados a distribuicdo intracelular dos mesmos de modo
que a presenga do metal em maior ou menor concentracio em determinados
compartimentos celulares pode determinar sua toxicidade 8, Manifestagdes de
toxicidades subletais podem coincidir com alteracdes na distribuicao intracelular de
metais, particularmente nos casos onde ocorre uma saturacdo de certos sistemas de
detoxificacdo **. Assim, o conhecimento da compartimentalizacio intracelular de metais
€ essencial para a compreensdo dos mecanismos de toxicidade exercido por metais nos
organismos ™.

Em peixes existe uma grande variacdo entre o conteido de metais no tecido
hepatico, de modo que em algumas espécies o Cu € o metal mais abundante neste
tecido, enquanto que em outras 0 Zn encontra-se em maior concentracdo. Além disso,
diferentes perfis de distribuicdo intracelular e mecanismos diferenciados de
compartimentalizagdo e acimulo em algumas espécies contribui para uma maior ou

menor tolerdncia a exposicdo a metais pesados. A capacidade de alguns peixes em
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tolerar altos niveis de metais estd relacionada aos diferentes mecanismos de
metabolizacdo de metais, associado a sua distribui¢do intracelular 8,

A distribui¢ao intracelular de Zn e Cu no tecido hepdtico de acards mostrou que
ambos os metais encontram-se predominantemente no citosol hepatico. Um maior
conteido de Zn e Cu foram encontrados na fracdo citosélica que contém a MT, o que
reflete a relacdo anteriormente observada entre a proteina e os metais. Esta distribuicao
intracelular mostra que esta fragao tem um papel crucial no metabolismo de metais. Esta
distribuicao também foi verificada em outras espécies de peixes como em Anguila
anguila e Salmo trout, onde a maior parte do Zn e do Cu contido no tecido hepatico foi
encontrada no citosol **.

A avaliagdo da distribuicdo intracelular mostra a compartimentalizacao dos
metais independente do seu maior ou menor conteudo na célula. Um maior percentual
de Zn na fracdo citosélica que nao contém a MT em relacdo ao Cu, indica uma maior
associacdo do metal a outras proteinas citosdlicas diferentes da MT, como proteinas
estruturais e outras metaloproteinas “°. O percentual de Cu na fracdo que contém a MT
foi superior ao percentual de Zn, embora este ultimo esteja em maior concentracdo no
tecido hepético. A predominancia do Cu no citosol mostra sua maior associacdo a MT e
este perfil de compartimentalizacdo também foi verificado em Salmo trout (salmao) em
condi¢cdes normais e de exposicdo ' *°. Esta maior associacdo do Cu a MT pode estar
relacionado a maior capacidade do metal em formar espécies reativas com oxigénio
promovendo danos téxicos, de modo que a ligacdo do metal a proteina, constitui um

21, 22 .
%, Porém, os

mecanismo de defesa celular impedindo que Cu exer¢a sua toxicidade
processos de metabolizagdo e detoxificacdo podem variar de acordo com a espécie
animal. Diferentes mecanismos de detoxificacdo sdo acionados quando ocorre uma
saturacdo do sistema metabolico. Em peixes que acumulam Cu, o aumento do contetido
hepatico do metal ndo equivale a um maior conteido de Cu associado a MT, e o elevado
conteddo de Cu ndo ligado a MT ndo causa nenhum efeito toxico no figado do animal.
Os efeitos toxicos determinados pelo Cu ndo estdo relacionados a sua taxa de acimulo
no tecido hepatico, mas sim a sua distribuicao intracelular no 6érgdo. Em Mugil mugil,
um peixe com altos niveis de Cu no tecido hepético, 95% do metal estd contido na
fracdo nio citosdlica de modo que o seqiiestro do metal nesta fracao protege a célula dos

efeitos téxicos do metal *°. Esses diferentes perfis de distribui¢io podem determinar

maior ou menor tolerancia a toxicidade dos metais °'.
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V.5 — MT e metais em acards expostos ao Cd

Cd ¢ considerado um potente indutor da MT nos organismos vivos e seus efeitos
téxicos sdo ocasionados pela sua ligacdo a sitios celulares especificos como, por
exemplo, proteinas de alto peso molecular. Os efeitos toxicos da exposi¢do a Cd
também sdo dependentes de alguns fatores como condi¢des de exposi¢do, concentracao
e distribuicdo intracelular de metais essenciais e inducdo da MT *2.

A andlise dos niveis de MT em acaras expostos a Cd comparados a acards nao
expostos mostrou uma induc¢do da MT renal e branquial. No entanto nenhuma indugao
foi observada no figado. Varios estudos t€ém sido realizados em organismos em que
metais toxicos sao introduzidos intraperitonealmente. Assim, elevadas concentragdes de
MT tém sido medidas em 6rgdos de diferentes espécies de peixes tais como figado e
rim, de Cyprinus carpio (carpa), em branquias, figado e rim de Scophtalmus maximus
(turbot), e em figado de Oncorhynchus mykiss (truta) para avaliar o processo de indugdo
da MT nos diferentes 6rgaos alvos apds exposi¢ao a metais, observando-se as diferencas

6, 92, 93, 94 )
56.92.93. 94 Estudos realizados em

interespecificas com relacdo a inducdo da proteina
Cyprinus carpio por Cosson em 1994 e De Conto Cinier et al. em 1998, mostraram
diferencas entre 6rgdos com relacdo a indu¢do da MT de modo que a exposicio a 1
mg/L (8,9 mmol.L™") de Cd por uma semana causou um aumento da MT em brénquias,
mas nenhum aumento significativo foi observado no figado. Somente em animais
expostos a 0,44 mg/L (3,9 mmol.L’l) de Cd por 115 dias, foi observado um aumento dos
niveis de MT no tecido hepdtico e renal 93.96 " Agsim, pode-se verificar que o tempo de
exposi¢ao € um fator importante na inducao da MT entre os diferentes 6rgaos de modo
que nos acards, acredita-se que o tempo de exposi¢do de 36h ndo foi suficiente para
induzir a MT hepatica, o que provavelmente ocorreria em um maior periodo de
exposicao.

Block et al., 1991, apontaram as MTs como principais sitios de ligacdo
subcelular para o Cd, e mostrou que o tempo de exposi¢do pode ser mais importante que
a via, considerando diferencas na distribuicdo intracelular do metal °’. A distribuicdo
intracelular do Cd em acards expostos mostrou que o metal estd contido
predominantemente no citosol hepdtico, distribuido entre a fragdo que contém e a que
nao contém a MT. Esta distribuicdo mostra uma associacio do Cd a proteinas

citos6licas diferentes da MT °. Assim, o perfil de distribuicdo verificado para o Cd
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nesta espécie nao foi considerado uma distribuicdo especifica observada em acards, mas
sim um perfil obtido por 36h de exposi¢do ao metal.

O Cd pode ter efeitos potenciais para a mobilizac¢do e distribuicdo intracelular de
metais essenciais de modo que o contetido e/ou padrdo de distribuicao celular de Zn e
Cu pode ser alterado ap6s exposicdo do organismo ao metal "°.

Metais como Zn, Cu e Cd em peixes sdo intracelularmente regulados e
detoxificados pela ligacdo a MT no citoplasma celular podendo ser excretados como

. . ~ . 66
residuos corporais pela acdo dos lisossomos o8

. Acards expostos apresentaram
menores concentracoes de Zn e Cu hepdtico comparado a acards nao expostos. A
reducdo na concentragdo de ambos os metais pode estar relacionada ao processo de
detoxificagc@o ativado pelo Cd para captacdo, seqiiestro e eliminagao deste metal t6xico
no tecido hepético dos acards de modo que ao detoxificar o Cd também se eliminou Zn e
Cu. Entao, verifica-se um metabolismo intrinseco relacionado a elimina¢do de metais
essenciais do organismo apds a exposi¢do a Cd, e os efeitos de toxicidades também
podem estar relacionados com essa reducdo de Zn e Cu, ji que estes metais sdo
necessarios para varios processos metabdlicos no organismo 8,

Os efeitos toxicos do Cd sao dependentes de um maior ou menor contetido de Zn
ou Cu no 6rgio alvo de modo que as diferentes afinidades destes metais pela molécula
de MT podem ser determinantes para uma maior ou menor sensibilidade do organismo
aos efeitos da exposi¢do ao metal 66.98 "0 conteddo de Cd ligado pela MT pode estar
relacionado a presenca de metais essenciais na célula, de modo que o Zn pode ser
deslocado da MT pelo Cd devido a afinidade deste dltimo pela molécula ser maior.
Porem, uma maior afinidade do Cu em relacio ao Cd pela MT ndo possibilita o
deslocamento do Cu da molécula ** %’

Alteragdes na distribuicdao intracelular do Zn e do Cu determinadas pela
exposicdo ao Cd foram observadas em acards € um menor percentual de Zn na fracdo
que contém a MT foi observado em relacdo aos nao expostos. O Zn satura os sitios de
ligacdo da MT, no entanto o aumento da concentracdo de Cd pode deslocar o Zn ligado
a proteina °> *°. A reducdo no contetdo de Zn observado na fracdo que contém a MT
pode ser devido ao deslocamento do metal promovido pelo aumento da concentracdo de
Cd no figado dos acards. Esse deslocamento permite observar o papel da MT no

processo de detoxificagdo do Cd a0 mesmo tempo em que se mostra a alteracdo na

distribuicdo do Zn citosdlico promovido pelo metal. O deslocamento do Zn e a
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conseqiiente ligacdo do Cd a MT constituem um fator de protecao celular realizado pela
proteina de modo que o seqiiestro do Cd impede que o metal exerca sua toxicidade pela
ligacdo a outros alvos celulares. Assim, uma menor suscetibilidade a toxicidade por
exposicao a Cd pode ocorrer em peixes com elevados niveis de Zn.

Diferentemente do Zn, o Cu nao € deslocado da MT pelo aumento dos niveis de
Cd *°. Estas diferencas com relagio a afinidade dos metais pela proteina podem
determinar diferencas na toxicidade do Cd caso o animal possua mais Zn ou Cu no
tecido hepatico.

Em acards expostos observou-se que um maior percentual de Cu foi observado
na fracdo ndo citosélica e um menor percentual foi verificado na fracdo que contém a
MT em comparagdo a acards nao expostos. A maior parte do Cu intracelular esta
localizado na fracdo que contém a MT, e apds exposicao ao Cd, acredita-se que apds o
deslocamento do Zn da MT e a ligacdo do Cd pela proteina, a mesma seja
compartimentalizada nos lisossomos para posterior elimina¢@o. A inclusdo do complexo
metal-MT pelos lisossomos constitui um subseqiiente processo de detoxificagao celular
ap6s ligacdo do metal a MT. A ativacdo deste sistema de detoxificagdo acarreta o
deslocamento do Cu para outras fracdes celulares. Em vertebrados, o figado é o
principal 6rgdo de excrecdo de Cu pela bile, e a excrecdo do metal por esta via se deve a
localizagao sub-celular do Cu na fracdo nao citosdlica, especialmente nos lisossomos em
casos de exposi¢do ao metal e conseqiiente ativacdo dos processos de detoxificacao.
Este mecanismo utilizado pela célula para regular a concentracdo intracelular de metal
bem como a detoxificagdo por exposicdo a um metal téxico, pode explicar um menor
conteido de Cu na fracdo que contém a MT e um conseqiiente aumento na fracdo nao
citosdlica ap6s exposi¢do ao Cd.

A compreensdo dos parametros capazes de alterar os niveis MTs e metais em
diferentes espécies nos fornece subsidios bésicos e indispensdveis na utilizacdo das
mesmas como espécies bioindicadoras em estudos de avaliacio dos efeitos da
contaminac¢do ambiental por metais pesados. Além disso, o conhecimento dos processos
fisioldgicos relacionados a regulacdo de metais pela MT e as alteragdes promovidas pela
exposicdo a um metal téxico auxilia na compreensdo dos mecanismos utilizados pela

espécie na detoxificacao e dos efeitos toxicos ocasionados por metais.



VI — Conclusdo
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Em acards, o figado € o 6rgdo que contém os maiores niveis de MTs, sendo estes
superiores aos dos rins e das branquias. Os niveis de MT hepdtica ndo estdo
relacionados ao tamanho e o peso corporal, e somente a MT branquial apresenta
maiores niveis em animais maiores. Entretanto, o fator sexo esta relacionado aos niveis
de MT no figado e nos rins, onde os maiores niveis da proteina sdo encontrados em
acaras fémeas.

Nesta espécie de peixe, o Zn é mais abundante que o Cu no tecido hepatico e
seus niveis estdo relacionados positivamente com o peso e o tamanho corporal.
Entretanto, as concentracdes de Zn e Cu no tecido hepdtico de acards ndo estdo
relacionadas ao sexo do animal.

Os niveis hepdticos de MT em acards estdo relacionados positivamente ao
conteido de Zn e Cu neste 6rgdo. Em acards, Zn e Cu no tecido hepatico mostram-se
predominantemente no citosol, onde ambos encontram-se em maior quantidade na
fracdo que contém a MT. Porém, a distribuicdo citosélica do Zn € diferente da do Cu,
mostrando uma maior associacdo do Zn na fracdo citosélica que ndo contém a MT,
enquanto o Cu encontra-se quase totalmente na fracdo que contém a MT.

A exposicao de acards a Cd, nas condi¢Oes experimentais deste estudo, induz a
MT em rim e branquias e produz uma alteracdo na distribui¢do intracelular hepatica de
Zn e Cu. A exposi¢do a Cd no tecido hepdtico também promove uma reducdo na
concentracdo total destes metais essenciais ¢ um deslocamento dos mesmos da fracdo
que contém a MT.

De um modo geral, MT e metais em acaréds sdo influenciados por parametros
bioldgicos e por exposicdo ao Cd, e tais influéncias devem ser consideradas para

utilizacdo desta espécie como bioindicador da exposi¢ao ambiental a metais pesados.
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