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RESUMO

CHAGAS, B.R.C. Respostas metabdlicas em qirinos de rd-touro Lithobates

catesbeianus ap0s exposicdo ao zinco, cobre e cadmio. 2019. 98 f. Dissertacdo de

Mestrado (Pés-Graduacdo em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental) —

Universidade Federal de Sdo Carlos campus Sorocaba, 2019.

Os metais, no ambiente aquéatico, podem ser incorporados pela biota local e uma vez
incorporados podem acumular nos organismos e resultar, mesmo em nivel subletal, em
disfuncdo bioquimica e fisiolégica com impacto importante sobre a homeostasia e
desempenho metabolico destes animais. Dentro deste contexto, este estudo propbs-se a
investigar a atividade das enzimas lactado desidrogenase (LDH), malato desidrogenase
(MDH) e os niveis dos metabolitos glicose, proteinas e triglicerideos do figado, rim e
musculo de girinos de rd-touro apos a exposicio de 1ug.L™ de zinco (Zn), cobre (Cu) e
cadmio (Cd) isolados e combinados durante 2 e 16 dias. Nas exposi¢Ges aos Zn e Cu+Cd
a LDH aumentou no figado (2 dias) e, no rim diminuiu nas exposi¢des ao Cu e Cd. A
MDH aumentou no figado (Cu+Cd e Zn+Cu+Cd, 2 dias), no rim em todos 0s grupos
combinados aos metais (16 dias) e no muasculo no grupo exposto ao Cd (16 dias). Os
niveis de glicose aumentaram no figado nos grupos Zn e Cu em 2 e 16 dias de exposi¢ado
e diminuiram no rim (grupos Cu, Cd e Zn+Cu) e no musculo (Cd) em 2 dias de
exposicdo. ApoOs exposicdo de 2 dias aos metais as concentracbes de proteinas
aumentaram no figado (Zn), no rim em todos 0s grupos expostos aos metais, exceto nos
grupos Cd e Zn+Cu+Cd que ndo houve alteracGes, e diminuiram no musculo nos grupos
expostos aos metais isolados. Em relagcdo a concentracdo de triglicerideos, o rim e o
musculo foram os mais afetados, com diminui¢do nos grupos isolados e nos grupos
Zn+Cu e Zn+Cu+Cd em 16 e 2 dias de exposicdo, respectivamente. Houve interacdo
entre 0s metais nas enzimas e nos metabolitos nos trés érgdos analisados. Portanto, esse
estudo mostra que a exposicao aos metais alterou 0 metabolismo normal dos animais e
que a utilizacdo desses biomarcadores é valida para investigar os prejuizos que a

exposicao a xenobioticos pode causar aos anfibios.

Palavras-Chave: anfibios, biomarcadores, glicose, LDH, triglicerideos, MDH, metais,

proteinas.



ABSTRACT

CHAGAS, B.R.C. Metabolic responses in tadpoles of bullfrog Lithobates catesbeianus
after exposure to zinc, copper and cadmium. 2019. 98f. Dissertacdo de Mestrado (P6s-
Graduacao em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental) — Universidade Federal de
Sé&o Carlos campus Sorocaba, 2019.

The metals in the aquatic environment may be incorporated by the local biota and once
incorporated may accumulate in organisms and result, even at sublethal level, in
biochemical and physiological dysfunctions with important impact on the homeostasis
and metabolic performance of these animals. In this context, this study proposes to
investigate the activity of lactate dehydrogenase (LDH), malate dehydrogenase (MDH)
and glucose, protein and triglyceride levels in the liver, kidney and muscle of bullfrog
tadpoles following exposure of 1pg.L™? of zinc (Zn), copper (Cu) and cadmium (Cd)
were isolated and combined for 2 and 16 days. In the exposures to Zn and Cu + Cd the
LDH increased in the liver (2 days) and in the kidney decreased in the exposures to Cu
and Cd. MDH increased in the liver (Cu + Cd and Zn + Cu + Cd, kidney in all groups
combined with metals (16 days) and muscle in the group exposed to Cd (16 days).
Glucose levels increased in the liver in the Zn and Cu groups at 2 and 16 days of
exposure, and decreased in the kidney (Cu, Cd and Zn + Cu groups) and muscle (Cd)
after 2 days of exposure. After 2 days exposure to metals, protein concentrations
increased in the liver (Zn) in the kidney in all groups exposed to metals, except in the
groups Cd and Zn + Cu + Cd that did not change, and decreased in the muscle in the
exposed groups to isolated metals. In relation to the concentration of triglycerides, the
kidney and muscle were the most affected, with decrease in the isolated groups and in
the Zn + Cuand Zn + Cu + Cd groups at 16 and 2 days of exposure, respectively. There
was interaction between the metals in the enzymes and metabolites in the three organs
analyzed. Therefore, this study shows that exposure to metals has altered the normal
metabolism of animals and that the use of these biomarkers is valid to investigate the
damage that exposure to xenobiotics can cause amphibians.

Keywords: amphibians, biomarkers, glucose, LDH, triglycerides, MDH, metals,

protein.
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1. INTRODUCAO

Diversos contaminantes podem afetar o ecossistema aquatico, dentre os quais se podem
citar os farmacos, agroquimicos e os metais (BILA; DEZOTTI, 2003; RUAS et al., 2008;
MEMMERT et al., 2013; SAKURAGUI et al., 2013; CAMPANHA et al., 2015; CARVALHO
et al., 2017). Os contaminantes aquaticos estdo entre os maiores causadores da diminuicao de
espécies de anfibios em seu habitat natural (COLLINS, 2010; MARCANTONIO et al., 2011).

Neste contexto, nas Ultimas décadas, um drastico declinio na populacéo de anfibios tem
sido observado no mundo todo, tornando este grupo o mais ameacado dentre os vertebrados
(BEEBEE; GRIFFTHS, 2005; PARK; KIDD, 2005; COLLINS, 2010). Os anfibios possuem
propriedades Unicas, tais como a elevada permeabilidade cutdnea com rica vascularizagdo da
pele e ovos sem casca que possibilitam a absorcdo de compostos quimicos presentes na agua,
solo ou no ar (TOCHER, 1998; DEGARADY; HALBROOK, 2006; CATENAZZI, 2015;
FALFUSHYNSKA et al., 2015; BRODEUR; CANDIOTI, 2017; CARVALHO et al., 2017),
e, no caso dos anfibios anuros, apresentam ciclo de vida semiaquatico, vivendo exclusivamente
no ambiente aquatico quando girinos e terrestre e/ou aquatico apds sofrerem metamorfose
(MARCANTONIO et al., 2011). Essas caracteristicas, portanto, tornam os anfibios bons
indicadores de qualidade de agua.

Os ambientes aquaticos sdo constantemente atingidos e contaminados por compostos
quimicos estranhos aos organismos, denominados xenobi6ticos, dentre 0s quais se encontram
os metais (VAN DE OOST et al., 2003). Dentre os metais, o zinco (Zn) tem um papel
importante na fisiologia do animal, por ser um elemento que apresenta caracteristicas
antioxidantes e responsével pela diminuicdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), pois ele
interage com elementos como o ferro (Fe) e o cobre (Cu), causando uma diminui¢do da
concentracdo destes elementos nos tecidos e retardando o processo oxidativo, que se da pela
alta concentracdo de radicais livres que podem ser proveniente destes elementos
(WDZIECZACK et al., 1982; WIHELM, 1996; VAGLIO; LANDRISCINA, 1999; LIU et al.,
2006).

Metais como Zn e Cu sdo considerados essenciais para o crescimento de alguns
organismos, fazendo parte dos processos metabolicos. O Zn participa de processos
antioxidativos e o Cu € um cofator para varias enzimas. Entretanto, quando o aumento da

concentragéo ultrapassa os limites fisiologicos do animal, estes metais podem se tornar toxicos
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(ZIRINO et al., 1972; WDZIECZACK et al., 1982; WILHELM, 1996; VAGLIO;
LANDRISCINA, 1999, LIU et al., 2006).

O cadmio (Cd) é um metal ndo essencial para o organismo e encontrado livremente na
natureza e amplamente distribuido por atividades antropicas. E insoluvel e toxico para diversos
organismos, principalmente os organismos aquéticos, pois € onde mais se encontra 0 metal
(ZIRINO et al., 1972; LINS et al., 2010; EROGLU et al., 2015). A exposicdo a esses
xenobidticos pode acarretar alteracdes dos processos metabolicos em organismos que vivem
neste ambiente (LIU et al., 2010; FALFUSHYNSKA et al., 2015; CARVALHO et al., 2017,
HU et al.,, 2017). Esses compostos podem ser absorvidos por estes organismos e serem
metabolizados por um processo denominado biotranformagdo. A biotransformagéo torna
substancias que em geral sdo hidrofébicas em substancias hidrofilicas, a fim de facilitar a sua
excrecdo (VAN DER OOST et al., 2003).

Durante o processo de biotransformagéo e o contato do organismo com 0s xenobi6ticos,
pode ocorrer a formacdo de EROs, que sdo formadas naturalmente pelos organismos aerobios
durante a respiracdo celular; contudo, outros sistemas endogenos também podem contribuir
para a formacédo desses compostos reativos. Os metais sdo conhecidos por causar aumento na
producio de radicais e de EROs por meio da reagdo de Fenton (Fe?* + H,Oz2 > Fed* + "OH +
OH") (FENTON, 1984), resultando em peroxidacdo lipidica, danos no DNA, alteracdo da
homeostase do calcio e morte celular (STOHS; BAGCHI, 1995; CARVALHO et al., 2008;
ABDEL-TAWWAB; WAFEEK, 2017).

Os organismos possuem sistemas fundamentais de defesa celular enziméaticos e nao
enzimaticos contra os danos causados pelas EROs. Além das defesas antioxidantes utilizadas
pelos organismos, a manutencdo do metabolismo aerdbio e anaerdbio é crucial para toleréncia
a exposicao a poluentes ambientais, pois 0s animais estabilizam suas taxas metabdlicas para
garantir o fornecimento adequado de oxigénio aos tecidos. A exposicdo a poluentes também
pode promover mudangas compensatorias na concentracdo de reservas de energia e nos niveis
de enzimas glicoliticas e estas mudancas podem alterar significativamente as diferentes vias
metabolicas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984; TREVISAN, 2008; CARVALHO et al.,
2008; FALFUSHYNSKA et al., 2015).

Alguns estudos verificaram a toxicidade de metais em peixes e o efeito em algumas vias
metabolicas. Destacam-se os de Zhu et al. (2013), que verificaram o efeito do Cu na inducéo
de atividades enzimaéticas e expressGes génicas envolvidas no metabolismo lipidico em
hepatdcitos de carpa capim (Ctenopharyngodon idellus), e de Abdel-Tawwab e Wafeek (2017),
que verificaram aumento da atividade da piruvatoquinase (PK) e decréscimo das atividades das
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fosfofrutoquinase (PFK) e glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) no figado de til&pias do
Nilo, Oreochromis niloticus, expostas ao Cd em diferentes temperaturas. As PFK e PK séo
enzimas regulatorias da glicélise, sendo a PFK uma enzima participante da fase inicial, a PK
da fase final e a G6PDH € uma enzima importante da via das pentoses e que utiliza glicose 6-
fosfato (G6P) da via glicolitica. Portanto, as alteragdes observadas nesses estudos demonstram
um comprometimento da via metabdlica e prejuizo na disponibilidade de energia provocado
pela exposicao a metais.

Entre as enzimas metabdlicas, destaca-se a lactato desidrogenase (LDH) que, apesar de
ndo fazer parte diretamente da via glicolitica, esta relacionada com a interconversao do excesso
de piruvato a lactato. A LDH € uma enzima que catalisa a oxidagdo reversivel do piruvato em
lactato na presenca da coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH+H™),
atuando como aceptora ou doadora de hidrogénio. Durante a oxidacao anaerdbia da glicose, a
LDH fornece NAD" para a reagdo da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e, desta
forma, mantém a via glicolitica funcionando e constituindo numa indicadora da capacidade
anaerdbia da célula (MOTTA, 2000 p. 108; NELSON; COX, 2016, p. 572).

Além disso, 0 NAD* é um transportador de energia e é reduzido a NADH+H", como as
células contém quantidades limitadas de NAD™ a glicolise logo cessaria caso 0 NADH+H"
gerado nesse passo da glicolise ndo fosse continuamente oxidado (TREVISAN, 2008). Quando
0 oxigénio se torna disponivel, o lactato pode ser reoxidado. Neste caso, o piruvato € levado,
via acetil coenzima A (acetil CoA), para o ciclo de Krebs, com consequente fosforilacdo
oxidativa e formacao de gas carbdnico e agua (NELSON; COX, 2016, p. 572).

VariagBes no nivel de atividade da LDH estdo relacionadas com alteragdo ambiental em
peixes. Por exemplo, o aumento da atividade da LDH pode indicar alta atividade anaerdbia,
como observado por CARVALHO et al. (2008) em figado de curimbatas, Prochilodus lineatus,
expostos ao Cu em diferentes pHs e temperaturas, e nas tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus,
expostas ao Cd em diferentes temperaturas (ABDEL-TAWWAB; WAFEEK, 2017). Portanto,
considerando o importante papel dessa enzima para 0 metabolismo celular, uma alteracdo na
sua atividade pode refletir na diminuicdo na razdo NAD*/NADH que, por sua vez, afetaria
inimeras reacdes de oxidorreducdo, incluindo aquelas responsaveis pelo estado funcional dos
grupamentos tiois (-SH) celulares, como a glutationa reduzida (GSH). Consequentemente, a
diminuicdo da GSH pode ser suficiente para interromper as fun¢des dependentes de proteinas
celulares especificas ligadas ao grupo tiol (JONES, 2008).

Além disso, o fornecimento de equivalentes redutores (NADPH) é obtido pela a¢éo da

glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) por meio da transferéncia de um ion hidreto ao
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NADP*. Deste modo um desequilibrio no sistema antioxidante pode ocorrer e a fungdo
antioxidante da GSH pode ser afetada, pois o fornecimento de NADPH encontra-se
prejudicado, a GSH ndo pode ser regenerada, podendo causar danos ao metabolismo celular
(TREVISAN, 2008; FELICIO, 2017).

A malato desidrogenase (MDH) é uma enzima que catalisa a oxidacao reversivel de L-
malato em oxaloacetato na presenca de NAD" (RIBEIRO et al., 2015). Além disso, a MDH tem
participacdo na lipogénese e gliconeogénese. Existem duas isoformas em células eucaridticas:
MDHc e MDHm. A MDHc é encontrada no citoplasma e desempenha um papel fundamental
no sistema de lancadeira malato-aspartato, que € a transferéncia de equivalentes redutores, para
facilitar o transporte de malato do citossol para a mitocéndria. A MDHm é uma enzima
mitocondrial que participa no ciclo dos &cidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs) e que
reversivelmente converte L-malato em oxaloacetato que, por sua vez, contribui para formacéo
de citrato mitocondrial. O citrato, ao ser transportado ao citoplasma, origina acetil co-A para a
biossintese de lipidios (lipogénese) e o oxaloacetato, que pode ser reduzido a malato pela
MDHCc (gliconeogénese). O malato pode retornar a matriz mitocondrial, completando o ciclo
(NELSON; COX, 2016, p. 571).

Assim como todos os organismos, os anfibios também enfrentam a dificil tarefa de
distribuir a energia adquirida em proporc¢des adequadas para seu crescimento, manutengéo,
reproducdo e sobrevivéncia. Neste contexto, os anfibios estdo frequentemente expostos aos
contaminantes em seu ambiente natural que podem levar a alteracdes em sua fisiologia. Frente
ao exposto, a proposta desse estudo em expor girinos de L. catesbeianus aos metais Zn, Cu e
Cd isolados e combinados durante 2 e 16 dias, pretende responder as seguintes questdes:

a) verificar se, apds 0s compostos quimicos entrarem no organismo, foram distribuidos
entre os tecidos e estdo provocando um efeito toxico em alvos criticos, b) quando submetidos
a estas alteracGes os animais podem ser capazes de restabelecer a sua homeostase, por rapida
mobilizacdo de reservas energéticas, podendo ser considerado um mecanismo adaptativo
permitindo ao organismo um aumento na demanda energética durante a exposi¢ao aos metais.

Portanto, nds esperamos confirmar a hipétese de que os metais, isolados e/ou
combinados deverao alterar os parametros bioguimicos, bem como comprometer o gasto de
energia e o0 desempenho desses animais. Aqui também esperamos que esses animais terdo maior
probabilidade de apresentar estresse fisioldgico, com alteracGes na atividade das enzimas LDH
e MDH e nos niveis de glicose, proteinas e triglicerideos.

Assim, a figura 1 apresenta um resumo das enzimas e dos metabolitos analisados no

presente trabalho.
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Figura 1. Esquema com as enzimas do metabolismo energético e dos metabolitos estudados no presente trabalho
marcados em azul. G6P: Glicose-6-fosfato; LDH: lactato desidrogenase; MDH: malato desidrogenase.
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Fonte: Adaptado de Souza et al., 2018.

2. OBJETIVOS

Considerando as informacdes anteriores 0 objetivo principal deste estudo foi avaliar se
a exposicio a 1 pg.L ™ dos metais Zn, Cu e Cd e suas combinagdes, durante 2 e 16 dias, é capaz
de alterar a atividade das enzimas LDH e MDH e as reservas energeéticas em girinos de rd-touro,
Lithobates catesbeianus. Para tanto, pretendeu-se especificamente:

Determinar e analisar os efeitos na atividade enzimatica da LDH e MDH e nos niveis
de glicose, proteina e triglicerideos no figado, rim e muasculo de girino de ré-touro, L.
catesbeianus, apos exposicdo a 1 pg.L™* dos metais Zn, Cu e Cd isolados e suas combinagdes
(1:1e1:1:1);

Comparar os efeitos desses metais e suas combinacdes (1:1 e 1:1:1) na atividade
enzimatica da LDH e MDH e nos niveis de glicose, lipideos e proteina no figado, rim e masculo

de girino de ra-touro, L. catesbeianus expostos por 2 e 16 dias;
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. ORGANISMO TESTE

A espécie Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802) é naturalmente distribuida no leste
da América do Norte, mas a especie foi introduzida em diversas regifes do mundo devido a
comercializacdo, principalmente pela alta demanda da utilizacdo da sua carne na culinaria e de
subprodutos como o couro (CUNHA; DELARIVA, 2009). Por ser uma espécie que pode viver
em qualquer ambiente como rios, riachos e lagoas essa espécie foi introduzida no Brasil na
década de 30 para a cria¢do do primeiro ranario do pais, destinado ao cultivo comercial da carne
do animal (CUNHA; DELARIVA, 2009).

A ré-touro foi escolhida pela facilidade de adaptacéo, rapido crescimento e grande
quantidade de ovos em cada desova, além de que a espécie tem uma grande longevidade,
podendo viver entre 7 a 9 anos em qualquer ambiente (RODRIGUEZ; LINARES, 2001,
CUNHA; DELARIVA, 2009). Cada fémea pode depositar até vinte mil ovos durante 0 ano
(RODRIGUEZ; LINARES, 2001). Os ovos e as larvas do animal apresentam algumas
substancias que conferem um sabor desagradavel aos predadores (RODRIGUEZ; LINARES,
2001; CUNHA; DELARIVA, 2009).

A alimentacdo de pequenos sapos e girinos € composta de pequenos insetos e outros
invertebrados, e sapos maiores e ras se alimentam de pequenos mamiferos, aves, répteis e outros
anfibios (RODRIGUEZ; LINARES, 2001; CUNHA; DELARIVA, 2009; AFONSO et al.,
2010).

O sucesso adaptativo deste animal teve uma boa repercussdo, o que resultou num
incentivo ao cultivo, causando uma distribuicdo da espécie para diversas regides do Brasil. No
pais, a maior distribuicdo da espécie estd na Mata Atlantica e no Cerrado (CUNHA;
DELARIVA, 2009). Hilsdorf e Petrere Jr. (2002) apontam que as espécies exodticas sdo uma
das principais ameacas as espécies nativas da bacia do Rio Paraiba do Sul (Estado de S&o Paulo,
Rio de Janeiro e Minas Gerais). Outros estudos mostram que a presenca da L. catesbeianus
pode influenciar populacGes de anuros nativos por causa da predacdo, competicao de alimentos
e a sua facilidade de adaptacdo (ALVES et al., 2008; AFONSO et al., 2010).

Nesse contexto, varios estudos propdem o uso da L. catesbeianus como uma espécie-
modelo com alto potencial na avaliagdo de efeitos deletérios de aguas contaminadas (BOONE
et al., 2007, OSSANA et al., 2013, VERONEZ et al., 2016) e os resultados obtidos poderé&o,
até certo ponto, fornecer subsidios para a criagdo de normas para a protecdo das espécies
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endémicas no Brasil (DE PAIVA MAGALHOES; FERRAO-FILHO, 2008; DA SILVA et al.,
2015, p. 350)

O uso de espécies nativas necessita de autorizacdo para coleta do Instituto Chico Mendes
de Conservacéo da Biodiversidade - Instituto Chico Mendes, ndo somente por isso, mas também
ha dificuldade em se encontrar espécies nativas 0 ano todo e/ou na época da seca, por exemplo,
e nos casos que demandam medidas em longo prazo. Além disso, existe um compromisso da
comunidade cientifica mundial em seguir os Principios dos 3Rs, de “reduc¢do, substituicao
(replacement) e refinamento” no uso de animais, aprovado pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentagdo Animal (CONCEA) a resolucdo normativa 17, que dispbe sobre o
reconhecimento no Brasil de métodos alternativos validados que tenham por finalidade a
substituicdo, a reducdo ou o refinamento do uso de animais em atividade de pesquisa, a Lei
Arouca. O CONCEA é o 6rgdo responsavel pelo tratamento digno, humanitario e ético a todos
os animais utilizados em atividades de ensino ou pesquisa cientifica.

A Resolugéo Normativa n. 17 referente a lei n. 11794/2008 estabelece que:
Art. 1° Esta Resolugdo Normativa dispde sobre o reconhecimento no pais de métodos
alternativos validados que tenham por finalidade a redugdo, a substituicdo ou o
refinamento do uso de animais em atividades de pesquisa, nos termos do inciso 11 do
art. 5 da Lei n. 11.794, de 8 de outubro de 2008, e sua regulamentag&o.
Art. 2° Para os efeitos desta Resolucdo Normativa, considera-se:
| — Método Alternativo: qualquer método que possa ser utilizado para substituir,
reduzir ou refinar o uso de animais em atividades de pesquisa;
Il — Método Alternativo Validado: método cuja confiabilidade e relevancia para
determinado propdsito foram determinadas por meio de um processo que envolve 0s
estagios de desenvolvimento, pré-validacdo, validagdo e revisdo por especialistas, 0
qual estd em conformidade com os procedimentos realizados por Centros para
Validago de Métodos Alternativos ou por estudos colaborativos internacionais,
podendo ter aceitagdo regulatoria internacional;
1l — Método Alternativo Reconhecido: é o método alternativo validado que foi
reconhecido pelo CONCEA.

Atualmente sdo conhecidas 7969 espécies de anfibios no mundo, sendo 7034 anfibios
anuros (AMPHIBIA WEB, 2019). Em 2004, uma avaliacédo global foi feita e notou-se que 1856
(32%) das espécies estdo ameacadas de extingdo, sendo que nas duas ultimas décadas houve
um numero alarmante de extin¢Bes. Acredita-se que ao menos 168 espécies foram extintas e
pelo menos 2469 tenham declinio de populacdo (AMPHIBIA WEB, 2019). Das 7969 espécies

de anfibios descritas at¢é 0 momento no mundo, 1086 s&o encontradas no Brasil, que tambem
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tem maior nimero de espécies endémicas de anfibios (SILVANO; SEGALLA, 2005). Apesar
da alta diversidade de anfibios encontrada no pais, o seu declinio estd ocorrendo no mundo todo
(FROST et al., 2006). As principais causas desse declinio sdo: destruicdo do habitat, aumento
da radiacdo ultravioleta, mudancas climaticas, introducdo de espécies competidoras, doencas e
presenca de contaminantes quimicos (BLAUSTEIN et al., 2011, FRANCO-BELUSSI et al.,
2016).

De acordo com o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA, 2003) e o Ministério do Meio Ambiente (portarias nos. 444 e 445, de 18
de dezembro de 2014) a mais recente revisdo da Lista Oficial de Espécies Ameacadas de
Extincdo descreveu 41 espécies de anfibios como ameacadas e uma extinta, sendo todas da
Mata Atlantica. Além disso, mais de 90 espécies foram categorizadas como deficientes em
dados, ou seja, ndo ha infomacges suficientes sobre sua distribuicdo geografica, ameacas,
impactos, usos, entre outras, ndo permitindo classifica-las como espécies ameacadas.

Essas espécies ficam protegidas de modo integral, incluindo, entre outras medidas, a
proibicdo de captura, transporte, armazenamento, guarda, manejo, beneficiamento e
comercializacdo. Dessas espécies, 18 foram listadas como criticamente ameacadas, entre elas
as Scynax alcatraz, Holoaden bradei, Paratelmatobius lutzi e Odontophrynus moratoi, que sdo
encontradas apenas em locais isolados nos estados do Rio de Janeiro, S&o Paulo e Minas Gerais
(GARCIA et al., 2009, p. 333, AMPHIBIA WEB, 2019).

Doze espécies foram classificadas como ameacadas de extincdo, dentre elas encontram-
se a Adelophryne maranguapensis, que € restrita a Serra de Maranguape no Ceara, a
Physalaemus soaresi, restrita ao Horto Florestal de Santa Cruz, Itaguai, Rio de Janeiro, a
Hylomantis granulosa, que ocorre em varias localidades do Nordeste, e a Thoropa
petropolitana que ocorre na Serra dos Orgéos, no Rio de Janeiro (GARCIA et al., 2009, p. 333,
AMPHIBIA WEB, 2019).

Onze espécies consideradas vulneraveis, como a Adelophryne baturitensis, restrita a
Serra de Baturité, Ceara, a Thoropa lutzi, que ocorre no Rio de Janeiro, Espirito Santo e Minas
Gerais, e a Melanophryniscus dorsalis, encontrada ao longo da costa em Santa Catarina € no
Rio Grande do Sul. A Phrynomedusa fimbriata, extinta, era conhecida apenas em
Paranapiacaba, S&o Paulo, mas néo é vista ha mais de 80 anos. Ainda, segundo estas fontes, a
maioria das espécies listadas anteriormente tém areas restritas ou altamente fragmentadas, com
perda de habitat e/ou sdo extremamente dificeis de serem encontradas (GARCIA et al., 20009,
p. 333, AMPHIBIA WEB, 2019).
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Portanto, o emprego da réd-touro (L. catesbeianus) como espécie modelo experimental
se d& pela facilidade de sua adaptagdo e reproducdo em laboratério, por ser um organismo de
facil criacdo, minimizando também a utilizacdo de espécies nativas e/ou ameacadas de extincao,
permitindo assim, que sejam desenvolvidos protocolos e métodos comparados para estabelecer
um modelo experimental (R1ZZ1, 2014; MARCANTONIO et al., 2011).

3.2.TOXICOLOGIA

A toxicologia € uma ciéncia que foi crescendo junto com a historia das civilizagOes, pois
desde sempre o ser humano possuia conhecimento sobre venenos de animais e plantas
(HODGSON, 2004, p. 3; OGA; SIQUEIRA, 2008, p. 3). E a ciéncia que estuda os efeitos
adversos das interacdes de substancias quimicas com organismos (OGA; SIQUEIRA, 2008, p.
5; EATON; GILBERT, 2012, p. 6).

Toxicante e/ou contaminante é o nome dado a substéncia quimica capaz de causar dano
a um sistema bioldgico, causando alteraces fisioldgicas e/ou levando a morte e sdo substancias
produzidas por atividades antropogénicas (OGA; SIQUEIRA, 2008, p. 5; EATON; GILBERT,
2012, p. 7). O estudo da disposi¢cdo cinética dos xenobi6ticos no organismo é feito pela
toxicocinética, a qual é didaticamente dividida em quatro principais etapas, a absorcdo, a
distribuicdo, a biotransformacéo e a excrecdo (OGA; SIQUEIRA, 2008, p. 6; SHEN, 2012, p.
99). Enquanto a toxicodinamica se refere ao estudo das acdes e interacdes do xenobidtico em
sitios de acgdes, especificos ou ndo, 6rgaos, e um possivel desequilibrio homeostatico (OGA,;
SIQUEIRA, 2008, p. 6; FAUSTMAN; OMENN, 2012, p. 52).

No ambiente se encontram mais de um tipo de xenobidtico ao qual o animal esta exposto
e quando isso acontece pode ocorrer interacdes entre eles, sendo essas aditivas, antagbnicas e
sinergisticas (DE PAIVA MAGALHOES; FILHO, 2008). Interacdes aditivas sdo aquelas em
que a toxicidade de dois ou mais contaminantes € a soma dos efeitos do mesmo isolado
(OLIVEIRA, 1986; ROSE; HODGSON, 2004, p. 189). Antagonismo € quando um
contaminante interfere na acdo do outro inibindo, diminuindo ou eliminando, resultando numa
diminuicdo da toxicidade (OLIVEIRA, 1986; ROSE; HODGSON, 2004, p. 190). Sinergismo
ocorre quando a toxicidade de um ou mais contaminantes € maior que a soma da toxicidade dos
contaminantes isolados (OLIVEIRA, 1986; ROSE; HODGSON, 2004, p. 189).

Os xenobidticos podem atravessar as membranas e atingirem a corrente sanguinea por
um processo denominado absor¢édo (LEHMAN-MCKEEMAN, 2012, p. 59). A absor¢do ocorre
pelas principais vias de contaminagdo, como a via respiratoria, a via gastrointestinal e via
cutanea (LEHMAN-MCKEEMAN, 2012, p. 58).
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A taxa de distribuicdo para os érgdos e tecidos € inicialmente determinada pelo fluxo
sanguineo e pela taxa de difusdo entre o capilar e as células dos 6rgdos e tecidos, e a distribuigdo
final depende da afinidade do toxicante com os tecidos (LEHMAN-MCKEEMAN, 2012, p.
63). O toxicante pode ser armazenado em 0Orgaos e tecidos, ser biotransformado ou excretado
(LEHMAN-MCKEEMAN, 2012, p. 58). Os principais 6rgaos de armazenamento s&o o figado
e rins, os tecidos adiposo e 6sseo ou também, podem ficar ligados as proteinas plasmaticas,
como albumina, transferrina, globulinas, entre outras (LEHMAN-MCKEEMAN, 2012, p. 64).
No organismo os toxicantes podem promover injurias as estruturas bioldgicas, ou seja, possuem
a capacidade de provocar efeitos nocivos aos organismos, a qual é denominada de toxicidade
(OGA; SIQUEIRA, 2008, p. 6). Os metais ndo sédo transformados pelos organismos, como
acontece com compostos organicos e possuem capacidade de bioacumulacdo. Entretanto, todos
0s metais tém potencial para causar efeitos toxicoldgicos (GOLOVANOVA, 2008).

Como descrito anteriormente, a biotransformacéo é toda alteragdo que ocorre na
estrutura quimica das substancias no organismo para facilitar sua excrecdo. Esse processo se da
por catalisacdo de enzimas inespecificas ou por degradacdo ndo enzimatica (OGA; FARSKY:;
MARCOURAKIS, 2008, p. 16). Em geral, essas alteraces acontecem para que as propriedades
quimicas dessas substancias passem de favoraveis a absorcdo (lipofilica) para favoraveis a
excrecdo pela urina e fezes (hidrofilica) (OGA; FARSKY; MARCOURAKIS, 2008, p. 16;
PARKINSON; OGILVIE, 2012, p. 72).

A ecotoxicologia € um ramo da toxicologia onde se estuda os xenobioticos da biosfera
e seus efeitos nos componentes do mesmo, seu objetivo é explicar e predizer o efeito da
exposicao a esses contaminantes e a sua ocorréncia em varios niveis de organizacao bioldgica
(Figura 2) (GIULIO; NEWMAN, 2012, p. 392). As respostas comportamentais e fisioldgicas
sdo respostas toxicoldgicas (compensatorias e/ou adaptativas) que refletem o efeito em todos
0s niveis de organismo e componentes estruturais, e representam a interacdo de processos
fisiol6gicos com os estimulos ambientais. Portanto, antes que os efeitos possam se mostrar nos
niveis de populagéo, comunidade e ecossistema, a resposta de organismos individuais fornece
uma boa avaliacdo do risco de declinio e/ou extin¢do local de alguns grupos de organismos
susceptiveis (GIULIO; NEWMAN, 2012, p. 392). Dentro da ecotoxicologia ha mais duas
divisbes de pesquisa: a toxicologia terrestre, que estuda o efeito dos xenobioticos nos
ecossistemas terrestres e a toxicologia aquatica, que estuda o efeito dos xenobioticos nos
organismos aquaticos, entre esses xenobidticos, estdo os metais (GIULIO; NEWMAN, 2012,
p. 391).
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3.3.METAIS NO AMBIENTE

A legislagéo brasileira, segundo a resolugdo 357 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) de 17 de marc¢o de 2005 que dispbe sobre a classificacdo dos corpos de
agua, estabelece como limite maximo para a protecio das comunidades aquéticas 0,18 mg.L*
de Zn total, 0,009 mg.L? de Cu dissolvido e 0,001 mg.L? de Cd total em agua doce, e 0,09
mg.L ! de Zn total, 0,005 mg.L* de Cu dissolvido e 0,005 mg.L* de Cd total em &guas salinas
e salobras. Entretanto, metais como o Zn, Cu e Cd tém sido registrados em ecossistemas
aquaticos em niveis acima do estabelecido pela legislacdo brasileira (CHIBA et al., 2011,
MEDEIROS et al., 2013, PEDRAZZI et al., 2014, CONCEICAO et al., 2015). O impacto de
metais sobre a fauna aquatica pode ser avaliado por meio de testes de toxicidade, que
possibilitam a determinacdo dos limites aceitaveis para diferentes substancias (HARE, 1992;
SHULKIN; KAVUN, 2018; FREITAS et al., 2018).

3.4. ZINCO
Zinco (Zn) é um metal de transicdo pertencente a 4° periodo e grupo 11B, com namero
atdmico 30, massa 65,4, densidade 7,14 g cm=, ponto de fusdo 419,5°C e ebulicio 906°C
(Figura 3) (WUANA,; OKIEIMEN, 2011). O Zn € um elemento essencial para a funcdo
enzimatica normal nas vias metabdlicas e é utilizado no tratamento de distirbios de pele e
resfriado comum, mas sua ingestdo excessiva pode causar anemia e danos no pancreas e rins
em humanos (HEIN, 2003).

Figura 3. Zinco em fragmento cristalino.

Fonte: Quimlab?!

Esse metal estd presente em diversas enzimas, como anidrase carbonica, alcool
desidrogenase, superdxido dismutase e RNA polimerase. O Zn € necessario para formacao de

carboidratos e para a catalise de processos oxidativos (NAGAJYOTI et al., 2010).

1 Disponivel em <http://www.quimlab.com.br/guiadoselementos/zinco.htm> Acesso em: 20 nov. 2018.


http://www.quimlab.com.br/guiadoselementos/zinco.htm

27

Esse metal é encontrado naturalmente em rochas, mas sua concentragao tem aumentado
na natureza devido as atividades antropogénicas, tais como atividades industriais, mineracao,
combustdo de residuos e processamento de aco. O Zn pode ser encontrado em alimentos e em
agua potavel (WUANA; OKIEIMEN, 2011). Entretanto a producéo industrial e/ou local com
residuos toxicos pode aumentar a concentracdao de Zn em ambientes aquéaticos causando danos
aos organismos (WUANA,; OKIEIMEN, 2011).

3.5. COBRE
O cobre (Cu) é um metal de transicdo que pertence ao 4° periodo e grupo IB da tabela
periddica com nimero atdmico 29, peso atdmico de 63,5, densidade 8,96g cm, ponto de fusio
1083°C e ebulicdo 2595°C (Figura 4) (WUANA; OKIEIMEN, 2011). Cu é o terceiro metal
mais utilizado no mundo utilizado na fabricacdo de maquinas industriais, de construcéo e, para

0s organismos, € um micronutriente essencial utilizado no crescimento de plantas, atuando

como no transporte eletrénico durante a fotossintese e atua na oxidase do citrocromo (WUANA,;
OKIEIMEN, 2011; STRYDOM et al., 2006).

Figura 4. Cobre nativo

Fonte: Museu das minas e dos metais.?

Considerado um metal essencial, o Cu tem participagdo em diversos processos
bioquimicos, como exemplo, é requerido para atividades das enzimas associadas com o
metabolismo do Fe?*, enzimas associadas com a formagdo da elastina e do colageno, na
atividade da proteina ceruloplasmina responséavel pela oxidacdo de ions de ferro que atuam
como catalisadores na reacdo de producdo de EROs (HALLIWELL; GURTERIDGE, 1984;

2 Disponivel em: <http://www.mmgerdau.org.br/descubra/inventario-mineral/cobre-nativo/> Acesso:
12 fev 2019.
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HERKOVITS; HELGUERO, 1998). Apesar de ser um metal essencial para 0s processos
metabdlicos, em altas concentragdes pode afetar negativamente os organismos a ele expostos,
como exemplo, penetrar hemacias causando hemolise liberando assim hemoglobina resultando
em uma deficiéncia renal (HERKOVITS; HELGUERO, 1998; WUANA; OKIEIMEN, 2011).

A concentracdo de Cu no ambiente esta crescendo cada vez mais devido as atividades
antropogeénicas de fundi¢do, mineracao, industrias, emissdes de residuos domésticos e aplicagdo
de fertilizantes, algicidas e fungicidas (FLEMMING; TREVORS, 1989).

3.6. CADMIO
O cadmio (Cd) encontra-se na segunda linha dos elementos de transicdo com nimero
atdmico 48, peso atbmico 112,4, densidade 8,65 g cm, ponto de fusdo 321,1°C, e ponto de
ebulicdo de 765°C (Figura 5) (WUANA; OKIEIMEN, 2011). E um metal ndo essencial
amplamente distribuido por atividades antropicas e industrias (BAKER et al., 2003; LINS et
al., 2010; EROGLU et al., 2015).

Figura 5. Barra de cadmio em forma de cristal

Fonte: Heinrich Pniok, 2010.3

O Cd apresenta propriedades quimicas semelhantes ao Zn, o que facilita sua distribuicdo
e aumenta o risco de contaminacdo (SPIRO; STIGLIANI, 2009; WUANA; OKIEIMEN, 2011).
Além disso, o Cd é amplamente distribuido em associa¢do com o Zn, o que faz com que ele
seja absorvido por plantas e animais, causando uma intoxicacdo nestes organismos quando ha
a substituicdo do Zn pelo Cd, alterando os processos metabélicos ao qual o Zn faz parte (SPIRO;
STIGLIANI, 2009; WUANA; OKIEIMEN, 2011).

O Cd pode ser encontrado em solos, aguas e alimentos (STRYDOM et al., 2006; SPIRO;
STIGLIANI, 2009; WUANA; OKIEIMEN, 2011). Esse metal pode ser utilizado em baterias

de niquel, liga das industrias siderdrgicas, nos pigmentos usados em impressoras, plasticos,

3 Disponivel em: <https://commons.wikimedia.org/wiki/User:Alchemist-hp> Acesso em 20 nov 2018.
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componentes eletronicos, como impurezas em alguns produtos, como fertilizantes fosfatados,
detergentes e produtos de refinaria de petrdleo, além de ser um subproduto da refinaria de Zn
(STRYDOM et al, 2006; SPIRO; STIGLIANI, 2009; WUANA; OKIEIMEN, 2011;
NAGAJYOTI et al., 2010).

O aumento na utilizacdo de equipamentos elétricos e eletrénicos gera a poluicdo por
diversos tipos de metais, inclusive o Cd (MEDINA et al., 2016). Nas plantas expostas ao Cd, é
possivel observar diminuicdo na producdo de clorofila e inibicdo de crescimento (DAS;
SAMANTARY; ROUT, 1997; TOPPI; GABBRIELLI 1999; WOJCIK; TUKIENDORF 2004;
MOHANPURIA et al., 2007; GUO et al., 2008).

Em relacdo aos anfibios, estudos comprovaram que esse metal tem efeitos nocivos na
sua sobrevivéncia, crescimento e comportamento (JAMES; LITTLE, 2003; GROSS et al.,
2007). Os efeitos deste metal foram avaliados em L. catesbeianus por Dal-Médico et al. (2014),
que observaram efeito negativo sobre a funcéo cardiaca apds exposicdo ao Cd (1 pg.L™?) e
Medina et al. (2016), que verificaram no figado e rim do sapo-da-areia Rhinella arenarum apés

exposicao aguda ao Cd alteracdo em varios parametros bioquimicos e histolégicos.

3.7. ALTERACOES CAUSADAS PELOS METAIS

Os ambientes aquéaticos estdo constantemente suscetiveis de serem atingidos e
contaminados por xenobidticos como, por exemplo, agroguimicos, nanoparticulas, farmacos,
metais etc. Os xenobidticos podem ser encontrados também no solo e nos mananciais
(RIBEIRO-FILHO et al., 2001; GIROTTO et al., 2010; CASTRO et al., 2011; GOVEIA et al.,
2011).

No que se refere aos metais, estes entram naturalmente no ambiente aquatico por meio
do desgaste da crosta terrestre. Além do intemperismo geoldgico, as atividades humanas
também introduziram grandes quantidades de metais no ambiente, por meio de residuos
industriais, de agriculturas, zonas urbanas e rurais (FORSTNER; WITTMANN, 1983;
MARCANTONIO et al., 2011).

No Brasil, a contaminacao por metais no ambiente aquatico é proveniente de descargas
de esgoto urbano e efluentes industriais. Chiba et al. (2011) verificaram em uma sub-bacia em
S30 Carlos, SP, 44-122 ug.L* de Zn, 4-85 pg.L™ de Cu e 1-5 pg.L ™ de Cd, enquanto Medeiros
et al. (2013) verificaram em Americana, SP, concentracdes de 113-4489 ug.L* de Zn, 16-244,4
ug.L? de Cu e 1-3,1 pg.L* de Cd. No rio Sorocaba, SP, Pedrazzi et al. (2014) verificaram a
presenca de varios metais como: aluminio (Al), manganés (Mn), niquel (Ni), chumbo (Pb) e Zn
dentro dos valores méximos permitidos para aguas de Classe 2 pela Resolugdo do CONAMA
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357 (2005) no periodo chuvoso. Enquanto que Conceicdo et al. (2015) verificaram que as
concentragOes desses metais estavam acima dos valores estabelecidos pela legislagdo tanto no
periodo seco quanto no chuvoso dissolvidos na Bacia do Alto Sorocaba (S&o Paulo).

Os metais ndo essenciais sdo considerados 0s mais perigosos, pois a exposicao continua
de organismos aquaticos a sua baixa concentracdo pode resultar em bioacumulagdo e
transferéncia para o ser humano por meio da cadeia alimentar (DE CARVALHO DORES; DE-
LAMONICA-FREIRE, 2001; WARREN; HAACK, 2001). Além disso, os metais sendo
compostos estaveis, ndo sdo facilmente removidos por oxidacdo e, no ambiente, podem ser
absorvidos por organismos que nele vivem e iniciar a biotransformagéo (Figura 6) (VAN DER
OOST et al., 2003).

As reacOes de biotransformacdo sdo divididas em trés fases. Fase I, na qual o
xenobidtico € metabolizado por diversos sistemas enzimaticos em um composto mais
hidrofilico (mais polar) adicionando novos grupos funcionais ou transformando os ja existentes.
As reacOes dessa fase sdo oxidacgdo, reducdo e hidrolise. As principais enzimas participantes
nessa fase sdo as da familia de enzima do citocromo P450, as monoaminooxidases (MAO) e as
flavinas monooxigenases (FMO) (LIVINGSTONE, 1998; IYER; SINZ, 1999; PARKINSON;
OGILVIE, 2012, p. 87; DONATO; CASTELL, 2003).

A Fase Il é a fase de conjugacdo, que estabelece uma ligacdo covalente entre o
xenobiodtico com as enzimas participantes desta fase, ou liga um dos seus metab6litos a um
composto solivel em agua, como exemplo temos o tripeptideo GSH (PARKINSON; OGILVIE,
2012, p. 95, FONTAINHAS-FERNANDES, 2005). A reacdo de conjugacdo aumenta a
solubilidade, facilitando a excre¢do do conjugado mais hidrossoltivel (VAN DER OOST et al.,
2003; FONTAINHAS-FERNANDES, 2005). Entre as principais enzimas da Fase |l estdo as
glutationa-S-Transferase (GST), UDP- glucoronosil-transferase (UDPGT), catalase (CAT),
entre outras (STRYDOM et al., 2006; FONTAINHAS-FERNANDES 2005). Por Gltimo, na
Fase 11, temos as peptidases, hidrolases e R-liases, que catalisam o catabolismo dos metabolitos
conjugados na Fase Il para formar produtos excretaveis (VAN DER OOST et al., 2003,
STRYDOM et al., 2006).
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Figura 6. Metabolismo dos xenobiéticos.

Fase | do metabolismo

Bioativagéo

i Substancias polares

Fase Il do metabolismo

Entrada do Conjugagéio
xenobidtico no
organismo i Substéancias hidrofilicas

Fase 111 do metabolismo

Excrecédo

/ Circulacao plasmatica

[ Excrecéo biliar ] [ Excregéo renal ]

Fonte: Adaptado de Strydom et al., 2006.

3.8. BIOMARCADORES

Inicialmente, os biomarcadores eram considerados indicadores de alteragdes funcionais,
em sistemas biolégicos ou amostras provocadas pela exposicao do organismo a determinados
poluentes e expressos em termos de organizacdo bioldgica a um nivel inferior ao de organismo
(HENDERSON et al., 1987). Adams (1990) alterou essa defini¢do, ao incluir caracteristicas
dos organismos, popula¢cfes ou comunidades que respondessem as alteracdes ambientais.

Depledge (1994) e Peakall (1994) consideraram o conceito de biomarcador como sendo
uma resposta biolégica de nivel molecular, bioquimico, celular e fisioldgico ou
comportamental, que pode ser medida nos tecidos ou fluidos corporais ou em um nivel mais
complexo, no organismo, indicando a presenca ou o efeito de um ou mais poluentes.

Van Gastel e Van Brummelen (1996) redefiniram os termos bioindicadores,
biomarcadores e indicador ecoldgico em niveis de organizacdo biol6gica, considerando
biomarcador como sendo uma resposta biolégica a uma exposi¢cdo quimica em nivel
subindividual medido em um organismo ou seus produtos (urina, fezes, sangue, cabelo etc).

Diferente de bioindicador que é um organismo capaz de indicar uma alteracdo ambiental pela
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sua presenca, auséncia ou mudancas comportamentais. Por fim, indicador ecoldgico consiste
em um parametro do ecossistema, descrevendo a estrutura e funcionamento dos ecossistemas
(VAN DER OOST et al., 2003).

Biomarcadores sdo compreendidos como quaisquer medidas que indicam interacéo
entre um sistema bioldgico e um perigo potencial, quimico, fisico ou bioldgico (AMORIN,
2003; STRIMBU; TAVEL, 2010). Como exemplos de biomarcadores estdo: alteragcbes em
parametros sanguineos, alteraces nos tecidos e atividades enzimaticas (STRIMBU; TAVEL,
2010).

Henderson et al. (1987) e WHO (1993) dividiram os biomarcadores em trés classes: 0s
de suscetibilidade, que indicam quais fatores podem aumentar ou diminuir o risco individual
no desenvolvimento da resposta a exposi¢cdo de agentes toxicos. Os biomarcadores de
exposicdo, que medem a distribuicdo da substancia quimica ou seu metabo6lito por meio do
organismo. E os biomarcadores de efeito, que medem a interacéo das substancias quimicas com

0s receptores bioldgicos.

3.8.1. Biomarcadores de Suscetibilidade

Os biomarcadores de suscetibilidade indicam a capacidade que um organismo tem ou
adquire para responder a exposi¢do a um xenobiotico especifico, incluindo fatores genéticos e
alteracdes de receptores celulares que alteram a susceptibilidade de um organismo a esta
exposicdo (VAN DER OOST et al., 2003; AMORIN 2003). Esses biomarcadores indicam quais
fatores aumentam ou diminuem o risco individual para a resposta a uma exposi¢cdo a
xenobidticos. Como exemplos de biomarcadores de suscetibilidade, temos as enzimas glicose
6-fosfato desidrogenase (G6PDH); Glutationa-S-transferase (GST) e a Paraxonase (AMORIN,
2003).

3.8.2. Biomarcadores de exposi¢ao
Os biomarcadores de exposicao sdo denominados como de “dose interna”, pois se avalia
a distribuicdo da substancia no organismo. Detectando e medindo substancia exdgena ou seu
metabdlito e/ou o resultado de uma interacdo entre o xenobi6tico e a molécula e/ou célula alvo
gue esta sendo avaliada (AMORIN, 2003; VAN DER OOST et al., 2003). Estes podem ser
utilizados para confirmar a exposicao de individuos ao contaminante (VAN DER OOST et al.,
2003; FONTAINHAS-FERNANDES 2005). Sua resposta pode ser somente em relagio a
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exposicdo ao contaminante, como pelo metabolismo resultantes da interacdo entre o
contaminante e o organismo (AMORIN, 2003; IGLESIAS, 2015).

Para melhor escolha de indicador de dose interna é necessario conhecimento prévio do
comportamento cinético do agente quimico e conhecimento do tempo de permanéncia desta
substancia no organismo (AMORIN, 2003). Entre os exemplos de biomarcadores de exposi¢do
estdo benzeno, medido em sangue e o &cido hipdrico e a concentragdo de Cd, que sdo medidos
na urina (AMORIN, 2003).

3.8.3. Biomarcadores de efeito

Os biomarcadores de efeito sdo aqueles que refletem a interacdo da substancia quimica
com os receptores bioldgicos, incluindo alteragdes bioquimicas, fisioldgicas, entre outras,
medida em fluidos corporais ou tecidos de um organismo, podendo estar associados com uma
possivel doenca (VAN DER OOST et al., 2003, AMORIN 2003). Esses biomarcadores de
efeito sdo utilizados também para a prevencdo, sendo possivel medir uma alteracdo em estagio
ainda reversivel, ou seja, quando ainda nao foram observados danos a satde (AMORIN, 2003).

Alteracdes bioquimicas sdo consideradas como uma fonte potencial de biomarcadores
de efeito. Levando em consideracdo que essas alteracGes precedem os danos estruturais, a
deteccdo dessas alteracOGes bioldgicas permite a identificacdo precoce de uma exposicdo
excessiva e intervencdes para prevenir doencas (RUDIGER, 1999; AMORIN, 2003).

Dentre os biomarcadores de efeito, ha aqueles que estdo diretamente envolvidos com a
avaliacdo da acdo de determinada substancia no 6rgdo-alvo, sendo eles biomarcadores de
nefrotoxicidade, genotoxicidade, neurotoxicidade e hepatoxicidade (WHO, 1991; AMORIN,
2003). Entre os exemplos desses biomarcadores temos também lipoperoxidacdo (LPO),
proteinas carbonilas (PCO) e metalotioneina (MT), enzimas antioxidantes, enzimas Oxido
nitrico sintase (NOS), acetilcolinesterase (AChE), além de enzimas envolvidas no metabolismo
da glicose e os niveis de proteina, glicose, glicogénio e lipideos (AMORIN, 2003).

Assim, o efeito de contaminantes ambientais na producdo de energia e na biossintese
pode ser examinado avaliando-se os niveis de atividade das principais enzimas metabdlicas e a

concentragdo de intermediarios metabdlicos nos tecidos de animais (AMORIN, 2003).

3.9. FONTES METABOLICAS
Os organismos aquaticos, como os peixes e anfibios, sdo expostos a diferentes tipos de

estressores na natureza e/ou em condicdes artificiais, como na aquicultura (BARTON, 2002).
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Os estressores podem produzir efeitos que provocam um conjunto coordenado de respostas
fisiol6gicas compensatorias e/ou adaptativas, permitindo que o animal supere a ameagca; estas
respostas sdo agrupadas como primarias, secundarias e terciarias (WENDELAAR BONGA,
1997; BARTON, 2002).

As respostas primarias envolvem respostas neuroenddcrinas iniciais e incluem a
liberacdo de catecolaminas do tecido cromafim e a estimulagdo do eixo hipotalamo-hipofise-
interrenal (HPI), culminando na liberacdo de horménios corticosterdides para a circulagdo
(BARTON, 2002). A acdo destes hormonios nos diferentes orgaos resulta em modificagdes
bioquimicas e fisiologicas denominadas respostas secundérias que incluem alteragdes nos ions
e metabdlitos no plasma e nos tecidos e caracteristicas hematoldgicas, todas relacionadas aos
ajustes fisioldgicos no metabolismo, respiracéo, estado acido-basico, equilibrio hidromineral,
funcdo imunoldgica e respostas celulares (MOMMSEN et al., 1999). Ainda em relacdo aos
efeitos metabdlicos, pode ocorrer hiperglicemia, diminuicdo das reservas teciduais de
glicogénio, lipdlise e inibicdo da sintese proteica (WENDELAAR BONGA, 1997;
MOMMSEN et al., 1999). Além disso, ocorrem respostas terciarias, que se referem a aspectos
do desempenho dos animais, como mudancas no crescimento, condicdo, resisténcia geral a
doengas, atividade metabolica, comportamento e, finalmente, sobrevivéncia (BARTON, 2002).

A resposta ao estresse € fundamentalmente uma resposta regulatoria para devolver o
animal a homeostase (SCHRECK, 2010) e, devido a esse papel significativo, o
comprometimento da resposta ao estresse pode afetar adversamente a salde destes animais
(CERICATO et al., 2009).

As &guas superficiais recebem escoamento e descargas de fontes urbanas, agricolas e
domesticas que podem levar ao acimulo de contaminantes contendo misturas de compostos
toxicos. Os contaminantes presentes na agua sao estressantes, mas também podem prejudicar a
resposta ao estresse dos anfibios, por exemplo, a um segundo estressor (BARTON, 2002;
CERICATO et al., 2009). Em relacéo a essas respostas, estudos apontam que a exposi¢do ao
metal causa um aumento das reservas metabolicas para a desintoxicagdo e a manutencdo da
homeostase em peixes (LIU et al., 2010; CHEN et al., 2013; ZHENG et al., 2013; ZHU et al.,
2013; HUANG et al., 2014; HU et al., 2017).

Em anuros, a energia é armazenada na forma de carboidratos, proteinas e lipideos. A
principal forma de estoque energético € em forma de lipideos, dentro do figado, da gordura
corporal e dos tecidos somaticos e reprodutivos, como ovarios e ovos (FITZPATRICK, 1976).

O principal substrato oxidativo para a maioria dos organismos é a glicose. Esse

carboidrato é considerado a fonte universal de energia, pois atende a demanda energética desses
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organismos. A glicose é o Unico substrato que algumas células e tecidos, como hemécias e
tecido nervoso, oxidam para produzir energia (CAMPBELL, 2004, p. 442). Segundo Van de
Oost et al. (2003) e De Jesus e De Carvalho (2008), a molécula da glicose pode ser mais sensivel
a certos tipos de xenobidticos e/ou ainda a niveis de hormonios esterdides no sangue. O cortisol
é um hormonio que tem funcdo de estimular a quebra do glicogénio no figado, para que ocorra
a liberagdo de energia em forma de glicose a fim de manter a homeostase energética. Estudos
mostram que as altera¢6es nos niveis de glicose estdo relacionadas com alteraces nos niveis
do cortisol em peixes (STRYDON et al., 2006; MARIANO et al., 2009; MORAES et al., 2009).

A proteina e os lipidios sdo nutrientes importantes na mobilizacdo e formagéo de tecido
corporal, sendo os principais responsaveis pelo crescimento dos organismos. Em relagdo a
proteina Maes et al. (2016) verificaram aumento na concentracdo deste metabdlito apos
exposicdo a 10, 50 ou 100 pg.L™? de Cu em masculo branco do peixe Rutilus rutilus. Carvalho
et al. (2017) verificaram, em girinos de ré-touro L. catesbeianus expostos ao Zn, Cu e Cd,
aumento da metalotioneina (MT) no figado, rim e musculo. Esse aumento poderia representar
uma resposta do estresse oxidativo induzido pela exposicéo aos metais e/ou a ativacao de sintese
proteica envolvidas com os mecanismos de defesa. A MT é a proteina responsavel pela
homeostase de metais essenciais e desintoxicacdo de metais (VAN DER OOST et al., 2003).

Ademais, a estrutura primaria de uma proteina pode ser muito variavel, o que facilita a
ocorréncia de processos oxidativos. Esses processos podem ocorrer pelo ataque direto de EROs
a sua estrutura, com isso elas também podem ser utilizadas como biomarcadores (TREVISAN,
2008). O processo de oxidacdo pode fornecer derivados carbonilicos e os grupos carbonila
podem ser introduzidos em proteinas por meio de reacdo com os aldeidos derivados da
lipoperoxidacdo (LPO) (VASCONCELOS et al., 2007). A formacao de proteinas carbonilas
(PCO) tem atraido grande atencdo como um biomarcador devido a sua natureza irreversivel e
irreparavel (VASCONCELOS et al., 2007).

Os lipideos sdo uma fonte de reserva energética utilizada por diversos animais, com
iss0, é importante que se estude os efeitos dos xenobidticos na concentracdo dos lipideos. Nesse
sentido, muitos biomarcadores envolvidos no metabolismo lipidico sdo utilizados para essa
investigacao, tais como, a atividade da glicoquinase (GK), enzima responsavel pela fosforilacdo
da glicose e da lipoproteina lipase (LPL), que é responsavel pela hidrélise dos triglicerideos
(LUCIA et al., 2010). Outros parametros estudados séo as expressdes génicas das enzimas
envolvidas no metabolismo lipidico, podendo ser uma resposta & exposi¢do a metais como o

Cd, tais como acetil-CoA carboxilase (acc) e acido graxo sintase (fas), além da quantificacéo
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de triglicerideos (PILO; GEORGE, 1983; IYNEDIJAN, 1993; LUCIA et al., 2010; ZHU et al.,
2013).

Triglicerideos € 0 nome que se dad a combinacdo do glicerol com &cidos graxos.
Diferente dos outros lipideos, este fica acumulado em tecido adiposo, construindo assim uma
reserva energética (CAMPBELL, 2004, p. 206). Estudos demonstraram que os metais Zn, Cu
e Cd presentes tanto na &gua como na dieta podem prejudicar os processos normais do
metabolismo lipidico dos peixes, reduzindo o contetdo lipidico e influenciando na atividade
das enzimas envolvidas neste metabolismo (LIU et al., 2010; CHEN et al., 2013; ZHENG et
al., 2013; ZHU et al., 2013; HUANG et al., 2014; HU et al., 2017). Alguns estudos mostram
que as alteragBes na concentracao de triglicerideos podem estar relacionadas com a disfuncéo
no metabolismo lipidico causado pela exposi¢do a xenobidticos em anfibios (HIGLEY et al.,
2013; MEDINA et al., 2016).

4. METODOLOGIA

4.1. COLETA E ACLIMATACAO DOS ANIMAIS Lithobates catesbeianus

Este estudo faz parte do projeto o qual teve financiamento da FAPESP sob o no. 50752-
3/2011. Os experimentos de exposicdo aos metais foram realizados e finalizados e os tecidos
foram congelados em biofreezer -80°C. A metodologia do experimento, aclimatacdo e coleta
dos tecidos foram realizadas de acordo com a dissertagdo “Estresse oxidativo em figado de
girinos de ras-touro expostos a cadmio, zinco e cobre” da aluna Heidi Samantha Moraes
Utsunomiya. (ANEXO A)

Este estudo teve aprovacdo do Comité do Conselho de Etica em Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) protocolo no. 2477200318 e
aprovacao no. 017/2011 (ANEXO B).

4.2. DETERMINACAO DAS ANALISES BIOQUIMICAS

4.2.1. Preparo das Amostras
As amostras foram homogeneizadas em 300 uL de PBS pH 7,2 (tampdo de fosfato
salina, contendo 1,365 M de NaCl, 0,027M de KCI, 0,054 M de Na,HPO4 (7H20), 0,018M de
KH2PO4 com o auxilio do homogeneizador IKA 10e a -4°C. Ao homogenado obtido foram
acrescentados 600 uL, e os tubos centrifugados a 12000g durante 20 minutos a 4 °C. Logo apos

esse procedimento 200 pL de sobrenadante foram separados em microplacas e armazenados em
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biofreezer -80°C para as determinag¢fes bioquimicas. A preparacdo do homogeneizado foi
realizada no Laboratorio Didatico de Fisiologia Animal e Vegetal da Universidade Federal de
Séo Carlos no campus Sorocaba.

Durante a realizacdo das determinacdes bioquimicas as amostras foram mantidas em
gelo e/ou preparadas sobre superficie gelada para minimizar a degradacdo do material
analisado. Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

As determinacdes bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Bioclima, da

Universidade Federal de Sdo Carlos no Campus Sorocaba.

4.2.2. Lactato Desidrogenase (LDH)

A atividade da LDH foi determinada de acordo com o método descrito por Bergmeyer
(1974). O ensaio enzimatico foi realizado em meio contendo tampéo fosfato 100 mM, pH 7,4,
piruvato 1 mM e NADH 0,14 mM. A atividade enzimatica foi determinada
espectrofotometricamente a 340 nm a 25 °C e expressa como Unidade Internacional de Enzima
(Ul) por miligrama de proteina por minuto (Ul.mg de proteina). Nas condi¢des do ensaio, a
LDH catalisa a reducdo do piruvato em lactato com suporte coenzimatico da NADH"H™ (Figura
7). O coeficiente de extingdo do NADH+H* (6,22 cm™ umol 1) foi utilizado para o célculo da

atividade enzimatica.

Figura 7. Esquema de reacdo enzimatica da LDH.

LDH
Piruvato + NADH"H™ Lactato + NAD™

Fonte: Elaboragéo propria.

4.2.3. Malato Desidrogenase (MDH)

A atividade da MDH foi determinada de acordo com o método descrito por Childress e
Somero (1979). O ensaio enzimatico foi realizado em meio contendo tampéo Tris-HCL 50 mM,
MgCl>10 mM, pH 7,4, acido oxaloacético 0,4 mM e NADH 0,14 mM. Nas condigdes do ensaio,
a MDH catalisa a conversdo do oxaloacetato em malato com suporte coenzimatico da
NADH"H" (Figura 8). A atividade enzimatica foi determinada espectrofotometricamente a 340
nm a 25 °C e expressa como Unidade Internacional de Enzima (Ul) por miligrama de proteina
por minuto (Ul.mg de proteina). O coeficiente de extingdo do NADH+H* (6,22 cm™ umol 2)

foi utilizado para o célculo da atividade enzimatica.
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Figura 8. Esquema de reacdo enzimatica da MDH.

Oxaloacetato + NADH™H™ Malato + NAD™

Fonte: Elaboragdo prdpria.

4.2.4. Glicose

Para a analise da concentracdo de glicose foi utilizado o Kit Labtest, Liquiform n° 133.
A glicose oxidase (GOD) catalisa a oxidacdo da glicose, presente na amostra, em acido
glicurénico e peroxido de hidrogénio (H20.). Este, em presenca de 4-aminoantipirina e fenol
sob a acdo catalisadora da peroxidase (POD) leva a formacédo de antipirilquinonimina, um
composto rosa avermelhado a 505 nm (Figura 9). A intensidade da cor é proporcional a
guantidade de glicose na amostra. O sistema de reacédo foi adaptado para volumes menores de
amostras com a constru¢@o de uma curva padréo de glicose para confirmacao de linearidade. A
concentracéo de glicose foi expressa como mg.dL™ de acordo com a equagéo obtida pela curva
(Apéndice A).

Figura 9. Reacdo de oxidacdo da glicose

GOD
Glicose + O, + H,O — Acido Glucénico + H202

POD
2H20, + 4-Aminoantipirina + fenol — Antipirilquinonimina + 4H,0

Fonte: Kit Labtest para quantificacdo de glicose.

4.2.5. Proteinas
A analise de concentracao de proteina foi determinada de acordo com o método descrito
por Bradford (1976). A albumina sérica bovina foi utilizada como padrdo proteico para a
construcdo da curva. As concentragGes foram determinadas em espectrofotémetro a 595 nm em
leituras de microplaca Synergy HTX Multi-Mode Reader, BioTek. Os resultados foram

expressos como mg.mL de acordo com a equacéo obtida pela curva (Apéndice A).
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4.2.6. Triglicerideos

Para a anélise da concentracdo de triglicerideos foi utilizado o Kit Labtest Liquiform n°.
87 133. A reacdo se baseia na acdo da lipase, que promove a hidrolise dos triglicerideos,
liberando glicerol e acidos graxos, contidos na amostra. O glicerol, por acdo da glicerolquinase,
é convertido em glicerol-3-fosfato. Este é oxidado a diidroxiacetona e perdxido de hidrogénio
na presenca da glicerol-3-fosfato oxidase. Posteriormente, ocorre uma reagéo de acoplamento
entre o peroxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-clorofenol catalisada pela peroxidase
(POD), produzindo uma quinoneimina que tem méaxima absorbancia em 505 nm (Figura 10). O
sistema de reacdo foi adaptado para volumes menores, em microplacas com a construgéo de
uma curva padrdo de triglicerideos para confirmacdo de linearidade. A concentracdo de
triglicerideos foi expressa como mg.dL de acordo com a equacdo obtida pela curva (Apéndice
A).

Figura 10. Reagdo de determinagdo de triglicerideos

Lipoproteina

Triglicérides Lipase | Glicerol + Acidos Graxos

Glicerolquinase Mg*?
Glicerol + ATP » Glicerol-3-fosfato + ADP

Glicerol-3-fosfato Oxidase
Glicerol-3-fosfato + O» » Dihidroxiacetona + H20»

POD
2 H202 + 4 Aminoantipirina + 4-Clorofenol — > Quinoneimina + 4 H.0

Fonte: Kit Labtest para quantificagdo de triglicerideos.
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4.3.ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como valores médios £+ 1 D.P.M O método de
Kolmogorov e Smirnov foi aplicado para avaliar a normalidade das amostras e o teste F foi
utilizado para verificar a homogeneidade das variancias (GraphPad Instat version 3.00,
GraphPad Software, USA). Para comparagdes entre 0s grupos controle e grupos expostos foi
utilizado o teste de uma via (one-way) ANOVA (paramétrico) ou teste de Kruskal-Wallis (ndo
paramétrico), também foi realizado o teste de comparagdo Tukey’s (paramétrico) e o0 Dunn’s
(ndo paramétrico). Para comparacao entre o tempo de exposicao e as exposicdes foi utilizado o
teste de duas vias (two-way) ANOVA. Valores de P < 0,05 foram considerados significantes.
Todos os testes foram realizados usando o GraphPad Prism 6 para Windows (GraphPad
Software, La Jolla, Califérnia, EUA).

5. RESULTADOS

Nos bioensaios realizados, os girinos de L. catesbeianus sobreviveram em todas as
condigdes propostas, isto é, nos controles, nas exposi¢des aos metais isolados e combinados e
nos tempos de 2 e 16 dias. Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrao

5.1. LDH

A atividade da LDH é apresentada nas figuras 11, 12 e 13. O rim apresentou maior
atividade dessa enzima do que o musculo e figado, apds as duas exposicaoes.

A atividade da LDH no figado ap0s a exposicao por 2 dias foi maior no grupo Zn (0,002
+ 0,001 Ul.mg de proteina) e no grupo Cu+Cd (0,003 + 0,001 Ul.mg de proteina) em relacéo
ao grupo CTR (0,0005 + 0,0001 Ul.mg de proteina). No grupo Cu+Cd (0,003 £+ 0,001 Ul.mg
de proteina) ocorreu um aumento em relacdo ao grupo Cu (0,001 £+ 0,0001 Ul.mg de proteina)
e no grupo Zn+Cu+Cd (0,0004 + 0,0001 Ul.mg de proteina) ocorreu uma diminuicdo (Figura
11A). Apos a exposigdo por 16 dias a LDH do grupo exposto ao Zn+Cu+Cd (0,013 + 0,007
Ul.mg de proteina) foi maior em relacdo ao grupo CTR (0,001 + 0,0003 Ul.mg de proteina) e
maior que o grupo dos metais isolados (Zn 0,001 + 0,0002 Ul.mg de proteina; Cu 0,0004 +
0,0001 Ul.mg de proteina e Cd 0,001 £+ 0,0001 Ul.mg de proteina), assim como o grupo Cu+Cd
(0,002 £ 0,0004 Ul.mg de proteina) que foi maior que o grupo Cu (Figura 11B). Com relacédo
ao tempo de exposi¢do 0 unico grupo que apresentou diferenca na atividade da LDH foi o
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exposto ao Zn+Cu+Cd (0,0004 + 0,0001 Ul.mg de proteina, 2 dias vs 0,013 £ 0,007 Ul.mg de

proteina, 16 dias), com aumento em 16 dias (Figura 11C).

Figura 11. Atividade da LDH (Ul.mg de proteina) no figado ap6s a exposicdo aos metais Zn, Cu e Cd, isolados e
combinados. A) Exposicdo por 2 dias. B) Exposicdo por 16 dias. C) Comparacédo entre o tempo de exposicao, 2 e
16 dias. ? indica diferenca significativa em relagio ao grupo controle, p<0,05; ° indica diferenca significativa em
relagdo ao metal zinco isolado. ¢ indica diferenca significativa em relacio ao metal cobre isolado. ¢ indica diferenca
significativa em relacdo ao metal cadmio isolado. ® indica diferenca significativa em relacdo ao tempo de
exposicdo. Resultados apresentados como média + desvio padrao.
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A atividade da LDH no rim ap0s a exposicéo por 2 dias foi menor no grupo exposto ao
Cu (0,0021 + 0,0004 Ul.mg de proteina) e Cd (0,0034 + 0,0012 Ul.mg de proteina) em relacédo
ao grupo CTR (0,010 + 0,003 Ul.mg de proteina), assim como nos grupos Zn+Cu (0,010 +
0,002 Ul.mg de proteina) em rela¢do ao grupo Zn (0,0035 + 0,0009 Ul.mg de proteina) e Cu, e
0 grupo Cu+Cd (0,0081 + 0,002 Ul.mg de proteina) em relagdo ao grupo Cu (Figura 12A).
Ap0s a exposicdo por 16 dias, a atividade da enzima somente se alterou no grupo Zn+Cu (0,011
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1 0,003 Ul.mg de proteina), com aumento em relacdo ao grupo Cu (0,0083 £ 0,0014 Ul.mg de
proteina) e Cd (0,0062 + 0,0007 Ul.mg de proteina) (Figura 12B). Ja em relagdo ao tempo de
exposicdo, houve aumento da atividade da LDH nos grupos Zn (0,0035 + 0,0009 Ul.mg de
proteina, 2 dias vs 0,0301 + 0,0079 Ul.mg de proteina, 16 dias); Zn+Cd (0,0108 + 0,0020 Ul.mg
de proteina, 2 dias vs 0,0213 + 0,0054, 16 dias) e Zn+Cu+Cd (0,0047 + 0,0018 Ul.mg de
proteina, 2 dias vs 0,0378 + 0,0140 Ul.mg de proteina, 16 dias) apds 16 dias (Figura 12C).

Figura 12. Atividade da LDH (Ul.mg de proteina) no rim ap6s a exposi¢cdo aos metais Zn, Cu e Cd, isolados e
combinados. A) Exposicdo por 2 dias. B) Exposicdo por 16 dias. C) Comparacédo entre o tempo de exposicao, 2 e
16 dias. @ indica diferenca significativa em relagio ao grupo controle, p<0,05; ° indica diferenca significativa em
relagdo ao metal zinco isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagio ao metal cobre isolado. ¢ indica diferenca
significativa em relacdo ao metal cddmio isolado. © indica diferenca significativa em relacdo ao tempo de
exposicdo. Resultados apresentados como média + desvio padréo.
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No musculo, apés a exposicdo por 2 dias, a atividade da LDH n&o sofreu nenhuma

alteracdo significativa, nem relagdo ao controle, nem em relagdo aos metais associados ou
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isolados (p>0,05) (Figura 13A). Enquanto que apds a exposicdo por 16 dias a atividade da
enzima diminuiu no grupo exposto ao Cu (0,007 + 0,002 Ul.mg de proteina) em relacdo ao
CTR (0,014 £ 0,003 Ul.mg de proteina), ja no grupo exposto ao Cu+Cd (0,012 + 0,002 Ul.mg
de proteina) ocorreu um aumento na atividade enzimatica em relacao ao grupo Cu (Figura 13B).
Em relacdo ao tempo de exposicdo, ndo se observou alteracOes significativas (p>0,05) (Figura
13C).

Figura 13. Atividade da LDH (Ul.mg de proteina) no musculo ap6s a exposi¢ao aos metais Zn, Cu e Cd, isolados
e combinados. A) Exposicdo por 2 dias. B) Exposicéo por 16 dias. C) Comparacédo entre o tempo de exposicao, 2
e 16 dias. @ indica diferenca significativa em relagio ao grupo controle, p<0,05; ® indica diferenca significativa em
relagdo ao metal zinco isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagio ao metal cobre isolado. ¢ indica diferenca
significativa em relacdo ao metal cddmio isolado. © indica diferenca significativa em relacdo ao tempo de
exposicdo. Resultados apresentados como média + desvio padréo.
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5.2.MDH

A atividade da enzima MDH ¢é apresentada nas figuras 14, 15 e 16. O musculo

apresentou maior atividade dessa enzima do que rim e do figado, ap0s as duas exposicoes.
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No figado ap6s a exposi¢do por 2 dias os grupos Cu+Cd (0,004 + 0,002 Ul.mg de
proteina) e Zn+Cu+Cd (0,004 + 0,001 Ul.mg de proteina) apresentaram aumento na atividade
da MDH em relacdo ao grupo CTR (0,001 £ 0,0002 Ul.mg de proteina). Esses mesmos grupos,
mais o grupo Zn+Cu (0,003 + 0,001 Ul.mg de proteina), apresentaram aumento na MDH em
relacdo aos grupos Cu (0,0002 £ 0,0001 Ul.mg de proteina) e Cd (0,0009 + 0,0005 Ul.mg de
proteina) (Figura 14A). J& em 16 dias a atividade enzimética da MDH diminuiu nos grupos
Zn+Cu (0,0004 £ 0,0002 Ul.mg de proteina), Cu+Cd (0,001 + 0,0002 Ul.mg de proteina) e
Zn+Cu+Cd (0,002 + 0,001 Ul.mg de proteina) em relacdo ao Zn (0,013 + 0,0042 Ul.mg de
proteina), Cu (0,032 £+ 0,0048 Ul.mg de proteina) e Cd (0,010 £ 0,004 Ul.mg de proteina)
(Figura 14B). J4 em relacdo ao tempo de exposicdo houve aumento na atividade da MDH nos
grupos expostos aos metais, Zn (0,001 + 0,0005 Ul.mg de proteina, 2 dias vs 0,013 + 0,0042
Ul.mg de proteina, 16 dias), Cu (0,0002 + 0,0001 Ul.mg de proteina, 2 dias vs 0,032 + 0,0048
Ul.mg de proteina, 16 dias) e Cd (0,0009 + 0,0005 Ul.mg de proteina, 2 dias vs 0,010 £ 0,004
Ul.mg de proteina, 16 dias) ap6s 16 dias (Figura 14C).

Figura 14. Atividade da MDH (Ul.mg de proteina) no figado ap6s a exposic¢éo aos metais Zn, Cu e Cd, isolados
e combinados. A) Exposicéo por 2 dias. B) Exposi¢éo por 16 dias. C) Comparagéo entre o tempo de exposicéo, 2
e 16 dias. ® indica diferenca significativa em relagéo ao grupo controle, p<0,05; ® indica diferenca significativa em
relagdo ao metal zinco isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagio ao metal cobre isolado. ¢ indica diferenca
significativa em relacdo ao metal cddmio isolado. © indica diferenca significativa em relacdo ao tempo de
exposicdo. Resultados apresentados como média + desvio padréo.
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No rim, ap0s a exposi¢do por 2 dias, a MDH dos grupos Zn+Cd (0,001 + 0,0003 Ul.mg
de proteina) apresentou aumento em relacdo ao grupo Zn (0,0001 + 0,00004 Ul.mg de proteina)
isolado. O grupo exposto ao Zn+Cu+Cd (0,004 + 0,001 Ul.mg de proteina) apresentou aumento
em relacdo aos grupos expostos ao Zn e ao Cu (0,0002 + 0,00005 Ul.mg de proteina) (Figura
15A). Na exposicdo por 16 dias a MDH dos grupos Zn+Cu (0,017 £ 0,003 Ul.mg de proteina),
Zn+Cd (0,049 + 0,004 Ul.mg de proteina), Cu+Cd (0,29 + 0,006 Ul.mg de proteina) e
Zn+Cu+Cd (0,062 + 0,008 Ul.mg de proteina) apresentaram aumento na atividade da MDH em
relacdo ao CTR (0,0003 £+ 0,0002 Ul.mg de proteina), esses mesmos grupos apresentaram
aumento em relacdo grupos expostos aos metais Zn (0,006 + 0,001 Ul.mg de proteina), Cu
(0,002 + 0,0005 Ul.mg de proteina) e Cd (0,001 £ 0,0005 Ul.mg de proteina) isolados (Figura
15B). Com relagéo ao tempo de exposicéo a atividade da MDH aumentou em 16 dias nos grupos
expostos ao Zn (0,0001 + 0,00004 Ul.mg de proteina, 2 dias vs 0,006 + 0,001 Ul.mg de proteina,
16 dias), Zn+Cd (0,001 £+ 0,0003 Ul.mg de proteina, 2 dias vs 0,049 £ 0,004 Ul.mg de proteina,
16 dias), e Zn+Cu+Cd (0,004 + 0,001 Ul.mg de proteina, 2 dias vs 0,062 £+ 0,008, 16 dias),
Zn+Cu (0,0004 + 0,0002 Ul.mg de proteina, 2 dias vs 0,017 + 0,003 Ul.mg de proteina, 16
dias) e Cu+Cd (0,001 + 0,0003 Ul.mg de proteina, 2 dias vs 0,029 + 0,006 Ul.mg de proteina,
16 dias) (Figura 15C).
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Figura 15. Atividade da MDH (Ul.mg de proteina) no rim ap6s a exposi¢do aos metais Zn, Cu e Cd, isolados e
combinados. A) Exposicao por 2 dias. B) Exposicdo por 16 dias. C) Comparacdo entre o tempo de exposicéao, 2 e
16 dias. 2 indica diferenca significativa em relagio ao grupo controle, p<0,05; ° indica diferenca significativa em
relagdo ao metal zinco isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagio ao metal cobre isolado. ¢ indica diferenca
significativa em relacdo ao metal cadmio isolado. © indica diferenca significativa em relacdo ao tempo de
exposicdo. Resultados apresentados como média + desvio padrao.
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No musculo, ap6s a exposi¢do por 2 dias, o0 grupo Zn+Cu+Cd (0,006 + 0,002 Ul.mg de
proteina) a atividade da MDH diminuiu em relacdo ao grupo exposto ao Zn (0,010 + 0,003
Ul.mg de proteina) (Figura 16A). Na exposi¢do por 16 dias os grupos Cu (0,010 = 0,003 Ul.mg
de proteina) e Cd (0,010 + 0,002 Ul.mg de proteina) apresentaram aumento em relacéo ao grupo
CTR (0,004 + 0,001 Ul.mg de proteina) (Figura 16B). Com relagdo ao tempo de exposi¢do o
grupo CTR apresentou uma diminui¢do na atividade enziméatica da MDH em 16 dias (0,010 +
0,003 Ul.mg de proteina, 2 dias vs 0,004 + 0,001 Ul.mg de proteina, 16 dias) (Figura 16C).
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Figura 16. Atividade da MDH (Ul.mg de proteina) no musculo ap6s a exposi¢do aos metais Zn, Cu e Cd, isolados
e combinados. A) Exposi¢do por 2 dias. B) Exposi¢éo por 16 dias. C) Comparacdo entre o tempo de exposicao, 2
e 16 dias.  indica diferenca significativa em relacéo ao grupo controle, p<0,05; ° indica diferenca significativa em
relagdo ao metal zinco isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagio ao metal cobre isolado. ¢ indica diferenca
significativa em relacdo ao metal cadmio isolado. © indica diferenca significativa em relacdo ao tempo de
exposicao. Resultados apresentados como média + desvio padréo.
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5.3.GLICOSE

A concentracdo de glicose no figado, rim e masculo é apresentada nas figuras 17, 18 e
19. O masculo apresentou maior concentracao de glicose do que o figado e rim, apds as duas
exposicoes.

As andlises realizadas no figado demonstram que ap0s a exposicdo por 2 dias a
concentracéo de glicose foi maior nos grupos expostos aos metais isolados em relacéo ao grupo
CTR (11,78 % 3,25 mg.dL?), Zn (29,41 + 7,99 mg.dL™?), Cu (42,34 + 10,25 mg.dL?) e Cd
(14,98 + 5,15 mg.dL?). Quando comparado os grupos isolados e combinados observou-se uma
diminuicdo na concentracdo de glicose em relagdo aos metais isolados nos grupos Zn+Cu
(13,55 + 3,28 mg.dL™?), Zn+Cd (12,80 + 2,93 mg.dL™?), Cu+Cd (11,10 + 2,66 mg.dL?) e
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Zn+Cu+Cd (8,22 + 1,62 mg.dL™?) (Figura 17A). Apds a exposicio por 16 dias todos os grupos
expostos aos metais isolados apresentaram maior concentragédo de glicose em relagdo ao CTR
(CTR 12,12 + 2,12 mg.dL™Y; Zn 42,51 + 11,09 mg.dL?, Cu 29,51 + 7,94 mg.dL! e Cd 18,75 +
5,24 mg.dLY). Enquanto que os grupos combinados aos metais apresentaram diminuicéo
significativa da glicose em relagdo aos metais isolados (Zn+Cu 16,29 + 2,67 mg.dL; Zn+Cd
20,55 + 4,81 mg.dL; Cu+Cd 18,40 + 6,38 mg.dL* e Zn+Cu+Cd 15,11 + 4,76 mg.dL™?) (Figura
17B). Em relac&o ao tempo de exposicdo 0s grupos expostos ao Zn (29,41 + 7,99 mg.dL?, 2
dias vs 42,51 + 1,09 mg.dL™, 16 dias) apresentaram um aumento da glicose em 16 dias, ja no
grupo exposto ao Cu (42,34 + 10,25 mg.dL?, 2 dias vs 29,51 + 7,94 mg.dL?, 16 dias) ocorreu
uma diminuigdo na concentracdo de glicose (Figura 17C).

Figura 17. Concentracdo de glicose no figado apds a exposi¢do aos metais Zn, Cu e Cd, isolados e combinados.
A) Exposicéo por 2 dias. B) Exposi¢do por 16 dias. Os valores sdo apresentados como média e desvio padréo. C)
Comparagdo entre o tempo de exposicdo. 2 indica diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, p<0,05; ©
indica diferenca significativa em relagdo ao metal zinco isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagéo ao
metal cobre isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagio ao metal cadmio isolado. © indica diferenca
significativa em relacéo ao tempo de exposi¢do. Resultados apresentados como média + desvio padrao.
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No rim apds a exposicdo por 2 dias o grupo CTR (14,01 + 3,99 mg.dL?) apresentou
maior concentracdo de glicose em relagcdo aos outros grupos, com diminuicdo nos grupos Cu
(7,32 £+ 1,69 mg.dLt); Cd (8,55 + 0,87 mg.dL™) e Zn+Cu (7,79 + 1,68 mg.dL™?) (Figura 18A).
Apdbs a exposicdo por 16 dias as concentracGes de glicose nos grupos expostos no rim se
mantiveram proximas em relagdo ao grupo CTR (14,08 + 4,40 mg.dL™?), com excegéo do grupo
Zn+Cd (28,58 + 8,00 mg.dLt) que apresentou aumento (Figura 18B). O grupo do Cu (7,32 +
1,69 mg.dL™?, 2 dias vs 15,20 + 3,43 mg.dL™, 16 dias) apresentou um aumento na concentragao
de glicose em comparagéo ao tempo de exposi¢do, assim como o Zn+Cd (8,55 + 0,87 mg.dL?,
2 dias vs 28,58 + 8,00 mg.dL, 16 dias) (Figura 18C).

Figura 18. Concentracao de glicose no rim ap0s a exposi¢ao aos metais Zn, Cu e Cd, isolados e combinados. A)
Exposicédo por 2 dias. B) Exposi¢do por 16 dias. C) Comparagdo entre o tempo de exposi¢do.  indica diferenga
significativa em relagdo ao grupo controle, p<0,05; ° indica diferenca significativa em relagio ao metal zinco
isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagdo ao metal cobre isolado. ¢ indica diferenca significativa em
relacdo ao metal cadmio isolado. ¢ indica diferenga significativa em relacdo ao tempo de exposi¢do. Resultados
apresentados como média + desvio padréo.
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No musculo, apos a exposicdo por 2 dias, pode se observar diminui¢do de glicose em
relagdo ao grupo CTR (20,14 + 3,86 mg.dL™?) e o grupo exposto ao Cd (10,65 * 2,36 mg.dL™?)
enguanto os outros grupos ndo se alteraram significativamente. Em relacdo aos grupos
combinados e isolados, os grupos Zn+Cd (15,60 + 3,50 mg.dL™?) e Zn+Cu+Cd (16,27 + 2,45
mg.dL™) apresentaram diminuigio em relagdo ao Zn (23,62 + 6,60 mg.dLt) e o grupo Cu+Cd
(23,04 + 4,98 mg.dLt) aumentou em relagdo ao Cd (10,65 + 2,36 mg.dLt) (Figura 19A). Apds
a exposicdo por 16 dias observou-se um aumento na concentracao de glicose no grupo Cu+Cd
(37,82 +10,99 mg.dL) em relagdo ao grupo CTR (17,48 * 5,23 mg.dL ™). Com relagdo aos
metais combinados e isolados, o grupo Cu+Cd (37,82 10,99 mg.dLl) apresentou maior
concentragdo em relagdo, tanto ao Cu (12,47 + 3,65 mg.dL™?), quanto ao Cd (23,06 + 4,97
mg.dL?) (Figura 19B). A comparagdo entre 0os grupos em relagdo ao tempo de exposicio
mostrou aumento na concentraco de glicose nos grupos Cd (10,65 + 2,36 mg.dL?, 2 dias vs
23,06 + 4,97 mg.dL™, 16 dias) e Cu+Cd (23,04 + 4,98 mg.dL™?, 2 dias vs 37,82 + 10,99 mg.dL"
116 dias) apds 16 dias (Figura 19C).

Figura 19. Concentracdo de glicose no musculo apds a exposi¢do aos metais Zn, Cu e Cd, isolados e combinados.
A) Exposicédo por 2 dias. B) Exposi¢do por 16 dias. Os valores sdo apresentados como média e desvio padréo. C)
Comparagdo entre o0 tempo de exposicdo. 2 indica diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, p<0,05; ©
indica diferenga significativa em relacdo ao metal zinco isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagdo ao
metal cobre isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagio ao metal cadmio isolado. © indica diferenca
significativa em relacdo ao tempo de exposicdo. Resultados apresentados como média + desvio padrao.
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5.4.PROTEINAS

A concentracdo de proteina do figado, rim e mdsculo é apresentada nas figuras 20, 21 e

22. O musculo apresentou maior concentracdo de proteina do que o figado e do rim, apds as

duas exposigoes.

Apos a exposicao por 2 dias aos metais a concentragao de proteina no figado em relacéo

ao grupo CTR (35,02 + 10,56 mg.mL™) ndo sofreu alteracdo significativa, com excecdo do

grupo exposto ao Zn (76,64 + 15,11 mg.mL™) que aumentou. Em relacdo aos grupos isolados
vs combinados os grupos Zn+Cu (35,86 + 15,78 mg.mL™?); Zn+Cd (27,47 + 4,86 mg.mL™Y);
Cu+Cd (15,67 + 3,18 mg.mL™) e Zn+Cu+Cd (23,44 + 6,17 mg.mL™) apresentaram diminuic&o
em relagdo ao Zn (76,64 + 15,11 mg.mL™Y); Cu (32,73 + 15,11 mg.mL™) e Cd (36,18 + 17,34

mg.mL?) (Figura 20A). Apds a exposicdo por 16 dias a concentracdo de proteina ndo foi
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alterada em nenhum dos grupos expostos (p > 0,05) (Figura 20B). Com relacdo ao tempo de
exposicdo a concentracio de proteina no grupo exposto ao Zn (76,67 + 18,53 mg.mL™, 2 dias
vs 24,87 + 5,99 mg.mL™?, 16 dias) apresentou uma diminuicio em 16 dias enquanto os grupos
Cu (32,73 + 15,11 mg.mL™?, 2 dias vs 59,36 + 22,61 mg.mL™, 16 dias) e Zn+Cd (22,47 + 4,86
mg.mL7?, 2 dias vs 57,54 + 22,57 mg.mL™, 16 dias) apresentaram aumento em 16 dias (Figura
20C).

Figura 20 Concentracdo de proteina no figado apds a exposicdo aos metais Zn, Cu e Cd, isolados e combinados.
A) Exposicdo por 2 dias. B) Exposicéo por 16 dias. C) Comparagéo entre o tempo de exposicéo. 2 indica diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle, p<0,05; ® indica diferenca significativa em relagdo ao metal zinco
isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagdo ao metal cobre isolado. ¢ indica diferenca significativa em
relacdo ao metal cadmio isolado. ¢ indica diferenga significativa em relacdo ao tempo de exposi¢do. Resultados
apresentados como média + desvio padréo.
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Ja no rim a concentracdo de proteina foi menor no grupo controle em relagéo a todos o0s
grupos expostos (CTR 17,69 + 4,81 mg.mL™; Zn 46,44 + 7,60 mg.mL™; Cu 37,29 + 8,76, Cd
31,18 + 9,31 mg.mL; Zn+Cu 34,08 + 4,83 mg.mL*; Zn+Cd 38,39 + 8,25 mg.mL*; Cu+Cd
42,21 + 13,77 mg.mL?; Zn+Cu+Cd 31,32 + 7,65 mg.mL™) (Figura 21A). Diferente do que
ocorreu na exposicao por 2 dias, na exposicdo de 16 dias o grupo CTR apresentou maior
concentracgdo de proteina em relagdo aos grupos expostos (CTR 31,57 + 10,69 mg.mL™; Zn
7,94 + 2,56 mg.mL*; Cu 26,36 + 3,95 mg.mL*; Cd 29,35 + 7,79 mg.mL*; Zn + Cu 34,20 +
12,14 mg.mL*; Zn+Cd 11,07 + 2,44 mg.mL™; Cu+Cd 32,12 + 8,32 mg.mL* e Zn+Cu+Cd 5,98
+ 1,36 mg.mL™?) e o grupo exposto ao Zn+Cu apresentou aumento em relagdo ao Zn isolado,
enguanto os grupos expostos ao Zn+Cd e Zn+Cu+Cd apresentaram diminui¢do em relacdo aos
metais isolados (Figura 21B). Com relacdo ao tempo de exposi¢do a concentracao de proteina
no grupo CTR (17,69 + 4,81 mg.mL?, 2 dias vs 31,57 + 10,69 mg.mL™, 16 dias) aumentou,
diferente do que ocorreu nos grupos Zn (46,44 + 7,60 mg.mL?, 2 dias vs 7,94 + 2,56 mg.mL™,
16 dias), Zn+Cd (38,39 + 8,25 mg.mL™, 2 dias vs 11,07 + 2,44 mg.mL™, 16 dias) e Zn+Cu+Cd
(31,32 + 7,65 mg.mL™?, 2 dias vs 5,98 + 1,36 mg.mL™, 16 dias) onde se observou diminuigdo
em 16 dias (Figura 21C).

Figura 21. Concentracdo de proteina no rim apds a exposi¢do aos metais Zn, Cu e Cd, isolados e combinados. A)
Exposicédo por 2 dias. B) Exposicéo por 16 dias. C) Comparagdo entre o tempo de exposicdo. 2 indica diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle, p<0,05; ° indica diferenca significativa em relagio ao metal zinco
isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagdo ao metal cobre isolado. ¢ indica diferenca significativa em
relagdo ao metal cddmio isolado. © indica diferenca significativa em relacdo ao tempo de exposicao. Resultados
apresentados como média + desvio padréo.
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A concentracdo de proteinas no musculo apresentou diminuicdo em relagdo ao grupo
CTR (88,60 + 8,91 mg.mL1) em relacdo aos grupos expostos ao Zn (66,57 + 12,35 mg.mL™),
Cu (67,28 + 10,12 mg.mLY) e Cd (62,37 + 7,31 mg.mL™) (Figura 22A). Apds a exposicao por
16 dias a concentracdo de proteina ndo se alterou significativamente em nenhum dos grupos (p
> 0,05) (Figura 22B). Em relacdo ao tempo de exposicéo os grupos Cd (62,37 + 7,31 mg.mL™,
2 dias vs 82,13 + 9,14 mg.mL?, 16 dias) e Cu+Cd (71,11 + 13,81 mg.mL™%, 2 dias vs 84,76 +
12,74 mg.mL™, 16 dias) apresentaram aumento na concentragdo de proteina no mdsculo em 16
dias (Figura 22C).
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Figura 22. Concentragéo de proteina no musculo apos a exposigao aos metais Zn, Cu e Cd, isolados e combinados.
A) Exposicéo por 2 dias. B) Exposicédo por 16 dias. C) Comparacéo entre o tempo de exposicdo. ? indica diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle, p<0,05; ° indica diferenca significativa em relagio ao metal zinco
isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagdo ao metal cobre isolado. ¢ indica diferenca significativa em
relacdo ao metal cadmio isolado. ¢ indica diferenca significativa em relacdo ao tempo de exposicdo. Resultados
apresentados como média + desvio padréo.
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5.5.TRIGLICERIDEOS

A concentracdo de triglicerideos no figado, rim e musculo é apresentada nas figuras 23,
24 e 25. O figado apresentou maior concentracao de triglicerideos do que musculo e rim, apds
as duas exposicoes.

No figado, apés a exposicdo por 2 dias ndo houve mudancas significativas em relagéo

ao grupo CTR e 0s grupos expostos, porém o grupo exposto ao Cu+Cd (59,67 + 15,99 mg.dL
1Y e 0 grupo exposto ao Zn+Cu+Cd (114,44 + 21,58 mg.dL™) apresentaram diferencas em
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relagdo aos metais Zn (52,70 + 13,38 mg.dL?), Cu (105,75 + 31,19 mg.dL™?) e Cd (75,15 +
21,05 mg.dLt) (Figura 23A). Apds a exposicdo por 16 dias a concentracio de triglicerideos no
grupo exposto ao CTR (36,33 + 12,71 mg.dL™?) foi menor que o grupo exposto ao Cd (58,18 +
15,66 mg.dL™). E os grupos Zn+Cd (32,64 + 7,33 mg.dL?), Cu+Cd (44,35 + 12,89 mg.dL?) e
Zn+Cu+Cd (36,61 + 9,84 mg.dL™?) apresentaram diferencas significativas em relacdo ao Zn
(38,07 +£11,65 mg.dLt), Cu (17,92 + 3,51 mg.dL ) e Cd (58,18 + 15,66 mg.dL!) (Figura 23B).
Em relacio ao tempo de exposicdo, os grupos CTR (89,21 + 7,95 mg.dL?, 2 dias vs 36,33 +
12,71 mg.dL?, 16 dias), Cu (105,75 + 31,19 mg.dL™, 2 dias vs 17,92 + 3,51 mg.dL™?, 16 dias),
Zn+Cu (83,44 + 19,31 mg.dL?, 2 dias vs 20,30 + 1,78 mg.dL %, 16 dias), Zn+Cd (64,41 + 14,15
mg.dL?, 2 dias vs 32,64 + 7,33 mg.dL, 16 dias) e Zn+Cu+Cd (114,44 + 21,58 mg.dL™?, 2 dias
vs 36,61 + 9,84 mg.dL™, 16 dias) apresentaram diminuicdo na concentracéo de triglicerideos
em 16 dias (Figura 23C).

Figura 23. Concentracdo de triglicerideos no figado apds a exposicdo aos metais Zn, Cu e Cd, isolados e
combinados. A) Exposicdo por 2 dias. B) Exposicéo por 16 dias. C) Comparagdo entre o tempo de exposicéo. 2
indica diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, p<0,05; ® indica diferenca significativa em relagéo ao
metal zinco isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagdo ao metal cobre isolado. ¢ indica diferenca
significativa em relacdo ao metal cddmio isolado. © indica diferenca significativa em relacdo ao tempo de
exposicdo. Resultados apresentados como média + desvio padréo.
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Apds a exposicdo por 2 dias a concentracdo de triglicerideos no rim diminuiu
significativamente no grupo Cu (1,94 +0,67 mg.dL™) em relagdo ao CTR (6,09 + 2,07 mg.dL"
1. No grupo Cu+Cd (6,13 + 139 mg.dL ) a concentragdo de triglicerideos aumentou em relacio
ao Cu (1,94 + 0,67 mg.dL?) (Figura 24A). Apos a exposicdo por 16 dias 0s grupos expostos
aos metais apresentaram uma diminuicao da concentracdo de triglicerideos em relacao ao grupo
controle (CTR 10,38 + 2,42 mg.dL; Zn 2,52 + 0,71 mg.dL%; Cu 2,79 + 0,98 mg.dL%; Cd 5,60
+ 1,84 mg.dL; Zn+Cu 4,80 + 1,12 mg.dLY; Zn+Cu+Cd 4,50 * 1,42 mg.dL™?), com excecéo
dos grupos Zn+Cd (11,53 + 3,18 mg.dL™?) e Cd+Cu (7,50 + 2,33 mg.dL!) que ocorreu aumento
em relacdo aos metais Zn, Cu e Cd (Figura 24B). Ja em relagdo ao tempo de exposi¢édo o grupo
CTR (6,09 + 2,07 mg.dL™?, 2 dias vs 10,38 + 2,42 mg.dL™?, 16 dias) e Zn+Cd (5,66 *+ 2,50
mg.dL?, 2 dias vs 11,53 + 3,18 mg.dL™, 16 dias) apresentaram aumento na concentragdo de
triglicerideos em 16 dias (Figura 24C).
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Figura 24. Concentragéo de triglicerideos no rim apds a exposicado aos metais Zn, Cu e Cd, isolados e combinados.
A) Exposicéo por 2 dias. B) Exposicéo por 16 dias. C) Comparacéo entre o tempo de exposicdo. ? indica diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle, p<0,05; ° indica diferenca significativa em relagio ao metal zinco
isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagdo ao metal cobre isolado. ¢ indica diferenca significativa em
relacdo ao metal cadmio isolado. ¢ indica diferenca significativa em relacdo ao tempo de exposicdo. Resultados
apresentados como média + desvio padréo.
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No musculo, apds a exposicdo por 2 dias, 0S grupos expostos aos metais apresentaram
diminuicdo na concentracgdo de triglicerideos em relacéo ao controle (CTR 6,40 + 1,09 mg.dL"
1-7Zn 3,36 +£0,92 mg.dL?; Cu3,36 + 1,11 mg.dL™, Cd 1,11 + 0,27 mg.dL™, Zn+Cu 3,88 + 1,32
mg.dL?, Zn+Cd 3,46 + 0,68 mg.dL, Zn+Cu+Cd 3,69 * 0,85 mg.dL) com excecio do grupo
Cu+Cd (6,86 + 1,56 mg.dL™?), que junto com os grupos Zn+Cd (3,46 + 0,68 mg.dL™?) e
Zn+Cu+Cd (3,69 + 0,85 mg.dL™!) apresentaram aumento em relagdo aos grupos dos metais
isolados (Figura 25A). Apos exposicdo por 16 dias ocorreu diminuicdo na concentracdo de
triglicerideos no grupo Zn+Cu (6,52 + 1,80 mg.dL™?) em relacdo ao grupo Cu (10,51 + 2,81

mg.dL™) (Figura 25B). Com excecgdo do grupo CTR, todos 0s outros grupos apresentaram
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aumento na concentracdo de triglicerideos em relagdo ao tempo de exposic¢do (Zn 3,36 + 0,92
mg.dL?, 2 dias vs 9,30 + 1,05 mg.dL?, 16 dias, Cu 3,36 + 1,11 mg.dL™?, 2 dias vs 10,51 + 2,81
mg.dL?, 16 dias, Cd 1,11 + 0,27 mg.dL%, 2 dias vs 9,28 + 1,83 mg.dL?, 16 dias, Zn+Cu 3,88
+ 1,32 mg.dL?, 2 dias vs 6,52 + 1,80 mg.dL™, 16 dias, Zn+Cd 3,46 + 0,68 mg.dL™?, 2 dias vs
8,33 + 1,90 mg.dL?, 16 dias, Cd+Cu 6,86 + 1,56 mg.dL™?, 2 dias vs 10,65 +1,77 mg.dL™, 16
dias e Zn+Cu+Cd 3,69 + 0,85 mg.dL?, 2 dias vs 10,65 + 2,94 mg.dL, 16 dias) em 16 dias
(Figura 25C).

Figura 25. Concentracdo de triglicerideos no musculo apds a exposi¢cdo aos metais Zn, Cu e Cd, isolados e
combinados. A) Exposicdo por 2 dias. B) Exposicdo por 16 dias. C) Comparacéo entre o tempo de exposicéo. 2
indica diferenga significativa em relagdo ao grupo controle, p<0,05; ® indica diferenga significativa em relagdo ao
metal zinco isolado. ¢ indica diferenca significativa em relagdo ao metal cobre isolado. ¢ indica diferenga
significativa em relacdo ao metal cddmio isolado. © indica diferenca significativa em relacdo ao tempo de
exposicdo. Resultados apresentados como média + desvio padréo.
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A tabela 1 mostra um resumo de todos os resultados, comparando os trés 6rgaos com

0S grupos expostos aos metais e 0s biomarcadores estudados.

Tabela 1. Resumo dos resultados apresentados. A ¥ Indicam aumento ou diminui¢cdo em comparacéo com o

grupo controle e A# ¥#indicam aumento ou diminuigdo entre os metais isolados e combinados.

Tempo de Exposicao
2dias 16dias 2dias 16dias 2dias 16 dias

Zn A
Cu v v
Cd v
Zn+Cu A7
Zn+Cd
Cu+Cd AA7 A? A? A? A7
Zn+Cu+Cd v# AA7
Zn
Cu A
Cd A
Zn+Cu A7 \ A AA”
Zn+Cd A? AA”
Cu+Cd AA7 v# AA"
Zn+Cu+Cd AA? v# A* AA* v#
Zn A A
Cu A A v
Cd v v
Zn+Cu v# v# v
Zn+Cd v# v# AA7 v#
Cu+Cd A7 AA7
Zn+Cu+Cd v# v# v#
Zn A A v v
Cu A v
Cd v
Zn+Cu v# A A7
Zn+Cd v# A vv#
Cu+Cd v# A
Zn+Cu+Cd v# vVv#
Zn A 4 v
Cu A 4 \ 4 A\ 4
Cd A v v
Zn+Cu v v v
Zn+Cd v# A? VA
Cu+Cd v# A7 A7 A7 A7

Zn+Cu+Cd A? v# v VA?
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6. DISCUSSAO

Os anfibios, por sua facilidade de adaptacdo tanto em ambiente aquatico como em
ambiente terrestre, sdo 6timos bioindicadores de qualidade do ambiente (FALFUSHYNSKA et
al., 2015). Devido a estas caracteristicas sdo utilizados em estudos ecotoxicolégicos como
exposicdo a metais (MARCANTONIO et al., 2011; RIZZI, 2014; FALFUSHYNSKA et al.,
2015; ABDALLA etal., 2017; CARVALHO et al., 2017).

6.1.EFEITOS DA EXPOSICAO AOS METAIS ENTRE OS GRUPOS CONTROLE E

EXPOSTOS

O aumento ou a diminuicdo da atividade enzimatica e as alteragdes nos niveis dos
metabolitos servem como 6timos indicadores da condicgéo fisiologica do organismo diante de
um fator estressante (CARVALHO et al., 2008; ABDEL-TAWWAB; WAFEEK, 2017).

A LDH é uma enzima importante no metabolismo dos carboidratos, convertendo
reversivelmente o piruvato em lactato. Esta enzima esta presente na maioria dos tecidos animais
e é vital para a via glicolitica e o ciclo do &cido tricarboxilico (ou ciclo de Krebs) (NELSON;
COX, 2016, p. 602). O aumento da atividade da LDH observado nos grupos Zn, Cu+Cd (2 dias)
e Zn+Cu+Cd (16 dias) no figado, foi descrito por outros autores apds a exposi¢do a diferentes
metais em peixes e anfibios (DAI et al., 2009; FIRAT; KARGIN, 2010; GUNGORDU et al.,
2013; YENGKOKPAM et al., 2013; ZHU et al., 2013). Esse aumento, como descrito também
em peixes por Abdel-Tawwab e Wafeek (2017), no figado de tilapias, Oreochromis niloticus
expostas ao Cd em diferentes temperaturas, pode indicar um aumento na atividade anaerdbia
nestes organismos. Em anfibios, o aumento da atividade enzimética da LDH pode indicar lesdes
nas células e tecidos (KUMARI; SINHA, 2010; MEDINA et al., 2016) e também reducédo na
oxidacdo de carboidratos, sugerindo que o piruvato, o produto final da glicolise, ndo é
encaminhado para o ciclo de Krebs, mas para o ciclo do acido latico (THIRUMAVALAVAN,
2010). O lactado formado pode ser encaminhado para a gliconeogénese para producgédo de
glicose (NELSON; COX, 2016, p. 574). Este resultado indica uma diminuigdo no metabolismo
aerobio e aumento do metabolismo anaerébio devido a um aumento na demanda metabolica
para processos de desintoxicacdo ou para a producdo aerébia de ATP em decorréncia da
exposicéo aos metais.

Em contraste, a diminuicéo da atividade da LDH nos grupos Cu e Cd (2 dias) no rim e,
no musculo no grupo Cu (16 dias) pode ser devido a a¢do intracelular dos metais nestes 6rgaos.

Um estudo anteriormente realizado com girinos de L. catesbeianus demonstrou acimulo de Cu
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no rim e musculo e acimulo de Cd no rim apds 2 e 16 dias (CARVALHO et al., 2017). A LDH
€ uma enzima indicadora da capacidade da glicolise, portanto, o decaimento da atividade
enzimatica demonstra uma dificuldade na producdo de energia (ALMEIDA et al., 2002;
ANTOGNELLI et al., 2003; DAI et al., 2009), logo o decaimento na atividade enzimatica da
LDH seria uma resposta ao acumulo desses metais nos tecidos, como mencionado
anteriormente e/ou ligacdo dos metais na enzima em sitios especificos. Esses resultados também
mostram diminuicdo na producdo de ATP por processos de fermentacdo lactica. A LDH
também fornece NAD" para a gliceraldeido fosfato desidrogenase, enzima da via glicolitica,
que desta forma mantem o funcionamento da via (NELSON; COX, 2016, p. 548).

Além disso, a LDH apresenta varia¢fes na sua forma, e estas diferentes isoformas da
LDH variam de acordo com o tecido e com as condi¢des do ambiente, visando a manutencgéo
das suas caracteristicas enzimaticas (FEIDANTSIS et al., 2009; NELSON; COX, 2016, p. 602).
Tais fatores podem ocasionar estresse em decorréncia da incapacidade do animal em manter
um estado fisioldgico normal e que podem prejudicar a sua homeostase.

Em condicdes aerdbias, a MDH tem a funcdo de ligacdo de equivalentes redutores
(NADHSs) produzidos na glicolise e o processamento no sistema de transporte de elétrons, além
de catalisar a etapa final do ciclo de Krebs (NELSON; COX, 2016, p. 571). Neste trabalho,
devido a metodologia empregada, a homogeneizacdo dos tecidos permitiu que tanto a MDH
citosolica quanto a mitocondrial estivessem disponiveis durante os ensaios. Sendo, portanto, 0s
resultados apresentados como uma combinacdo da MDH dos dois compartimentos celulares
(RIBEIRO et al., 2015).

O aumento na atividade da MDH hepética observado nos grupos Cu+Cd e Zn+Cu+Cd
(2 dias) indica uma necessidade maior de producdo de ATP resultante da presenca dos metais,
sendo considerado um fator estressante ao animal (VERMA et al., 2007; KUMAR et al., 2010;
ALMEIDA et al.,, 2016; GORA et al., 2018), sugerindo maior taxa metabdlica durante
exposicao aos metais combinados. Ja foi demonstrado que o0 aumento na atividade da MDH em
peixes, € uma resposta a exposi¢do a metais no ambiente (VENUGOPAL; REDDY, 1992;
LEVESQUE et al., 2002). O figado é um érgdo importante, pois é o principal centro metabdlico,
como também é o orgdo principal de desintoxicagdo em vertebrados (LUCIA et al., 2010;
THIRUMAVALAVAN, 2010). Entretanto, 0 aumento na atividade da MDH também foi
observado nos grupos Zn+Cu, Zn+Cd, Cu+Cd e Zn+Cu+Cd no rim e nos grupos Cu e Cd no
musculo em 16 dias. Esses resultados mostram que 0s metais combinados apresentaram maior

efeito na atividade desta enzima, principalmente para o rim e o muasculo, e este aumento sugere
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também maior aporte energético nestes tecidos, provavelmente desviados para processos de
desintoxicacéo.

O figado e o rim séo 6rgdos importantes envolvidos no metabolismo, desintoxicacao e
biotransformacédo de xenobioticos, e sdo altamente suscetiveis de danos mediados por metais.
Nos teledsteos, os rins, além de apresentarem func¢bes na osmorregulacdo, ainda atuam na
sintese de hormonios e na eliminacao de residuos (SCHRECK, 2010). No caso do masculo de
girinos, o processo de metamorfose pode favorecer a condicéo de vulnerabilidade deste 6rgéo,
uma vez que nesta fase o animal estd sob estresse metabolico. De fato, Carvalho et al. (2017)
relataram um maior acumulo de Cu e Cd e a indugdo de MT no masculo de L. catesbeianus
apos exposicdo aos Zn, Cu e Cd. Ademais, as alteracbes dessas enzimas refletem ajustes
metabolicos para utilizagdo ou armazenamento de energia, como também para compensar 0s
efeitos provocados pela presenca dos metais.

O aumento da glicose plasmatica indica que 0s organismos aquéticos estdo sob estresse
e que esta ocorrendo mobilizacdo energética possivelmente por liberacdo de catecolaminas
(HEATH, 1995, p. 8; MARTINEZ; COLUS, 2002; ROMERO, 2002; MATINEZ et al., 2004;
THIRUMAVALAVAN, 2010). De acordo com Barton (2002), a exposi¢do aos metais provoca
elevacdo dos niveis de glicose, que podem ser restabelecidos para niveis de repouso durante a
recuperacdo do estresse em peixes. Em L. catesbeianus, o aumento de glicose no figado apos 2
e 16 dias nos grupos Zn e Cu indica estresse metabolico em decorréncia da presenca destes
metais. A mesma resposta foi observada no rim no grupo Zn+Cd e no musculo no grupo Cu+Cd
apos exposicdo por 16 dias.

Embora a glicose seja um dos primeiros metabdlitos a ser mobilizado em uma situagdo
de estresse (WENDELAAR BONGA, 1997), neste estudo a glicose ndo foi o substrato mais
utilizado por girinos de ra-touro nas condi¢des testadas em relacdo ao controle.

Alguns estudos relatam o efeito dos metais nas concentracdes de glicose em peixes.
Almeida et al. (2002) observaram aumento de glicose no figado e no musculo de Oreochromis
niloticus apos exposicdo a diferentes concentragdes de Cd (0,35 mg.L%; 0,75 mg.L%; 1,5 mg.L
1 e 3,0 mg.L ™). Esses autores também verificaram maior concentracdo de glicose no musculo
vermelho, pois é o local com maior demanda energética para o animal. Niveis aumentados de
glicose no figado e no plasma também foram encontrados em Oreochromis niloticus expostos
ao Cd (AL-ATTAR, 2005) e em Prochilodus lineatus apos exposi¢éo ao aluminio (CAMARGO
et al.,, 2009). Esses estudos sugerem que essa resposta esta relacionada a desordens no
metabolismo de carboidratos ap0s o estresse quimico e fisioldgico do animal e que também esta

relacionada com o efeito de glicocorticoides para suprir a demanda energética causada pelo
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estresse oxidativo (RANDALL; FERRY, 1992; BARCAROLLI; MARTINEZ; COLUS, 2002;
FIRAT et al., 2011; STANKEVICIUTE et al., 2018).

O glicogénio pode ser transformado em glicose quando necessario, principalmente se
os tecidos necessitarem de energia oxidavel. Neste estudo, os niveis aumentados de glicose
também podem ser atribuidos a glicogendlise ou gliconeogénese hepatica. A glicogendlise
consiste na quebra do glicogénio armazenado no figado e liberagdo de glicose para suprir a
demanda energética para suprir os danos causados pelo agente estressor sob a acéo do cortisol
(KUMARI; SINHA, 2010; MEDINA et al., 2016). A gliconeogénese € a sintese de glicose a
partir de compostos ndo glicidicos e ocorre no figado para satisfazer as necessidades de glicose
do organismo em situag¢fes onde o carboidrato ndo € suficiente para manter a glicemia, nesse
contexto, a glicose pode vir também a partir de outras moléculas, como da quebra de proteinas
e lipideos conforme a necessidade do organismo e da situacdo que ele enfrenta (NELSON;
COX, 2016, p. 574). De fato, na presenca de Zn houve aumento da atividade da LDH, o que
corrobora com o resultado encontrado.

Em mamiferos, aminoécidos e lactato sdo os maiores precursores gliconeogénicos e sao
derivados da protedlise muscular e glicdlise anaerdbia, respectivamente (MARKS et al., 1996,
p. 10). As proteinas também auxiliam na produgdo de enzimas, alguns hormonios,
neurotransmissores e anticorpos, na reposi¢cdo do gasto energético das células e no transporte
de substancias para o corpo e também atuam no metabolismo celular e na contracdo muscular
(VOET, et al., 2014, p. 163; NELSON; COX, 2016, p. 75).

Altos niveis de proteina podem estar presentes em tecidos que estdo em rapido
crescimento e desenvolvimento, para 0 metabolismo de acidos nucléicos, sintese de proteinas
e outros processos. De fato, em girinos de L. catesbeianus, a maior concentracdo de proteinas
foi observada no musculo, figado e rim.

No figado, foi observado aumento da concentracdo de proteina somente no grupo Zn
apos 2 dias. No rim, com excec¢do dos grupos Cd e Zn+Cu+Cd (2dias), todos 0s outros grupos
apresentaram aumento na concentragdo de proteina, enquanto que nos grupos Zn, Zn+Cd e
Zn+Cu+Cd (16 dias) a concentracdo de proteina diminuiu. O aumento de proteinas no rim, em
situacdo de estresse provocada pelos metais pode implicar em maior demanda por ATP, isso
pode levar a modificagdes no metabolismo intermediario deste 6rgéo que serve para a sintese,
a degradacéo e a interconversao de metabolicos importantes e também para a conservacédo de
energia. Provavelmente, isso pode indicar um mecanismo de sobrevivéncia para manter
constantes 0s nutrientes organicos e inorganicos, bem como a energia quimica, que é derivada

principalmente do ATP.
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Enguanto que no masculo, a diminuicdo de proteina nos grupos expostos aos Zn, Cu e
Cd apds 2 dias sugere protedlise para liberacdo de aminoacidos, como a alanina, um importante
substrato para a gliconeogénese, que ocorre no figado afim de regular os niveis glicémicos.
Segundo Wendelaar Bonga (1997) os contaminantes quimicos provocam uma resposta de
estresse, além da resposta toxica e esta resposta esta associada a liberagdo do cortisol, com
subsequente efeito no metabolismo dos carboidratos, proteinas e lipideos. Esses resultados
mostram efeitos na concentracdo de proteina em combinacdo com 0s metais e com o rim e
musculo como os 6rgdos mais sensiveis aos metais.

Muitos trabalhos foram desenvolvidos a fim de analisar os efeitos que a exposicao a
metais causa nos principais biomarcadores, como concentracdo de proteina, enzimas da
biotransformacao, parametros de estresse oxidativo, e metabolismo energético, os quais foram
realizados, principalmente com peixes (ALMEIDA et al., 2002; VAN EL OOST et al., 2003;
MAES et al., 2016), mas alguns também com anfibios (MEDINA et al., 2016; CARVALHO et
al., 2017). Assim, a observacdo de alteragcdo na concentracao de proteina nos diferentes tecidos
demonstra prejuizos no metabolismo e possiveis danos celulares (estresse oxidativo) e pode ser
um bom indicador de estresse em girinos de ra-touro.

O aumento de triglicerideos estd relacionado com a capacidade do xenobio6tico em
induzir alteracfes metabdlicas com efeitos na membrana lipidica do animal (ONER et al., 2008;
LUCIA et al., 2010; DE MOURA et al., 2017). Essa alteracdo esta diretamente ligada ao
estresse que o animal recebe ao ser exposto a pesticidas (YOUSEF et al., 2003; DE MOURA
etal., 2017), a efluentes industriais (SIVACHANDRAN; SULTANA 2014) e a metais (ONER
et al., 2008; MEDINA et al., 2016). Entretanto, o figado de girinos de L. catesbeianus nao
apresentou alteracao nos triglicerideos, apenas o grupo exposto ao Cd em 16 dias que teve um
aumento.

Os animais mobilizam fontes de energia especificas para sustentar suas necessidades
energéticas. Os niveis diminuidos de triglicerideos também podem estar associados com a
disponibilidade de glicose e lipideos para a sintese desta molécula ou também ao catabolismo
de triglicerideos para disponibilizar energia para o animal. De fato, estes efeitos foram
observados no rim nos grupos expostos ao Cu (2 dias) e nos grupos expostos aos Zn, Cu, Cd,
Zn+Cu e Zn+Cu+Cd (16 dias), como também no musculo em todos 0s grupos expostos aos
metais exceto no grupo Cu+Cd em 2 dias. Ademais, efeitos dos metais nas enzimas envolvidas
no metabolismo de lipideos e que ndo foram determinados no presente estudo devem ser
considerados (LIU et al., 2010; CHEN et al., 2013; ZHENG et al., 2013; ZHU et al., 2013,
HUANG et al., 2014; HU et al., 2017). Larregle et al. (2008) observaram que a exposi¢ado ao
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Cd desencadeava a sintese de triglicerideos em ratos. Os autores verificaram aumento da
transcricdo do RNA mensageiro da glicerol-3-fosfato-acetiltransferase (mtGPAT), enzima
responsavel pela sintese de triglicerideos, principalmente no figado.

Esses resultados mostram que o metabolismo energético desempenha papel
fundamental no processo de adaptacdo e tolerancia ao estresse em girinos de ras-touro, e a

energia adicional é necessaria para o enfrentamento do estresse por metais.

6.2.EFEITOS DA EXPOSICAO AOS METAIS ENTRE OS GRUPOS EXPOSTOS AOS
METAIS ISOLADOS E COMBINADOS

Houve interacdo dos metais na atividade das enzimas LDH e MDH e nos niveis de
glicose, proteina e triglicerideos em figado, rim e musculo de girinos de L. catesbeianus.

O aumento da LDH nos grupos Cu+Cd (2 e 16 dias) e Zn+Cu+Cd (16 dias) no figado
ja foi descrito por alguns autores em peixes que a exposicdo ao Cd e o Cu podem aumentar a
atividade da LDH (ALMEIDA et al., 2002; FIRAT; KARGEN, 2009; ZHU et al., 2013), este
aumento teria sido atribuido ao estresse provocado nos animais por estes metais e devido a
processos de desintoxicacdo (NAGARJUNA et al., 2018). Outros autores verificaram acimulo
desses metais em altas concentragdes no figado, rim e musculo de girinos L. catesbeianus
expostos as mesmas condicdes do nosso estudo (CARVALHO et al., 2017). Um aumento
também foi observado nos grupos Zn+Cu e Cu+Cd (2 dias) e Zn+Cu+Cd (16 dias) no rim, e
Cu+Cd (16 dias) no musculo quando comparados com os metais isolados.

O aumento na atividade da LDH sugere que a atividade anaerdbia nestes 6rgdos
aumentou em decorréncia da co-exposi¢ado e interacdo dos metais a fim de compensar o maior
custo energético. Concomitantemente, houve aumento da MDH no figado (2 dias) e rim (2 e 16
dias) em quase todos os grupos dos metais combinados, indicando uma reorganizacdo da
maquinaria metabdlica (maior taxa metabolica) com equilibrio entre 0 metabolismo aerdbio e
anaerébio. A MDH também envia malato para o citosol que pode ser oxidado a oxalacetato,
sendo importante para varias vias metabolicas como a do ciclo de Krebs, gliconeogénese,
sintese de aminoacidos, manutencdo do balanco entre oxidacdo e reducdo como também
permite a troca de metabdlitos entre o citoplasma e organelas celulares (VOET, et al., 2014;
NELSON; COX, 2016, p. 571). Entretanto, no figado houve diminuicéo da atividade da MDH
apos 16 dias e a reducgdo da atividade desta enzima neste 6rgdo pode levar a um inadequado

suprimento de ATP do tecido, bem como efeito para outras vias como descrito anteriormente.
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Assim, a exposi¢do aos metais combinados pode levar ao comprometimento do sistema
aerobio (diminuigdo da MDH) com transi¢do para o metabolismo anaerdbio (aumento da LDH)
e progressiva insuficiéncia energética. Isso pode ser prejudicial, pois o figado é um érgéo
essencial ao metabolismo e para processos de desintoxicacdo. Além disso, como ja discutido
anteriormente, as respostas das enzimas no figado e no rim demonstram as diferentes
sensibilidades dos tecidos. Os metais, uma vez absorvidos pelo organismo, podem reagir com
uma variedade de sitios de ligacao de estruturas celulares (por exemplo, as proteinas) e, entéo,
perturbar a fisiologia normal do organismo. Ademais, o efeito toxico dos metais no sistema
enzimético depende da capacidade e disponibilidade dos toxicos de reagir com os ligantes
(MURRAY et al., 2007; CARVALHO et al.,, 2017) e da interagdo entre eles, como a
competicdo por determinados sitios de ligacao.

Em relacdo ao decaimento na atividade da MDH, Venugopal e Reddy (1992) relatam
que a diminuicdo na atividade enzimatica pode ser devido a diminuicdo da conversdo de
piruvato em oxaloacetato, resultando numa diminui¢do do mesmo no ciclo de Krebs, que é um
indicador de reducdo no metabolismo energético como uma resposta a exposi¢do a xenobidticos
(VENUGOPAL; REDDY, 1992; YENGKOKPAM et al., 2013; GORA et al., 2018). Ainda, a
diminuicdo da atividade da MDH e consequente diminui¢do do funcionamento do ciclo de
Krebs possivelmente por limitar o fluxo de substratos para o animal, resulta no
comprometimento do processo de producéo de ATP (AFSAR et al., 2012).

A diminuicéo dos niveis de glicose, proteina (2 dias) e triglicerideos no figado em quase
todos os grupos de metais combinados sugere um quadro de estresse provocado pelos metais.
Nos girinos de ras-touro, as concentracdes alteradas de glicose nos tecidos podem levar a um
esgotamento energético no animal. J& o rim mostrou aumento de proteina (2 dias) e variacdo
dos niveis de triglicerideos tanto para o rim (16 dias) como para 0 musculo (2 dias). Além disso,
um alto custo de manutencdo nestes tecidos, principalmente no figado, provavelmente é
mantido com a utilizacdo dos estoques energéticos de outros tecidos, rim e musculo, ou por
mudangas nas vias metabolicas (NELSON; COX, 2016, p. 941).

Esses resultados também mostram a suscetibilidade dos tecidos aos metais e que o Cd,
juntamente com o Cu, apresentou maior toxicidade (Tabela 1). Para o caso dos girinos, esse
quadro pode prejudicar a metamorfose do animal, comprometendo o seu desenvolvimento, pois
a demanda energética do mesmo esta comprometida para o processo de desintoxicacao.

No caso do Zn, o principal alvo de toxidade nos peixes é a branquia, onde ha uma
interrupcao na absorcdo do calcio (Ca?*), levando a uma hipocalcemia e eventualmente a morte
do animal (HOGSTRAND, 2011, p. 149). Williams e Holdway (2000) analisaram o efeito de
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diferentes concentragdes de Zn (0,33; 1; 3,3; 10 e 33,33 mg L!) em diferentes estagios dos
embrides do peixe Melanotaenia fluviatilis (3, 46 e 92h de fertilizagcdo) e observaram que
guanto mais jovem o embrido, maiores sdo os efeitos adversos, como deformacdo na coluna
vertebral.

Estudos descrevem que muitos processos fisiologicos podem ser afetados pela
exposi¢do cronica ao Cd, por exemplo, desenvolvimento embrionério, ionorregulagao,
metabolismo energético, imunidade, reproducéo responsivo ao estresse (SORENSEN, 1991,
USEPA, 2001). Esses impactos podem ser associados a interacdes diretas com o Cd, por
exemplo, na Ca-ATPase, na concentragdo das metalotioneina MT e GSH ou indiretamente, por
exemplo, pela geragdo de EROs. A MT diminui o impacto dos metais tanto pela ligagdo direta
ao metal quanto pelo combate as EROs (TREVISAN, 2008; CARVALHO et al., 2017), como
descrito em um estudo anterior realizado com girinos de L. catesbeianus expostos as mesmas
concentragdes de metais (1 pg L) isoladamente ou combinados (CARVALHO et al., 2017).

As concentragcdes diminuidas de proteinas sugerem interacdo dos metais com estas
moléculas e efeitos toxicos, com mobilizacdo de proteinas para desintoxicacdo. Essa demanda
de energia pode ter efeito na atividade de enzimas e nas vias metabdlicas, como ja descrito
anteriormente, para os processos de desintoxicacao.

Nos girinos, 0 aumento de triglicerideos pode indicar aumento da capacidade lipogénica
e que pode ser acompanhada por uma atividade aumentada de varias enzimas relacionadas a
sintese de acidos graxos, incluindo a acetil-CoA-carboxilase (LUCIA et al., 2010; DE MOURA
etal., 2017). Essa enzima € essencial no controle do metabolismo dos acidos graxos (NELSON;
COX, 2016, p. 940). O aumento na concentracao de lipideos nestes 6rgaos pode torna-los mais
vulneraveis ao estresse oxidativo e a lipoperoxidacdo com a exposi¢do aos metais, e assim, a
analise de metabolitos e a inducdo de defesas antioxidantes em resposta ao estresse €
importante.

O presente estudo mostrou que girinos de rés-touro exibiram sensibilidades diferentes
as co-exposicdes aos metais em relacdo aos metais isolados. Estes resultados destacam a
necessidade de compreender melhor a influéncia do estagio de vida do organismo nas
avaliacdes ecotoxicologicas e as interagdes entre 0s metais e sua toxicidade para 0s mesmos a

fim de promover avaliagdes de risco ecoldgico precisas com protecédo da biota.

6.3.EFEITOS DO TEMPO DE EXPOSICAO AOS METAIS
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Embora este estudo ndo tenha analisado a diferenca entre os estagios larval e adulto de
L. catesbeianus, a exposi¢do aos metais por longo tempo pode prejudicar o desenvolvimento
desta espécie (MEDINA et al., 2016). As diferencas observadas nos diferentes parametros
podem ser devido ao processo de metamorfose que causa estresse fisioldgico (VIEIRA, 2010),
entretanto, elas podem se apresentar mais acentuadas pela presenca dos metais isolados e
combinados.

Com relacdo ao tempo de exposicdo, 0 grupo exposto ao Zn+Cu+Cd no figado
apresentou aumento na atividade da LDH, sendo uma resposta a exposicdo aos metais e ao
acumulo dos mesmos, como anteriormente descritos e nessas mesmas condi¢des (CARVALHO
et al., 2017). O mesmo foi observado nos grupos Zn, Zn+Cu e Zn+Cu+Cd no rim. Aqui
também, como descrito anteriormente, essa resposta se deve a relagdo entre estes dois 6rgaos.
Uma vez que um composto é excretado diretamente na bile para desintoxicacdo continua, ele
entra no intestino delgado e € reabsorvido no intestino ou eliminado pelas fezes (BOENING,
2000). Os metais sendo continuamente reabsorvidos sdo distribuidos aos dois principais 6rgaos
de desintoxicacdo, o figado e rim.

Em relacdo a MDH, houve um aumento na atividade apds 16 dias de exposi¢do nos
grupos dos metais isolados no figado, no grupo exposto ao Zn e em todos grupos dos metais
combinados no rim. Esse aumento esta relacionado com o aumento total de ATP, sendo uma
resposta a alta demanda energética do animal para o processo de desintoxicacdo
(NAGARJUNA et al.,, 2018). Entretanto o grupo controle do musculo apresentou uma
diminuicdo na atividade da MDH.

Com relacdo ao tempo de exposicdo, 0s niveis de glicose no grupo exposto ao Cd no
figado apresentaram uma diminuicdo ap6s 16 dias de exposicdo. J& o grupo exposto ao Cu
apresentou um aumento, assim como nos grupos Cu e Zn+Cd no rim e Cd e Cu+Cd no musculo.
Apesar de os animais estarem vulneraveis pela presenca dos metais, observa-se que 0s niveis
de glicose apresentaram pouco efeito na demanda energética em girinos.

A diminuicéo da proteina no figado (Zn) e no rim (Zn, Zn+Cd e Zn+Cu+Cd) e aumento
no figado (Cu, Zn+Cd) e musculo (Cd e Cu+Cd) em 16 dias de exposi¢do demonstra efeitos
diferentes dos metais, isolados e combinados no rim, principalmente, enquanto que no masculo
o efeito maior foi do Cu e do Cd. Este aumento indica mobilizacdo de proteinas que pode ser
tanto utilizado para manutencéo do aporte energético como para sintese de proteinas/enzimas
em processos de desintoxicagdo ou metamorfose nos girinos expostos por longo tempo.

Zhu et al. (2011) analisaram o indice de mortalidade no peixe Gobiocypris rarus nos

estagios larval e embrionario e os animais foram mais sensiveis na fase larval ap0s a exposi¢édo
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ao Zn, Cu e Cd e que essa sensibilidade depende do tempo de exposicdo aos metais. Os autores
concluiram também que o Cu causou maior toxicidade ao G. rarus e que o0 mesmo potencializou
os efeitos letais do Zn e Cd para as larvas recém eclodidas.

Sfakianakis et al. (2015) fizeram uma revisdo bibliografica que mostra uma relacéo
entre a exposicdo a metais e deformacGes em peixes. Sassi et al. (2010) relacionavam a
deformacéo do animal com a perturbacéo no balanco de célcio causada pela exposi¢do ao Cd
no tecido 6sseo celular de Gambusia affinis, levando o animal a hipocalcemia, resultando em
uma coluna vertebral mais fragil e suscetivel a deformidades. Couture e Kumar (2003) apontam
que a diminuicdo no crescimento dos peixes pode ser o resultado das alteracfes metabolicas,
mais precisamente da inibicdo da atividade enzimatica mitocondrial e do metabolismo
oxidativo, causadas pela intoxicagéo por Cu e Cd.

Teixeira et al. (2012) verificaram aumento nos niveis do cortisol no quarto e oitavo dia
com retorno aos niveis basais ao final do experimento, em 12 dias, porém nao notaram alteracdo
nos niveis de glicose em girinos de L. catesbeianus apos estresse de densidade e hipoxia. Estes
autores relatam que os glicocorticdides em anfibios apresentam um padrdo especifico para
espécies distintas, especialmente nos estagios de pré-metamorfose e pré-metamorfose. De
acordo com Belden et al. (2003) e Crespi e Denver (2005), a sintese de corticosterdides varia
dependendo do desafio apresentado, isto é, do estimulo estressor e do ciclo de vida do
organismo.

As vias metabolicas que influenciam o contetido hepatico de gordura englobam a sintese
(formacdo de triglicerideos) e utilizacdo de lipideos. Em figado de girinos de ré-touro houve
diminuicéo de triglicerideos nos grupos CTR, Cu, Zn+Cu, Zn+Cd e Zn+Cu+Cd em 16 dias e
nos grupos CTR e Zn+Cd no rim, sugerindo que a atividade anaerébia aumentou nos girinos
expostos aos metais combinados em decorréncia de um maior tempo de exposicdo a fim de
compensar 0 maior custo energético aléem da metamorfose do animal. O catabolismo de
triglicerideos envolve a producdo de acetil CoA que podera ser utilizada no ciclo de Krebs,
entdo esta diminuicdo de triglicerideos pode ser acompanhada de aumento de enzimas desta
via, como pode ser comprovado pelo aumento da atividade da MDH no rim (NELSON; COX,
2016, p. 574).

O aumento significativo na concentracdo de triglicerideos no musculo, em todos 0s
grupos expostos, pode ser atribuido ao aumento na expressdo das enzimas envolvidas no
metabolismo de triglicerideos induzido pela exposicdo ao Cd, assim como descrito por Pierron
et al. (2007), sendo uma resposta ao aumento na necessidade de energia do animal. E ainda, no

caso do musculo esse aumento pode estar associado ao processo de metamorfose no qual o
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desenvolvimento do animal envolve reorganizagdo muscular. (DAVIS, 2009; CARVALHO et
al., 2017).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos apds a exposicao dos girinos de ra-touro L. catesbeianus por 2 e
16 dias aos metais Zn, Cu e Cd demonstram que tanto a exposicdo aos metais isolados, quanto
a exposicdo aos mesmos combinados, causam alteracGes nas principais vias metabolicas do
animal. Esses resultados também puderam ser observados quando comparados o0s tempos de
exposicao.

A presenca dos metais combinados provocou mudancgas no metabolismo e que levaram
a ajustes nas atividades da LDH e MDH e, como consequéncia, nos metabolitos. As atividades
destas enzimas podem ser utilizadas como referéncia para estimar a capacidade anaerdbia e
aerdbia visando a producdo de ATP em resposta a exposicao aos metais. E importante notar que
as alteracdes fisiologicas consomem energia e, a partir do momento em que esses estimulos se
tornam croénicos, podem ocorrer os efeitos terciarios do estresse, ou seja, uma diminui¢do na
resisténcia e problemas relacionados ao crescimento e desenvolvimento desses animais. Estes
efeitos nos girinos de rd-touro, Lithobates catesbeianus sdo importantes para possiveis estudos
sobre 0s animais em seu habitat natural, que estdo suscetiveis a exposi¢do por diversos
xenobioticos. Nesse estudo o figado foi o 6rgdo mais afetado pela exposicdo aos metais
principalmente quando combinado a outros metais. Uma vez que o figado é o 6rgdo alvo para
0s xenobioticos, pois reflete suas principais a¢fes no metabolismo energético e na
desintoxicacdo, os girinos podem estar mais suscetiveis as acdes dos metais, 0 que pode
comprometer a fungdo deste 6rgdo. Entretanto, o rim e 0 musculo também se mostraram 6rgaos
importantes neste estudo, com respostas significativas indicando uma reorganizacdo dos

metabolitos diante de uma alteracdo no ambiente e/ou na presenca de metais.
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8. CONCLUSAO

A presenca dos metais provocou efeito toxico nos 6gaos estudados nesse trabalho, assim
como provocou alteragcBes nas reservas energéticas para o processo de desintoxicacdo dos
mesmos. Os biomarcadores utilizados nesse estudo para a avaliagéo do efeito da exposicéo aos
metais Zn, Cu e Cd em girinos de ra-touro evidenciaram alterac@es bioguimicas, indicando uma
resposta do organismo. Os metais podem produzir efeitos que provocam um conjunto
coordenado de respostas fisioldgicas adaptativas para a sua eliminacdo. Ademais, essas
respostas podem causar alteragdes morfologicas, 0 que pode vir a ser um problema futuro para

o desenvolvimento da metamorfose desse animal.
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APENDICE A - CURVAS PADROES

Figura 26. Curva padréo glicose
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Figura 27. Curva padrao proteinas
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ANEXO A - COLETA E ACLIMATAQAO DOS ANIMAIS Lithobates
catesbeianus

Este estudo faz parte do projeto o qual teve financiamento da FAPESP sob o no. 50752-
3/2011. Os experimentos de exposicao aos metais foram realizados e finalizados e os tecidos
foram congelados em biofreezer -80°C.

Os girinos de Lithobates catesbeianus (syn. Rana catesbeiana) (Shaw, 1802) (massa
corporal = 2,09 + 0,20 g) foram fornecidos pela Fazenda Santa Rosa (Santa Barbara d'Oeste,
SP, Brasil) (22°46'53,0"S / 47°24'17,7"W). Girinos (~ 500 animais) foram mantidos em
densidades de um espécime por litro de agua e aclimatados em tanques de 30 L contendo &gua
declorada por 10 dias com fluxo continuo de agua (1,2 L ht) e aeragdo, temperatura controlada
(25 = 1 °C) mantendo um fotoperiodo natural (~ 12 h de luz, 12 h de escuro). A agua foi
monitorada diariamente e os parametros fisicos e quimicos foram mantidos em: pH 7,2-7,6,
oxigénio dissolvido 7,0-7,5 mg.L™%, dureza 51-58 mg.L (como CaCO3) e condutividade 97-56
+0,02 uS.cm L. As concentragGes de amonia na agua foram verificadas todos os dias (K-1510;
CHEMets) e permaneceram em <1 mg.L ~!. Foram realizadas analises dos metais Zn, Cu e Cd
e ndo foram detectadas presenca de metais na dgua usada para aclimatacédo e nos grupos controle
durante a exposicdo aos metais. A andlise destes metais na dgua e nos 6rgaos dos grupos
controle e expostos foi realizada por espectrofotometria de absorgédo atdmica (AAS) em forno
de grafite (Perkin ElImer SIMAA 6000) (ANEXO C) (UTSUNOMIYA, 2015; CARVALHO et
al., 2017).

Os girinos foram mantidos nestas condicGes até o estagio 25 de Gosner, que foi
selecionado porque é caracterizado pelo inicio da alimentacdo independente (GOSNER, 1960).
Os girinos foram alimentados ad libitum diariamente em racdo comercial seca contendo 35-
40% de proteina bruta (Alcon®) durante a aclimatacdo. Durante a exposicdo de 2 dias 0s
animais ndo foram alimentados e a 4gua ndo foi trocada para evitar o estresse. A alimentacédo
foi suspensa 48 horas antes do inicio do teste e durante a exposicao de 16 dias os girinos foram
alimentados a cada 48 horas.

Os animais foram divididos em 8 grupos, cada grupo contendo 12 animais para cada
exposicao (2 dias e 16 dias). O grupo controle (CTR) foi mantido em agua limpa. Os demais
grupos foram expostos ao cloreto de zinco (Zn), sulfato de cobre (Cu), cloreto de cadmio (Cd),
cloreto de zinco e sulfato de cobre (Zn+Cu), cloreto de zinco e cloreto de cadmio (Zn+Cd)
sulfato de cobre e cloreto de cddmio (Cu+Cd), cloreto de zinco, sulfato de cobre e cloreto de
cadmio (Zn+Cu+Cd) as concentragdes subletais (1ug.L™?) para agua de classes 1 e 2 pela

resolucdo CONAMA 357 (2005) por 2 e 16 dias em sistema semi-estatico. Cada concentracéo
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de metal (1 pg.LY) correspondeu a 0,015 pumol.L! para Zn, 0,016 umol.L? para Cu e 0,009
umol.L? para Cd. Os testes foram realizados no laboratdrio de Diversidade Vegetal.

Os animais do grupo controle, bem como dos grupos expostos permaneceram nessas
condicdes por 2 e 16 dias em sistema semi-estatico, durante as quais 0 comportamento dos
animais foi observado regularmente. A renovagdo da dgua e a concentracdo dos metais, nos
experimentos a 16 dias, foi de 100% do volume a cada 72 horas, com abastecimento individual,
aeracdo permanente e a temperatura constante de 25 + 1°C. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com as normas estabelecidas pela American Society for Testing and
Materials - ASTM (2000).

Apb6s o periodo experimental (2 e 16 dias) os animais foram anestesiados com
benzocaina (0,01%), mortos por seccdo medular de acordo com a recomendacdo da American
Veterinary Medical Association (AVMA, 2001) e os tecidos coletados e imediatamente
congelados a -80 °C para as analises bioquimicas.

Este estudo teve aprovacdo do Comité do Conselho de Etica em Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) protocolo no. 2477200318 e
aprovacao no. 017/2011.



ANEXO B - APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Pro Reitoria comisséo de Etica no Uso de Animais o2 4
. Universidade Federal de Sao Carlos
3 Pesquisa u'l:['"{ AL

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Biomarcadores de exposigao a metais em girinos de ra-touro.", protocolada sob o CEUA n?
2477200318, sob a responsabilidade de Cleoni dos Santos Carvalho e equipe; Bianca Roberta Catani Chagas - que envolve a
produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sao Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunido de
16/04/2018.

We certify that the proposal "Biomarkers of metal exposure in bullfrog tadpoles.", utilizing 576 Amphibians (males and females),
protocol number CEUA 2477200318, under the responsibility of Cleoni dos Santos Carvalho and team; Bianca Roberta Catani
Chagas - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sao Carlos (CEUA/UFSCAR) in the
meeting of 04/16/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 04/2018 a 03/2019 Area: Biologia
Origem: Animais provenientes de estabelecimentos comerciais

Espécie:  Anfibios sexo: Machos e Fémeas idade: 9a 20 dias N: 576
Linhagem: Lithobates catesbeianus Peso: 3a9g

Resumo: Estudos apontam que a exposi¢ao ao metal causa um aumento das reservas metabdlicas para a desintoxicagao e a
manutengao da homeostase em organismos aquaticos. Ademais, para fornecer a demanda de energia durante os processos de
desintoxicacdo e reparagao os organismos aquaticos expostos a metais mobilizam as principais reservas de energia, carboidratos
(glicogénio e/ou glicose), lipideos e proteinas do figado. Neste sentido, cada via metabdlica é continuamente regulada para manter
a homeostase e controlar o fluxo metabdlico. O efeito dos metais nos processos de sintese de energia celular e os diferentes niveis
de regulagdo é de se esperar que o impacto destes elementos sobre a biota aquatica, neste caso, os anfibios, seja expressivo.
OBSERVAGAO: Este estudo faz parte do projeto o qual teve financiamento da FAPESP sob o no. 50752-3/2011. Os experimentos de
exposi¢ao aos metais foram realizados e finalizados e os drgéos estao congelados em biofreezer -800C. O projeto teve aprovagao
da CEUA sob no. 021/2011. Os experimentos foram realizados e o projeto financiado pela FAPESP também foi finalizado. No
entanto, os 6rgaos coletados e que ndo foram utilizados estdo congelados para serem utilizados pela estudante de mestrado e
aluno de IC (ainda nao definido).

Local do experimento: Os experimentos de coleta e manutengao foram realizados no laboratério de fisiologia vegetal da

Universidade Federal se Sao Carlos, campus Sorocaba-SP.

Sao Carlos, 30 de abril de 2018

Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Profa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Carlos Universidade Federal de Séo Carlos

Rodovia Washington Luis, Km 235, Bairro Monjolinho - CEP 13565-905 Séao Carlos/SP - tel: 55 (16) 3351-8028 / fax: 55 (16) 3351-8025
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 16h : e-mail: ceua@ufscar.br
CEUA N 2477200318
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ANEXO C - TABELAS DAS CONCENTRACOES DE METAIS NOS
TECIDOS

Tabelas referente ao trabalho de Carvalho et al., 2017.

Table 1
The mean values + standard error of mean of Zn, Cu and Cd in the liver of bullfrog tadpoles, L catesbeignus, exposed to 1 pg L' or a mixture of Zn, Cu and Cd. The metal
concentrations are expressed in pg g dry weight. Six-seven animals were used in each experimental group. * indicates a significant difference (p < 0.05) compared to the

control; ¥ indicates a significant difference (p < 0.05 ) compared to the isolated and combined exposed groups; and ? indi cates a significant difference (p <005 ) compared to the
exposure time (p < 0.05). NQ = not quantified (<LOQ).

Metals Exposure Time/Groups

2 days

Control Zn Cu Cd Zn +Cu Zn+ Cd Cu+Cd Zn + Cu+ Cd
Zn 1472 +27 6261+ 57" NG NOQ 5126 + 84" 5302+ 7.5% NOQ 11569 + 30"
Cu 0424+ 0.2 NG 0.66 +0.1% N 097 + 0.047% NG 0.76 +0.1% 061 £ 01°
cd 033+ 0.26 NG NG 14.74 + 2.4 NQ 3573 & 2.8"* 5017 + 11.0"% 6098 + 3.7
16 days
Zn 1246 + 1.7 6535+ 7.2° NG N 102 +18.3*™ 134.8 & 29" NQ 60.56 + 10.9**
Cu 034 + 0.04 NG 131 0147 N 117+ 01" NG 0.71 0,10 0.72 « 0.10°F
cd 028 + 0.03 NG NG 417 + 060" NQ 3.13 £ 052 2.16 + 020" 0.79 + 003"

Table 2

The mean values + standard error of mean of Zn, Cu and Cd in the kidney of bullfrog tadpoles, L. catesbeianus, exposed to 1 pg L 1 or a mixture of Zn, Cu and Cd. The metal
concentrations are expressed in g g~ dry weight. Six-seven animals were used in each experimental group. * indicates a significant difference (p < 0.05) compared to the
control; * indicates a significant difference (p < 0.05 ) compared to the isolated and combined exposed groups; and? indicates a significant difference (p <0.05) compared to the
exposure time (p < 0.05), NQ = not quantified (<LOQ).

Metals Exposure Time /Groups

2days

Control Zn Cu Cd Zn+ Cu Zn+ Cd Cu+Cd Zn +Cu+ Cd
Zn 12574 + 827 911.47 « 1417 NQ NQ 546,30 + 140" 822+ 0927 NG 22215 + 39°°
Cu 1447 + 8.64 NQ 152.2 % 15* NQ 41036 + 35" NQ 12084 + 42°% 171.29 + 15"
cd 464 +14 NQ NQ 2259 +8.1° NQ 165.8 + 266" 196.29 + 207 24395 + 82"
16 days
Zn 11732+ 103 1527 + 176™ NQ NQ 183,15 + 129" 122,42 + 31%2 NG 201.0 + 080"
Cu 11.07 + 5.76 NQ 2578+ 14% NQ 169,12 + 18*™ NQ 14186+ 6™ 304.23 + 26"
cd 529+15 NG NQ 36.11 £3.7% NQ 51.5+ 6.8 75.23 & 44" 199,98 + 272

Table 3

The mean values + standard error of mean of Zn, Cu and Cd in the muscle of bullfrog tadpoles, L cates beianus, exposed to 1 pg L 1 or a mixture of Zn, Cu and Cd. The metal
concentrations are expressed in pg g-! dry weight. Six-seven animals were used in each experimental group. * indicates a significant difference (p < 0,05) compared to the

control;  indicates a significant difference (p <0.05) compared to the isolated and combined exposed groups; and * indi cates a significant difference (p < 0.05) compared to the
exposure time (p < 0.05). NQ = not quantified {<LOQ ).

Metals Exposure Time/Groups

2 days

Control Zn Cu Cd Zn + Cu Zn + Cd Cu+ Cd Zn + Cu + Cd
Zn 2302 + 25 14647 + 93" NOQ NQ 200.21 + 47.8" 19934 + 525" NQ 149.18 + 357
Cu 1465 + 2.2 NQ 2743 197 NQ) 5883+ 171" NOQ 6421 + 10.5"% 60.74 + 20.7°%
cd 0.31 = 01 NQ NQ 041 = 01" N 353+ 0.4 2,05 + 020" 5.54 4 0.1""
16 days
Zn 2164 + 193 441.8 & 477 NQ NG 648 + 43" 63.25 « 17*™ NG 26.8 + 197
Cu 1089 + 1.8 NQ 32327 £ 48" NG} 3978 + 54" NQ 1984 & 2.3*% 30,93 + 46™

cd 0.48 + 01 NQ NQ 708 + 1.60"° NO 361+ 02 545 + 14" 28.85 + 36"




