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Resumo

O cadmio esta presente em todos os ambientes impactados pela
acao antrépica e age de forma negativa sobre sistemas biolégicos.
Devido as suas propriedades téxicas, o cadmio € um dos vérios
elementos que contribuem para o declinio de populagfes de anfi-
bios. Portanto, a acdo do cadmio (Cd) durante o desenvolvimento
pré-metamaérfico em anfibios, figados de girinos de ra-touro, Lithoba-
tes catesbeianus, foi analisada através de microscopia de luz. Os
girinos foram expostos a 1ug Cd L*, durante quatro e 16 dias, a

partir do estagio 25 de Gosner. Para as andlises histoquimicas fo-
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ram utilizadas as técnicas PAS, Azul de Bromofenol e Azul da Pruas-
sia. A morfometria foi realizada pela contagem relativa da quantida-
de de células melanomacrofagicas. Os resultados mostraram au-
mento significativo das células melanomacrofagicas no grupo expos-
to a quatro dias, porém nao aos 16 dias. A técnica de Azul da Pris-
sia demonstrou intensa atividade de captacdo de ferro pelas células
melanomacrofagicas dos individuos do grupo exposto durante qua-
tro dias. Com relagdo aos hepatdcitos, a técnica de PAS-Azul de
Bromofenol indicou diminui¢do de glicoconjugados neutros e protei-
nas totais nos grupos expostos apés quatro e 16 dias. O Cd impac-
tou de forma mais dréstica os girinos apds quatro dias de exposicéo,
indicando a rapida resposta adaptativa destes animais aos efeitos
nocivos do metal-trago. Conclui-se que o cadmio afeta o figado dos
girinos em estagios iniciais do desenvolvimento, mesmo a concen-
tracdes permitidas pelo CONAMA (2005) para corpos d’agua das
classes |, Il e IV.

Palavras-chave: Anuro. Biomarcadores. Ecotoxicologia.
Hepatdcitos. Metal-Traco.

Abstract

Effect Of Cadmium On The Liver Of Bullfrog
Tadpoles

Chemical compounds metabolically active originated from intense
industrialization can contribute to the worldwide decline of amphibian
populations. Cadmium is a highly toxic compound, considered an
endocrine disrupter. For the analysis of its toxicological effects, this
study used the liver of pre-metamorphic (Gosner 25 stage) bullfrog
tadpole, Lithobates catesbeianus. The study assessed the effect of
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exposure to 1jug Cd L™ after four and 16 days on the liver of these
tadpoles through morphological and histochemical techniques. Gen-
eral morphological analysis was performed under routine microsco-
py, and for histochemical analyzes (PAS, Bromophenol Blue and
Prussian Blue). Morphometry was performed by counting the relative
amount of melano-macrophage cells. The morphometry showed
significant increase in melano-macrophage cells in the hepatocytes
exposed after four days, indicating sensitivity of the immune system
to this xenobiotic. The Prussian Blue revealed intense activity the
melano-macrophage cells of individuals exposed after four days due
to the higher incidence of iron in these cells. Regarding the hepato-
cytes, the PAS-Blue Bromophenol technique showed a decrease of
neutral glycol-conjugates and total protein in both exposed groups
(four and 16 days). It can be concluded that cadmium affects the
liver of tadpoles in the early stages of development of bullfrog tad-
poles, even at concentrations allowed by CONAMA (2005) to Clas-
ses |, Il and IV water bodies.

Keywords: Anura. Biomarkers. Ecotoxicology. Hepatocytes. Tra-
ce Metals.

Introducao

A ré-touro (Lithobates catesbeianus, Shaw, 1802) € um ranideo
naturalmente endémico do leste da América do Norte (FROST,
2016). Possui porte avantajado e crescimento corpdreo continuo ao
longo de quase toda a sua vida. Apresenta habitos alimentares ge-
neralistas e, como predadora, regula a ocorréncia e demografia de
populacdes sintropicas em seu ambiente natural (CUNHA; DELARI-
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VA, 2009). Atualmente a espécie encontra-se distribuida pelo territo-
rio brasileiro, tanto em producdes comerciais como na natureza. Em
relacdo ao ponto de vista experimental, L. catesbeianus é de facil
manutencdo em cativeiro e para a experimentacao animal (FRAN-
CA-SALGUEIRO, 2013). Assim, a ra-touro é utilizada como um mo-
delo animal para experimentos toxicolégicos, ndo s6 devido as suas
caracteristicas fisicas (tamanho e resisténcia), como também por ser
um anfibio anuro modelo com vasta literatura cientifica e ndo amea-
¢ado de extingéo.

O tegumento dos Anura é um érgao importante para as trocas
gasosas e deve ser mantido imido. Assim, a evaporagdo da agua
pelo tegumento limita a atividade da maioria dos anfibios a micro-
ambientes umidos. Aproximadamente 70% das espécies de anfibios
anuros possuem ciclo de vida vinculado a ambientes aquaticos, fato
gue os torna bons indicadores da qualidade da agua (FRANCA-
SALGUEIRO, 2013). Além disto, seus 6rgaos internos podem ser
utilizados como biomarcadores morfolégicos de efeito, com obten-
¢do de resultados mais especificos sobre o impacto de xenobiéticos
na organofisiologia geral do organismo (ABDALLA et al., 2013; DAL-
MEDICO et al., 2014; SALLA et al., 2016; RISSOLI et al., 2016).

O figado € um bom exemplo de biomarcador de efeito (OLI-
VEIRA et al., 2016), pois é responsavel pela sintese de muitas pro-
teinas e enzimas relacionadas ao metabolismo geral, intermediario e
secundario. Este 6rgdo também € responséavel pela desintoxicagdo e
metaboliza¢do de toxicantes presentes no sangue, assim como pe-
las respostas inflamatérias, imunitarias humorais e celulares. Como
em todos os vertebrados, o figado é responsavel pela biossintese de
estrogénio, testosterona, adrenalina e noradrenalina. Além destas
funcBes, esse 6rgdo € capaz de controlar a glicemia, acumulando
glicose na forma de glicogénio, ou mobilizando o glicogénio, liberan-
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do glicose na corrente sanguinea (FORBES et al., 2006; GUYTON;
HALL, 2006). O figado é revestido por uma camada de tecido con-
juntivo com projecdes em diregdo ao interior do 6rgéo. Estas estrutu-
ras recebem o nome de lobos e |6bulos hepaticos onde forma-se
uma delicada rede de fibras reticulares que suporta os hepatdcitos e
células endoteliais dos capilares sinuséides (MARTINEZ-
HERNANDEZ; AMENTA, 1995). A organizacdo histologica geral do
figado de anfibios em estagios iniciais do desenvolvimento pré-
metamdérficos consiste de um parénquima em arranjo cordonal de
hepatécitos (células funcionais do figado) e um estroma de tecido
conjuntivo, contendo sinusoides. No estroma encontram-se células
especializadas na captacao de ferro, devido a atividade fagocitaria
de eritrécitos senescentes, metabolizacdo de hemoglobina, secre-
¢do de proteinas relacionadas com processos imunitérios e fagoci-
tose de bactérias que penetrem no sangue a partir do intestino
(AGIUS, 1980; ZUASTI et al., 1990; CHRISTIANSEN et al., 1996;
RUND et al., 1998). Essas células sdo designadas células melano-
macrofagicas, as quais sdo homoélogas as células de Kiipffer de
outros vertebrados.

Devido as caracteristicas biolégicas peculiares dos anfibios,
muitas populacfes estdo desaparecendo e muitas espécies estdo
ameacadas de extingdo (FROST, 2016). Muitas sdo as causas para
tal fenbmeno, porém o aquecimento global, a agricultura intensiva, a
industrializacdo e consequente destruicdo dos biomas e liberacdo de
xenobibticos s@o as principais causas conhecidas para o fenbmeno
citado acima (BRUHL et al., 2013).

Compostos quimicos contendo cadmio séo liberados no meio
ambiente por meio de atividades industriais e de mineracéo, conta-
minando corpos d’agua. Como todo metal-trago altamente catidnico,
0 cadmio interage com enzimas, causando a inibicdo de alguns sis-
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temas de absorcdo de nutrientes inorganicos e organicos pelo orga-
nismo, ou mesmo competindo com enzimas associadas a neutrali-
zacao de metais tdxicos, como é o caso das enzimas da familia das
metalotioneinas (CARDOSO; CHASIN, 2001; MINGULA et al., 2004;
SETH et al.,, 2005; NOWIS et al., 2006). O cadmio é também um
potente elemento mutagénico e carcinogénico, desregulador endo-
crino, promotor indireto do estresse oxidativo e desestabiliza¢do do
citoesqueleto (WORLD..., 2011).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) é o 6rgao
brasileiro responsavel pelo estabelecimento de concentragdes limi-
tes, consideradas ambientalmente seguras, de elementos potenci-
almente téxicos na agua. A concentragdo maxima de cadmio permi-
tidas em aguas doces das classes I, Il e IV é de 1ug Cd L™. Diversos
sdo os efeitos da exposicao de anfibios ao cadmio. Dentre estes,
pode-se destacar o atraso e/ou inibicdo da metamorfose e reducéo
do crescimento em girinos (LOUMBOURDIS et al., 1999; FORT et
al., 2000; FLAMENT et al., 2003;), mimetizacdo de hormonios endo6-
genos, estimulando/inibindo a sintese e metabolismo de horménios
ou modificando os niveis de receptores hormonais (MARTINS et al.,
2012). Poligonadismo nao funcional e reversdo sexual durante o
desenvolvimento gonadal também ja foram descritos (ABDALLA et
al., 2013). O cadmio compromete severamente o funcionamento e a
fisiologia cardiaca, provocando um efeito cardiodepressor em ras-
touro, alterando a fisiologia geral e consequentemente, demandando
alto gasto energético na tentativa de manter a homeostase geral
(DAL MEDICO et al., 2014). Assim, a intoxica¢cdo pelo cadmio pode
afetar processos metabdlicos, fazendo com que ocorra um desequi-
librio homeostéatico no organismo (SOUZA-SILVA, 2013) que, se a
principio pode ndo ser imediatamente letal, a médio e longo prazo
pode reduzir o fitness de populagdes inteiras devido ao desvio ener-
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gético dos organismos dispendido para manter ou reestabelecer o
equilibrio homeostatico.

Pelo anteriormente exposto, o objetivo do presente estudo foi
de avaliar possiveis efeitos do cadmio em figados de girinos de ra-
touro expostos, a partir do estagio 25 de Gosner, por quatro e 16
dias a 1ug L™ deste metal-traco.

Materiais e Métodos

Coleta do material e manutencdo em laboratorio

O trabalho foi realizado nos Laboratérios de Biologia Estruturam
e Funcional e de Fisiologia da Conservacdo, UFSCar - Campus de
Sorocaba. Foram coletados duzentos girinos recém-eclodidos de
rés-touro, Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802). No laboratério, 0s
animais foram mantidos em aquarios de 50L com circula¢éo conti-
nua de agua declorinada (1,2 L/h), aeracdo constante, temperatura
controlada (25 + 1°C) e fotoperiodo natural (~12h claro: 12h escuro)
até atingirem o estagio 25 de Gosner (1960). Os animais foram ali-
mentados ad libitum com racdo comercial farelada para peixes Alcon
Garden Basic Sticks ® (composicéo:
http://alconpet.com.br/produto/alcon-garden-basic-sticks até atingi-
rem o estdgio 25 de Gosner, 1960), isto &, o inicio da alimentacéo
independente (~10 dias).
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Delineamento experimental para os ensaios ecotoxi-
colégicos

A &gua foi monitorada para garantir que os parametros fisico-
guimicos fossem mantidos dentro dos valores normativos segundo a
American Society for Testing and Materials (2000). Tais valores (pH
7,1 - 7.3; dureza CaCO;3 28 - 34 mg L™; DO, 6,8 - 7,5 mg L"), sdo
similares aqueles observados em grande parte das aguas continen-
tais do Brasil (CONSELHO..., 2005). Cada grupo experimental foi
ensaiado em triplicata. No primeiro ensaio toxicologico (exposi¢ao
subaguda de quatro dias), os anfibios foram divididos em dois gru-
pos experimentais, ensaiados em triplicata, e em sistema estético:
grupo controle (CTR, n = 10) e grupo exposto (EXP, n = 10) a 1ug
Cd L™, concentracdo correspondente ao valor maximo permitido
para corpos d"agua de classes I, Il e IV pelo CONAMA — Resolucao
N° 401/2005.

ApOls a exposicao, os animais do grupo controle e do grupo
exposto foram eutanasiados por concusséo cefélica de acordo com
0s principios propostos pela American Veterinary Society e aprova-
¢do do Comité de Etica da UFSCar (protocolo nimero. 034/2012 -
http://www.propg.ufscar.br/comissoes-de-etica/comissao-de-etica-
naexperimentacaoanimal). Os figados foram retirados e depois
transferidos para o fixador paraformaldeido tamponado (paraformal-
deido 4% em tampéo fosfato, 0,1M, pH 7,24) para histoquimica.
Para o segundo ensaio experimental (exposicdo subaguda de 16
dias), foram realizados os mesmos procedimentos descritos anteri-
ormente. Foi realizada também a renovacgédo da agua nos aquarios a
cada quatro dias.
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Preparacdo do material para analise morfolégica

Os figados dos girinos foram dissecados em fragmentos de no
maximo 3 mm de espessura e fixados em paraformaldeido tampo-
nado (paraformaldeido 4% em tampéo fosfato, 0,1 M, pH 7,2) e de-
sidratados em concentracfes crescentes de alcool (15%, 30%, 50%,
70%, 80%, 90% e 95%) a temperatura de 4°C. Em seguida, o mate-
rial foi submetido a dois banhos em alcool PA e a um banho em
solugédo de alcool PA e xilol PA (1:1) e diafanizados em xilol. Em
seguida o material foi incluido em historesina (JB-4, Leica Polysci-
ences, Germany), desta forma, cortes histolégicos de 1,5 pm de
espessura foram realizados em micrétomo Leica® RM225. Apds,
preparadas 10 Iaminas de cada individuo, onde cada lamina conti-
nha 12 cortes com diferentes profundidades e contemplando diferen-
tes regides do figado. As laminas foram coradas com hematoxilina e
eosina seguindo protocolos de rotina para as analises morfolégicas
e morfométricas. As laminas foram analisadas em microscopio Leica
- DM1000, por meio do programa Leica Application Suite V3.8
(LASV3.8).

Técnicas histologicas histoquimicas

Para as andlises histoquimicas foram utilizadas as técnicas:
PAS conjugada ao Azul de Bromofenol para detec¢éo de glicoconju-
gados neutros e proteinas totais, respectivamente, e Azul da Prussia
(deteccéo de ferro) de acordo com Pearse (1960). As laminas foram
analisadas em mesmo equipamento descrito no item 2.3.

Tratamento estatistico dos dados
O tratamento estatistico dos dados foi realizado a partir da con-
tagem de células melanomacrofagicas de 10 laminas diferentes de
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cada individuo, ou seja, 10 controles e 10 expostos, totalizando 120
medicbes (secdes histolégicas) por individuo e 1.200 por grupo
(controle ou expostos). Os resultados foram analisados estatistica-
mente através de andlise estatistica descritiva (média e desvio pa-
drdo) e analise de variancia multifatorial ndo paramétrica, teste
Tukey e Scheffé (ANOVA), com grau de confianca de 0,05%, atra-
vés do software GraphPad Prism 5. Os resultados dos dados esta-
tisticos de variancia multifatorial foram representados em grafico de
colunas.

Resultados e Discussao

Analise morfoldgica geral

Quatro Dias de Exposi¢do ao Cadmio

Estudos realizados com ra-touro demonstram que o cadmio é
capaz de afetar diversas fungbes bioldgicas destes animais, como
alterac6es na funcéo cardiaca (DAL MEDICO et al., 2014); teratogé-
nese da pele, olhos e sistema digestério (SUNDERMAN et al.,1991).
Nos figados de individuos expostos a quatro dias observou-se au-
mento da incidéncia de células melanomacrofagicas que se agrupa-
ram, formando agregados de células, ou centros melanomacrofagi-
CO0s, nos grupos expostos (Figs. 1B, D), indicando que agentes es-
tressores, neste caso o cadmio, podem estimular o sistema imunita-
rio dos girinos através das células melanomagrofagicas. Além da
agregacdo das células melanomacrofagicas no estroma hepatico,
observou-se que os hepatocitos foram severamente afetados pelo
cadmio, apresentando citoplasma vacuolizado, menos baséfilo e
com nucleo picndtico, indicando morte celular (Figs. 1C,D).
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Uma das caracteristicas marcantes do efeito da toxidade do
cadmio, tanto em vertebrados com em invertebrados, é sua capaci-
dade de provocar fragmentacdo cromatinica, picnose nuclear e va-
cuolizacdo do citoplasma (ABDALLA et al., 2013; ABDALLA E DO-
MINGUES, 2015). Geralmente a concentra¢des baixas, o cadmio
provoca morte celular e a concentracdes consideradas altas, necro-
se. Em todos os casos ha ocorréncia de autofagia (TEMPLETON,;
LIU, 2010).

4 oy
\ y 2 4 ‘
Figura 1. HE - Quatro dias de Exposicdo ao Cadmio. (A) Hepatdcitos (hp) e célula
melanomacrofagica (cmg) do grupo controle. (B) Grupo exposto, agregados de célu-
las melanomacroféficas (gcmg) e nucleo picnético de hepatécito indicados pela seta.
(C) Grupo Controle, célula melanomacrofagica (cmg). (D) Grupo exposto, vacuoliza-
¢ao citoplasmatica dos hepatdcitos (vc) e agregado de células melanomacrofagicas
(gemag).
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Dezesseis Dias de Exposi¢do ao Cadmio

Diversos estudos relatam efeitos de xenobitticos sobre a mor-
fologia e a fisiologia de anfibios (DAL MEDICO et al., 2014; RISSOLI
et al., 2016; SALLA et al., 2016), caracteristica observada também
por meio da exposi¢éo por 16 dias ao cadmio, em que a incidéncia
de agregados de células melanomacrofagicas foi maior no grupo
exposto do que no controle (Figs. 2A-D). Verificou-se também pic-
nose nuclear nos hepatdcitos (Fig. 2B). Através das analises morfo-
l6gicas, observou-se um aumento de eritrocitos e leucécitos nos
capilares sinusoides (Fig. 2B).

PR S el T Peu
A
o e e

Figura 2. HE - 16 Dias de Exposicdo ao Cadmio. (A) e (C) Hepatdcitos (hp) e células
melanomacrofégicas (cmg) do grupo controle. (B) Agregados de células melanoma-
crofagicas (gcmg), nacleos picnéticos indicado pela seta e capilares sinusoides (cs).
(D) Agregado de células melanomacrofagicas (gcmag).
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Com relagéo ao tipo e intensidade das respostas celulares e
humorais que cadmio provoca, os dados da literatura sdo controver-
sos, havendo pesquisas que ndo relatam qualquer alteracdo nas
mesmas, enquanto outras descrevem seu aumento ou diminuigao.
Vale ressaltar que tais variagfes na incidéncia e tipo de morte celu-
lar, as respostas imunitarias parecem depender da concentracdo do
agente estressor, do organismo e do tempo de exposi¢cao ao cadmio
(Abdalla comunicagéo pessoal).

Analise histoquimica
PAS e Azul de Bromofenol

Quatro Dias de Exposi¢do ao Cadmio

Observou-se uma nitida diferenca dos hepatdcitos em relacédo a
presenca de glicoconjugados neutros e proteinas do grupo exposto
em relagdo ao grupo controle. Dessa forma, as imagens do grupo
controle (Figs. 3A e 3C) apresentaram um predominio muito maior
destas moléculas, em relagdo ao grupo exposto (Figs. 3B e 3D).

Os resultados sugerem que os hepatdcitos dos individuos do
grupo exposto estavam em intensa atividade metabdlica, desempe-
nhando suas fun¢cdes como principal érgdo do metabolismo secun-
dario, utilizando os glicoconjugados e proteinas como suprimento
energético e enzimético para as atividades relacionadas as fungdes
do figado. Os resultados indicam que houve maior mobilizagao gli-
coconjuados (rosa) do que de proteinas (azul) nos animais expostos
(Figs. 4C e 4D). Tal mobilizacdo de glicoconjugados, provavelmente
glicogénio, pode estar associada a uma maior demanda energética
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frente a uma resposta de defesa fisioldgica dos grupos expostos
frente & contaminacéo a 1ug Cd L™

Figura 3. PAS-Azul de Bromofenol — 4 Dias de Exposi¢do ao Cadmio: (A) e (C) Gru-
po controle, grande incidéncia de proteinas (pro) e granulos de glicoconjugados
neutros (gcn) nas células melanomacrofagicas. (B) e (D) Predominio maior de protei-
nas (pro), evidenciado pelo tecido mais azulado do que do grupo controle e menor
granulacéo de glicoconjugados neutros (gcn) tanto nos hepatdcitos (rosa mais claro)
como na formagao de granulos nos hepatécitos do grupo exposto.

Dezesseis Dias de Exposi¢do ao Cadmio

Os individuos expostos a 16 dias continuaram apresentando o
mesmo padrdo observado nos individuos expostos durante quatro
dias ao cadmio, porém com evidéncias mais intensas de mobiliza-
¢do das macromoléculas estudadas (Figs. 4A-D). Houve maior con-
sumo do suprimento de glicogénio e proteinas pelos hepatdcitos,

Rev. Elet. Cient. UERGS, , v. 3, n. 2, p. 447-471, 2017



Efeito do Cadmio no figado de girinos de ré-touro 461

possivelmente para suprir as necessidades energéticas dos hepat6-
citos de forma mais intensa em relacdo aos individuos submetidos

apenas a quatro dias de exposicao.
16 Dias de Exposicdo ao Cadmio

.,, b ‘an
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Figura 4. PAS — Azul de Bromofenol — 16 Dias de Exposi¢do ao Cadmio. (A) e (C)
Grupo controle, grande incidéncia de proteinas (pro) e glicoconjugados neutros (gcn).
(B) Coloragédo azulada devido a mobilizagéo de glicogénio entre as células, menor
predominancia de proteinas (pro) e glicoconjugados neutros (gcn). (D) Grupo exposto
evidenciando escassa reserva de glicoconjudos neutros (gcn) e proteinas totais.

Azul da Prassia
Quatro Dias de Exposi¢cdo ao Cadmio

Os individuos expostos a quatro dias apresentaram células me-
lanomacrofagicas em intensa atividade provavelmente devido a fa-
gocitose de eritrocitos afetados pelo cadmio. Com relagdo ao grupo
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controle (Figs. 5A,B) observou-se intensa atividade das células me-
lanomacrofagicas das células do grupo exposto (Figs. 5C,D) , atra-
vés da maior pigmentacao azul situada nas células e nos agregados
de células melanomacrofagicas, as quais, a semelhanca de outros
vertebrados, possui fungdo de fagocitar de eritrocitos senescentes
ou danificados e metabolizar o ferro dos grupo heme desses eritroci-
tos para posterior reutilizagdo no processo eritropoético (HIPOLITO
et al, 2004).

C .
Figura 5. Azul da Prussia — 4 Dias de Exposi¢éo ao Cadmio. (A) e (C) Grupo contro-
le, atividade basal das células melanomacrofagicas (cmg). (B) e (D) Grupo exposto,

células melanomacrofagicas ativas (cmga) e agregados de células melanomacrofagi-

cas ativas (cmga) e agregados de células melanomacrofagicas ativas (gcmga) evi-
denciado pela intensa coloracao azul.
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Dezesseis Dias de Exposi¢do ao Cadmio

Os individuos expostos por 16 dias ao cadmio mostram ativida-
de basal das células melanomacrofagicas tanto no grupo controle
como no grupo exposto (Figs. 6A-D). Os resultados demonstraram
gue a as células melanomacrofagicas do grupo exposto (Figs. 6B,D)
apresentam maior incidéncia de agregados de células melanoma-
groféagicas. No entanto, a quantidade de ferro detectada pela técnica
histoquimica ndo destoa da do grupo controle, como observado nos
girinos expostos por quatro dias.

Figura 6. Azul da Prassia — 16 Dias de Exposi¢do ao Cadmio. (A e C) Grupo controle,
atividade fagocitaria basal das células melanomacrofagicas (cmg) evidenciada pela
auséncia ou fraca pigmentacgao azul (B e D). Grupo exposto, agregados de células

melanomacrofégicas (gcmg) em atividade basal.
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Analise quantitativa

Os individuos expostos a quatro dias diferiram signifi-
cativamente do seu respectivo controle, bem como dos grupos con-
trole e expostos por 16 dias no que se refere ao nimero de células
melanomacrofagicas, as quais quase triplicaram com relacdo ao
grupo controle de quatro dias (Fig. 7). Ndo houve diferenca da quan-
tidade de células melanomacrofagicas entre os grupos controle e
exposto a 16 dias (Fig. 7).

Andlise Quantitativa

Os resultados demonstraram que o cadmio contribuiu para o
aumento de células melanomacrofagicas somente nos individuos
expostos a quatro dias. Individuos expostos a 16 dias apresentaram
namero de células melanomacrofagicas estatisticamente igual ao do
controle de quatro dias, portanto ndo houve aumento. O aumento da
frequéncia de células melanomacrofagicas no grupo exposto a qua-
tro dias provavelmente indica uma resposta a uma condi¢do inflama-
toria devido a alta toxidade do cadmio.

Pelo o exposto, a fungédo hepatica da espécie analisada parece
apresentar respostas compensatoérias com relacdo ao cadmio, fato
observado para outros toxicantes nesta espécie de vertebrado (OLI-
VEIRA et al.,, 2016), como em outras (COSTA et al.,, 2013), haja
visto o maior impacto deste metal e, consequente maior resposta
hepética, nos individuos expostos por 4 dias de idade. O quanto tal
mecanismo compensatorio demanda e desvia energia para manté-lo
ndo podemos inferir através dos resultados aqui apresentados, to-
davia toda compensacéao e desvio energético, ainda mais nesta fase
importante do desenvolvimento dos anfibios, pode ser determinante
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para o sucesso ou insucesso do individuo ou das populag6es expos-
tas ao cadmio.

Células Melanomagrofagicas
|
|

Figura 7. Numero Relativo de Células Melanomacrofagicas entre os grupos controle e
expostos a quatro (4D) e 16 (16D) dias. Quantidade significativa de células melano-
macrofacas observadas somente nos individuos expostos a quatro dias (cinza claro).
Nao houve diferenca da quantidade de células melanomacrofagicas entre os grupos
controle e exposto a 16 dias (cinza escuro). Teste de Tukey, p > 0,05.

Conclusao

Considerando-se que a concentracdo de cadmio utilizada no
presente trabalho (1ug Cd L'l) corresponde aquela estabelecida pelo
CONAMA (2005) como ambientalmente segura para este metal-
traco para as aguas das classes |, Il e 1V, os resultados deste estudo
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demonstraram claramente que esta concentracdo exerce um efeito
deletério sobre as células do figado de girinos apds quatro e 16 dias
de exposicdo a este metal-traco.

Ficou evidente que esta espécie é afetada severamente apés
quatro dias de exposi¢do, aumentando o numero de células mela-
nomacrofagicas, mobilizando glicoconjugados e proteinas dos hepa-
tocitos na tentativa de manter a homeostase. Verificou-se também
aumento da incidéncia de eritrécitos nos capilares sanguineos, o
gue esta coerente com a constatacdo da maior atividade das células
melanomacrofagicas na captagéo de ferro. Por¢des do figado, neste
periodo de exposi¢do, mostraram os cordfes hepaticos repletos de
hepatécitos em morte celular, evidenciada pelos seus nucleos picné-
ticos. Entre o periodo de quatro a 16 dias, ou seja, em 12 dias apés
patente inflamacao hepatica, os girinos ndo mais apresentaram res-
postas a exposi¢do ao cadmio, ou seja, 0s centros melanomacrofa-
gicos diminuiram e ndo aparentaram mais atividade intensa na cap-
tacdo de ferro dos eritrécitos. A mobilizagdo de macromoléculas nos
hepatécitos continuou, assim como a alta incidéncia de morte celu-
lar. Pelo o exposto, para esta espécie e no contexto experimental
desta pesquisa, os parametros estabelecidos como seguros pelo
CONAMA (2005) no que concerne a concentracao de cadmio permi-
tida para aguas doces onde estes animais sdo encontrados natural-
mente ndo condizem com os dados da presente pesquisa, 0 que
pode representar um risco adicional as populacdes de anfibios de-
vendo, portanto, ser revisadas.

Rev. Elet. Cient. UERGS, , v. 3, n. 2, p. 447-471, 2017



Efeito do Cadmio no figado de girinos de ra-touro 467

Referéncias

ABDALLA, F.C.; DOMINGUES, C.E.C. Hepato-Nephrocitic System:
A Novel Model of Biomarkers for Analysis of the Ecology of Stress in
Environmental Biomonitoring. Plos One, EUA, v. 10, n. 7, p. 1-9, jul.
2015.

ABDALLA, F.C. et al. The impact of cadmium chloride on the gonad-
al morphology of the North American bullfrog tadpoles, Lithobates
catesbeianus (Shaw, 1802). Fresenius Environmental Bulletin,
Grécia, v. 22, n. 7A, S, p. 1962-1966, 2013.

AGIUS, C. Phylogenetic development of melano-macrophage cen-
tres in fish. Journal of Zoology of London. London, v. 191, n. 1, p.
11-31, may. 1980.

AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS - ASTM.
Standard guide for conducting acute toxicity tests on test materials
with fishes, macroinvertebrates, and amphibians. E 729-96 In: An-
nual Book of Standards, 1ed. Philadelphia: 2000. p. 220- 240.

BRUHL, C. A. et al. Terrestrial pesticide exposure of amphibians: an
underestimated cause of global decline? Scientific Reports, Lan-
dau, v. 3, n. 1. p. 1135, jan. 2013.

CARDOSO, L.M.N.; CHASIN, A.A.M. Ecotoxicologia do Cadmio e
Seus Compostos. Bahia: Série Caderno de Referencia Ambiental,
2001.

CHRISTIANSEN, J.L.; GRZYBOWSKI, J.M.; KODAMA, R.M. Mela-
nomacrophage aggregations and their age relationships in the yellow
mud turtle, Kinosternon flavescens (Kinosternidae). Pigment Cell &
Melanoma Research, lowa, v. 9, n. 4, p. 185 - 190, aug. 1996.

Rev. Elet. Cient. UERGS, , v. 3, n. 2, p. 447-471, 2017



Felipe Lissoni de An-drade Nogueira et al. 468

CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE (Brasil) - CONAMA.
Resolucdo n° 357 de 17 de marco de 2005. Dispde sobre a classi-
ficacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu en-
guadramento. Disponivel em:
<http://www.mma.gov.br/port/conama/res/res05/res35705.pdf.>
Acesso em: 03 jun. 2016.

CUNHA, E.R.; DELARIVA, R.L. Introducéo da ra-touro, Lithobates
catesbeianus (Shaw,1802): Uma revisdo. SaBios: Revista de Sau-
de e Biologia, Maringd, v. 4, n. 2, p. 34-46, jul./dez. 2009.

DAL- MEDICO, S.E. et al. Negative Impact of a Cadmium Consen-
tration Considered Environmentally Safe in Brazil (1 ppb) On The
Cardiac Performace of Bullfrog tadpoles. Ecotoxicology and Envi-
ronmental Safety, Sdo Paulo, v.1, n. 104, p. 168-174, jun. 2014.

FLAMENT, S. et al. Effect of cadmium on gonadogenesis and
metamorphosis in Pleurodeles waltl (Urodele Amphibian). Aquatic
Toxicology, Amsterdam, v. 64, n. 2, p. 143-153, jul. 2003.

FORBES, V.E.F.; PALMQVIST, A.; BACH, L. The use and misuse of
biomarkers in ecotoxicology. Environmental Toxicology and
Chemistry, Roskilde, v. 25, n. 1, p. 272-280, apr./jun. 2006.

FORT, D.J. etal. Preliminary validation of a short-term morpholog-
ical assay to evaluate adverse effects on amphibian metamorphosis
and thyroid function using Xenopus laevis. Journal of Applied Tox-
icology, Oklahoma, v. 20, n. 5, p. 419-425, sep./oct. 2000.

FRANCA-SALGUEIRO, F.M. Avaliacdo da Toxicidade de Agroto-
xicos Utilizados na cultura de Arroz Irrigados para Girinos de

Rev. Elet. Cient. UERGS, , v. 3, n. 2, p. 447-471, 2017



Efeito do Cadmio no figado de girinos de ra-touro 469

Lithobates catesbeianus. 2013. Dissertacdo (Dotourado em Bio-
tecnologia Industrial na Area de Conversdo de Biomassa) - Escola
de Engenharia de Lorena, Universidade de S&o Paulo, Lorena,
2013.

FROST, D.R. Amphibian Species of the World. American Museum
of Natural History. New York. 2016. Disponivel em:
<http://research.amnh.org/vz/herpetology/amphibia/index.html.>
Acesso em: 26 out. 2016.

GUYTON, A.C.; HALL, J.E. Tratado de Fisiologia Médica. Phila-
delphia: Elsevier Editora, 2006.

HIPOLITO, M.; MARTINS, A. M. C. R. P. F.; BACH, E. E. Aspectos
bioquimicos em figado de ra-touro (Rana catesbeiana Shaw, 1802)
sadias e doentes. Arquivos do Instituto Biolégico, v. 71, n. 2, p.
147-153, abr./jun. 2004.

LOUMBOURDIS, N.S.; KYRIAKOPOULOU-SKLAVOUNOU, P
ZACHARIADIS, G. Effects of Cadmium Exposure On Bioaccumula-
tion And Larval Growth In The Frog Rana ridibunda. Environmental
Pollution, Thessaloniki, v. 104, n. 3, p. 429-433, mar. 1999.

MARTINEZ-HERNANDEZ, A.; AMENTA, P.S. The Extracellular Ma-
trix In Hepatic Regeneration. The FASEB Journal, Tennessee, v. 9,
n. 14, p. 1401-1410, nov. 1995.

MARTINS, AM.C.R.P.F. etal. Disruptores Endécrinos: A Ame-
aca Insidiosa. Secretaria de Agricultura e Abastecimento Instituto
Biologico (1B). 2012. Disponivel em:
<http://www.biologico.sp.gov.br/artigos_ok.php?id_artigo=177.>
Acesso em: 26 out. 2016.

Rev. Elet. Cient. UERGS, , v. 3, n. 2, p. 447-471, 2017



Felipe Lissoni de An-drade Nogueira et al. 470

MINGULA, P. et al. Antioxidative defence enzymes in beetles from a
metal pollution gradient. Biologia Bratislava, Katowice, v. 59, n. 5,
p. 645-654, jul. 2004.

NOWIS, D. et al. Heme oxygenase-1 protects tumor cells against
photodynamic therapy-mediated cytotoxicity. Oncogene, Warsaw, V.
25, n. 24, p. 3365-3374, jun. 2006.

OLIVEIRA, C.R. et al. Hepatic effects of the clomazone herbicide in
both its free form and associated with chitosan-alginate nanoparti-
cles in bullfrog tadpoles. Chemosphere (Oxford), v. 149, p. 304-313,
2016.

PEARSE, A.G.E. Histochemistry, theoretical and applied. Lon-
don: University London, 1960.

RISSOLI, R.Z. et al. Effects of glyphosate and the glyphosate
based herbicides Roundup Original and Roundup Transorb on res-
piratory morphophysiology of bullfrog tadpoles. Chemosphere, Séo
Carlos, v. 1, n. 156, p. 37-44, apr. 2016.

RUND, C.R.; CHRISTIANSEN, J.L.; JOHNSON, J.C. In vitro culture
of melanomacrophages from spleen and liver of turtles: comments
on melanomacrophage morphology. Pigment Cell Research, Des
Moines, v. 11, n. 2, p. 114-119, apr. 1998.

SALLA, R.F. et al. Impact of an environmental relevant concentra-
tion of 17a-ethinylestradiol on the cardiac function of bullfrog tad-
poles. Chemosphere, Sorocaba, v. 1, n. 144, p. 1862-1868, oct.
2016.

Rev. Elet. Cient. UERGS, , v. 3, n. 2, p. 447-471, 2017



Efeito do Cadmio no figado de girinos de ra-touro 471

SETH, R.B.; EA, C.; CHEN, Z.J. Identification and Characterization
of MAVS, a Mitochondrial Antiviral Signaling Protein that Activates
NF-kB and IRF3. Cell, Dallas, v. 122, n. 9, p. 669-682, sep. 2005.

SOUZA-SILVA, R. Influéncia da Atividade de Garimpo na Bacia
do Rio Cassiporé, Estado do Amap4, sobre o Estresse Oxidati-
vo em Peixes. 2013. Dissertacdo (Mestrado em Biodiversidade
Tropical) - Programa de P6s-Graduagédo em Biodiversidade Tropical,
Universidade Federal do Amapa, Amapa, 2013.

SUNDERMAN, J.R.F.W.; PLOWMAN, M.C.; HOPFER, S.M. Em-
bryotoxicity and Teratogenicity of Cadmium chloridein Xenopus
laevis, Assayed by the FETAX Procedure. Annals of Clinical and
Laboratory Science, Farmington, v. 21, n. 6, p. 381-391, nov. 1991.

TEMPLETON, D.M.; LIU, Y. Multiple roles of cadmium in cell death
and survival. Chemico Biological Interactions, Toronto, v. 188, n.
2, p. 267-275, nov. 2010.

WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO. Cadmium in Drinking-
water Background document for development of WHO Guide-
lines for Drinking-water Quality. WHO/SDE/WSH/03.04/80/Rev/1,
2011 Geneva, Switzerland. Disponivel em: <
http://www.who.int/water_sanitation_health/dwg/chemicals/cadmium.
pdf>. Acesso em: 05 jun. 2016.

ZUASTI, A. et al. Distribution of extracutaneous melanin pigment in
Sparus auratus, Mugil cephalus, and Dicentrarchus labrax (Pisces,
Teleostei). Pigment Cell Research, Copenhagen, v. 3, n. 3, p. 126-
131, sep. 1990.

Rev. Elet. Cient. UERGS, , v. 3, n. 2, p. 447-471, 2017



