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ABSTRATO

Este estudo avalia os efeitos da exposição ao manganês (Mn 
2+

 ) por 96 horas a duas temperaturas diferentes (24 e
27 ° C) em juvenis de Centropomus parallelus através das atividades de glutationa S-transferase (GST) e catalase
(CAT), teste de micronúcleos (MN) e ensaio cometa. A atividade de GST não mostrou diferença significativa entre os

grupos expostos a Mn 
2+

 e os respectivos grupos controle; em contraste, um aumento importante na atividade de

CAT foi observado a 27 ° C no grupo exposto a Mn 
2+

 comparado ao grupo controle. As análises genotóxicas

mostraram que em todos os animais expostos a Mn 
2+

, o número de hemácias com micronúcleos aumentou
significativamente em relação aos respectivos grupos controle. Houve também um aumento significativo na

incidência de danos no DNA nos grupos expostos ao Mn 
2+

 . A uma temperatura de 24ºC, os animais expostos ao Mn
2+

 tiveram mais danos no DNA do que aqueles a 27 ° C. É provável que o aumento da temperatura também possa
induzir estresse oxidativo. Assim, concluímos que o manganês é tóxico para juvenis de robalo, causando dano
genotóxico e, quando associado a um aumento na temperatura, o manganês também pode provocar um aumento do
estresse oxidativo.

Palavras-chave:  Biomarcadores; Dano ao DNA; Enzimas; Genotoxicidade; Metal; Micronúcleos
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RESUMO

Este Estudo avaliou OS Efeitos da Exposição manganês AO (Mn 
2+

 ), apos 96 horas, uma Duas temperaturas (24 e
27 ° C) em juvenis de Centropomus parallelus POR Meio de Análises bioquímicas (Atividade das Enzimas glutationa

S-transferase (GST) e catalase (CAT) e e genotóxicas (teste do micronúcleo e ensaio cometa). A GST de 
2
 foi criada

em 27º no grupo exposto ao Mn 
2+

 , quando foram ao grupo controle. As análises genotípicas são expostas ao Mn
2+

sofreu aumento significativo na quantidade de células com micronúcleo em relação aos seus grupos de controles. -
-------------------------------------------------------------------- O DNA também é um DNA significativo nos DNA

expostos a esse contaminante. Na temperatura de 24 ° C, os animais expostos ao Mn 
2+ não

 apresentaram maior
relação de DNA em relação a 27 ° C. É provável que o aumento da temperatura possa ser capaz de induzir o estresse
oxidativo. Assim, conclui-se que o manganês é tóxico para os juvenis de robalo, genévios danos genotóxicos, e
quando associado a um aumento da temperatura, também pode provocar um aumento no estresse oxidativo.

Palavras-chave:  Biomarcadores; Danos sem DNA; Enzimas; Genotoxicidade; Metal; Micronúcleo

INTRODUÇÃO

A mudança climática global é um dos desafios críticos que podem afetar a saúde do ecossistema e a segurança
química. Os atuais aumentos na temperatura da superfície do mar são considerados como uma das novas e
significativas ameaças aos ecossistemas aquáticos ( Daufresne et al., 2009 ; IPCC, 2013 ). A temperatura da água, por
si só, pode atuar como um estressor, uma vez que os organismos marinhos que habitam esses ambientes são
principalmente ectotérmicos; como resultado, a temperatura afeta a taxa metabólica, afetando o metabolismo
energético e induzindo várias mudanças fisiológicas ( Eales, Brown, 1993 ; Caissie, 2006 ; Vergauwen et al., 2013).). Além
disso, muitos ambientes aquáticos são afetados pela liberação de contaminantes humanos, resultando em
aumento das concentrações de metais ( Gomiero, Viarengo, 2014 ). Esses fatos podem levar a graves prejuízos aos
organismos aquáticos, porque o aumento da temperatura da água pode modificar a química de muitos poluentes
( Schiedek et al., 2007 ). Esses fatos também podem levar a aumentos na biodisponibilidade de poluentes no
ambiente e, consequentemente, nas taxas de absorção de metais e sua toxicidade ( Bervoets et al., 1996 ; Vergauwen

et al. , 2013 ; Lee et al., 2014 ).

O manganês (Mn 
2+

 ) é um elemento constitutivo de uma série de enzimas e cofatores essenciais que são
fundamentais para a função cerebral, como a glutamina sintetase, superóxido dismutase e outros ( Yokel, 2009 ),
mas pode ser muito tóxico em concentrações acima da média. nível de limiar ótimo ( Vieira et al., 2012 ). Em águas
naturais, manganês dissolvido de fontes antrópicas / influências associadas à mineração de metais e outras
atividades industriais podem atingir concentrações muito altas ( McNeely et al., 1979 ; Morillo, Usero, 2008 ).
Recentemente, a bacia do rio Doce (Minas Gerais, Brasil) sofreu um grave impacto ambiental após a ruptura de
duas barragens controladas por uma empresa de mineração ( Escobar, 2015), e uma quantidade significativa de

metal foi liberada no corpo de água; notadamente, Mn 
2+

 foi um dos metais que apresentou maiores
concentrações.

Os efeitos deletérios da exposição crônica ou aguda ao Mn 
2+

 dependem da espécie e de uma espécie,
dependendo da química do tecido e da água do ambiente ( Fish, 2009 ; Arndt et al. , 2012 ). Numerosos estudos
mostraram que os efeitos do manganês nos peixes incluem funções prejudicadas do epitélio branquial, como
desequilíbrio hidromineral ( Gonzalez et al. , 1990 ) e histopatologia das brânquias ( Dalzell, Macfarlane, 1999 ; Hedayati

et al., 2015 ; Dolci et al., 2017 ). Impactos na hematologia ( Agrawal, Srivastava, 1980 ; Wepener et al., 1992),
imunomodulação ( Cossarini-Dunier et al., 1988 ; Hernroth et al., 2004 ) e interferência hormonal ( Hoseini et al., 2004 )
também podem ocorrer. Outros danos no sistema metabólico também foram observados, como impactos no
metabolismo dos carboidratos ( Nath, Kumar, 1987 ; Barnhoorn et al., 1999 ; Partridge, Lymbery, 2009 ) e alterações no
sistema antioxidante ( Falfushynska et al., 2011 ; Vieira et al., 2012 ; Dolci et al. , 2013 ; Gabriel et al., 2013). No entanto, o
uso de parâmetros bioquímicos e genotóxicos para entender a interação entre a temperatura da água e a
exposição ao manganês em peixes ainda não foi investigado.

Os testes bioquímicos mais utilizados em estudos de peixes são ensaios de enzimas hepáticas envolvidas na
desintoxicação de xenobióticos e seus respectivos metabólitos, como as enzimas glutationa S-transferase (GST) e
catalase (CAT) ( Teles et al., 2005). ; Halliwell, Gutteridge, 2006 ). As GST são enzimas de fase II que desempenham um
papel importante nas reações de conjugação e mecanismos de desintoxicação, reduzindo os hidroperóxidos
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orgânicos (ROOH). Os compostos lipofílicos hidrolisados   com GST são subsequentemente excretados como um
conjugado não reativo solúvel em água ( Simonato et al., 2011 ; Azevedo et al. , 2013 ). A catalase é uma enzima
essencial que catalisa a conversão do peróxido de hidrogênio (H 

2
 O

2
 ) em água e oxigênio, impedindo sua

conversão para radicais hidroxila e reduzindo os níveis de estresse oxidativo ( Gonçalves-Soares et al., 2012 ). A
catalase é geralmente regulada por sistemas complexos e interligados, sensíveis à concentração de seus
substratos ( Lushchak, 2011 ). Assim, essas enzimas freqüentemente mostram aumento de atividades quando a
produção de ânions superóxido e peróxido aumentam até certo nível ( McCord, Fridovich, 1969 ; Beutler, 1975 ;
Lushchak, 2011 ).

Dentre os testes de genotoxicidade disponíveis, o teste do cometa alcalino e o teste de micronúcleos (MN) são os
mais comumente usados   e reconhecidos devido à sua robustez, sensibilidade e poder estatístico na avaliação das
lesões do DNA. Assim, essas análises podem ser consideradas biomarcadores complementares de danos ao DNA
baseados em dois desfechos diferentes ( Tice et al., 2000 ; Udroiu, 2006 ; Heuser et al., 2008 ). O teste MN é um método
rápido de detectar alterações cromossômicas estruturais e numéricas induzidas por agentes clastogênicos e
aneugênicos ( Heddle et al., 1991 ; Jha, 2008).). Por outro lado, o ensaio cometa mede as quebras das cordas antes
que os sistemas de reparo de DNA intervenham; estes podem incluir quebras de cadeia simples e dupla de DNA,
locais lábeis em álcalis e eventos de reparo de excisão causados   por adutos de DNA simples e volumosos ( Singh

et al. , 1988 ; Tice et al. , 2000 ).

O robalo-robalo ( Centropomus parallelus Poey, 1860) pode habitar águas costeiras, estuários e ambientes de
água doce ( Cerqueira, Tsuzuki, 2009 ) que são comumente caracterizados por alta pressão antropogênica, incluindo
a ocorrência de contaminação por metais. Além disso, como o robalo é uma espécie ectotérmica, sua
suscetibilidade à toxicidade do metal pode ser modificada pela elevação da temperatura da água através de
mudanças nas taxas de processos bioquímicos e fisiológicos e da estabilidade de suas biomoléculas ( Heugens et al.

, 2001 ; Lannig et al. ., 2006 ).

Assim, realizamos bioensaios térmicos de curta duração (96 h) para investigar os efeitos de diferentes
temperaturas (24 e 27 ° C) sobre a toxicidade de manganês em C. parallelus. Para isso, analisamos as respostas
à enzima de biotransformação de fase II glutationa S-transferase (GST), a enzima antioxidante catalase (CAT) e
análises genotóxicas ( ou seja , ensaio de cometa alcalina e teste de micronúcleos).

MATERIAL E MÉTODOS

Animais e aclimatação. O robalo, juvenis de C. parallelus (Comprovante # MBML 12877) foram obtidos de um
incubatório e transferidos para o laboratório. Para a aclimatação à temperatura, 72 peixes (2,46 ± 0,54 ge 7,12

± 0,52 cm) foram igualmente divididos em dois tanques limpos (300 L; densidade de peixes = 0,3 g L 
-1

) com
temperaturas da água de 24 ° C (condições semelhantes da água do mar) ou 27 ° C (aumento de
aproximadamente 2,5 ° C na temperatura da água, conforme concebido pelo cenário moderado de emissões do
Painel Intergovernamental sobre as Alterações Climáticas (IPCC)). A temperatura da água foi gradualmente
aumentada em 1,0 ± 0,1 ° C / dia usando um aquecedor acoplado a um termostato (Full Gauge, TIC-17RGT). Os
tanques foram preenchidos com água do mar aerada que foi filtrada biologicamente e apresentou um fotoperíodo
de 12:12 h (claro: escuro). Durante o período de aclimatação (três semanas), os peixes foram alimentados
diariamente para saciar com ração comercial de peixe que foi composta por pellets de 1,2 mm com 60% de
proteína (NRD INVE, Bélgica) e a água do mar foi substituída duas vezes por semana pela água do mar. mesma
temperatura. A alimentação foi suspensa 24 horas antes dos animais serem transferidos para os aquários de
teste. Os parâmetros físico-químicos foram monitorados diariamente usando um multiparâmetro YSI (modelo 85,
Yellow Springs Inc., Ohio, Estados Unidos). Os parâmetros de qualidade da água para tanques com água a 24ºC e
27ºC foram: temperatura (24,2 ± 0,3 e 27,1 ± 0,2ºC, respectivamente), oxigênio dissolvido (5,8 ± 0,5 e 6,0 ±

0,4 mg L
-1

 , respectivamente), salinidade (25,4 ± 0,1 e 25,3 ± 0,1 ppt, respectivamente) e condutividade (25,4

± 0,1 e 25,3 ± 0,1 µS cm 
-1

 , respectivamente). O pH (8,1 ± 0,1 e 8,1 ± 0,1, respectivamente) foi monitorizado
com um medidor de pH YSI 100 (Yellow Springs Inc., OH, USA). A amônia total (0,63 ± 0,3 e 0,63 ± 0,4,
respectivamente) e os nitritos totais (0,3 ± 0,4 e 0,3 ± 0,3, respectivamente) foram monitorados de acordo com
as diretrizes da APHA (2005 ).

Teste de toxicidade a curto prazo. Após a aclimatação, grupos de seis peixes foram transferidos para 12

aquários de polietileno contendo 20 L de água do mar (densidade de peixes = 0,75 g L 
-1

 ; salinidade = 32) sob
aeração constante e temperatura controlada por um aquecedor acoplado a um termostato digital (0,1 Precisão
C). Os peixes foram mantidos sob as respectivas temperaturas a que estavam acostumados ( isto é , 24,2 ± 0,3
° C e 27,1 ± 0,2 ° C). Para cada temperatura, os grupos de peixes foram divididos em dois tratamentos: i)

controle (sem adição de contaminantes) ou ii) expostos a uma concentração nominal de manganês (3,18 mg L 
-1

ou 26,426 nM Mn 
2+

 como MnCl 
2
 · 4H 

2
O), e o experimento durou 96 horas. Um total de quatro tratamentos
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foram conduzidos ( ou seja , as duas temperaturas versus as duas concentrações de Mn 
2+

 ) (três repetições

para cada tratamento; 18 peixes por tratamento). Após contaminação, a concentração de Mn 
2+

 dissolvido foi

medida na água de todos os aquários no início do experimento, e os valores médios foram de 2,269 mg L 
-1

(grupo tratamento) e 0,00 mg L 
-1

 (grupo controle). Valores de 0,00 foram considerados como grupo controle,

uma vez que as medidas de Mn 
2+

 neste grupo estavam abaixo do limite de quantificação de EAA. Os
tratamentos de manganês foram escolhidos de acordo com estudos prévios conduzidosLithobates catesbeianus (
Veronez et al., 2016 ). Durante o experimento, um terço da água (da temperatura e nível de contaminante
apropriados) foi renovado após 48 h. Nenhuma mortalidade foi observada durante o experimento. Todos os
procedimentos realizados no presente estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética em Uso Animal da
Universidade Vila Velha (CEUA-UVV), número 198-2011.

Amostragem de material biológico. Imediatamente após a retirada do peixe do aquário, foram anestesiados

com benzocaína (0,1 g L 
-1

 ), e amostras de sangue foram retiradas da veia caudal com seringas heparinizadas;
Amostras de sangue foram utilizadas no ensaio cometa alcalino e no teste de micronúcleos (MN). Em seguida, os
animais foram pesados, medidos e eutanasiados por seccionamento cervical. Um fragmento do fado de cada
animal foi removido e armazenado a -80 atas anises enzimicas.

Ensaios enzimáticos. Os ensaios da atividade da enzima biotransformadora glutationa S-transferase (GST - EC
2.5.1.18) e da enzima antioxidante catalase (CAT - EC 1.11.1.6) foram realizados de acordo com protocolos bem
estabelecidos. Inicialmente, as amostras de fígado congeladas foram pesadas e homogeneizadas (1: 4 - p / v)
em tampão Tris 20 mM (pH 7,4) com sacarose 0,5 mM, KCl 0,15 mM e inibidor de protease 1 mM (PMSF). Os
homogenatos foram ent centrifugados a 10.000 g durante 20 min a 4 e os ensaios de enzima foram corridos num
espectrofotetro SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices). A actividade da GST foi determinada utilizando uma
solução tampão de fosfato (pH 7,0) contendo 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB; 1 mM) e glutationa (GSH; 1
mM) como substrato. A atividade enzimática foi determinada com base no coeficiente de extinção do CDNB (Habig

et al., 1974 ; Habig, Jakoby, 1981 ). A atividade da catalase foi determinada pela avaliação contínua da diminuição da
concentração de peróxido de hidrogênio (H

 2
 O

 2
 ) ( Aebi, 1984 ). O meio reaccional foi preparado com uma solução

tampão (1 M Tris HCl e 5 mM EDTA) contendo peróxido de hidrogénio (10 mM). Os resultados são apresentados

como µmol min
 -1

 mg de proteína
 -1

 . A quantificação da proteína de todas as amostras foi determinada em
temperatura ambiente controlada (25 ° C), segundo Lowry et al. (1951 ).

Ensaio cometa alcalino. As amostras de sangue foram diluídas 1: 120 (v / v) em meio RPMI 1640 (RPMI-
Roswell Park Memorial Institute) e utilizadas imediatamente. O ensaio do cometa alcalino foi realizado como
descrito por Tice et al. (2000 ) e Andrade et al. (2004), com algumas modificações. Resumidamente, 5 ul de cada
amostra de sangue diluída foram adicionados a 95 ul de 0,75% (p / v) de agarose fundida de baixo ponto de
fusão, e uma alíquota da mistura foi espalhada em uma lâmina de microscópio que foi pré-revestida com 1,5%
(w / v) agarose ponto de fusão normal e coberto com uma lamela. Depois da solidificao com agarose, as lamelas
foram removidas e as linas foram imersas numa soluo de lise (NaCl a 2,5 M, EDTA a 100 mM e Tris a 10 mM, pH
10,0-10,5) contendo Triton X-100 a 1% e DMSO a 20%. As lâminas foram mantidas nesta solução de lise (4 ° C)
e mantidas no escuro por 2-3 h. As linas foram ent incubadas numa soluo tamp alcalina preparada de fresco
(NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH 13) durante 20 min para o desenrolamento do ADN. Eletroforese (15 min a 300
mA e 25 V) foi realizada usando a mesma solução tampão. Cada passo foi realizado sob luz amarela indireta.
Após electroforese, as lâminas foram neutralizadas numa solução Tris (400 mM; pH 7,5), lavadas três vezes com
água destilada e secas durante a noite à temperatura ambiente. As lâminas foram fixadas por 10 min em ácido
tricloroacético (15% p / v), sulfato de zinco (5% p / v) e glicerol (5% v / v) e, em seguida, lavadas três vezes
com água destilada e secas a 37 °. C por 2 h. As linas secas foram reidratadas durante 5 min em ua destilada e
coradas sob agitao constante durante 35 min utilizando uma soluo contendo carbonato de sio (5% p / v), nitrato
de amio (0,1% p / v), nitrato de prata (0,1% p / v ), ácido tungstosilícico (0,25%) e formaldeído (0,15% p / v),
que foi preparado de fresco no escuro. As lâminas coradas foram lavadas duas vezes com água destilada,
submersas na solução de paragem (ácido acético a 1%), enxaguadas novamente com água destilada, e
imediatamente codificado para análise. Um total de 100 células de cada réplica (isto é , 50 de cada slide
duplicado) foram analisados   aleatoriamente em um microscópio óptico (ampliação de 100x) para medir o
comprimento da cauda do cometa. A análise das lâminas envolveu 100 células / peixe usando uma classificação
visual baseada no grau de migração do fragmento de DNA do núcleo. As células foram classificadas em classe 0
(sem dano), classe 1 (pouco dano - quando o comprimento da cauda era menor que o núcleo), classe 2 (dano
médio - quando o comprimento da cauda era entre 1 e 2 vezes o diâmetro do núcleo). 3 (dano extenso - quando
o comprimento da cauda era mais de 2 vezes o diâmetro do núcleo) e classe 4 (presença de apoptose) ( Kobayashi

et al., 1995 ; Speit, Hartmann, 1999).). O índice de dano ao DNA (DI) foi calculado para cada peixe como a soma do
número de nucleoides que foram observados para cada classe de dano multiplicado pelo valor de sua respectiva
classe de dano (0, 1, 2, 3 ou 4). Os resultados foram expressos como o índice médio de dano ao DNA para cada
grupo experimental, onde 0 representou a ausência de dano e 400 indicaram o maior escore de dano.
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Frequência de micronúcleos (MN). Amostras de sangue periférico foram obtidas da veia caudal e untadas em
lâminas limpas. As lâminas foram secas ao ar após fixação em etanol puro por 20 min, e os esfregaços foram
corados com solução de Giemsa a 10% por 25 min. Cada MN foi identificado de acordo com os seguintes
critérios: inclusões citoplasmáticas esféricas com um contorno agudo, um diâmetro menor que um terço do
diâmetro do núcleo, uma cor e textura parecida com o núcleo, e nenhum contato com o núcleo ( Al-Sabti, Metcalfe,

1995 ; Kirsch-Volders et al., 2003). Um total de 2000 eritrócitos por peixe foram examinados sob um microscópio
óptico Olympus (aumento de 1000 ×), e as frequências médias dos NM encontrados em cada grupo experimental
foram calculadas e expressas por 1000 células (‰). Apenas as células intactas com membranas nucleares e
celulares distintas foram pontuadas.

Análise estatística. Os dados do teste de toxicidade aguda foram analisados   quanto à normalidade e
homocedasticidade através do teste de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os dados foram analisados   por

ANOVA two-way para determinar diferenças significativas na exposição a Mn 
2+

 , temperaturas e a interação
entre estes dois fatores, seguida pelo teste de Bonferroni para comparações post hoc. Todos os dados são
expressos como a média ± erro padrão da média (EPM), e as diferenças foram consideradas significativas em p ≥
0,05. O software GraphPad Prisma 5.0 foi utilizado para análises estatísticas.

RESULTADOS

Atividades enzimáticas. A actividade de GST enzima biotransformação não mostraram qualquer alteração

significativa como um resultado dos tratamentos de stress de calor ( P = 0,905; F = 0,01) e Mn 
2+

 exposição (
Fig. 1 um; P = 0,178; F = 1,85). Além disso, não houve nenhuma interacção significativa entre os dois factores

(de temperatura e de Mn 
2+

 ) ( Fig. 1 um; P = 0,7611; M = 0,09).

Para a atividade da enzima antioxidante CAT, a temperatura não afetou a atividade desta enzima ( P = 0,1154; F
= 2,55), e a atividade da CAT não foi afetada pela exposição ao Mn a 24 ° C ( Fig. 1 b; P = 0,1246; F = 2,42). No
entanto, a 27 ° C, a atividade enzimática do CAT foi significativamente maior no snook de gordura exposto ao Mn
2+ em

 relação ao respectivo controle ( Fig. 1 b; P = 0,0034; F = 4,67).

http://www.scielo.br/img/revistas/ni/v15n4//1982-0224-ni-15-04-e170054-gf1.jpg
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Fig. 1  Atividades de glutationa S-transferase (GST) ( a ) e catalase (CAT) ( b ) no fígado de Centropomus parallelus , após 96 h

de exposição ao manganês (Mn 
2+

 ) (barras cinza) em duas temperaturas diferentes, e seus respectivos grupos de controle
(barras brancas). Valores representam as médias ± erro padrão. Cada tratamento foi realizado em triplicado (n = 6 por aquário). 

Ensaio cometa. O resultado do dano ou fragmentação do DNA, medido como o índice de dano (DI), demonstrou

que Mn 
2+

 provocou danos no DNA em ambas as temperaturas em comparação com o respectivo grupo controle (
Fig. 2a ; P <0,0001; F = 56,06) . O aumento de temperatura de 24 a 27 ° C, por si só, não interferiu nos
resultados, uma vez que os grupos controle foram semelhantes. No entanto, houve uma interação significativa

entre os dois fatores, Mn 
2+

 e temperatura ( Fig. 2 a; P = 0,0435; F = 4,24). A 27ºC, foi observado que houve

uma diminuição na quantidade de danos no DNA causados   pela exposição ao Mn 
2+

 em comparação com o grupo
aclimatado a 24 ° C.

Teste de micronúcleos (MN). O robalo-grosso exposto ao Mn 
2+

 apresentou aumento significativo na
freqüência de micronúcleos nos eritrócitos do robalo aclimatado em duas temperaturas ( Fig. 2b; P <0,0001; F =
48,61) quando comparados aos respectivos grupos controle. Além disso, observou-se que houve interação

significativa entre os dois fatores, Mn 
2+

 e temperatura ( Fig. 2 b; P = 0,0073; F = 7,64), pois os peixes

aclimataram a 27 ° C e expuseram ao Mn 
2. +

 apresentou mais micronúcleos em relação aos peixes aclimatados a

24 ° C e expostos ao Mn 
2+

 .

Fig. 2  Índice de dano (DI) ( a ) e frequência de micronúcleos ( b ) nos eritrócitos de Centropomus parallelus , após 96 h de

exposição ao manganês (Mn 
2+

 ) (barras cinzas) em duas temperaturas diferentes, e seus respectivos grupos de controle (
barras brancas). Valores representam as médias ± erro padrão. Diferentes letras minúsculas indicam diferenças significativas (p ≥
0,05) entre os tratamentos de temperatura, asteriscos marcados (*) indicam diferenças significativas (p ≥ 0,05) em relação aos
controles. Cada tratamento foi realizado em triplicado (n = 6 por aquário). 

DISCUSSÃO

http://www.scielo.br/img/revistas/ni/v15n4//1982-0224-ni-15-04-e170054-gf2.jpg
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No presente estudo, a interação entre a exposição a curto prazo a uma concentração subletal de Mn 
2+

 e um
aumento na temperatura da água não afetou a atividade da GST. Algumas mudanças de GST eram esperadas em

peixes expostos a Mn 
2+,

 já que o GST desempenha um papel significativo no metabolismo, atuando na
desintoxicação de alguns compostos eletrofílicos, e alterações nas atividades dessa enzima refletem diretamente
distúrbios metabólicos e danos celulares em órgãos específicos de peixes. ( Carvalho-Neta, Abreu-Silva, 2013 ); no
entanto, esta resposta não foi verificada neste estudo. Os presentes resultados podem indicar que o metabolismo

de Mn 
2+

ocorre por outra via de biotransformação. Em vez disso, as respostas bioquímicas da biotransformação
encontradas neste estudo estão de acordo com as investigações anteriores de estresse térmico por outros
autores. Esses estudos relataram que os níveis de enzimas antioxidantes dependentes de GSH, como a glutationa
peroxidase (GPx), a glutationa redutase (GR) e a glutationa S-transferase (GST), nos diferentes tecidos de
Carassius auratus (a 3 e 23 ° C) ( Bagnyukova et al., 2007 ), Morone saxatilis (a 7 e 25 ° C) ( Grim et al., 2013 ) e
Notothenia coriiceps (a 0 e 8 ° C) ( Machado et al., 2014 ) foram levemente afetados por o aumento da temperatura.

Por outro lado, o tratamento a 27 ° C resultou numa estimulação da actividade de CAT, que não foi observada a

24 ° C; É possível que a combinação do aumento da temperatura e da exposição ao Mn 
2+

 possa estar
relacionada a mudanças nos níveis de estresse oxidativo. Segundo Daoud et al. (2007 ), o aumento da atividade da
CAT está geralmente associado ao aumento das temperaturas, que, por sua vez, aceleram ainda mais a taxa
metabólica dos organismos. No presente estudo, isso não foi observado, uma vez que a atividade da CAT de
robalos aclimatados a 27 ° C não diferiu daqueles aclimatados a 24 ° C (grupos controle); no entanto, quando Mn
2+

 foi adicionado à água a 27 ° C, a atividade da CAT aumentou significativamente no grupo exposto a Mn 
2+

.

Estes resultados sugerem que a interação entre temperatura elevada e Mn 
2+

 influencia a atividade da CAT. No
entanto, existem vários relatos sobre padrões de expressão de CAT sob condições indutoras de estresse
oxidativo, como toxicidade química e estresse térmico. Essas defesas antioxidantes podem ser aumentadas (
Khessiba et al., 2005 ; Vinagre et al., 2012 , 2014 ), inibidas ( Kaur et al., 2011 ; Sabatini et al., 2011 ) ou não afetadas (
Mueller et al., 2012 ; Gabriel et al., 2013 , Machado et al., 2014) por agentes estressores do agente. A ocorrência de um
tipo de resposta ou outro depende da intensidade e duração do estresse aplicado, da suscetibilidade das espécies
que estão expostas e / ou da via de exposição ( Bebianno et al., 2005 ; Sanchez et al., 2005 ). . Além disso, a atividade
da CAT pode ser específica da espécie ( Fonseca et al., 2011 ; Madeira et al., 2013 , 2014 ) e específica do tecido ( Viera

et al. , 2012 ; Vinagre et al. , 2014 ). No presente estudo, pode-se observar que a associação entre as duas condições

(temperatura e Mn 
2+

) ao qual os espécimes de robalos de gordura foram expostos induziu a ativação da enzima
catalase e, portanto, induziu a ativação do sistema de oxidação.

Neste estudo, também elucidamos os efeitos modulatórios na genotoxicidade de um aumento na temperatura

associado à exposição a Mn 
2+

 em C. parallelus através do teste de cometa alcalino e do teste de micronúcleos.
Ambos os ensaios são úteis biomarcadores de testes de genotoxicidade ambiental ( Barsiene et al., 2012 ; Dar et al.,

2015 ). Nossos resultados indicaram que a exposição de C. parallelus a concentrações subletais de Mn 
2+

,
combinado com o aumento da temperatura da água, induziu danos no DNA significativamente maiores nos
tratamentos de temperatura do que no controle; assim, esses resultados indicaram o potencial genotóxico dessas
condições experimentais. Estudos anteriores, que também usaram o método do ensaio cometa, associaram
estresse térmico com efeitos genotóxicos em organismos aquáticos, como peixes de água doce ( Carassius
auratus ), lagostim (Astacus leptodactylus ) e mexilhões ( Dreissena polymorpha ) ( Anitha et al., 2000 ; . Buschini et

al, 2003 ; Malev et al., 2010 ).

No presente estudo, apesar de um aumento significativo na DI ter sido obtido em ambos os tratamentos de
temperatura em comparação ao controle, também observamos uma diminuição nos valores de DI à medida que a
temperatura da água aumentava. Tal depleção poderia ser explicada pelo potencial citotóxico exercido pelo
estresse térmico, levando a mudanças na cinética das células sangüíneas e na reposição eritrocitária ( Çavas,

Ergene-Gözükara, 2003 ). Esta observação encontra apoio na literatura ( Polard et al., 2011 ; Vera-Candioti et al., 2013 );
no entanto, a diminuição dos valores de DI pode ser causada por outros agentes citotóxicos que também
afetaram as populações de células sanguíneas circulantes.

O ensaio cometa alcalino detecta danos no DNA, como quebras de fita simples de DNA, quebras de fita dupla de
DNA ou cross-linking DNA-DNA / DNA-proteína ( Guilherme et al., 2012 ), que poderiam ter se originado da interação
entre o radicais livres formados como resultado do estresse oxidativo e do DNA das células sanguíneas ( Azqueta et

al., 2011 ; Nwani et al., 2013 ). Além disso, diferentemente da indução de micronúcleos, o dano ao DNA detectado
pelo ensaio do cometa alcalino é relativamente menor e freqüentemente transitório ( Dixon et al., 2002 ). Além
disso, também podemos sugerir que o aumento da atividade de CAT permite uma diminuição significativa nos
valores de DI à medida que a temperatura da água aumenta; repara macromoléculas danificadas, como o DNA, e
alivia o estresse oxidativo.
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O teste de micronúcleos é considerado um marcador sensível e informativo do dano citogenético causado por
compostos mutagênicos ( Arslan et al., 2015 ) e tem sido aplicado para identificar o potencial adverso de vários
agentes genotóxicos ( Barsiene et al., 2012 ), ambos em espécies de sentinela de água doce e marinha ( Guidi et al.,

2010 ). O aumento na frequência MN foi observado em ambos os grupos de tratamento em comparação com o
controle. O aumento da frequência MN é um marcador indireto de irregularidades cromossômicas numéricas e
estruturais nas células causadas por muitos agentes ( Arslan et al. , 2015 ); assim, isso indica a capacidade

clastogênica e / ou aneugênica do Mn 
2+

exposição combinada com o aumento da temperatura. Além disso, está
bem documentado que a temperatura modula a sensibilidade dos organismos aquáticos aos metais, afetando sua
tolerância fisiológica, demanda de energia, suprimento de oxigênio e / ou biogênese mitocondrial ( Sokolova,

Lanning, 2008 ).

Os resultados mostram que a combinação de exposição a Mn 
2+

 e estresse térmico causou danos significativos no
DNA em C. parallelus , e o sistema oxidativo também pode ser induzido. Nossos resultados indicam que os
endpoints identificados fornecem informações úteis para estudos de biomonitoramento; Além disso, eles
sublinham a necessidade de uma pesquisa abrangente sobre a possível influência do aumento da temperatura no

mecanismo de toxicidade de metais pesados   e Mn 
2+

 em peixes.
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