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RESUMO GERAL 

O Cádmio (Cádmio) é um elemento natural encontrado na crosta terrestre que 

geralmente está associado a outros metais, sendo usado na fabricação de baterias, em 

pigmentos para tintas e plásticos, em vários tipos de ligas e em revestimentos 

anticorrosivos. Mas devido aos impactos causados pela atividade humana, esse metal 

tem aumentado seus valores no ambiente aquático, prejudicando a reprodução de 

animais aquáticos, diminuindo assim a taxa de fertilização de organismos como peixe. 

Assim o presente estudo teve como objetivo avaliar a toxidade do cádmio em diferentes 

concentrações (controle fresco,controle (após 10 minutos de incubação); 0,5; 5; 10 µg/L 

de cádmio), pelo período de 10minuntos de incubação, através do usou das células 

espermáticas do modelo experimental da espécie Zebrafish, (Danio rerio). Diferentes 

dos experimentos tradicionais o presente estudo expôs o poluente diretamente nas 

células espermáticas (in vitro) de 10 animais, nas diferentes concentrações pelo período 

de 10 minutos, para analise das estruturas de integridade e fluidez de membrana 

plasmática, produção de espécies reativas de oxigênio, funcionalidade mitocondrial e 

índice de fragmentação de DNA através do método citometria de fluxo, e também 

análise de parâmetros espermáticos de: motilidade, tempo de motilidade, velocidade 

curvilínea, velocidade média de percurso e velocidade retilínea em µm/s, pelo sistema 

Computer-assisted sperm analysis (CASA). Nos parâmetros avaliados no sistema de 

citometria de fluxo foram obtidos resultados significativos nas concentrações de 5 e 10 

µg/L de cádmio no índice de integridade da membrana plasmática e fragmentação de 

DNA quando comparados com o controle fresco, enquanto que no sistema de avaliação 

CASA os parâmetros de velocidade de trajeto, velocidade retilínea, velocidade 

curvilínea, tempo de motilidade, motilidade progressiva e total, diferiram em todas as 

concentrações com relação ao controle fresco. Os resultados mostraram que o cádmio 

afeta negativamente alguns parâmetros de reprodução em D. rerio nas condições deste 

experimento, podendo reduzir a taxa de fertilidade desses animais. 

 

1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 O Ambiente Aquático 

Os ambientes aquáticos, marinhos e continentais abrigam uma gama de 

organismos animais e vegetais como, por exemplo, algas, bactérias, macrófitas, 

invertebrados e vertebrados (Esteves, 1998). No plano geográfico-ambiental, a água 

recobre dois terços da superfície de nosso planeta e circula permanentemente, através da 

evaporação, formação de nuvens, precipitação sob a forma de chuva, neve, etc., e 

alimenta os rios, lagos e mares. Seu ciclo desempenha importante papel na morfogênese 

da superfície do planeta, no condicionamento do clima, na manutenção da biosfera e na 

distribuição geográfica das espécies vegetais ou animais (Bastos e Carvalho, 2002).  



Todas as formas de vida existentes na Terra dependem da água. Apesar da maior 

parte da superfície do nosso planeta ser recoberta por água, 97,3% desta água do mundo 

é água salgada, inadequada para beber e para a maioria dos usos agrícolas. Os lagos e 

rios são as principais fontes de água potável; porém, constituem menos de 0,01% do 

suprimento total de água (Azevedo, 1999; Baird, 2002). 

O uso da água pode ser diferenciado em grandes categorias: uso social, 

contemplando, por exemplo, a alimentação, a higiene, a produção industrial, a geração 

de energia, irrigação, navegação, pesca e lazer, evacuação e diluição de esgotos, 

drenagem e controle de enchentes, combate a incêndios, entre outros. Essa diversidade 

de atividades faz com que a água seja o recurso natural intensamente utilizado pelo 

homem na atualidade e as conseqüências desses tipos de uso apresentam características 

muito diferenciadas no que diz respeito aos efeitos que produzem sobre os recursos 

hídricos de uma maneira geral (Andreoli e Carneiro, 2005). 

Assim, a utilização racional dos recursos hídricos é imprescindível, levando em 

consideração que de toda água da Terra, somente cerca de 3% é água doce. Diante 

disso, a ecologia da conservação e da restauração dos corpos d‟água tem uma função 

muito importante, visto que pesquisas nessas áreas podem ajudar o homem a utilizar a 

água de maneira racional, tornar viável o controle da qualidade desses ambientes e na 

recuperação dos ecossistemas aquáticos degradados (Likens, 2001; Tundisi, 2008). 

 

1.2 A poluição do ambiente aquático 

O ambiente aquático é um dos ecossistemas que mais sofre impactos causados 

pela ação antrópica, porque constitui o compartimento final de vários produtos gerados 

pela atividade humana, sendo assim um importante indicador de poluição (Arias, 2007). 

A vida ecológica desses ecossistemas acaba refletindo com facilidade os efeitos de 

várias atividades que ocorrem ao seu redor, ou seja, os ambiente aquáticos estão 

expostos aguda e cronicamente à agentes químicos, que podem atuar como poluentes, 

que por sua vez, prejudicam o desenvolvimento da biota. O comprometimento de 

processos fisiológicos vitais como respiração, reprodução e crescimento são exemplos 

das diversas perturbações metabólicas que os contaminantes ambientais podem causar 

aos organismos aquáticos (Stegeman et al., 1994). 

A formação de grandes aglomerados urbanos e industriais, com a crescente 

necessidade de água para o abastecimento, além de irrigação e lazer, faz com que quase 



a totalidade das atividades humanas seja cada vez mais dependente da disponibilidade 

das águas continentais. Porém, grande parte dos efluentes domésticos e industriais é 

lançado diretamente nos corpos d‟água, reduzindo cada vez mais a disponibilidade dos 

recursos hídricos (Esteves, 1998). 

A degradação dos ecossistemas aquáticos continentais tornou-se uma 

preocupação mundial e tem levado pesquisadores e administradores de muitos países a 

buscar soluções de controle e preservação desses ecossistemas. Especificamente no 

Brasil, existe uma grande disponibilidade hídrica, com uma reserva de água doce de 

aproximadamente 12% do total mundial (MMA, 2003).  

Entretanto existem órgãos que são responsáveis pela regulamentação de limites 

aceitáveis de efluentes para o meio ambiente, como o Conselho Nacional do Meio 

Ambiente (CONAMA) que com a resolução nº 430, de 13 de maio de 2011, que dispõe 

sobre os parâmetros, condições, padrões e diretrizes para gestão do lançamento de 

efluentes em corpos de águas receptores, a qual alterou parcialmente e complementou a 

resolução nº 357, de 17 de março de 2005, dispõe sobre a classificação e diretrizes 

ambientais para o enquadramento dos corpos de águas superficiais, bem como 

estabelece as condições e padrões de lançamento de efluentes.  

1.3 Os Metais e a Poluição Aquática 

A ação antrópica tem gerado uma grande variedade de substâncias que atuam 

diretamente sobre o meio ambiente, incluindo, por exemplo, herbicidas, pesticidas, 

detergentes, metais pesados e substâncias químicas de natureza diversa. A capacidade 

do homem de explorar e manipular metais proporcionou um importante marco no 

desenvolvimento de nossa sociedade (Wilson, 1996). Os metais possuem efeitos 

negativos quando liberados em elevadas concentrações no meio ambiente (Han et al., 

2002), sendo classificados como poluentes e causando impactos para a saúde humana 

(Duruibe et al., 2007) e para ecossistemas aquáticos e terrestres (Sánchez, 2008). 

Metais são contaminantes ambientais estáveis e persistentes uma vez que não 

podem ser degradados ou destruídos. Entre os elementos químicos conhecidos 53 são 

designados como metais, e destes apenas 17 são biodisponíveis e importantes para o 

ecossistema (Carranza-Álvarez, 2008). Embora os metais em geral, existam em baixas 

concentrações na crosta terrestre, sendo designados também como metais traço ou 

elementos traço (Baird, 1998), a intensa mineração destes elementos durante o século 



XX aumentou significativamente suas concentrações no meio ambiente aquático 

(Callender, 2004). 

Quando liberados nos corpos hídricos os metais primeiramente são adsorvidos 

por partículas orgânicas ou inorgânicas e são então incorporados ao sedimento pelo 

processo de sedimentação, resultando em níveis mais elevados de metais neste 

compartimento (Botté et al., 2007). Assim, as concentrações de metais no sedimento 

são maiores do que na coluna d‟água (Brekhovskikh et al., 2002). 

Os metais traço poluentes mais comuns enumerados pela Agência de Proteção 

Ambiental Americana (EPA) são: arsênio (As), cádmio (Cádmio), cromo (Cr), cobre 

(Cu), mercúrio (Hg), níquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zi) (Athar e Vohora, 2001), e 

suas principais fontes antropogênicas de contaminação são: a mineração, a eliminação 

de efluentes não tratados ou parcialmente tratados contendo metais tóxicos, quelatos 

metálicos de diferentes indústrias e o uso indiscriminado de fertilizantes e pesticidas 

contendo metal pesado em áreas agrícolas (Hatje et al., 1998 , Ammann et al., 2002;. 

Nouri et al., 2008). 

Alguns metais como o Cu, Fe (ferro), Mn (manganês), Ni e Zn são essenciais 

como micronutrientes para diversos processos vitais em animais e plantas, enquanto 

outros como Cádmio, Cr, Pb e Co (cobalto) não tem atividade fisiológica conhecida 

(Kar et al., 2008; Suthar e Singh, 2008;. Aktar et al., 2010), além de serem tóxicos em 

concentrações elevadas (Ghosh e Singh, 2005). Entre os metais pesados mais 

importantes está o Cádmio que se bioacumula no fitoplâncton e, em complexas teias 

alimentares que envolvem animais aquáticos, tais como moluscos, peixes e crustáceos 

(Cardoso e Chasin, 2001). 

 

1.4 O Cádmio como poluente e seus mecanismos de toxidade 

O Cádmio (Cádmio) é um elemento natural encontrado na crosta terrestre e 

geralmente está associado a outros metais, como o zinco, o cobre e o chumbo (Cardoso 

e Chasin, 2001) é um elemento químico de número atômico 48 na classificação 

períodica dos elementos, sendo um metal não-essencial aos organismos conhecido como 

metal traço. Os metais traço são denominados tóxicos à grande maioria dos organismos 

podendo ocasionar, em concentrações subletais, danos em curto e longo prazos (Baird, 

2002; Bouraoui et al, 2007), como o efeito de biomagnificação na cadeia trófica e 

bioacumulação nos tecidos animais (Baird, 2002) 



Pelo fato do Cádmio ser um poluente quando encontrado em elevadas 

concentrações devido principalmente a ação antrópica, os países estipularam 

concentrações seguras deste metal em recursos hídricos. No Brasil, por exemplo, a 

concentração máxima permitida em água doce da classe I, II e III (consumo, recreação, 

irrigação, proteção das comunidades aquáticas e aquicultura) é de 0,001 e 0,01 mg.L-1 

de cádmio é de 10 μg/L (CONAMA, 2005), já em outros países é de 1 mg / L nos EUA 

(EPA, 2001) e 5 mg / L na Europa (CEE, 1983). 

Peixes possuem a capacidade de bioacumular Cádmio principalmente nas 

brânquias e paredes intestinais, além de outros órgãos como fígado e rins (Cardoso e 

Chasin, 2001). Além disso, o Cádmio, ao passar pelas brânquias, é transportado para as 

células através de vias de transporte de Ca
+2

 (Sloman, 2007). Essa bioacumulação é 

possível, pois o peixe passa a expressar a proteína metalotioneína (MT), que se liga ao 

metal, inativando-o. Embora esta estratégia tenha sua eficiência limitada e dependente 

das concentrações do metal (De Conto Cinier et al., 1998). 

Este metal entra na corrente sanguínea, sendo absorvido pelo estômago ou 

intestino após a ingestão do alimento ou da água, sendo fortemente retido, podendo 

mesmo em baixas doses, constituir um nível fisiologicamente prejudicial ao organismo 

(Marettová et al., 2010). 

Uma vez absorvido, o cádmio é transportado pela corrente sanguínea até o 

fígado. Pequenas quantidades desse complexo proteína-cádmio passam continuamente 

do fígado para a corrente sanguínea, para ser transportado até os rins. O rim excreta de 1 

a 2% do cádmio obtido diretamente das fontes ambientais. A concentração do metal nos 

rins é aproximadamente 10 mil vezes mais alta que a da corrente sanguínea (Burger, 

2008). Em mamíferos, além do fígado, rim e pulmões, outros órgãos também são 

danificados por exposição ao cádmio, incluindo o sistema reprodutor, o sistema 

imunológico e o sistema nervoso (Jarup e Kesson, 2009). 

A toxicidade do cádmio está relacionada com a sua capacidade de substituir o 

cálcio nas reações biológicas. Cádmio e cálcio são dois elementos intimamente 

relacionados, com similaridades em muitos aspectos, devido a sua semelhança nos raios 

iônicos. A captação celular de cádmio, ocorre principalmente através dos canais de 

Ca
+2

, como resultados dessa captação ocorre o bloqueio ou inibição dos canais de Ca
+2 

(Beyersmann e Hechtenberg, 1997), pois este metal compete com íons essenciais à 

regulação das funções do organismo, principalmente os divalentes, como o Ca
2+,

 já que 

o elemento se torna biodisponível como cátion Cádmio
2+

 (Mc Geer et al., 2000) 



O cádmio também é capaz de causar um aumento no estresse oxidativo pela 

ligação a grupos sulfidrilas de proteínas e pela diminuição da glutationa (Valko et al., 

2006). Conseqüentemente, o estresse oxidativo pode promover alteração nos 

mecanismos de reparo do DNA e indução da proliferação celular, que, por sua vez, pode 

levar a tumorigênese (Beyersmann e Hartwig, 2008). Além disso, o cádmio se liga 

preferivelmente a resíduos de cisteína de proteínas, em particular com a metalotioneína 

e também pode inibir diversas enzimas. A metalotioneína é uma proteína importante no 

transporte e armazenamento do cádmio e outros metais (WHO, 2008). 

 

1.5 A Toxidade Reprodutiva do Cádmio 

A mortalidade de peixe tem sido evidenciada como como alto nível de poluição, 

entetsnto mesmo concetrações menores que não tenham como efeito imediato a morte 

tambe podem trzer prejuízos a uma população de peixes , com por exemplo a 

diminuição da fecundidade, que a longo prazo pode ocasionar a extinção da espécie 

afetada. Nos peixes teleósteos com fertilização externa, no momento em que ocorre a 

desova, os gametas são lançados no ambiente para que ocorra a fertilização, nesse 

instante, os gametas estão expostos a vários contaminantes presentes na água, entre eles, 

os metais pesados como mercúrio, zinco, chumbo, cobre e cádmio (Kime e Nash, 1999). 

Os metais, incluindo o Cádmio, podem prejudicar a reprodução de animais 

aquáticos, afetando o sistema endócrino e agindo nos órgãos reprodutivos desses 

organismos. Como resultado desse distúrbio, o processo de desenvolvimento das 

gônadas é seriamente prejudicado juntamente com a taxa de fertilização (Rurangwa, 

1998; Dietrich et al., 2004). 

Os mecanismos de toxidade reprodutiva do Cádmio são relatados em estudos 

in vivo e in vitro que indicam o cádmio como um agente que diminui a concentração de 

testosterona em ratos (Monsefi et al., 2009), afeta de maneira significativa o tecido 

testicular por perturbação da barreira hematotesticular em ratos (Chung, e Cheng, 2001), 

diminui a concentração e motilidade de espermática em peixe-arroz,  Oryziaslatipes e 

zebrafish, D. rerio (Coward et al., 2002,), aumentar a peroxidação lipídica em carpa, 

Cyprinus carpio (De Conto Cinier et al., 1998) e alterar a maturação espermática em 

estudos com robalo (Abascal et al., 2007). 

Finalmente, os diversos mecanismos de toxicidade do Cádmio à reprodução são 

motivo de preocupação, uma vez que a reprodução é considerada uma das mais 



relevantes funções biológicas, relacionadas com a estabilidade das populações a longo 

prazo. Nesse âmbito, as avaliações de qualidade espermática, poderão evidenciar 

distúrbios reprodutivos ocasionados pela poluição ambiental, ou seja, podendo ser 

utilizada como um biomarcador (Harayashiki et al., 2013). 

 

1.6 Motilidade, estruturas e estresse oxidativo em espermatozoide, como 

marcadores em estudos toxicológicos 

A viabilidade espermática é fundamental para o sucesso reprodutivo e os danos 

ao espermatozoide tem sido aplicados como biomarcadores em estudos 

ecotoxicológicos, através das análises espermáticas, as quais são uma alternativa mais 

simples e rápida em relação aos testes com embriões (Anderson et al., 1991; His et al., 

1999; Nipper, 2000; Losso et al., 2007; Beiras e Bellas, 2008). 

Os conceitos iniciais sobre a qualidade do esperma foram descrito pelos autores 

Alvarez et al., 1987 e Aitken e Clarkson, 1987, os quais auxiliaram na compreensão da 

importância da qualidade dessa, bem como outras pesquisas que destacaram uma gama 

de propriedades dos espermatozoides indicando que são capazes de expressar 

marcadores visíveis de capacidade fertilizante (Cabrita et al., 2014). A representação 

esquemática de possíveis variáveis relacionadas à capacidade fertilizante que podem 

servir como um indicador para estudos toxicológico encontra-se na Figura 1. 

A morfologia espermática é semelhante nas diferentes espécies, sendo essas 

células alongadas, com uma peça intermediária variando em tamanho, e geralmente 

encontradas na parte posterior do núcleo (Billard et al., 1995). O número de 

mitocôndrias varia entre as espécies (2 a 9 pares de mitocôndrias por espermatozoide), e 

se apresentam freqüentemente em forma de colar. Os espermatozoides de peixes 

apresentam um único flagelo, porém algumas espécies como Ictalurus punctatus e 

Poecilia reticulata, podem apresentar dois flagelos (Billard et al., 1995; Cosson et al., 

1999). Esta característica está fortemente relacionada com a duração da motilidade (Yao 

et al., 1999) 

 



 

Figura 1 – Representação esquemática das principais estruturas e funções 

espermáticas que podem ser afetadas por poluentes como o Cádmio.  

 

No que diz respeito aos possíveis danos causados nas células espermáticas,como  

por um poluente, o primeira analise realizada é sobre os parâmetros de motilidade, 

sendo o fator mais utilizado para avaliar a qualidade espermática entre as espécies. É 

usualmente expressa pela porcentagem de espermatozoides móveis em sêmen 

adequadamente ativado, sendo sua duração também comumente avaliada. Essa análise 

espermática informa a aptidão do organismo para a reprodução, pois sem motilidade o 

espermatozoide não encontrará o oócito para a fecundação. (Cosson, et al., 1999). Essa 

função espermática pode ser avaliada através de microscopia óptica de campo claro em 

lâmina sob lamínula (Sorensen, 1979), de modo subjetivo, ou de modo automatizado 

através do sistema de análise de sêmen assistida por computador (do inglês, CASA) que 

avalia motilidade total (MT), em porcentagem; velocidade de trajeto (VAP), em 

micrômetro por segundo; velocidade retilínea (VSL), em micrômetro por segundo; 

velocidade curvilínea (VCL), em micrômetro por segundo; amplitude lateral de cabeça 

(ALH), em micrômetro; frequência de batimentos (BCF), em Hz; e linearidade (LIN), 

em porcentagem (Burness et al., 2004; Haugland et al., 2009). 

A membrana plasmática e as mitocôndrias devem permanecer intactas e 

funcionais para permitir a competência celular, sendo essenciais à proteção, ao 

funcionamento celular e ao processo de fertilização (Arruda e Celeghini, 2003). A 

membrana plasmática envolve todo o espermatozoide e é o componente mais externo. 



Embora seja contínua sobre a superfície dos espermatozoides e com sua natureza 

diferindo regionalmente (Flesh e Gadella, 2000; Khosro Beygi e Zarghami, 2007), é 

uma estrutura fina, flexível, autosselante e seletivamente permeável aos solutos polares, 

com espessura de apenas 7,5 a 10nm, formada quase que inteiramente por proteínas e 

lipídios (Guyton e Hall, 1997), sendo que proporções relativas desses componentes são 

distintas em diferentes tipos de membranas (Lehninger et al., 2000).  

A integridade da membrana plasmática é um pré-requisito para que ocorram os 

eventos fisiológicos relacionados ao processo de fertilização, que incluem a capacitação 

espermática, ligação à zona pelúcida e fusão dos gametas (Papa et al., 2000). Danos 

nesta estrutura podem levar a perda da homeostase com posterior morte celular. Estudos 

in vivo, com a membrana plasmática do espermatozóide, afuncional torna-se incapaz de 

realizar a fertilização (Silva e Gadella, 2006). 

As análises com a membrana plasmática são importantes porque, além de ser 

uma barreira determinante para o intercâmbio de moléculas entre o meio intra e 

extracelular, responde a estímulos físicos e químicos do ambiente e assim é fundamental 

para manutenção do metabolismo espermático (Meer et al., 2008). As preparações 

empregando a combinação de sondas fluorescentes ou fluorocromos, avaliadas através 

de microscopia de fluorescência ou citometria de fluxo, destacam-se como as mais 

estudadas e utilizadas na determinação da integridade de membrana plasmática dos 

espermatozóides, gerando dados qualitativos sobre a permeabilidade relativa das 

membranas, conferindo especificidade na descriminação entre células funcionais e 

afuncionais (Martínez-Rodríguez, 2003). Essas sondas fluorescentes comumente 

utilizadas para a avaliação da integridade da membrana plasmática espermática são o 

diacetato de carboxifluoresceína (DCF) e SYBR-14 associadas ao iodeto de propídio, 

em combinação. O DCF é um éster não polar, não fluorescente e penetrante à membrana 

plasmática intacta, que sofre hidrólise por esterases inespecíficas no interior da célula e, 

a partir disto, é convertido em carboxifluoresceina, que fluoresce em verde e não 

atravessa à membrana plasmática integra (Silva e Gadella, 2006). Assim nos 

espermatozóides íntegros, o diacetato de carboxifluoresceína permea a membrana 

plasmática dando a coloração verde ao gameta. O iodeto de propídio por possuir 

afinidade ao DNA cora de vermelho o núcleo de células com membrana plasmática 

lesada (Gillan, et al., 2005; Rawe et al., 2001).  

A membrana plasmática também é avaliada através da sua fluidez, sendo 

determinada pela sonda fluorescente hidrofóbica, a merocianina 540 (2,7 mM) e 



Hoechst 33342 (16,2 µM), onde as células são classificadas quanto à alta fluorescência 

(alta fluidez) e baixa fluorescência (baixa fluidez) (Fernández-Gago et al., 2013). 

As mitocôndrias são a principais organelas responsáveis pela produção de 

energia em forma de ATP para motilidade espermática, localizadas na peça 

intermediária do espermatozoide, liberam energia durante reações de oxidação na cadeia 

respiratória. Portanto, essa organela é necessária para a movimentação da cauda (ATP), 

pois mudanças na morfologia das mitocôndrias podem levar a consequências drásticas, 

impossibilitando seu funcionamento (Bereiter-Hahn e Voth, 1994; Rowland e Voeltz, 

2012), refletida por exemplo, na alteração da motilidade espermática (Gravance, et al., 

2001). A função mitocondrial pode ser avaliada através de sondas como Rodamina 123, 

Mito Tracker Green FM e Mito Tracker Reed que permitem verificar a qualidade do 

potencial de membrana das mitocôndrias em células vivas (Arruda et al., 2003). A 

avaliação da funcionalidade mitocondrial feita através da sonda fluorescente rodamina 

123, que cora a mitocôndrias e concentra-se naquelas com a funcionalidade alta (alto 

potencial eletroquímico) emitindo fluorescência verde mais intensa, sendo os 

espermatozoides classificados com elevada funcionalidade (fluorescência elevada, 

maior acúmulo de rodamina) e baixa funcionalidade quando a emissão da fluorescência 

tem intensidade fraca (fluorescência baixa, menor acúmulo de rodamina) (Gillan et al., 

2005). 

Outra importante estrutura que pode servir como marcador de toxidade no 

espermatozoide é o DNA, sendo este responsável pela transmissão da herança genética 

de todos os seres vivos, portanto qualquer dano que o DNA venha sofrer poderá 

acarretar em diversas anomalias, tanto para a célula, como para o ser vivo como um 

todo. Para avaliação estrutural da cromatina espermática é utilizado acridine orange, 

um corante que se intercala à dupla fita de DNA e fluoresce em verde quando esta 

apresenta-se íntegra; todavia quando associada a uma porção desnaturada da fita de 

DNA ou ao RNA, a acridine emite fluorescência laranja, permitindo a quantificação de 

desnaturação do DNA das células de uma amostra (Arruda, et al., 2003). Outras 

técnicas também são utilizadas para avaliar a estrutura do DNA espermático, como por 

exemplo métodos microscópicos que incluem o ensaio COMETA (Irvine et al., 2000), a 

avaliação de TUNEL (Host et al., 2000), e o teste ensaio de estrutura da cromatina 

espermática (SCSA) (Evenson et al., 2002), os quais detectam danos no DNA. 

Os espermatozoides possuem limitado volume de citoplasma, o que resulta em 

baixos níveis de um importante antioxidante intracelular, a glutationa reduzida. Assim 



os espermatozoides são dependentes do apoio antioxidante do plasma seminal (Alvarez, 

et al., 1987). Eles também possuem limitado sistema de ação enzimática antioxidante 

natural devido à impossibilidade de transcrever e/ou traduzir o material genético, pois o 

mesmo é fortemente enovelado. Além disso, os espermatozoides são suscetíveis a 

peroxidação lipídica porque os lipídios da membrana são ricos em ácidos graxos 

poliinsaturados (Baumber et al., 2000). As espécies reativas de oxigênio (ERO) são 

produzidas espontaneamente durante a respiração celular e interação com substâncias 

orgânicas, como também por sistema intracelular de enzimas, tal como a NADPH-

oxidase (Aitken, 2004) e, em níveis fisiológicos, atuam como sinalizadores celulares, 

participando de processos de fusão espermatozoide-oocito, dentre outras funções. 

Contudo, quando as ERO superam a capacidade antioxidante da célula, esta entra em 

estresse oxidativo, o qual pode provocar danos ao DNA, proteínas e lipídios. 

O estresse oxidativo pode ser ocasionado por contaminantes presentes no meio 

aquático. Segundo Thevenod, 2009 à nível celular o Cádmio induz estresse oxidativo 

em muitos organismos, o que pode resultar em danos fisiológicos a diferentes órgãos, 

entre eles os rins, fígado, pulmão, pâncreas, testículos, placenta, e osso (Nawrot et al., 

2008; Jarup e Kesson 2009). Por este motivo, além das análises de estrutura espermática 

descritas acima, a análise de concentração de ERO é um parâmetro importante a ser 

analisado, uma vez que pode ser o agente desencadeador de danos às estruturas 

espermáticas, como membranas, mitocôndrias e DNA que irão comprometer a 

funcionalidade espermática afetando variáveis como a motilidade. A utilização de 

sondas fluorescentes é uma técnica para quantificar o nível de ROS na célula. Os 

fluoróforos depois de incorporados na célula podem ser modificados por reação 

oxidativa através de emissores de fluorescência. A intensidade da fluorescência emitida 

é proporcional aos níveis de ROS, podendo ser quantificada por vários métodos, tais 

como a microscopia de fluorescência, citometria de fluxo ou espectrofotometria, sendo 

utilizado o reagente dihydroethidium (DHE) para quantificar o ânion superóxido 

(Hagedorn et al., 2012). 

Portanto, a análise de motilidade e de estruturas espermáticas e a medida de 

concentração de ROS como um marcador de efeitos toxicológicos tem sido validada por 

inúmeros trabalhos já realizados até o momento, e seus resultados são considerados de 

extrema importância para avaliação toxicológica de um ambiente (Anderson et al., 

1991; Macken et al., 2009; Macova et al., 2010; Coulaud et al, 2011).  



Estes estudos tornam-se cada vez mais promissores por serem uma alternativa 

mais simples e rápida em relação aos testes com embriões e com organismos 

propriamente ditos. 

Os estudos com toxicologia tem usado as variáveis relacionadas a capacidade 

fertilizante espermática como marcador devido à capacidade destes testes de exibir 

resultados confiáveis no que diz respeito a degradação de tóxicos diretamente nas 

células espermáticas, pois a perturbação de estruturas espermáticas poderá gerar danos, 

causando prejuízos em futuras proles ou até mesmo a extinção de determinado 

organismo. 

 

1.7 Zebrafish: um vertebrado destaque em estudos de toxicologia 

Seres aquáticos são animais convenientes para a compreensão toxicologica de 

diversos contaminantes, uma vez que são afetados diretamente, pela captação da água, e 

indiretamente pela dieta, seja esta de vegetais, invertebrados e, dependendo da espécie, 

de peixes menores. Assim, os peixes podem refletir a contaminação de outros 

organismos e níveis tróficos em ecossistemas aquáticos, além de fazerem parte da dieta 

de mamíferos e aves aquáticas (Han et al., 2009). 

Recentemente tem sido utilizado em grande escala como modelo experimental a 

espécie Zebrafish, (Danio rerio) que apresenta características vantajosas para pesquisa 

como o seu tamanho diminuto (3-5 cm quando adultos), permitindo fácil manipulação, 

bem como a rápida absorção de substâncias que são adicionadas diretamente na água 

(Spence et al., 2008). Danio rerio (Figura 1) é um peixe teleósteo de água doce tropical 

nativo da Índia. Ele tem sido amplamente utilizado para testes toxicológicos, 

farmacêuticos, terapêuticos e mutagênicos, além de estudos de desenvolvimento e 

envelhecimento. Este peixe, que anteriormente era criado apenas como ornamental, tem 

sido utilizado em diversos estudos, desde células tronco até as bases das mudanças 

comportamentais induzidas por vício em drogas. Essa rápida mudança se tornou 

possível devido a avanços em tecnologia, conjuntamente com uma caracterização 

detalhada do animal em nível genético e molecular (López-Olmeda e Sánchez-Vázquez, 

2011). 

Esta espécie possui vida média em torno de três anos, sua primeira maturação 

ocorre com 3 meses de vida e se reproduz na temperatura média de 18-26ºC, por cerca 



de 18 meses. A fêmea deste teleósteo pode desovar cerca de 100-200 ovos 

semanalmente (McGonnel e Fowkes, 2006). 

 

 

Figura 1 – Danio rerio 

Fonte: www.fishbase.se 

 

O zebrafish também surgiu como um sistema bastante atraente para estudos com 

câncer em humanos, isso se deve a biologia do câncer na zebrafish ser muito semelhante 

ao câncer em seres humanos (Shive, 2013), ambos são histologicamente e 

geneticamente semelhantes (Chen et al., 2014). Além disso, uma comparação das 

seqüências dos genomas do peixe-zebra e humanos, demonstra a conservação dos genes 

do ciclo celular, supressores de tumor, oncogenes (Etchin et al., 2011). 

Nesse contexto, esse animal tem sido considerado uma das alternativas atuais 

sobre o uso de espécies alternativas em saúde humana, bem com em pesquisas que 

envolvam impactos e desastres ecológicos (Perkins et al., 2013). 

 

1.8 A importância de experimento in vitro para estudos de Toxicologia 

A utilização disseminada dos animais em pesquisas, tem sido motivo de diversas 

discussões, principalmente de caráter ético, em função do grande número de animais 

requerido e do sofrimento causado durante alguns tipos de experimento (White, 2001; 

Meyer, 2003). Por esta razão, a reavaliação da utilização de animais nos experimentos é 

tendência mundial, concretizada a partir da fundação de diversas instituições, que 

objetivam desenvolver e validar novos métodos, e da implementação regulatória de 

testes alternativos em diversos países, a fim de legalizar e harmonizar o uso dos mesmos 

Muitas dessas mobilizações surgiram a partir do surgimento de um programa 

internacionalmente reconhecido denominado de 3Rs (Reduction, Refinement, 

Replacement), que objetiva, além de diminuir o número de animais utilizados na 

http://www.fishbase.se/summary/Danio-rerio.html


pesquisa, minimizar a dor e o desconforto e buscar alternativas para a substituição dos 

testes in vivo (Russel, 2000; Schechtman, 2002). 

Umas das formas de minimizar ou diminuir o uso de animais são os estudos in 

vitro, que vem sendo utilizado com frequência, devido ao grande rigor nos laboratórios 

com o uso de animais. São estudos que permitem predizer a toxicidade de uma 

substância em animais com a utilização de micro-organismos como bactérias, fungos; 

enzimas; proteínas; culturas celulares, entre outros (Rogero et al., 2003; Bednarczuk et 

al., 2010). 

Em ensaios in vitro é possível controlar o número das variáveis experimentais 

como o controle de pH, de temperatura, da pressão osmótica, tornando as condições 

fisiológicas relativamente constantes, fatores estes que não são encontrados nos testes 

com animais. Outra vantagen é com relação a sua execução, ser mais simples e mais 

rápida que testes in vivo, podendo substituir os animais ou, ao menos, servirem como 

um estudo precedente ao teste in vivo (Rogero et al., 2003; Rogero et al., 2000). 

O interesse por métodos alternativos cresce dentro da comunidade científica na 

tentativa de diminuir o número de animais utilizados em experimentação e também 

reduzir o custo dos experimentos. Portanto, as análises com organelas espermáticas 

como marcadores, propostas como testes in vitro são um promissor ponto de partida 

para o desenvolvimento de testes de toxicidade, sendo cada vez mais adaptados às 

necessidades de ecotoxicologia ambiental. Futuras descobertas nesse campo ajudariam a 

aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos básicos que determinam os danos 

causados pelo cádmio, permitindo um maior conhecimento da sua toxicidade. Neste 

sentido este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do Cádmio sobre as células 

espermáticas de Zebrafish servindo como um antecessor a experimentos in vivo, através 

de análises como motilidade total, progressiva, parâmetros de velocidade espermática 

(VAP, VCL e VSL) tempo de motilidade, integridade e fluidez de membrana 

plasmática, produção de espécies reativas do oxigênio, funcionalidade de mitocondria e 

índice de fragmentação de DNA. 

 

 

2. OBJETIVOS 

 



2.1 Objetivo geral 

Identificar os efeitos de diferentes concentrações de Cádmio sobre as células 

espermáticas de Danio rerio in vitro 

 

2.2 Objetivos específicos 

Determinar os danos causados pelo Cádmio em estruturas e parâmetros de 

motilidade e velocidade espermática de Zebrafish, Danio rerio, através das análises de:  

 Integridade de membrana plasmática 

 Funcionalidade de mitocôndria 

 Fluidez de membrana plasmática 

 Concentração de espécies reativas de oxigênio 

 Índice de fragmentação de DNA 

 Motilidade total e progressiva 

 Tempo de motilidade 

 Velocidade curvilinear 

 Velocidade média do percurso 

 Velocidade em linha reta 

 

 



 

 

4. MANUSCRITO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeitos da exposição ao Cádmio nas células 

espermáticas de Zebrafish, Danio Rerio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Manuscrito a ser submetido para revista Aquatic Toxicology” 
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ABSTRACT 

 

Cadmium is a natural element found in the earth's crust, it is usually associated 

with other metals, but due to the impacts caused by human activity their concentration 

has increased in the aquatic environment. This metal may damage the aquatic animal 

reproduction, decreasing the rate of fertilization of organisms such as fish. Thus, this 

study aimed to evaluate the toxicity in vitro of Cadmium in different concentrations 

(control – 0; 0.5; 5; and 10µg/L of Cadmium) through the use of sperm cells of the 

experimental model Zebrafish, Danio rerio. Was analyzed structural parameters of 



integrity and fluidity of plasma membrane, concentration of oxygen species, 

mitochondrial function and DNA fragmentation by flow cytometry method, as well as 

sperm movement parameters: motility, time of motility, curvilinear velocity, average 

path velocity and straight line velocity in µm/s, through on the computer assisted sperm 

analysis (CASA) system. In the evaluated parameters were obtained significant results 

in the path speed, straight speed, curvilinear velocity, motility time, progressive and 

total motility, integrity index of the plasma membrane and DNA. The results showed 

that cadmium can negatively affect some reproductive parameters in D. rerio, which 

may reduce fertility rates of these animals. 

Keywords: cadmium, reproduction, Danio rerio, spermatozoa, motility. 

 

1. INTRODUCTION 

Cadmium (Cd) is a major heavy metals present in the earth's crust and usually 

it is associated with other metals such as zinc, copper and lead. Cadmium is able to 

bioaccumulate in phytoplankton and complex food webs involving aquatic animals as 

molluscs, fish and crustaceans (Cardoso and Chasin, 2001). Because of its pollution 

power when in high concentrations, there are regulatory rules which stipulate safe 

concentrations of this metal in water resources. In Brazil, for example, the maximum 

concentration permitted by CONAMA in fresh water for classes I, II and III 

(consumption, recreation, irrigation, protection of aquatic and aquaculture communities) 

is 0.01 mg L-1 (10 g / L) (CONAMA, 2005). However, in other places like the US and 

Europe is 1 and 5 mg / L of cadmium respectively (EPA, 2001; EEC, 1983).  

Cadmium's toxicity is related to its ability in replace calcium (Ca
2+

) in 

biological reactions due to the fact that these elements have characteristics in common, 

having similar ionic radii, for example. Therefore, cellular uptake of Cd occurs mainly 

through Ca
2+

 channels, inhibiting the uptake of Ca
2+

. So, the Cd acts as a potent blocker 

of these channels (McGeer et al., 2011), leading to deleterious effects due the necessity 

of Ca
2+

  in various cell signaling pathways (Marchetti, 2013). 

Reproductive toxicity mechanisms of Cd are reported in in vivo and in vitro. 

This metal can lower testosterone levels in rats (Monsefi et al., 2009), affecting 

significantly the testicular tissue by change the hematotesticular barrier in rats (Chung, 

and Cheng, 2001), and reducing the concentration and sperm motility in Fish-rice, 

Oryziaslatipes and Zebrafish, Danio rerio (Coward et al., 2002), besides increase lipid 



peroxidation in Carp, Cyprinus carpio (Tale Cinier et al., 1998) and change the sperm 

maturation in studies of Common snook, Centropomus undecimalis (Abascal et al., 

2007). 

Aquatic organisms are animals commonly used for toxicological understanding 

of various contaminants, since they are directly affected by contact with water, and 

indirectly through the diet, be it plant, invertebrate, and depending on the species of 

smaller fish (Bernardi et al., 2008). Thus, the fish may reflect contamination of other 

organisms and trophic levels in aquatic ecosystems, besides being an important part of 

mammalian diet and waterfowl (Han et al., 2009). The species of fish Zebrafish, Danio 

rerio has been used extensively as an experimental model for study to provide 

advantageous features such as its small size, allowing easy handling as well as rapid 

absorption of substances which are added directly into the water. (Spence et al., 2008). 

The D. rerio is a kind of external fertilization as most teleost fish, ie the male 

and female gametes are released into the aquatic environment and they need to find to 

that fertilization occurs (Coward et al., 2002). Thus, even where the body has defenses 

to detoxification that can cause reproductive effects, the release of spermatozoa into the 

water exposes the gamete directly to pollutants such as cadmium. Moreover the 

spermatozoa have a poor antioxidant defense system, being highly prone to oxidative 

stress induced by pollutants (Valencia and War, 2007), besides not having 

metallothionein been identified in fish sperm cell that could aid in reducing the toxicity 

of Cd (Tale Cinier et al., 1998). Therefore, experiments to assess the direct exposure of 

spermatozoa to Cadmium mimicking more closely the reproductive biology of teleost 

fish that are in this situation in nature, is a form of environmentally relevant assessment. 

This study aimed to analyze the effect of different concentrations of cadmium in Danio 

rerio sperm cells on the in vitro parameters. 

 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

 

The animals were euthanized by section of the spinal cord - accepted method, 

with restrictions, according the Federal Council of Veterinary Medicine (Resolution no. 

05/2012 1000), since the use of anesthetics may affect the results the spermatic analysis. 

The methodology used in this research was approved in Ethics Committee in Federal 



University of Pelotas/Rs - Brazil, under number 10016. The gonads was withdrawal of 

10 male Zebrafish adults aged 4-6 months in reproductive phase through dissected by 

abdominal incision. The gonads were placed individually in type Eppendorf tubes 

containing 1.5 mol Beltsville Thawing Solution (BTS) (Varela et al., 2012), with pH 7.4 

and osmolarity 350 mOsm, and sectioned to aid release of the spermatozoa. Sperm 

motility was assessed for motility rate and motility time for obtaining the parameter pre-

treatment (only fresh semen diluted with BTS assessed before incubation period), by the 

activation using Milli Q water to check the sperm characteristic of each male and 

excludes non-motile samples (indicative of sperm death). Then, each male's semen was 

diluted at a 1: 1 (v / v) for each treatment with a final concentrations of 0 (control, only 

BTS), 0.5, 5.0 and 10 µg /L Cadmium. 

The different concentrations of cadmium were established on the basis of the 

values accepted by Resolution 357 of CONAMA for fresh water of the type I, II and III 

(consumption, recreation, irrigation, protection of aquatic and aquaculture 

communities), which is 1 µg /L and 10 µg /L of cadmium. The samples were incubated 

at temperature 20 ° C for 10 minutes with the contaminant. The temperature was 

determined to be acceptable for survival of the studied species which lives at 

temperatures between 18 and 26 °C (Froese & Pauly, 2014), and also, the fact that 

higher temperatures, such as 22 and 25 ° C had deleterious effects on sperm survival in 

previous experiments, conducted by the research group (unpublished data).  

After the incubation period was performed sperm analysis of total motility, 

progressive sperm velocity parameter - progressive velocity (VSL), track speed (VCL) 

and path velocity (VAP), motility of time, fluidity and integrity of the plasma 

membrane, production of reactive oxygen species, mitochondrial functionality and 

DNA fragmentation index 

 

2.1 Assessment of sperm motility using computer-aided semen analysis 

(CASA) 

To estimate the motility was added 1μl of diluted semen and 4μl of Milli-Q 

water Cadmium (at concentrations of 0.5, 5 and 10 µg /L cadmium) on slides under 

coverslips and analyzed by means of HOUSE. 

The images generated are reproduced and analyzed efficiently and objectively 

through the Sperm Class Analyzer software - SCA, assessing the overall motility 

parameters, progressive motility, VSL), VCL and VAP in nm/s (Verstegen et al., 2002). 



The motility of time, or duration of motility, since activation was evaluated by the total 

arrest the progressive movement of spermatozoa, following the method described by 

Sorensen Junior (1979). 

 

2.2 Flow cytometry 

We used the Cytometer Flow Attune® Acoustic Focusing Cytometer (Applied 

Biosystems). For detection of sperm population, non-sperm events were removed by 

FSC x SSC scatter plots (Petrunkina et al, 2005;. Piehler et al, 2005) and for the 

elimination of debris was used staining of the cells by Hoechst 33342 at concentration 

of 16.2 mM (Sigma-Aldrich Co. - St. Louis, MO, USA), except for DNA fragmentation 

index. A total of 10,000 events per sample sperm with a flow of 200 cells/s. The results 

were analyzed using the Cytometric Attune Software V2.1 program. 

 

2.3 Integrity of the plasma membrane 

For verification of the integrity of the plasma membrane, we used 20.0 mM of 

carboxyfluorescein diacetate (DCF), which fluoresces green and 7.3 uM propidium 

iodide (PI), which fluoresces red (Sigma-Aldrich Co. - St. Louis, MO , USA). The 

sperm were classified as non-injured (DCF + / IP-) and injured (DCF + / IP +; DCF- / IP 

+; DCF- / IP-) (Gillan et al, 2005; Fernandez-Gago et al, 2013). 

 

2.4 Fluidity of the plasma membrane 

This parameter was checked by hydrophobic merocyanine 540 dye (M540) at a 

final concentration of 2.7 uM (Sigma-Aldrich Co. - St. Louis, MO, USA) and YO-PRO 

fluoresces green as the final concentration of 0.1 uM (Invitrogen - Eugene, OR, USA). 

Only live sperm (YO-PRO negative) were selected and classified into high fluidity cells 

(M540 high concentration) and low fluidity (low concentration M540) (Fernandez-Gago 

et al., 2013).  

 

2.5 Mitochondrial functionality 

Was used fluorescent dyes Rhodamine 123 (13 uM) which fluoresces green 

and PI (7.3 uM)(Sigma-Aldrich Co. - St. Louis, MO, USA). Only intact sperm (IP-) 

were selected and classified into cells with high functionality (high fluorescence, high 



accumulation of Rhodamine) and low functionality (low fluorescence, low 

accumulation of Rhodamine) (GILLAN al., 2005). 

 

2.6 DNA fragmentation index 

DNA fragmentation was measured by the integrity of sperm chromatin 

structure assay (SCSA). For this evaluation, was added in 10μL of semen , 5μL TNE 

(0.01 M Tris-HCl; 0:15 M NaCl, 0.001 M EDTA, and pH 7.2) after 30 seconds, 10μL of 

Triton (Triton X-100 0 , 1%) (v / v) and finally, after 30 seconds, 5μL acridine orange 

(Sigma-Aldrich Co. - St. Louis, MO, USA). This solution was  incubated for 5 minutes. 

Results from flow cytometry were expressed as percentage of sperm with fragmented 

DNA (Everson et al., 1994). 

 

2.7 Concentration of reactive oxygen species (ROS) 

For this evaluation was used the fluorescent dye 2'7-dichlorofluorescein 

diacetate at a final concentration of 1.0 uM, which emits green fluorescence when 

oxidized by intracellular ROS and IP (7.3 uM final concentration). We used the median 

intensity of green fluorescence only the living sperm (IP-) (Domínguez-Rebolledo et al., 

2011). 

 

2.8 Statistical Analysis 

In this work, the descriptive data (mean and mean standard error) were 

generated of each of the dependent variables: Total sperm motility, progressive sperm 

velocity (VCL, VAP and VSL), mitochondrial functionality, reactive oxygen species, 

Integrity of the plasma membrane, DNA fragmentation index and Fluidity of the plasma 

membrane. 

For all these dependent variables was performed to normal analysis by the 

Shapiro-Wilk test. After was conducted Kruskal Wallis test for nonparametric data, 

because none of the variables had normal. Was used the Statistix® 2009 software. 

 

 

3. RESULTS 

 



Total and progressive motility,  and motility time showed similar pattern, 

where all the different cadmium concentrations differed from the control fresh and the 

control after the incubation (P <0.01) (Table 1). 

 

Table 1: Progressive motility (PM), total motility (TM) and time of motility 

(Temot), analyzed by CASA of sperm D. rerio exposed to Betsville Thawing Solution 

(BTS) with 0; 0.5; 5.0 to 10 µg/L Cadmium at 20 °C for 10 minutes. 

 
Fresh 

semen 

10 minute incubation at 20 ° C 

0 (only BTS) 0,5 5,0 10 

PM (%) 46.0 

±3.63
A
 

37.7 ±2.95
A
 26.3±3.1

B
 27.1 ± 2.86

B
 25.2 ± 3.56

B
 

TM (%) 53.9 ± 

3.6
A
 

52.3 ± 2.5
A
 33.9 ± 3.3

B
 33.8 ± 3.07

B
 34.6 ± 3.6

B
 

TeMot 

(s) 

133.3±11.

5
A
 

103.2 ±13.1
A
 77.5 ± 

16.48
B
 

68.7 ±8.45
B
 71.2 ± 13.3

B
 

Data are expressed as mean and standard error of the mean. Different letters in 

the same line mean statistical difference by the nonparametric Kruskal-Wallis test with 

0.01 significance level. 

 

The VAP and VCL variables although not show differences between the 

different treatments of Cadmium (P> 0.01), differ regarding control and fresh semen (P 

<0.01) (Figure 1). For the VSL parameter different cadmium concentrations did not 

differ and control. However, all concentrations differed in relation to fresh semen 

(Figure 1). 

 



Figure 1 - Track speed (VCL), path velocity (VAP), progressive velocity 

(VSL) in µm/s sperm cells of D. rerio: Gamete exposed to Betsville Thawing Solution 

(BTS) with 0; 0.5; 5:10 µg/L Cadmium at 20 ° C for 10 minutes. Data are expressed as 

mean and standard error of the mean. Different letters indicate statistical difference by 

the nonparametric Kruskal-Wallis with 0:01 significance level.  

 

For DNA fragmentation index and plasma membrane integrity (MP) the 

concentrations of 5.0 and 10 µg/L Cadmium was differed from the control (P <0.05). 

Regarding the functionality of the mitochondria (MI) there was no significant difference 

between over treatment and the control. For the fluidity of plasma membrane (FLU) the 

Cadmium concentrations were not different between all treatments and the control. The 

concentration of ROS, in treatments containing cadmium were observed a slight 

reduction compared to the control, although this difference was not statistically verified 

(Table 2). 

 

Table 2: Spermatozoa of D. rerio exposed to Betsville Thawing Solution (BTS) 

(control); 0.5; 5:10 µg/L Cadmium at 20 °C for 10 minutes, evaluated for fluidity of the 

plasma membrane (FLU),  integrity of the plasma membrane (IME), mitochondrial 

functionality (FMI), DNA fragmentation index (DNA) and production of reactive 

species oxygen (ROS) (n = 10). * ROS expression by the median fluorescence intensity 

 

[Cd 
+2

]  DNA IME (%) FMI (%) FLU (%) ROS  

0 (BTS) 7.27 ± 83.40 ± 8.5
A
 74.87 ± 8.3

A
 81.60 ± 3.1

A
 3428.8 ± 



1.0
A
 886.2

A
 

0.5 9.53 ± 

1.2
A
 

73.93 ± 

8.7
AB

 

69.04 ± 6.1
A
 78.54 ± 3.7

A
 2584.3 ± 

654.5
A
 

5 13.72 ± 

3.0
B
 

47.85 ± 9.0
B
 65.82 ± 5.2

A
 77.39 ± 4.3

A
 2145.0 ± 

356.9
A
 

10 14.29 

±3.3
B
 

41.52 ± 

10.1
B
 

64.47 ± 5.8
A
 77.11 ± 3.3

A
 2279.5 ± 

428.2
A
 

Data are expressed as mean and standard error of the mean. Different letters in 

the same column mean statistical difference by the nonparametric Kruskal-Wallis test 

with 0.05 significance level. 

 

 

4. DISCUSSION 

 

If we consider the exposure for 10 minutes at a controlled temperature, total 

and progressive motility assessments as well as for the time of motility to the  different 

Cadmio concentrations tested did not differ between each one, but all concentrations 

differ from the fresh control and control with BTS (after incubation). The lack of 

difference between the fresh semen and control with BTS (after incubation) shows that 

the diluent medium did not affect semen quality, only the addition of cadmium, 

regardless of the concentration used. 

The other spermatozoa movement variables, VCL and VAP were negatively 

affected in the presence of cadmium concentration. There was a decline for these 

variables between the control (after incubation) and the fresh semen, however the VSL 

variable the difference in concentrations occured only when compared with fresh 

control. A similar result was found by Dietrich et al., (2010) for the VAP with rainbow 

trout at low concentrations of cadmium (up to 10 µg/L of cadmium). According to the 

review of Browne et al., (2015) the speed sperm to external fertilization fish  is essential 

for longevity because high-speed sperm will enable rapid location of oocytes in open 

water before the end of his motility time . 

These data corroborate with what occurred in sperm rainbow trout, 

Oncorhynchus mykiss, which with doses in excess of 1 µg/L of Cd
+2

 had significant 

results (Grzegorz et al., 2010), being able to interfere in motility, demonstrating the 



increased susceptibility to environmental stressors in these speed parameters with 

respect to motility. Furthermore, VAP and VCL parameters , the same as in this study 

had a significant decline, in sperm A. Crassispina showed a strong correlation (0.928 

and 0.902, respectively)  with fertilization rates (Au et al., 2001), thus this parameter 

can be useful in predicting reproductive harm. 

In addition to the automated analysis CASA this study presents the analysis by 

flow cytometry hitherto little explored in reproductive toxicology studies in different 

sperm structures, which are fundamental to the maintenance and viability of sperm 

fertilizing capacity. So for  analysis of the plasma membrane integrity and DNA 

fragmentation index, we can see a decline in relation to the  control, of mode  dependent 

dose. However, such a decrease dose dependent was not statistically checked for 

mitochondrial functionality and plasma membrane fluidity, possibly because the semen 

sample is a biological sample that has a great variability, and which is hardly presents 

normal distribution in several experiments that evaluate sperm quality (Hernandez et al, 

2007; Satorre et al, 2012; Silva et al 2012). 

Regarding the integrity of the plasma membrane, the concentrations 5 and 10 

mg/L of cadmium showed a significant decrease compared to the control. This 

information can be critical for clarify how occur the injury of the fertilizing capacity of 

teleost fish (Hi and Woods, 2004). It is possible that the plasma membrane of sperm, 

due to being the first barrier is more sensitive to different types of pollutants, such as 

shown by Harayashiki et al., (2013) and Lopes et al., (2014), in the  Poecilia vivipara 

and D. rerio sperm, respectively, where the animals were subjected to different 

glyphosate concentrations, and also suffered decline in the integrity of membrane 

integrity. The significant loss of membrane integrity is important because this organelle 

keeps the selective permeability of the spermatozoa, supporting metabolism. The 

membrane may be impaired due to the anionic character of this structure (Ercal et al., 

2001), causing the cadmium interact intensely, causing breakages, since the blockade of 

calcium channels by cadmium, can cause by cell death due to low cytosolic calcium. 

Similar results were found with Sinopotamon henanense by DanDan et al. (2013) in 

which the sperm cells exposed to cadmium also showed lesions in the plasma 

membrane at concentrations above 7.5 mg / L 

Urchin sea sperm (Anthocidaris crassispina) exposed to cadmium presented a 

deformation of mitochondrial crest (Au et al., 2001), corroborating the present study 

that, although, without providing statistical difference was observed a decrease in 



mitochondrial functionality, this  cadmium action is important because mitochondrial 

injuries can cause risks to fertilizer capacity due to the need for such structures for the 

production of ATP, accountable for provides power for sperm motility (Gravance, et al., 

2010). 

A significant increase in DNA fragmentation of sperm cell when exposed to 

cadmium at concentrations above 5 µg/L was observed. The DNA integrity, maintaining 

the genetic code to be transmitted to the strain is of paramount importance, decreasing 

the chance of mutations or deaths in hatching stage in fish (Santos et al., 2013). It is 

suggested that in this way as the plasma membrane was damaged, the DNA layer was 

exposed to the effects of cadmium. 

Percentage of cells with low membrane fluidity and concentration of reactive 

oxygen species did not differ among the different concentrations of cadmium and also 

compared to the control. According Ercal et al. (2001), the anionic nature of biological 

membranes is a facilitator for cadmium injury, because it penetrates directly into the cell 

via calcium channels, thereby not interfering with the pollutant mosaic composition that 

is fluid, and thus does not meddle with the membrane fluidity of the  as shown in the 

present study. 

The concentration of ROS showed no difference between treatments, probably 

because they do not alter the mitochondrial chain, because when there is an excess of 

calcium in the cytosol of the cell, due to the cadmium input, occurs inhibition of 

mitochondrial function, and so there is no production of hydroxyl, suggesting that the 

species under study may be more complex compared with different species, and yet we 

did not find similar data conditions the present study. Unlike the results of this study, 

Dandan et al., (2013) observed increased oxidative stress in sperm crab (Sinopotamon 

henanense) directly exposing to concentration of 7.7 mg /L of cadmium for a period of 

up to 7 days. Another possibility to explain the not increase concentration of ROS 

would be due to the fast exposure time. 

 

5. CONCLUSION 

The experiment in vitro conditions with semen D. rerio demonstrate that even 

Cadmium concentrations allowed by CONAMA, have harmful effects sperm cells. 
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DISCUSSÃO GERAL  

 

O vertiginoso crescimento agrícola e industrial gera o aumenta a poluição de 

diversos ecossistemas incluindo os aquáticos. O Cádmio é um dos poluentes que tem 

aumentado suas concentrações em ambientes aquáticos, sendo este um evento crítico 

devido a seus mecanismos de toxicidade, como a capacidade de bloquear canais de 

Cálcio e gerar estresse oxidativo. 

Um importante fator a ser investigado quando se considera a poluição por 

Cádmio é a reprodução que pode ser afetada de diversas maneiras, como por exemplo, 

através da perturbação da maturação espermática, diminuição de concentração e 

motilidade. Nesse contexto, os espermatozoides, especialmente de peixes teleósteos, são 

vulneráveis a ação deste metal, pois uma vez ejaculados na água, devido à fecundação 

externa, entram em contato direto com poluentes como o Cádmio. Nesse contexto, a 

avaliação direta do espermatozoide no que se refere a parâmetros de capacidade 

fertilizante, como motilidade e integridade de organelas como as mitocôndrias, mostra-

se uma alternativa atraente para avaliar efeitos tóxicos do Cádmio sobre a reprodução de 

espécies aquáticas. 

Embora as concentrações avaliadas no presente estudo (0,5; 5 e 10 µg/L 

Cádmio) estejam dentro dos limites permitidos pelo CONAMA ( Conselho Nacional do 

Meio Ambiente) para as classe I, II e III (consumo, recreação, irrigação, proteção das 

comunidades aquáticas e aquicultura) nossos resultados demonstraram que esses limites 

permitidos pelo CONAMA causam danos na velocidade espermática, que poderão 

prejudicar as taxas de fertilização, pois se o espermatozoide apresentar redução na 

velocidade da sua locomoção, o mesmo não chegará ao ovócito, impedindo a 

fertilização. Além disso, a concentração de 5 e 10µg/L demonstrou diminuição da 

integridade de membrana que também poderá comprometer a capacidade fertilizante em 

função da perda da permeabilidade seletiva exercida por esta estrutura. Assim sendo, 

nas condições do presente estudo foi possível verificar a viabilidade da utilização das 

avaliações in vitro, pois através destas obteve-se dados relevantes com relação à 

toxicidade do Cádmio, que poderão ser verificados para outros poluentes. 
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