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RESUMO

Considerando que o efeito de poluentes em peixes e outros organismos se iniciam nos niveis
enzimaticos podendo alterar a fungdo das células e sua estrutura, o presente estudo teve como
objetivo verificar a influéncia do pH e temperatura da agua sobre os efeitos do cobre no figado e
sangue de Prochilodus scrofa através das analises hematologica, morfologica e enzimatica.
Exemplares jovens foram expostos (96 h) ao cobre dissolvido na agua, em pH 4,5 e 8,0 a20 ¢
30°C. A CLs(-96h para o cobre a 20 °C foi determinada como 98 £ 0,9 ug.L™"' em pH 4,5 ¢ 16 £
0,2 ug.L™" em pH 8,0. A 30 °C, CLs,-96 h foi 88 + 0,8 ug.L" em pH 4,5 ¢ 14 £ 0,5 pg.L" em
pH 8,0. Um grupo de animais foi mantido em pH 7,0 para avaliarmos apenas o efeito do pH. A
mudanca do pH da agua causou aumento no hematdcrito (Hect) em ambos os pHs e temperaturas,
houve redugdo na concentra¢do de hemoglobina ([Hb])em agua com pH 4,5 a 20 ¢ 30 °C e
aumento no niimero de eritrocitos (RBC) em pH 4,5 a 30 °C (p < 0,05). A exposi¢do ao cobre
causou aumento na [Hb] e RBC a 20 °C em ambos pHs e uma diminui¢do na [Hb] em pH 4.5 ¢
RBC em pH 8,0 a 30 °C. Nos estudos in vivo, a concentragdo de glicose plasmatica aumentou
em pH 4,5 nos grupos controle e na presenca do cobre em pH 4,5 a 30 °C (p,0,05). A
concentragdo de glicogénio hepatico foi maior a 20 °C (p<0,05). A atividade da PFK do figado
diminuiu nos grupos controles pH 4,5 a 20 °C e aumentou apds a exposi¢cdo ao cobre. Os
estudos in vitro mostraram influéncia da temperatura ¢ pH da agua na atividade das enzimas
regulatorias. A atividade das enzimas HK, PFK, PK, LDH e G6PDH diminuiu nos grupos
controles em a 30 °C . Apods a exposi¢cdo ao cobre a atividade destas enzimas aumentou
alcancando valores préximos ao controle pH 7,0. Na solucdo de eritrécitos o aumento na
atividade da enzimas foi mais evidente na HK e PFK. Em relacdo as duas temperaturas o
acumulo de cobre foi maior na temperatura de 20 °C, entretanto, a indugdo da metalotionina
(MT) isolada por DEAE-Sepharose e identificada por eletroforese em SDS-PAGE, foi mais
evidente em peixes expostos a menor concentracdo de cobre em agua com pH 8,0 (CL5;—96h em
adgua com pH 8,0). As alteracdes histopatologicas (hiperemia, vacuolizagdo citoplasmatica,
degeneracdo celular e nuclear, necrose focal e aumento de melanomacréfagos) em P. scrofa
foram relacionadas com a mudanga do pH da agua do que a exposicao ao cobre. Estes resultados
indicam que as mudancas na hematologia e na atividade de enzimas em resposta a variagcdo do
pH e presenca do cobre no ambiente aquatico sdo complexas. Entretanto, ¢ possivel concluir
que: 1) o metabolismo anaerdbio prevaleceu no figado de peixes aclimatados a 20 °C, in vivo,
enquanto que, in vitro, a atividade das enzimas foi mantida sem alteracdo, exceto para a HK e
PK que aumentaram a atividade. O aumento da atividade das enzimas regulatdrias e associadas
sugerem o uso da via glicolitica a 30 °C. 2) o cobre diminuiu a atividade destas enzimas em
ambas temperaturas; 3) a atividade das enzimas regulatérias a 20 °C, na solugdo de eritrocitos
dos grupos controle, in vivo, sugere preferéncia pelo metabolismo aerdbio. A adi¢do do cobre
estimulou a atividade da PFK em pH baixo e inibiu em pH alto sugerindo que neste pH a
energia provavelmente provém do lactato formado pela LDH; 4) na solugado de eritrécitos, a 20
°C, o cobre € 0 pH estimularam o metabolismo aerdbio em pH baixo e o metabolismo anaerobio
em pH alto, os quais foram evidenciados pelo aumento da atividade da PFK e da LDH,
respectivamente; 5) a demanda de energia em altas temperaturas foi mantida pela atividade da
PFK e LDH nos grupos controle e na presenga de cobre prevaleceu o metabolismo anaerobio em
pH baixo e o metabolismo aerébio em pH alto; 6) o aumento da concentracdo de MT sugere
aumento do metabolismo com o aumento da temperatura que aumentou a sintese desta proteina
€ 0 maior acimulo de cobre a 20 °C evidencia maior excre¢do de cobre nos peixes aclimatados a
30 °C; 7) as mudangas mais freqiientes no tecido hepatico observadas em todos os tratamentos
mostrou que as lesdes ocorreram em resposta 8 mudanga do pH da agua.



ABSTRACT

Considering that the pollutants in fish and other animals begin at enzymatic levels, and may
alter the cell function and structure, the main goal of the present study was to analyze the
influence of the water pH and temperature on the copper effects in liver and blood of the
freshwater fish, Prochilodus scrofa via hematological, morphological and enzymatic analysis.
Juveniles specimens of P. scrofa acclimated to 20 and 30'C were exposed to copper (acute
exposure) in static systems at water pH 4.5 and 8.0 to determine the 96h-LCso. Them groups of
fish were exposed to 96h-LCsy in the same water conditions for hematological analysis,
determination of activity of regulatory and associated glycolitic enzymes from liver and blood
“in vivo” and “in vitro” and liver morphological analysis. Groups of fish acclimated at 20 and
30°C were kept a water pH 7.0 and serve as control for the controls groups pH 4.5 and 8.0. The
96h-LCs, were calculated as 98 + 0.9 and 16 + 0.2 pgCu.L™ respectively at pH 4.5 ¢ 8.0 a 20°C
and 88 + 0.8 ¢ 14 + 0.5 pgCu.L" em pH 4.5 ¢ 8.0 a 30'C. The change in water pH caused an
increase in the hematocrit (Hct) in both water pH and temperatures, reduction of hemoglobin
concentration ([Hb]) at water pH 4.5 at 20 and 30c and an increase in the number of
erythrocytes (RBC) at pH 4.5 at 30'C (p<0.05). Copper exposure caused an increase in [Hb]
and RBC at 20'C in both pHs and a reduction in the [Hb] at pH 4.5 and RBC at pH 8.0 a 30°C.
“In vivo” studies showed an increase in the plasma glucose concentration of the control group
pH 4.5 and in fish exposed to copper in pH 4.5 at 30'C (p<0.05). Hepatic glycogen
concentration was higher at 20'C (p<0.05). The activity of PFK enzyme in liver was reduced in
the control group pH4.5 at 20°'C and increased after copper exposure. In vitro studies showed
high influence of temperature on the regulatory enzymes. The activity of HK, PFK, PK, LDH
and G6PHD was reduced in the control groups at 30°C. After copper exposure the activity of
these enzymes increased reaching values similar of the controls pH 7.0. In the erythrocit the
increase of enzyme activity after copper exposure was more evident in the HK and PFK
enzymes. Copper accumulation in liver was higher at 20'C however, the metallothionein
induction that was isolated using DEAE-Sepharoese and identified by SDS-PAGE, was more
evident in fish exposed to low copper concentration in water but pH 8.0 (LCs,-96h at water
pH8.0). Liver histopathologies (hyperemia, cytoplasmic vacuolization, cellular and nuclear
degeneration, focal necrosis and melanomacrophages) in P. scrofa was more related to the
changes in water pH than copper exposure. These results evidenced that the changes in
hematology and in the enzyme activities in response to pH and copper in the environment are
complex. However, it is possible to conclude that: 1) the anaerobic metabolism prevailed in
liver in fish acclimated to 20°C, in vivo, while, in vitro, the enzyme activity was kept without
change, except for HK and PK that increased their activity. The activity decrease of the
regulatory and associated enzymes suggest the use of glycolitic via for energy at 30'C; 2) copper
decrease the activity of these enzymes in both temperatures; 3) the activities of regulatory
enzymes at 20°C, in the erythrocit from control groups, in vivo, suggest the mobilization of
glucose. Copper addition in it showed activity stimulation in low pH (PFK) and inhibition in
high pH (PFK) suggesting that in this pH the energy probably come from lactate produced by
the LDH; 4) in the erythrocit, at 20'C, the pH and copper effect suggest that the aerobic
metabolism was stimulated at low pH and that the anaerobic metabolism was stimulated at high
pH; it was evidenced by the increase of PFK and LDH activities, respectively; 5) the energetic
demand at high temperature was maintained by the activity of PFK and LDH in the control
groups and in the presence of copper prevailed the anaerobe at low pH and the aerobe at high
pH; 6) the increase of metallothionein concentration suggests an increase of metabolism with
the increase of temperature that increased the synthesis of this protein and the higher
accumulation of copper at 20'C may evidence higher copper excretion in fish acclimated to
30°C; 7) the more frequent changes in the hepatic tissue found in all experiments showed low
specificity of lesions as most of them occurred in response to change in water pH.



CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

A contaminacdo dos ecossistemas aquaticos por metais pesados é preocupante em
relagdo aos efeitos toxicos desses metais para as espécies aquaticas e para o homem. Os
metais pesados entram nos corpos d’agua a partir de uma grande variedade de efluentes
industriais e de precipitagdes acidas que se ligam a eles nos solos. Metais como cobre,
zinco, cadmio, mercurio (as formas metilada e ndo metilada), cromo, chumbo, niquel,
arsénico, estanho e o aluminio tendem a se complexarem com substancias organicas e
inorganicas reduzindo a sua biodisponibilidade no ambiente aquatico (HEATH, 1995;
BEAUMONT et al., 2000).

Os metais pesados ocorrem na natureza e sdo essenciais para o funcionamento dos
organismos, sao os chamados elementos traco, como por exemplo, o cobre. Alguns sdo
reconhecidos como nutrientes necessarios aos animais ¢ plantas, porém se a sua
incorporacdo pelos organismos for excessiva, ultrapassando os niveis considerados
normais, pode produzir efeitos toxicos e letais. O efeito de poluentes em peixes, ou
outros organismos, se iniciam primeiramente nos sistemas enzimaticos que podem
alterar a funcdo da célula como, por exemplo, a permeabilidade da membrana. Essas
alteracOes afetam a integridade celular, como ultraestrutura e processos fisiologicos
resultando em lesdes histologicas, refletindo no comprometimento da fungdo de um
orgdo. Alguns orgdos apresentam mudanca compensatoria quando a homeostase ¢
alterada. Como resultado de uma exposi¢ao a poluentes o crescimento e a reprodugao
sofrem alteracdes, algumas substancias afetam o sistema nervoso central e com isso
alteram o comportamento, a osmorregulagdo ¢ o metabolismo de hormdnios sexuais.
Finalmente, mudancas na funcdo de um grupo de organismos em um ecossistema
causam efeitos em outros organismos, se eles forem predadores ou presas (HEATH,
1995).

Toxicologistas moleculares e bioquimicos investigam as respostas de um o6rgdo e
sistemas celulares a agentes quimicos. Este problema ¢ particularmente evidente no
ambiente aquatico, porque 0s peixes € outros organismos sao frequentemente expostos a
estes agentes na propria dgua, complexados com o alimento, particulados ou dissolvidos

na matéria organica. Esses toxicos sdo, em geral, absorvidos através das branquias,



pele, e intestino junto a absor¢do dos alimentos, € no sistema circulatorio alcangam os
demais o6rgaos (MALINS & OSTRANDER, 1994).

O estudo da assimilacdo, acumulagdo e excre¢do sdao fundamentais para a
compreensdo dos efeitos dos metais nos sistemas organicos de peixes. Os metais sdo
transportados pelo sangue, na maioria dos casos, ligados a proteinas (SIMKISS &
TAYLOR, 1981). O figado ¢ o principal 6rgdo para homeostase dos metais, que sdo
acumulados e concentrados na bile. A excrecdo ¢ feita através das branquias, bile (via
fezes), rins e pele (HEATH, 1995; MALINS & OSTRANDER, 1994). As mudancas
morfologicas no figado, rins e branquias t€ém sido observadas em peixes e, medidas do
conteudo do metal, tém revelado o acumulo do mesmo nesses o6rgaos (HEATH, 1995;
MAZON, 1997; MAZON et al., 1999).

Exposi¢cdes ao cobre causam mobilizagdo do glicogénio no figado aumentando a
glicose sanguinea através da estimulacdo da fosforilase. A maior parte da molécula de
glicogénio ¢ degradada a glicose-1-fosfato pela agdo da fosforilase. O cobre inibe o
metabolismo oxidativo e isto pode ser compensado por estimulagdo da glicélise a qual ¢
refletida em um aumento da atividade da lactato desidrogenase e da gliceraldeido
desidrogenase. Os efeitos na atividade de enzimas oxidativas sao pontos chaves no
controle de fluxo de carbono através da glicélise e do ciclo de 4cido citrico, inibi¢ao da
hexoquinase e glicose-6-fosfatase pode causar uma reducdo na glicogenolise e
gliconeogénese, respectivamente. O cobre causa diminui¢cdo de ATP no figado e no
musculo de peixes, devido a demanda de energia atribuida a processos de
desintoxicacdo no figado, provoca também inibi¢cdo de alguns sistemas enzimaticos
como xantina oxidase, fosfatase alcalina e acida, alanina aminotransferase, glicose-6-
fosforilase e desidrogenase succinica (HEATH, 1995).

A determinagdo da distribui¢do subcelular de contaminantes nos peixes permite
verificar a via metabolica da substincia toxica e predizer possiveis modelos de
desintoxicacao. A agao dos metais pesados tem sido muito investigada e énfase tem sido
dado as metalotioninas encontradas no citoplasma das células das branquias, intestino,
rins e figado de peixes. As metalotioninas sequestram os metais € servem como um
mecanismo de prote¢do para os animais porque mantém a concentracdo de metal livre
extremamente baixa, evitando as alteragdes induzidas pelos metais (PASSINO &
KRAMER, 1982; HAMILTON & MEHRLE, 1986; HEATH, 1995; STILMANN, 1995;
MAYER et al., 2003).



As metalotioninas sao polipeptideos de baixo peso molecular com grupos sulfidrilas
devido a grande quantidade de cisteina na molécula e sdo encontradas em uma ampla
variedade de organismos. Devido a presenca de grupos sulfidrilas na sua molécula as
metalotioninas podem se ligar aos metais divalentes, tais como o cobre, zinco, mercurio,
cadmio e cromo. Varios estudos t€ém mostrado que os metais induzem a sintese de
metalotioninas adicionais resultando no aumento da tolerancia desses organismos aos
efeitos toxicos do metal (SIMKISS & TAYLOR, 1981; KITO et al., 1982 a, b; LEY et
al., 1983; HAMILTON & MEHRLE, 1986; DUTTON et al., 1993; HEATH, 1995;
DANG, 2000; BRAGIGAND & BERTHET, 2003).

Segundo HAMILTON & MEHRLE (1986), se os animais sd3o expostos a doses
excessivas do metal a sintese de metalotionina podera nao ser suficiente, o metal se
difundird nos outros compartimentos celulares e alteragcdes patoldgicas poderdo ser
produzidas (hipdtese “spillover”). As metalotioninas protegem complexos enzimaticos
ou tecidos somente se a tionina for sintetizada em uma quantidade equivalente a
quantidade de entrada dos metais no animal. Vesiculas e granulos contendo metais sao
encontrados dentro e fora da célula em uma variedade de organismos; o cobre, por
exemplo, pode ser armazenado nos lisossomos hepaticos, ligados a metalotioninas.
Alguns autores sugerem que esses granulos sdo locais de acumulo de desintoxicacdo
dos metais e servem como indicadores biologicos de poluicdo (KITO ef al., 1982 a, b;
LEY et al., 1983; HAMZA-CHAFFAI et al., 1999). A metalotionina provavelmente ¢ a
ultima defesa metabolica antes das lesdes patoldgicas e morte celular, e medidas de
concentragdo destas proteinas poderdo auxiliar na avaliacdo da intoxicagdo de metais
em peixes.

Viarios métodos para a identificacdo das metalotioninas tém sido utilizados em
peixes, dentre eles destacam-se os de YAMAMOTO ef al. (1978) e McCARTER &
ROCH (1983) que purificaram através de cromatografia de filtracdo em gel, Sephadex
G-75, a metalotionina do hepatopancreas de Cyprinus carpio, e figado de Oncorhynchus
kisutch, respectivamente; KITO et al. (1982 a) analisaram a sintese da metalotionina no
hepatopancreas, rim, branquias, intestino, bago, bile ¢ musculo em diferentes espécies
de peixes Carassius carassius, Leuciscus, Tribolodun hakonesis, Lateolabrax japonicus
e Plecoglosus altivelis, através de cromatografia de filtracdo em gel, Sephadex G-75;
McCARTER et al. (1982) utilizaram Sephadex G-75 ¢ DEAE-celulose em figado de O.
kisutch; KITO et al. (1982 a) utilizaram Sephadex G-75 e DEAE-Sephadex A-25 para a



obtengdo da metalotionina do hepatopancreas de C. carpio; LEY et al. (1983), em
figado de Oncorhynchus mykiss, utilizaram Sephadex G-75 e DEAE-Sephadex A-25;
McCARTER & ROCH (1984) verificaram a sintese e a cinética de metalotionina no
sangue, branquias, rim e figado de O. kisutch e para a deteccdo da metalotionina
utilizaram cromatografia em Sephadex G-75; BROWN et al. (1990) em figado, rim,
intestino e branquias de Scorpaena guttata, determinaram através de purificagdo em
Sephadex G-75 a presenca da metalotionina e sua concentracdo; HOGSTRAND &
HAUX (1990) em figado de Haemulon sciurus utilizaram Sephadex G-75 e anticorpos
de coelho (RIA) para a andlise; HAO et al. (1993) estudando cérebro de O. mykiss,
utilizaram Sephadex G-75 e cromatografia de troca idnica DEAE-Sephadex A-25, a
metalotionina foi aplicada em eletroforese SDS-poliacrilamida para a visualizacdo da
banda proteica; HAMZA-CHAFFAI et al. (1995) utilizaram branquias e figado de
Diplodus annularis, Scorpaena porcus e Scorpaena scrofa, as amostras foram
analisadas através de pulso polarografico (DPP) a qual se baseia na determinacdo de
compostos SH; DANG et al. (1999) em branquias de Oreochromis mossambicus,
detectaram a metalotionina através da técnica de imunorreacdo; AHMAD et al. (2000)
em figado de Channa punctatus, determinaram a metalotionina em Sephadex G-50 e Q-
Sepharose e a visualizagcdo da banda proteica foi em eletroforese SDS-poliacrilamida.
MAYER et al., (2003) que utilizaram células de linhagem de truta e salmao e, apos
exposi¢do ao zinco e prata, verificaram a sintese da metalotionina.

A propriedade ecotoxicoldgica do metal depende da sua capacidade em se complexar
com radicais sulfetos livres e com macromoléculas. A distribuigdo e concentragdo de
cobre nos tecidos de peixes depende da sua forma, concentragcdo na agua, dieta, tempo
de exposi¢dao, metabolismo e capacidade de eliminagdo do tecido. Dentre os metais
pesados, poucos trabalhos relatam o efeito do cobre em bioquimica, particularmente, em
enzimas do metabolismo oxidativo, enzimas antioxidantes, metabolismo de lipideos e
sintese de energia. Estudos envolvendo a influéncia do cobre no metabolismo de
lipideos tém sido realizados em alguns tecidos de peixes. SIVARAMAKRISHNA et al.
(1992) verificaram a influéncia do cobre no metabolismo lipidico de Labeo rohita e
mostraram que concentracdes letais de cobre provocavam decréscimo nos lipideos
totais, aumento nos acidos graxos livres, glicerol e atividade da lipase nas branquias,

figado, musculo e cérebro entretanto, a exposi¢ao a concentracdes subletais de cobre



provocou aumento nos niveis de lipideos totais, acidos graxos livres, glicerol e
atividade da lipase em todos os 6rgdos analisados.

Os efeitos do cobre foram analisados na atividade da glutamato oxalacética
transaminase do plasma em Salvelinus fontinalis (McKIM et al., 1970); na atividade da
Na'/K'-ATPase em O. kisutch (LORZ & McPHERSON, 1976), Platichthys flesus
(STAGG & SHUTTLEWORTH, 1982), Lepomis macrochirus (HEATH, 1987) e em O.
mossambicus (PELGROM et al, 1995); na atividade da Delta-amino levulinate
dehydratase em Pimelodus maculatus (RODRIGUES et al., 1989); na atividade das
enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase em Dicentrarchus
labrax (ROCHE & BOGE, 1993). LETT et al. (1976) verificaram o efeito do cobre na
bioenergética de O. mykiss. O cobre afetou, inicialmente, o crescimento, alimentagdo e
composicdo corporal dos animais. A redugdo inicial do crescimento, segundo esses
autores, deveu-se, possivelmente, & uma elevada taxa metabdlica e desprendimento de
energia, associada a0 mecanismo excretorio para o cobre e processos de desintoxicagao.
TOTH et al. (1996) em C. carpio expostos ao sulfato de cobre,verificaram aumento na
atividade da LDH e na concentra¢do de glicose, no plasma, sendo que a via anaerdbia
tornou-se essencial no metabolismo desses animais, observaram também aumento de
130% na atividade da GOT e de 300% na GPT. KRAMER et al. (1992) estudaram o
efeito do cloreto de mercurio associado com a privagao de alimento em metabolitos da
glicolise e do ciclo de Krebs em Gambusia holbrooki. Nos animais controle, a privagdo
causou diminui¢do na concentracao de G-6-P e F-6-P e, nos animais expostos ao metal,
causou diminui¢do na concentracdo de G-6-P e F-6-P, aumento na concentracdo de
piruvato, a-cetoglutarato, succinato e malato. O aumento nos metabolitos do ciclo de
Krebs reflete maior atividade no ciclo em resposta a exposicdo do mercurio,
provavelmente, devido a demanda de energia associada com a manutengdo da

homeostase sob condic¢des de estresse e processos de desintoxicacao.

Fatores ambientais na toxicidade do cobre

As caracteristicas quimicas e fisicas da agua e a biologia da espécie em questdo tém
influéncia na toxicidade do cobre (LAUREN & McDONALD, 1985; MAZON &
FERNANDES, 1999; LEMUS & CHUNG, 1999; TAO et al,, 1999, 2001). Entre os
varios fatores ambientais que influenciam a toxicidade do cobre em peixes, o pH,

dureza da agua e a temperatura, tém importincia fundamental.



A temperatura ¢ importante do ponto de vista fisioldgico e bioquimico. O efeito da
temperatura nas propriedades cinéticas e estruturais de enzimas de animais
pecilotérmicos reflete fatores especificos de adaptagdes bioquimicas desses organismos,
como por exemplo a energia de ativagdo e a afinidade da enzima ao substrato que ¢é
definida pela constante de Michaelis-Menten (Ky) (HOCHACHKA & SOMERO,
1968).

Os processos fisico-quimicos, incluindo as reagdes bioquimicas dos organismos
vivos, sdo sensiveis & mudancas de temperatura. Com relacdo as enzimas, dois tipos de
mecanismos podem ser aplicados nos efeitos intrinsicos de mudangas na temperatura e
funcdo catalitica. No primeiro mecanismo, uma variante enzimatica ¢ expressa durante
o periodo de aclimatizagdo ou aclimatacdo, a qual foi adaptada especificamente para
funcionar em uma certa temperatura. No segundo mecanismo, a quantidade de enzima,
dentro da célula, ¢ ajustada a nova temperatura sem uma mudanga qualitativa na forma
da proteina. A mudanga na quantidade de enzimas durante a aclimatiza¢do ou
aclimatagdo ocorre através de ajustes nas taxas de renovacdo de proteinas
(MOERLAND, 1995). Segundo BALDWIN et al. (1975) a atividade total de enzimas
nos tecidos pode ser ajustada por mudancas na eficiéncia catalitica como também por
alteragdo na quantidade da enzima que constitui uma vantagem adaptativa para
espécies que dependem de um grau maior da glicolise anaerdbia e que apresentam
conteudo energético menor.

Segundo VAL & ALMEIDA-VAL (1995), os efeitos da temperatura (15, 25 e 35 °C)
na LDH dos musculos esqueléticos e cardiaco de Mylossoma duriventris em pH 7,5 ou
6,0 sdo maiores que os observados em pH 8,5, enquanto que, em Colossoma
macropomum, a LDH do musculo cardiaco ndo apresentou alteragcdo nos valores de Ky
, nas diferentes temperaturas. A manuten¢ao do Ky , em pHs fisioldgicos para a LDH
do musculo cardiaco ¢ importante porque este misculo ndo sustenta uma alta taxa de
glicolise anaerdbia. Valores de alta afinidade, isto €, Ky baixo para a LDH, asseguram
baixa taxa de glicdlise anaerdbia no musculo cardiaco para ambas espécies.

As mudancas na temperatura causam alteragdo nos pHs intracelulares, a combinagao
pH x temperatura tem um efeito significativo na regulagdo da atividade das enzimas no
organismo. A dependéncia do pH intracelular em relagdo a temperatura pode afetar o
desempenho de muitas enzimas (YANCEY & SOMERO, 1978; SOMERO, 1981;

OZERNYUK et al., 1994). Uma alteragao na temperatura promovera uma mudanga



compensatoria na afinidade da enzima ao substrato. A temperatura oOtima, ou
temperatura fisiologica, ¢ definida como a temperatura na qual os valores de Ky sdo
minimos, este fato tem importancia nos mecanismos de adaptagdo biologica
(HOCHACHKA & SOMERO, 1968). As temperaturas altas, como as encontradas na
Amazonia, aumentam a necessidade de energia no animal e, consequentemente,
aumentam os valores de Ky, , diminuindo a afinidade da enzima pelo substrato.

Nos peixes a regulacdo fisiologica dos eletrolitos ¢ sensivel aos estressores
ambientais e a redu¢do do pH da dgua mobiliza os metais. WAIWOOD & BEAMISH
(1978) associaram o aumento da toxicidade do cobre ao pH baixo enquanto que
CHACOUMAKOS et al. (1979), CUSIMANO et al. (1986) ¢ LAUREN &
McDONALD (1985) sugeriram que a agdo toxica dos metais pode ser um efeito
combinado do estresse osmorregulatorio e produ¢do de muco pelas branquias. A perda
de ions sodio pelas branquias ¢ o resultado de um desequilibrio entre influxo e efluxo de
ions. O mecanismo de a¢do do cobre, aluminio e hidrogénio no transporte de sodio e
permeabilidade nas brinquias ainda ndo estd bem esclarecido. LAUREN &
McDONALD (1985) verificaram alteragdes no transporte de sédio em O. mykiss
exposta ao cobre. Em concentragdes abaixo de 0,4 uM o cobre inibiu a entrada de sodio
e estimulou a saida em concentragdes acima de 2,0 uM. Altas concentragdes de cobre e
hidrogénio estimularam a saida de sodio contribuindo com a perda deste ion.

A forma na qual o cobre pode ocorrer na dgua, as substancias que podem complexar-
se com o metal e que podem estar presentes no ambiente aquatico, tem sido
intensamente estudada, algumas das variabilidades devem-se a caracteristica da agua
que podem modificar a toxicidade do cobre (PICKERING & HENDERSON, 1966;
SHAW & BROWN, 1974; HOWARTH & SPRAGUE, 1978). O sulfato de cobre
(CuSOy) na 4gua se dissocia em Cu®" e SO4>, o cobre na forma de ion livre é toxico ao
peixe. O ion cobre pode se complexar com ions carbonatos e hidroxidos e assim
produzir CuCOs, Cu(CO3),2, Cux(OH),”" ¢ CuOH", na qual a forma CuOH" pode ser a
mais toxica (SHAW & BROWN, 1974).

O comportamento do cobre com ions carbonatos e hidroxidos ¢ determinado pela
alcalinidade e pH da 4agua. Na agua doce, o cobre cuprico (forma mais toxica do metal)
reage com o bicarbonato e hidroxido para dar malaquita [2 Cu** + HCO; + 2 OH <>
Cu, (OH), CO; + H")]. Em concentracdes baixas de cobre (menor que 0,5 mg.L™") e pHs

abaixo de 8,0, a reacdo entre cobre cuprico e didxido de carbono ¢ insignificante em
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comparagdo com o que ocorre entre cobre cuprico e bicarbonato (Cu™ + HCO; <>

CuCO; + H"), desta forma, com excecdo de aguas 4cidas, a concentracdo do cobre
complexado com carbonato podera exceder ao cobre cuprico (= ion cobre) (SHAW &
BROWN, 1974).

Além das alteragdes no equilibrio idnico a hematologia pode fornecer dados
importantes para a compreensao do efeito dos metais em peixes. McKIM et al. (1970)
que estudaram o efeito do cobre (24 a 69 ug.L™"; 12 °C; pH 7,4) durante 6 e 21 dias, em
Salvelinus fontinalis, verificaram aumento no hematocrito (Hct), nimero de eritrocitos
(RBC) e concentracdo de hemoglobina ([Hb]) o mesmo foi observado por MISHRA &
SRIVASTAVA (1980), em Colisa fasciatus expostos ao cobre (3 mg.L™'-96h; 25 °C;
pH 7,3). Estes autores consideraram estas respostas como sendo, provavelmente, um
mecanismo homeostatico para compensar a perda de sangue devido a hemorragia apds a
exposicao ao metal. DICK & DIXON (1985) que estudaram o efeito da exposi¢ao
aguda e cronica do cobre em Salmo gairdneri, (15 °C; pH 7,8) observaram diminui¢io
significativa nos eritrocitos em exposi¢ao aguda. HEATH (1987) verificou o efeito do
cobre (0,77 mg.L'l; 20 OC; pH 7,7) e do NaCl (250 mM), em Lepomis macrochirus.
Esses animais exibiram aumento no Hct na presenca do cobre e do NaCl enquanto que
nos animais expostos somente ao cobre nao houve mudanga nos valores do Hct, sendo
esta resposta atribuida ao estresse. BENSON et al. (1988) observaram diminui¢cdo no
Hct, [Hb] e RBC em Pimephales promelas, Notemigonus crysoleucas e L. macrochirus
quando expostos a diferentes concentragdes de cadmio. BANERJEE &
HOMECHAUDHURI (1990) que estudaram o efeito do cobre (10,5 mg.L_l; 29 °C; pH
7,26) em Heteropneustes fossilis verificaram nas primeiras horas de exposi¢ao
diminui¢ao nos valores de Hct, RBC e [Hb]; apds 6 horas e até¢ 48 horas de exposi¢ao
verificaram aumento nos valores de Hct, RBC e [Hb] e apos 60 e até¢ 72 horas de
exposicdo os valores sanguineos novamente diminuiram. Estes autores atribuiram o
decréscimo inicial nos valores sanguineos como hemodiluicdo sendo reflexo de
problemas ocasionados por alteragcdes no fluxo de sodio pelas branquias. Entretanto, o
aumento no Hct, RBC e [Hb] foi atribuido a hemoconcentragao. NUSSEY et al. (1995)
verificaram o efeito do cobre (0,16 ¢ 0,40 mg.L"' — 96h e 0,40 mg.L™' - 4 semanas) em
O. mossambicus a 19 ¢ 29 °C. O cobre induziu aumento do RBC, [Hb] e Hct. Nao

houve diferenca nas varidveis sangiiineas entre as duas temperaturas estudadas.



No Brasil, o Laboratério de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa do
DCF/UFSCar vem, desde 1995, estudando os efeitos do cobre em Prochilodus scrofa
considerando as caracteristicas fisicas e quimicas da agua do rio Mogi-Guagu, SP. Esses
estudos revelaram que essa espécie tem alta sensibilidade ao cobre (CLsp =29 + 3 pg.L”
"a25°C, pH 7,0 £ 0,1) e que ocorre um grande acamulo de cobre no figado, branquias,
rins e inclusive no plasma de animais expostos a concentracdo letal de cobre (MAZON
& FERNANDES, 1999). Além disso, a exposigdo ao cobre provocou alteragdes
histopatolégicas nesses 6rgios até na concentragio de 20 pg.L™' (Resolugio CONAMA
no. 20, de 20/06/1986) adotada como limite de cobre para a preservacao da vida
aquatica (MAZON et al., 1999 e 2002).

Considerando que o efeito de poluentes em peixes e outros organismos altera a

funcdo das células e sua estrutura, o presente trabalho teve como objetivo:

OBJETIVOS

Verificar a influéncia do pH e da temperatura na agua sobre o efeitos do cobre no
figado e sangue de curimbatd, Prochilodus scrofa por analise hematologica,

morfoldgica, enzimdtica e indugdo de metalotionina.

Os objetivos especificos foram:

a) Determinar a CL50-96h para o cobre em Prochilodus scrofa em agua com pH 4,5 ¢
pH 8,0 220 ¢ 30 °C;

b) Determinar os efeitos do cobre, pH (4,5 € 8,0) em duas temperaturas (20 e 30 °C)
nos parametros hematoldgicos e indices hematimétricos em Prochilodus scrofa;

¢) Determinar a concentragdo de glicose plasmatica e glicogénio hepatico ¢ a
atividade das enzimas regulatorias da via glicolitica (hexoquinase, piruvatoquinase e
fosfofrutoquinase), a atividade das enzimas associadas: glicose-6-fosfato desidrogenase
e lactato desidrogenase no sangue e figado de Prochilodus scrofa;

d) Determinar a atividade das enzimas regulatorias da via glicolitica (hexoquinase,
piruvatoquinase e fosfofrutoquinase), a atividade das enzimas associadas: glicose-6-
fosfato desidrogenase e lactato desidrogenase no sangue e figado de Prochilodus scrofa

apods exposi¢cdo ao cobre in vitro,
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f) Verificar o efeito da CLso-96h para o cobre em Prochilodus scrofa em adgua com
pH 4,5 e pH 8,0 a 20 e 30 °C na indugdo da metalotionina no figado;
g) Verificar as alteragdes histopatologicas em Prochilodus scrofa ap6s exposi¢cao ao

cobre (CLso-96h) em agua com pH 4,5 e pH 8,0 a 20 e 30 °C;

Assim, seguindo-se o Capitulo 1 (Introducdo geral), no capitulo 2, sdo apresentados
os valores das CLs0p-96h do cobre para Prochilodus scrofa determinadas em agua com
pH 4,5 e pH 8,0 220 ¢ 30 °C.

No capitulo 3, os parametros hematologicos e¢ os indices hematimétricos para
Prochilodus scrofa mantidos em agua com pH 4,5 ¢ pH 8,0 a 20 e 30 °C ¢ expostos ao
cobre sdo apresentados e discutidos.

No capitulo 4, a atividade das enzimas regulatdrias e associadas do sangue e do
figado de curimbatd, Prochilodus scrofa foram determinadas in vivo e in vitro apos a
exposi¢do a CLso-96h para o cobre em dgua com pH 4,5 ¢ pH 8,0 a 20 ¢ 30 °C.

No capitulo 5, foi determinado o acimulo de cobre e isolada e identificada a
metalotionina no figado de Prochilodus scrofa apos a determinagdo da CLsp-96h em
agua com pH 4,5 e pH 8,0 a 20 e 30 °C.

No capitulo 6, as alteragdes histopatologicas no figado de Prochilodus scrofa
expostos ao cobre (CLsp-96h) em dgua com pH 4,5 ¢ pH 8,0 a 20 ¢ 30 °C foram

identificadas e quantificadas.
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CAPITULO 2

TOXICICIDADE DO COBRE EM PROCHILODUS SCROFA (STEINDACHNER, 1881):

INFLUENCIA DO PH E DA TEMPERATURA

Resumo

Os peixes sdo sensiveis as variagdes ambientais e mudancas no pH da agua provocam ajustes do pH
nestes organismos para manter a homeostase e, similarmente, a exposi¢cdo aos metais também provoca
desequilibrios na regulacdo i6nica. O objetivo do presente trabalho foi verificar a interacdo do pH e da
temperatura sobre os efeitos do cobre em P. scrofa, curimbatd. Os animais foram aclimatados a 20 e 30
°C em pH 7,0 e dureza total de CaCO; = 24 mg L. P. scrofa foram expostos durante 96 h a diferentes
concentragdes de cobre em agua com pH 4,5 e 8,0 na mesma temperatura de aclimatagio (20 e 30 °C). A
CLso-96 h para o cobre a 20 °C foi determinada como 98 + 0,9 ug.L"' em pH 4,5 ¢ 16 £ 0,2 pg.L" em pH
8,0. A 30 °C, a CLs5,-96 h foi 88 + 0,8 ug.L"' em pH 4,5 ¢ 14 + 0,5 pg.L" em pH 8,0. Os grupos de
animais expostos ao cobre em pH 4,5 mostraram-se agitados com hiperventilagdo enquanto que grupos de
animais expostos ao cobre em pH 8,0 apresentaram reducdo na natagdo e aumento na produgiao de muco.
Os resultados deste estudo mostraram que os animais expostos ao cobre em agua com pH 8,0
apresentaram maior sensibilidade ao cobre do que os animais em agua com pH 4,5, nas duas
temperaturas.

Introduciao

O cobre (Cu **) tem um papel importante no metabolismo celular, entretanto, ele
pode ser toxico em concentragdes ambientais elevadas. De forma geral, sua
biodisponibilidade e toxicidade dependem de varios fatores, incluindo as caracteristicas
quimicas e fisicas da agua e a biologia das espécies afetadas (LAUREN &
McDONALD, 1985; MAZON & FERNANDES, 1999; TAO et al., 1999). Entre os
varios fatores ambientais que influenciam a toxicidade do cobre em peixes, o pH, a
alcalinidade e a dureza da 4gua, tém importancia fundamental (TAO et al., 2000). A
biodisponibilidade do cobre no ambiente aquatico depende dos fatores citados acima
que podem favorecer as reacdes de complexacdo e a absor¢do dos metais (TAO et
al.,2000). Varios trabalhos descrevem a especiagdo do metal em ambientes aquaticos e
tém demonstrado que uma forma predominante do metal no ambiente ¢ potencialmente
mais significativa na toxicidade aos organismos aquaticos do que a concentracao total
desse metal na agua (TAO et al.,1999; 2000 e 2001). A toxicidade do cobre e de outros
metais pode variar com o tamanho, idade e estado nutricional dos peixes. Por exemplo,
as CLso para o cobre (CuSOy; pH 7,3-7,8; a 20,5 °C) em Cyprinus carpio é 640 + 250
ng L' para peixes com 30 dias e 5450 + 750 pg.L”' para peixes com 6 meses

mostrando que os jovens sao mais sensiveis ao cobre (KARAN et al., 1998). Além



16

disso, as variacdes de temperatura no ambiente aquatico exercem efeitos consideraveis
em varios processos fisioldgicos, tais como aumento da taxa metabdlica, que se refletem
na mudanca de atividade de enzimas. Dentro de limites, uma alteragdo da temperatura
pode deixar certas substancias quimicas biodisponiveis, uma vez que ela aumenta a
solubilidade de sais e metais.

Os testes de toxicidade tém sido utilizados para avaliar o efeito dos efluentes e de
outras substancias consideradas toxicas aos organismos e, apesar de nao evidenciarem
efeitos que poderiam ocorrer em tempos mais prolongados de exposi¢do como por
exemplo, na reprodu¢do e no crescimento, fornecem dados fundamentais para o
desenvolvimento e adog¢do de critérios na melhoria da qualidade da 4gua. A dose
aplicada em um teste de toxicidade mostra a concentragdo maxima que pode ser retida
no organismo-teste como resultado de muitos processos internos incluindo absorcao,
distribuicao nos tecidos, biotransformagao em metabolitos ativos ou inativos e excregao.
P. scrofa é uma espécie comercialmente importante nas regides do Brasil e a
concentracdo de cobre, nestes ambientes, esta abaixo de 5 ug.L'l, entretanto, em
algumas épocas do ano pode chegar a concentragio de 50 pug.L”' (CETESB, 1994-
2000). P. scrofa é uma espécie migratoria o que pode favorecer o contato destes animais
com aguas contaminadas por metais € com caracteristicas fisicas e quimicas alteradas.
Assim o objetivo do presente trabalho foi verificar o efeito interativo do pH baixo (4,5)
e do pH alto (8,0) em duas temperaturas (20 e 30 °C) na toxicidade para o cobre (CLso—
96h) em P. scrofa.

Material e Métodos

Animais

Exemplares jovens de P. scrofa, curimbata (W= 15-25 g; L= 10-15 cm) foram
obtidos da estagdo de Hidrobiologia e Aquacultura de Furnas-MG, Brasil e mantidos em
tanques de 1.000 L a 25 £ 1 °C com fluxo continuo de agua (pH = 7,3 £ 0,2;
condutividade = 8,3 £ 0.3 uS e dureza = 24,5 £+ 0,2 mg L 1 como CaCOQs) e aeragao
constante (100 % de saturagdo de O,) durante 30 dias. Apos a aclimatacdo dois tanques
contendo 500 peixes foram utilizados para a aclimatagdo a 20 °C e a 30 °C. A
temperatura da agua foi alterada em 1 °C a cada dois dias até atingir as temperaturas de

aclimatacdo. O ajuste térmico foi obtido com um resfriador de liquidos (RT 20.00)
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ligado a um controlador de temperatura (termostato FULL GAUGE), ou um aquecedor
(2.000 W) conectado a um termostato. Os peixes foram mantidos nestas temperaturas
por 30 dias até o inicio dos experimentos. As caracteristicas fisicas e quimicas da agua
foram mantidas exceto a temperatura. O fotoperiodo foi de 12 horas. Os animais foram
alimentados com ragao balanceada durante a aclimatacdo. O pH, dureza e alcalinidade
da 4gua foram similares aos encontrados para P. scrofa em seu habitat natural e a
temperatura representa a média minima e maxima dos valores durante o inverno e verao

(CETESB 1994-2000). A alimentacdo foi suspensa 24 horas antes do experimento.

Procedimento Experimental

Para a determinacdo da concentracdo letal para 50% dos organismos testes (CLso-
96h) foram utilizados sistemas estaticos com aeracdo constante e duracdo de 96 horas.
A mortalidade foi registrada a cada 24 h de exposicao.

A escolha das concentragdes utilizadas para os testes foi feita a partir da analise das
concentragdes do ion cobre nas dguas do rio Mogi-Guagu, Municipio de Pirassununga-
SP (a concentra¢io média de cobre foi de 20 pug.L") (CETESB, 1994-2000), ¢ dos
resultados obtidos por MAZON & FERNANDES (1999) que determinaram a CL5y-96h
em 29 pgCu.L™ (pH 7,3) e por TAKASUSUKI (2000) que determinou a CLsp-96h em
200 pgCu.L”' (pH4,5) e 14 ugCu.L”" (pH 8,0) a25°C em P. scrofa.

Os aquarios teste tinham capacidade para 180-200 litros de agua e 8 exemplares de
P. scrofa foram distribuidos de maneira a ndo ultrapassar o maximo de 1 g de peixe L™
As condicoes fisico-quimicas da dagua utilizada nos testes como temperatura,
fotoperiodo (12 horas) e oxigénio dissolvido (aeragdo constante) foram controladas e as
caracteristicas de dureza, pH e condutividade medidas no inicio e fim dos
experimentos. As caracteristicas fisico-quimicas da dgua foram as mesmas mantidas
durante o periodo de aclimatagdo com excec¢ao da temperatura e do pH. O cobre foi
utilizado na forma de CuSO4.5H,0 para os testes de toxicidade e o éacido sulftrico
(H2S0O4) e hidroxido de sodio (NaOH) P.A. foram utilizados para atingir e manter o pH
desejado (pH 4,5 ¢ 8,0).

Os testes foram realizados com 3 réplicas totalizando 24 exemplares de P. scrofa por
concentragdo testada. As concentragoes utilizadas foram 73, 75, 77, 80, 90, 100, 120,
130, 150 ¢ 180 ng Cu.l’ para o pH 4,5 a 20 0C; 10, 14,5, 15, 15,5, 16, 17, 18, 19, 20 ¢
25 pg Cu.L” para o pH 8,0 a 20 °C; 70, 80, 82, 85, 87, 90, 100, 110, 112 e 115 pg Cu.
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L' para o pH 4,5 a 30 °C; 10, 11, 12, 14, 15, 20, 25 e 30 pg Cu.L™ para o pH 8,0 a 30 °C
png Cu L™, além do controle, Opg Cu.L™.
A partir dos dados de mortalidade em cada experimento as CLso-96h foram

calculadas usando o método Trimmed Spearman-Karber e o programa "LCsy Program

JSpear test" (HAMILTON et al., 1977,1978) com intervalo de confianga de 95%.
Resultados

Durante os experimentos ndo ocorreu mortalidade dos animais nos grupos controle
pH 4,5 ¢ pH 8,0 a 20 ¢ 30 °C (Tabela 1). Os animais aclimatados a 20 °C em pH 4,5
expostos ao cobre em 73 ug.L'1 nao morreram durante o experimento € na concentracao
de 130 pg.L" houve 100 % de mortalidade em 96 horas de exposicdo (Fig. 1A). O
resultado do teste para CLsp-96 a 20 °C, para o cobre em pH 4,5 foi de 98 + 9 ug.L™
(Tabela 1 e Fig. 1B).

TABELA I. CLs)- 96h do cobre para P. scrofa em pH 4,5 e pH 8,0 2 20 ¢ 30 'c.

Agua Sobrevivéncia Cobre CL5,-96h
Controle (%) (ugCu.L™)
Temperatura pH
4,5 100 98+9
20°C
8,0 100 16+ 2
4,5 100 88+ 8

30°C 8,0 100 14+ 5
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Figura 1. (A) Porcentagem cumulativa de mortalidade de P. scrofa em pH 4,5 a 20 °C durante
96 horas de exposicdo em diferentes concentragdes de cobre na agua (ugCu.L™). (B) Curva da
porcentagem de mortalidade de P. scrofa em resposta a diferentes concentracdes de cobre na

agua (ngCu.L™), aclimatados a 20 °C, em pH 4,5, mostrando a CLs, em 96 horas de exposigio.
LOgl() (CL50) = 1,99

Os animais aclimatados a 20 °C em pH 8,0 e expostos a concentragio de cobre de 10
ng. L' ndo morreram durante todo o experimento entretanto, na concentragio de 18

ng. L™ houve 75 % de mortalidade apos 96 horas de experimento (Fig.2A) e em 4gua
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com 19 pgL', 100% dos animais morreram em 72 horas de exposi¢do. Nessa

temperatura ¢ pH a CL5(-96 foi de 16 + 2 pg. L™ (Tabela 1 ¢ Fig. 2B).

A
1007
—— 10 pg.L-
—— 145 pg. L
= 75 -+ 15 }lg.L‘l
> ——16 pg.L1
0 | 18 pg.14
% 507 19 pe.1
5 257
=
0" =
0 24 48 72 96
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100+ B //’——
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(D)
©
S 50- /e
S
S
= 251 Y=-0,14 +___ 105,51
/ 1+10(1-20-Logx).(1Z65)
0 / | v | |
10 15 20 25
Cobre(ug.L-1)

Figura 2. (A) Porcentagem cumulativa da mortalidade de P. scrofa em pH 8,0 a 20 °C, em pH
8,0, durante 96 horas de exposigdo em diferentes concentragdes de cobre na agua (ugCuL™). (B)
Curva da porcentagem de mortalidade de P. scrofa em resposta a diferentes concentragoes de
cobre na agua (ugCu.L™), aclimatados a 20 °C, em pH 8,0 mostrando a CLsy em 96 horas de
exposi¢ao (B); Logjo (CLso) = 1,20.
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Os animais aclimatados a 30 °C em pH 4,5 e expostos a concentracio de cobre de 70
ng. L ndo morreram durante o experimento e na concentragio de 112 pg.L™” houve
100% de mortalidade em 96 horas de exposi¢do (Fig. 3A). A 30 °C a CLs¢p-96 h para o
cobre em pH 4,5 foi de 88 + 8 ug.L™' (Tabela 1 ¢ Fig.3B).
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Figura 3. (A) Porcentagem de mortalidade de P. scrofa em pH 4,5 a 30 °C, durante 96 horas de
exposicdo em diferentes concentragdes de cobre na dgua (ug Cu.L™") (B) Curva da porcentagem
de mortalidade de P. scrofa em resposta a diferentes concentragdes de cobre na dgua (ugCu.L™),

aclimatados a 30 0C, em pH 4,5, mostrando a CLs, em 96 horas de exposi¢do. Log;y (CL5) =
2,0.
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Os animais aclimatados a 30 °C em pH 8,0 e expostos a concentragio de cobre de 10
ng.L" ndo morreram durante o experimento porém na concentragio de 30 pg.L" houve
100 % de mortalidade apos 48 h de exposi¢do (Fig. 4A). A 30 °C a CLs¢-96 h para o
cobre em pH 8,0 foi de 14 + 5 ug.L™' (Tabela 1 e Fig.4B).

Nao houve diferenca significativa entre os valores da CLsy nos pH 4,5 e pH 8,0 em

relagdo as temperaturas (20 e 30 °C) (Tabela 1).
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Figura 4. (A) Porcentagem de mortalidade de P. scrofa em pH 8,0 a 30 °C, durante 96 horas de
exposi¢do em diferentes concentragdes de cobre na agua (ugCu.L™). (B) Curva da porcentagem
de mortalidade de P. scrofa em resposta a diferentes concentragdes de cobre na dgua (ngCu.L™),

aclimatados a 30 0C, em pH 8,0, mostrando a CLso em 96 horas de exposi¢ao. Log;o (CLsg ) =
1,08.
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Figura 5. CLs(-96h para o cobre em relagdo ao pH e a temperatura em P. scrofa; pH 7,3 a 25 °C
(Mazon & Fernandes, 1999); pH 4,5 e pH 8,0 a 25°C (Takasusuki, 2000) e pH 4,5 ¢ pH 8,0 a 20
e 30 °C (presente estudo).

Discussao

O pH (baixo e alto) influenciou na CL5o-96h e, portanto, na toxicidade do metal para
P. scrofa provavelmente devido a biodisponibilidade e a especiagdo do cobre pelo pH
da 4gua. A CL5—96h para o cobre em P. scrofa determinada no presente estudo mostra
que o pH ¢é um fator determinante para a sobrevivéncia desta espécie. O cobre foi mais
toxico em P. scrofa expostos ao pH alto em ambas as temperaturas e aparentemente, a
temperatura ndo apresentou influéncia na toxicidade do metal.

As CLsp-96h em pH 4,5 (98 £ 9 pgCu.L ™) e pH 8,0 (16 + 2 ugCu.L'") a 20 °C ¢ em
pH 4,5 (88 + 8 ugCu.L ™) e pH 8,0 (14 + 5 ugCu.L™") a 30 °C mostram que estes valores
estdo acima e abaixo, respectivamente da CLso-96h (29 + 3 ugCu.L™") determinada por
MAZON & FERNANDES (1999) a 25 °C em pH 7,3 (Fig. 5). A CLsp-96h em pH 8,0
esta relativamente proxima daquela determinada por TAKASUSUKI (2000), entretanto,
a CLsp-96h em pH 4,5 difere da determinada por este autor para esta espécie. A CLs-
96h determinada para o cobre em P. scrofa foi 200 pg. L' em pH4,5 e 14 pg.L™" em pH
8,0 a 25 °C (TAKASUSUKI, 2000) o que mostra uma maior sensibilidade ao cobre a 20
e 30 °C em pH 4,5 (Fig. 5). A CLs calculada para esta espécie foi semelhante as
determinadas para Pimephales promelas, Carassius auratus ¢ Poecilia reticulatus em
dgua com dureza (20 mg CaCOs.L™h, pH (7,5) e temperatura (25°C) similares
(PICKERING & HENDERSON, 1966). CUSIMANO et al. (1986) verificaram que
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Oncorhynchus mykiss exposta a varios metais, foi mais tolerante aos efeitos do cobre
em pH baixo. Os resultados do presente estudo corroboram com o encontrado em O.
mykiss por CUSIMANO et al. (1986) com o aumento da toxicidade do cobre
acompanhando o aumento do pH (CRIST et al., 1990). A competicdo do cobre com o
ion hidrogénio pelos sitios de ligagcdo do calcio na superficie da membrana branquial e a
sua maior afinidade por estes sitios do que o ion hidrogénio e o proprio célcio parece ser
a explicacao da menor toxicidade do cobre em pH baixo (HOWARTH & SPRAGUE,
1978). Assim a maior toxicidade desse metal em pH alto poderia ser explicada pela
baixa concentragdo de ions hidrogénio e de ions célcio em 4gua mole o que favoreceria
a ligacdo do cobre na superficie da membrana branquial facilitando a tomada do metal
pelo animal. Em contraste, alguns autores associaram o aumento da toxicidade do cobre
ao pH baixo (WAIWOOD & BEAMISH, 1978).

A acdo toxica dos metais pode ser um efeito combinado do estresse
osmorregulatério, o cobre (Cu") inibe a entrada de sodio e estimula a saida deste fon
porque compete diretamente com o ion H' (CHACOUMAKOS et al.,1979;
CUSIMANO et al., 1986; LAUREN & McDONALD, 1985) e de producdo de muco
pelas branquias (TAO et al., 1999; 2000; 2001). Segundo SORENSEN (1991) o cobre ¢
especialmente toxico em pH 9,0 e a excrecdo de CO, pelas branquias, diminui o pH em
areas proximas, ioniza hidroxilas e libera Cu ** que podem ser levados para o epitélio
das branquias podendo alcancar os tecidos.

O comportamento e algumas respostas de P. scrofa, submetidos ao cobre em pH alto
a 20 e 30 °C, tais como letargia, perda de equilibrio e aumento na produgdo de muco
foram semelhantes aos observados por MAZON & FERNANDES (1999) e
TAKASUSUKI (2000) e evidencia uma maior sensibilidade destes animais nestas
condigdes. Como discutido por TAO et al. (2001), os dois fatores mais importantes que
afetam a especiagdo e, portanto a biodisponibilidade do cobre nas branquias sdo a
mudanca de pH e a secrecdo de muco. Esses autores verificaram em Cyprinus carpio a
producio de muco pelas brinquias na presenga de cobre (0,5 - 20,0 pmol.L™") em pHs
5,5 a 10,5 a 23 °C. Estes autores observaram que em pHs 6 e 9 a espécie de cobre que
predominou na agua foi a forma livre (Cu™) e a forma complexada (Cu(OH),),
respectivamente. Nas branquias, a forma predominante, em pH &cido, foi o complexo
cobre-muco e ions cobre livres. Segundo estes autores a produ¢do de muco e variag@o

de pH influenciou a biodisponibilidade do cobre nas branquias os quais foram
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significativamente menores do que na agua, especialmente sob condi¢des acidas sendo
que a producdo de muco pelas branquias teve uma agdo protetora em carpas submetidas
ao cobre. A producao de muco em excesso, pode ter efeito protetor moderando a agao
do cobre nos tecidos, entretanto, pode também influenciar na difusdo resultando na
diminui¢do da troca gasosa pelas branquias nos animais ou ainda funcionar como
estoque de metal devido as caracteristicas anionicas na superficie branquial.

A mudanca na temperatura, nos ambientes aquaticos, pode alterar o efeito do metal.
LEMUS & CHUNG (1999) em Petenia kraussii, determinaram a CLs¢-96h para o cobre
de 4850 ¢ de 2840 ug.L"' a 22 e 30 °C, respectivamente. A temperatura alta foi mais
toxica para estes animais. RAO & KHAN (2000), verificaram a interagdo de 3
temperaturas (15, 20 e 25 °C) na toxicidade do cobre em molusco, Dreissena
polymorpha, e constataram que, quando a temperatura foi aumentada a taxa respiratoria
destes animais aumentou, potencializando a toxicidade do cobre. A 20 °C a CLspem 48
horas de exposicio ao cobre foi de 775 pg.L™" e a 25 °C foi de 238 pg.L"'. Estes autores
demonstraram que altas temperaturas podem aumentar a toxicidade do cobre e
possivelmente de outros metais. Altas temperaturas aumentam a necessidade de energia
no animal, afetando o desempenho de muitas espécies em processos de desintoxicacao.
O aumento da temperatura, por sua vez, acelera o metabolismo e acentua o efeito do
cobre nos organismos. Em relagdo aos nossos resultados a combina¢do do pH com a
temperatura, nao apresentou diferenga na toxicidade do cobre para P. scrofa.

De acordo com os valores da CLs, para o cobre determinados para P. scrofa o cobre
¢ mais toxico para esta espécie em pH alto (8,0) e as caracteristicas fisico-quimica da

dgua alteram a toxicidade do metal influenciando a sua biodisponibilidade e especiagao.
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CAPITULO 3

ALTERACOES HEMATOLOGICAS EM CURIMBATA, PROCHILODUS SCROFA APOS

EXPOSICAO AO COBRE: INFLUENCIA DO PH E DA TEMPERATURA

Resumo

A alteracdo na hematologia auxilia nos estudos das respostas fisiologicas dos peixes, diante de um fator
ambiental e pode ser indicador de estresse ou da exposigdo aos poluentes. Dentre os poluentes do meio
aquatico, o presente estudo avaliou o efeito do cobre, em curimbata. Prochilodus scrofa, jovens, foram
expostos a CLs)-96 h para o cobre (pH 4,5 =98 + 0,9 ngCu.L™' e em pH 8,0 = 16 + 0,2 ugCu.L™" a 20 °C
e pH 4,5 =88 + 0,8 ugCu.L' e em pH 8,0 = 14 + 0,5 ugCu.L" a 30 °C) e as alteragdes hematoldgicas
foram entdo avaliadas. Houve interagdo da temperatura, variagdo do pH e presenca de cobre nos
parametros hematologicos e indices hematimétricos. A mudanga do pH aumentou o hematdcrito (Hct) e
diminuiu a concentra¢do de hemoglobina [Hb] e niimero de eritrocitos (RBC) nos grupos controle
enquanto que na presenca de cobre ndo houve mudanga nos valores do Hct. A [Hb] e o RBC tiveram
respostas diferentes com a mudanga do pH, temperatura e presenca de cobre. O volume corpuscular
médio (VCM) dos grupos controle em 20 e 30 °C aumentou e a hemoglobina corpuscular média (HCM)
diminuiu e apds a exposi¢do ao cobre 0 VCM diminuiu a 20 °C e aumentou a 30 °C. As mudangas
verificadas podem ser consideradas como mudangas primarias as quais podem levar a respostas
fisiologicas secundarias afetando varios oOrgdos. As alteragdes observadas no presente trabalho

representam respostas iniciais ao cobre na tentativa do animal em manter a homeostase.
Introduciao

As variaveis hematoldgicas tém sido utilizadas como diagnose clinica para
determinar o efeito de poluentes em peixes e também como indicadores de estresse
(TORT et al, 1987; CYRIAC et al., 1989; NUSSEY et al., 1995). Estes estudos
auxiliam na compreensdo das respostas fisiologicas dos organismos aquaticos diante de
mudancgas externas no ambiente provocadas pelos metais. O estresse ambiental causa
uma variedade de mudancgas detectaveis e reconheciveis no sangue e tecidos de peixes
e, por esta razdo, o sangue destes animais tem sido utilizado para o monitoramento da
qualidade ambiental e como um indicador de mudancas fisioldgicas ou patoldgicas
nestes organismos. Com o desenvolvimento industrial e a utilizagdao de sulfato de cobre
na piscicultura o aumento nos niveis de cobre no ambiente pode causar alteragdes no
metabolismo dos organismos aquaticos. A concentra¢ao de cobre nas aguas brasileiras

¢, geralmente, inferior a 50 ug.L'], entretanto, devido ao desenvolvimento industrial a
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quantidade de cobre, na agua, tem aumentado consideravelmente (CETESB, 1994-
2000).

As caracteristicas quimicas e fisicas da agua influenciam na toxicidade do cobre
(LAUREN & McDONALD, 1986; MAZON & FERNANDES, 1999; TAO et al.,
1999). O pH e a temperatura tém importancia fundamental na CLsy para o cobre. A
mudanga do pH da 4gua potencializa a a¢do do cobre e em agua com pH alto (8,0) a
toxicidade do metal em P. scrofa ¢ maior (Capitulo 2). A avaliacdo de mudangas
fisiologicas e bioquimicas no sangue de peixes expostos a estressores ambientais ¢ um
método sensivel que auxilia na interpretagdo dos efeitos dos metais na sobrevivéncia,
reproducdo e crescimento destes organismos (McKIM et al., 1970; GABRYELAK et
al., 2000; DETHLOFF et al., 2001).

O objetivo do presente trabalho foi determinar o efeito do cobre nas variaveis
hematoldgicas como concentragdo de hemoglobina ([Hb]), nimero de eritrdcitos
(RBC), hematocrito (Hcet) e indices hematimétricos como volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina

corpuscular média (CHCM) em pH 7,0, 4,5 ¢ 8,0 a 20 e 30 °C.

Material e Métodos

Animais

Exemplares de P. scrofa, curimbata (W= 15-25 g; L= 10-15 cm) foram obtidos da
estacdo de Hidrobiologia e Aquacultura de Furnas-MG, Brasil e mantidos em tanques
de 1.000 L a 25 + 1 °C com fluxo continuo de dgua (pH = 7,3 + 0,2; condutividade = 8,3
+ 0.3 uS e dureza = 24,5+ 0,2 mg L 1 como CaCO:;) e aeracio constante (100 % de
saturagdo de O,) durante 30 dias. Apds aclimatacdo ao laboratorio dois tanques com 500
animais cada foram utilizados para aclimatagdo a 20 °C e a 30 °C. A temperatura da
agua foi diminuida ou aumentada em 1 °C a cada dois dias até chegar a 20 °C ou 30 °C
com auxilio de um resfriador de liquidos (RT 20.00) ligado a um controlador de
temperatura (termostato FULL GAUGE) ou um aquecedor (2000 W) conectado a um
termostato. Os peixes foram mantidos nas temperaturas de aclimatagao por 30 dias até o
inicio dos experimentos. As caracteristicas fisicas e quimicas da dgua foram as mesmas
descrita acima exceto para a temperatura. O fotoperiodo do laboratério foi de 12 horas.

O pH e dureza da 4gua foram semelhantes aos descritos para o habitat natural de P.
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scrofa, € a temperatura representa a média minima e maxima dos valores durante o

inverno e verdo (CETESB 1994-2000).

Procedimento Experimental

Oito exemplares de P. scrofa foram distribuidos aleatoriamente em aquarios de 200
L de forma a ndo ultrapassar o maximo de 1 g de peixe L. As condi¢des fisico-
quimicas da agua foram mantidas constantes durante os experimentos ajustando-se os
pHs em 4,5 ou 8,0. Foram utilizados aquarios nas mesmas condi¢des descritas
anteriormente com exce¢do do pH que foi mantido em 7,0 a 20 e a 30 °C. Os animais
deste grupo serviram como controle dos grupos controle em agua com pH 4,5 e agua
com pH 8,0. A alimentacdo foi suspensa 24 horas antes do inicio dos testes e durante os
mesmos. A diminui¢do do pH foi obtida com a adi¢do de 1,0 mL de 4cido sulfurico
(H2SO4) concentrado e o aumento com adi¢do de, aproximadamente 1,0 mL de
hidroxido de s6dio (NaOH) 2,0 M. Apo6s a mudanga do pH, as temperaturas foram
estabilizadas em 20 e 30 °C e o cobre (agente quimico — fon Cu) foi adicionado a 4gua
na forma de sulfato de cobre (CuSO4.5H,0) antes da transferéncia dos animais para os
aquarios. P. scrofa foram submetidos ao cobre em concentracdes de CLso-96 h
determinadas previamente para o cobre a 20 °C em pH 4,5 = 98 + 0,9 ug.L™' ¢ em pH
8,0=16+0,2 ugL" ea30°C em pH 4,5=288+ 0,8 pg.L"' ¢ em pH 8,0 =14 + 0,5
ng. L' (Capitulo 1).

Coleta de sangue

O sangue venoso, dos animais dos grupos controle e dos grupos expostos ao cobre
(96 h), foi coletado por pungdo do vaso caudal em seringas de insulina (1,0 mL)
heparinizadas. O hematodcrito (Hct), nimero de eritrécitos (RBC) e a concentracdo de
hemoglobina ([Hb]) foram conduzidos imediatamente.

A determina¢do do hematocerito (Het = %) foi realizada em réplicas utilizando-se o
método de microhematdcrito, a concentracio de hemoglobina (Hb = gl00mL™") foi
determinada segundo o método de formagao de cianometahemoglobina e a contagem do
numero de eritrocitos (RBC) foi feita em camara de Neubauer apds a diluigdo do sangue

em formol citrato 4%.
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Os indices hematimétricos foram obtidos a partir dos valores determinados para
hematdcrito, concentragdo de hemoglobina e nlimero de eritrdcitos. Os valores obtidos

foram aplicados nas seguintes formulas:

VCM (Volume Corpuscular Médio) = Het . 10 / Er
HCM (Hemoglobina Corpuscular Média) = Hb. 10/ Er
CHCM (Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média) = Hb . 100/Hct

Analise Estatistica

A analise estatistica foi efetuada utilizando o programa “Sigma Stat”, comparando-se
os resultados obtidos nos grupos controle com os resultados dos grupos expostos ao
cobre a 20 e 30 °C e pH 4,5 e pH 8,0. Os dados estdo apresentados como média + SEM.
Neste estudo foi feita a andlise de variancia com trés fatores "Three-way" (ANOVA)
para estabelecer se as médias dos tratamentos foram ou nao estatisticamente iguais. O
teste de Tukey com intervalo de confianga de 95% foi utilizado para determinar quais
as médias que eram estatisticamente diferentes sempre que as diferencas foram

detectadas na analise da variancia.

Resultados

Nenhum peixe dos grupos controle morreu durante os experimentos. A Tabelal e a
Fig. 1 mostram os valores médios + S.E.M. de Hct, RBC, [Hb] e indices hematimétricos
(VCM,HCM e CHCM) dos animais dos grupos controle (pH 7,0, 4,5 e 8,0) e grupos
experimentais apos exposi¢do ao cobre (96 h) em pH 4,5 ¢ 8,0 a 20 ¢ 30 °C.

Em relagdo ao controle pH 7,0, nos grupos controle (pH 4,5 e 8,0) o Hct aumentou
significativamente (P<0,05) a 20 e 30 °C, a [Hb] e o RBC diminuiram (P<0,05) a 20 °C
e aumentaram (P<0,05) a 30 °C nos controles. O VCM aumentou (P<0,05) enquanto
que a HCM diminuiu (P<0,05) a 20 e a 30 °C. A CHCM diminuiu (P<0,05) a 20 e a 30
°C em pH 8,0. Na presen¢a do cobre o Hct ndo apresentou diferenga significativa em
relagdo aos controles pH 4,5 € pH 8,0. A [Hb] diminuiu (P<0,05) em pH 4,5 a 30 °C ¢
aumentou (P<0,05) em pH 8,0 a 20 °C. O RBC aumentou (P<0,05) em pH 4,5 ¢ pH 8,0
a 20 °C e diminuiu (P<0,05) em pH 4,5 ¢ 8,0 a 30 °C. Com relagdo aos indices
hematimétricos 0 VCM diminuiu (p<0.05) em pH 4,5 ¢ pH 8,0 a 20 °C e aumentou
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Controle Exposicdo ao cobre
Pardmetros (CL59-96 h)

20°C pH 7,0 pH 4,5 pHS,0 pH 4,5 pH 8,0
Hematocrito (%) 23,50 £ 0,72 31,03+ 1,72 35,26 = 1,30° 30,83 £ 2,56 29,98 + 1,87
Eritrocitos (x 10°/mm®) 1,86 + 0,09 1,25+0,11° 1,37 + 0,08 1,67 +0,17 1,83+0,15°
Hemoglobina (g/dL) 6,93 + 0,59 4,63 £0,33° 4,02 £0,13* 6,79 £ 0,61 8,06 + 0,55°¢
VCM (p.m3) 128,90 + 8,31 274,17421,56* 260,57 £12,95* 212,16+£12,95*¢ 156,20 + 3,12
HCM (pg) 50,07 £ 4,48 36,34 £ 2,26 40,58 + 1,30 46,44 + 1,89 37,83 £ 0,92
CHCM (%) 30,95 £ 2,05 13,46 £ 0,74* 15,64 £0,75% 21,83 +0,72*° 24,21 +0,48*>4

30°C
Hematocrito (%) 23,00 + 1,51 35,47+ 1,37* 29,63 + 1,58 31,72 £ 1,77* 26,57 +1,77°
Eritrécitos (x 10°/mm’) 1,38+ 0,09 2,37 +0,18° 1,75 £0,14° 1,64 £0,15° 0,78 +0,07%b<4
Hemoglobina (g/dL) 6,14 £ 0,55 8,39 £ 0,49° 5,48 +0,345° 5,67 +0,42° 5,78 +0,28°
VCM (um’) 157,01£6,74  214,06£23,64  1651511,16 264,80£24,46" 254,26423,55
HCM (pg) 38,612,559  3027+2,89  2834%216  38,03+3,53  5826+4,97%0¢
CHCM (%) 24514147 2536+0,67 1793+ 1,19* 19,18+ 1,31*" 21,44 +1,23
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ao cobre (CLs—96h). As barras representam a média dos valores (£ SEM); Grupos
experimentais a 20 °C (colunas claras); Grupos experimentais a 30 °C (colunas escuras). (n = 8
em cada grupo). *P< 0,05 em relagio aos controles a 20 e a 30 °C; "P< 0,05 em relagio ao Cu **
a20ea30°C; P< 0,05 em relacdo a 20 e a 30°C.
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Discussao

A qualidade da dgua ¢ um dos fatores responsaveis por variagdes na hematologia. As
alteracdes hematologicas observadas em peixes auxiliam na compreensao dos efeitos de
exposi¢cdes cronicas e sobrevivéncia, reprodugdo e crescimento nestes animais
ocasionados apds exposi¢do aos metais.

As caracteristicas quimica e fisica da d4gua, como o pH, alteram a toxicidade do cobre
(CLso) (Capitulo 2). O aumento no Hct nos grupos controle a 20 °C provavelmente pode
ser devido ao aumento no VCM enquanto que a 30 °C deveu-se também ao aumento no
RBC. Os eritrécitos, devido ao desequilibrio osmotico, aumentam de volume com
entrada de agua, sendo estas respostas comuns ao estresse ambiental provocados pela
mudanca de pH. Sabe-se que a exposi¢do dos peixes a aguas acidas provoca diminui¢do
dos niveis de NaCl no sangue e, eventualmente, o animal pode desenvolver uma
acidose, ocorre também diminuicdo na excrecdo de amodnia e aumento temporario na
concentragio de aménia no sangue (LAUREN &McDONALD, 1985; CUSIMANO et
al.,1986; McDONALD et al., 1989; MATEY & KOMOV, 1992; BEAUMONT et al.,
2000). Existem poucos estudos em aguas alcalinas mas os animais podem desenvolver
alcalose no sangue com reducdo na tomada de sodio e excre¢do de amonia. Com o
aumento da temperatura a necessidade de energia aumenta levando a um aumento na
capacidade de captacdo do oxigénio do ambiente o que pode ter concorrido para a
liberagdo do eritrocito na corrente sangiiinea pelos oOrgdos hematopoiéticos e
conseqiiente aumento do RBC a 30 °C. A diminui¢do do HCM e CHCM (pH 8,0) a 20
°C e a 30 °C dos grupos controle podem indicar que o animal teve dificuldades em
captar o oxigénio pelas branquias. Nos casos em que houve redu¢io do HCM e CHCM
mas aumento do RBC, essa diminui¢do provavelmente deve-se ao aumento de
eritrocitos imaturos com baixa quantidade de hemoglobina.

O efeito combinado do pH da dgua com a exposi¢do ao cobre mostrou que o cobre
induziu aumento no RBC e [Hb] em pH 4,5 e pH 8,0 a 20 °C o que pode indicar uma
tentativa do animal para elevar a capacidade do sangue em captar o oxigénio garantindo
o fornecimento de quantidades adequadas de oxigénio aos tecidos. As variagcdes dos
valores encontrados nos indices hematimétricos em relagdo aos seus respectivos
controles, como diminui¢do no VCM em pH 4,5 e pH 8,0 e aumento no HCM (pH 4,5)

e CHCM sugerem aumento na demanda de oxigénio resultante de desequilibrios id6nicos
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no epitélio branquial provocados pelo cobre e pH. O aumento no HCM e no CHCM dos
animais expostos ao cobre sugerem liberagdo de eritrocitos maduros dos orgdos de
estocagem como o bago. Segundo CYRIAC et al. (1989) e NUSSEY et al. (1995) os
metais estimulam a eritropoiese em peixes.

P. scrofa experimentou condi¢des de anemia, apds exposi¢do ao cobre a 30 °C, com
diminui¢ao no RBC (pH 4,5 e pH 8,0) acompanhada de diminui¢do na [Hb] (pH 4,5).
Isto pode ser devido a uma hemodiluicdo sendo um mecanismo no qual o animal reduz
a concentracdo de uma substancia toxica na circulagdo do sangue. A hemodilui¢do foi
também observada por CYRIAC et al. (1989) em Oreochromis mossambicus (28 °C;
pH 6,8) expostos ao cobre e ao mercurio. A hemodiluicdo ¢ a causa provavel da
diminui¢do da [Hb] em peixes expostos ao cobre levando a um quadro de anemia além
de interferir na habilidade do peixe em transportar oxigénio aos tecidos e segundo
NUSSEY et al. (1995) pode resultar também na diminuicao da atividade fisica. Nossos
resultados, como diminuicdo na [Hb] e RBC, podem ser comprovados nos indices
hematimétricos com aumento do VCM (pH 4,5 e pH 8,0) e diminui¢do na CHCM (pH
4,5) e corroboram com o encontrado por TORT, et al. (1987) em Scyliorhinus canicula,
tubardo, submetidos ao cobre (2 a 16 mg.L") tendo diminui¢do no Het, RBC e [Hb].
Entretanto, Oncorhynchus mykiss expostas a 0,6 mg.L™' de cobre (15 °C; pH 8,3)
tiveram aumento no RBC e nenhum efeito no Hct e na [Hb] que foram atribuidos ao
aumento no volume das células com relagdo ao conteudo de agua (WANG et al., 1998).
A mesma espécie exposta a 3,82 e 10,06 pg. L™ de cobre (17-19 °C; pH 7,0-8,0)
apresentou os valores do Hct diminuidos, enquanto que a exposi¢do prolongada ao
cobre diminuiu o volume dos eritrécitos reduzindo a capacidade de captagcdo do
oxigénio (DETHLOFF et al., 2001). O. mossambicus expostos ao cobre (0,40 mg.L™"; a
29 °C; pH 7,3) mantiveram os valores do Hct e [Hb] constantes mas o0 RBC diminuiu
sendo atribuida a destruicdo ou inibi¢ao na sintese de eritrocitos (NUSSEY et al., 1995).
MAZON & FERNANDES (1999) verificaram que P. scrofa, expostos ao cobre (29
ng.L'; pH 7,3 a 25 °C) aumentou RBC e [Hb] e ndo houve alteragio no VCM, HCM e
CHCM enquanto que CERQUEIRA & FERNANDES (2002) com a mesma espécie e
tratamento verificaram aumento no Hct, RBC e na [Hb] ¢ aumento no VCM ¢ CHCM
durante o periodo de recuperacdo e os autores sugeriram uma tentativa do peixe de
elevar a capacidade do sangue em captar e transportar oxigénio de forma a garantir o

fornecimento de quantidades adequadas de oxigénio aos tecidos. Salmo trutta
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mantiveram o Hct e [Hb] normais quando expostos ao cobre (0,08 uMol.L™", 10 °C) em
pH 5,0 (BEAUMONT et al., 2000). TAKASUSUKI (2000) estudando o efeito do cobre
(200 pg.L™") a 25 °C, pH 4.5, em P. scrofa, verificou que estes animais apresentaram
aumento no RBC ¢ diminuicdo no HCM. Nossos resultados em relacdo aos indices
hematimétricos como aumento no VCM e HCM em pH 4,5 ¢ pH 8,0 a 30 °C mostra que
estas variacoes estdo associadas a uma resposta ao estresse ambiental, como ja discutido
anteriormente.

No presente trabalho, apesar do P. scrofa ser mais sensivel ao cobre em pH 8,0
(CLsp-96h) e, portanto, mais tolerante ao cobre em pH 4,5, o cobre parece ter efeito
maior nos parametros hematologicos neste pH. O efeito negativo da variagdo do pH no
ambiente aquatico foi potencializado na presenca dos metais. Estes efeitos combinados
podem resultar na inibicao de transporte ativo de ions, desequilibrio no balango 4cido-
basico e hipdxia interna nos peixes, provocados por danos estruturais nas branquias.

Efeitos do cobre associado ao mercurio em organismos aquaticos apresentaram
respostas semelhantes aos encontrados em animais expostos ao cobre. Em O.
mossambicus (pH 6,8; 28 °C) os valores da [Hb] dos animais expostos ao cobre foram
menores em 24 h de exposicdo e em 72 h a [Hb] aumentou. A [Hb] aumentou nos
animais expostos ao cobre e mercurio em 120 e 168 h de exposicao; em 72, 120 ¢ 168 h
de exposi¢io ao cobre e a0 mercurio (150 pg.L™") os animais apresentaram aumento no
Hct, estas respostas foram atribuidas ao estresse causado pelos metais durante as
primeiras horas de exposic¢ao resultando em hemoconcentragdo (CYRIAC et al., 1989).

A mudanga da temperatura no ambiente aquatico tem efeito no metabolismo dos
animais e pode influenciar nas respostas hematoldgicas em peixes. A temperatura baixa
(12 °C) associada ao cobre aumentou o Hct, RBC e [Hb] em Salvelinus fontinalis
(McKIM et al., 1970) e em Colisa fasciatus sendo que nestas espécies este efeito foi
observado a 25 °C (MISHRA & SRIVASTAVA, 1980) ¢ diminui¢do do RBC em Salmo
gairdneri expostos ao cobre a 15 °C (DICK & DIXON, 1985). HEATH (1987) a 20 °c
com cobre ¢ NaCl (250 mM) em Lepomis macrochirus verificaram aumento no Hct na
presenca do cobre e do NaCl enquanto que nos animais expostos somente ao cobre nio
houve mudanca nos valores do Hct. BANERJEE & HOMECHAUDHURI (1990)
estudaram o efeito do cobre a 29 °C em Heteropneustes fossilis verificaram nas
primeiras horas de exposi¢do diminui¢ao nos valores de Hct, RBC e [Hb]; apds 6 horas

houve aumento no Hct, RBC e [Hb] até 48 horas de exposicdo e apds 60 e até 72 horas
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de exposi¢do os valores sangiiineos novamente diminuiram. Estes autores atribuiram o
decréscimo inicial nos valores sangiiineos como hemodiluicdo sendo reflexo de
problemas ocasionados por alteracdes no fluxo de sddio pelas branquias. Entretanto, o
aumento no Hct, RBC e [Hb] foi atribuido a hemoconcentragdo. NUSSEY et al. (1995)
verificaram o efeito do cobre (160 e 400 ug.L'1—96h e 400 ug.L'l— 4 semanas) em tilépia
(O. mossambicus) a 19 e 29 °C. Nao houve diferenga nas variaveis sangiiineas entre as
duas temperaturas estudadas e, apos exposi¢ao ao cobre, observaram eritrocitopenia. O
cobre induziu aumento do RBC, [Hb] e Hct devido ao aumento na demanda por
oxigénio causado pela destrui¢do no epitélio branquial, o qual levou a um desequilibrio
na troca gasosa.

Nossos resultados mostraram que a temperatura influenciou na hematologia de P.
scrofa. O aumento da temperatura aumenta a necessidade de energia do animal, a [Hb] e
do RBC nos grupos controle aumentaram indicando que o animal esta captando maior
quantidade de oxigénio devido a demanda de energia causada pelo aumento da
temperatura, 0 VCM e HCM diminuiram a 30 °C, entretanto, a 30 °C os valores da [Hb]
e do RBC foram menores do que a 20 °C enquanto que o VCM e¢ HCM (pH 8,0)
aumentaram a 30 °C na presenga de cobre. Apesar do aumento da temperatura, o cobre
teve efeito negativo dificultando a tomada de oxigénio nesta espécie.

As alteracdes descritas em peixes apOs exposi¢do aos metais mostram respostas
diferentes, dependendo das condicdes fisicas e quimicas da agua, da biologia da espécie
e concentragdo de cobre utilizada, e, é importante salientar que algumas das respostas
compensatdrias devem ser atribuidas as caracteristicas individuais e a espécie.

O aumento da temperatura agrava problemas no transporte de oxigénio, em peixes,
reduzindo a solubilidade do oxigénio na agua e diminuindo a afinidade do oxigénio com
a hemoglobina, tornando o transporte deste gas para o sangue dificil. Este decréscimo
na afinidade ocorre a0 mesmo tempo em que os tecidos aumentam a necessidade de
oxigénio, também como resultado do aumento da temperatura.

A andlise dos nossos resultados mostra que mudancas fisiologicas estdo ocorrendo na
presenca do cobre, pH baixo e alto a 20 e 30 °C e que os pardmetros hematoldgicos
podem indicar a extensdo da acdo toxica do metal servindo como um indicador de
poluigdo aquatica.
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CAPITULO 4

RESPOSTAS BIOQUIMICAS DE PROCHILODUS SCROFA APOS EXPOSICAO AO COBRE:

INFLUENCIA DO PH E DA TEMPERATURA

RESUMO

As alteragdes nas atividades de algumas enzimas da via glicolitica podem servir como indicadores do
comprometimento da produgdo de energia animal por metais pesados e¢ sdo avaliagdes importantes na
toxicologia de mamiferos mas pouco tem sido feito com respeito aos peixes. As respostas bioquimicas em
sangue e figado de Prochilodus scrofa foram analisadas apds exposi¢do ao cobre in vivo e in vitro em
dgua com pH 4,5 e pH 8,0 a 20 e 30 °C. As CL5(-96 h para o cobre foram em agua com pH 4,5 (98 + 0,9
ugCu.L™) e d4gua com pH 8,0 (16 + 0,2 ugCu.L™") a 20 °C e 4gua com pH 4,5 (88 + 0,8 ugCu.L") e 4gua
com pH 8,0 (14 £ 0,5 ugCu.L™") a 30 °C. P. scrofa jovens foram expostos ao cobre (CLs,-96h) em pH 4,5
e 8,0 a 20 e 30 °C nos testes in vivo e nos testes in vitro o cobre foi adicionado diretamente no
homogenado de figado e na solucgdo de eritrocitos. A concentragdo de glicose plasmatica e de glicogénio
hepatico foram determinados nos estudos in vivo e a atividade de enzimas regulatorias da via glicolitica
(HK, PFK e PK) e enzimas associadas (LDH e G6PDH) da suspensdo eritrocitaria e do figado de
curimbata foram determinadas em ambos estudos in vivo e in vitro. Nos estudos in vivo, a concentragao
de glicose plasmatica diminuiu em pH 4,5 e 8,0 nos grupos controle e ndo foi observado influéncia da
temperatura enquanto que na presenga do cobre em pH 4,5 a 30 °C a concentragdo de glicose aumentou
sensivelmente. A concentragdo de glicogénio foi maior a 20 °C. Houve influéncia da temperatura e do pH
sobre os efeitos do cobre nas enzimas analisadas principalmente na atividade das enzimas regulatorias. A
atividade das enzimas HK, PFK e HK, do figado e eritrdcitos diminuiu nos grupos controles e nos grupos
expostos ao cobre aumentou, sendo que a atividade da PFK e a PK, do figado, a diminui¢do foi mais
evidente. A atividade da LDH do figado e eritrdcitos teve aumento nos grupos controle a 20 °C enquanto
que a 30 °C diminuiu no figado e aumentou nos eritrocitos, 0 mesmo comportamento foi observado na
presenca do cobre. A atividade da G6PDH, dos grupos controle, apresentou-se estavel nas duas
temperaturas estudadas enquanto que nos grupos expostos ao cobre, pH 8,0, houve diminui¢do da
atividade no figado a 30 °C e aumento da atividade no eritrocito. Nos estudos in vitro houve influéncia da
temperatura e do pH sobre os efeitos do cobre nas enzimas analisadas principalmente na atividade das
enzimas regulatorias. A atividade das enzimas HK, PK, LDH e G6PDH aumentou nos grupos controles e
nos grupos expostos ao cobre no figado e nos eritrocitos a 20 e 30 °C. A 30 °C a atividade da maioria da
enzimas estudadas diminuiu nos controles e quando expostos ao cobre a atividade aumentou
consideravelmente. Nos eritrocitos o aumento da atividade da HK e PFK foi mais evidente.

Introduciao

Para manter a homeostase, a maquinaria celular, sob diferentes condicdes
metabolicas, deve regular vias metabdlicas individuais. O controle das vias metabolicas
¢ realizado por regulacdes irreversiveis de enzimas chaves no inicio e no fim das vias
metabolicas de forma que o fluxo metabdlico pode ser controlado por poucas enzimas.
As alteragdes na atividade de enzimas, nos organismos aquaticos, podem servir como
indicadores da toxicidade de pesticidas, metais e outros poluentes mas pouco tem sido

feito em relacdo aos peixes. Em recentes anos, os problemas de contaminagdo
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ambiental, por uma ampla variedade de poluentes quimicos, incluindo os metais, tem
recebido maior atengdo. Muitos metais apresentam afinidade ao sulfeto ligando-se em
pontes de sulfetos nas enzimas e alteram a sua forma e funcdo, outros ligam-se em
grupamento carboxilico de proteinas (-CO,H) e grupamentos amina (-NH,). fons
cadmio, cobre, chumbo e¢ mercurio ligam-se nas membranas celulares alterando o
transporte de elétrons (MANAHAM, 1991) e podem ainda se ligar a proteinas, no
interior das células, em sitios livres ou ocupados por outros metais resultando na
distor¢do da atividade biologica da proteina devido a competi¢do entre os metais por
algum ligante em particular ou por uma via metabodlica (SIMKISS & TAYLOR, 1981).
O cobre, por exemplo, pode interagir com grupamentos SH e S-S de muitas proteinas
alterando a atividade de muitas enzimas (BERLIM, 1979; ANTOGNELLI et al., 2003;
RYU et al, 2003). Segundo NICHOLLS ef al. (1989) alguns efeitos envolvem
alteragdes no sitio ativo, ligagdes com fosfatos ou residuos de aminoacidos das enzimas.
LAUREN & McDONALD (1985) relataram inibigio da Na'-K" ATPase pelo cobre o
que compromete a absorcdo ativa de fons Na' nos animais de 4gua doce.

O cobre ¢ um metal essencial para os animais e plantas, e sendo um co-fator para
varias enzimas como citocromo oxidase, superoxido dismutase e alcool desidrogenase.
Porém, pode se tornar toxico se a sua concentracdo no ambiente exceder os limites
fisiologicos. Entre os fatores ambientais que influenciam a toxicidade do cobre em
peixes, o pH, a dureza e a temperatura da dgua tém importdncia fundamental. A
temperatura e o pH sdo muito importantes do ponto de vista fisioldgico e bioquimico. O
pH tem grande influéncia na toxicidade do cobre em P. scrofa (Capitulo 2). Segundo
HOCHACHKA & SOMERO (1985) e OZERNYUK et al. (1994) o Ky das enzimas
aumenta com a elevacdo da temperatura e tende a ser maior para a enzimas de espécies
adaptadas a altas temperaturas (YANCEY & SOMERO, 1978; SOMERO, 1981;
OZERNYUK et al., 1994). O presente trabalho teve como objetivo verificar o efeito do
cobre na concentragdo de glicose plasmatica e glicogénio hepatico e na atividade de
enzimas regulatérias (HK, PFK e PK) e enzimas associadas (LDH e G6PDH) da via
glicolitica in vivo e in vitro onde o metal foi adicionado diretamente ao homogeneizado
de figado e da solugdo de eritrdcitos (SE). O estudo in vivo visa contribuir na elucidagao
das conseqiiéncias do efeito téxico do cobre em ambientes com caracteristicas alteradas
e os experimentos in vitro foram efetuados para facilitar a interpretagdo dos efeitos do

cobre sobre as mesmas enzimas.
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Material e Métodos

Animais

Exemplares jovens de P. scrofa (W= 15-25 g; L= 10-15 cm) foram obtidos da
estacdo de Hidrobiologia e Aquacultura de Furnas-MG, Brasil e mantidos a em tanques
de 1000 L a 25 + 1 °C com fluxo continuo de agua (pH = 7,3 + 0,2; condutividade = 8,3
+ 0.3 uS e dureza = 24,5 + 0,2 mg L' como CaCO:;) e aeragio constante (100 % de
saturacao de O;) durante 30 dias. Apds aclimatacao ao laboratorio dois tanques com 500
animais cada foram utilizados para a aclimatagdo a 20 e a 30 °C. A temperatura da dgua
foi diminuida ou aumentada em 1 °C a cada dois dias até chegar a 20 °C ou 30 °C com
auxilio de um resfriador de liquidos (RT 20.00) ligado a um controlador de temperatura
(termostato FULL GAUGE) ou um aquecedor (2000 W) conectado a um termostato e
entdo os peixes foram mantidos nesta temperatura por 30 dias até o inicio dos
experimentos. As caracteristicas fisicas e quimicas da dgua foram as mesmas descrita
acima exceto para a temperatura. O fotoperiodo do laboratorio foi de 12 horas. Os
animais foram alimentados com ragdo balanceada para esta espécie. O pH, dureza e
alcalinidade da 4agua foram similares aos encontrados para P. scrofa em seu habitat
natural e a temperatura representa a média minima e maxima dos valores durante o

inverno e verdao (CETESB 1994-2000).

Procedimento Experimental

Testes in vivo

Foram utilizados aquarios de vidro com capacidade de 200 litros de agua e 8
exemplares de P. scrofa distribuidos aleatoriamente em cada aquério de forma a ndo
ultrapassar o méaximo de 1 g de peixe L. As condi¢des de temperatura, fotoperiodo (12
horas), oxigénio dissolvido (aeragdo constante), dureza (24 = 1 como CaCOs) e pH (4,5
ou 8,0, de acordo com o pH teste) foram mantidas constantes durante os experimentos.
Os peixes controle em agua pH 4,5 e pH 8,0 foram mantidos nas mesmas condi¢gdes
descritas acima com exce¢do do pH que foi mantido em pH 7,3 a 20 e a 30 °C. A
alimentag¢do foi suspensa 24 horas antes do inicio dos testes e durante os mesmos. O pH
foi diminuido com adi¢do de 1,0 mL de acido sulfurico (H,SOs) concentrado e

aumentada para pH 8,0 com adi¢@o de, aproximadamente 1,0 mL de hidréxido de sodio
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(NaOH) 2,0 M. Ap6s a mudanca do pH, as temperaturas foram estabilizadas em 20 e 30
°C e o cobre (agente quimico — fon Cu) foi adicionado & 4gua na forma de sulfato de
cobre (CuSO4.5H;0) antes da transferéncia dos animais para os aquarios. P. scrofa
foram submetidos ao cobre em concentragdes de CLsp-96 h determinadas previamente
para o cobre a 20 °C em pH 4,5 =98 + 0,9 ;,Lg.L'1 eempH8,0=16%0,2 pg.L'1 ea30
°Cem pH4,5=88+0,8 pg.L"' e em pH 8,0 =14+ 0,5 pg.L" (Capitulo 2). Apds 96h de
exposi¢ao ao cobre foi coletado o sangue dos animais dos grupos controle e dos animais

dos grupos expostos ao cobre e em seguida o figado foi removido.

Testes in vitro

Exemplares de P. scrofa, aclimatados a 20 ¢ 30 °C foram mantidos durante 96h, sem
a presenca de cobre, em agua com pH 4,5 e pH 8,0. Apos esse periodo, foram retirados
amostras de sangue e figado para as determinagdes enzimaticas. Os homogeneizados e a
solucao de eritrocitos (SE) obtidos dos animais controles (expostos ao pH 7,0, 4,5 e 8,0)
foram usados como fonte de enzima. O metal, sulfato de cobre, foi adicionado
diretamente nas amostras diluidas da SE e do homogeneizado de figado seguindo a
concentragdo determinada na CLso-96h para os pHs 4,5 ¢ 8,0 a 20 e 30 °C (Capitulo 2).
Um volume igual de agua destilada foi adicionado nas amostras controles. Apos a
incubagdo de 2h a 20 e 30 °C a atividade das enzimas foi determinada de acordo com a

metodologia descrita no item ensaios enzimaticos.

Coleta do sangue - preparagdao do homogenado

O sangue venoso foi coletado por puncgio do vaso caudal em seringas de insulina (1,0
mL) heparinizadas. As amostras sangiiineas foram mantidas em gelo até as etapas
subsequentes da preparagdao do material. O sangue total foi centrifugado a 480 Xg,
durante 10 minutos, a 4 °C. O precipitado (eritrocitos) foi obtido como descrito por
ROSA et al. (1983). O precipitado foi lavado em tampao glicina-fosfato (Na,HPO4
0,025M; glicina 0,05M) pH 7,8 e centrifugado a 480 Xg, durante 10 minutos, a 4 °C.0
sobrenadante foi aspirado e descartado, esta operacao foi repetida por mais 2 vezes. Os
eritrocitos foram ressuspensos em tampao glicina-fosfato, pH 7,8, e o material
hemolizado, por choques térmicos, e centrifugado a 1085 Xg, a 4 °C durante 30
minutos. O sobrenadante obtido foi utilizado para determinagdo das atividades

enzimaticas e concentragdo de proteina. A concentragdo de proteina foi determinada
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pelo método de LOWRY et al. (1951) a 660 nm, utilizando-se como padrao protéico a

albumina sérica bovina.

Coleta do figado

Apoés a coleta do sangue, os animais foram sacrificados por seccdo da medula, o
figado foi disseccado, lavado em tampao de homogeneizagao (Tris- HCI 0,1 M; pH 7,4,
DTT 1,0 mM e EDTA 1,0 mM) a 4 OC, cortado e, em seguida, homogeneizado em
homogeneizador de Potter-Elvehjem com o tampao de homogeneizacdo descrito acima
na propor¢do de 3 volumes por grama de tecido. O material foi centrifugado a 10,000
Xg, durante 30 minutos, a 4 °C. O sobrenadante obtido foi utilizado nas determinagdes

enzimaticas e dosagem de proteina pelo método de LOWRY et al. (1951).

Ensaios enzimaticos
Os seguintes meios de reacdo foram utilizados na determinacdo das atividades
enzimaticas em espectrofotometro Spectronic Genesys 5, com circulador de agua para

manter constante a temperatura na cimara das cubetas.

a) Hexoquinase (HK) - ATP:D-Hexose-6-fosfotransterase, E.C.2.7.1.1.
A HK, a primeira enzima da via glicolitica, pela fosforilagdo do ATP, transforma a

glicose em Glicose-6-fosfato (G-6-P), de acordo com a seguinte reagao :

1
Glicose + ATP — Glicose-6-fosfato + ADP

M g2+

A atividade da HK foi realizada de acordo com o método de UYEDA & RACKER
(1965) espectrofotometricamente em cubetas de 2,0 mL contendo glicose 25mM,
NADP+ 0,55 mM, ATP 3,2 mM, MgCl, 7,4 mM, BME 5 mM, 0,3 Ul de G-6-PDH em
solugdo tampao Tris-HCI 74 mM, pH final 7,4, ao qual foi adicionado o homogeneizado
de figado e da SE.

Para a determinagdo da atividade de HK foi utilizado um sistema auxiliar, a Glicose-
6-fosfato desidrogenase (G-6PDH), que atua sobre a G-6-P com suporte coenzimatico

de NADP" transformando a G-6-P em 6-fosfogliconato e NADPH+H" e que por sua vez
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¢ convertida em Ribulose-5-fosfato ¢ NADPH+H' por acio da 6-fosfogliconato
desidrogenase (6-PGDH).

b) Fosfofrutoquinase (PFK) - ATP:D-Fructose-6-fosfato-1-fosfotransferase,
E.C.2.7.1.11
A PFK catalisa a fosforilagdo da frutose-6-fosfato pelo ATP em frutosel,6-

bisfosfato+ ATP de acordo com a seguinte reagao :

Fructose-6-fosfato + ATP — Fructose-1,6-bisfosfato (FruP2) + ADP

Mg?**

A atividade da PFK foi determinada fotometricamente de acordo com o método de
LAYZER et al. (1969), em cubetas de 2,0 mL contendo F-6-P 1,0 mM, ATP 1,0 mM,
MgCl, 5,0 mM, NADH+H" 0,1 mM, EDTA 1,0 mM, (NHy ), SO4 3,0 mM, GDH-TPI
2,0 UL, FDP 5,0 mM, aldolase - 1,0 UI, cristalina, de musculo de coelho em Tris-HC1
50 mM, pH final 8,2, ao qual era adicionado o homogeneizado de figado e da SE.

Para a determinagdo da atividade enzimatica foi utilizado um sistema auxiliar, a
frutose-bisfosfato aldolase, a qual envolve a clivagem da frutosel,6-bisfosfato para
formar gliceraldeido-3-fosfato e fosfodihidroxiacetona-3-fosfato e a enzima auxiliar
triose fosfato isomerase (TPI), que catalisa a interconversdo dessas duas trioses em
fosfodihidroxiacetona. Esta, por agdo da glicerol-3-fosfato desidrogenase e NADH+H"

transforma a fosfodiidroxiacetona em fosfoglicerol e NAD".

¢) Piruvatoquinase (PK) - ATP: Piruvato fosfotransferase, E.C. 1.11.1.7
A PK catalisa a transferéncia de fosfato a partir do fosfoenolpiruvato e ADP para

produzir ATP e &cido piravico de acordo com a seguinte reagao:

Fosfoenolpiruvato + ADP —  Piruvato + ATP

A atividade da PK foi determinada fotometricamente de acordo com o método de
BUCHER & PFLEIDERER (1955). Em cubetas de 2,0 mL, contendo PEP 1,0 mM,
NADH+H' 0,1 mM, KCl 70 mM, MgCl, 8,0 mM, ADP 1,0 mM, LDH 3,0 Ul em
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tampao Tris-HCI 40 mM, pH final 7,4 era adicionado o homogeneizado de figado e da
SE.

Para a determinacdo da atividade foi utilizado um sistema auxiliar, a lactato
desidrogenase (LDH) a qual faz a transformacao reversivel de piruvato para lactato com

suporte coenzimatico do sistema NAD /NADH+H".

d) Lactato Desidrogenase (LDH) - L-Lactato:NAD, oxidorreductase; E.C. 1.1.1.27
A LDH catalisa a transformacdo reversivel do lactato para piruvato com suporte

coenzimatico do sistema NAD'/NADH+H", de acordo com a seguinte reagio:

Piruvato + NADH + H+ <« Lactato + NAD+

A atividade da LDH foi determinada fotometricamente de acordo com o método de
BERGMEYER (1974), em cubetas de 2,0 mL, contendo piruvato de soédio 1,0 mM,
NADH+H" 0,14 mM em tampao fosfato de potassio 100 mM, pH final 7,4, ao qual foi

adicionado o homogeneizado de figado e da SE.

e) Glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6PDH) - D-Glicose-6-fosfato: NADP 1I-
oxidorreductase, E.C.1.1.1.49
A G-6PDH catalisa a seguinte reacao:

Glicose-6-fosfato + NADP+ <> 6-fosfogliconato + NADPH + H+

A atividade da G-6PDH foi determinada fotometricamente pelo método descrito por
BERGMEYER (1974), em cubetas de 2,0 mL contendo MgCl, 10 mM, NADP" 0,39
mM, G-6-P 5,0 mM, em tampao glicina 80 mM, pH final 7,6, ao qual foi adicionado o
homogeneizado de figado e da SE.

Para a determinagdo da atividade da G-6PDH foi utilizado o mesmo procedimento
descrito para a HK. Observagdes: No caso da G-6PDH ¢ essencial notar que a formacgao
do 6-fosfogliconato se segue a sua posterior oxidagdo, por acdo da 6-fosfogliconato
desidrogenase (6-PGDH), a ribulose-5-fosfato e CO,, com formag¢dao de um segundo

NADH + H".
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As atividades enzimaticas foram determinadas a 20 °C para os grupos de animais
aclimatados a 20 °C e a 30 °C para os grupos de animais aclimatados a 30 °C em
espectrofotometro Spectronic Genesys 5, com circulador de 4gua para manter constante
a temperatura na camara das cubetas e por monitoramento da mudanga da absorbancia
do NADH+ H" ou NADPH a 340 nm. A atividade de cada enzima foi determinada em 8

sobrenadantes preparados da SE e dos extratos de figado de 8 animais de cada grupo.

e) Cdalculo de atividade especifica de cada enzima
A atividade especifica de cada enzima estudada foi expressa em unidades
internacionais IU/mg de proteina e o calculo foi efetuado empregando-se a expressao:

Aabs/min x dilui¢ao

€ X V X C (proteina)

Onde,

V= volume da tomada de amostra

Aabs/min= diferenga em absorbancia obtida experimentalmente, por minuto de
tempo de medida

C= concentracao da proteina no sistema

Dilui¢ao= dilui¢do da amostra ou do preparado original

e = coeficiente de extingdo molar. No caso de piridino-nucleotideos (NAD,
NADH+H', NADP, NADPH+H"), € = 6,22, medido em cubeta de 1,0 cm de caminho
optico, quando 1,0 mol de tais coenzimas ¢ oxidado ou reduzido, por mol de substrato
metabolisado. Ex. medida de PK e da LDH; ¢ = 12,44, quando 2 moles de
piridinonucleotideo estdo envolvidos no processo de medida. Ex. PFK+ sistema auxiliar
contendo FruP,ALD que cinde fructose-bisfosfato em 2 triosefosfatos.

A atividade das enzimas da SE e do homogenado de figado estdo representadas como

%.

Determinagdo dos metabdlitos no sangue e no figado

A concentracdo de glicose foi determinada de acordo com o método NIKKILA &
HYVARIWEN (1962) da o-toluidina tendo sido utilizado o kit LabTest n® 28. A rea¢do
entre acucares redutores e a o-toluidina produz solugdes coloridas cuja intensidade €
proporcional a concentragdo dos glicidios presentes. No caso da glicose, esta, através do

seu grupo redutor, condensa-se com a o-toluidina formando mistura em equilibrio de
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glicosil-o-toluidina e a correspondente base de Schiff, de coloracdo azul-esverdeada,
cuja absorbancia ¢ medida em 630 nm. O glicogénio hepatico foi determinado pelo
método de DUBOIS et al. (1956) modificado por BIDINOTO et al. (1997). As amostras
de figado foram dissolvidas em KOH 6 N sendo acrescentado a solucdo, alcool etilico e
H,S0O4 (10%), centrifugados a 3000 Xg durante 3 minutos e o precipitado dissolvido em
agua destilada. A amostra foi lida em espectrofotdometro (GENESYS 5) a 480 nm e os

resultados expressos em pmols unidades glicosil-glicose.g™.

Andalise Estatistica

A andlise estatistica foi efetuada utilizando o programa “Sigma Stat”, comparando-se
os resultados obtidos nos grupos controle com os resultados dos grupos expostos ao
cobre a 20 e 30 °C e pH 4,5 e pH 8,0. Os dados estdo apresentados como média + SEM.
Neste estudo foi feita a analise de varidncia com trés fatores "Three-way" (ANOVA)
para estabelecer se as médias dos tratamentos foram ou ndo estatisticamente iguais. O
teste de Tukey com 95% de intervalo de confianga foi utilizado para determinar quais as
médias que eram estatisticamente diferentes sempre que as diferengas foram detectadas

na analise da variancia.

Resultados

Nenhum peixe dos grupos controle morreu. A atividade enzimatica (Ul/mg proteina)
¢ mostrada nas Tabelas 1 e 2 - estudos in vivo e Tabelas 3 e 4 — estudos in vitro. Os
valores médios de atividade das enzimas regulatorias (HK, PFK e PK) e das enzimas
associadas (LDH e G6PDH) da SE e do figado dos experimentos in vivo dos grupos
controle em pH 7,0, 4,5 e 8,0 e expostos ao cobre em pH 4,5 ¢ 8,0 a 20 e a 30 C sdo
mostrados nas figuras 1 e 2, respectivamente. A concentragdo de glicose plasmatica e
glicogénio hepatico, dos grupos controle em pH 7,0, 4,5 ¢ 8,0 e expostos ao cobre em
pH4,5¢8,0a20ea30 °C sdo mostrados na figura 3. Os valores médios de atividades
enzimaticas das enzimas regulatérias (HK, PFK e PK) e associadas (LDH ¢ G6PDH)
obtidos na SE e no figado dos experimentos in vitro dos grupos controle em pH 7,0, 4,5
e 8,0 e expostos ao cobre em pH 4,5 ¢ 8,0 a 20 e a 30 °C sdo mostrados nas figuras 4 ¢

5, respectivamente.
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TABELA 1. Atividade enzimitica da suspensio eritrocitaria de P. scrofa a 20 e a 30 °C (n=8 em cada
grupo) - estudos in vivo.*P< 0,05 em relagio ao controle - pH 7,0; °P< 0,05 em relagio ao controle — pH
4,5; °P< 0,05 em relagdo ao controle — pH 8,0; 4p< 0,05 em relagdo ao Cu 2 pH 4,5; °P< 0,05 em relagdo
ao Cu *"- pH 8,0. Os valores da tabela representam a média + SEM.

Controle Exposicdo ao cobre
Enzimas (CL50-96 h)
20°C pH 7,0 pH 4,5 pHS,0 pH 4,5 pH 8,0
HK 9,06 + 0,69 9,80 + 0,59 9,64 0,55 11,66 £0,99  14,24+0,97%><4
PFK 7,23 0,37 5,15+0,28° 6,70 £ 0,27 " 8,19 +0,49° 6,40 £ 0,37 ¢
PK 39,28 + 0,58 34,51 + 2,55 4759 + 3,88°  46,95+4,94* 27214272
LDH 33,28 + 0,85 30,01 + 1,68 2476 £2,07° 2526+ 1,48  36,98+0,72°¢
G6PDH 15,59 + 0,86 13,30 + 0,98 13,55+ 0,79 11,26 +0,86* 13,89 +0,76
30°C
HK 16,98 + 0,72 18,49 £ 1,1 1527 £ 0,88 16,42 + 1,02 14,24+0,97°
PFK 8,17+0,53 7,52 40,48 8,32+ 0,47 7,98 £0,43  536+0,40*
PK 59,71+ 4,14 38,58+ 2,99° 42,87+ 3,07°  54,67+3,62°  55,06+223"
LDH 29,90 + 1,87 31,51 +2,62 24724129 40,19 +2,41% 37,3042,7¢
G6PDH 16,48 + 0,74 18,33+ 1,18 14,17 +0,87° 15,88 40,60  22,62+1,28%>c4
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TABELA II. Atividade enzimatica do figado de P. scrofa a 20 e a 30 °C (n=8 em cada grupo) - estudos
in vivo."P< 0,05 em relagdo ao controle - pH 7,0; °P< 0,05 em relagdo ao controle — pH 4,5; “P< 0,05 em
relagio ao controle — pH 8,0; “P< 0,05 em relagio ao Cu **- pH 4,5; °P< 0,05 em relagio ao Cu **- pH 8,0.
Os valores da tabela representam a média + SEM.

Controle Exposicdo ao cobre
Enzimas (CL50-96 h)
20°C pH 7,0 pH 4,5 pHS,0 pH 4,5 pH 8,0
HK 7,37 £ 0,57 5,76 £ 0,50 7,97 £ 0,38 6,43 £ 0,40 6,97 £ 0,35
PFK 13,00 £ 0,57 15,01 £ 1,09 13,53 £ 0,60 10,53 + 0,83° 12,33+ 0,57
PK 34,83 +£ 1,29 26,25 + 3,05 28,94+ 1,71 28,14+ 1,30 33,76 + 1,81¢
LDH 26,80 £ 0,68 37,72 £ 3,11* 30,23+ 0,65° 31,62 £ 1,48 30,23+ 0,87°
G6PDH 15,68 £ 0,71 16,88 = 1,21 18,09 £ 1,17 15,54 £ 1,15 17,15+ 0,34
30°C
HK 15,54 0,94 11,12 +0,52° 11,66 + 0,45° 9,33+0,45°  12,73+0,53%¢
PFK 19,16 £ 0,67 12,46 £ 0,80* 9,78 £ 0,60 8,17+£0,38*  536+0,33 %
PK 40,46 £ 1,58 31,89+ 1,20 2626 £1,29* 16,88+ 1,16*> 9,92 +0,77 >4
LDH 33,23+ 1,15 25,46 + 1,88° 19,83 £1,15*  24,12+0,83* 26,53 + 0,99*¢
G6PDH 33,23 £ 1,07 28,40 £ 1,07 40,73 £ 1,54 29,21 £2,05° 24,65+ 1,59%¢

Experimentos in vivo

No figado de P. scrofa a atividade da HK diminuiu em 20% (P< 0,05) nos animais

mantidos em 4gua com pH 4,5 a 20 °C enquanto que a 30 °C a atividade desta enzima

diminuiu (P< 0,05) em aproximadamente 50% nos controles. Na presenga de cobre a

atividade aumentou em 30% (P< 0,05) em pH 4,5 a 20 °C e em 50% em pH 8,0 a 30 °C

(Fig.1). Na SE, a atividade da HK, dos grupos controle, ndo mostrou alteracdo. Na

presencga de cobre, a atividade da HK aumentou em 30% (P< 0,05) em pH 8,0 a 20 °C ¢

diminuiu 20% (P< 0,05) em pH 4,5 a 30 °C. Em relagdo a temperatura os valores da

atividade da HK a 30 °C foram menores do que os encontrado a 20 °C exceto para o

controle pH 4,5 (Fig.2).
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A atividade da PFK, no figado, diminuiu 40 % (P< 0,05) em pH 4,5 ¢ 8,0 a 30 °C nos
grupos controle € manteve-se baixa nos animais expostos ao cobre. A 20 °C a redugio
na atividade da PFK s6 ocorreu nos animais expostos ao cobre em pH 4,5 (Fig.1). Na
SE, a atividade da PFK, do grupo controle pH 4,5 a 20 °C diminuiu 30% (P< 0,05) em
relagdo ao controle pH 7,0. Na presenca de cobre houve um aumento da atividade em
60% (P< 0,05) em pH 4,5 a 20 °C e diminuigdo de 40% (P< 0,05) em pH 8,0 a 30 °C.
Em relagdo ao efeito da temperatura, a atividade da PFK foi mais alta a 30 °C do que a
20 °C nos controles pH 4,5. Na presenga de cobre a atividade diminuiu 50% (P< 0,05)
em pH 4,5 ¢ 30 % em pH 8,0 em relagdo a 20 °C (Fig.2).

No figado, a atividade da PK diminuiu em 30-40% (P< 0,05) nos grupos controle em
ambas temperaturas. Na presenca de cobre houve um aumento da atividade em 30% (P<
0,05) em pH 4,5 ¢ 8,0 a 20 °C e uma diminui¢do em 20% ¢ 70%, respectivamente em
pH 4,5 ¢ 8,0 a 30 °C. O efeito da temperatura foi observado na atividade desta enzima,
os valores da atividade da PK a 30 °C foram menores do que os encontrado a 20 °C
(Fig.1). Na SE a atividade da PK, do grupo controle pH 8,0, aumentou em
aproximadamente 20% (P< 0,05) a 20 °C e diminuiu em 40% em ambos pHs a 30 °C. O
cobre induziu aumento (P< 0,05) de 50% na atividade desta enzima em pH 4,5 e
diminui¢do de 50% (P< 0,05) em pH 8,0 a 20 °C. A 30 °C a atividade da PK aumentou
em 80% e 50% (P< 0,05), respectivamente, em pH 4,5 e pH 8,0 (Fig.2).

A atividade da LDH, no figado, aumentou em 40% (P< 0,05) no pH 4,5 a 20 °C e
diminuiu em 50% (P< 0,05) em ambos pHs a 30 °C, nos grupos controle. A exposi¢do
ao cobre diminuiu a atividade desta enzima em 60% (P< 0,05) em pH 4,5 a 20 °C. De
forma geral, os valores da atividade da LDH foram menores a 30 °C (Fig.1). Na SE a
atividade da LDH diminuiu em 25% (P< 0,05) apenas em pH 8,0 a 20 e¢ 30 °C, nos
grupos controle, enquanto que na presenca de cobre a atividade aumentou em 70% (P<
0,05) no pH 8,0 a 20 °C e cerca de 20-70% em pH 4,5 ¢ pH 8,0 a 30 °C. Em relagio a
temperatura os valores da atividade desta enzima foram maiores a 30 °C, porém um
aumento significativo foi observado somente em cobre pH 4,5 (Fig.2).

A atividade da G6PDH, no figado, aumentou em 20 % no grupo controle pH 8,0 a 30
°C e, nos grupos expostos ao cobre diminuiu em 20 € 60 % (P<0,05) nopH 8,0a20 ¢ a
30 °C, respectivamente. O efeito da temperatura foi observado somente no grupo
exposto ao cobre em pH 8,0 a 30 °C com diminuigio na atividade em aproximadamente

30% (P< 0,05) (Fig.1). A atividade da G6PDH da SE nao apresentou variacdo nos
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grupos controle a 20 e a 30 °C. Nos grupos expostos ao cobre, a atividade diminuiu em
30% (P< 0,05) no pH 4,5 e aumentou em 60 % (P< 0,05) em pH 8,0 a 30 °C. O efeito da
temperatura foi observado no grupo controle pH 4,5 e exposto ao cobre pH 8,0, com

aumento de 30% e 60 % na atividade a 30 °C, respectivamente (Fig.2).
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Figura 1. Atividade enzimatica do figado de P. scrofa ap6s exposigdo ao cobre (CLs5o—96h) in vivo.
As barras representam a média dos valores (= SEM); Figado a 20 °C (colunas claras) e a 30 °C
(colunas escuras); (n = 8 em cada grupo). “P< 0,05 em relagio aos controles a 20 e a 30 °C; "P<
0,05 em relagdo aos controles e expostos ao cobre a 20 e a 30 °C; "P< 0,05 em relagdo a 20 ¢ a 30
°C.

b
150 7 150 - b2
o a

125 %k 125 A
5100' . 100 - %
< 75 g . |l
= VIR b

[
50 1 50




52

Figura 2. Atividade enzimatica da SE de P. scrofa apds exposi¢ao ao cobre (CLs—96 h) in vivo.
As barras representam a média dos valores (= SEM); Figado a 20 °C (colunas claras) e a 30 °C
(colunas escuras); (n = 8 em cada grupo). “P< 0,05 em relagio aos controles a 20 e a 30 °C; °"P<

0,05 em relagdo aos controles e expostos ao cobre a 20 e a 30 °C; "P< 0,05 em relacdo a 20 e a 30
°C.
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Nos grupos controle, a concentragao de glicose aumentou (P< 0,05) empH 4,5a20 ¢
a 30 °C e diminuiu (P< 0,05) em pH 8,0 a 20 °C. Na presenga de cobre houve aumento
significativo na concentra¢do de glicose no pH 4,5 a 30 °C. O efeito da temperatura foi
observado na concentracdo de glicose plasmatica com diminui¢do em controle pH 7,0 e
aumento no grupo exposto ao cobre em pH 4,5 a 30 °C (Fig.3).

O conteudo de glicogénio diminuiu (P< 0,05) em controle pH 8,0 a 20 °C ¢ manteve-
se estavel nos grupos expostos ao cobre. A 30 °C houve aumento na concentra¢do de
glicogénio (P< 0,05) em todos os tratamentos e em relagdo a temperatura os valores de

glicogénio foram menores a 30 °C (Fig.3).
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Figura 3. Concentracdo de glicose do plasma e de glicogénio do figado de P. scrofa apods
exposicao ao cobre (CLs¢—96 h). As barras representam a média dos valores (+ SEM); Animais
aclimatados a 20 °C (colunas claras) e animais aclimatados a 30 °C (colunas escuras); (n = 8 em
cada grupo). “P< 0,05 em relagdo aos grupos controle a 20 e a 30 °C; °P< 0,05 em relagio aos
grupos expostos ao cobre a 20 ¢ a 30 °C ¢ "P< 0,05 em relagio a 20 e a 30 °C.

Experimentos in vitro

No figado, a atividade da HK dos grupos controle aumentou em 30% e 80% (P<
0,05), respectivamente, no pH 4,5 e 8,0; a atividade da PK diminuiu em 20% (P< 0,05)
em ambos pHs e a atividade da G6PDH aumentou em 60% (P< 0,05) no pH 4,5 e 30%
no pH 8,0 a 20 °C. A 30 °C, nos grupos controle, houve diminuigdo (P< 0,05) da
atividade da HK em 40% e em 60%, respectivamente em pH 4,5 ¢ 8,0; e da PFK em
40% em ambos pHs. A atividade da PK diminuiu em 60 e 40% em pH 4,5 e 8,0,
respectivamente; a atividade da LDH em 40% em ambos pHs e da G6PDH no pH 4,5
em 40% e no pH 8,0 em 30%. Na presenca do cobre, a atividade da HK diminuiu em

40%(P< 0,05) no pH 8,0, da PK aumentou 60% (P< 0,05) em pH 4,5 e 50% em pH 8,0;
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a LDH aumentou em 20% (P< 0,05) no pH 4,5 e a G6PDH diminuiu em 60 % (P< 0,05)
no pH 4,5 a 20 °C. A 30 °C, na presenca de cobre a atividade da HK aumentou em 80%
(P< 0,05) em ambos os pHs; a PFK aumentou em 20% (P< 0,05) no pH 4,5 e 30% no
pH 8,0; a PK aumentou em 120% (P< 0,05) em pH 4,5 ¢ 30% no pH 8,0; a LDH
aumentou em 80% (P< 0,05) no pH 4,5 e 70% no pH 8,0 e a G6PDH em 60% no pH 4,5
e 40% no pH 8,0. Em relagdo a temperatura a atividade da HK diminuiu em 70% (P<
0,05) no pH 4,5 e 150% no pH 8,0, nos grupos controle e nos grupos expostos ao cobre
em pH 8,0 em 30% (P< 0,05) a 30 °C. A PFK teve atividade menor nos controles, cerca
de 30% e nos grupos expostos ao cobre em pH 4,5 diminuiu 20% a 30 °C. A atividade
das enzimas, PK e LDH, ap6s exposi¢do ao cobre, aumentaram em 40% (P< 0,05) e a
G6PDH diminuiu em pH 8,0 cerca de 25% (P< 0,05) a 30 °C (Fig.4).

Na SE, nos grupos controle a atividade da HK aumentou em 50% (P< 0,05) no pH
8,0; a atividade das enzimas PFK, PK, LDH e G6PDH diminuiram em 30-50% (P<
0,05) em pH 4,5 e, no pH 8,0 as enzimas LDH e G6PDH diminuiram em
aproximadamente 50% (P< 0,05) a atividade a 20 °C. Na presenca de cobre, a atividade
das enzimas HK, PFK, PK, LDH ¢ G6PDH aumentaram cerca de 50-70% em ambos
pHs exceto as enzimas HK e PFK que diminuiram em pH 8,0 a 20 °C. A atividade da
HK aumentou em 50 e 200% (P< 0,05) no pH 4,5 e pH 8,0, respectivamente; a
atividade da LDH diminuiu em 30% (P< 0,05) no pH 8,0 e a G6PDH aumentou em 30%
(P<0,05) no pH 8,0 a 30 °C. Em relagio a temperatura, nos grupos controle, a atividade
da HK diminuiu em 70% no pH 8,0, a PFK aumentou em 35% (P< 0,05) no pH 4,5; a
PK diminuiu em 40% (P< 0,05) no pH 8,0 ¢ a LDH aumentou (P< 0,05) cerca de 50%
em pH 4,5 e pH 8,0; a atividade da G6PDH diminuiu em 20% (P< 0,05) no pH 4,5 a 30
°C. Nos grupos expostos ao cobre, a 30 °C, a atividade da HK diminuiu em 30% (P<
0,05) no pH 4,5 e aumentou em 150% (P< 0,05) no pH 8,0; a atividade da PFK
diminuiu em 50% (P< 0,05) no pH 4,5 e aumentou em 45% (P< 0,05) no pH 8,0; a
atividade da PK diminuiu em 60% (P< 0,05) no pH 4,5; a atividade da LDH diminuiu
em 20% (P< 0,05) no pH 4,5 e 50% no pH 8,0 e a G6PDH diminuiu em 20% (P< 0,05)
no pH 4.,5.
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TABELA III. Atividade enzimatica da suspensio eritrocitiria de P. scrofa a 20 e a 30 °C (n=8 em cada
grupo) - estudos in vitro. "P< 0,05 em relagio ao controle - pH 7,0; °P< 0,05 em relagio ao controle — pH
4,5; °P< 0,05 em relagdo ao controle — pH 8,0; 4p< 0,05 em relagdo ao Cu 2 pH 4,5; °P< 0,05 em relagdo
ao Cu *"- pH 8,0. Os valores da tabela representam a média + SEM.

Controle Exposicdo ao cobre
Enzimas (CL50-96 h)
20°C pH 7,0 pH 4,5 pHS,0 pH 4,5 pH 8,0
HK 8,43 £ 0,33 8,15+ 0,51 13,06 £0,76*> 12,29 +£0,42°*" 9,45+0,56%¢
PFK 7,23 +£0,37 5,28 £0,27° 6,88 £0,29° 7,29 +0,43° 5,83 +0,30*
PK 37,79 £ 2,49 29,40 £ 1,63 38,99 £ 1,96 52,52 +2,44*% 49 61+ 3,35%>¢
LDH 33,28 £ 1,85 18,83 £1,04° 20,50 £ 0,79° 23,42 £ 1,40  28,54+1,28>
G6PDH 15,59 £ 0,86 10,68 £ 0,55 9,65 +£0,55° 12,86 £ 0,46 11,15+£0,49°
30°C
HK 16,98 £ 0,72 12,86 £ 0,87* 8,44 +0,48*" 15,68 £ 1,01° 19,4940,56 >4
PFK 8,17+£0,53 8,94 + 0,38 6,58 £0,23 *° 7,94 £ 0,35 7,89 £ 0,33
PK 57,34 £4,02 48,69 £ 2,16 36,29 £1,16*° 56,27 £2,43° 47,43+ 2,17°
LDH 29,90 + 1,87 31,55+ 1,46 30,28 £ 2,17 33,76 £ 1,76 26,41£1,40
G6PDH 15,96 £ 0,62 14,17 £ 0,52 11,52 £ 0,65* 14,24 £ 0,72 12,76 £ 0,47°




56

TABELA IV. Atividade enzimatica do figado de P. scrofa a 20 e a 30 °C (n=8 em cada grupo) - estudos
in vitro."P< 0,05 em relagéo ao controle - pH 7,0; °P< 0,05 em relagdo ao controle — pH 4,5; “P< 0,05 em
relagio ao controle — pH 8,0; “P< 0,05 em relagdo ao Cu **- pH 4,5; °P< 0,05 em relagio ao Cu **- pH 8,0.
Os valores da tabela representam a média + SEM.

Controle Exposicdo ao cobre
Enzimas (CL50-96 h)
20°C pH 7,0 pH 4,5 pHS,0 pH 4,5 pH 8,0
HK 7,75 +£0,32 9,85+ 0,36 11,02+ 0,42° 12,46 £0,95*°  15,76x1,15%><4
PFK 13,06 £ 0,42 11,05 £0,45 12,96 £ 0,47 10,99 £ 0,65 11,02 £ 0,70
PK 34,57 £ 1,01 17,68 £0,99° 24,76 +0,96*° 21,13 +1,08" 30,01+ 1,98 >
LDH 26,33 £ 0,60 21,82 £1,05° 2439+ 1,52 22,59 £ 1,23 24,924+1,23
G6PDH 15,47 £ 0,54 24,57+ 1,48° 19,52 £ 1,19 22,28 +£1,08° 26,26 £ 1,98
30°C
HK 15,68 £ 0,71 9,07 +£0,29* 9,53 +£0,37° 12,06 £ 0,76*"* 11,3940,32°
PFK 19,59 £ 0,57 11,52 £ 0,68* 12,63 £0,67° 8,27 +0,34*¢ 1228 +0,49*
PK 40,19+ 1,18 15,68 £0,85* 2480092  25,03+0,85* 22,51+ 1,45
LDH 32,76 £ 1,01 20,44 £ 0,68 22,28 +1,19° 28,71 1,47  31,06+1,92¢
G6PDH 33,56 £ 0,93 20,67 £0,82*° 23,66 +£0,97* 23,89 £1,02°  2549+0,65
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Figura 4. Atividade enzimatica do Figado de P. scrofa apds exposi¢ao ao cobre in vitro (CLs¢—96
h). As barras representam a média dos valores (+ SEM); Figado a 20 °C (colunas claras) e a 30 °C
(colunas cinza escuras); (n = 8 em cada grupo). *P< 0,05 em relagdo aos controles a 20 e 30 °C;
®P< 0,05 em relagio aos controles e expostos ao cobre a 20 ¢ 30 °C; "P< 0,05 em relagdo a 20 e 30
°C.
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Figura 5. Atividade enzimatica da SE de P. scrofa ap6s exposi¢do ao cobre in vitro (CLs5—96 h).
As barras representam a média dos valores (= SEM); Figado a 20 °C (colunas claras) e a 30 °C
(colunas cinza escuras); (n = 8 em cada grupo). *P< 0,05 em relagdo aos controles a 20 e 30 °C;
®P< 0,05 em relagdo aos controles e expostos ao cobre a 20 e 30 °C; "P< 0,05 em relagio a 20 e 30
°C.

Discussiao
A variagdo do pH juntamente com a mudanga da temperatura da agua aumenta o
efeito do cobre influenciando na sua biodisponibilidade e especiacdo (ver Capitulo 2
desta tese). A temperatura ¢ o pH s3o dois fatores comuns que influenciam a velocidade

das reagdes enzimaticas. A diminui¢do da atividade da HK e da PK no figado, nos
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experimentos in vivo, € o aumento da PFK e da LDH a 20 °C refletiram uma resposta a
temperatura baixa e ao pH da 4gua que provavelmente levou a um desequilibrio i6nico.
O peixe deve dispor de mecanismos para o reparo com gasto de energia (ver Capitulo 2
desta tese) sendo reforcados ainda com niveis aumentados de glicose plasmatica (pH 4,5
a 20 °C). Provavelmente, a glicose estd sendo utilizada pela LDH com a formag¢do de
acido lactico e, pode estar sendo utilizada também pela via da langadeira das pentoses
fosfatos, como mostra a atividade aumentada da G6PDH em controle pH 8,0. A redu¢ao
na concentragdo de glicogénio corrobora com essa hipotese. Embora altas temperaturas
aumentem a atividade de algumas enzimas observamos diminui¢ao na atividade da
PFK, PK e LDH demonstrando que o pH da dgua pode ter influenciado no desempenho
destas enzimas e que, provavelmente a capacidade glicolitica diminuiu neste tecido. A
30 °C o contetdo de glicogénio aumentou nos grupos controle pH 4,5 ¢ 8,0, e
permaneceu constante nos grupos expostos ao cobre o que, provavelmente manteve
constante a concentragdo de glicose. A concentracao de glicogénio manteve-se estavel a
20 e a 30 ° C em todos os tratamentos exceto no grupo controle pH 8,0 a 20 °C que
diminuiu. Esse mecanismo de conservacao de reserva energética parece ser importante
uma vez que o glicogénio ¢ uma fonte de energia de rapida mobilizacao.

O figado que ¢ um o6rgdo vital a0 metabolismo e desintoxicac¢do, e onde ocorre as
maiores alteragdes das rotas metabolicas, utiliza mecanismos para garantir a adaptacao e
sobrevivéncia as alteracdes do meio. O cobre in vivo, induziu mudangas na atividade de
algumas enzimas do figado de curimbatd. O aumento na atividade da HK e da PK,
enzima responsavel diretamente pela produgdo de ATP, em pH 4,5 a 20 °C, indica que
esta havendo mobilizagdo da glicose pela HK, no entanto, houve diminui¢cdo dos niveis
da PFK, enzima regulatoria da via glicolitica e dependente de ATP, e da LDH sugerindo
que a capacidade glicolitica diminuiu neste tecido, provavelmente, devido a fungao
primaria do figado em exportar glicose no sentido de providenciar fonte energética para
outros tecidos. No grupo exposto ao cobre em pH 8,0 observamos o mesmo quadro
exceto para a atividade da HK que também diminuiu. E interessante observar que em
pH 4,5 a 30 °C a atividade da PK diminuiu enquanto que nas demais enzimas ndo houve
alteracdo na atividade provavelmente, o metabolismo dos peixes ndo foi alterado ou o
animal pode ter desenvolvido resisténcia ao metal (sintese de metalotionina) ou uma

adaptagdo.
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Além disso, os niveis aumentados da G6PDH, no figado, nos grupos controle e
grupos expostos ao cobre a 20 e 30 °C, exceto para o pH 8,0 a 30 °C que foram
menores, sugerindo diminui¢do da formagao de NADPH, pode ter um efeito maior no
desvio das pentoses-fosfato, sob condicdes de estresse € no consumo da glicose-6-
fosfato. A atividade da G6PDH, enzima que participa direta ou indiretamente na
decomposi¢cdo de H,O,, tem alta capacidade de gerar NADPH, um importante cofator
necessario para reoxidar a glutationa através da glutationa redutase contrabalanceando a
condi¢do de estresse oxidativo. A G6PDH catalisa a primeira rea¢cdo do desvio da via
pentose-fosfato, isto ¢, a oxidagdo da D-glicose-6-fosfato para 6-fosfoglicona-alactona
através da reduciio simultinea da coenzima NADP". Esta enzima controla a via que tem
por principal fun¢do produzir NADPH, utilizado na biossintese e na protecao da célula
ao estresse oxidativo, e também na via da sintese de ribonucleotideos 5-fosforibosil
pirofosfato, utilizado na sintese de RNA. Esta via ¢ responsavel por aproximadamente
10% do consumo de glicose nos tecidos onde a biossintese de lipideos e esterdides tem
papel fundamental. BAINY et al. (1996) verificaram o efeito de efluentes na represa
Billings (Sao Paulo, SP) em O. niloticus (25 oc; pH 7,0) e determinaram niveis
diminuidos na atividade da G6PDH, no figado, rim e branquias, sendo atribuido ao
estresse.

Na SE dos experimentos in vivo houve pouca variagdo na atividade das enzimas nos
grupos controle, porém, na presenca de cobre em pH 4,5, o aumento da atividade das
enzimas regulatorias a 20 °C indica preferéncia pelo metabolismo oxidativo e,
provavelmente, a glicose esta sendo utilizada por esta via sendo refor¢ado com niveis
diminuidos de LDH enquanto que em pH 8,0 a 20 °C o aumento na atividade das
enzimas HK e LDH sugere preferéncia pelo metabolismo anaerébio com a formacao de
acido lactico, possivelmente a capacidade de captagdo de oxigénio estd diminuida. O
aumento da atividade da LDH pode indicar também aumento da produ¢do de ATP pela
via glicolitica. A 30 °C o aumento na atividade da PK ¢ LDH em pH 4,5 ¢ pH 8,0, na
presencga de cobre, acompanhado de diminui¢do na atividade das enzimas regulatorias
(HK e PFK) indica mobilizacdo da glicose pela via anaerobia sendo que os niveis de
glicose plasmadtica, aumentaram em pH 4,5. Estes resultados mostram uma correlagdo
entre a temperatura, pH da 4gua e concentragdo de cobre, sugerindo aumento do fluxo
glicolitico suportado pelas enzimas PK e LDH. Além disso, a diminuicdo na

concentragdo de glicogénio hepatico indica que estd havendo glicogenolise e o figado
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pode estar exportando glicose para manter os niveis normais de glicose no sangue € em
outros 0rgaos.

Nos experimentos in vitro observamos desempenho similar das enzimas
determinadas no figado nos experimentos in vivo. O aumento da atividade da HK e da
G6PDH e niveis diminuidos de PK ¢ LDH a 20 °C juntamente com niveis diminuidos
da HK, PFK, PK, LDH e G6PDH a 30 °C nos grupos controle sugere que o figado,
devido a fun¢do primaria em regular a concentragdo de muitos metabolitos, apresentou
maior sensibilidade em relagdo a temperatura e pH e mesmo com aumento da
temperatura a atividade das enzimas ndo aumentou. O cobre, a 20 °C, induziu aumento
na atividade da HK e da PK e manteve constante a atividade da PFK enquanto que a 30
°C a atividade das enzimas foi aumentada, sugerindo que a capacidade glicolitica do
tecido pode aumentar na presenga do metal levando provavelmente a um estresse no
metabolismo.

A diminuicdo na atividade da PFK, PK, LDH e G6PDH da SE, em controle pH 4,5 a
20 °C ¢é acentuado nos experimentos in vitro em P. scrofa e somente a atividade da HK
manteve-se estavel sugerindo depressdo metabolica o que pode diminuir a taxa
glicolitica. A atividade diminuida da LDH e da G6PDH em pH 8,0 e aumento da
atividade da HK juntamente com niveis estaveis da PFK e PK indicam que o
metabolismo do animal pode ser mantido pela via aerdbia, nestes grupos. A 30 °C as
enzimas PFK e LDH mantiveram-se estaveis, aparentemente sem influéncia do pH e as
enzimas HK, PK e G6PDH apresentaram niveis diminuidos demonstrando nao haver
preferéncia no metabolismo. Nossos resultados mostram que a atividade destas enzimas
foi dependente da temperatura e do pH. O cobre induziu aumento na atividade das
enzimas regulatorias e associadas da SE, em pH 4,5 a 20 °C, mostrando uma resposta
contraria ao observado em controle enquanto que em pH 8,0, a PFK manteve-se sem
alteracdo com aumento na atividade das demais enzimas, exceto para a HK, sugerindo
estimulo do metabolismo anaerobio e em relagdo ao experimento in vivo observamos a
mesma resposta. O cobre estimulou a atividade da HK e da PK, em pH 4,5 a 30 °C,
inibiu a atividade da PFK e a atividade da LDH foi mantida estavel sustentando a
utilizagdo da glicose por anaerobiose enquanto que em pH 8,0, provavelmente,
prevaleceu o uso da glicose por aerobiose sustentada pelo aumento da atividade das
enzimas regulatorias com diminui¢do da LDH. Estes resultados sugerem que estas

enzimas podem ser estimuladas in vivo entretanto, nos experimentos in vivo exceto para
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a atividade da PK e da LDH que tiveram niveis altos a 30 °C, as demais enzimas nio
aumentaram a atividade na SE. Este comportamento pode ser um possivel caminho na
qual a glicolise anaerobia pode ser favorecida em ambientes que apresentam condigdes
desfavoraveis e tanto a via aerdbia como a anaerdbia foram estimuladas garantindo ao
animal suporte de energia para manutencao dos processos fisiologicos. HILMY et al,
(1985) em sangue de Mugil cephalus expostos ao cadmio (28 mgL™) in vitro,
verificaram inibi¢ao na atividade da LDH.

Em relagdo a concentragdo de glicose no plasma de peixes nossos resultados
corroboram com os de LAUREN & McDONALD (1985) que verificaram em
Oncorhynchus mykiss aumento na concentragdo de glicose e amonia no plasma apods
exposicao ao cobre sendo que os niveis de glicose e amdnia apresentaram correlagao
com a concentracdo de cobre apos 24 h de exposicdo. BROWN et al. (1990) que
verificaram o efeito do pH (4,7-5,6) em Salmo salar observaram aumento na
concentragdo de K" e glicose no plasma, atribuindo este aumento na tentativa do animal
em manter a concentracdo do liquido extracelular e também na manutengdo do
metabolismo de carboidratos. TOTH et al. (1996) observaram aumento na concentragio
de glicose em Cyprinus carpio expostas ao cobre (10 mg/dm’ ; 18-20 ° C, pH 7.8) ¢
BEAUMONT et al. (2000) verificaram o efeito do cobre (0,08 pMolL' — 96h)
associado ao pH acido (5,0) em Salmo trutta observaram hiperglicemia destes animais
atribuida a demanda de energia causada pelo pH 4cido e pelo cobre. ALMEIDA et al.
(2001) verificaram o efeito do cadmio (320-2560 pgL”, 25°C; pH 7.8) em
Oreochromis niloticus e observaram que a concentracdo de glicose aumentou com o
aumento da concentragdo de cadmio no musculo branco. VARANKA et al. (2001)
verificaram o efeito do cobre (10mg.kg"'de peso seco, 13 °C; pH 7,0) em C. carpio ¢
também observaram aumento na concentracao de glicose no plasma.

Nos animais, o glicogénio ¢ armazenado principalmente no figado ¢ no musculo
esquelético servindo como fonte de energia para a contracdo. No figado, o papel
primario do glicogénio ¢ a manutencao da concentracdo de glicose sangiiinea. Segundo
MOON & FOSTER (1995) o conteudo de glicogénio hepatico varia grandemente nos
peixes. O mykiss apresentou valores de 35 a 2000 umol unidades glicosil.g de tecido;
Carassius carassius foi acima de 20.000 umol.100g ' do peso do corpo (4% do peso).
Enquanto que outros teledsteos apresentaram até 1500 pmol.g”’ do peso do corpo

(0,3%). No presente estudo o conteudo de glicogénio foi de 400 a 600 pmol unidades
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glicosil-glicose.g™ e de 100 a 300 umol unidades glicosil-glicose.g”'a 20 e a 30 °C,
respectivamente. O conteudo de glicogénio hepatico aumentado a 20 °C pode ser devido
ao metabolismo diminuido e as diferengas encontradas entre as espécies pode ser
atribuida ao procedimento da amostra (metodologia utilizada) e as caracteristicas das
espécies estudadas.

A PFK representa a enzima chave para coordenar mudangas no metabolismo de
carboidratos em resposta @ mudangas no estado fisioldgico dos animais. Os mecanismos
desta mudanca incluem a fosforilacdo reversa da enzima como também modificagcdao dos
niveis de ativadores alostéricos da PFK (BROOKS & STOREY, 1988). A PFK ¢ uma
enzima regulatoria da via glicolitica e dependente de ATP. A atividade da PFK pode
limitar o fluxo metabdlico através da glicdlise. Sabe-se que algumas espécies de peixes
compensam a atividade metabolica em temperaturas baixas aumentando a atividade de
algumas enzimas (HOCHACHKA & SOMERO, 1968) no entanto, a 20 °C a atividade
das enzimas estudadas no presente trabalho esta diminuido sugerindo que o cobre pode
ter inibido a atividade destas enzimas (PFK e LDH). Estes resultados permitem inferir
sobre o estado fisiologico deste Orgdo, tanto a via aerdbia com a anaerdbia estdo
diminuidas e a glicose pode estar sendo utilizada como fonte de energia para processos
de desintoxicacdo (sintese de MT) para manutengdo da integridade metabolica. S. trutta,
expostas ao cobre em pH 5,0 (0,08 pMol.L™"; 10 °C) nio mostrou alteracdo na atividade
da PFK no musculo branco e vermelho (BEAUMONT, 2000). Em O. niloticus expostos
ao cadmio (320 a 2560 ug.L™"; 25 °C; pH 7.8) a atividade da PFK diminuiu no figado ¢
musculo branco ¢ aumentou no musculo vermelho (ALMEIDA et al., 2001). Segundo
HEATH (1995) o cobre causa diminuicdo nos niveis de ATP no figado de peixes,
atribuindo talvez a demanda de energia neste tecido presumivelmente devido a
processos de desintoxicagao.

Em nossos resultados a atividade da LDH foi mais alta a 20 °C no figado em todos os
tratamentos in vivo exceto na presenca de cobre em pH 4,5 enquanto que, nos
experimentos in vitro a atividade manteve-se estivel. A 30 °C esta enzima teve a
atividade diminuida nos estudos in vivo enquanto que na presenga de cobre, nos estudos
in vitro, foi mais alta demonstrando preferéncia pelo metabolismo anaerdbio neste
orgdo. A mudanga na atividade da LDH, envolvida na producdo de energia, pode estar
relacionada com a ativagdo de mecanismos celulares, devido a agdo do cobre, e deste

modo prevenir a quebra do metabolismo oxidativo.
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O aumento na atividade da LDH foi observado também por HILMY et al. (1985) em
figado, coragdo e branquias de Mugil cephalus expostos ao cadmio (28 mg.L "), TOTH,
et al. (1996) em C. carpio expostas ao fon cobre (10 mg/dm’; 18-20 °C, pH 7.,8), O.
niloticus expostos ao cadmio (320 a 2560 pg.L"'; 25 °C; pH 7,8) durante 7 dias, no
musculo vermelho e nenhuma alteragdo no figado e no musculo branco (ALMEIDA et
al., 2001).

Resultados diferentes foram observados por ANTOGNELLI et al. (2003) em Sparus
auratus expostos ao cobre (0,1-0,5 ppm; 20 °C) que verificaram diminui¢io na
atividade da LDH no figado destes animais. Relatos sobre o efeito de outros metais na
atividade da LDH sao os de GILL ef al.(1990) em Puntius conchonius, expostos ao
mercurio (181 pg.L"; 17 °C; pH 7,1) que mostraram aumento da atividade da LDH nos
musculos cardiaco e esquelético e diminuigdo no figado e branquias, apesar de ndo ter
sido significativa enquanto que em Carassius auratus € Perca flavescens, expostos ao
mercurio (0,25 e 30 ;,tg.L'l; 17 0C; pH 5,7) mostraram diminui¢ao na atividade da LDH
no musculo e no figado, ndo sendo observado alteragdo na atividade da PK
(NICHOLLS et al., 1989).

A LDH ¢ fundamental em processos envolvendo o metabolismo glicidico. Essa
enzima catalisa a interconversdo do lactato a piruvato, com suporte coenzimatico do
sistema NAD/NADH+H" sendo essencial para o suprimento de NAD" para a reagio
acoplada da gliceraldeido fosfato desidrogenase, e desta forma, direcionar a finalizagao
aerdbia ou anaerdbia da via glicolitica, frente as necessidades metabdlicas do tecido.

O cobre, nos experimentos in vitro, estimulou a atividade de todas as enzimas
analisadas no figado, com excecdo da PFK, sendo este efeito independente da
temperatura demonstrando que a glicélise anaerdbia pode prevalecer como estratégia do
animal para manutencao de energia no figado.

Alguns trabalhos relataram o efeito de metais in vitro porém em relacdo aos peixes
poucos descrevem a agdo dos metais na atividade de enzimas. HILMY et al (1985)
verificaram inibi¢do na atividade da LDH em figado, coragdo e branquias de Mugil
cephalus expostos ao cadmio (28 mg.L'l), in vitro. ISANI et al. (1994) verificaram
inibi¢do da atividade da PK no figado e no musculo de Dicentrarchus labrax L. ap6s
adicdo in vitro de cobre e zinco (0,2 — 5,0 mM), estes autores verificaram também que o
figado foi mais sensivel ao cobre. Estes resultados demonstram a complexidade das

respostas enzimaticas. Segundo VOGIATZIS & LOUMBOURDIS (1999) os metais
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como cadmio, cobre e mercurio podem interferir no metabolismo celular imitando a
acdo de cations divalentes, especialmente o célcio, que sdo utilizados na ativacdo ou
inibi¢do de varias enzimas.

A elevagdo da temperatura resulta no aumento da taxa metabdlica, em peixes, de
acordo com a temperatura do corpo, entretanto, no presente estudo, a exposi¢cdao de P.
scrofa ao pH baixo e alto em concentragdes de cobre correspondentes a CLsp-96h pode
explicar em parte a diminui¢do da atividade de algumas enzimas (PFK, PK e LDH) a 30
°C uma vez que a velocidade das reagdes quimicas, especialmente as reagdes
enzimaticas, sao altamente dependentes da temperatura.

Em relagdo as enzimas determinadas no figado, existe tendéncia a uma maior
sensibilidade aos efeitos do cobre e do pH a 30 °C levando a ajustes bioquimicos e
fisiologicos. As respostas sdo imediatas e incluem ativagdo da glicélise anaerdbia e
provavelmente a quebra de creatina fosfato com aumento da producdo de ATP, no
musculo, a0 mesmo tempo em que a fosforilagdo oxidativa pode estar limitada devido a
indisponibilidade de oxigénio.

A depressdo metabdlica ¢ um fator chave na anaerobiose facultativa, este caminho
pode ser feito pelos animais para economizar energia ou reservas energéticas diante de
um estresse ambiental. A variagdo na atividade méaxima das enzimas glicoliticas e
associadas no figado e sangue pode estar correlacionado com os diferentes tratamentos
e com a fun¢do dos tecidos. Estas alteracdes na atividade podem contribuir para a
diminui¢do no crescimento ¢ também para o acimulo do metal nos animais. No caso do
figado, a exposicao ao cobre levando a mudangas na atividade de algumas enzimas pode
sugerir a indugdo de metalotioninas e/ou outras proteinas que se liguem ao metal.

A falta de correlagdo, na atividade de algumas enzimas, entre inibi¢do in vivo e in
vitro pode ser explicada por barreiras celular ou de tecido que podem excluir cations
especificos de sitios ativos. A ativagdo in vivo pode ser indiretamente por mecanismo
enddcrino como em mamiferos, outros mecanismos podem ser postulados como
interacdo entre reguladores e cofatores.

Estudos mais aprofundados sao necessarios para elucidar o mecanismo de acao dos
metais dentro da célula, incluindo a rota de entrada e sua interacdo com receptores na
membrana plasmatica. O estudo de atividades enzimaticas e metabodlicas dos

organismos aquaticos ¢ essencial porque permite compreender os efeitos fisiologicos e
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bioquimicos e consequentemente inferir as alteracdes na autoecologia da espécie

estudada frente a adicdo de novos quimicos no ambiente aquatico ou marinho.
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CAPITULO 5

INDUCAO DE METALOTIONINA NO FIGADO DE PROCHILODUS SCROFA APOS EXPOSICAO

AO COBRE: INFLUENCIA DO PH E DA TEMPERATURA

RESUMO

As metalotioninas (MTs) sdo proteinas de baixo peso molecular que se ligam aos metais e, portanto, t€ém
sido utilizadas como biomarcadores de contaminagdo ambiental por metais. A metalotionina (MT) foi
induzida no figado de curimbatd, Prochilodus scrofa apds exposi¢do ao cobre em agua com pH 4,5 e pH
8,0 nas temperaturas de 20 e 30 °C. P. scrofa jovens foram expostos a concentra¢des de cobre (CLs0-96
h) em 4gua com pH 4,5 (98 + 0,9 p.L") e 4gua com pH 8,0 (16 + 0,2 pg.L™") a 20 °C e em 4gua com pH
4,5 (88 + 0,8 ug.L™") e agua com pH 8,0 (14 + 0,5 ug.L™") a 30 °C. O actimulo de cobre no figado foi
significativamente maior (p < 0,05) nos animais expostos ao cobre em relacdo aos controles e
significativamente maior (p < 0,05) nos animais expostos ao cobre em agua com pH 8,0 em relagdo ao
pH 4,5 a 30 °C. Em relagdo as duas temperaturas o acamulo de cobre foi significativamente (p < 0,05)
maior na temperatura de 20 °C. Uma proteina de baixo peso molecular (< 15 kDa) ligada ao cobre (MT)
foi isolada por cromatografia de troca idnica DEAE-Sepharose e identificada em SDS-PAGE do figado
de peixes expostos ao cobre em ambos pHs mas ndo nos grupos controle. A inducdo da MT foi mais
evidente nos animais expostos a baixa concentracdo de cobre na agua (CLsp-96 h em pH 8,0) mostrando
uma relacdo inversa entre concentragcdo de cobre na dgua e acimulo de cobre no figado. A concentragdo
de MT, no figado, foi significativamente maior em pH 4,5 € pH 8,0 a 30 °C. Nossos resultados indicam
que a tomada de cobre pelo animal e as caracteristicas da agua na toxicidade do cobre sdo os fatores
principais na indugdo de MT no curimbatd, e ndo somente a concentragdo de metal na agua.

Introducio

O aumento de metais na dgua induz a sintese de metalotionina (MT), uma proteina
citossolica de baixo peso molecular. A MT contém aproximadamente 25-30 % de
cisteina na molécula, auséncia de aminoacidos aromadticos e histidina. Esta proteina
apresenta similaridade na massa molecular, espectro de absor¢do, ponto isoelétrico e
composicdo de aminoacidos, em diferentes espécies (KITO et al., 1982a; LEY et al.,
1983; DUTTON et al., 1993; CANLI et al., 1997; LEUNG & FURNESS, 1999). A MT
¢ o primeiro sistema de defesa da célula contra metais e um marcador bioquimico em
potencial na contaminacdo de metais (OLSVIK et al., 2000; BRAGIGAND &
BERTHET, 2003). Os grupos de cisteinas-SH da MT ligam-se aos ions metais dos
grupos I-B e II-B da tabela periédica, como Zn **, Cd **, Hg ** e Cu *" prevenindo sua
acdo toxica e danos celulares. Dessa forma, a MT contribui para a desintoxicacido de
metais e, consequentemente, aumenta a tolerdncia dos peixes aos metais (NOEL-
LAMBOT et al., 1978; HAMILTON & MEHRLE, 1986; HAO et al., 1993; DUTTON
et al., 1993; SCHLENK et al., 1999; AHMAD et al., 2000; CAJARAVILLE et al.,
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2000; LINDE et al., 2001). Esta proteina (MT) tem sido identificada em varios 6rgaos
de peixes expostos a metais (DANG et al., 1999; AHMAD et al., 2000; OLSVIK et al.,
2000; BRAGIGAND & BERTHET, 2003; MAYER et al., 2003) sendo o figado o 6rgao
no qual tem sido encontrada em concentragdes mais altas (KITO et al., 1982 b;
AHMAD et al., 2000; OLSVIK et al., 2000).

A contaminagdo dos ambientes naturais por despejos industriais e a utilizacdo de
sulfato de cobre no controle de proliferagao de algas e ictioparasitas em piscicultura
pode levar a sérios danos nos peixes. Além disso, acidentes ecoldgicos ocasionais
podem agravar este cenario se ocorrerem mudangas drasticas no pH da agua,
principalmente em ambientes caracterizados por serem pobres em ions e dgua leve os
quais tem baixa capacidade de tamponamento. A temperatura também € um importante
fator na toxicidade do metal pois oscilagdes na temperatura alteram a taxa metabolica
de muitos organismos ¢ influenciam na demanda de energia. O efeito da variacao da
temperatura na toxicidade do metal ¢ complexo, ela pode modificar o grau de letalidade
e a biodisponibilidade do metal em determinadas espécies (LEMUS & CHUNG, 1999).

O presente estudo investigou a indu¢do da MT no figado de Prochilodus scrofa, apds
exposi¢do ao cobre (CLsp-96 h) em aguas com pH 4,5 e pH 8,0 a 20 e 30 °C. Esta
espécie vive em agua leve e pobre de ions e estudos anteriores relataram a baixa
tolerancia ao cobre (MAZON & FERNANDES, 1999) a qual ¢ afetada pelo pH da dgua
(TAKASUSUKI, 2000; CARVALHO & FERNANDES, 2001) mas alta tolerancia a
variagoes de temperatura (BARRIONUEVO & FERNANDES, 1995, 1998;
FERNANDES et al., 1995) e variagdes de pH na dgua (TAKASUSUKI, 2000).

Material e Métodos

Animais

Exemplares jovens de P. scrofa (W= 15-25g; 10-15 cm) fornecidos da Estagdo de
Hidrobiologia e Aquicultura da Hidroelétrica de Furnas, Furnas, MG, Brasil, foram
mantidos em tanques de 1.000 L a 25 + 1 °C com fluxo continuo de agua (pH = 7,3 +
0,2; condutividade = 8,3 £ 0.3 uS e dureza = 24,5 + 0,2 mg L T como CaCOs) ¢
aeracdo constante (100 % de saturagdo de O,) durante 30 dias. Apds aclimata¢do ao
laboratdrio dois tanques com 500 animais cada foram utilizados para a aclimatagdo a 20
°C e a 30 °C. A temperatura da agua foi diminuida ou aumentada em 1 °C a cada dois

dias até chegar a 20 °C ou 30 °C com auxilio de um resfriador de liquidos (RT 20.00)
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ligado a um controlador de temperatura (termostato FULL GAUGE) ou um aquecedor
(2000 W) conectado a um termostato e entdo os peixes foram mantidos nesta
temperatura por 30 dias até o inicio dos experimentos. As caracteristicas fisicas e
quimicas da 4gua foram as mesmas descrita acima exceto para a temperatura. O
fotoperiodo do laboratorio foi de 12 horas. Os animais foram alimentados com ragao
balanceada para este espécie. O pH, dureza e alcalinidade da agua foram similares aos
encontrados para P. scrofa em seu habitat natural e a temperatura representa a média

minima ¢ maxima dos valores durante o inverno ¢ verao (CETESB 1994-2000).

Procedimento Experimental

Foram utilizados aquérios de vidro com capacidade de 200 L de agua e 8 exemplares
de P. scrofa distribuidos aleatoriamente em cada aquario de forma a ndo ultrapassar o
méximo de 1 g de peixe L™, A 4dgua dos aquarios dos grupos controle (sem cobre) foi
ajustada para pH 4,5 (n = 8) e pH 8,0 (n = 8). Na agua dos aquarios dos grupos expostos
ao cobre foi adicionado cobre e o pH ajustado para 4,5 (trés aquérios, n = 8§ em cada
aquario) e 8,0 (trés aquarios, n = 8 em cada aquario) em ambas as temperaturas. A
concentragdo de cobre (CLs-96 h) adicionada em cada aquério em 4gua com pH 4,5 foi
98 £0,9 ug.L'le em agua com pH 8,0 de 16 £ 0,2 ug.L'1 a 20 °C e em 4gua com pH 4,5
foi de 88 + 0,8 pg.L™"' e em agua com pH 8,0 de 14 + 0,5 pg.L™" a 30 °C para P. scrofa
(CARVALHO & FERNANDES, 2001). A temperatura da &gua dos aquarios foi
mantida a 20 ¢ 30 °C.

As caracteristicas fisicas e quimicas da dgua dos aquérios de todos os grupos foram
mantidas constante durante o experimento ¢ foram as mesmas durante o periodo de
aclimatacdo (exceto o pH e a concentragdao de cobre nos grupos expostos ao cobre). O
cobre (agente quimico — ion Cu) foi adicionado a 4gua na forma de sulfato de cobre
(CuS04.5H,0) e a concentragdo de cobre na dgua foi medida por espectrofotdmetro de
absorc¢do atdmica. Nao foi detectado cobre na dgua dos aquarios dos grupos controle. O
pH foi ajustado para 4,5 com a adi¢do de acido sulfurico (H,SO,) concentrado e para
8,0 com a adi¢do de hidroxido de s6dio (NaOH) 2,0 M. Apds a mudanga do pH, as
temperaturas foram estabilizadas em 20 ¢ 30 °C antes da transferéncia dos animais para
0s aquarios.

Apobs 96 h nos aquarios experimentais 0s animais sobreviventes dos grupos controle

e grupos expostos ao cobre em agua com pH 4,5 ¢ 8,0 foram sacrificados por sec¢io da
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medula, o figado foi dissecado e lavado em tampdo Tris- HCl 10 mM (pH 7,4) a 4 °C.
Amostras de figado foram utilizadas para determinacdo de acumulo de cobre e
determinagdo da MT. Para a determinagdo da MT o figado foi homogeneizado em
tampao Tris- HCl 10 mM (pH 7,4) na propor¢do de 3 volumes de tampao para 1g de
figado em homogenizador do tipo Potter-Elvehjem. O homogenado foi centrifugado a
13,500 Xg (HERMLE Z 323 K) durante 40 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado

para determinagdo da MT e proteina total.

Acumulo do cobre no figado

O figado dos animais dos grupos controle e grupos expostos ao cobre em agua com
pH 4,5 e 8,0 foram pesados e secados a 60 °C até o peso manter-se constante. Os tecidos
foram digeridos em mistura de H,SO4 € H,O, (1:1) a 60 °C e a analise do actimulo de
cobre foi efetuada utilizando-se o espectrofotometro de absorcao atdmica (AA 12/1475

GEMINI).

Determinagdo da metalotionina na fragado citossolica em Sephadex G-75

A MT foi determinada de acordo com o método descrito por AHMAD et al. (2000),
com algumas modificagdes. Aliquota de 1 a 1,4 mL do sobrenadante do homogeneizado
de figado dos grupos controle e expostos ao cobre em pH 4,5 e 8,0 foi adicionada
individualmente a uma coluna (2,5 x 40 cm) de Sephadex G-75 (Sigma) previamente
equilibrada com tampédo Tris-HCI 10 mM, pH 7,44. A coluna de Sephadex G-75 foi
eluida com o mesmo tampéo e o fluxo ajustado para 1 mL/1 minuto a 25 °C com auxilio
de um coletor de fragdes. As fragdes coletadas foram de 2 mL e a absorbancia de cada
fracdo foi lida em 280 nm em espectrofotometro (GENESYS 5). As fragdes foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 5 e 15 %, a 120 V, 23
mA, durante 2 horas como descrito por LAEMMLI (1970), corado com Comassie Blue
R-250 0,15 % e descorado em solugdo de metanol e 4cido acético glacial. A
concentracdo de proteina foi determinada pelo método de LOWRY et al. (1951),
utilizando-se como padrdo protéico a albumina sérica bovina. A concentragdo de cobre
de cada fragdo foi determinada diretamente em espectrofotdmetro de absor¢do atdmica

AA 12/1475 GEMINI.

Isolamento da metalotionina
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As fragdes proteicas de baixo peso molecular (Sephadex G-75) do extrato de figado
dos grupos controles e expostos ao cobre em agua com pH 4,5 e pH 8,0 foram aplicadas
em coluna (0,7 x 2,5 cm) de DEAE-Sepharose (Sigma) previamente equilibrada com
tampdo Tris-HC1 20 mM, pH 7,44 em fluxo 1 mL/1 minuto a 25 °C com auxilio de um
coletor de fragdes. A absorbancia da fragdes foram lidas a 280 nm até que a leitura nao
mais indicasse a presenga de proteina. A MT foi eluida em um gradiente linear de NaCl
0,5 M e o espectro de absorbancia da proteina eluida foi determinado a 210-350 nm em
cubetas de quartzo.

As fracdes coletadas foram aplicadas em eletroforese de gel de poliacrilamida sodio
dodecyl sulfato de poliacrilamida (SDS-PAGE) 5 e 15 %. A concentracdao de cobre das
fracdes foi determinada diretamente em espectrofotometro de absor¢cdo atomica AA

12/1475 GEMINI.

Analise Estatistica

Os dados de acimulo de cobre no figado e concentragdo de metalotionina estdo
apresentados como média =+ SEM. Os dados foram analisados aplicando-se ANOVA
para verificar se havia diferenga entre os tratamentos e teste de Tukey com 95 % de
limite de confianga quando as médias dos dados foram significativas. Todas as andlises
foram feitas utilizando-se o programa software Instat for Windows (GraphPads

software, San Diego, CA).

Resultados

Nenhum peixe dos grupos controle morreu. A porcentagem de peixes sobreviventes
dos grupos expostos ao cobre (CLsp—96h) em dgua com pH 4,5 ¢ pH 8,0 a 20 °C foi de
48 e 52 %, respectivamente € a 30 °C de 50 e 46 %, respectivamente. Na temperatura de
20 °C ndo houve diferenga significativa no acimulo deste metal em relagdo a variagdo
de pH, no entanto, entre as temperaturas, houve maior acimulo de cobre nos animais a
20 °C. Nos animais expostos ao pH 8,0, o acimulo de cobre, foi significativamente

maior (p < 0,05) do que os animais expostos ao pH 4,5 a 30 °C (Fig. 1).
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Figura 1. Acimulo de cobre no figado (ug.g” peso seco) de P. scrofa dos grupos controles e
dos grupos expostos ao cobre a 20 (colunas claras) e 30 °C (colunas escuras) (n=6 em cada
grupo). *P< 0,05 em relagdo aos seus controles - pH 4,5 e pH 8,0; “P< 0,05 em relagdo ao cobre
—pH 4,5 e pH 8,0; + P< 0,05 em relagdo a temperatura.

Metalotionina na fragdo soluvel de figado

Amostras de figado de P. scrofa dos grupos expostos ao cobre (CLsp—96h) em dgua
com pH 4,5 ¢ pH 8,0 a 20 e 30 °C foram aplicadas em coluna de Sephadex G-75 ¢ a
concentragdo de cobre determinada em cada fracdo ¢ mostrada nas Figuras 2, 3, 4 ¢ 5.
Varios picos de proteina foram observados nestas fragdes mas somente os picos das
fracdes 21 e 22 das amostras de figado dos animais expostos ao cobre em agua com pH
4,5a 20 °C (Fig. 2A), fracdes 18, 19 ¢ 20 das amostras de figado dos animais expostos
ao cobre em agua com pH 8,0 a 20 °C (Fig. 3A), fragdo 22 da amostra de figado dos
animais expostos ao cobre em agua com pH 4.5 a 30 °C (Fig. 4A) e fracdes 18, 19 ¢ 20
das amostras de figado dos animais expostos ao cobre em agua com pH 8,0 a 30 °C
(Fig. 5A) corresponderam a proteina de baixo peso molecular (MT) e na leitura de
cobre exibiram alta concentrag@o deste metal. As fracdes de proteina reveladas em SDS-
PAGE das fragdes descritas acima confirmaram a presenca da proteina de baixo peso
molecular (MT) cuja massa molecular foi menor do que 15 kDa (Figs. 6A e Ce 7A e
C). O padrao proteico do figado foi o mesmo independente do pH da dgua na qual os
animais foram submetidos. Entretanto, houve uma maior intensidade na proteina de
baixo peso molecular em peixes expostos ao cobre em agua com pH 4,5 ¢ 8,0 2 20 °C ¢

pH 8,0 a 30 °C (Fig. 6A ¢ C; 7C).
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Figura 5. Perfil cromatografico da fragao citosolica do figado de peixes expostos ao cobre em pH 8,0
—30 °C (CLs5p-96h) purificada da coluna de Sephadex G-75; (A) animais expostos ao cobre; (B)
animais controle. A fragdo de proteina foi eluida com tampao Tris-HCI 10 mM, pH 7.44.
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Figura 6. Purificacdo da MT do figado de curimbata, expostos ao cobre em pH 4,5 (A) e controle pH
4,5 (B); exposto ao cobre em pH 8,0 (C) e controle pH 8,0 (D) a 20 °C, parcialmente purificada em gel
de filtragdo Sephadex G-75. O marcador de massa molecular — PMM (225, 50,100,75,50,35,25,15 ¢
10 KDa) foi aplicado na primeira coluna.

m Cobre (mg.L'l)
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Figura 7. Purificacdo da MT do figado de curimbata, expostos ao cobre em pH 4,5 (A) e controle pH
4,5 (B); exposto ao cobre em pH 8,0 (C) ¢ controle pH 8,0 (D) a 30 °C, parcialmente purificada em gel
de filtragdo Sephadex G-75. O marcador de massa molecular - PMM (225, 50,100,75,50,35,25,15 ¢
10 KDa) foi aplicado na primeira coluna.

Isolamento da Metalotionina

Fragdes da coluna de Sephadex G-75 com alta concentracdo de cobre foram
aplicadas em cromatografia de troca idnica DEAE-Sepharose resultando em dois picos
de proteina nos peixes expostos ao cobre em ambos os pH e temperaturas (Figs. 8 € 9).
O cobre esteve presente nestas fracdes como mostrado nas Figs. 8 e 9. A eletroforese
em SDS-PAGE mostrou que as fragdes 4-7 e 2-5 (Figs. 10 A e B) dos animais expostos
ao cobre em agua com pH 4,5 ¢ 8,0 a 20 oc, respectivamente, e fragdes 2, 3 e 20 (Fig.
10C)e 2,3 e 13 (Fig. 10 C) dos animais expostos ao cobre em agua com pH 4,5 ¢ 8,0 a
30 °C, respectivamente, correspondem a MT (massa molecular menor que 15 kDa). A
intensidade destas bandas de proteinas de baixo peso molecular foi maior nas fragdes de
peixes expostos ao cobre em agua com pH 8,0 nas duas temperaturas estudadas. A
fracdo 20 de proteina (Fig.10 A) dos grupos de peixes expostos ao cobre em adgua com

pH 4,5 a 20 °C ndo apresentou uma banda correspondente a MT e a fragdo 22 de



78

proteina (Fig.10 B) dos grupos de peixes expostos ao cobre em dgua com pH 8,0 a 20
°C apresentou varios contaminantes proteicos € uma banda correspondente a MT. A
fracdo 20 de proteina (Fig.10 C) dos grupos de peixes expostos ao cobre em dgua com
pH 4,5 a 30 °C ndo apresentou uma banda correspondente a MT além de apresentar
contaminantes proteicos.

Amostras de figado de P. scrofa dos grupos controles em agua com pH 4,5 e pH 8,0
fracionados em Sephadex G-75 (Figs. 2B, 3B, 4B ¢ 5B) também apresentaram varios
picos de proteina e exibiram perfil proteico similar aos peixes expostos ao cobre porém
na analise em SDS-PAGE nao foi evidenciado a presenca de MT. A concentracdo de
cobre nestas fracdes foi baixo.

A concentragdo de proteina purificada da cromatografia de troca i6nica — DEAE
Sepharose no figado de P. scrofa foi 126,8 £ 21,54 ¢ 167,4 + 25,61 ng MT/g tecido nos
animais expostos ao cobre em pH 4,5 e pH 8,0 a 20 OC, respectivamente, e em pH 4,5 ¢
pH 8,0 a 30 °C foi 710 + 7,9 ¢ 1006 + 61,20 pg MT/g tecido, respectivamente nio
apresentando diferenca significativa entre os pHs e temperatura. Entretanto, houve
diferenca significativa (p < 0,05) na concentragdo de proteina em relacao a temperatura

com maior concentragdo nos animais aclimatados a 30 °C.
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Figura 8. Perfil cromatografico da fragado citosolica da MT do figado de curimbata expostos ao cobre
em pH 4,5 — 20°C (A) e 30 °C (B) (CLs-96h) purificada da coluna de DEAE-Sepharose. A eluigio foi
desenvolvida utilizando-se um gradiente linear de NaCl.
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Figura 9. Perfil cromatografico da fragdo citosolica da MT do figado de curimbata expostos ao cobre
em pH 8,0-20 °C (A) e 30 °C (B) (CLs-96h) purificada da coluna de DEAE-Sepharose. A elui¢ao foi
desenvolvida utilizando-se um gradiente linear de NaCl.
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Figura 10. Purificagdo da MT do figado de curimbata em DEAE-Sepharose, expostos ao cobre em pH
4,5 (A) e 8,0 (B) —20°C e expostos ao cobre em pH 4,5 ¢ 8,0 — 30 °C (C). O marcador de massa
molecular — PMM (225, 150,100,75,50,35,25,15 ¢ 10 KDa) foi aplicado na primeira coluna.
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Discussao

Nossos resultados evidenciam um aspecto importante relacionado ao efeito do pH na
toxicidade do cobre e indugdo da MT. O efeito do pH na toxicidade do cobre (CLso—
96h) em peixes depende da biodisponibilidade do ion metal na agua (STUMM, &
MORGAN, 1981). Entre as espécies dominantes de cobre (Cu2+, CuHCO;", CuCOs,
Cu(OH),), detectadas na agua inspirada em peixes, a concentragdo de ion cobre livre
(Cu®"), a espécie quimica mais toxica, ¢ a forma dominante (acima de 80%) em pH 6,0
ou abaixo deste valor enquanto que em agua com pH 8,0 a forma Cu(OH), ¢ a espécie
quimica dominante (90%) (TAO et al., 2001). Alguns trabalhos relatam que a
toxicidade do cobre ¢ mais alta em pH baixo entretanto, a toxicidade do cobre para P.
scrofa foi menor em pH baixo como evidenciado pela CLsp-96h em pH 4,5 (98 + 0,9
ngCu L' a 20 °C e 88 + 0,8 ngCu L™ a 30 °C) e cerca de 6 vezes mais alta do que em
agua com pH 8,0 (16 £ 0.2 pgCu L' a 20 °C e 14 + 0,5 pgCu L' a 30 °C)
(CARVALHO & FERNANDES, 2001) sugerindo um acentuado efeito do Cu(OH),
nestas espécies. Isto pode estar relacionado com a tomada de cobre pelas branquias que
envolve a ligagdo do cobre na superficie branquial. A competicio do H e do Cu®" por
sitios de ligacdo do Ca’" na membrana branquial tem sido proposto como a principal
razdo para diminuir a toxicidade do cobre em pH baixo (MEADOR, 1991). A
concentracdo reduzida de H™ e os baixos niveis de Ca>" em 4gua pobre de ions ¢ 4gua
mole favorecem a ligagdo do Cu®" na superficie da membrana branquial facilitando a
tomada de cobre e, consequentemente, aumentando a toxicidade deste metal em agua
com pH alto.

O maior acamulo de cobre no figado de P. scrofa expostos ao cobre (CLsc—96h) em
agua com pH 8,0 a 20 °C, no presente estudo, juntamente com os resultados de aciimulo
de cobre no figado de P. scrofa expostos a 29 pgCu.L”' (CLs—96h, pH 7,3 a 25 °C)
(MAZON & FERNANDES, 1999; MONTEIRO, 2001) e expostos a 200 e 14 ugCu.L"
(CLso—96h, pH 4,5 e pH 8,0, respectivamente, a 25 °C) (ARAUJO et al., dados nio
publicados) suportam esta hipotese.

Apds a exposi¢do ao cobre o maior acamulo de cobre no figado foi a 20 °C. Sabe-se
que com aumento da temperatura a taxa metabolica também aumenta facilitando a
excrecdo do metal. O acimulo de metais nos animais depende da concentra¢do, do

tempo de exposi¢do, da tomada de metal e da velocidade de excre¢ao sendo estes dois
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ultimos fatores importantes no acimulo do metal e evidenciado no presente trabalho a
30 °C, aonde estes efeitos estdo acentuados. Entretanto, LEMUS & CHUNG (1999)
verificaram maior acimulo de cobre em Petenia kraussii a 30 °C do que a 22 °C. Além
disso, nossos resultados mostram que a concentracdo de MT no figado dos animais
expostos ao cobre a 20 °C foi cerca de 7 vezes menor do que nos animais expostos ao
cobre a 30 °C. O efeito observado do cobre neste estudo sugere que este metal interfere
diferentemente nos processos fisioldgicos, como por exemplo, na regulagao de ions,
respiracao, excrecao e processos enzimaticos e que o figado tem papel fundamental no
metabolismo. Neste caso podemos sugerir que a 30 °C o metabolismo do animal esta
sendo desviado para a sintese de MT na tentativa de diminuir os efeitos do cobre
enquanto que em 20 °C, o metabolismo, provavelmente, estd baixo diminuindo a
excrecdo do metal. Nossos resultados mostram que a temperatura e a variagdo do pH
influenciaram na tomada de cobre e na indu¢ao da MT no figado de curimbata.

A variacao do pH associado a mudangas na temperatura pode levar a mudancas
compensatorias na atividade e/ou na concentragdo de enzimas em peixes.
HOCHACHKA & SOMERO (1973) relataram que organismos ectotérmicos,
particularmente, peixes, utilizam de estratégias bioquimicas como sintese de MT e
alteracdo na atividade e/ou concentracdo de enzimas, para manter a homeostase durante
oscilagdes na temperatura, pH, oxigénio dissolvido ou outros fatores fisico-quimicos da
agua.

Os resultados do presente estudo sugerem um acentuado efeito do pH da 4gua na
toxicidade do cobre em agua com pH 8,0 (CLsp—96h = 16 ¢ 14 pgCu.L™" a 20 e 30 °C,
respectivamente) e influéncia da temperatura no acimulo de cobre no figado que pode
estar relacionado com a tomada de cobre pelas branquias e velocidade de excregdo.
Estudos anteriores com esta espécie relatam altos niveis deste metal no figado quando
expostos a 29 pgCu.L™ (CLse—96h para o cobre, 4gua com pH 7,3; 25 °C) (MAZON &
FERNANDES, 1999; MONTEIRO, 2001). A temperatura da dgua tem efeito menor na
CLs50—96h para o cobre como evidenciado por valores na CLsy para o cobre em agua
com pH 4,5 (CLsp—-96h = 200 pgCu.L™") e pH 8,0 (CLsc—96h = 0,14 pgCu.L™") a 25 °C
(TAKASUSUKI, 2000).

O actimulo de cobre no figado de P. scrofa coincidiu com a expressdao da MT neste
orgdo em todos os tratamentos. A inducdo da MT hepatica em P. scrofa exposto a este

metal foi evidenciado pela ligacdo do cobre a proteinas de baixo peso molecular (ver
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Figs. 2-5 e 6-7) e, a auséncia desta proteina em peixes de grupos ndao expostos ao cobre
(grupos controles — Figs. 6B e D e 7B e D). O peso molecular da MT hepética do figado
de P. scrofa foi menor do que 15 kDa (eletroforese em SDS-PAGE) e similar a massa
molecular encontrada em Channa punctatus (14.4 kDa) (AHMAD et al., 2000). Em
geral, a MT varia de 9-15 kDa nos animais, incluindo os peixes (OLAFSON &
THOMPSON, 1974; NOEL-LAMBOT et al., 1978; YAMAMOTO et al., 1978; KITO
et al., 1982a; McCARTER et al., 1982; CANLI et al., 1997) entretanto, massa
molecular menor para a MT tem sido encontrada em algumas espécies de peixes (HAO
etal., 1993; OLSVIK et al., 2000).

Nos animais do grupo controle, a auséncia da MT na fragao citossolica do figado nao
significa que a MT ndo estava presente em peixes destes grupos mas que o seu nivel
basal provavelmente estava baixo ndo sendo possivel detectar em gel de filtracdo
Sephadex G-75 e eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE.

A indugdo da MT por exposi¢do ao metal tem sido encontrada mais alta no figado do
que em outros orgaos (OLSVIK et al., 2000); isto pode estar relacionado com a rota de
contaminagdo pelo cobre e desintoxicagdo. Com excecdo dos orgdos que tém contato
direto com o cobre, cobre ¢ transportado pela circulagdao sangiiinea para o figado aonde
¢ metabolizado. O cobre no figado induz a sintese de MT a qual sequestra o metal
prevenindo a sua acao toxica (McCARTER et al., 1982; KININGHAM & KASARKI,
1998). Consequentemente o cobre se acumula no figado e a sua presenga em outros
orgdos ocorre somente quando a capacidade de estoque do metal no figado torna-se
saturada. Além disso, a MT parece estar envolvida no transporte intracelular de cobre e
zinco participando no metabolismo de metais essenciais (NOEL-LAMBOT et al., 1978;
KITO et al., 1982a,b; ROMEO et al., 1997; CAJARAVILLE et al., 2000; LINDE et al.,
2001). A indugdo da MT simultaneamente com aumento de glicocorticoides,
lipopolissacarideos, interleucina-1 e oa-interferon durante a maturagdo sexual e
condicdes de estresse fortalece o papel desta proteina na regulagdo da homeostase de
metais (SIMKISS & TAYLOR, 1981; DUTTON et al., 1993; SCHLENK et al., 1999;
OLSVIK et al., 2000).

Viérios estudos sugerem que a concentragdo de MT no figado depende da
concentragdo do metal na dgua ou no alimento (McCARTER & ROCH, 1983, 1984;
OLSVIK et al., 2000). McCARTER & ROCH (1983, 1984) relataram aumento da MT

com aumento da concentracdo de cobre na dgua. Recentemente, OLSVIK et al. (2000)
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relataram aumento na indu¢ao da MT em Salmo trutta de rios contaminados por metais
acompanhado de aumento na concentracdo de metal na agua. Entretanto, ndo foi
observado correlagdo entre a concentragdo de zinco na agua e indugcdo de MT em
Platichthys flesus de diferentes locais contaminados por metais (OVERNELL &
ABDULLAH, 1988).

No presente estudo a inducdo da MT foi mais evidente em peixes expostos a baixa
concentracdo de cobre na agua (CLsp—96h em pH alto) sendo que a concentragao da
proteina foi maior a 30 °C. A relagdo inversa entre a concentra¢do de cobre na agua ¢
acumulo de cobre no figado, juntamente com a indugdo de MT hepatica a 30 °C
confirma que a tomada de metal foi o principal fator para induzir a MT e ndo somente a
concentragdo de metal na adgua, no entanto, a 20 °C o actimulo de cobre foi maior € a
concentragdo da MT foi menor em relagdo a 30 °C. HOGSTRAND & HAUX (1990),
demonstraram que a MT hepatica foi rapidamente induzida em duas espécies de peixes,
Haemulon aurolineatum e Holocentrus rufus ap6s inje¢do intraperitoneal tendo
crescente concentracdo de cadmio e exibiram uma resposta dose-dependente. Estes
resultados corroboram com o encontrado no presente estudo a 30 °C.

Em conclusdo, nossos resultados mostram a importancia da quimica da agua na
toxicidade do cobre e evidenciam a dependéncia da tomada de cobre no animal para a
indugdo da MT e, que a sintese da MT pode conferir aos animais capacidade adicional
de sobreviver em ambientes de condigdes desfavoraveis. Além disso, este estudo sugere
que a concentracao de cobre na dgua tem efeito menor no acimulo do metal no figado e

a temperatura tem influéncia direta na disponibilidade do metal.
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CAPITULO 6

EFEITOS SOBRE O TECIDO HEPATICO EM CURIMBATA, PROCHILODUS SCROFA APOS

EXPOSICAO AO COBRE: INFLUENCIA DO PH E DA TEMPERATURA

RESUMO

O figado é o 6rgdo alvo de substancias toxicas e tem um papel importante na desintoxicagdo e excregao
de xenobiodticos. Dentre os poluentes do meio aquatico o cobre, dependendo das caracteristicas fisica e
quimica da 4gua, pode ser altamente toxico para os peixes. O objetivo do presente estudo foi verificar o
efeito do cobre no figado de curimbatd Prochilodus scrofa em meio aquatico com pH 4,5 e 8,0 a 20 e 30
°C. P. scrofa jovens foram expostos ao cobre (CLso-96 h) em agua com pH 4,5 (98 + 0,9 pCu.L") e agua
com pH 8,0 (16 + 0,2 pgCu.L™") a 20 °C e em agua com pH 4,5 (88 £ 0,8 p.L™") e pH 8,0 (14 £0,5 ug.L™")
a 30 °C. Houve aumento no niamero de vasos sangiiineos, desorganizag¢do do nucleo, além de necrose nos
hepatdcitos nos grupos controle a 20 a 30 °C. Em cobre pH 4,5, a 20 e a 30 °C, o citoplasma apresentou
desarranjo dos cordodes hepaticos, degeneracdo citoplasmatica e nuclear e vacuolizagdo, além do aumento
na vascularizagio do tecido e proliferacdo de melanomacrofagos. O tecido hepatico dos animais expostos
ao cobre em pH 8,0 a 20 °C, mostrou vascularizagdo, aumento do volume e freqiiéncia dos vasos
sangliineos. De forma geral, em pH 4,5 e 8,0 a 20 °C a degeneragéo celular e nuclear dos hepatdcitos se
acentuou, principalmente nos animais expostos ao cobre. Com a determinagao do volume dos hepatdcitos
e seus respectivos nucleos pode-se observar nos animais do grupo controle a 20 e a 30 °C que tanto os
hepatocitos quanto os seus ntcleos apresentaram-se menores nos grupos controle pH 4,5 ¢ 8,0. Nos
animais expostos ao cobre houve um aumento no volume dos hepatocitos e dos nucleos em pH 4,5 e pH
8,0 a 20 e a 30 °C. Os hepatocitos dos animais expostos ao cobre em pH 4,5 manteve-se com maior
volume que os expostos ao cobre em pH 8,0. Quando observou-se a proporgdo de hepatdcitos com
relacdo a outras estruturas como vasos, capilares, ductos biliares, pancreas e outras estruturas obteve-se
resultado semelhante ao encontrado no volume celular, ou seja, a area ocupada pelos hepatocitos em
relacdo a area total diminuiu com a adi¢do do cobre na agua e foi mais evidente no pH 8,0. A proporgdo
de capilares nos grupos expostos ao cobre aumentou principalmente nos grupos expostos ao cobre em pH
8,0.

Introducio

O figado ¢ o 6rgdo alvo de substancias toxicas e tem um papel importante no
metabolismo, armazenamento e excre¢do de xenobioticos (HINTON & LAUREN,
1990) e portanto, possui alta capacidade de desintoxicacdo e excre¢ao de metabolitos
através da bile (ZABA & HARRIS, 1978; HEATH, 1987). Além disso, o figado ¢ o
local de maior acimulo de metais pesados em organismos aquaticos devido a produ¢ao
de metalotionina, proteina que se liga ao metal diminuindo a sua concentragao livre no
organismo (TORT et al, 1996) (Capitulo 4) e regula a homeostase do cobre (CARPENE
& VASAK, 1989; FABBRI et al, 2003). O acimulo de metais em 6rgios como

branquias e rins também sdo observadas em peixes contaminados, porém em menor
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intensidade (PILGAARD et al, 1994; PELGROM et al, 1995; ARELLANO, 1999,
MAZON & FERNANDES, 1999; RASHED, 2001, MONTEIRO, 2001; MAZON et al.,
2002; CERQUEIRA & FERNANDES, 2002).

As caracteristicas fisicas e quimicas da agua, como o pH e a temperatura, alteram a
toxicidade do metal porque altera a sua espécie quimica e, portanto a sua
biodisponibilidade (TAO et al., 2000, 2001). TAKASUSUKI (2000) estudando e efeito
do pH na toxicidade do cobre em Prochilodus scrofa a 25 C, verificou que o cobre é
mais toxico em pH alto corroborando com os resultados de CRIST et al. (1990). A
maior toxicidade do cobre em pH alto, em P. scrofa, foi confirmado neste estudo e
mostrou ser independente da temperatura ambiente (Capitulo 1).

Considerando que as alteragdes histopatologicas sdao um reflexo de alteragdes
bioquimicas e fisioldgicas cuja magnitude pode ser suficiente para causar danos
celulares, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do pH (4,5 e 8,0) e da temperatura
(20 e 30 °C) na histologia no figado de P. scrofa apds exposi¢do aguda ao cobre (Clso-
96h).

Material e Métodos

Animais

P. scrofa, curimbatd (W= 15-25g; L= 10-15 cm) foram obtidos da estacdo de
Hidrobiologia e Aquacultura de Furnas-MG, Brasil e mantidos a em tanques de 1.000 L
a 25+ 1 °C com fluxo continuo de agua (pH = 7,3 £ 0,2; condutividade = 8,3 + 0.3 uS
e dureza = 24,5+ 0,2 mg L "' como CaCO3) e aeragio constante (100 % de saturagio de
O,) durante 30 dias. Apds aclimatacdo ao laboratério dois tanques com 500 animais
cada foram utilizados para a aclimata¢do a 20 e a 30 °C. A temperatura da agua foi
diminuida ou aumentada em 1 °C a cada dois dias até chegar a 20 °C ou 30 °C com
auxilio de um resfriador de liquidos (RT 20.00) ligado a um controlador de temperatura
(termostato FULL GAUGE) ou um aquecedor (2000 W) conectado a um termostato e
entdo os peixes foram mantidos nestas temperaturas por 30 dias até o inicio dos
experimentos. As caracteristicas fisicas e quimicas da dgua foram as mesmas descrita
acima exceto para a temperatura. O fotoperiodo do laboratério foi de 12 horas. Os
animais foram alimentados com racdo balanceada para este espécie. O pH, dureza e

alcalinidade da 4gua foram similares aos encontrados para P. scrofa em seu habitat
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natural e a temperatura representa a média minima e maxima dos valores durante o
inverno e verdo (CETESB 1994-2000).

Procedimento Experimental

Foram utilizados aquérios de vidro com capacidade para 200 L de agua e 8
exemplares de P. scrofa distribuidos aleatoriamente em cada aquério de forma a ndo
ultrapassar o maximo de 1 g de peixe L. As condi¢des fisico-quimicas da 4gua
utilizada nos testes como temperatura, fotoperiodo (12 horas) e oxigénio dissolvido
(aeragdo constante) dureza (24 = 1 como CaCOs) e pH (4,5 ou 8,0, de acordo com o pH
teste) foram mantidas constantes durante os experimentos. Foram utilizados aquérios
nas mesmas condi¢des descrita acima com excec¢ao do pH que foi mantido em pH 7,3 a
20 e a 30 °C, os animais deste grupo serviram como controle dos grupos controle em
agua com pH 4,5 ¢ agua com pH 8,0. A alimentacdo foi suspensa 24 horas antes do
inicio dos testes e durante os mesmos. O pH foi diminuido com adi¢do de 1,0 mL de
acido sulfurico (H,SO4) concentrado e aumentada para pH 8,0 com adigdo de,
aproximadamente 1,0 mL de hidroxido de sédio (NaOH) 2,0 M. Apds a mudanca do
pH, as temperaturas foram estabilizadas em 20 e 30 °C e o cobre (agente quimico — ion
Cu) foi adicionado a 4gua na forma de sulfato de cobre (CuSO4.5H,O) antes da
transferéncia dos animais para os aquarios. P. scrofa foram submetidos ao cobre em
concentragdes de CLso-96h determinadas previamente para o cobre a 20 °C em pH 4,5 =
98+ 09 uL'eempH80=16+02 gL' ea30°CempH4,5=88+08 nL"' eem
pH 8,0 =14 + 0,5 pug.L™" (Capitulo 1).

Coleta do figado

Apds 96h de exposicdo ao cobre os animais sobreviventes dos grupos controle e
grupos expostos ao cobre foram anestesiados e sacrificados por seccdo da medula, o
figado foi disseccado para andlise da estrutura morfologica e alteragdes induzidas pelo
cobre em microscopia Optica.

As amostras de figado foram lavadas em solugdo salina 0,9%, fixadas em solucao de
Bouin de Helly e Mac Dowel (1% glutaraldeido e 4% paraformaldeido em 0,1 M
tampao fosfato, pH 7,3, por 24h e, apoés este periodo o material foi transferido para
alcool 70% ¢ desidratadas em série crescente de alcool, 70, 90, 95% e alcool absoluto.
Apbs a desidratagdo, as amostras foram incluidas em historesina (Leica) até a

polimerizacdo. Os blocos de resina contendo as amostras do tecido foram colados com
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araldite em suportes de madeira para microtomia. Os cortes (2um) foram efetuados em
microtomo MICROM - HM 360 adaptado para navalha de vidro e entdo corados com
azul de toluidina ou PAS para identificacdo do glicogénio. As amostras foram
analisadas em microscopio Olympus BX51 com camara de video e acoplado a um
computador que possui o software C.A.S.T. System (Olympus, Denmark) desenvolvido
especialmente para andlise em estereologia.

Para determinacdo do volume de referéncia e densidade de volume dos diferentes
elementos estruturais do figado foi efetuada a contagem dessas estruturas (hepatdcitos,
capilares, vasos, ducto biliar e pancreas (quando presente) utilizando a técnica de
contagem de pontos (método estereoldgico) (FREERE & WEIBEL, 1967). Foi utilizado
um sistema teste de pontos e a contagem feita em pontos (1:1 ponto) para estruturas
menos freqiientes e em unidades (1:4 pontos) para contagem de estruturas mais
freqlientes (hepatocitos) (Figura 1). A densidade de volume de cada estrutura foi
determinada como Vv (estrutura, referéncia) = [2P(s) x 100] /P(r) na qual P(s) € o
numero de pontos sobre cada elemento estrutural e P(r) € o nimero total de pontos-teste
sobre o espago de referéncias (corte histologico). O volume absoluto dos diferentes
elementos estruturais do figado [V(s)], suas densidades de volume foram multiplicadas
pelo volume absoluto dos respectivos volumes de referéncia [V(r)] de acordo com a
formula: V(s) = Vv(s,r) x V(r).

Para determinagdo do volume celular e nuclear foi utilizada uma contagem aleatoria
de 20 campos de cada corte histologico e dentro desta area foi determinada
aleatoriamente uma célula para determinagdo de seu volume com base no ROTATOR
IUR (Figura 2). Tanto para a determinagdo do volume celular e nuclear quanto para
contagem das estruturas do figado foi utilizado uma objetiva de 40X.

A avaliagdo histopatologica no figado foi efetuada em termos de densidade numérica
(Nv) das alteracdes histologicas por volume (Figura 3). As lesdes foram classificadas
em trés grupos de acordo com o tipo e localizagdo das lesdes: Alteracdes nos
hepatocitos, alteragdes nos vasos sangiiineos e necrose segundo a descricao de
RIGOLIN-SA (1998) modificado de POLEKSIC & MITROVIC-TUTUNDZI (1994)
(Tabela IV).
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Figura 1. Sistema teste de pontos. A contagem feita em pontos (1:1 ponto) para estruturas menos
freqiientes e em unidades (1:4 pontos) para contagem de estruturas mais freqiientes (hepatocitos).

Figura 2. Sistema de contagem aleatdria de 20 campos de cada corte histologico.

Figura 3. Sistema de contagem aleatoria das histopatologias de cada corte histologico.

Analise estatistica

A analise estatistica foi efetuada utilizando o programa “Sigma Stat”, comparando-se
os resultados obtidos nos grupos controle com os resultados dos grupos expostos ao
cobre a 20 e 30 °C e pH 4,5 e pH 8,0. Os dados estdo apresentados como média + SEM.
Neste estudo foi feita a analise de variancia com trés fatores "Three-way" (ANOVA)

para estabelecer se as médias dos tratamentos foram ou ndo estatisticamente iguais. O
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teste de Tukey com intervalo de confianca de 95% foi utilizado para determinar quais
as médias que eram estatisticamente diferentes sempre que as diferencas foram
detectadas na andlise da variancia.
Resultados
Nenhum animal dos grupos controles morreu durante o experimento. Mortalidade de
aproximadamente 50% ocorreu nos grupos expostos ao cobre. A Tabela I mostra os

volumes dos hepatocitos e seus nucleos.

Morfologia e Morfometria do figado

O principal tipo celular do figado de peixes ¢ o hepatocito (Figura 4 A-D). As células
hepaticas, tém uma compartimentalizacdo regular e granulos de glicogénio estdo
dispersos no citoplasma da célula. O citoplasma pode apresentar um aspecto
vacuolizado. Além dos hepatécitos, o figado € constituido de células epiteliais dos
ductos biliares, macrofagos, células sanguineas e endoteliais dos vasos sanguineos e
células que acumulam gordura (células Ito). No tecido hepatico pode ser observado a
presenca de sitios amadurecedores de macrofagos, os melanomacrofagos (Figura 4 C-
D). A veia porta traz o sangue venoso do intestino e do estdmago, e junto com a artéria
hepatica entram no figado ramificando-se de forma gradual em sinuséides. As células
de Kupffer (macrofagos modificados) ajustam-se internamente a camada endotelial dos
sinusoides. O ducto biliar ¢ formado por uma tnica camada de células cubdides (ou
colunares) sobre uma camada basal de tecido conectivo (Figura 4 A-D). O tecido
pancreatico envolve gradualmente o figado ao longo dos ramos da veia porta e esta
distribuido pelo parénquima hepatico (pancreas-intra-hepatico) em apenas algumas
espécies. Esta combinagao dos tecidos hepatico e pancreatico ¢ denominada de
hepatopancreas.

Nos animais mantidos em 4gua com pH 7,0 a 20'C o volume médio dos hepatdcitos
foi 2,4 vezes maior do que a 30 C (p<0,05) entretanto ndo houve diferenca significativa
no tamanho médio dos nucleos dessas células (Tabela I). Os hepatocitos ocupam 76%
do volume hepatico a 20 °C € 91% a 30 ° C (Tabela II).

A exposi¢do de P. scrofa em agua com pH 4,5 e 8,0 independentemente da
temperatura causou desarranjo dos corddes hepaticos, perda do contorno celular e
nuclear, desorganizacdo do nucleo e necrose focal (Tabela III, Figura 5 C-F).

Vacuolizagdo no citoplasma dos hepatdcitos embora tenha sido observada a 20°C foi
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mais evidente a 30'C (Tabela III, Figura 5 D e F). Nestas células foi observada
concentragdo periférica da cromatina. O volume dos hepatdcitos diminuiu
significativamente (p< 0,05) nesses pHs e nenhuma alteracdo foi observada no volume
nuclear dessas células (Tabela I).

A densidade de volume das principais estruturas do figados ndo foram alterados nos
grupos controles (pHs 7,0; 4,5 e 8,0) mas a densidade de volume dos capilares
(sinusdides) e vasos sangiiineos foram menores nos animais aclimatados a 30 C (Tabela
10).

Apobs exposi¢do ao cobre em agua com pH 4,5 e 8,0 a 20 e 30 °C as alteracdes
citadas anteriormente aumentaram (Tabela III, Figuras 4 ¢ 5) e o deslocamento dos
nucleos para a periferia foi observado em vdarios hepatdcitos. A vacuolizagdo dos
hepatdcitos e a presenga de melanomacrofagos foi mais acentuada nos animais mantidos
em pH 4,5 a 30C (Tabela III, Figura 6 A-D). As células necriticas apareceram
isoladamente embora necrose focal também tenha sido observado. Células necroticas
foram caracterizadas por perda do conteudo celular e de coloragao uniforme. O volume
médio dos hepatdcitos aumentou apenas nos animais expostos ao cobre em pH 4,5 a
20'C e ndo se modificou nos animais expostos ao cobre em pH 8,0 em ambas as
temperaturas (Tabela I, Figura 6 A-D). No entretanto, a densidade de volume dos
hepatocitos dos animais expostos ao cobre em pH 8,0 a 20C diminuiu
significativamente (p<0,05) provavelmente devido ao aumento da densidade de volume
dos sinusoides, 5,81 + 3,41, no grupo controle pH 8,0 e 23,45 + 0,65 no grupo exposto
ao cobre pH 8,0 a 20'C. A 30°C também ocorreu um aumento na densidade de volume

dos sinuso6ides nos animais expostos ao cobre em pH 8,0 (Figura 6 D).
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Figura 4. Aspecto geral do figado de P. scrofa do grupo controle em pH 7,0 a 20 e 30 °C.
(A) 20 °C. Hepatocitos (seta), Sinuséides (S), ducto biliar (DB) (Barra: 50um); (B) 20 °C.
Detalhe de ducto biliar (DB), eritrocitos (E), hepatocitos (seta), nicleo (N) (Barra: 20um). (C)
30 °C. Hepatocitos (seta), Sinusodides (S), nucleo (N) e melanomacréfago (*) (Barra: 50um); (D)
30 °C. Detalhe dos hepatocitos (seta), nucleo (N), vaso sangiiineo (VS), ducto biliar (DB),
eritrocitos (E), melanomacrofago (*) Barra: 20um. Corante: Azul de Toluidina.
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Figura 5. Tecido hepatico de P. scrofa, grupos controles pH 7,0, 4,5 ¢ 8,0 a 20 e 30 °C
mostrando os hepatocitos (seta), eritrocitos (E), ducto biliar (DB), vaso sangiiineo (VS),
vacuolos (V) e melanomacréfago (*). Observe as diferengas de tamanho dos hepatdcitos (A) pH
7,0 a 20 °C; (B) pH 7,0 a 30 °C;.(C) pH 4,5 a 20 °C; (D) pH 4,5 a 30 °C; (E) pH 8,0 a 20 °C; (F) pH
8,0 a 30 °C; (Barra: 50um). (Colorag@o: Azul de Toluidina).
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Figura 6. Tecido hepatico de P. scrofa expostos ao cobre em pH 4,5 ¢ 8,0 a20 e a 30 °C.
Em (A) - pH 4,5 a 20 °C observar nucleo degenerado (ND), necrose focal (NF), eritrocito (E),
melanomacrofago (*) (Barra: 20um); (B) -pH 4,5 a 30 °C vacuolizagdo (seta); ducto biliar
alterado (DB); necrose focal (NF); melanomacrofago (*) (Barra: 20um ); (C) - pH 8,0 a 20 °C
observar maior vacuolizagdo (V), necrose focal (NF); (Barra: 20um). (D) - pH 8,0 a 30 oC
observar ducto biliar alterado (DB); vaso sangiiineo repleto de eritrocitos (E); melanomacrofago
(*). (Barra: 20um). Coloragdo: Azul de toluidina.

Analise quantitativa

Com a determinacao do volume dos hepatocitos e seus respectivos nucleos pode-se
observar nos animais dos grupos controle a 20 e a 30 °C que tanto os hepatdcitos quanto
os seus nucleos apresentaram-se menores em relagdo ao grupo controle em pH 7,0. No
grupo controle pH 8,0 o volume dos hepatdcitos e dos nicleos foram menores.

Nos animais expostos ao cobre houve um aumento no volume dos hepatdcitos e dos
nucleos em pH 4,5 ¢ pH 8,0 a 20 ¢ a 30 °C. Os hepatdcitos dos animais expostos ao

cobre em pH 4,5 mantiveram-se com volume maior do que os expostos ao cobre em pH

8,0 (Tabela I).
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Quando observou-se a propor¢ao de hepatdcitos com relacdo a outras estruturas
como vasos, capilares, ductos biliares, pancreas e outras estruturas obteve-se resultado
semelhante ao encontrado no volume celular, ou seja, a area ocupada pelos hepatocitos
em relacdo a area total diminuiu com a adi¢cdo do cobre na dgua e foi mais evidente no
pH 8,0. A propor¢do de capilares nos grupos expostos ao cobre aumentou
principalmente nos grupos expostos ao cobre em pH 8,0 (Tabela III).
Tabela I. Volumes de hepatocitos e seus nucleos de P. scrofa no grupo controle pH 7,0 e nos controles pH 4,5 ¢ 8,0

e nos animais expostos cobre em pH 4,5 e 8,0 a 30 °C. *P< 0,05 em relagio aos controles a 20 e a 30 °C; °p< 0,05
em relagdo ao Cu*" a 20 e a 30 °C; "P< 0,05 em relagdo a 20 e a 30°C.

Controle Exposicdo ao cobre
Parametros (CL5p-96 h)
pH 7,0 pH 4,5 pHS,0 pH 4,5 pH 8,0
20°C
Volume do Hepatocito 3149,86+253,85 806,72 +35,32° 781,68+ 165,02* 1230,04+£110,43 824,60+£161,90
(um?)
Volume do Nucleo 58,22 + 7,45 41,44 42,82 39,04 + 3,57 54,60 £4,90 46,46 +2,94
(pm)
30°C
Volume do Hepatocito  1298,43+244,0° 683,77 + 53,63 413,43 +36,99° 788,02 +201,37 478,63+ 71,62
(pm)
Volume do Nucleo 42,40 + 6,58 43,73 £ 3,21 31,89+ 0,51 38,71 £ 0,95 38,10+ 2,91

(um’)
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Tabela II. Densidade de volume (Vv) das estruturas constituintes do figado de P. scrofa nos grupos
controle pH 7,0, 4,5 ¢ 8,0, e grupos expostos ao cobre em pH 4,5 e pH 8,0. °P< 0,05 em relagdo aos
controles a 20 e a 30 °C; °P< 0,05 em relacdo ao Cu *" a 20 e a 30 °C; "P< 0,05 em relagdo a 20 ¢ a
30°C.

Controle Exposi¢do ao cobre
Parametros (CL5p-96 h)
pH 7,0 pH 4,5 pHS,0 pH45 pH 8,0
20°C
Hepatocito 76,00 + 2,39 74,67 + 0,916 77,92+ 4,66 7046+ 1,96 61,19 +2,82°
(%)
Capilares 7,27 + 1,88 10,95 + 3,60 5,81 £3,41 10,62 £ 0,35 23,45 £ 0,65
(%)
Vasos 14,84 + 4,41 9,66 + 3,69 10,03 + 0,48 12,88+2,72 13,56 +2,82
(%)
Outros 1,89 £ 0,91 4,72 £ 1,69 6,24 + 1,48 6,04 £2,12 1,80 £ 0,82
(%)
30°C
Hepatocito 91,25+ 0,70 87,03 £1,83 90,02 £ 0,42 90,84 £ 2,85 83,61+ 0,83
(%0)
Capilares 3,79 £ 0,393 2,89 £1,32 2,81 £0,292 3,43 £0,70 6,34 + 2,65
(%)
Vasos 3,81 +0,83 8,19 £0,38 5,80 £ 1,27 3,76 £ 1,23 7,69 £ 3,02
(%)
Outros 1,15+£0,83 1,89 £ 0,38 1,37 £ 0,47 1,97 £0,33 2,36 £0,82

(%)
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Tabela III. Alteragdes histopatologicas e grau de severidade das lesdes (estagios) observadas no figado de P. scrofa nos grupos controle pH 7,0, 4,5 ¢ 8,0, ¢
grupos expostos ao cobre em pH 4,5 e pH 8,0. *P< 0,05 em relagdo aos controles a 20 ¢ a 30 °C; °P< 0,05 em relagio ao Cu > a 20 e a 30 °C; "P< 0,05 em
relagdo a 20 ¢ a 30°C. (-) Ausente; (0) Raramente frequiiente; (+) Pouco freqiiente; (++) Freqiiente; (+++) Muito freqiiente.

Temperatura (°C)
Alteragoes Histotologicas 20 30
Controle Cobre Controle Cobre
pH pH pH pH
7,0 4,5 8,0 4,5 8,0 7,0 45 8,0 4,5 8,0
Alteracdes nos hepatécitos

Degeneragdo nuclear + +++ ++ +++ +++ + +++ +++ +++ +++

Vacuolizagdo citoplasmatica 0 + 0 0 0 0 + 0 +++ 0

Depositos 0 ++ 0 0 0 0 0

Nucleo picnético 0 0 +++ + 0 + +++ 0 0

Melanomacrofagos - - - ++ + - +++ +++ +++ 0
Célula de Kupfter + ++ ++ -+ ++ + -+ +++ +++ ++

Alterac6es nos vasos sangiiineos
Hemorragia ++ 4+ 4+ ++ 0 0 + + + ++
Necrose
Necrose focal + 0 +++ ++ + ++ ++
Necrose celular + -+ ++ -+ + + ++ + + +
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Discussao

As fungdes vitais das células hepaticas estdo relacionadas ao metabolismo de
proteinas, lipideos e carboidratos, estoque de alguns nutrientes, além de secretar a bile
no entanto, a desintoxicacdo ¢ uma das fung¢des mais importantes (ROCHA &
MONTEIRO, 1999; FABBRI et al., 2003). A polui¢do na agua induz mudancas
patoldgicas nos peixes e as alteracdes histopatologicas nos hepatocitos e outros
elementos do figado podem ser utilizadas no monitoramento dos efeitos dos
contaminantes e avaliacdo do grau de poluigdo, particularmente para efeitos sub-letais e
cronicos nos animais. O estudo da histologia e citologia de figado de peixes ¢
importante para se estabelecer as bases morfologicas para a compreensdo do
funcionamento deste 6rgdo e dos efeitos toxicos dos poluentes.

O figado de P. scrofa apresentou os mesmos tipos celulares ja descritos para os
demais teleosteos, sendo constituido principalmente por hepatocitos (TAKASHIMA &
HIBIYA, 1995).

A diminui¢do do volume dos hepatocitos em resposta a reducao ou o aumento do pH
da 4gua pode ser devido a danos causados provavelmente por desequilibrio i6nico no
epitélio branquial refletindo em disfungdes nos hepatdcitos o que pode prejudicar as
funcdes desempenhadas por este 6rgdo.

As andlises morfoldgicas do figado mostraram alteragdes semelhantes as descritas
por MAZON (1997) e MONTEIRO (2001) ap6s a exposi¢ao ao cobre. O desarranjo dos
corddes hepaticos, degeneracao citoplasmatica e nuclear e vacuolizagdao do citoplasma
foram as principais altera¢des observadas no figado de P. scrofa na presenga de cobre
em agua com pH 4,5 ¢ 8,0 a 20 e a 30 °C e aumento de melanomacrofagos, ocorreu em
todas as temperaturas ¢ pH com exce¢do do pH 8,0 a 30 °C.

O aumento da quantidade de macrofagos sugere uma resposta de defesa do
organismo aos danos causados aos tecidos por este metal. Os centros de
melanomacrofagos podem acumular células e tecidos mortos fagocitados e restos de
membrana resultantes da peroxidagdo de lipideos, entretanto, a fun¢do basica dos
melanomacrofagos ¢ remover, por fagocitose, material estranho e substancias
resultantes da degradag¢do celular e hepatdcitos necroticos. AHMAD et al. (2000)
mostraram que os poluentes quimicos constituem em alto potencial oxidativo e a

presenga de macrofagos estd associada a liberagdo de espécies reativas ao oxigénio
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(ROS). O aumento de centros de melanomacrofagos (BUNTON & FRAZIER, 1990),
desintegracdo e necrose celular foram observadas em Cyprinus carpio e
Ctenopharingodon idellus ap6s exposi¢ao ao cobre (WONG et al., 1997).

A diminuic¢do do volume dos hepatdcitos nos animais dos grupos controles mantidos
em pH 4,5 e 8,0 ndo foi correlacionada com a massa e volume do figado e com o indice
gonadossomatico. Um aspecto interessante ¢ a densidade de volume relativamente baixa
de hepatocitos e relativamente alta de vasos sangiiineos e capilares no figado de P.
scrofa aclimatados a 20°C. Animais aclimatados a 30'C apresentaram densidade de
volume de hepatdcitos semelhante as encontradas em outras espécies de peixes
(HAMPTON et al., 1989, HINTON et al., 1984, ROCHA et al., 1997).

As degeneragdes celular e nuclear dos hepatdcitos observadas no presente estudo,
indicam disfungdes provocadas pelo metal, o que pode reduzir a drea metabolicamente
ativa do figado e acarretar danos nas fun¢des desempenhadas por este 6rgao.

O aumento do volume dos vasos sangiiineos apds exposi¢cdo ao cobre, com maior
intensidade em pH 8,0, pode ser um processo adaptativo para aumentar o fluxo
sanguineo o que facilitaria o transporte dos macréfagos para as regides danificadas do
tecido e aumentando também a oxigenacdo destas areas. CERQUEIRA (1999) e
CERQUEIRA & FERNANDES (2002) demonstraram que ocorreu aumento na
concentragdo de hemoglobina, hematocrito e namero total de eritrocitos, em animais
expostos ao cobre, o que sugere uma adaptagdo na manuten¢do da capacidade de
carregar oxigénio que poderia ser necessdria aos tecidos, inclusive aos tecidos
hepaticos. CERQUEIRA & FERNANDES (2002) verificaram a recuperacdo de P.
scrofa apds exposigdo ao cobre (29 pg.L™') e observaram danos no epitélio branquial
como proliferacdo de células cloreto e mucosa, apos 7 a 15 dias, em agua sem o metal, a
recuperag¢do do tecido tornou-se evidente com total recuperagdo no 45° dia.

A vacuolizagdo citoplasmatica do figado de P. scrofa foi mais evidente nos animais
expostos ao cobre em ambas temperaturas. Os espagos em branco nas células
provavelmente foram gerados pelas técnicas de preparagdo utilizadas que removem o
material lipidico, estas regides sdo descritas como ricas em lipideos ou glicogénio. A
coloragdo com PAS ndo mostrou reagdo, no entanto, o conteido de glicogénio
permaneceu constante a 20 °C exceto para o controle pH 8,0 que diminuiu e a 30 °C
houve aumento crescente no contetdo nos grupos controle (pH 4,5 e 8,0) enquanto que,

nos grupos expostos ao cobre manteve-se sem alteragdo. Em relagdo a temperatura os
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valores observados a 20 °C foram maiores do que a 30 °C (ver Capitulo 4 desta tese).
Estes dados sugerem que a intensa vacuolizacdo observada nos grupos expostos ao
cobre pode ser resultado da remog¢ao do material lipidico por técnicas de preparagdo do
material. Supde-se que os lipidios tém uma fungdo protetora no organismo semelhante a
do muco branquial poder-se-ia inferir que seu acumulo seria uma forma de defesa do
organismo, visto que os agentes toxicos poderiam se acumular nos lipidios (KITO et al.,
1982a,b; LEY et al., 1983; RODRIGUES, 1994) além disso, o acimulo de lipideos
associado as substancias toxicas pode prejudicar a atividade metabolica desempenhada
pelos hepatocitos.

As mudangas ultraestruturais nos hepatdcitos de Cyprinus carpio ap6s exposi¢ao ao
cobre, como desaparecimento dos granulos de glicogénio, fragmentacao do reticulo
endoplasmatico e da heterocromatina, nucleo e mitocondria inchados demonstram
distarbios no 4cido nucleico e no metabolismo de proteina, além da diminui¢do do
conteudo de glicogénio reforcando que o catabolismo foi aumentado (VARANKA et
al., 2001).

A diminuicdo do tamanho dos hepatdcitos de curimbatd apos exposi¢do ao pH 8,0
possivelmente esteja ligada a diminui¢do do conteudo de glicogénio estocado nestas
células (ver Capitulo 4 desta tese), devido a utilizacdo deste metabodlito como fonte de
energia. No entanto, apds exposi¢do ao cobre, neste mesmo pH o contetdo de
glicogénio aumentou embora ndo tenha sido significativo.

A diminui¢do do tamanho dos nucleos nos grupos controle a 20 e a 30 °C, embora
ndo tenha sido significativa, indica diminui¢do na atividade metabolica destas células.
Entretanto, nos grupos expostos ao cobre a 20 °C observamos aumento no tamanho dos
nicleos mostrando que provavelmente, os animais recuperaram a atividade dos
hepatdcitos, devido a processos de desintoxica¢do. Entretanto, a 30 °C o aumento no
tamanho dos nticleos foi observado apenas no grupo exposto ao cobre em pH 8,0.

Muitos trabalhos tém sido realizados para estudar as respostas fisioldgicas dos peixes
quando expostos ao cobre em aguas acidas, porém poucos estudos sdo realizados em
ambientes alcalinos, embora existam peixes que sobrevivem em ambientes com pH de
até 9,0 (DANULAT, 1995; WILKIE et al., 1996). O ajuste do pH interno ¢ muito
importante para manutengdo do funcionamento de todos os processos fisiologicos, a
alteracdo no pH da 4gua pode induzir alteracdes no pH sangiiineo e intracelular e, em

conseqiiéncia, resultar numa performance reduzida do metabolismo, uma vez que as
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enzimas envolvidas na producdo de energia possuem um pH oOtimo para seu
funcionamento (HEISLER, 1989).

O figado de P. scrofa apresentou alteracdes graves possivelmente devido ao estresse
oxidativo gerado pela mobilizacdo de reservas (ver Capitulo 4 desta tese) e degradagao
do tecido. Tanto o pH 4,5 quanto o pH 8,0 alteraram a morfologia do figado de P.
scrofa. O pH 8,0 mostrou-se mais toxico e a toxicidade foi mais evidente na presenga de
cobre. A mudanga no pH da dgua apresentou efeito maior nos hepatdcitos do que a
combinagdo do pH com o cobre, porém esta associagdo potencializou os danos
observados nos hepatécitos de P. scrofa. Entretanto, ¢ possivel que o efeito do cobre
nos hepatocitos depende da concentragdo utilizada deste metal e o tempo de exposicao,
além das estratégias utilizadas por este 6rgao para minimizar o efeito do metal como a
sintese de metalotionina (ver Capitulo 5 desta tese). Além disso, ¢ importante considerar
que os despejos de metais no ambiente aquatico, incluindo o cobre, pode vir

acompanhado de mudancas no pH da 4gua.
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CAPITULO 7

CONCLUSOES GERAIS

Nas condigdes em que este estudo foi feito, pode-se concluir que:

O curimbatd foi mais sensivel ao cobre em pH alcalino e a temperatura ndo

influenciou na CLs, para esta espécie.

O cobre promove alteracdes no hematdcrito, ntimero total de eritrécitos e

concentra¢do de hemoglobina em pH baixo e alto a 20 e a 30 °C.

O cobre, sendo um metal essencial e cofator de muitas enzimas acarretou alteracoes
nas enzimas regulatdrias e associadas da via glicolitica do figado e da SE demonstrando

que em concentracoes elevadas pode se tornar toxico.

O cobre, nos estudos in vitro, induziu aumento da atividade de todas as enzimas
estudadas, com a elevagdo da temperatura, demonstrando que este metal pode levar o

animal a um estresse no metabolismo.

No figado, apos a exposi¢do ao pH baixo e alto a 20 e a 30 °C houve diminui¢do do

volume dos hepatdcitos, vacuolizagdo, desarranjo dos corddes hepaticos e necrose focal.

Em curimbatd, houve aumento do volume dos hepatocitos e dos nucleos nos
diferentes tratamentos indicando que a atividade metabodlica foi recuperada devido a

processos de desintoxicagao.

O cobre, nos hepatdcitos acentuou os efeitos observados em pH baixo e alto a 20 e

30 °C.

Apds exposi¢do ao cobre em pH baixo e alto a 20 e a 30 °C houve indu¢ido da

metalotionina no figado de curimbatd, sendo mais evidente em pH alcalino.



