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RESUMO

O cobre ¢ um elemento-traco essencial a todos os organismos, entretanto quando em
alta concentracdo no meio aquatico pode ser potencialmente toxico. As alteracdes
fisiologicas causadas pelo cobre em peixes tém sido analisadas, em geral, apos
exposicdes agudas (96h). O presente estudo teve como objetivo avaliar as alteragdes
fisiologicas associadas ao estresse, durante o periodo de exposi¢do aguda ao cobre € o
periodo de recuperagdo em agua sem a presenca de cobre. As alteragdes provocadas
pelo estresse associado a transferéncia dos animais para os sistemas experimentais
também foram avaliadas. Prochilodus scrofa jovens foram aclimatados durante 30 dias
e posteriormente animais foram amostrados € o sangue coletado para analise de pH e
hematocrito sangiiineos, cortisol, glicose e ions (Na', ClI" e K") plasmaticos e
determinagdo da atividade da enzima Na'/K'-ATPase das brinquias. Os animais
remanescentes foram divididos em dois grupos controle (C) e exposto ao cobre (CU) e
transferidos para aquarios de vidro onde permaneceram durante 4 dias. O grupo CU foi
exposto ao cobre (CLsp-96h = 29 pgCu L™). As amostragens foram efetuadas ap6s 1, 2,
3 ¢ 4 dias de exposicdo ao cobre. Os animais sobreviventes foram entdo transferidos
para aquarios com agua corrente sem cobre e amostragens foram efetuadas apos 1, 2, 7,
15 e 30 dias de recuperagdo. Amostras de sangue foram coletadas para as mesmas
analises citadas acima. A concentragdo de cortisol plasmatico aumentou 300 a 400%
nos grupos controle e expostos ao cobre em relagdo aos animais aclimatados e a glicose
plasmatica aumentou 800% somente nos animais expostos ao cobre durante o periodo
de exposigdo e retornaram aos niveis dos animais aclimatados no 2° dia de recuperagio.
As alteragdes nas concentragdes dos ions plasmaticos (Na', Cl" e K") e pH, em geral,
ndo foram significantes em relacdo aos animais aclimatados, mas alteragdes
significativas foram observadas entre os grupos controle e exposto ao cobre durante a
exposi¢do ao cobre e recuperagio. A atividade da enzima Na'/K'-ATPase nas branquias
foi menor no grupo CU durante a exposi¢do ao cobre e 1° dia de recuperagdo. O
hematocrito aumentou significativamente durante a exposi¢do ao metal, mas apds o
primeiro dia de recuperacdo retornou aos valores normais. Embora tenha ocorrido
alteragcdo nos parametros analisados, apos o sétimo dia de transferéncia para agua sem
cobre houve uma tendéncia de recuperacdo em todos os aspectos fisiologicos. Os
resultados do presente estudo mostraram que a resposta ao estresse por exposi¢do ao
cobre ¢ complexa e que P. scrofa apresenta a alta susceptibilidade a manipulacdo
evidenciando a importincia de estudos que envolvem comparagdes com animais
considerados aclimatados ou ndo estressados e animais de grupos controle e expostos a
um dado estressor.



ABSTRACT

Copper is an essential trace-element for all live organisms however, when its
concentration is high in the aquatic environment, copper is potentially toxic. Most
physiological changes caused by copper in fish has been analyzed after acute exposure
(96h). The aim of this study was investigate the physiological responses of Prochilodus
scrofa to stress, during acute copper exposition (24, 48, 72 and 96 hours) and recovery
period after animal transference to clean water, and the time necessary to recovery after
animals transference to clean water. The changes associated to fish transference to
experimental systems were also evaluated. Juveniles Prochilodus scrofa were
acclimated during 30 days and then fish were sampled to take blood for pH, hematocrit,
plasma cortisol glucose and ions (Na*, CI" e K") analyses and specific Na'/K"-ATPase
activity of gills. The remaining fish were divided in two groups: control (C) and
exposed to copper (CU) and transferred to glass aquariums where was kept for 4 days.
CU groups were exposed to copper (96h-CLso= 29 pgCu L™). Sampling was done 1, 2,
3 and 4 days of copper exposure. Surviving fish were then transferred to aquariums with
flowing water without copper and sampling was done 1, 2, 7, 15 and 30 days of
recovery. Blood sampling was taken for the same analyses above cited. Plasma cortisol
concentration increased 300 a 400% in control and copper exposed groups related to
acclimated fish, plasma glucose increased 800% only in the copper exposed groups
during the exposure period and returned to normal levels in the 2™ day of recovery. In
general, the changes in plasma ion (Na', CI" ¢ K) concentrations and pH were not
significant in relation to those of acclimated fish however, significant changes were
found between the values of control and copper exposed groups during copper exposure
and recovery period. The activity of Na'/K'-ATPase of gills was lower in the CU group
during the copper exposure period and on the 1% day of recovery. The hematocrit
increased during metal exposure but on the 1% day of recovery reached the normal
values. Although changes were found on the analyzed parameters, on the 7" days after
the transference to clean water all parameters evidenced a tendency to recovery the
physiological changes reaching the values of acclimated fish. The present study showed
that the stress responses to copper exposure is complex and P. scrofa presents high
susceptibility to handling evidencing the importance of comparative analyses involving
acclimated and/or unstressed fish together with the controls and exposed fish to a given
stressor.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Algumas alteragdes fisioldgicas causadas por agentes estressores, (como o
cobre, por exemplo), no organismo de peixes. Modificado de Hontela

FIGURA 3. Esquema do protocolo experimental utilizado no periodo de exposicao em 24,
48, 72 e 96 horas para andlise das alteragdes provocadas em Prochilodus scrofa pelo
estresse induzido pelo cobre (29 pgCu.L') e pela manipulagio nas transferéncias para
novos ambientes. Dos animais coletados foram obtidos sangue e branquias para
ANALISE. ..ttt bt h e bt b e e et e et e bt ea e e eh e et e e aaeea e e bt enteeheeteentenreens

FIGURA 4. Esquema do protocolo experimental utilizado no periodo de recuperagdo em 1,
2, 7, 15 e 30 dias para avaliar a recuperagdo das alteracdes provocadas em Prochilodus
scrofa pelo estresse induzido pelo cobre e pela manipulagdo nas transferéncias para novos
ambientes apds o periodo de exposi¢do (96 horas). Dos animais coletados foram obtidos
SaNgUE € branquias Para ANAIISE........ccveriieruierieeieeeie et eete et eseeeteesteeebeesseesbeesseessseesseeesseens

FIGURA 5. Porcentagens dos valores médios (= SEM) das concentragdes plasmaticas de
cortisol em P. scrofa durante a exposicdo de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, E;, E; e Eg4,
respectivamente) ao cobre e posterior recuperacao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R;, Ry, Ry, Rys ¢
R30) em relagdo as condicdes de aclimatagdo (linha 100 %). @ representa o grupo controle
€ L1 0 Zrupo €XPOStO 80 CODIC.....e.uieuieiieiieiieiesieeie ettt ettt ettt st eae e

FIGURA 6. Porcentagens dos valores médios (£ SEM) da concentracdo plasmatica de
glicose em P. scrofa durante a exposicdo 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (Ei, Es, E; ¢ Eg,
respectivamente) ao cobre e posterior recuperacao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R;, Ry, R7, Rys e
R30) em relagdo as condigdes de aclimatagdo (linha 100 %). @ representa o grupo controle
€ L1 0 Grupo eXPOStO Q0 CODTE. ..c.veeueieeieiieiieeiieie ettt ettt et et e s e sseenseesaenseenee e

FIGURA 7. Porcentagens dos valores médios + SEM (n = 6) das concentragdes
plasmaticas de Na" (mEq.L™") em P. scrofa durante a exposi¢io de 96 h: 1, 2, 3 ¢ 4 dias (E;,
E,, E; e E4, respectivamente) ao cobre e posterior recuperacao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R, Ry,
R7, Rys e R3p) em relagdo as condigdes de aclimatagdo (linha 100%). @ representa o grupo
controle € [1 0 grupo €XPOSto 80 CODIEC.......cuiivuieiiitiiiicieetieie ettt et

FIGURA 8. Porcentagens dos valores médios (£ SEM) das concentragdes plasmaticas de
CI' em P. scrofa durante a exposi¢do de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, E», E; e Ea4,
respectivamente) ao cobre e posterior recuperacao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R;, Ry, Ry, Rys ¢
R30) em relagdo as condi¢des de aclimatagdo (linha 100 %). @ representa o grupo controle
€ L1 0 Zrupo €XPOStO 80 CODIC.....ccuieuieeieiieieieieete ettt ettt ettt ettt et e sbesseeaeeseeneeneens
FIGURA 9. Porcentagens dos valores médios (£ SEM) da razdo Na:Cl em P. scrofa
durante a exposi¢ao de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, E,, E; e E4, respectivamente) ao cobre e
posterior recuperacao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R, Rz, R7, R;5 € R3p) em relacdo as condicdes de
aclimatagdo (linha 100 %). @ representa o grupo controle e [1 o grupo exposto ao

07

10

12

13

20

22

25

26



FIGURA 10. Porcentagens dos valores médios (= SEM) das concentragdes plasmaticas de
K" em P. scrofa durante a exposicdo de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, Es, E; e E,4,
respectivamente) ao cobre e posterior recuperacao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R;, Ry, Ry, Rys ¢
R30) em relagdo as condi¢des de aclimatagao (linha 100 %). @ representa o grupo controle
€ L1 0 Zrupo €XPOStO 80 CODIC.....ecuieuieuieiieieieteete ettt ettt ettt esbeste b eseeneeneens

FIGURA 11. Porcentagens dos valores médios (+ SEM) de pH sangiiineo em P. scrofa
durante a exposicao de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, E,, Es e Eq4, respectivamente) ao cobre e
posterior recuperagdo: 1, 2, 7, 15, 30 dias (Ry, Rz, R7, Rjs e R3p) em relagdo as condig¢des de
aclimatagdo (linha 100 %). ® representa o grupo controle e [1 o grupo exposto ao

FIGURA 12. Porcentagens dos valores médios (£ SEM) do hematdcrito sangiiineo (%) em
P. scrofa durante a exposicao de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E,, E,, Es e E4, respectivamente) ao
cobre e posterior recuperagdo: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R;, Ry, R7, Rys € R3p) em relagdo as
condigdes de aclimatacdo (linha 100 %). @ representa o grupo controle ¢ [1 o grupo
EXPOSTO A0 CODTEC...eeutiiieiiieiitieeiieeesteeestteeetteeestteessteeessseeessseeeasseeanssaeasseeansseessseesseeessseesssseenns

FIGURA 13. Variacdo da atividade da enzima Na'/K'-ATPase em relacdo as diferentes
concentragdes proteina, Na,ATP e tempo de incubacdo. Os valores estdo representados pela
média £ SEM (n = 6). * indica maior atividade da enzima.............cccceeveuveereiieecieeneieeeeeeene

FIGURA 14 — Variaco da atividade da enzima Na'/K'-ATPase em relagdo as diferentes
concentragoes de KCl, MgCl,, NaCl e Ouabaina. Os valores estdo representados pela média
+ SEM (n = 6). * indica maior atividade da enzima............c.ccccueeiierieeniieniieieeeee e

FIGURA 14.. Porcentagens dos valores médios (+ SEM) da atividade da enzima Na'K'-
ATPase em P. scrofa durante a exposi¢do de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, E,, E; e Ey4,
respectivamente) ao cobre e posterior recuperacao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R;, Ry, R7, Rys e
R30) em relagdo as condigdes de aclimatagdo (linha 100 %). @ representa o grupo controle
€ L1 0 Grupo eXPOStO Q0 CODTC....c.ueeuiieeieiieiieeiieie ettt ettt et et e s e s esseesaenseense e

28

30

31

34

35



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. Valores médios + SEM (n = 6) das concentragdes plasmaticas de cortisol em
P. scrofa do grupo controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante o periodo de
exposicdo de 96h: 1, 2, 3 e 4 dias (E,, E,, Es e E4, respectivamente) e posterior periodo de
recuperagao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R, Rz, R7, Ris € R30).ccciiieiiiieiieeeeeeeeeee e,

TABELA 2. Valores médios £ SEM (n = 6) da concentragao plasmatica de glicose em P.
scrofa do grupo controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante a exposi¢do de 96
h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, E;, E; ¢ E4, respectivamente) e posterior recuperacao: 1, 2, 7, 15, 30
dias (R], Rz, R7, R15 (¥ R30) ........................................................................................................

TABELA 3. Valores médios + SEM (n = 6) das concentragdes plasmaticas de fons Na"
em P. scrofa do grupo controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante o periodo de
exposicao de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, E,, E; e E4, respectivamente) ao cobre e posterior
recuperagdo: 1,2, 7, 15, 30 dias (Ry, Ry, R7, Ris € R30).eeeiiiiiiiiiiiiiiie

TABELA 4. Valores médios £ SEM (n = 6) das concentragdes plasmaticas de ions CI" em
P. scrofa do grupo controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante a exposigdo de
96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E,, E,, E; e E4, respectivamente) ao cobre e posterior recuperagdo: 1,
2, 7, 15, 30 dias (Rl, Rz, R7, R15 c R30) .....................................................................................

TABELA 5. Valores médios = SEM (n = 6) da razdo Na:Cl em P. scrofa do grupo controle
(C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante a exposi¢cdo de 96 hl, 2, 3 e 4 dias (E;, E, E;
e E4, respectivamente) ao cobre e posterior recuperagao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R;, Ry, R7, Ry5s

TABELA 6. Valores médios £ SEM (n = 6) das concentragdes plasmaticas de potassio
em P. scrofa do grupo controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante a exposicao
de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, Ea, Es e E4, respectivamente) e posterior recuperagdo: 1, 2, 7,
15, 30 dias (Ry, Ry, R7, Ris € R3p). * indica diferenca estatistica significativa (p<0,05) em
relacdo a0 controle NO reSPECtiVO tEMPO. .. ..eerueieruieriieiieeieesiie et ette ettt ettt e seeeeee e ens

TABELA 7. Valores médios + SEM (n = 6) do pH sangiiineo em P. scrofa do grupo
controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante a exposi¢do de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias
(E1, Ea, E3 e E4, respectivamente) e posterior recuperacao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R}, Ry, R,

TABELA 8. Valores médios £ SEM (n = 6) da porcentagem de heméatocrito em P. scrofa
do grupo controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante a exposi¢do de 96 h: 1, 2,
3 e 4 dias (Ey, E,, E; e E4, respectivamente) e posterior recuperacdo: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R,
Rz, R7, R15 (§] R30) .......................................................................................................................
TABELA 9. Valores médios + SEM (n = 6) da atividade da enzima Na'/K'-ATPase em P.
scrofa do grupo controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante a exposicao de 96
h: 1, 2, 3 e 4 dias (E,, E», E; e Eq4, respectivamente) e posterior recuperacgao: 1, 2, 7, 15, 30
dias (R], Rz, R7, R15 € R3()) ........................................................................................................

20

22

25

26

27

27

30

31



SUMARIO

1.0 — INErOAUGAO. ... ueeiiiieeceie et et et e e e et e e e abe e e abeeeareeeenseeenseeennnes
1.1 - Contaminagao do ambiente aqUALICO.........ccueeerureeeriieeiieeerreeerreeeireeeaeeeeeeeesaeee e
1.2 - Cobre N0 ambiente aqUATICO.......eeruuirriieriieitierieeiie e etteeeeesieeeereeaeesebeesseesnreeaeaens
1.3 - Cobre como elemento SSENCIAL.........ccc.eeiiiiiiiiiiiiiieieeeeec e
1.4 - Cobre nos organismos aqUAtICOS (PEIXES)...cc.verurerreruereerierreeriienieetenresieeeeeeesneennes
1.5 - ReSpostas Q0 €SIIESSE 1M PEIXES...eeeuurrerrrreriurreritreenireeaseeenseeesseeesseeesseessseessseesns
1.6 - ESpPEcie eStudada.........coouiiiiiiiieiieii et

2.0 — ODJOTIVO...eeutieeiiieiieeteeete et eeiteete et e eaeestteesbeesaeeessaessseesseessseenseessseessaessseenseensseenseenssas

3.0 - Materiais € MELOAOS. ....cuueeuieeiieiie ettt ettt ettt ettt et st e st e et e s e sabeesaeeeaneees

3.1 - Protocolo eXperimental..........c..cccueeiieiiieniieiieeieeeee et
3.2 - Analises do sangue e do tecido branquial.............cccceriiieiiiniiiiiiiiiieeeee e
3.2.1 - Andlise em Sangue total.........c.cccuieriieiiieriieiiecee e
3.2.2 - ANAliSe dO Plasma......c.cueeiuieiiieiieeiieeie ettt
3.2.2.1 - Andlise da glicose N0 Plasma...........cceeruieriieiiienieeieenie et eriee e e e
3.2.2.2 - Anélise dos 10nS PlaSmMAtICOS. .....eeoueeriieriieiiieiie et
3.2.2.3 -Analise do cortiSol plasmAtiCO........cccuerrvierireriierieeieeeie et
3.2.3 — Protocolo basico para analise da atividade da enzima Na'/K'-ATPase no

teCido Branquial........c.uieeeriiueiiiriieeie et e e e n e e e eans
. ~ . . . —+ —+ .
3.2.3.1 -Caracterizagao da atividade da enzima Na /K -ATPase em Prochilodus

3.2.3.2. Analise de Proteinas do tecido branquial............cccceeeiiiiiiiiiniieeniieciees

3.3 - ANALISE EStALISTICA ..cuvviieiiieeiieeciteeeite et e etee et e et e et e e e saaeeetaeesaaeeebaeeearaeeenneeas
4.0 = RESUITAAOS. .. .ottt ettt ettt sae ettt e s st e bt entesaeenbeeneens
4.1 - CortiSOl PIaSMALICO. ......ueieceiiieeiiieeeiiieeciee et ettt e e ve e e ebeeesaveeesnseeeaseeens
4.2 - GIICOSE PlaSMAtiCa. ....eevuieiieiieiiieiieie ettt ettt
4.3 - TONS PIASINALICOS. ..ot eee e eeenaeens
4.4 - PH SANGUINECO......eeiuiiieiiieeiee ettt et e e steeesaee e aaeestaeessaeesnsreesnseeennseeenns
I & (5311 F:1 (0167 4 11 JO TSRS PST PP
4.6 - Caracterizacdo da atividade da enzima Na'/K'-ATPase em Prochilodus scrofa..
4.7 - Atividade da Enzima Na'/K'-ATPase durante as 96 horas de exposicio..............
5.0 = DISCUSSAO...ceuttteutteeiieeite ettt ettt ettt e bt e e e bt et e e bt e e s bt e s bt e sabeesbteeabeesaeesabeenaeeeane
0.0 = CONCIUSOCS. ....uvvieirieieiiieeeiee et et e et e et e e et e e e tee e ebeeesaaeeesaseeesseeesseesssseeensaeessseeennns
7.0 — Referéncias bibliografiCas.........cccuevevieiiieiiieiiieieeeeeee e

01
01
01
03
03
05
08
09
10
10
13
13
14
14
14
14

15

16
16
17
18
18
19
21
29
29
32
33
37
46
47



Introducdo

1.0 - Introducao

1.1 - Contaminacio do ambiente aquatico

Com o processo de industrializagdo, a capacidade do homem para modificar o
ambiente vem se tornando cada vez mais ampla e profunda. Um grande niimero de
substancias participa de ciclos naturais, porém a necessidade de producao industrial reprime
ou acelera esses ciclos, fazendo com que um grande numero dessas substancias quimicas,
que antes estavam na litosfera, retornem a superficie terrestre, primeiro em forma de bens
de consumo, depois tornando-se contaminante.

A conseqiiéncia direta deste fato ¢ a contaminag¢do dos ecossistemas aquaticos,
terrestres e também da atmosfera levando o homem a preocupar-se, cada vez mais, com o0s
possiveis efeitos toxicos desses contaminantes.

Os organismos aquaticos sdo 0s que estdo mais diretamente expostos aos efeitos
desses agentes toxicos, visto que rios e lagos recebem uma elevada carga diaria de esgoto
sem nenhum tipo de tratamento. Os efluentes, principalmente, os industriais, despejam
metais pesados como cobre, cadmio, zinco, estanho, aluminio e outros, causando desde o

acumulo de metais em seus tecidos até a morte desses organismos (Sorensen, 1991).

1.2 - Cobre no ambiente aquatico

O cobre, elemento-trago essencial para o funcionamento dos seres vivos, quando em

alta concentragdo no meio aquatico, atua como um poluente. Os niveis de cobre soluveis
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em 4gua doce ndo contaminadas variam de 0,5 a 1,0 pg L™ (Alabaster, 1982) aumentando
para >2 pg L em areas urbanas (Moore ¢ Ramamoorthy, 1984).

Como resultado do desenvolvimento industrial na regido sul e sudeste, os niveis de
cobre no meio aquatico, que usualmente eram inferiores a 5 pg L', tém aumentado nas
ultimas décadas podendo tornar-se um agente estressante (Mazon e Fernandes, 1999;
Takasusuki et al., 2004; Carvalho et al.,2004)

Embora o Brasil tenha adotado (Resolugido CONAMA n® 20, de 18/06/1986) as
recomendagdes da USEPA (1984) cujo limite maximo de cobre permitido nos mananciais
para a protecio da vida aquatica é de 20 pg L™, os relatorios da CETESB (1990-2003) tém
mostrado que valores tdo altos quanto 50 pug L™ de cobre tém sido encontrados em nossos
rios em alguns periodos do ano. Além da atividade industrial, o uso de sulfato de cobre
(CuSO0y) para controle da quantidade excessiva de fitoplancton em reservatorios eutroficos
e sua aplicacdo em aqiiicultura para o controle de infec¢des e agentes patoldgicos de peixes
(fungos e parasitas), tem contribuido para o aumento da concentracdo deste metal no
ambiente aquatico. Nestes casos as concentragdes de cobre podem variar de 300 a 2.000
ngCu.L™ (Nor, 1987, Ling ef al. 1993), o que equivale a valores até 100 vezes maior do
que o recomendado pela USEPA (1984), podendo causar alteragdes no ecossistema
aquatico e promover respostas em todos os niveis de organismos aquaticos, incluindo os

peixes.
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1.3 - Cobre como elemento essencial

O cobre ¢ um elemento essencial requerido por todos os organismos. Sendo
classificado como metal traco ele ¢ encontrado em todas as células em concentragoes
picomolares, mas pode ser potencialmente toxico para muitos organismos (Sarkka, 1978,
Grosell, 1998).

Aproximadamente 30 enzimas e glicoproteinas usam o cobre como cofator, por
exemplo: catalase, amino-oxidases, citocromo-oxidade, dismutase e outras (Sorensen,
1991; Arelano, 1999). O cobre ¢ importante também para o transporte de elétrons durante a
fosforilagcdo oxidativa (Lehninger, 1975; Bloomer e Lee, 1978; Weser, et al., 1979; Moore
e Ramamoorthy, 1984; Torres, et al., 1987); a absor¢do de ferro no sistema gastrointestinal
¢ a manutencao da mielina no sistema nervoso (Sorensen, 1991).

Um complexo mecanismo homeostatico regula os niveis internos de cobre. Quando
ocorre um aumento da concentracdo deste metal no ambiente, mecanismos de defesa, como
o aumento da producdo de muco e a sintese de isometalotionina sdo acionados para
proteger o peixe contra a sua agdo toxica (Sorensen, 1991), visto que altas concentragdes de
cobre no meio aquatico podem ser letais para os peixes (Doudoroff e Katz, 1953; Pickering

¢ Henderson, 1966).

1.4 - Cobre nos organismos aquaticos (peixes)

A branquia ¢ o principal sitio de entrada de diversos agentes toxicos para o interior

dos organismos aquaticos. Em truta arco-iris pode—se notar um aumento de 10 vezes na
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entrada de cobre em poucas horas de exposicdo e isto ocorre simultaneamente com o
aparecimento desse metal no sangue (Grosell, et al., 1997).

A tomada de cobre nas branquias, provavelmente envolve os seguintes passos,
segundo Campbell (1999): 1) ligagdo do cobre com a superficie das branquias; 2)
movimento do cobre através da membrana apical para o interior das células branquiais; 3)
trafego intracelular de cobre para a membrana basolateral e 4) movimento do cobre das
células branquiais para o sangue.

In vivo, a tentativa de entender a cinética do transporte de cobre ¢ complicada pela
sua rapida remog¢do do plasma (Tarazoma, 1994). Esse problema parece ser resolvido
quando se utilizam estudos in vitro com perfusao das branquias (Perry et al. 1984), porém
esses estudos que permitem avaliar a tomada de metais apresentam diferengas com a
absor¢do in vivo, que podem ser atribuidas a deterioragdo do tecido branquial perfundido
devido a toxicidade do metal (Spry e Wood, 1988).

Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) classificaram as lesdes causadas no tecido
branquial considerando o tipo e a localizacdo das lesdes e dividiu-as em trés estagios
progressivos. Em seguida propds um indice na tentativa de avaliar a capacidade de
restauracdo do tecido e suas respectivas funcdes apds a remogdo dos agentes poluidores.
Edemas e conseqiientemente descolamento do epitélio da lamela secundaria branquial e a
ligeira proliferagcao celular foram considerados danos moderados do tecido branquial. A
ruptura do epitélio e a fusdo lamelar foram consideradas danos severos que afetam
profundamente a funcdo branquial (Takashima e Hibiya, 1995). De forma geral, muitas
dessas alteragdes sdo consideradas respostas de defesa.

Alteracdes patoldgicas do tecido branquial podem ocorrer num curto espago de

tempo e, até certo ponto, podem ser reversiveis (Rand e Petrocelli, 1976, Fernandes e
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Mazon, 2003). A recuperagdo morfologica e fisiologica de tecidos lesados, pode ser
possivel quando a exposi¢cdo ao poluente cessa, como foi observado em tecido branquial de
Prochilodus scrofa (Cerqueira et al, 2002), e essa recuperagdo ¢ de grande importancia, ja
que este 6rgao tem papel fundamental na manutengdo do equilibrio osmético e idnico, além
da extragdo e eliminacao de gases para manuten¢do da homeostasia.

Considerando as alteragdes que as branquias podem sofrer apds exposicdo a
poluentes, elas passam a ser fonte indicadora da qualidade ambiental, bem como do nivel
de estresse em que o animal estd sendo exposto ao entrar em contato com agentes toxicos.

As alteragdes provocadas no epitélio branquial por agentes toxicos, como o cobre,

podem ser causadas:

1. diretamente pela ag¢do toxica do metal, como a inibi¢do de enzimas transportadoras
de ions, tal como a inibicio da atividade da Na'/K'-ATPase nas branquias via
interacdo direta do cobre com a enzima (Verbost ef al., 1996; Li et al., 1996); o
aumento na permeabilidade a dgua e ions devido ao deslocamento do célcio das
jungdes intercelulares (Nieboer e Richardson, 1980; Laurén e McDonald, 1985);

degeneracao celular; e/ou

2. indiretamente, via estimulacdo de respostas integradas ao estresse, principalmente
via liberacdo de cortisol (Bury et al., 1998). Alguns desses efeitos estdo

esquematizados na Figura 1.

1.5 - Respostas ao estresse em peixes

Podemos definir estresse como sendo a condicdo na qual a homeostase do
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organismo do animal ¢ perturbada, seja por fatores internos e/ou externos (Wendelaar
Bonga, 1997). As respostas ao estresse em peixes sao complexas e envolvem uma série de
alteracdes fisioldgicas que habilitam o animal a resistir ao efeito dos estressores (Nolan et
al., 1999; Nolan, 2000). O aumento nas catecolaminas e no cortisol circulantes sdo as
primeiras respostas (respostas primarias) de duas rotas principais: BSC (Cérebro — SNA —
Células cromafins) e HPI (Hipotalamo-Pituitaria-Interrenal), via cérebro. A liberagdo de
catecolaminas indica a ativag¢ao do eixo BSC e resulta em rapida mobilizagdo de fontes de
energia e aumenta a tomada de oxigénio (Barton e Iwama, 1991). O cortisol ¢ considerado
como o hormonio de estresse em peixes teledsteos, cuja sintese e liberagdo ¢ coordenada
pelo eixo HPI (Hipotdlamo-Pituitaria-Interrenal) e mediado por ACTH, o-MSH e
provavelmente B-endorfina (Wendelaar Bonga, 1997; Arends et al., 1999). O cortisol ¢
responsavel por mudangas no tecido branquial (Dang et al., 2000b; Mazon et al., 2004),

pele (Nolan, 2000), e tem efeitos no balanco osmético e i6nico (Wendelaar Bonga, 1997).

O cortisol promove processos essenciais para a manutencdo da homeostasia
(respostas secundarias) frente aos estressores, como a mobilizacdo de energia, reajustes na
concentracao de ions e por meio do aumento do niimero de células cloreto nas branquias
(Goss et al., 1992), do aumento nos niveis de enzimas transportadoras de ions (Flik e Perry,
1989), como a enzima Na'/K —ATPase (Bury et al., 1998) e/ou na sintese de metalotionina
como no caso de contaminag¢do por metais pesados (Fu et al., 1990; Barton e Iwama, 1991;
Redding et al., 1991; Olsson et al., 1999; Dang, 2000a). Esses processos parecem sugerir
um possivel papel protetor do cortisol contra os efeitos toxicos dos metais pesados,
(incluindo o cobre) em peixes (Bury et al., 1998, Mazon et al., 2004) que, por sua vez,

podem levar: 1) a adaptagdo, se o nivel do agente estressor for baixo ou atuar durante um
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curto periodo de tempo, ou 2) a ndo-adaptacdo do animal, se permanecer em niveis muito
elevados durante um longo periodo de tempo ou entdo, causar a redugdo da fecundidade,
predisposi¢do a doengas, etc., e até mesmo a morte com conseqiiente reducdo da populagao

(Pickering, 1981).

Embora existam muitas informacdes sobre os niveis de cortisol em peixes de agua doce
submetidos ao estresse (Wendelaar Bonga, 1997), raros estudos examinaram as
concentragdes de cortisol e as respostas fisiologicas de peixes neotropicais submetidos ao

estresse por metais pesados, como o cobre.

Estressor
(Cu?)

SISTEMA VASCULAR METABOLISMO

" HOMEOSTASE HIDROMINERAL
SISTEMA IMUNOLOGICO

Aumento do batimento

cardiaco e do fluxo de Perda de eletrdlitos na
sangue para as branquias agua

Imunossupressao

Figura 1 — Algumas alteragdes fisioldgicas causadas por agentes estressores, (como o

cobre, por exemplo), no organismo de peixes. Modificado de Hontela (1998).
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1.6 - Espécie estudada

O curimbata, Prochilodus scrofa, espécie representativa da ictiofauna brasileira, ¢
bastante sensivel a presenga de cobre no meio aquatico (CLsp- 96 h = 29 ug.L™!, Mazon e
Fernandes, 1999).

A exposicao aguda ao cobre induz a alteragdes histopatologicas nas branquias
como: proliferagdo celular (células pavimentosas e cloreto), hipertrofia e degeneragdo
celular, deslocamento do epitélio das lamelas secundarias e aneurismas no sistema de
células pilares (Mazon, 1997; Fernandes et al., 1998; Mazon et al., 1999; Mazon et al.,
2002) e alteragdes fisiologicas, como desequilibrio i6nico (redug¢do nos niveis plasmaticos
de Na" e CI" e aumento nos niveis de K') e 4cido-base (Mazon, 1997) e aumento nas

concentracdes de glicose e lactato (Pinheiro et al., 1999; Mazon, et al., 2000).
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2.0 — Objetivo

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do estresse ocasionado pela
exposi¢do ao cobre (CLsp-96h = 29 pgCu.L”', Mazon e Fernandes, 1999), ¢ o periodo
necessario para que a recuperagao ocorra apds a transferéncia dos animais para agua sem a
presenca de cobre. Também foram avaliados os possiveis efeitos ocasionados pela
manipulagdo dos animais durante os experimentos.
Para isso foram determinados, os seguintes parametros:
a) pH sanguineo e hematocrito;
b) Concentragdes plasmaticas de cortisol (indicador primario de estresse);
¢) Concentragdo de glicose plasmatica, e ions plasmaticos tais como: Na", K™ e CI’
(respostas fisioldgicas secundarias);

d) Atividade da enzima Na'/K'-ATPase de tecido branquial nos animais aclimatados
as condigdes de laboratorio, nos grupos controle e em exposicao ao cobre (24, 48,
72 e 96 horas) e na recuperacao ( 1, 2, 7, 15 e 30 dias);

e) Estresse causado pela manipulagdo na auséncia do cobre através dos parametros

acima mencionados.
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3.0 - Materiais e métodos

Foram utilizados exemplares de Prochilodus scrofa (Wt = 40,0 £ 1,25 g) (Fig. 2),
fornecidos pela Estacdo de Hidrobiologia e Piscicultura, Usina Furnas, Furnas, MG. Os animais
foram transportados até laboratorio de Zoofisiologia e Bioquimica Comparada, do Departamento
de Ciéncias Fisioldgicas da UFSCar, e mantido em tanques de amianto de 1000L 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 CaCO0s), aeragdo constante (100% de saturagdao de O;) e alimentados com ragdo
fornecida pela Estagdo de Hidrobiologia e Piscicultura de Furnas, durante 30 dias para
aclimatacdo as condi¢des do laboratorio. O fotoperiodo foi controlado em 12 horas (12 dia:12
noite).

As caracteristicas fisicas e quimicas da agua utilizada nos experimentos, tais como:

temperatura, pH, dureza e condutividade, foram semelhantes aquelas utilizadas na aclimatagao.

Figura 2 — Prochilodus scrofa, Steindachner (1881). Escala em cm.

3.1 - Protocolo experimental

Apo6s o periodo de aclimatagdo, animais (n = 12) foram coletados e amostras de sangue e
branquias foram obtidas para analise. Este grupo de peixes foi denominado de grupo aclimatado
e nao sofreu estresse de manipulagdo da transferéncia para os aquarios experimentais, sendo

amostrados diretamente do tanque de aclimatacdo. Os demais animais (n = 450) foram divididos
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em dois grupos: grupo controle (C), que ndo foi exposto ao cobre e o grupo CU que foi exposto

ao cobre (CLsp-96h = 29 pgCu.L”' Mazon e Fernandes, 1999) durante 96 horas. Ambos os
grupos sofreram estresse de manipulagdo, ou seja, transferéncia para aqudrios de vidro. Os
experimentos foram conduzidos em aquarios de vidro (200 L) e, durante o periodo de exposicao
ao cobre, os animais ndo foram alimentados. Os aquérios foram revestidos para que nao
houvesse contato visual dos animais com o meio externo durante o periodo experimental.

No periodo denominado de Periodo de Exposicdo foram montados 5 aquarios para cada
grupo (10 peixes em cada aquario) correspondendo cada aquério a um tempo de coleta: 24, 48,
72 e 96 horas (1, 2, 3 e 4 dias) para evitar o estresse de amostragem (Figura 3). Foi montado
também um aquario controle e outro com cobre, nos quais os animais foram mantidos durante 96
horas. Apos esse periodo, os animais do grupo controle € os animais sobreviventes a exposi¢ao
ao cobre foram utilizados para a préxima etapa do experimento denominada de Periodo de
Recuperacao (30 dias).

Dos aquarios destinados para a recuperacao, tanto os animais do grupo controle quanto os
do grupo exposto ao cobre foram manipulados novamente para serem transferidos, apos as 96
horas, para tanques com agua sem cobre, com fluxo continuo de 4gua e alimentagdo, semelhante
as condicdes de aclimatacdo, ja descritas, para recuperagdo (Figura 4). Todos os experimentos
foram efetuados com repetigao.

As amostras foram constituidas por 6 animais dos quais foram coletados sangue e tecidos,
sempre no mesmo horario (entre 9:00 h e 10:00 h), pois a secre¢ao de cortisol em peixes, assim
como em mamiferos, segue o ritmo circadiano (Wendelaar Bonga, 1997).

Das amostras de sangue total foram imediatamente medidos o pH e o hematocrito, e logo
apos, estas foram centrifugadas para a obtencao do plasma para andlise de cortisol, glicose e
ions. Para colheita de amostras de tecido branquial, os animais foram anestesiados com
benzocaina 0,1% (Sigma, St Louis, USA) e as branquias foram extraidas para determinacdo da

atividade da enzima Na'/K -ATPase.
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EXPOSICAO (96 horas)

Animais Aclimatados

30 dias
Sistema com fluxo
constante de agua (1000 L)

Coleta de animais
-:> aclimatados

Nao
manipulados

Manipulagao

(transferéncia de ambiente)

Grupo controle

Sem cobre

Sistema estatico

(200 L)

CuSO,.5H,0

Grupo cobre /

29 ngCul!

Sistema estatico

(200L)

Manipulacio

Transferéncia para agua sem cobre

Coletados
animais em

-:> 24,48, 72
e 96 horas

(E1, E2,

E3 ¢ E4).

Figura 3 - Esquema do protocolo experimental utilizado no periodo de exposi¢do em 24, 48,
72 e 96 horas para andlise das alteracdes provocadas em Prochilodus scrofa pelo estresse
induzido pelo cobre (29 pgCu.l) e pela manipulagio nas transferéncias para novos
ambientes. Dos animais coletados foram obtidos sangue e branquias para analise.

12
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RECUPERACAO (30 dias)

Grupo controle Grupo cobre

l I' Manipulagao “ l

Transferéncia para agua sem cobre

Sem cobre Sem cobre
Sistema com fluxo constante de
agua (500 L) Sistema com fluxo constante de
agua (500 L)

| |

Coleta de animais em diferentes periodos de recuperagao:

1 dia (R,), 2 dias (R,), 7 dias (R;), 15dias(R;5) e 30 dias (R;)

Figura 4 - Esquema do protocolo experimental utilizado no periodo de recuperagdo em 1, 2,
7, 15 e 30 dias para avaliar a recuperagdo das alteragdes provocadas em Prochilodus scrofa
pelo estresse induzido pelo cobre e pela manipulagdo nas transferéncias para novos ambientes
apds o periodo de exposi¢cdo (96 horas). Dos animais coletados foram obtidos sangue e
branquias para analise.

3.2 - Analises do sangue e do tecido branquial

3.2.1 - Analise em sangue total
Imediatamente apos a coleta, o pH do sangue foi mensurado em pHmetro QUIMIS, uma
aliquota foi utilizada para a determinacdo do hematocrito. O hematocrito foi feito em um tubo

capilar heparinizado de 75mm, selado em uma das extremidades e centrifugado por 5 minutos a
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12000 g em uma centrifuga de microhematdcrito FANEM, mod. 207/N. Um cartdo padronizado

foi utilizado para se estimar a porcentagem das partes solida (eritrocitos e leucéceitos) e liquida
(plasma).
O sangue remanescente foi centrifugado em centrifuga refrigerada HERMLE Z 323 K a

6.000 g por 5 minutos a 5 °C, para obten¢ao do plasma.

3.2.2 - Analise do plasma
O plasma foi dividido em aliquotas, congelado e mantido a -80°C para posterior analise

das concentragdes de glicose, cortisol, Na", K" e CI".

3.2.2.1 - Analise da glicose no plasma

A glicose plasmatica foi analisada pelo método da glicose-oxidase, utilizando Kit. Labtest
n® 34 (Labtest Diagndstica, Minas Gerais, Brasil). O método consiste na oxidagéo da glicose com
formacao de peroxido de hidrogénio e posterior de antipirilquinonimina, cuja cor avermelhada ¢é
proporcional a concentragdo de glicose da amostra. A leitura da absorbancia, em 490 nm, foi

realizada em um leitor de microplacas Microplate Reader MRX — Dynex;

3.2.2.2 - Analise dos ions plasmaticos
As concentragdes dos fons Na' e K’ plasmaticos foram determinadas em um
espectrofotometro de chama ZEISS, mod. M4Q2, ap6s dilui¢do apropriada (1:100).
A concentragdo plasmatica de ions CI foi determinada utilizando-se o kit Sigma n® 461-3

com leitura em 460 nm em um leitor de microplacas, Microplate Reader MRX — Dinex.

3.2.2.3 -Analise do cortisol plasmatico
A concentracdo plasmatica de cortisol foi determinada pelo método ELISA, utilizando-se

para isso o Kit CORTISOL ELISA DSL-10-2000 ACTIVE (Diagnostic Systems Laboratories,
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Inc., USA). O procedimento segue o principio do imunoensaio enzimatico, onde existe a

competi¢do entre um antigeno ndo marcado e um antigeno marcado com enzima por um numero
fixo de sitios de ligagdo no anticorpo. A quantidade de antigeno marcado com a enzima ligada ao
anticorpo € inversamente proporcional a concentragdo da substincia sendo analisada nao
marcada presente na amostra. O material ndo ligado foi removido por decantagio e lavagem dos
pocos da microplaca. A leitura foi feita em 450 nm em um leitor de microplacas, Microplate

Reader MRX - Dynex.

3.2.3 — Anilise da atividade da enzima Na'/K'-ATPase no tecido branquial

A atividade da Na'/K'-ATPase foi determinada pelo método descrito por Quabius (1997) e
adaptado para leitura em microplaca (Nolan, 2000).

Neste ensaio o tecido branquial foi homogeneizado em tampao SI (Sacarose 300mM;
Imidazol 30mM; pH 7,4) e centrifugado em centrifuga refrigerada HERMLE Z 323 K a 10.000g
por 5 minutos a 5°C. O sobrenadante foi separado ¢ a quantidade de proteina foi determinada
pelo método descrito por Lowry (1951). Ao sobrenadante foi adicionada saponina 0,2mg/mL
para otimizar a acessibilidade ao substrato.

O sobrenadante de cada amostra foi pipetado em seis pocos de uma microplaca, sendo que
cada amostra apresentava aproximadamente 5 pg.uL" de proteina conforme o protocolo original.
Em cada pogo foi adicionado 100 uL da mistura de reagdo contendo NaCl; MgCl,; Na,EDTA;
Imidazol e Na,ATP (Sigma A-5394) em pH 7,4. Nos trés primeiros pogos (tréplica) foi
adicionado KCl (meio A) e nos trés ultimos, foi adicionado ouabaina (Sigma O - 3125) (meio
B). As concentragdes de cada reagente utilizado neste ensaio para as branquias de P. scrofa
foram otimizadas em testes preliminares (ver item 3.2.3.1). A placa de reagdo foi a incubada a
25°C, no escuro.

A reagdo foi interrompida adicionando-se 200 pL de uma mistura 1:1 de TCA 8,6% (Acido

Tricloro Acético) e reagente de cor (0,66 mM H,SO4 + 9,2 mM de molibdato de amonia + 0,33
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mM FeSO4 7 H,0), e a leitura foi realizada em um leitor de microplacas (MRX — Dynex) em

595 nm (Declan, 2000). A quantidade de Pi foi estimada nos meios que continham KCl e nos
meios que continham ouabaina. A diferenca entre os meios A e B indicam a atividade dessa

. . ’ -1
enzima, sendo expressa em puM Pi.mg proteina. hr ~.

3.2.3.1 -Caracterizaciio cinética da atividade da enzima Na'/K'-ATPase em Prochilodus
scrofa

Para otimiza¢io da atividade de Na'/K'-ATPase em P. scrofa, das condicdes descritas
anteriormente foram ensaiados cada um dos fatores cinéticos.

Foram ensaiadas as diferentes concentragoes de NaCl (10, 25, 50, 100, 200, 250 ¢ 300mM);
MgCl, (3, 5, 8, 16, 24, 48 e 60mM); Na,ATP (1, 2, 3, 5 e 10mM), KCI (5, 9, 13, 18, 25, 50, 70 e
80mM) e ouabaina (0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 e 3mM), bem como o tempo de incubacdo das amostras
(10, 20, 30, 45 e 60 minutos) para reacdo da enzima com o substrato. As concentragcdes de
proteina do sobrenadante também foram ensaiadas variando concentra¢des de 2 a 10 pg.uL". O
pH dos meios utilizados foi mantido em 7,4 conforme o protocolo original

As condigdes Otimas determinadas nestes ensaios foram utilizadas para quantificar a ATPase

. ~ s~ 2+ ~
de Prochilodus scrofa, em fungdo da exposi¢do ao metal Cu” e a sua recuperagao.

3.2.3.2. Analise de Proteinas do tecido branquial

A concentragdo das proteinas totais do tecido branquial foi determinada usando-se o método
descrito por método de Lowry (1951), utilizando como padrdo protéico a albumina sérica bovina.
As concentragdes foram determinadas em um espectrofotometro SPECTRONIC GENESYS 5 na

absorbancia de 660 nm.
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3.3 - Analise estatistica

Os dados obtidos estdo apresentados como média * erro padrao da média (SEM) e a
analise estatistica foi efetuada utilizando-se o programa INSTAT versao 3.0 para Windows.

O teste especifico para andlise dos dados foi determinado levando-se em consideragdo o
coeficiente de variancia (CV) que corresponde ao Desvio Padrdo dividido pela Média
multiplicado por 100. Para valores de CV < 20% foi aplicado um teste paramétrico e para valores
de CV > 20% foi aplicado um teste ndo paramétrico.

Baseado neste critério, o teste paramétrico foi utilizado na andlise estatistica dos ions
Na', K" e CI, e do pH, ja o teste ndo paramétrico foi utilizado na analise da glicose, do cortisol e
da enzima Na'/K"-ATPase.

Foram comparados os grupos expostos € ndo expostos ao cobre individualmente (por
exemplo: controle E; x contaminado E;; controle E, x contaminado E,; controle R; x
contaminado R; e assim por diante) utilizando-se o teste paramétrico denominado teste “t” nao
pareado e o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, conforme o critério descrito anteriormente.

O grupo de animais aclimatados foi comparado com os grupos dos animais expostos e
ndo expostos ao cobre, utilizando-se para isso a ANOVA One-way (paramétrico) com pds-teste
de multiplas comparagdes de Tukey-Kramer ou o teste de Kruskal-Wallis (ndo paramétrico) com
pos-teste de multiplas comparagdes de Dunn, baseado no coeficiente de variancia (CV).

Para os testes realizados, foram considerados como sendo significativos os valores de

p<0,05.
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4.0 — Resultados:

Nenhuma morte foi observada nos animais do grupo controle (C) durante o
periodo experimental, j4 no grupo exposto ao cobre (CU), aproximadamente 35% dos
animais morreram durante as primeiras 24 horas de exposi¢do e 10% durante as 24
horas posteriores (segundo dia de exposi¢do). Nenhum animal morreu durante o periodo
de recuperac¢do, tanto aqueles do grupo controle quanto os que foram expostos ao cobre.

Foi observado, porém ndo quantificado, um aumento na freqiiéncia respiratéria
dos animais do grupo CU, bem como uma mudang¢a do comportamento desses animais,
que passavam a nadar na superficie da dgua, principalmente apds as primeiras 12 horas
de exposicao. Embora ndo quantificado observou-se um aumento na producdo de muco
nos animais expostos ao cobre, porém nenhuma dessas alteragdes foram observadas

durante o periodo de recuperacao.

4.1 - Cortisol Plasmatico

Os valores médios da concentracio de cortisol expressos em ng.mL" no plasma
de P.scrofa e suas respectivas porcentagens estao dispostos na Tabela 1 e Figura 5,
respectivamente. Durante todo o periodo de exposi¢ao, os valores da concentracdo de
cortisol do grupo controle (C) mostraram um aumento significativo (p<0,05), de
aproximadamente 300%, em relagdo aos animais aclimatados (100% = 43,26 + 5,76
ng.mL™") nos dias 1,2 e 3 (24, 48 e 72 horas) e aproximadamente 200% no 4° dia (96h)
do periodo de exposi¢do. Os animais do grupo exposto ao cobre (CU) apresentaram
aumentos de até 400% em 48 horas (2 dias) de exposi¢do. Durante o periodo de
recuperagdo, a concentragdo de cortisol de ambos os grupos retornou ao valor

semelhante aquele do grupo de animais aclimatados.
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Nao foram observadas diferengas significativas entre o grupo controle (C) e o
grupo exposto ao cobre (CU), embora em 2 dias de exposicdo, o aumento nas
concentragdes de cortisol chegou a 32% em relagdo ao grupo controle deste mesmo
periodo.

Durante o periodo de recuperagdo, a concentracao de cortisol do grupo CU foi
significantemente maior em relagdo ao grupo controle no primeiro dia e no ultimo dia
do experimento. Nos demais dias (2, 7 e 15 dias) ndo houve diferencas significativas

nos valores de cortisol plasmatico entre o grupo C, CU e aclimatado.

4.2 - Glicose Plasmatica

As concentragdes plasmaticas de glicose expressas em mg.dL”’ estdo
apresentadas na Tabela 2 e Figura 6. As concentragdes plasmaticas de glicose do grupo
exposto ao cobre apresentaram um aumento significativo (p<0,05) em relacdo aos
animais aclimatados (100% = 19,54 + 2,31 mg.dL™") e grupo controle. No primeiro dia
(24h) de exposicdo ao cobre houve um aumento de 900%, nos dias que se seguiram
houve uma tendéncia de queda que se manteve até o final do 4° dia (96h) no qual foi
determinada uma elevagdo de 300% em relagdo aquela do grupo de animais
aclimatados. No primeiro dia de recuperagdo, os valores da concentracdo de glicose do
grupo exposto ao cobre foram ainda significativamente maiores que aqueles
determinados nos animais do grupo aclimatado ao laboratorio e ao grupo controle. No
7° ¢ 15° dia do periodo de recuperagdo, houve uma queda na concentragdo plasmatica de
glicose em relag@o aos controles dos respectivos periodos.

A concentragdo de glicose plasmatica dos animais do grupo controle ndo foi
alterada durante o periodo de exposi¢do, em relacdo aos animais do grupo aclimatado,
porém mostrou um aumento significativo no primeiro e no segundo dia do periodo de

recuperagdo (Tabela 2 e Figura 6).
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Tabela 1 — Valores médios = SEM (n = 6) das concentragdes plasmaticas de cortisol em
P. scrofa do grupo controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante o periodo de
exposicao de 96h: 1, 2, 3 e 4 dias (E,, E,, E; e E4, respectivamente) e posterior periodo
de recuperacao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (Ry, Ry, R7, Rys € Rsp). * indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) em relagdo ao controle no respectivo tempo.

PERIODO CONTROLE (grupo C) COBRE (grupo CU)
EXPERIMENTAL (ng.mL™) (ng.mL™)
E, 127,29 + 11,10 138,34 + 5,02
E, 125,40 + 8,36 177,23 + 25,10
E; 132,08 + 8,02 131,85 + 12,73
Eq 89,65 + 12,18 102,69 + 13,44
R, 39,46 + 4,52 98,56 + 10,01*
R, 44,46 + 5,24 46,35 + 7,65
R; 69,05 + 7,77 58,31 + 8,35
Ris 50,54 +9,78 44,06 + 6,25
R3o 35,90 + 5,23 62,40 +2.25%
Aclimatado 43,26 + 5,76
500
g 400
S |
™ 300
£
‘3 — *
% 200 -
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%’ 7 43,264 5,76 ng.mL-1
© 100 - <
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Periodo de Exposigao Periodo de Recuperacgao
(Dia) (Dia)

Figura 5 — Porcentagens dos valores médios (+ SEM) das concentragdes plasmaticas
de cortisol em P. scrofa durante a exposicao de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, Es, Ese Eq4,
respectivamente) ao cobre e posterior recuperagdo: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R, Ry, R7, Ris e
R30) em relagdo as condi¢des de aclimatacdo (linha 100 %). @ representa o grupo
controle e [J o grupo exposto ao cobre. O simbolo # indica diferenga estatistica
significativa em relacdo aos animais aclimatados (p<0,05); * indica diferenga estatistica
significativa em relag¢do ao controle (p<0,05).



21
Resultados

4.3 - Tons Plasmaticos

Os animais do grupo controle (3 dias do periodo de exposi¢ao — E;, E; e E3) e os
que foram expostos ao cobre (1° dia de exposi¢do — E;) apresentaram aumentos
significativos nas concentragdes de Na' plasmatico em relagdo ao grupo de animais
aclimatados (100% = 127,71 + 1,58 mEq.L™") (Tabela 3, Figura 7). No 4° dia e durante o
periodo de recuperagio, os valores da concentragio de Na" foram semelhantes aqueles
apresentados pelo grupo de animais aclimatados, com exce¢do do 30° dia de
recuperagido no qual houve uma queda significativa na concentragio de Na' plasmatico
nos animais do grupo que foi exposto ao cobre.

Comparando-se os grupos C e CU, observou-se que a reducdo na concentragao

de Na' plasmatico ndo foi significativa nas primeiras 24 horas (1 dia) de exposicgo. (1
dia). Nos dias seguintes, houve uma tendéncia a diminuigdo da concentragdo de Na"
plasmatico em relagdo aos valores apresentados pelo grupo controle, sendo que esta foi
significativa no 4° dia (96h) de exposicio.
Durante o periodo de recuperacio, a concentragdo plasmatica de ions Na' no grupo CU
ainda se manteve significativamente menor que a do grupo controle, porém a partir do
segundo dia de recuperacdo, os valores da concentracdo plasmatica de Na' foram
semelhantes aqueles do grupo controle e do grupo dos animais aclimatados (Tabela 3,
Figura 7).

A Figura 8 e a Tabela 4 mostram as variagdes nas concentragdes plasmaticas do
ion cloreto (CI'). Nao houve diferenga significativa nas concentracdes plasmaticas de
ions CI" nos animais do grupo controle e exposto ao cobre em relagdo aos animais
aclimatados (100% = 136,06 + 3,71 mEq.L™"), com excegio da concentragio do ion CI
que foi significativamente mais alto no 3° dia do periodo de exposi¢do. Durante o

periodo de recuperacdo, as variagdes nas concentragdes plasmaticas de ions Cl” ndo
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Tabela 2 — Valores médios = SEM (n = 6) da concentracao plasmatica de glicose em P.
scrofa do grupo controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante a exposigao de
96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, E,, E; e E4, respectivamente) e posterior recuperagdo: 1, 2, 7,
15, 30 dias (R, Ry, R7, Ris € R3p). * indica diferenca estatistica significativa (p<0,05)
em relag@o ao controle no respectivo tempo.

PERIODO CONTROLE (grupo C) COBRE (grupo CU)
EXPERIMENTAL (mg.dL™) (mg.dL™)
E, 26,96 + 3,53 171,66 + 12,64*
E, 17,67 + 1,72 119,71 + 15,10*
E; 16,03 £ 2,90 69,09 + 7,58*
E4 28,35 + 3,55 65,36 + 5.81*
Ry 50,42 3,74 87,78 + 10,54*
R, 41,25 + 3,40 44,83 + 525
R; 35,79 + 4,72 20,61 +2,04*
Ris 24,94 +2.28 16,70 + 2,16*
R3o 8,75 + 1,38 11,61 £ 0,96
Aclimatado 19,54 £ 2,31
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Figura 6 — Porcentagens dos valores médios (= SEM) da concentragdo plasmatica de
glicose em P. scrofa durante a exposi¢do 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, Ea, Es e Eg4,
respectivamente) ao cobre e posterior recuperacao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R;, Ry, R7, Ris e
R3p) em relacdo as condigdes de aclimatagdo (linha 100%). @ representa o grupo
controle ¢ [1 o grupo exposto ao cobre. O simbolo # indica diferenga estatistica
significativa em relagdo aos animais aclimatados (p<0,05); * indica diferenca estatistica
significativa em relagdo ao controle (p<0,05).



23
Resultados

foram maiores do que 10% em relacdo aos animais do grupo aclimatado (ndo
significativas).

Alteragdes significativas nas concentragdo de ions Cl” foram observadas apenas
4° dia de exposi¢do ao cobre e 1° e 15° dia do periodo de recuperagdo, enquanto nos
demais periodos, assim como para o ion Na', as altera¢gdes ndo foram significativas.

Embora tenha havido variagdes tanto nos valores de Na' quanto de CI’, quando a
razdo Na:Cl (Figura 9, Tabela 4) foi analisada ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao grupo controle, exposto ao cobre e
aclimatados (100% = 0,98 £ 0,03).

Durante o periodo de exposigio os valores da concentragdo plasmatica de K™ nos
animais dos grupos C e CU variaram em torno de 10% em relagdo ao grupo de animais
aclimatados (100% = 4,33 £ 0,19 mEq.L'l), variagdes estas que ndo foram consideradas
significativas (Tabela 6). Entretanto, durante o periodo de recuperagao observou-se que
a concentracio plasmatica de K™ no grupo de animais que foi exposto ao cobre diminuiu
significativamente, (p<0,05) no 30° dia de recuperagéo.

Comparando-se as concentragdes plasmaticas de fons K™ em P. scrofa do grupo
controle e do grupo exposto ao cobre observou-se a mesma tendéncia apresentada pelo
ion cloreto, um sutil aumento de 4% em relacdo ao controle nas primeiras 24 horas de
exposicdo ao metal e uma tendéncia a queda nos tempos seguintes, chegando a 8% em
72 horas de exposicao (Figura 10). Essa diminuicao foi estatisticamente significativa ao
final das 96 horas (4 dias) do periodo de exposicao.

Durante o periodo de recuperagio os valores da concentragio de K plasmatico
do grupo exposto ao cobre mantiveram-se abaixo daqueles obtidos no grupo controle até
o sétimo dia de recuperacdo, sendo significativa (p<0,05) somente no primeiro dia

(Tabela 6, figura 10). No décimo quinto dia foi registrado um aumento significativo nos
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valores de potassio em relagdo ao grupo controle e, no trigésimo dia, os valores foram

significativamente menores.
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Tabela 3 — Valores médios + SEM (n = 6) das concentragdes plasmaticas de fons Na"
em P. scrofa do grupo controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante o periodo
de exposicao de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, E,, Es ¢ E4, respectivamente) ao cobre e
posterior recuperagdo: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R;, Ry, R7, Ris € R3p). * indica diferenca
estatistica significativa (p<0,05) em relacdo ao controle no respectivo tempo.

PERIODO CONTROLE (grupo C) COBRE (grupo CU)
EXPERIMENTAL (mEq.L™") (mEq.L™")
E, 155,00 + 10,16 152,16 £ 11,14
E, 145,00 + 4,55 137,83 + 7,69
E; 157,66 + 7,47 143,00 £ 10,18
E4 138,50 + 2,89 126,73 £ 5,06*
R, 133,53 £2,82 121,00 £2,26*
R, 130,46 + 2,01 125,83 +1,18
R 129,22 £ 2,74 126,62 £ 1,91
Ris 127,83 + 1,91 134,33 +2,63
R3¢ 111,33 +£5,91 99,28 + 3,84
Aclimatado 127,71 £ 1,58
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Figura 7 — Porcentagens dos valores médios = SEM (n = 6) das concentragdes
plasmaticas de Na” (mEq.L™") em P. scrofa durante a exposicdo de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias
(E1, E,, E; e E4, respectivamente) ao cobre e posterior recuperagdo: 1, 2, 7, 15, 30 dias
(R1, Ry, Ry, Rys € R3p) em relagdo as condi¢des de aclimatagdo (linha 100 %). @
representa o grupo controle e L1 o grupo exposto ao cobre. O simbolo # indica diferenca
estatistica significativa em relacdo aos animais aclimatados (p<0,05); * indica diferenca
estatistica significativa em relagdo ao controle (p<0,05).
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Tabela 4 — Valores médios + SEM (n = 6) das concentracdes plasmaticas de ions CI’
em P. scrofa do grupo controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante a
exposicdo de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, E,, E; ¢ E4, respectivamente) ao cobre e posterior
recuperagdo: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R;, Ry, R7, Ris e R3p). * indica diferenga estatistica
significativa (p<0,05) em relagdo ao controle no respectivo tempo.

PERIODO CONTROLE (grupo C) COBRE (grupo CU)
EXPERIMENTAL (mEq.L™") (mEq.L™")
E; 129,86 + 7,72 150,85 + 6,39
E, 146,80 + 4,21 140,25 + 6,80
E; 170,90 + 9,08 158,48 + 4,34
E4 135,60 + 5,54 117,16 £ 5,84*
R, 156,10 £ 4,10 139,94 +£4,22%
R; 145,71 £ 6,31 131,90 + 8,04
Ry 122,56 + 8,89 135,25 £ 6,99
Ris 146,03 + 5,62 126,58 + 5,46*
R3¢ 147,61 £ 8,21 142,47 £ 7,52
Aclimatado 136,06 £ 3,71
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Figura 8 — Porcentagens dos valores médios (+ SEM) das concentragdes plasmaticas de
ClI' em P. scrofa durante a exposicao de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, E», E; e Eg4,
respectivamente) ao cobre e posterior recuperagao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R, Ry, R7, Rjs e
Rs30) em relagdo as condi¢des de aclimatagao (linha 100 %). @ representa o grupo
controle e [1 o grupo exposto ao cobre. O simbolo # indica diferenga estatistica
significativa em rela¢do aos animais aclimatados (p<0,05); * indica diferenca estatistica
significativa em relagdo ao controle (p<0,05).
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Tabela 5 — Valores médios £ SEM (n = 6) da razdo Na:Cl em P. scrofa do grupo
controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante a exposi¢do de 96 hl, 2, 3 e 4
dias (E;, Ea, E3 e Eq4, respectivamente) ao cobre e posterior recuperacao: 1, 2, 7, 15, 30
dias (R;, Ra, R7, Ris e Rjp). * indica diferenca estatistica significativa (p<0,05) em
relacdo ao controle no respectivo tempo.

PERIODO CONTROLE (grupo C) COBRE (grupo CU)
EXPERIMENTAL

E, 1,21+£0,10 1,01 +0,08
E, 0,99 + 0,03 0,98 + 0,05
E; 0,93 + 0,06 0,90 + 0,05
Eq 1,04 + 0,04 1,15+ 0,05
R, 0,91 + 0,04 0,95 + 0,06
R, 0,96 + 0,05 1,13+ 0,09
R; 1,13 +0,08 0,99 + 0,06
Ris 0,93 + 0,04 1,07 + 0,05
R3o 0,83 + 0,06 0,82 + 0,07

Aclimatado 0,98 £0,03
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Figura 9 — Porcentagens dos valores médios (+ SEM) da razdo Na:Cl em P. scrofa
durante a exposi¢do de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, E,, E; ¢ E4, respectivamente) ao cobre e
posterior recuperacao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R;, Ry, Ry, Ris e R3p) em relagdo as
condigdes de aclimatagdo (linha 100 %). @ representa o grupo controle ¢ [1 o grupo
exposto ao cobre. O simbolo # indica diferenga estatistica significativa em relagdo aos
animais aclimatados (p<0,05); * indica diferenca estatistica significativa em relacdo ao
controle (p<0,05).
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Tabela 6 — Valores médios = SEM (n = 6) das concentragdes plasmaticas de potassio
em P. scrofa do grupo controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante a
exposicdo de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, Ey, E; e E4, respectivamente) e posterior
recuperagdo: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R;, Ry, R7, Ris € R3p). * indica diferenga estatistica
significativa (p<0,05) em relagdo ao controle no respectivo tempo.

PERIODO CONTROLE (grupo C) COBRE (grupo CU)
EXPERIMENTAL (mEq.L™") (mEq.L™")
E; 4,96 + 0,27 5,15+0,23
E, 521+0,18 4,9+ 0,20
E; 4,76 + 0,24 4,36+ 022
E4 5,05+0,18 4,39 +0,23*
R, 5,14+ 0,25 4,30 +0,23*
R, 4,99 + 0,24 4,4740,16
R, 520+ 0,28 4,94+ 0,14
Ris 4,50 + 0,25 528 +0,24*
R3o 4,20+ 022 3,60 £ 0,16*
Aclimatado 4,68 +0,17
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Figura 10 — Porcentagens dos valores médios (£ SEM) das concentra¢des plasmaticas
de K" em P. scrofa durante a exposicao de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (Ei, Ez, E; e Eg4,
respectivamente) ao cobre e posterior recuperacgao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R, Ry, R7, Ris e
Rj0) em relagdo as condigdes de aclimatagdo (linha 100%). @ representa o grupo
controle ¢ [1 o grupo exposto ao cobre. O simbolo # indica diferenga estatistica
significativa em relagcdo aos animais aclimatados (p<0,05); * indica diferenga estatistica

significativa em relag¢do ao controle (p<0,05).
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4.4 - pH sanguineo

A tabela 7 e a Figura 11 expressam, respectivamente os valores médios (£ SEM)
e a % em relacdo aos animais aclimatados das variagdes de pH sangiiineo em P. scrofa
nos periodos de exposicao ao cobre e posterior recuperagao.

No periodo de exposicdo, os valores de pH sangiliineo dos animais
permaneceram abaixo daqueles apresentados pelo grupo de animais aclimatados (100%
=17,96 £ 0,032), porém somente os valores de pH do grupo controle em 24 ¢ 96 horas se
mostraram significativos. Durante o periodo de recuperagdo observou-se a mesma
tendéncia até o segundo dia de recuperagdo (p < 0,05).

Comparando-se os valores de pH sangiiineo, no periodo de exposi¢do, dos
animais do grupo controle e exposto ao cobre (periodo de exposi¢cdo) observou-se que o
pH sangiiineo dos animais expostos ao cobre foi maior do que os valores dos animais
do grupo controle, embora ndo significativo (p= 0,05).

Durante o periodo de recuperagdo (R; e R;) os valores de pH dos grupos
experimentais, controle e exposto ao cobre, foram significativamente menores (p<0,05)
quando comparados aos valores dos animais aclimatados. Nos demais periodos

observou-se uma tendéncia a estabilidade.

4.5 - Hematocrito

Os valores de hematocrito de P. scrofa do grupo controle ndo mostraram
diferencas significativas em relagdo aos animais do grupo aclimatado (100% = 39 +
0,86 %) (Tabela 8, Figura 12). Entretanto, o hematocrito foi significativamente maior
(p<0,05) no 2° e 4° dias nos animais do grupo exposto ao cobre e 1° dia de recuperagio

(Tabela 8, figura 12). No décimo quinto e trigésimo dia do periodo de recuperagio,
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Tabela 7 — Valores médios = SEM (n = 6) do pH sangliineo em P. scrofa do grupo
controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante a exposicdo de 96 h: 1, 2,3 e 4
dias (E;, Ea, Es e E4, respectivamente) e posterior recuperacao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R,
Rz, R7, Ris e R3p). * indica diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relacdo ao

controle no respectivo tempo.

PERIODO CONTROLE (grupo C) COBRE (grupo CU)
EXPERIMENTAL
E; 7,52 +0,05 7,64 + 0,05
E, 7,65 + 0,04 7,82 + 0,04
E; 7,75 + 0,03 7,81 +0,02
E4 7,34+ 0,03 7,58 + 0,02
R, 7,30 + 0,02 7,44 +0,03*
R, 7,64 +0,10 7,65+0,12
R; 8,08 + 0,03 7,70 £0,12%*
Ris 8,12+ 0,06 7,96 + 0,05
R3o 8,05 + 0,04 8,12+ 0,03
Aclimatado 7,96 £0,032
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Figura 11 — Porcentagens dos valores médios (+ SEM) de pH sangiiineo em P. scrofa
durante a exposi¢do de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, E,, E; e E4, respectivamente) ao cobre e
posterior recuperagao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R;, Ry, Ry, Rijs € R3p) em relagdo as
condigdes de aclimatagdo (linha 100%). @ representa o grupo controle ¢ [1 o grupo
exposto ao cobre. O simbolo # indica diferenga estatistica significativa em relacao aos
animais aclimatados (p<0,05); * indica diferencga estatistica significativa em relagdo ao
controle (p<0,05).
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Tabela 8 — Valores médios £ SEM (n = 6) da porcentagem de hematocrito em P.
scrofa do grupo controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante a exposigao de
96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, E;, E; e E4, respectivamente) e posterior recuperagao: 1, 2, 7,
15, 30 dias (R, Ry, R7, Ris € R3p). * indica diferenca estatistica significativa (p<0,05)
em relag@o ao controle no respectivo tempo.

PERIODO CONTROLE (grupo C) COBRE (grupoCU)
EXPERIMENTAL (%) (%)
E; 41,20 1,24 45,20 + 0,80*
E, 41,40 £ 0,60 46,00 + 0,89*
E; 39,00 + 0,63 43,00 £ 0,63*
E4 42,72 +1,09 49,81 +1,32*
R, 44,50 + 2,02 50,25 + 1,30*
R, 36,90 + 1,77 39,63 + 1,15
R; 41,22 £1,51 42,85 1,20
Ris 37,90 + 1,33 33,66 + 1,08*
R3o 36,62 +2.23 33,46+ 0,91
Aclimatado 39,00 + 0,86
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Figura 12 — Porcentagens dos valores médios (£ SEM) do hematdcrito sangiiineo (%)
em P. scrofa durante a exposicdo de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E;, Es, E;s ¢ Eg,
respectivamente) ao cobre e posterior recuperacgao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R, Ry, R7, Ris e
Rj0) em relagdo as condigdes de aclimatacdo (linha 100 %). @ representa o grupo
controle ¢ [1 o grupo exposto ao cobre. O simbolo # indica diferenga estatistica
significativa em relagcdo aos animais aclimatados (p<0,05); * indica diferenga estatistica
significativa em relag¢do ao controle (p<0,05).
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observou-se uma queda significativa nos valores de hematocrito dos animais que
foram expostos ao metal.

Durante os 4 dias (96h) de exposi¢ao ao cobre o hematdcrito dos animais do
grupo exposto ao cobre foi significativamente maior (p< 0,05) em relacdo aos animais
do grupo controle (Tabela 8, Figura 12). Durante o periodo de recuperacdo, o
hematocrito dos animais do grupo exposto ao cobre foi maior (p< 0,05) que o do grupo
controle apenas no primeiro dia.

Nos ultimos 15 dias de recuperagdo houve uma queda nos valores de
hematocrito dos animais do grupo exposto ao cobre em relagdo aos animais do grupo
controle, porém foi considerada significativa apenas no décimo quinto dia de

recuperagao.

4.6 -Caracterizacio cinética da atividade da enzima Na/K'-ATPase em
Prochilodus scrofa

As figuras 13 e 14 mostram as alteragdes na atividade da enzima Na/K'-
ATPase (WMPi.mg proteina™.hr'") no tecido branquial de P. scrofa. em funcdo das
variagoes nas concentragoes dos reagentes da técnica descrita em Quarbius (1997), tais
como: proteina, ATP, KCIl, MgCl,, NaCl, Ouabaina e também o tempo de incubagao.

A concentracdo 6tima de proteina foi de Spg.ul’. O Na,ATP registrou uma
melhor atividade com 3mM, a ouabaina com 2,5 mM e o NaCl com 100 mM. O tempo
de incubacao do sobrenadante de tecido branquial que apresentou a melhor atividade foi
de 45 minutos.

Variando-se o KCl, a concentracdo em que se obteve a melhor atividade foi de
10 mM, ja para o MgCl, a melhor atividade foi em 8 mM.

A partir destas informagdes foi preparado o tampao de incubacdo com as

concentragdes de reagentes determinadas acima para determinagdo das atividades da
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. + + . . ~ r
enzima Na /K -ATPase em animais expostos ao cobre € em recuperacdo em agua sem

cobre, bem como dos respectivos grupos controle.

4.7 - Atividade da Enzima Na'/K'-ATPase durante as 96 horas de exposicio

A atividade da enzima Na'/K'-ATPase branquial nio apresentou diferengas
significativas do grupo exposto ao cobre e do grupo controle em relagdo aos animais
aclimatados (100% = 025 + 0,039 pMPi.mg proteina’.h™) tanto no periodo de
exposicdo ao cobre como no periodo de recuperacdo (Tabela 9, Figura 15).

Analisando-se os valores da atividade da Na'/K'-ATPase do grupo controle em
relacdo ao que foi exposto ao cobre, foi observada uma diminui¢do significativa na
atividade da enzima durante o 1°, 3° ¢ 4° dia (24, 72 ¢ 96h) de exposi¢do ao cobre

(Tabela 9, Figura 15).
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Figura 13 — Variagdo da atividade da enzima Na'/K'-ATPase em relagdo as diferentes concentragdes
proteina, Na,ATP e tempo de incubagao. Os valores estdo representados pela média = SEM (n = 6). *
indica maior atividade da enzima.
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Figura 14 — Variagio da atividade da enzima Na'/K'-ATPase em relagdo as diferentes concentragdes
de KCl, MgCl,, NaCl e Ouabaina. Os valores estio representados pela média £ SEM (n = 6). * indica

maior atividade da enzima.
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Tabela 9 — Valores médios + SEM (n = 6) da atividade da enzima Na'/K'-ATPase em
P. scrofa do grupo controle (C) e do grupo exposto ao cobre (CU) durante a exposi¢do
de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E,, E,, Es e E4, respectivamente) e posterior recuperagdo: 1, 2,
7, 15, 30 dias (Ry, Ry, R7, Rys e Rap). * indica diferencga estatistica significativa (p<0,05)
em relacdo ao controle no respectivo tempo.

PERIODO CONTROLE (grupo C) COBRE (grupo CU)
EXPERIMENTAL (uMPi.mg proteina.hr”) (uMPi.mg proteina.hr™”)
E, 0,174 £ 0,007 0,117 £0,014*
1 07) 0,179 £ 0,015 0,202 £ 0,017
E; 0,229 £ 0,017 0,133 £0,017*
E4 0,240 + 0,035 0,143 +£0,012*
R, 0,270 +£ 0,041 0,256 £ 0,042
R, 0,286 + 0,048 0,251 £ 0,043
R, 0,281 + 0,038 0,260 + 0,033
Ris 0,233 £ 0,063 0,159 £ 0,021
Rao 0,298 + 0,064 0,273 +£ 0,055
Aclimatado 0,25 £0,039
150
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. ]
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75 up
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a *
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Figura 15 — Porcentagens dos valores médios (+ SEM) da atividade da enzima Na'K'-
ATPase em P. scrofa durante a exposi¢do de 96 h: 1, 2, 3 e 4 dias (E, E;, Es e Eq4,
respectivamente) ao cobre e posterior recuperagao: 1, 2, 7, 15, 30 dias (R;, Ry, R7, Rjs e
R30) em relagdo as condi¢des de aclimatagdao (linha 100 %). @ representa o grupo
controle e [1 o grupo exposto ao cobre. O simbolo # indica diferenga estatistica
significativa em rela¢do aos animais aclimatados (p<0,05); * indica diferenca estatistica
significativa em relagdo ao controle (p<0,05).
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5.0 - Discussao

O presente estudo confirma e amplia os estudos anteriores (Mazon e Fernandes,
1999; Mazon et al, 2000, 2002a, b; Cerqueira et al., 2002; Takasusuki et al., 2004;
Carvalho et al., 2004) sobre a susceptibilidade de P. scrofa ao cobre. Além disso, os
resultados evidenciam claramente as alteragdes fisiologicas que ocorrem na fase inicial de
exposi¢ao ao cobre (24-48 h), a denominada “fase de choque” (McDonald ef al., 1991), que
¢ um periodo critico caracterizado pela maioria das mortes dos peixes. Animais jovens,
como os que foram utilizados no presente estudo, sdo aparentemente mais sensiveis ao
cobre, devido a demanda energética maior para o crescimento e alta eficiéncia na absorcao
ligada a uma imaturidade no sistema de excrecdo (Kamunde et al, 2002). Uma segunda
razdo, geralmente aceita para explicar a mortalidade maior na fase de choque, ¢ que nesta
fase pode ter ocorrido uma concentragdo maior de ions Cu®” livres na agua dos aquérios no
inicio da exposi¢cdo, visto que com o tempo, a concentracdo desse ion poderia ter
diminuido, devido a ligagdo com as paredes do aquario, ou com o muco produzido pelos
animais ou ainda pela entrada do cobre nos organismos dos animais. Essa explicacdo ¢é
apenas especulativa visto que nao foram realizadas medidas periddicas nas aguas dos
aquarios-testes para evitar que essa manipulacdo fosse mais um fator estressante para os
animais. A propor¢dao massa de peixe/agua nos aquarios foi muito pequena para mostrar
significativa redu¢do do cobre livre na dgua dos aquarios como ja foi demonstrada por
Mazon (1997).

Como ja nas primeiras 24 horas de exposi¢do ocorreu a maioria das mortes
(aproximadamente 35%), nossos resultados podem representar uma sele¢do de individuos

resistentes, que foram capazes de sobreviver a exposi¢ao ao cobre.
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Alteragdes comportamentais sdo as primeiras a ocorrerem quando os animais
detectam a presenca de metais na dgua (Sorensen, 1991). O comportamento de P. scrofa
expostos ao cobre de nadar na superficie da d4gua e o aumento da freqiiéncia respiratoria
sugere que a fungdo respiratoria foi afetada, pois essas respostas indicam a necessidade
maior de oxigénio. A elevada producdo de muco é uma resposta comum quando os peixes
sdo expostos a maioria dos poluentes (Mallatt, 1985), e, em geral, serve para proteger as
superficies epidermais como branquias e pele (Lewis e Lewis, 1971). Além disso, 0 muco
contém cargas negativas que podem atrair os ions cobre e, em seguida libera-los durante a
eliminacdo de dgua pelo opérculo, no ciclo respiratério. A camada de muco pode também
aumentar a barreira agua-sangue para difusdo do cobre, porém esse sistema de defesa pode
acarretar em prejuizo da fungdo respiratoria, ja que também pode dificultar a difusdo de
gases (O, e CO;) (Hinton e Laurén, 1990).

A natureza das respostas de P. scrofa durante todo o experimento revelaram alta
influéncia de distarbios fisicos, principalmente a manipulagdo, o que dificultou o
entendimento da real natureza das respostas integradas ao estresse frente a exposi¢do ao
cobre. Nao podemos deixar de considerar o possivel estresse provocado pelo confinamento
nos aquarios de vidro, bem como a amonia, nitrito da d4gua dos aquarios que podem ter sido
alterados durante o periodo de exposi¢do ao cobre. Entretanto, como ja analisado por
Mazon (dados nao publicados), fatores como amonia, nitrito ndo foram alterados durante os
experimentos de exposicdo ao cobre (96h) provavelmente devido a relacio massa de
peixe/L de dgua. Os animais do grupo aclimatado foram utilizados como “controle” para o
fator estresse ja que eles ndo sofreram manipulagdo de transferéncia para diferentes

ambientes.
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As alteragdes nos niveis de cortisol plasmatico nao evidenciaram claramente que o
ion cobre foi um estressor agudo, pois os peixes de ambos os grupos (controle e cobre)
apresentaram aumento nos niveis de cortisol. Nesse caso a manipulacdo do animal pode ter
sido o fator principal de estresse nesses animais. A resposta ao estresse promovida pela
exposicao ao cobre em P. scrofa ficou evidenciada pelo aumento da concentragdo de
glicose na circulag@o sangiiinea, resposta esta que ndo foi observada nos peixes do grupo
controle. Em Salmo truta submetida a estresse, observou-se que os valores de glicose
sangiiinea ndo foram correlacionados com os de cortisol (Flodmark, et al., 2002) como o
que ocorreu com P. scrofa do grupo controle em relacdo aos animais expostos ao cobre. Em
peixes, o aumento da glicose plasmatica ¢ uma resposta comum ao estresse, podendo
muitas vezes ser considerada como indicador de estresse (Hattingh, 1976).

A hiperglicemia relacionada ao estresse foi reportada em muitos teledsteos e €
aceita como sendo o principal efeito imediato da liberacdo de catecolaminas para suprir o
aumento na demanda de energia para as atividades metabdlicas associadas ao estresse em
peixes (Barton e Iwama, 1991) como as alteragdes nas fungdes respiratorias e cardio-
vasculares (Randall e Perry, 1992). A glicogendlise ¢ o principal processo metabdlico
induzido pelas catecolaminas para a liberacdo de glicose hepatica em curtos periodos de
estresse (Vijayan et al., 1994; van Raaij et al., 1996, Fabbri et al., 1998; Mommsen et al.,
1999). A gliconeogénese também pode ser responsavel pelo aumento da glicose plasmatica,
principalmente quando o glicogénio hepatico foi exaurido (Janssens e Waterman, 1988). A
manutencao dos altos niveis de glicose plasmatica durante todo o periodo de exposicao ao
cobre e nos dois primeiros dias de recuperagdo em agua sem cobre no grupo CU pode ter
sido resultado da gliconeogénese induzida ou mediada pelos altos niveis de cortisol

registrados. A redugdo significativa nos niveis de glicose nos animais do grupo CU em
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relacdo aos do grupo controle, no sétimo e no décimo quinto dia de recuperagdo, pode ser
atribuida a reducdo dos estoques de glicogénio hepatico que foi utilizado durante os
periodos de estresse para manutencao da demanda de energia (Quarbius, et al. 2000).

A elevagdo dos niveis de cortisol € o principal indicador de estresse em peixes e
ocorre como resposta para uma grande variedade de estressores, incluindo poluentes
(Wendelaar Bonga, 1997, Mommsen et al., 1999). Na exposicdo aguda a um agente
estressor, os niveis de cortisol aumentam e retornam aos niveis do grupo controle depois de
poucas horas (Nolan, 2000) ou dias (Arends et al., 1999). O aumento significativo nos
niveis de cortisol em P.scrofa de ambos os grupos, controle e exposto ao cobre, indicaram
que o aumento do cortisol ndo foi somente em decorréncia da exposi¢do ao cobre, mas
também pela manipulacao na transferéncia dos animais para as novas condigdes: tanques de
aclimatagcdo (fluxo constante de agua) para exposi¢do (sistema estdtico) e deste para
tanques de recuperagdo (fluxo constante de agua).

Entretanto, a auséncia de aumento do cortisol plasmatico nos peixes do grupo
controle, quando ambos os grupos foram transferidos para os tanques de recuperacao (agua
sem cobre), revelaram uma resposta integrativa ao estresse complexa nesta espécie,
tornando dificil uma explicacdo clara, ja que a transferéncia para 4gua sem cobre também
implicou em manipulagdo e novas condigdes de permanéncia (sistema com fluxo constante
de agua). O periodo de tempo entre as exposicdes a estressores tem implicacdes nas
respostas ao estresse, podendo tornar-se acumulativas ou ocorrer habituagdo ou
compensacdo (Schreck, 2000). Esta pode ser a provavel explicacdo da nao alteracdo dos
valores de cortisol dos animais do grupo controle que sofreram manipulacdo semelhante
aquela que foi submetida os animais do grupo cobre, sugerindo que tenha havido um

processo de habituacdo ou compensagdo como proposto por Schreck (2000). Ja, os altos
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niveis de cortisol no plasma dos peixes do grupo CU no primeiro dia do periodo de
recuperacao pode ser explicado pela maior susceptibilidade dos animais para a manipulagao
visto que ficaram expostos ao cobre durante 96 horas. Nao havendo mais cobre na dgua, a
reducdo na concentragdo do cortisol plasmatico foi o esperado, ou seja, no segundo dia apos
a transferéncia para agua sem cobre, os valores retornaram para aqueles semelhantes aos do
grupo de animais aclimatados, evidenciando uma tendéncia a recuperacdao do estresse
(Nolan, 2000; Dang, 2000a).

Algumas das respostas fisioldgicas ao estresse causado pelo cobre e/ou manipulagao
(transferéncia dos peixes para novas condi¢des) observadas no presente estudo revelaram
alguma discrepancia com a maioria dos resultados relatados na literatura, principalmente
aqueles relacionados a perda de ions (Flik e Perry, 1989, McDonald e Milligan, 1997).

O aumento no hematocrito tem sido observado freqiientemente em peixes
submetidos a agentes estressores (Heath, 1995) e ¢ freqiientemente atribuido a liberacao de
catecolaminas que induz o aumento no volume do eritrécito e aumento na afinidade O,-Hb
(Soivio e Nikinmaa, 1981). Dethloff e al. (1999) nao encontraram alteragdes no
hematocrito de truta arco-iris apds exposi¢cdo ao cobre, zinco € na mistura zinco-cobre,
todos em concentragdes subletais. Outros estudos mostraram que a exposi¢do ao cobre cuja
concentragio foi de até 27 ugCu®" L™, ndo alteraram o hematdcrito e a glicose; somente
concentragdes acima de 30 pgCu®" L' foram capazes de induzir alteragdes significativas
(Christensen et al., 1972; Mckim, 1970). O aumento no hematocrito tem sido relatado
como sendo uma resposta transitoria restrita a minutos ou horas (Casillas e Smith, 1977)
sendo que muitos outros fatores podem influenciar nas mudangas do hematécrito. No caso
de P. scrofa, o aumento no hematdcrito dos peixes do grupo CU, durante todo o periodo de

exposicao e também no primeiro dia da recuperagdo pode ser, a principio, atribuido a
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liberagdo de catecolaminas, mas a manuten¢do da alta porcentagem de hematocrito por um
longo periodo de tempo sugere a possibilidade de aumento no nimero de eritrocitos
circulantes como ja foi descrito em estudos anteriores efetuados com P. scrofa expostos ao
cobre (Mazon et al. 2002b; Cerqueira et al., 2002). Embora os efeitos no sangue estejam
associados com a desintegracdo dos eritrocitos e, na maioria das espécies sensiveis a danos
no sistema hematopoiético (Svobodova et al., 1994), as alteragdes nas variaveis sangiiineas
de P. scrofa durante a exposi¢do ao cobre sugerem uma resposta compensatdria para o
aumento na capacidade de transporte de oxigénio (Mazon et al., 2002b; Cerqueira et al.,
2002).

Muitos estressores alteram as fungdes branquiais e resultam em distarbios
hidromineral e acido-base (Barton et al., 2002). Em peixes de dgua doce, o aumento na
perfusdo das lamelas secundarias das branquias favorece a tomada de oxigénio, e ¢
atribuida ao aumento das catecolaminas circulantes no plasma. O aumento da perfusdo das
lamelas secundarias ¢ acompanhado por um aumento na permeabilidade das membranas e
favorece o ganho de 4gua a partir do ambiente e a perda de ions Na' e CI para o ambiente
(McDonald e Milligan, 1997). O cobre, por sua vez, altera o epitélio branquial (Fernandes e
Mazon, 2004) e inibe a atividade da Na'/K'-ATPase (Li et al, 1996) o que pode
potencializar os efeitos da libera¢ao de catecolaminas.

Em nossos experimentos os distirbios hidromineral e 4acido-base foram
encontrados em ambos os grupos (controle e exposto ao cobre), entretanto a magnitude e a
duracdo das respostas foram diferentes. Em periodos curtos de exposicdo, os efeitos
fisiologicos sdo os primeiros a ocorrerem, mas somente em 96 horas de exposi¢do ao ion
Cu®’, P. scrofa apresentou uma alteracdo significativa nas concentragdes de ions

plasmaticos o que também foi observado por Cerqueira et al. (2002). Essa tendéncia
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iniciou-se ap6s 48 horas de exposi¢do.Altos niveis de catecolaminas podem explicar os
aumentos nos niveis de K plasmaticos nas primeiras 24 horas em relagdo ao grupo de
animais aclimatados, ja que elas (CAs) tendem a alterar a permeabilidade das membranas
dos eritrdcitos, proporcionando a perda de ions destas células para o plasma (Evans, 1993).
O aumento significativo no Na* plasmatico sem mudangas no CI” plasmatico nos animais
do grupo controle, exceto no terceiro dia do periodo de exposi¢do, comparado com o grupo
de peixes aclimatados, pode ser explicado pelos efeitos dos elevados niveis de cortisol
alterando, nas branquias a permeabilidade das membranas e/ou as fungdes especificas de
cada tipo celular respectivamente, (Wendelaar Bonga, 1997, Arends et al., 1999, Laiz-
Carrion et al., 2003) ou o efeito direto do cobre na estrutura branquial (Mazon et al.
2002a,b, Cerqueira et al., 2002), porém essa explicacdo ndo explica totalmente as
diferencas no balango hidromineral em ambos os grupos. Muitos estudos evidenciaram que
o cortisol aumenta o numero de células de cloreto (Laurent e Perry, 1990; Mazon et al.,
2004), as unidades de Na'/K'-ATPase no sistema tubular e na membrana basolateral das
células de cloreto (Dang et al., 2000b) e a atividade da enzima Na'/K'-ATPase (Flik e
Perry, 1989). Além disso, Laurent e Perry (1990) também demonstraram que existe uma
positiva correlagdo entre a superficie apical das células de cloreto e o influxo de Na" e CI’
nas branquias. A exposi¢do aos metais pesados estd associada a perda de ions,
principalmente Na' e Cl° (Arellano, 1999), decorrentes de respostas bioquimicas
provocadas quando o cobre entra em contato com as células dos tecidos branquiais, por
exemplo inibindo o influxo transcelular de Na' e estimulando o efluxo paracelular deste
mesmo ion através das jungdes do tipo “tight” (Laurén e McDonald, 1985). A inibi¢ao de
enzima Na'/K'-ATPase também ¢ um importante fator a ser considerado durante o periodo

em que animal esta exposto ao metal.
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Entretanto, nenhuma mudanga significativa nas concentragdes de Na™ plasmatico
foram observadas nos peixes do grupo exposto ao cobre, exceto no primeiro dia de
exposicdo em relagdo aos animais do grupo aclimatado. A reducdo no Na' e CI” plasmético
nos peixes expostos ao cobre em relagdo aos do grupo controle, que ocorreu juntamente
com a redugdo significativa da atividade da enzima Na'/K'-ATPase, pode indicar que a
acdo direta do cobre nas membranas branquiais tem efeito preponderante em relagdo a
possivel acdo do cortisol nas células de cloreto.

Embora apos 96 horas de exposi¢do ao cobre e no primeiro dia de recuperacao
tenham ocorrido redugdes significativas nos valores de Na” e CI, a razdo Na:Cl ndo foi
alterada, como foi também observado por Pelgrom, et al. (1995) em Oreochromis
mossambicus expostos ao cobre.

A redugdo nos valores de pH nos grupos controle e expostos ao cobre em relacao
aos animais do grupo aclimatado durante o periodo de exposi¢do pode estar relacionada
com o aumento do metabolismo requerido para manter a homeostase interna (Wendelaar
Bonga, 1997) acarretando em uma acidose metabolica reduzindo o pH. A alteracdo na
regulacdo acido-base pode permanecer mais do que 4 dias e foi sugerido que o cobre pode
interferir com o trocador CI/HCO;™ e/ou anidrase carbonica, porque induz o aumento da
PCO, (Wang, 1998). A interferéncia no trocador CI/HCOj; juntamente com a possivel
inibi¢do do trocador Na'/NH," apical (Laurén e McDonald, 1985) pode ser uma explicagio
para as alteragdes nos valores de pH, mas esse fato deveria ter sido acompanhado de
mudancas nas razdes Na:Cl, as quais ndo ocorreram em P. scrofa, no presente estudo.

Como ndo houve alteragdo na razdo Na:Cl, mas ocorreu alteracdo no pH, esse fato

pode ser atribuido ao efeito direto do cobre induzindo a dificuldade na eliminagdo de
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amonia (Grosell ef al., 2002) ou pelo efeito do cortisol que em altos niveis podem atuar no
metabolismo de proteinas aumentando seus niveis (van der Boon, et al., 1991).

A técnica utilizada para analise da enzima Na'/K'-ATPase mostrou-se simples e
eficiente para demonstrar a a¢do direta do cobre, embora os resultados obtidos por essa
técnica tenham apresentado valores até 10 vezes menores que os resultados obtidos por
outros autores (Siegler, et al., 1996; Johnson, et al., 1993), porém essas técnicas sdo muito
complexas e de alto custo e tém sido utilizadas principalmente em peixes marinhos, nos
quais a atividade dessa enzima ¢ mais alta. Mesmo com a otimizagao da técnica utilizada no
presente estudo a atividade da Na'/K'-ATPase em P. scrofa, manteve-se baixa. A
diminuigdo da atividade de enzima Na'/K'-ATPase nas branquias de P. scrofa durante todo
o periodo de exposicao ao cobre corrobora com os resultados obtidos com mamiferos (Li et
al., 1996) e outras espécies de teleodsteos (Pelgrom, 1995; Mazon et al., 2004) quando
expostos ao cobre. Seria esperado que o aumento dos niveis de cortisol plasmatico
aumentasse a atividade da enzima contrapondo o efeito direto do cobre sobre a mesma.
Entretanto, altos niveis de cortisol aceleram o ciclo celular e induzem apoptose das células
de cloreto (Nolan, 2000), o que pode ter ocorrido com os animais do grupo controle, uma
vez que ndo houve aumento na atividade de enzima. No grupo exposto ao cobre, os valores
determinados para a atividade da Na'/K'-ATPase est4 provavelmente associada a agio do
cobre diretamente sobre a enzima e/ou células de cloreto, contudo ndo deve ser descartada a

hipdtese de aumento da apoptose dessas células.
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6.0 - Conclusoes:

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

a) P. scrofa apresenta alta sensibilidade ao manuseio inerente ao estudo experimental o

que pode influenciar as respostas geradas pela exposi¢ao ao cobre.

b) O aumento do cortisol e glicose plasmatica podem ser indicadores de estresse nessa

espécie, porém o agente estressor indutor dessas respostas ¢ dificil de ser identificado.

¢) o cobre é um agente inibidor da Na'/K"-ATPase no tecido branquial.

d) As alteracdes fisiologicas em resposta a exposi¢do ao cobre podem ser restauradas apos
transferéncia para agua sem a presenca de cobre em aproximadamente 7 dias de

recuperacgao.
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