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Sinopse:

Este trabalho avaliou o efeito interativo do cobre e niquel em diferentes pH em juvenis
de C. macropomum, usando diferentes mecanismos bioquimicos e fisiologicos para
determinacdo da toxicidade dos metais. Foi observado que no pH4 a exposi¢do ao
cobre induz o aumento da hemoglobina, ¢ o pH7, induz o aumento dos distirbios
hematologicos (hemoglobina e concentracdo de hemoglobina corpuscular). Nota-se
efeito do pH na atividade da Na'/K'- ATPase com o aumento da atividade da enzima
no tratamento cobre e inibi¢do no tratamento com niquel no pH7 quando comparado
com pH4, e no tratamento com a interagdo dos metais atividade foi inibida em ambos
os pH. Os peixes mantidos em pH neutro foram mais suscetiveis a danos, como

lipoperoxidacdo, e apresentaram respostas antioxidantes e neurotoxicas reduzidas.

Palavras-chaves: Metais, Enzimas, Tambaqui, Interagdo toxicoldgica.
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RESUMO

O cobre (Cu) e o niquel (Ni) t€ém alcangado os ecossistemas aquaticos por meio de diferentes
fontes, como atividades de minerag¢do, lixiviagdo das culturas agricolas e efluentes
domésticos. No ambiente, esses metais podem interagir com outros metais e fatores, como:
pH, alcalinidade, dureza da agua e outros. Considerando as variacdes de pH que podem
ocorrer no ambiente, naturalmente ou ndo, e a crescente demanda por Cu e Ni nos mais
diferentes segmentos industriais, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da toxicologicos
da exposi¢@o ao Cu, Ni ¢ interagdo destes em diferentes pH, sobre marcadores bioquimicos e
fisiologicos em juvenis de Colossoma macropomum. Para tanto, 64 juvenis de C.
macropomum foram expostos a quatro tratamentos, com 8 animais cada: Controle (sem adiggo
de metais); Cobre, Niquel, associagdo Cu + Ni, em pH 4 ¢ 7, por 96 horas. No experimento
foi observado efeito significativo do pH, com o aumento da hemoglobina, catalase e
lipoperoxidacdo e diminui¢do das atividades da superoxido dismutase e acetilcolinesterase em
pH7. A atividade da H'-ATPase foi inibida pela exposi¢do ao Cu e associagdo Cu+Ni em
pH4. A atividade da Na"/K'- ATPase foi inibida nos tratamentos Ni, associagdo Cu+Ni e Cu
no pH7; a associagdo Cu+Ni inibiu a atividade da enzima em ambos os pH. Na série vermelha
foi observado que o Cu foi mais toxico em pH4, ¢ Cu+Ni foi mais toxico em pH7. Além
disso, nota-se que a lipoperoxidagdo ¢ atividade da acetilcolinesterase possuem uma relagdo
inversa. Estes resultados indicam que as respostas antioxidantes, neurotoxicas e danos sao
influenciados pelo pH da dgua. Além disso, a inibi¢do no tratamento com a associacdo Cu+Ni
em ambos pH na atividade da Na"/K'- ATPase evidencia efeito antagénico da combinagio

dos metais.

Palavras-chaves: Metais, Enzimas, Tambaqui, Interacdo toxicoldgica.
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ABSTRACT

Copper (Cu) and nickel (Ni) reach aquatic ecosystems through different sources, such as
mining activities, leaching of agricultural crops, and household effluents. In the environment,
these metals may interact with other metals and factors, such as: pH, water hardness and
others. Considering the pH variations that may occur in the environment, naturally or not, and
the increasing demand for Cu and Ni in the most different industrial segments, the objective
of this study was to evaluate the toxicological effects of exposure to Cu and Ni and their
interaction in different pH, on biochemical and physiological markers of juveniles of
Colossoma macropomum. For this, 64 juveniles of C. macropomum were exposed to four
treatments, with 8 animals each: Control (without addition of metals); Cu, Ni, Cu + Ni
association at pH 4 and 7, for 96 hours. In the experiment, a significant effect of pH was
observed, with increased hemoglobin, catalase and lipoperoxidation and decreased activities
of superoxide dismutase and acetylcholinesterase at pH7. The activity of H'-ATPase was
inhibited by exposure to Cu and Cu + Ni association at pH4. The Na"/K"-ATPase activity was
inhibited in the Cu, Ni, Cu + Ni treatments at pH7; the Cu + Ni association inhibited enzyme
activity at both pH. For blood red series it was observed that Cu was more toxic at pH4, and
Cu + Ni was more toxic at pH7. In addition, it is noted that lipoperoxidation and
acetylcholinesterase activity have an inverse relationship. These results indicate that
antioxidant, neurotoxic and damage responses are influenced by water pH. In addition, the
inhibition of Na"/K"™-ATPase activity in the treatment with the Cu + Ni association in both pH

evidences an antagonistic effect of the combination of the metals.

Keywords: Metals, Enzymes, Tambaqui, Toxicological interaction.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui jazidas minerais, algumas delas de relevancia internacional. Nelas sdo
encontrados 72 minerais, destes 23 sdo metalicos, 45 ndo metalicos e 4 energéticos (Instituto
Brasileiro de Mineragdo, 2015). Em 2015, a produgdo mineral no pais apresentou crescimento
de 6,3% no segundo semestre, estando relacionado principalmente com as extragdes de ferro,
cobre, niquel, aluminio e cromo (Ministério de Minas e Energia, 2015). Na Amazdnia, sdo
extraidos estanho, cobre, niquel, ouro, manganés e aluminio, sendo que a maior parte da

extracdo desses minerais ocorre no estado do Para (Instituto Brasileiro de Mineragéo, 2015).

Em relagdo ao niquel, o Brasil ocupa a sétima posi¢do (Barrera, 2016) sendo que os estados
de Goias e Pard concentram mais de 80% dessas reservas e os maiores € 0s mais importantes
depositos econdmicos (Ministério de Minas e Energia, 2015). O Ni tem sido utilizado na
fabricac@o de baterias, ligas metalicas, ¢ fundigdo. Durante a extragdo e processamento do Ni
também sdo produzidos outros metais, tais como: cobre, cobalto e outros. Para cobre (Cu), a
producdo brasileira ¢ a terceira maior do mundo (Vale, 2018). Na regido Amazonica as
principais atividades que podem aumentar o aporte deste metal no meio ambiente sdo a
mineracdo de metais e de petrdleo (Duarte et al., 2009). Além disso, o Cu tem sido utilizado
no controle de pragas na aquicultura e na agricultura. O aumento das concentracdes desses
minerais em ambientes aquaticos (mares, rios, lagoas) causam diversos efeitos sobre os
organismos ¢ tem sido um assunto de preocupagdo por muitas décadas (Svecevicius et al.,

2012).

De forma geral, os organismos ndo sdo expostos a uma unica substancia, mas sim a misturas
dessas substancias (Kienle et al., 2009; Svecevicius et al., 2012). Nesse sentindo, existem
diferentes conceitos para descrever os efeitos toxicos combinados de compostos. Em relacdo a
concentra¢do, o conceito se baseia na semelhanga de acdo dos componentes de uma mistura
sobre o mesmo alvo. Nesse caso, a toxicidade continua constante quando um composto ¢é
substituido, parcial ou completamente, por uma quantidade igual do outro composto. Este
conceito pode também ser aplicado quando os poluentes apresentam diferentes modos de
acdo, mas ainda assim possuem efeitos toxicologicos comuns, como por exemplo,
mortalidade ou inibi¢do da reprodugéo. O outro conceito ¢ utilizado para descrever toxicidade
de mistura. Neste caso o efeito ¢ independente da acdo e baseia-se no pressuposto de que as

substancias possuem diferentes alvos nos organismos. Esses metais mostram modos
1



"distintos" de agdo, podendo ser “sinérgico” onde o efeito final € maior que a soma dos efeitos
individuais, ou “antagdnico” onde uma substincia compete com a outra (Escher ¢ Hermens,
2002; Kienle et al., 2009). No ambiente natural, os peixes s3o expostos a varias misturas de
substancias toxicas. Portanto, ¢ muito importante avaliar a toxicidade de misturas para melhor

compreender o modo de acdo (Svecevicius et al., 2012).

O Cu em baixas concentragdes ¢ um importante elemento para os organismos e esta envolvido
com varios processos fisiologicos e bioquimicos (Duarte et al., 2009; Wood et al., 2015). As
propriedades redox do Cu, que servem como cofator para enzimas, podem levar a formagao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Wood et al., 2015). A formagdo das ERO culmina
em estresse oxidativo. Em peixes neotropicais ocorre aumento de danos no DNA e
lipoperoxidacdo, bem como disturbios na regulagdo i6nica e mudangas no comportamento
(Braz-Mota et al., 2016; Oost et al., 2003). Os efeitos do Cu podem variar dependendo da
espécie, das caracteristicas fisico-quimicas da agua e de sua concentracdo (Braz-Mota et al.,
2016; Matsuo et al., 2004). Inibicdo de acetilcolinesterase, inibicdo na atividade natatoria
(Tilton et al., 2011) e danos celulares na linha lateral (Hernandez et al., 2006) também sao

atribuidos a exposi¢do ao Cu.

A forma dominante do Cu em pH neutro e 4cido ¢ Cu*?, mas outras formas também podem
ser encontradas na natureza como o hidroxido de cobre, encontrado em pH alcalino. Alguns
elementos podem diminuir a toxicidade do mesmo, como o sédio (Na'), que em altas
concentra¢des reduz a absor¢do do Cu pois competem pelo mesmo sitio de ligagdo, reduzindo
dessa forma o estresse oxidativo causado pelo Cu (Wood et al., 2015); o calcio (Ca'?), em
altas concentragdes protege contra a toxicidade aguda, reduzindo a absor¢do do Cu, sabe-se
que Cu pode deslocar o Ca' nas jungdes paracelulares do epitélio branquial, competindo pelo
mesmo sitio de ligagdo do Ca'™?, podendo diminuir a permeabilidade das branquias (Laurén e
McDonald, 1985; Paquin et al., 2002); e protons (H"), em pH6 o Cu®" compete pelo mesmo
sitio de ligagdo do H' no epitélio branquial, reduzindo a absor¢do Cu (Laurén e McDonald,

1985; Wood et al., 2015).

O Ni ¢ um elemento importante para microrganismos, plantas e animais, sendo um
constituinte de varias enzimas e outras proteinas (Palermo et al., 2015), presente em baixas

concentracdes. A exposi¢ao cronica ao Ni tem se mostrado nocivo aos organismos (Kienle et



al., 2009), sendo considerado potencialmente perigoso devido a sua genotoxicidade,

imunotoxicidade e mutagenicidade (Zheng et al., 2014).

A forma dominante do niquel é Ni?*, mas outras formas também existem como complexos,
com sulfato e cloreto. Em aguas doces, sua especiagdo é dependente de fatores como pH, tipo
e concentragdo de ligante, temperatura, dureza (por exemplo, céalcio ¢ magnésio) ¢ outros

cations (Binet et al., 2018; Holland et al., 2017; Wood et al., 2015).

A toxicidade dos compostos de Ni tem sido extensivamente estudada em organismos modelo
de mamifero e culturas de células. No entanto, menos atengdo tem sido dada a peixes (Zheng
et al., 2014). Embora os mecanismos de toxicidade ndo sejam claros, ha evidéncias de que
possam causar a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de inibir a atividade de
enzimas antioxidantes em tecidos de peixes (Kienle et al., 2008; Palermo et al., 2015).
Palermo et al. (2015) mostram que o aumento do Ni nos 6rgdos de Prochilodus lineatus induz

a sintese metalotioneina, afetando formac¢do de ERO e aumentando a peroxidagao lipidica.

O estresse oxidativo ocorre devido a um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e a atuag@o dos sistemas de defesas antioxidantes (enzimaticos e ndo
enzimaticos), podendo causar lesdes como a peroxidagdo lipidica (LPO), que consiste na
oxidagdo dos acidos graxos poli-insaturados da membrana celular. A LPO resulta em
alteragdes na permeabilidade da membrana, promovendo distirbios no fluxo i6nico e na
seletividade de nutrientes, o que posteriormente pode resultar no rompimento da membrana

(Halliwell, 2006).

Os radicais livres sdo formados em condic¢des fisiologicas em propor¢des controladas pelos
mecanismos de defesas antioxidantes celulares, que sdo os responsaveis pela inibigdo e/ou
redugdo das lesdes causadas pelas ERO. Essas defesas antioxidantes podem ser classificadas
como enzimaticas ¢ ndo enzimaticas, de acordo com sua estrutura biologica (Oost et al.,

2003).

Entre as defesas enzimaticas, destacam-se: i) superoxido dismutase (SOD, EC1.15.1.1), que
catalisa a conversdo do radical superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio (H203); ii) a
catalase (CAT, EC 1.11.1.6) que catalisa a redu¢ao do H,O> em agua e O»; iii) a glutationa
peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9) que catalisa a conversdo de H20: e outros peroxidos (Oost et

al., 2003; Palermo et al., 2015); iv) e a glutationa S-transferase (GST, EC 2.5.1.13) enzima de
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biotransformagdo (Nordberg e Arnér, 2001) cuja atividade pode reduzir ou evitar que ocorra o
estresse oxidativo devido a metabolizacdo de varios substratos hidrofobicos e eletroliticos

(Oost et al., 2003).

Além das alteragdes nas enzimas de estresse oxidativo a presenga desses metais pode causar
efeitos na inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e, como citado acima,
pode causar distirbios ionoregulatorios. A AChE é uma enzima de interagdo neural que atua
na regulacdo dos impulsos nervosos até as sinapses colinérgicas (Oost et al., 2003). A
presenga de metais, associados a contamina¢do podem inibir a atividade da AChE. Sua
inativa¢do provoca acimulo de acetilcolina nas terminagdes nervosas, resultando em disparos
nervosos continuos e excessivos, provocando paralisia e morte (Kim e Kang, 2016; Solé et al.,

2008).

A regulagdo idnica e osmotica ¢ essencial para a vida. Nos peixes, as branquias sdo os
principais orgdos de troca idnica. Possuem células envolvidas na captagdo de ions Na', CI,
Ca?" e H' nos peixes de dgua doce para a manuten¢do da homeostase idnica. Essas células
possuem grande quantidade das enzimas Na'/K'-ATPase (NKA, EC 3.6.3.9) e H-ATPase
(EC 3.6.3.6), que estdo intimamente relacionadas com as trocas idnicas do organismo com o
meio. A NKA ¢ uma enzima transmembrana responsavel pela manutengdo do volume celular
e da pressdo osmotica, uma vez que é responsavel pelo transporte ativo dos ions Na" e K' e,
consequentemente, pela manutencdo do gradiente eletroquimico entre os meios intra ¢

extracelular (Kiiltz e Somero, 1995).

A enzima H'-ATPase consiste em uma bomba de protons que, a partir da hidrolise do ATP é
capaz de transportar ions H" do meio intracelular para o meio extracelular (Kiiltz ¢ Somero,
1995). Estudos mostram que a atividade da enzima nas branquias pode alterar em fungdo do

pH (Wood et al., 2017) e presenca de metais como Cu (Braz-Mota et al., 2018).

As variagoes de pH nos ecossistemas aquaticos parecem influenciar a fisiologia de diversos
organismos; por exemplo, o aumento ou diminui¢do do pH pode causar disturbios no balango
acido-base, regulacdo idnica e excrecdo de amodnia (Aride et al., 2007; Gonzalez et al., 1998;
Wood et al., 2017). Aride et al. (2007), por exemplo, relataram mudangas nos parametros

hematologicos em tambaqui (Colossoma macropomum) associados a mudangas de pH.



Os rios da regido amazonica sdo caracterizados em trés diferentes tipos de agua: barrenta ou
branca, preta e clara. Rios de 4gua branca, como Rio Solimdes, possuem alta quantidade de
solidos suspensos, pH proximo ao neutro e quantidade elevada de ions quando comparada
com os demais tipos. As aguas pretas, como as do Rio Negro, t€ém baixa concentracdo de ions
e sedimentos, pH acido e apresentam uma grande quantidade de acidos himicos e filvicos,
responsaveis pela coloragdo escura dos rios. As aguas claras apresentam grande quantidade de
minerais ¢ menor quantidade de acidos humicos e fulvicos quando comparada com as aguas
pretas, mas assim como estas, sua concentracdo de ions e sedimentos ¢ baixa (Araujo et al.,
2017; Furch, 1984; Holland et al., 2017; Val ¢ Almeida-Val, 1995). A regido amazonica ainda
apresenta uma variedade de planicies inundaveis que variam de nivel ao longo das estagdes
seca e chuvosa. Durante as cheias dos rios ha grande quantidade de matéria organica presente
nesses locais, as quais sdo rapidamente decompostas, acidificando a agua e reduzindo os

niveis de oxigé€nio dissolvido (Junk et al., 1989).

Algumas espécies de peixes amazonicos desenvolveram adaptacdes especificas para suportar
estas variagdes, permitindo que as mesmas explorassem esses ambientes, como por exemplo
Tripotheus albus, espécie que vive nos diferentes tipos de agua e apresenta plasticidade
fenotipica para cada tipo de agua, regulando a expressio de genes que ajudam a manter a
homeostase idnica de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas de cada ambiente (Aratjo
et al., 2017). Outro exemplo ¢ C. macropomum que vive em rios de adguas barrentas ¢ nas
partes baixas dos tributdrios de aguas claras e preta, apresentando adaptacdes favoraveis para

sobreviver nesses ambientes (Wood et al., 2017).

Considerando que C. macropomum habita ambientes dindmicos com atividades
antropogénicas € uma série de estudos reunirem informagdes sobre respostas fisiologicas e
bioquimicas ao pH (Aride et al., 2007; Wood et al., 2017, 1998) e a metais (Matsuo et al.,
2005), a literatura ndo analisa os efeitos interativos de poluentes a variagdes de pH. Portanto,
elucidar questdes sobre os mecanismos de respostas a contaminantes torna-se importante para
o embasamento de futuras acdes mitigadoras que visem a manuten¢do e melhor conservagao

da biodiversidade amazonica.



OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito interativo do cobre e niquel em diferentes pH sobre marcadores bioquimicos ¢

fisiologicos em juvenis de Colossoma macropomum.

Objetivos especificos

v Avaliar o efeito interativo do cobre e niquel em diferentes pH sobre parametros
hematoldgicos em C. macropomums;

v Verificar o efeito interativo do cobre e niquel em diferentes pH sobre a homeostase
idnica de juvenis de C. macropomums;

v Avaliar o efeito interativo do cobre e niquel em diferentes pH sobre as respostas dos
sistemas de defesas antioxidantes em juvenis de C. macropomum e determinar os efeitos
sobre a produgdo de hidroperédxidos lipidicos em juvenis de C. macropomum;

v Avaliar a resposta colinérgica em juvenis de C. macropomum exposto a associacdo de

cobre e niquel.



CAPITULO UNICO

EFEITO INTERATIVO DO COBRE E NiQUEL EM DIFERENTES pH
EM JUVENIS DE TAMBAQUI (Colossoma macropomum CUVIER, 1818)

Manuscrito a ser submetido a Revista Environmental Pollution

1. Introducao

Na regido Amazonica, os desafios podem ser tanto naturais quanto antropogénicos. Em
relagdo aos desafios naturais, as planicies inundaveis da regido amazonica, possuem duas
estagdes bem definidas, seca e chuvosa, sendo que o alto nivel das aguas e grande quantidade
de matéria orgénica resultam no aumento da decomposic¢do, reduzindo os niveis de oxigénio
dissolvido na agua e o pH (Junk et al., 1989). Além das variagdes naturais na regido, as
espécies locais estdo sujeitas a variagdes de impactos antropogénicos, tais como mineragao
(Ministério de Minas e Energia, 2015), desmatamento e represamento para usinas
hidrelétricas (Val et al., 2016). As atividades antropogénicas estdo entre os principais fatores
determinantes para o aumento das concentracdes de metais nos corpos d’agua, prejudicando a
saude dos organismos aquaticos, incluindo peixes e por conseguinte, o proprio homem

(Blewett et al., 2016; Driessnack et al., 2017; Duarte et al., 2010; Holland et al., 2017).

Os ecossistemas aquaticos contaminados por metais sdo quase sempre expostos a mais de um
tipo de contaminante. No entanto, estudos realizados para compreensdo dos efeitos
prejudiciais da exposi¢do a esses contaminantes sdo, principalmente, realizados com metais
individuais. As intera¢cdes dos metais podem influenciar sua absor¢do e metabolismo, o que
pode eventualmente amplificar toxicidade (Driessnack et al., 2017; Escher ¢ Hermens, 2002;

Kienle et al., 2009; Svecevicius et al., 2012).

O cobre (Cu) e o niquel (Ni) s8o metais que exibem um alto grau de liberagdo natural e
antropogénica nos ecossistemas aquaticos. Ha evidéncias de que eles podem desencadear a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e inibir a atividade das enzimas antioxidantes
em peixes (Braz-Mota et al., 2018; Palermo et al., 2015; Zheng et al., 2014). Além dos efeitos
relatados, estudos demonstram que niveis mais elevados de Cu causam acumulo do mesmo no

epitélio olfatorio (Tierney et al., 2010; Wood et al., 2015), efeitos em marcadores de estresse
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oxidativos (Braz-Mota et al.,, 2018; Simonato et al., 2016) ¢ inibi¢do de enzimas
ionoregulatorias (Braz-Mota et al., 2018; Wood et al., 2015). Sabe-se que o Ni em altas
concentragcdes pode causar comprometimento ionoregulatorio, inibicdo da respiracdo e

promocao de estresse oxidativo (Blewett et al., 2016; Blewett e Leonard, 2017).

O mecanismo de agdo do Cu esta relacionado com a homeostase do sédio (Na"), afetando
seus mecanismos de transporte ativo. Por outro lado, o Cu também pode afetar o controle
paracelular, aumentando a perda idnica por difusdo, causando reduc@o dos niveis plasmaticos
e corporeos de outros fons, como (Calcio) Ca*" e Cloreto (CI) (Matsuo et al., 2004; Wood et
al., 2015). Embora, sua absor¢do seja reduzida na presenga de Na', interagdes competitivas
sdo observadas. A toxicidade reduzida na presenca de Na' pode estar relacionada com
captagdo reduzida do metal e/ou protecdo fisiologica (Wood et al., 2015); o mesmo
mecanismo é sugerido para a reducdo da toxicidade na presenca de Ca*" (Matsuo et al., 2004)
e protons (H") (Laurén e McDonald, 1985). O H" desloca o Ca*" nas jungdes intercelulares do
epitélio branquial e sabe-se que o Cu também pode deslocar o Ca**, ja4 que o Cu possui
afinidade pelos mesmos sitios, podendo assim ocorrer competi¢do do metal pelos mesmos
sitios de ligagdo do H" e do Ca?' (Laurén e McDonald, 1985). Estudos mostram que a
especiagdo do Ni pode ser controlada por pH (Holland et al., 2017), salinidade (Blewett et al.,
2016), alcalinidade e dureza (Binet et al., 2018; Wood et al.,, 2015). Entretanto, os
mecanismos de transporte epitelial de Ni ainda ndo estdo bem caracterizados. A captacdo do
metal pode ocorrer por meio do mimetismo i6nico, onde os metais podem ser transportados
por vias projetadas para absorver ions, como Na"e Ca’? *. Ao contrario do Cu, que possui vias
claras de absorgdo, a absor¢do de Ni ainda ndo esta bem esclarecida. Ha evidéncias de que o
Ni interage com os sistemas de transporte de Ca’>" e magnésio (Mg®") em algas e ratos;
entretanto, ndo ha nada evidenciado para peixes (Blewett e Leonard, 2017; Palermo et al.,

2015; Wood et al., 2015).

Os peixes amazdnicos possuem adaptagOes para viver em seus diversificados ambientes ¢ as
principais adaptacdes para espécies que sdo encontradas nos trés tipos de agua estdo
relacionadas ao baixo pH e a concentracdo idnica, como descrito para a sardinha que modula
a expressdo de genes relacionados a homeostase i6nica e a permeabilidade da membrana
(Araujo et al., 2017). O tambaqui (Colossoma macropomum), nativo das bacias hidrograficas
do rio Orinoco e Amazonas, ¢ extensivamente explorado na pesca extrativista e na aquicultura

e ¢ considerado modelo de espécie neotropical para estudos de fisiologia e bioquimica. A



espécie ¢ particularmente resistente as condi¢des hipdxicas e dguas acidas tipicas da regido
amazOnica. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito toxicoldgico do
Cu, do Ni e da interag@o desses dois metais em diferentes pH, sobre marcadores bioquimicos

e fisiologicos em juvenis de C. macropomum.
2. Materiais e Métodos
2.1. Animais experimentais

Os juvenis de C. macropomum (n=64; 26,41 + 4,05 g) foram adquiridos da Estacdo de
Piscicultura de Balbina, pertencente a Secretaria de Estado de Producdo Rural (SEPROR), no
Estado Amazonas e transportados até o Laboratorio de Ecofisiologia e Evolugcdo Molecular
(LEEM) no Instituto Nacional de Pesquisa da Amazdnia (INPA). No laboratorio os animais
foram aclimatados em tanques de 300 L contendo agua de pogo: Ca* 5,25 mg/L; Mg*" 0,49
mg/L; K" 6,16 mg/L; Na" 2,31 mg/L; Cl 772,87 mg/L; temperatura 27,29 °C e oxigénio 6,3
mg/L. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Pesquisas da Amazonia (INPA) sob o namero de registro n°017/2017, conforme

com o regulamento nacional de cuidados com animais.
2.3. Aclimatagdo ao pH

Para a aclimatagdo ao pH, foram utilizadas quatro caixas com 30L (n=16 animais por caixa)
de agua com aeracdo constante, temperatura controlada (28,02 + 0,2 °C), e troca de agua
parcelada (25%). Antes do inicio da aclimatacdo ao pH os peixes foram aclimatados durante
24 horas nas caixas. Apos o periodo de aclimatag¢do o pH foi reduzido gradativamente durante
48 horas adicionando acido sulfurico 0,03 N (H2SO4) para o grupo pH 4,0 (4,1 £ 0,2) e
hidroxido de potassio (KOH) a 1 mM para pH 7,0 (7,3 = 0,3), cada grupo com duas caixas.
Quando o pH desejado foi atingido, os peixes foram mantidos para aclimatacdo nestas
condigdes durante 4 dias. O procedimento de ajuste do pH foi realizado durante todo o
periodo experimental, o mesmo foi aferido com pHmetro (modelo 60-10FT YSI), sendo os
niveis de oxigénio e temperatura medidos por meio de uma sonda multipardmetro (modelo

85-10FT YSI).

2.4. Exposicao Experimental



Para o ensaio de toxicidade, em cada aquario foram preparados 4 L de 4gua com pH 4 ou 7 de
mesma origem da agua de aclimatacdo. Quatro grupos foram usados (n=8) para cada pH:
grupo controle contendo apenas agua com pH controlado; grupo experimental Cu com 0,53
mg/L (CuCL.2H>0); grupo experimental Ni com 4,49 mg/L (NiCl,.6H>O) e grupo mistura
(Mix) com Cu 0,240 mg/L e Ni 2,68 mg/L, expostos a 96 horas. As concentragdes usadas
foram baseadas em testes de CLso (Yasmin Tavares Dantas; Ana Cristina Leite Menezes,
comunicacdo pessoal). A solugdes foram adicionadas nos aquarios 48 h antes dos peixes para
que estivessem estaveis durante o experimento (Blewett et al.,, 2016). O experimento foi
realizado com troca de 4gua e aeracdo constantes. Foram realizadas coletas diarias de 7 ml de
agua dos aquarios para analise de ions e da concentragdo real dos metais nas solugdes
experimentais (Tab. 1). Apos 96 horas de experimento, os peixes foram anestesiados com

MSS-222 (0,5 mg/L) para a coleta das amostras de sangue e tecidos para posterior analises.
2.5. Pardametros hematologicos

As amostras de sangue foram coletadas dos peixes por venopungdo do vaso localizado na
regido caudal com auxilio de seringas heparinizadas (heparina com base litio). Logo apos a
retirada do sangue, as amostras foram armazenadas em microtubos e mantidas em gelo.
Aliquotas de sangue de 10 uL foram retiradas e adicionadas em 2 mL de solucdo de formol-
citrato e Drabkin para a contagem de eritrécitos (RBC) e dosagem de hemoglobina (Hb),
respectivamente. Pelo método do microcapilar foi quantificado o hematdcrito (Ht %). As
constantes corpusculares, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)) foram determinadas a
partir dos valores correspondentes ao nimero de eritrocitos circulantes, ao hematdcrito e a

concentracdo de hemoglobina, de acordo com o proposto por Brow (1976).
2.6. Analises de ions na dgua e plasma

Para analise de ions plasmaticos (Ca?", Mg®", K, CI, Na®, Cu, e Ni), o sangue foi
centrifugado, o plasma sanguineo (n=8) separado em microtubos e armazenados a -4°C. No
momento das analises, as amostras de plasma foram diluidas 100x em solug¢do deionizada e
adicionado 4cido nitrico a 1% para a abertura das amostras. As amostras de adgua foram
congeladas € no momento da andlise as mesmas foram mantidas em temperatura ambiente..
As concentragdes de (Na', Ca*", Mgz*, K", Cu e Ni) foram determinadas por espectrometria

de emissdo atomica com plasma (Thermo Scientific iCAP 7600 ICP-OES) (ANEXO I). Todas
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as amostras foram lidas em triplicata, e comparadas usando um padrdo de espectroscopia

atdmica Perkin Elmer Pure Inorganic Aqueous (N9300224), como referéncia.

Para analise do CI" foi utilizado o método colorimétrico descrito por Zall et al. (1956), o
plasma foi diluido 1000x em agua deionizada e as amostras de agua foram mantidas

congeladas até o momento das analises.
2.7. Enzimas ionorregulatorias

As atividades das ATPases foram determinadas pelo protocolo descrito por Kiiltz e Somero
(1995) adaptado para microplacas. As branquias foram homogeneizadas (1:10 p/v) em tampao
SEID buffer (pH 7,5): sacarose 150 mM, imidazol 50 mM, EDTA 10 mM e acido deoxicdlico
2,5 mM, e centrifugadas (2.000 g, 4°C) por 7 min. Foi adicionada 5 pul do sobrenadante em
uma placa de 96 pogos e mistura reativa (imidazol 30 mM; NaCl 45 mM; KC1 15 mM; MgCl,
3,0 mM; KCN 0,4 mM; ATP 1,0 mM; NADH 0,2 mM; frutose-1,6-bifosfato 0,1 mM; PEP
2,0 mM, com 3 U mL™! piruvato-quinase ¢ 2 U mL™! de lactato desidrogenase), apos, parte
das amostras receberam meio de reacdo sem inibidor, € com inibidor: ouabaina (2 mM), e
com N- ethylmaleimide (NEM, 2 mM). A taxa de oxidagdo de NADH foi analisada a cada 10
seg durante 10 min a 340 nm. A concentragdo de proteina total foi determinada utilizando
albumina sérica bovina (Sigma Aldrich) como padrdo em A = 595 nm, segundo o método de
Bradford (1976). As atividades das enzimas foram calculadas pelas diferencas na inclinagdo
da reta da oxidacdo de NADH entre a solugdo de reacdo sem inibidor (atividade total) e com
inibidores, ouabaina para NKA ¢ NEM para H'-ATPase. As atividades estdo expressas em

umol ATP h''mg proteina™.
2.8. Enzimas oxidantes e Peroxidagdo lipidica

Homogeneizados de figado foram preparados em tampao (pH 7,4): Tris base 20mM, EDTA 1
mM, ditiotreitol 1 mM, sacarose 0,5 m, KC1 0,15 M. Os homogeneizados foram centrifugados
a 15000 g durante 20 min a 4°C e utilizados para determinar as atividades das GST, SOD,
CAT e GPx, e produgdo de LPO (1:2 p/v para LPO e GST, SOD, CAT e GPx 1: 10 p/v).

A atividade da SOD foi determinada por meio da medida da inibigdo da taxa de redugdo do
citocromo C pelo radical superdxido, segundo a metodologia de Floh¢ e Otting (1984). Para a

determinacdo da atividade dessa enzima nas amostras, foi adicionado 10 pl da amostra, 1 ml
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de mistura reativa (tampdo fosfato de sodio 50 mM pH 7.,8; EDTA 0,1 mM; xantina 1mM;
NaOH 0,001 M) e 40 ul de xantina oxidase e as leituras foram feitas em A = 550 nm. Uma
unidade de SOD representa a quantidade de enzima necessaria para produzir 50% de inibigdo
da taxa de reducdo do citocromo C, uma vez que a SOD dismuta o radical superéxido em H,O

e H>O.. A atividade da enzima foi expressa em U SOD.min"'.mg proteina™.

Para andlise da atividade da enzima CAT, foi quantificada a velocidade de degradacdo do
perdxido de hidrogénio (H202). O método consiste em mensurar a atividade da CAT por meio
do consumo de peroxido de hidrogénio exdgeno, gerando oxigénio e agua, segundo
metodologia descrita por Beutler (1975). Para o ensaio, foi utilizado solug¢do de perdxido de
hidrogénio (12 mM) em tampao fosfato de potassio (40 mM, pH 8,0) preparada e titulada no
dia da analise. Em uma cubeta foram colocados 2 ml da solu¢do de H2O; ¢ 20 pul de amostra.
Apds a homogeneizagdo do contetdo, a velocidade de degradacdo do H20:2 foi mensurada
durante 1 minuto. A alteracdo na absorbancia foi medida em A =240 nm, sendo expressa a

atividade em pM H>O, min"! mg de proteina™'.

A atividade da GPx selénio-dependente foi determinada pelo método de Hopkins e Tudhope
(1973), baseado na oxidagdo do NADPH em A = 340 nm. Em uma cubeta de quartzo foi
adicionado 1 ml de meio de reacdo (NADPH, azida sédica 5 mM, GSH, tampao fosfato de
sodio 0,1 M, pH 7,0) juntamente com 20 pl de glutationa redutase (GR), 20 pl de H>0O> 20
mM e 10 pl de amostra. A GPx presente na amostra degrada o H>O; na presenca de GSH. A

atividade da enzima foi expressa em nmol.min"!.mg proteina *!.

A GST foi determinada de acordo com o método descrito por Keen et al. (1976), adaptado
para microplaca, utilizando 1-cloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) como substrato. A
absorbancia foi obtida em A =340 nm e a atividade da enzima foi expressa em U.min!.mg

proteina’!

A lipoperoxidagdo foi determinada pelo método FOX (Ferrous Oxidation/Xylenol Orange)
como descrito por Jiang et al. (1991). O método é baseado na rapida oxidagdo do Fe*" por
hidroperdxidos em condi¢des 4cidas e posterior formacdo do complexo Fe**- laranja de
xilenol, na presenga do estabilizador butilato hidroxitolueno (BHT). Assim, 30 ul de amostra
foram adicionados em microplacas e incubados por 30 minutos, a temperatura ambiente, com

270 pl de mistura reativa contendo 1 ml de laranja de xilenol, 250 uM de FeSO4, 25 mM de
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acido sulfurico (H2SO4), 4 mM de butilado hidroxitolueno (BHT) e metanol 90%, em A = 560

nm. Os resultados foram expressos em pM de hidroperdxido cumeno mg proteina™'.

Todas as leituras foram realizadas por espectrofotometria de placa (SpectraMax M2,
Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) e a concentracdo de proteina total para as
analises foram determinadas segundo o método de Bradford (1976), utilizando albumina

sérica bovina (Sigma Aldrich) como padrio em A =595 nm.
2.9. Acetilcolinesterase

O cérebro foi homogeneizado em 50 mM de tampdo fosfato, pH 7,4, na proporcdo
padronizada (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000g por 30 min. Para os ensaios
foi adicionado 1 mM de iodeto de acetilcolina (ATC). Em cada pogo da microplaca, 150 pul de
5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoic (DTNB; 270 pl) foram misturados com 25 pl da amostra e pré-
incubados por 2 min e a reagdo foi iniciada adicionando 50 pl de substrato. A determinagdo da
atividade seguiu os principios propostos por Ellman et al. (1961) com as modifica¢des
apropriadas para microplacas, sendo realizada a leitura em triplicata a em 405 nm durante 5
min. A atividade foi expressa em nmol.min'.mI"!.mg proteina!. O teor da proteina total foi

determinado segundo o método de Bradford (1976).
2.10. Andlises estatisticas

Os resultados de qualidade de agua foram plotados como média + DP (desvio padrdo). Os
demais dados sdo expressos como média £+ SEM (erro padrdo da média). Todos os dados
foram testados quanto a sua normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk. Para comparacado
foi utilizada uma ANOVA two way, seguido do teste Tukey com nivel de significancia de 5%.
A aplicagdo dos testes estatisticos foi realizada com software Statistica 10 e graficos
SigmaPlot 12. Para analise de correlacdo entre AChE e LPO foi realizado uma analise de

regressao simples.
3. Resultados

Os niveis reais de metais na d4gua nos tratamentos experimentais foram proximos do nominal.
A concentragdo de CI” diminuiu nos tratamentos Cu-pH7 € Mix-pH4 ¢ K™ aumentou em todos
os tratamentos do pH7 em relagdo aos mesmos tratamentos em pH4 (Tab. 1). Nenhuma

mortalidade foi observada durante o experimento. No entanto, nos tratamentos Ni-pH7 e Mix-
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pH7 notou-se que os peixes produziram muco, sendo que na ultima situacdo, ocorreu

producdo de muco mais intensa e natacdo proxima a coluna d’agua.
3.1. Hematologia e ions plasmdaticos

A concentra¢cdo de Hb e os indices CHCM e HCM aumentaram com o aumento do pH da
agua (P<0,05). Entretanto, ocorreu uma diminuicdo do HCM e aumento de Ht ¢ RBC nos
animais expostos ao Cu-pH4 quando comparado ao controle. O valor de hematocrito diminuiu
com o aumento do pH (p<0,05). Apesar de ndo haver diferencas, também notou-se
diminuigdo Ca" plasmatico com o aumento o pH. A concentragio dos metais no plasma
aumentou em todos os tratamentos em relacdo aos seus respectivos controles nos diferentes

pH (p<0,05) (Tab. 2).
3.2. Enzimas ionorregulatorias

Nio houve efeito do pH na atividade da H" -ATPase (Fig. 1), enquanto nos tratamentos Cu-
pH4 (p=0,002) e Mix-pH4 (p= 0,01) ocorreu inibicdo da atividade da enzima quando
comparada com o controle. Note o padrao inverso da atividade dessa enzima, em relagdo ao
pH, quando os peixes foram expostos ao Ni e ao Cu. O mesmo padrdo se repetiu para o Cu-
pH7 (p=0,00). Sobre a atividade da NKA (Fig. 2) observou-se a inibicdo da atividade da
enzima com adi¢do de Cu-pH4 (p=0,00) ¢ aumento no Ni-pH4 (p=0,00), sendo inverso o
padrdo no pH7, com o aumento de 73,7% na atividade da enzima no grupo Cu-pH7 ¢
diminuigdo de 83,8% da atividade no tratamento Ni-pH7. No tratamento Mix-pH4 (p=0,05)
ocorre a inibigdo da atividade quando comparada ao controle. Resultados semelhantes foram

observados nos tratamentos Ni-pH7 (p=0,00) e Mix-pH7 (p=0,00).
3.3. Respostas antioxidantes, dano oxidativo e acetilcolinesterase

A atividade da SOD foi influenciada apenas pelo aumento do pH (Fig. 3), com a inibi¢cdo da
atividade enzimatica em todos os tratamentos no pH7 em relacdo ao pH4 (p=0,00). Aumento
da atividade CAT foi observado nos tratamentos Cont-pH4 ¢ Mix-pH4 quando comparado ao
pH7 (p=0,00). Para o pH4, ocorreu aumento da CAT nos tratamentos Cu-pH4 (p=0,03) e Ni-
pH4 (p=0,02) em relagdo ao controle (Fig. 4). Para a atividade da GPx o aumento do pH
resultou no aumento da atividade da enzima apenas no Cu-pH7 (p=0,00), enquanto no Mix-

pH7 (p=0,06) a atividade enzimatica foi inibida quando comparado ao controle (Fig. 5).
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Sobre a atividade da GST observou-se aumento no tratamento Mix-pH7 (p=0,02) em relagao
ao mesmo tratamento no pH4. Nos tratamentos mantidos em pH7, ocorreu aumento da
atividade da enzima nos tratamentos Cu-pH7 (p=0,05), Ni-pH7 (0,05) ¢ Mix-pH7 (p=0,05),
quando comparados com controle (Fig. 6). Os niveis de LPO aumentaram em todos os
tratamentos, com diferengas Cont-pH7 (p=0,02), Cu-pH7 (p=0,00), Ni-pH7 (p=0,00) ¢ Mix-
pH7 (p=0,03) em relagdo ao pH4 (Fig. 7).

Para a atividade da AChE, observou-se inibi¢do da atividade com aumento do pH (p=0,00)
em todos os tratamentos (Fig. 8). Neste estudo foi observado que a atividade da AChE
diminuiu significativamente no pH7 ¢ a LPO aumentou no mesmo pH sugerindo que a

atividade da AChE ¢ inversamente proporcional a LPO, sendo o valor de 1?=0,96 (p=0,00)
(Fig. 9).

4. Discussao

Os peixes teledsteos apresentam mecanismos para a manutencdo do equilibrio organico
mesmo quando expostos a alteragdes no meio como, variacdo de pH (Aride et al., 2007;
Wood et al., 2017), disponibilidade de ions (Duarte et al., 2013; Gonzalez et al., 1998) e
presenga de metais (Carvalho et al., 2015; Matsuo et al., 2005; Palermo et al., 2015). Estudos
relatam que quando C. macropomum ¢ mantido em pH 4acido ocorrem perturbacdes
insignificantes para espécie, sugerindo que a espécie estudada pode estar mais adaptada para
enfrentar ambientes com pH mais acidos (Aride et al., 2007; Gonzalez et al., 1998; Wood et

al., 1998).

O presente estudo mostra que a toxicidade dos metais foi reduzida com a diminuigdo do pH,
corroborando o estudo de Holland et al. (2017) que avaliou a taxa de mortalidade causada
pelo Ni em diferentes pH em Paracheirodon axelrodi. Corrobora também o estudo de
Carvalho et al. (2015) que avaliou a toxicidade do Cu em Prochilodus lineatus por meio dos
parametros de estresse oxidativo em diferentes pH. A menor toxicidade em pH4 pode estar
relacionada com a competi¢do entre os ions Cu®", Ni*" e o H' pelos sitios de ligagdo no
epitélio branquial, ou também pode estar relacionado ao tipo de especiagdo dos metais,
sugerindo que pode ter aumentado o NiOH" ¢ CuOH" por serem mais abundantes em pH7
aumentando assim a toxicidade no pH7 (Holland et al., 2017; Laurén e McDonald, 1985; Pyle
et al., 2002; Wood et al., 2015). A diminui¢do da concentracdo de Hb, CHCM ¢ HCM nos

tratamentos pH4 em relacdo aos tratamentos pH7 indicam um possivel efeito sobre a
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produc@o de hemoglobina em animais expostos a pH neutro. A diminui¢do da concentrago
de Hb nos tratamentos Mix-pH7 ¢ CHCM no tratamento Cu-pH4 em relacdo ao controle
sugere efeito da exposi¢do dos metais. Aumento do valor de Ht no grupo Cu-pH4 em relacdo
ao seu grupo controle e diminui¢do em relagdo a0 mesmo grupo nos diferentes pH pode ter
sido causados pela associag@o entre pH ¢ Cu, o0 mesmo pode ser sugerido para o aumento do
RBC nos grupos Cu-pH4 e Mix-pH4. O aumento de CHCM e HCM nos grupos expostos a
metais pode estar associado a alteragcdo iOnica no meio intracelular devido a desbalango
idnico, que favorece a entrada de agua nas células, aumentando o volume dos eritrdcitos,

levando a hemélise (Aride et al., 2007).

No balango i6nico plasmatico ndo houve nenhum tipo de perturbagdo. Estudos de balango de
Na" e CI' em C. macropomum em diferentes pH mostram que inicialmente ha perdas liquidas
de ions, mas que sdo rapidamente reduzidas sem haver perturbacdes nos niveis de ions

plasmaticos (Aride et al., 2007), como observado no presente estudo.

O aumento da atividade da NKA no tratamento Cu-pH7 pode estar associado a um aumento
na entrada de fons Na" do meio para as células ricas em mitocondrias nas branquias, pela agdo
do co-transportador Na'/CI" e/ou pela agdo da H'-ATPase que pela excre¢do de ions H'
favorece a entrada de fons Na' para dentro da célula, consequentemente, elevando a
concentragdo intracelular de Na“. Com o aumento do Na', para manter o equilibrio i6nico a
excre¢do de Na' ¢ feita por intermédio da NKA, aumentando assim sua atividade. Por outro
lado, a inibigdo da enzima no tratamento Ni-pH7 em relagdo ao mesmo tratamento no pH4 e
Ni-pH4 ¢ Mix-pH4 em relacdo aos seus respectivos controles pode ter sido causado pela
inibicdo da entrada dos ions, uma vez que o Ni pode competir com a entrada de alguns desses
ions (Blewett et al., 2016). Nota-se que a atividade dos tratamentos contendo Cu s@o inversos
aos do tratamento com Ni, e nos tratamentos com a mistura dos metais, a atividade da enzima
em ambos os pH ¢ inibida, sugerindo que pode ter havido um efeito antagénico com a
interacdo dos metais. Esse mesmo efeito foi descrito para Pimephales promelas em que a
interacdo entre o Cu e Ni prejudicou a reproducdo inibindo genes relacionados a vitelogenia

hepatica (Driessnack et al., 2017).

Apesar da exposicao a diferentes pH que, a principio causaria dificuldades na manutencao do
equilibrio acido-base dos organismos expostos, a atividade da enzima H'-ATPase ndo foi

alterada em relacdo ao pH. No entanto, foi observada diminui¢do da atividade da enzima nos
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tratamentos Cu-pH4, Mix-pH4 e Cu-pH7 em relagdo aos seus respectivos controles,
sugerindo efeito dos metais na atividade enzimatica. Braz-Mota et al. (2018) avaliaram a
atividade da enzima com adigdo de Cu e nanoparticulas de Cu em Apistogramma agassizii ¢
também encontraram inibigdo dessa enzima em tratamentos com adi¢do de Cu, em
concordancia com o presente estudo. A H'-ATPase se localiza na membrana apical das
células ricas em mitocondrias, onde promovem a excregdo de ions H' para o meio externo,
criando um gradiente eletroquimico que favorece a entrada de Na" do meio para a célula
através dos canais de Na“ (Wood et al., 2017). Por outro lado, sabe-se que o Cu*? e Ni*
possuem interagdo competitiva com H™ (Wood et al., 2015) o que sugere que no presente
estudo ocorreu competi¢do do Cu e Ni com a entrada de H" nas células branquiais inibindo a

atividade da enzima.

A SOD ¢ a primeira enzima a agir sobre as ERO sendo a responséavel pela dismutacdo do
radical superoxido O2" em O, e H,O.. A SOD ¢ muito sensivel ao estresse causado por
poluentes e pode ser utilizada como um sinal indicativo de estresse oxidativo, sendo um alerta
precoce de polui¢do ambiental (Oost et al., 2003). Carvalho et al. (2015) notaram diminuigdo
da atividade da SOD em pH neutro no controle e aumento da mesma com adi¢do de Cu em
Prochilodus lineatus. No presente estudo a inibicdo da atividade ocorreu em todos os
tratamentos em pH7, sugerindo que para a espécie aqui estudada a atividade da SOD seja

dependente do pH da 4gua.

O aumento da CAT nos tratamentos Cont-pH7 e Mix-pH7 em relagdo ao pH4 evidencia a
influéncia do pH da dgua nas respostas antioxidantes. Notou-se, também, o efeito dos metais
na atividade da enzima nos tratamentos Cu-pH4 e Ni-pH4, isto é, um aumento da atividade da
enzima, em concordancia com os achados de Carvalho et al. (2015) para Cu e de Palermo et
al. (2015) para Ni em Prochilodus lineatus. Devido ao potencial redox do Ni e Cu, 0 excesso
dos mesmos poderia ter aumentado a concentracdo de radical hidroxila, sendo este radical a
principal causa de LPO. A remocdo do H»O2 ¢ uma importante estratégia utilizada pelos
organismos aquaticos para combater o estresse oxidativo (Palermo et al., 2015). No entanto, a
atividade da GPx aumentou no grupo Cu-pH7 com o aumento do consumo de H>O> e inibi¢ao

no grupo Mix-pH7 em relacdo ao seu controle.

A atividade da GST aumentou nos grupos expostos ao pH7 quando comparados com seu

controle, evidenciando o efeito dos metais, bem como o efeito do pH com o aumento da
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atividade da enzima no tratamento Mix-pH7 em relagdo ao mesmo tratamento no pH4,

sugerindo efeito do pH para o tratamento com a associacdo dos metais.

Concomitantemente ao aumento da LPO, ocorreu aumento dos danos em todos os tratamentos
do pH7, reforcando a hipdtese de que o estresse oxidativo foi influenciado mais pelo pH da
agua do que a adigdo dos metais. A produc¢do de LPO ¢ uma reagdo em cadeia complexa,
mediada por radicais livres e auto propagivel. E um processo altamente destrutivo que
aumenta a rigidez e diminui a fluidez das membranas celulares (Oost et al.,, 2003). A
exposicdo ao cobre em agua a pH 4, 5, 7 ¢ 8 aumentou os niveis de LPO no figado de
Prochilodus lineatus (Carvalho et al., 2015). No entanto, a adicdo dos metais ndo influenciou
a produgdo de LPO no presente estudo, mas o pH teve efeito na mesma, o que indica
producdo de radicais livres e/ou uma resposta antioxidante insuficiente ao sequestrador ERO.
A inibi¢do de SOD normalmente resulta em estresse oxidativo e estimula a produgdo de LPO
(Halliwell, 2006), o que é observado no presente estudo com relagdo ao pH. Sugerimos que
no pH7 a SOD ndo transformou o Oy em Oz ¢ HxO,, resultando em um aumento na
concentracdo de radical hidroxila por meio da reacdo de Fenton, sendo este radical a principal

causa de LPO.

Consequentemente, notou-se inibi¢do da atividade da AChE no grupo do pH7 em relagdo aos
grupos do pH4, sugerindo que estudos para compreensdo da atividade da enzima sob efeito do
pH sdo necessarios. Além disso, foi observado a relacdo inversamente proporcional da
atividade da AChE em relacdo aos danos. Estudos mostram que as ERO poderiam inibir a
AChE, que por sua vez afeta a neurotransmissao nas sinapses colinérgicas. Estudos recentes
com embrides de zebra fish (Pamanji et al., 2015; Parlak, 2018; Rodriguez-Fuentes et al.,
2015) mostraram que o estresse oxidativo tem efeitos negativos sobre o sistema nervoso € o

desenvolvimento fisioldgico.
Conclusao

1- Os distarbios hematologicos evidenciados pelo Ht, CHCM e HCM foram causados por
ambos os fatores, pH e metais, em C. macropomum;

2- Em relacdo a atividade das enzimas ionorregulatorias, os efeitos resultaram tanto da
exposicao aos metais quanto ao pH, destacando-se o efeito do Cu e Ni sobre a enzima NKA.
A combinagdo entre Ni e Cu, na interagdo, inibe a atividade da NKA em ambos os pH,

evidenciando um efeito antagénico da combinac¢do dos metais;
18



3- Os exemplares de tambaqui mantidos em pH neutro foram mais susceptiveis a danos,
como lipoperoxidagdo, e apresentaram respostas antioxidantes e neurotoxicas reduzidas;
4- A lipoperoxidagdo e a atividade da acetilcolinesterase guardam relagdo inversa,

evidenciando que o estresse oxidativo tem efeito negativo sobre o sistema nervoso.
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Tab. 1. Parametros fisico-quimicos da solucdo experimental contendo cobre, niquel e associagdo dos dois metais (mix), em pH4 e pH7, para exposicdo de
Colossoma macropomum. Os dados sdo apresentados como média £ SE (n=8, em cada tratamento). * representa diferencas estatisticas entre os tratamentos

comparados com o controle no mesmo pH (p<0,05) e # representa diferengas estatisticas entre os mesmos tratamentos em diferentes pH (p<0,05).

pH 4 pH7
Controle Cobre Niquel Mix Controle Cobre Niquel Mix

Ni (mg/L) 0,02 + 0,001 0,02 +0,002 4,49 + 0,09* 2,78 £ 0,04* 0,01 + 0,002 0,03 £ 0,004 4,24 +£0,17* 2,44 + 0,09*
Cu (mg/L) 0,01 +0,002 0,53 +0,02* 0,03 +£0,02 0,24 + 0,005* 0,01 + 002 0,54 + 0,008* 0,01+0,001 0,233 £0,005*
Na* (mg/L) 2,07 £0,04 2,33+0,06 2,11 +0,05 2,41+ 0,06 2,55+0,18% 2,52+0,12 2,09 +0,10 2,23+0,10
Cl" (uM/L) 269,01 +£26,51 301,03 +21,02 336,72 +24,64 239,66+ 28,93 173,19 + 28,54 145,53 + 27,10 180,69 + 19,92* 242,45 + 30,63

K* (mg/L) 1,97 £ 0,08 2,59+0,11 2,25 +0,06 2,76 £ 0,06 10,35 +0,90* 12,23 +0,65" 9,55+ 0,46" 8,93+0,12%
Mg* (mg/L) 0,390,007 0,42 +£0,01 0,38 £ 0,007 0,39 £ 0,008 0,59 £ 0,05 0,51+ 0,03 0,51+ 0,03 0,45 + 0,03
Ca% (mg/L) 5,55+0,13 6,11 +0,55* 5,19+0,14 5,03 £ 0,05 4,95 +0,40 4,37 +£0,13 4,37 £0,18 5,85 10,25
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Tab. 2. Parametros sanguineos e bioquimicos de Colossoma macropomum apds 96 horas sob a condi¢do controle e expostos ao cobre, ao niquel e a associagdo
dos dois metais (mix), em diferentes pH. Os dados sdo apresentados como média = SEM (n=8, em cada tratamento). * representa diferengas estatisticas entre
os tratamentos comparados com o controle no mesmo pH (p<0,05) e # representa diferencas estatisticas de comparagdes dos mesmos tratamentos em

diferentes pH (p<0,05).
pH 4 pH 7
Controle Cobre Niquel Mix Controle Cobre Niquel Mix
Hb (mg dL?) 5,15+0,33 5,75 +0,25 5,04 +0,18 5,38 £0,15 6,66 +0,55% 7,60 +0,26* 7,43 +0,35% 7,98 £0,17**
Ht (%) 27,00+1,30 36,00+1,40* 30,37+1,89 32,00 £ 2,68 25,50 +2,00 24,87 +1,42% 24,87 +0,61 25,00 + 1,40
RBC (X 10°ulY) 0,99 +0,07 1,62 +0,11* 1,20+0,10 1,41 £ 0,08* 1,11 £ 0,06 1,21 +0,08 1,24 £ 0,06 1,22 £ 0,05
VCM (fL) 278,29 £26,60 227,33 +14,81 253,41+20,05 227,80 15,53 233,15+22,11 211,22 +16,85 203,41+11,75 204,09 8,91
CHCM (g dL?) 19,51+1,60 16,07 £ 0,65 17,30+ 1,60 17,39+ 1,40 24,15+1,49 31,03 £1,49* 29,99 +1,49" 32,75+ 1,49*
HCM (pg) 53,69+6,30 36,19+2,04*  43,17+2,77 38,71+1,70 54,58 + 4,00 65,07 +5,79% 60,32 + 3,22 65,95 + 2,85%
Na* (mmol L'Y) 116,16 +6,89 126,16 +11,36 144,91+12,57 110, 06 + 14,09 115,60+4,33 103,04 +11,06 118,65+8,93 133,20+12,31
Cl' (mmol L) 126,71+9,95 121,89+5,21 112,96+5,28 123,91+6,18 120,75+8,42 115,46+7,61 124,75+2,23 112,45+7,34
K* (mmol L?) 4,5+0,34 3,40+0,29 3,88+0,12 4,65 + 0,54 3,80+0,33 2,58 £0,29 3,27 +£0,30 4,17 £ 0,64
Mg* (mmol L*) 1,53 +0,09 1,55+0,15 1,54 £ 0,09 1,56 +0,11 1,30 £ 0,08 1,30+0,16 1,34 £0,16 1,60 £ 0,05
Ca” (mmol L?)  4,06+0,22 4,35+0,29 4,51+0,51 4,96 + 0,53 3,20+0,16 3,08 £0,37 3,27 +0,34 3,96 +0,41
Ni** (mmol L) 0,88 +0,10 2,15+0,33 34,31+0,71* 28,79 £3,62* 1,17 £0,09 2,15+0,10 34,90 +2,80* 28,79 +1,39*
Cu* (mmol LY)  5,32+0,05 13,50 + 0,69* 5,40+0,29 11,84 +0,67* 4,44 £ 0,32 12,38 + 0,49* 5,35+0,57 11,12 +0,58*
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Fig. 1. Atividade da H" -ATPase de Colossoma macropomum apds 96 horas sob a condi¢do controle e
expostos ao cobre, ao niquel e a associagdo dos dois metais (mix) em diferentes pH. Os dados sdo
apresentados como média = SEM (n=8, em cada tratamento). * representa diferengas estatisticas entre
os tratamentos comparados com o controle no mesmo pH (p<0,05) e # diferengas estatisticas entre os

mesmos tratamentos em diferentes pH (p<0,05).

28



0,25

I Controle #
[ Cobre _
I Niquel
0,20 [ Mix
v_‘/.\
‘s
:
X
& & 0157
!
=N
YRR
A
= & 0,10
zZ <
H
0,05 = .
-
0,00

pH

Fig. 2. Atividade da Na'/K' - ATPase de Colossoma macropomum apds 96 horas sob a condi¢do
controle e expostos ao cobre, ao niquel e a associa¢do dos dois metais (mix) em diferentes pH. Os
dados estdo apresentados como média + SEM (n=8, em cada tratamento). * representa diferencas
estatisticas dos tratamentos comparados com controle no mesmo pH (p<0,05) e # representa diferencas
estatisticas entre os mesmos tratamentos em diferentes pH (p<0,05).
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Fig. 3. Atividade da Superoxido Dismutase de Colossoma macropomum apds 96 horas sob a condi¢do
controle e expostos ao cobre, ao niquel e a associa¢do dos dois metais (mix) em diferentes pH. Os
dados estdo apresentados como média + SEM (n=8, em cada tratamento). # representa diferencas
estatisticas entre os mesmos tratamentos em diferentes pH (p<0,05).
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Fig. 4. Atividade da Catalase em Colossoma macropomum apos 96 horas sob a condi¢do controle e
expostos ao cobre, ao niquel e a associagdo dos dois metais (mix) em diferentes pH. Os dados sdo
apresentados como média + SEM (n=8, em cada tratamento). Os simbolos * representa diferengas
estatisticas entre os tratamentos comparados com o controle no mesmo pH (p<0,05) e # representa
diferencgas estatisticas entre os mesmos tratamentos em diferentes pH (p<0,05).
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Fig. 5. Atividade da Glutationa Peroxidase de Colossoma macropomum apds 96 horas sob a condigdo
controle e expostos ao cobre, ao niquel e a associa¢do dos dois metais (mix) em diferentes pH. Os
dados estao apresentados como média + SEM (n=8, em cada tratamento). Os simbolos * representa
diferencgas estatisticas dos tratamentos comparados com controle no mesmo pH (p<0,05) e # representa
diferencgas estatisticas entre os mesmos tratamentos em diferentes pH (p<0,05).
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Fig. 6. Atividade da Glutationa s-transferase de Colossoma macropomum apds 96 horas sob a
condi¢do controle e expostos ao cobre, ao niquel e a associacdo dos dois metais (mix) em diferentes
pH. Os dados estdo apresentados como média = SEM (n=8, em cada tratamento). Os simbolos *
representa diferengas estatisticas dos tratamentos comparados com controle no mesmo pH (p<0,05) e #
representa diferengas estatisticas entre os mesmos tratamentos em diferentes pH (p<0,05)
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Fig. 7. Lipoperoxidacdo de Colossoma macropomum apds 96 horas sob a condi¢do controle e
expostos ao cobre, ao niquel e a associacdo dos dois metais (mix) em diferentes pH. Os dados estdo
apresentados como média + SEM (n=8, em cada tratamento). O simbolo # representa diferencas
estatisticas entre os mesmos tratamentos em diferentes pH (p<0,05).
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Fig. 8. Atividade da acetilcolinesterase em Colossoma macropomum ap6s 96 horas sob a condigdo
controle e expostos ao cobre, ao niquel e a associa¢do dos dois metais (mix) em diferentes pH. Os
dados estdo apresentados como média =+ SEM (n=8, em cada tratamento). O simbolo # representa
diferencgas estatisticas entre os mesmos tratamentos em diferentes pH (p<0,05).
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Fig. 9. Relacdo da atividade da acetilcolinesterase com a lipoperoxidagéo. 4 e 7 no centro do grafico
representam os tratamentos em pH 4 e pH 7 (1*=0,96; p=0,00).
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ANEXO I - Caracterizacio elementar

Tab. 1. Condigdes de analise do ICP-OES.

Parimetro Valor
Poténcia RF 1500 W
Fluxo de Argdnio de Plasma 15,0 L min ™
Fluxo de Argdnio de Plasma 1,2 L min™'
Fluxo de Argdnio de Nebulizacio 0,42 L min™!

As solugdes de calibragdo foram preparadas com utilizando solugdes estoque Perkin Elmer

Pure Inorganic Aqueous (N9300224). As solugdes de calibracdo foram acidificadas 1% com

acido nitrico, a fim de evitar a precipitacdo dos padrdes, uma vez que a matriz da curva ¢é
aquosa. Os elementos, massas atdmicas, coeficientes de determinacdo (R?), coeficientes de

correlagdo (R), os limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ) e ABS estdo apresentados na

Tab. 2.

Tab. 2. Paradmetros analiticos.

, LD LQ ABS
Elemento R mgL') (mgL") (cps)
Na 0,999981 0,999991 0,0078002 0,20 590
K 0,998177 0,999088 0,0012739 0,20 770
Ni 0,999906 0,999953 0,0008765 0,16 232
Mg 0,999657 0,999828 0,0000431 0,20 280
Ca 0,99872 0,99936 0,0002553 0,20 393
Cu 0,999714 0,999857 0,0007894 0,10 325

Curvas de calibracdo:
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