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PERNAMBUCO, Nicholas Alexandre Alves. Avaliagao do potencial da macréfita
Pistia stratiotes em atenuar os efeitos genotoéxicos e fisiolégicos do cobre para
o teledsteo Prochilodus lineatus. 2022. 75 f. Dissertagcao (Mestrado em Ciéncias
Biologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

O cobre (Cu), metal essencial presente no cotidiano das popula¢gdes humanas, pode
se acumular em corpos de agua e promover efeitos nocivos em concentragdes acima
do nivel biolégico ideal. Como alternativa para a retirada deste elemento do ambiente,
podem ser utilizadas técnicas de fitorremediacdo, empregando plantas para retirar e
imobilizar contaminantes. Entretanto, trabalhos abordando os efeitos da
fitorremediacdo em conjunto com animais ainda sdo escassos. Assim, este estudo
visou analisar o potencial da macréfita Pistia stratiotes, conhecida como “alface
d’agua”, na reducao dos efeitos do cobre sobre o teledsteo neotropical Prochilodus
lineatus. Para isso foram realizados experimentos, com tempos de exposicao distintos
(24 e 96 h). Para cada tempo foram estabelecidos quatro grupos, com peixes
expostos: i) apenas a agua (CTR), ii) a dgua com a planta (CTRPI); iii) a agua contendo
15 pg L' de (Cu); iv) a agua contendo 15 pg L-' de Cu na presenga da planta (CuPi).
Cada grupo foi composto por 10 aquarios, contendo um exemplar de P. lineatus e,
nos grupos CTRPi e CuPi, um exemplar de P. stratiotes. Apds as exposicoes,
amostras de sangue e as branquias foram coletadas para analises de parametros
genotéxicos (danos no DNA), hematoldgicos (numero de eritrocitos e concentragao
de hemoglobina), metabdlicos (glicose plasmatica) e ionorregulatérios (ions
plasmaticos e atividade branquial da Na*-K*-ATPase, H*-ATPase, Ca?*-ATPase e
anidrase carbénica). A exposi¢cao de 96 h promoveu 55% de mortalidade dos peixes
do grupo Cu, enquanto no grupo CuPi foi observado 30% de mortalidade. Os
resultados dos biomarcadores mostraram que os efeitos do cobre no aumento na
glicemia e nos danos no DNA foram menores no CuPi. Os peixes do grupo CuPi
apresentaram aumento na atividade da H*-ATP em 24 h e 96 h e reducgao transitoria
na Ca%*-ATPase em 24 h. Houve diminuigdo de cobre dissolvido na dgua nos grupos
Cu e CuPi apds 24 h em relagao ao tempo zero, ressaltando-se valores menores de
Cu na agua do grupo CuPi em relagéo ao grupo Cu. Apés 96 h, verificou-se o aumento
na concentragdo de cobre na raiz das plantas. Um aumento significativo na
concentracdo de cobre também foi verificado nas branquias dos peixes tanto dos
grupos Cu e como CuPi. Estes resultados mostram que, além da mortalidade, os
efeitos subletais do cobre na glicemia, danos no DNA, atividade branquial da H*-
ATPase e anidrase carbdnica foram atenuados na presenca da planta, que acumulou
cobre nas raizes. Assim, com base nos registros de mortalidade e nos biomarcadores
analisados, conclui-se que P. stratiotes foi capaz de atenuar alguns dos efeitos do
cobre para P. lineatus, indicando que esta planta pode atuar na fitorremediacao de
cobre, acumulando este metal em suas raizes.

Palavras-chave: ATPases; danos no DNA; ecotoxicologia; fitorremediacao;
lonorregulacéo.



PERNAMBUCO, Nicholas Alexandre Alves. Evaluation of the potential of the
macrophyte Pistia stratiotes to attenuate the genotoxic and physiological effects
of copper on the teleost Prochilodus lineatus. 2022. 75 p. Dissertation (Master’s
degree in Biological Sciences) — Universidade Estadual de londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

Copper (Cu), an essential metal present in the daily lives of human populations, can
accumulate in water bodies and promote harmful effects at concentrations higher than
the biological ones. As an alternative for the removal of this metal from the
environment, phytoremediation techniques can be used, which employ the use of
plants to remove and immobilize contaminants. However, studies addressing the
effects of phytoremediation in conjunction with animals are still scarce. Thus, this study
aimed to analyze the potential of the macrophyte Pistia stratiotes, known as “water
lettuce”, in reducing the effects of Cu on the neotropical teleost Prochilodus lineatus.
For this, experiments were carried out, with different exposure times (24 and 96 h). For
each time, four groups were established, with fish exposed: i) only to water (CTR), ii)
to water with the plant (CTRPI); iii) to water containing 15 ug L™ of copper (Cu); iv)
water containing 15 ug L' of copper in the presence of the plant (CuPi). Each group
consisted of 10 aquaria, containing one specimen of P. lineatus and one specimen of
P. stratiotes in the CTRPi and CuPi groups. After exposure, samples of blood and the
gills were removed for the analysis of genotoxic (DNA damage), hematological
(number of erythrocytes and hemoglobin concentration), metabolic (plasma glucose)
and ionoregulatory (plasma ions and gill activity of Na*-K*-ATPase, H*-ATPase, Ca?*-
ATPase and carbonic anhydrase) parameters. The 96h-exposure caused 55%
mortality of fish from Cu group, while in the CuPi group, 30% mortality was observed.
The results of the biomarkers showed that the effects of copper on increasing the blood
glucose and DNA damage were reduced in CuPi group. Fish from the CuPi group
showed an increase in H*-ATP activity at 24 h and 96 h and a transient reduction in
Ca?*-ATPase at 24 h. There was a decrease of dissolved copper in the water of the
Cu and CuPi groups, after 24 h in relation to time zero, with lower values of Cu in the
water of the CuPi group in relation to the Cu group. After 96 h, there was an increase
in copper concentration in the roots of the plants. A significant increase in copper
concentration was also observed in the gills of fish from both Cu and CuPi groups.
These results show that, in addition to mortality, the sublethal effects of copper on
blood glucose, DNA damage, gill activity of H*-ATPase and carbonic anhydrase were
attenuated in the presence of the plant, which accumulated copper in the roots. Thus,
based on the mortality data and on the analyzed biomarkers, it is concluded that P.
Stratiotes was able to attenuate some of the effects of copper for P. lineatus, indicating
that this plant can act in the phytoremediation of copper, accumulating this metal in its
roots.

Key words: ATPases; DNA damage; ecotoxicology; ionoregulation; phytoremediation.
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Apresentacao

Esta dissertagdo esta organizada de forma a atender as normas do Programa de Pds-
graduacgao em Ciéncias Bioldgicas. Apos uma Introducédo Geral, segue um manuscrito

gerado a partir do projeto de pesquisa desenvolvido.
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1. INTRODUGAO GERAL

A distribuicdo de agua doce em nosso planeta € considerada desigual.
Dentre os cinco continentes, a América representa 46% destas aguas, sendo
12% localizadas no Brasil (Brasil, 2019). Entretanto, grande parte dos rios e
lagos brasileiros estdo sendo impactados devido ao aumento do volume de
efluentes (domésticos e industriais) provenientes do processo de crescimento
populacional, aumento de processos de industrializagao e da produgao agricola.
Estas aguas passam por processo parcial de tratamento ou até mesmo nao
passam por este processo, caracterizando assim um problema ambiental
(Aravindhan et al., 2007).

A toxicidade destes efluentes deve-se ao efeito combinado de fracdes de
mateéria organica, juntamente com detergentes, metais, compostos quimicos de
origem domeéstica, que acabam por ser eliminados através das aguas destes
setores urbanos (Figura 1), juntamente com outros quimicos ndo mensurados

durante o processo de tratamento (Tripathi et al., 2000; Picado et al., 2008).

Figura 1 - Representacao das principais fontes de contaminagao de efluentes sobre corpos de

agua. Elaborada pelo autor.
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A integridade ecologica de rios e riachos podem ser amplamente
ameacgadas e degradadas por quantidades exacerbadas de contaminagao das
fontes antrépicas, podendo causar efeitos adversos na biota e até para humanos
(Saad-Allan e Elhahack 2015). Dentre os compostos despejados nessas aguas,
destacam-se o0s metais, apesar de serem encontrados naturalmente no
ambiente, podem apresentar aumento em suas concentragdes devido a sua
extrac&o e uso. Esses metais podendo ser adsorvidos e livres (na forma ibnica).
Quando se encontram na forma ibnica, sdo capazes de adentrar os seres vivos
presentes no local, tendo os peixes como animais mais susceptiveis,
incorporando-os através das branquias, sendo o principal 6rgao de obtencéao e
regulagdo osmoibnicas nesses animais, tendo seu epitélio alterado quando em
contato com quantidades elevadas de cobre, por exemplo (Sfakianakis et al.,
2015; Malik et al., 2010)

Alguns metais sdo componentes essenciais para algumas fungdes
biolégicas, sendo cofatores em varios processos bioldgicos e tendo sua
homeostase cuidadosamente regulada por um sistema de transportadores de
proteina envolvendo a obtencgao, distribuicdo, armazenamento e excregao de
ions metalicos no corpo (Malhotra et al.,, 2020). Inicialmente nao sao
considerados prejudiciais em quantidades adequadas no organismo, porém
podem tornar-se toxicos em niveis acima da sua concentragdo fisiologica
requerida para o organismo (Kim et al., 2019; Baldissera et al., 2020), causando
efeitos toxicos, acumulando a um nivel substancialmente alto em tecidos. Dentre
esses metais podemos citar cobre (Cu), zinco (Zn) e ferro (Fe).

Por exemplo, Cu é necessario para o funcionamento adequado de funcdes
biolégicas, podendo ser encontrado em enzimas e outros compostos
necessarios ao funcionamento do organismo (Wood 2012). Atualmente, o Cu é
um dos metais mais encontrados em corpos de agua (Fry et al., 2020), sendo
encontrado em rios brasileiros em diversas concentragdes: 3,5 ugL™' no rio
Camaqua, préximo a uma antiga area de mineragao de Cu apés 20 anos de
inatividade (Abril et al., 2018); 12,1 ugL™" na bacia do Rio Sinos (RS) (Weber et
al., 2013); 15 pugL™" na Bacia do Rio Bacanga (MA) (Pinheiro-Sousa et al., 2019);
16 ugL™' na Bacia do Alto Rio Parana (MS) (Viana et al., 2018) e no Rio Doce
ap6s o rompimento da barragem de mineragdo no municipio de Mariana (MG),

apresentando uma concentracdo de 62 pugL™' de Cu em um ponto n&o afetado
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pela lama e 1.427 ugL™" na jusante de um dique afetado pela lama (Carvalho et
al., 2018).

O Cu é amplamente utilizado no setor automobilistico, construgao civil,
composicao de transformadores, geradores, cabos condutores, moedas, fios, etc
(Figura 2). Sua implementagcdo em diversos setores € decorrente das suas
propriedades: boa condutividade elétrica e térmica, resisténcia a processos
corrosivos e possuindo flexibilidade (Fry et al., 2020; Malhotra et al., 2020).
Porém, o despejo de efluentes e descartes inadequados, promovem a liberagéo

deste metal para o ambiente.

Figura 2 — Aplicabilidade do cobre dentro do setor automotivo, tecnolégico e econdémico.

Elaborada pelo autor.

E para que haja uma fiscalizagdo dos efluentes descartados nos corpos
de agua e estabelecer limites protetivos no territério nacional, faz-se presente o
CONAMA, Conselho Nacional do Meio Ambiente, que por meio da portaria n°
357/2005, regulamenta a classificacdo dos corpos de agua e padrbes de
langamentos de efluentes. Essa classificagdo € dividida em quatro categorias
para ambientes de agua doce, de acordo com as principais caracteristicas:
Classe 1 abrangendo aguas que podem ser destinadas ao consumo humano
apos tratamento simplificado e a prote¢ao das comunidades aquaticas; Classe 2
sdo aguas que podem ser destinadas ao consumo humano apds tratamento
convencional, a protecdo das comunidades aquaticas e a aquicultura e atividade
de pesca; Classe 3 sao aguas que podem ser destinadas ao consumo humano
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apos tratamento convencional ou avangado, a pesca amadora e dessedentacgao
de animais; e por fim Classe 4 sdao aguas que podem ser destinadas a
navegacao ou harmonia paisagistica (Figura 3). Dentro dessas diretrizes, a
concentragdo maxima dissolvida permitida de Cu para aguas doces de classe 1
e 2 é de 9 ug L' Cu dissolvido e para aguas de classe 3 é de 13 gL' Cu
dissolvido (Brasil, 2005).

-

Classe 1
Classe 2
Classe 3
Classe 4

Figura 3 — Representacéo da classificagdo de corpos de dgua segundo o CONAMA, portaria n°
357/2005. Elaborada pelo autor.

Devido a este cenario, a utilizagao de peixes pode auxiliar no processo de
avaliagao e estudos envolvendo contaminantes presentes em corpos de agua e
seus possiveis impactos (Vieira et al., 2016), especialmente se tratando de
contaminagao por metais. Esses animais sao utilizados para indicar a qualidade
do ambiente, sendo capazes de acumular compostos toxicos em seus tecidos
(Simonato et al., 2016). Podendo assim auxiliar em estudos a respeito de
contaminantes presentes em corpos de agua e possiveis impactos decorrentes
dessas contaminacdes (Authman et al., 2015).

Um excelente exemplo de modelo biolégico utilizado na sinalizagao da
qualidade ambiental €& o Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836),

popularmente conhecido como curimbata ou curimba (Figura 4). Habitando rios,
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lagos e reservatorios, estando distribuido em parte da regido neotropical, e
dentro do territério nacional, especialmente na bacia do Alto Rio Parana (Figura
5). E um peixe ili6fago, alimentando-se de restos organicos, sedimentos
(organicos e inorganicos), detritos e algas pequenas (Agostinho et al., 2003).

1cm

Figura 4 — Exemplar juvenil do teledsteo dulcicola Prochilodus lineatus. Museu de Zoologia da
UEL (MZUEL).
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Figura 5 — Mapa de registros da distribuicdo de Prochilodus lineatus em parte da regido
Neotropical. Dados obtidos a partir da base de dados spicieslink, para regido dos estados de Séo
Paulo (SP) e Parana (PR), segundo dados fornecidos pela Universidade Estadual de Londrina
(UEL) e Universidade de Sao Paulo (USP). Elaborado pelo autor.
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Prochilodus lineatus ja foi utilizado em diversos estudos para avaliar suas
respostas diante diferentes tipos de contaminantes ambientais, como Cu (Dos
Santos Carvalho et al., 2015; Roda et al., 2020; Simonato et al., 2016; Tesser et
al., 2019), cafeina (Santos-Silva et al., 2018) benzo(A)pireno (Santos et al.,
2018), lambda cialotrina e imidacloprido (Alvim e Martinez, 2019) e microplastico
(Roda et al., 2020). Estudos mostram que P. lineatus apresentou sensibilidade
quando exposto a metais, incluindo Cu (Mazon e Fernandes 1999; Nascimento
et al.,, 2012), podendo promover proliferacdo de células mitocondriais e
pavimentosas na branquia (Mazon et al., 2002), aumento do hematdcrito,
contagem de células vermelhas e concentracdo de hemoglobina (Cerqueira e
Fernandes 2002) e aumento na concentragéo de Cu nas branquias (Wood 2012),
que acaba sendo transportada pela via sanguinea para outros 6érgaos. Além
disso, P. lineatus exposto a concentracgdes relevantes de Cu (13 pygL' e 5 pgL™’
respectivamente) sofreram estresse oxidativo e danos no DNA de células
sanguineas (Simonato et al., 2016).

Para assim analisar possiveis efeitos gerados pela contaminagdo em
peixes sdo empregados biomarcadores, ferramentas de analise ambiental que
podem ser utilizadas de forma preditiva, antecipando danos em niveis de
organizagao biolégica superiores (Cajaraville et al., 2000), podendo ser medidas
de forma experimental. Sdo usados como modo preventivo, possibilitando
desenvolvimento de estratégias antes que danos irreversiveis sejam causados
ao ecossistema. Sao considerados como indicadores de curto prazo de efeitos
bioldgicos de longo prazo (Cajaraville et al., 2000).

Os biomarcadores sdo extremamente uteis para indicar a contaminacao
ambiental e mudancgas bioldgicas nos organismos, que podem ser decorrentes
da acao de alguns agentes (Guiloski et al., 2017). Podendo ser antioxidantes,
parametros hematolégicos, fisioldgicos, histoldgicos, imunoldgicos, genéticos e
estruturais. A ocorréncia de alteragdes nos biomarcadores, como a presenca de
danos ao material, sendo essa uma resposta causada pela presenca do
contaminante afetando o DNA celular, levando a desestabilizagao da estruturado
DNA e desenrolar do hélice de DNA assim ocasionando o dano e alteragdes na
concentracdo de hemoglobina (Hb).

Podendo ocorrer também alteracdes na atividade da anidrase carbdnica

(AC), uma proteina que ajuda a regular o equilibrio acido-basico e o pH no
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sangue e em outros tecidos, tendo papel importante na quebra de CO:2
plasmatico, sendo responsavel por catalisar a conversao de dioxido de carbono
e agua, resultando em acido carbbénico (H2COs3) e gera substrato para troca de
cloreto-bicarbonato que ocorre através na membrana apical, excretando
bicarbonato em troca da entrada de cloreto (Perry et al.,1984), assim acelerando
um processo naturalmente demorado. Assim auxiliando na difusdo de diéxido de
carbono e préton dentro da célula. sendo aplicada para avaliar a taxa de
transporte de COz2 e o reflexo que essa molécula apresenta no pH do meio.

Mudancas na atividade da Na*-K*-ATPase (NaKATP), H*-ATPase (HATP)
e Ca?-ATPase (CaATP). Essas enzimas que hidrolisam o grupo fosfato
liberando ATP para realizacdo do transporte de ions e prétons contra os
respectivos gradientes de concentragdo, estando amplamente distribuidas nas
células branquiais dos peixes. Essas enzimas utilizam a energia liberada da
hidrolise do ATP para manter os processos de transporte de ions pelas
membranas e consequentemente também realizar a regulacdo do pH nos
padroes de acordo com o tipo celular.

A NaKATP é responsavel pela troca de ions sddio (provenientes do meio
intracelular), por ions potassio (presentes no meio extracelular, na proporgao 3:2,
respectivamente, gerando assim um potencial elétrico positivo através da
membrana, favorecendo a obtencdao de sédio para o interior da célula. Ja a
HATP, também localizada nas células das branquias, € responsavel por criar um
gradiente eletroquimico através da extrusdo de prétons H+ (provenientes de
outras reagdes que ocorrem dentro da célula) para fora da célula, favorecendo
ainda mais a obtencao de Na+ para célula branquial.

CaATP é uma proteina de transporte também localizada na membrana
plasmatica servindo para remover Ca2+ da célula (servindo para regular sua
concentragdo dentro da célula), novamente favorecendo a formagdo de um
gradiente eletroquimico, consequentemente levando a entrada de ions para
célula.

O funcionamento da NaKATP, HATP, CaATP e AC sao componentes
importantes para o funcionamento adequado do metabolismo do animal, atuando
na osmorregulagdo, ionorregulagdao, trocas gasosas e mantendo a taxa

metabdlica do organismo em um estado de homeostase (Figura 6).
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Figura 6 — llustragcdo do funcionamento do balango ibnico nas branquias de teledsteo de agua
doce. Adaptado de: Grosell, Nielsen, Bianchini (2002).

Para a retirada de Cu dos efluentes, alguns métodos sdo empregados:
quelacao, complexacao, precipitacdo quimica, filtragcdo através de membranas,
troca de ions, tratamentos eletroquimicos e bioadsorgao (Bilal et al., 2013). Outra
metodologia empregada para a remediacdo do Cu presente na agua é a
aplicacao de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro (Leonel et al., 2020),
restauracédo de locais degradados pelo processo de urbanizagédo (Hu, 2020) e
através da imobilizacdo covalente do acido félico com nano silica clorada
(Mahmoud et al., 2019). Porém estes processos possuem elevado custo para
aplicabilidade, o que por sua vez acaba por inviabiliza-los. Uma alternativa
encontrada é a utilizagao de plantas aquaticas capazes de exercer um processo
de fitorremediacao, sendo catalizadoras naturais na remocao ou imobilizacao de
metais, capazes de absorver e acumular esses metais em sua biomassa em
altos niveis (Yu et al., 2015).

A fitorremediacdo € uma técnica que utiliza espécies de plantas para
remover, degradar e tornar inofensivo materiais perigosos que estdo presentes
no solo, agua e substrato (Garbisu e Alkarta 2001; Odjegba e Fasidi., 2004;
Wang et al., 2020). Considerado um método de baixo custo, confiavel e amigavel
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ao ambiente (Ehsan et al., 2014; Tao et al., 2016). A fitorremediagao utilizando
plantas aquaticas pode ser feita por alguns mecanismos (Figura 7). Como a
fitoestabilizagcdo, imobilizando os contaminantes por adsor¢do ou acumulo nas
raizes ou por precipitagdo na zona interior da raiz. A rizofiltracdo, quando as
raizes adsorvem ou absorvem os contaminantes por precipitagcdo ou por
sequestro. A fitodegradagao, envolvendo a degradagao dos contaminantes por
processos metabdlicos da planta, utilizando agdo enzimatica e a oxidagao
proveniente da fotossintese, que hidrolisa os compostos em pequenas unidades.
A fitoextracao é o processo de translocagéo ou absorgao dos contaminantes pelo
broto da planta. Ja na fitoacumulagao é feito um estoque de contaminantes pelos
tecidos da planta, utilizando o transporte realizado pelo xilema, assim
acumulando os poluentes no vacuolo, que por sua vez sdo convertidos em
formas nao téxicas. E por fim, a fitovolatizacéo, a remogao dos contaminantes

precisam ser transformados em compostos soluveis em agua e nao toéxicos

2O
- @

Phytoremediation: The efficient use of
plants to remove, detoxify or immobilise
environmental contaminants.

(Jeevanantham et al., 2019).
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Figura 7. Esquema das principais formas pelas quais ocorre o processo de fitorremediacao.
Fonte: Ansari et al., 2020
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A literatura traz alguns modelos de macrdfitas utilizadas em estudos deste
processo, como € o caso de Lemna minor e Salvinia auriculata (Panfili et al.,
2017), Vitiveria zizaniodes L. (Antiochia et al., 2007), Myriophyllum aquaticum
(Guo et al., 2020) e Pistia stratiotes (Galal e Farahat 2015; Putra et al., 2015;
Lakra et al., 2019). Normalmente plantas que séo utilizadas no processo de
fitorremediacdo devem possuir uma biomassa alta, rapido crescimento,
hiperacumulagéo, capacidade de aumentar a atividade mitocondrial, absorver
nutrientes e remover solidos suspensos (Odjegba e Fasidi., 2004).

O modelo deste estudo é a macrofita P. stratiotes (Figura 8), amplamente
distribuida em regides tropicais e subtropicais, pertencente a familia Aracea,
monocotiledénea, é uma planta aquatica flutuadora com raizes adventicias
extensas, com alta taxa vegetativa de propagagdo, uma erva perene,
amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais (Odjegba e Fasidi.,
2004), cobrindo grande areas da superficie aquatica (Sasmal e Monda 2013),
formando “tapetes” (Adebayo et al., 2011). Essa espécie também é capaz de
acumular macronutrientes em suas folhas em altas concentragées quando
comparada com a concentracao da raiz, removendo de forma eficiente Cu
(Figura 9) (Putra et al., 2015; Lakra et al., 2019), Pb (Putra et al., 2015; Lakra et
al., 2019), Ni (Galal e Farahat, 2015) e Cr (Lakra et al., 2019).

Figura 8 — Exemplar de P. stratiotes. Fonte: Google Imagens

Essa macrofita apresenta tolerdncia ao estresse proveniente da
contaminagdo, através de ajustes metabdlicos, dentre eles, ativando a

detoxificagdo e um sistema de defesa antioxidante e agbes metabdlicas de
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protecao, para que a planta possa manter ou reestabelecer metabolismo (Li et
al., 2022).

Parte aérea <

—

Raiz

Figura 9 — Representagédo do processo de absorgédo de Cu através das raizes de P. stratiotes.

Elaborado pelo autor.

Mesmo que muitos estudos abordem o processo de fitorremediagcéo do
ambiente aquatico, ha uma escassez de estudos que abordem em conjunto o
processo de fitorremediagcao na presenca de peixes expostos a metais. Em um
desses poucos estudos, P. stratiotes e E. crassipes mostraram-se eficaz em
reduzir a concentragdo de Cd, Zn, Cr e Cu na agua, consequentemente
mantendo exemplares de uma espécie de tilapia vivos por prolongados periodos
expostos a sua CL50 (Victor et al., 2016). A combinacao de L. minor e Azolla
pinnata também foram eficientes para recuperacdo de macromoléculas e na
diminuicdo do acumulo em tecidos de Labeo rohita, apos exposicao a Mn, Fe,
Zn e Cu (Vaseem e Banerjee, 2015).

Assim, fica clara a importancia de estudos utilizando uma espécie de peixes
nativa, em conjunto com a macroéfita aquatica (P. lineatus e P. stratiotes,
respectivamente), para avaliar os possiveis efeitos protetores da fitorremediagao
na qualidade de vida de peixes que se encontram em ambientes contaminados

com Cu.
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2.  HIPOTESE
A macrdfita Pistia stratiotes sera capaz de atenuar os efeitos fisioldgicos e

genotdxicos promovidos pelo Cu nos exemplares de P. lineatus.
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL
Analisar o potencial de P. stratiotes em atenuar os efeitos agudos do cobre em
parametros hematologicos e metabdlicos de juvenis do teledsteo dulcicola P.

lineatus.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Investigar os efeitos da exposicdo ao cobre em P. lineatus, na auséncia e na
presenca de P. stratiotes, em parametros hematoldgicos e metabdlicos.

» Avaliar os possiveis efeitos do cobre sobre a atividade branquial de enzimas
de transporte i6nico e nas concentracdes plasmaticas de ions.

» Verificar se a planta é capaz de diminuir a possivel ocorréncia de danos no
DNA dos eritrécitos, nos peixes expostos ao cobre.

» Comparar os resultados obtidos na presenca e na auséncia de P. stratiotes
para verificar se a co-exposicdo € benéfica para o peixe e se a

fitorremediacéo, atenua os efeitos do cobre.
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Resumo

A fitorremediacdo, metodologia que utiliza plantas para remover ou imobilizar
contaminantes, pode ser utilizada em ambientes contaminados por cobre.
Entretanto, ainda poucos estudos correlacionam a fitorremediagcdo em
experimentos com peixes expostos a metais. Este trabalho analisou o potencial
da macrofita Pistia stratiotes em atenuar os efeitos do cobre em juvenis do
teledsteo Prochilodus lineatus. Foram realizados experimentos (24 e 96 h), com
peixes expostos apenas a agua (CTR); agua e planta (CTRPi); a 15 ugL™" Cu
(Cu) e ao cobre e planta (CuPi). Foram coletadas amostras de sangue,
branquias, folhas, raiz e agua para analise da concentragdo de cobre [Cu] e
biomarcadores (genotoxicos, hematoloégicos, metabdlico e de ionorregulagdo).
Apos 96 h de exposicao, verificou-se 55% de mortalidade nos peixes expostos
ao cobre, enquanto no grupo exposto ao metal na presengca da planta a
mortalidade foi reduzida para 30%. Além da mortalidade, efeitos subletais do
cobre na glicemia e danos no DNA foram atenuados na presenca da planta, que
acumulou cobre nas raizes. Assim, conclui-se que P. stratiotes foi capaz de
atenuar alguns dos efeitos do cobre para P. lineatus, indicando que esta planta
pode atuar na fitorremediacao de cobre, acumulando este metal em suas raizes.

Palavras-chave: Alface d’agua; Biomarcadores; Fitorremediacéo; Metal; Peixe.
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5.1.INTRODUGAO

Metais se destacam entre os compostos que estdo presentes nas aguas de
rios e lagos, podendo causar efeitos adversos na biota aquatica e até mesmo
para seres humanos que acabam por as consumir (Saad-Allan e Elhahack 2015).

Alguns metais s&o considerados cofatores em diversos processos
bioldgicos, dentre eles é possivel citar o cobre (Cu) sendo imprescindivel para o
desempenho de fungdes bioldgicas, sendo encontrado em enzimas e outros
compostos necessarios ao funcionamento do organismo, na biossintese de
neurotransmissores e homeostase do ferro (Wood 2012).

O cobre possui ampla distribuicdo pela crosta terrestre, encontrado no
territério nacional em diversas concentragdes em rios, como: 3,5 ug L' no Rio
Camaqua nos arredores de uma antiga mina de Cu, mesmo estando a 20 anos
inativa (Weber et al., 2013); 15 ug L' de Cu na Bacia do Rio Bacanga (MA)
(Pinheiro-Sousa et al., 2019) e 16 ug L' de Cu da Bacia do Alto Rio Parana (MS)
(Viana et al., 2018); e o valor mais alto foi registrado no Rio Doce, no municipio
de Mariana (MG), ap6s o rompimento da barragem de mineragdo, em um ponto
a jusante de um dique, alcangando valores de 1427 ug L' (Carvalho et al., 2018).
Segundo o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), a concentragéo
maxima permitida de Cu dissolvido para aguas doces de Classe 1 e 2 é de 9
ugL-' e para aguas de classe 3 é de 13 ug L' (Brasil, 2005).

Os peixes sdo amplamente utilizados em experimentos, esses animais sao
utilizados em estudos de possiveis impactos gerados por poluentes em corpos
de agua, pois possuem especificidade de habitat e modo de alimentacéo
(Authman et al., 2015). Estes animais também apresentam a capacidade de
acumular toxicos em seus tecidos (Simonato et al., 2016), assim auxiliando na
descricdo e nos estudos sobre contaminantes nos corpos aquaticos e os
possiveis impactos decorrentes.

O teledsteo neotropical Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836),
popularmente conhecido como curimbata ou curimba (Agostinho et al., 2003),
habita desde rios até reservatorios, é considerado um excelente modelo
biolégico podendo ser utilizado para indicagdo da qualidade ambiental. Esta
espécie ja mostrou sensibilidade quando exposto ao Cu durante ensaios agudos
(Mazon e Fernandes 1999; Nascimento et al., 2012), apresentando proliferacéo
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de células ricas em mitocéndrias e células pavimentosas na branquia (Mazon et
al., 2002), aumento do hematdcrito, contagem de células vermelhas e
concentracdo de hemoglobina (Cerqueira e Fernandes 2002). Também foi
observado estresse oxidativo e danos no DNA de células sanguineas em P.
lineatus expostos a 5 ug L' e 13 uyg L' de Cu (Simonato et al., 2016).

Ha estudos na literatura que analisam a utilizagdo de plantas aquaticas
como agentes naturais para remover ou imobilizar metais da agua, os
acumulando em suas células, processo conhecido como fitorremediagao. Tais
plantas sdo capazes de absorver metais, como Cu, tolerando-os ou
concentrando-os em sua biomassa em altos niveis (Yu et al., 2015). Trata-se de
uma metodologia de baixo custo, confiavel e amigavel ao ambiente (Ehsan et al.,
2014; Tao et al., 2016).

A macrofita Pistia stratiotes se destaca como um possivel agente
fitorremediador. Pertencente a familia Aracea, € uma planta aquatica com raizes
extensas (Cicero et al., 2007) e cobrir grandes areas da superficie aquatica
(Sasmal e Monda 2013). Essa planta € capaz de remover de forma exemplar
metais do ambiente, tais como Cu (Putra et al., 2015; Lakra et al., 2019), Pb
(Putra et al., 2015; Lakra et al., 2019), Cr (Lakra et al., 2019) e Ni (Galal e
Farahat, 2015).

Porém, mesmo que muitos estudos abordem o processo de fitorremediagao
de ambientes aquaticos, ainda existem poucos estudos que foquem na relagéo
da fitorremediacdo de aguas contaminadas por metais juntamente com a
presenca de peixes. Deste modo, faz-se necessario a realizacdo de estudos
como este, abordando o processo de fitorremediagcdo de uma macrofita aquatica
em conjunto com uma espécie de peixe nativo (P. stratiotes e P. lineatus,
respectivamente).

Com isso, o objetivo deste trabalho foi analisar o potencial da macrdfita P.
stratiotes (alface d’agua) em atenuar os efeitos do cobre em juvenis do peixe

dulcicola P. lineatus (curimba).
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5.2.MATERIAL E METODOS
5.2.1. Meio de exposicao e delineamento experimental

Os meios de exposicao foram preparados previamente, um dia de
antecedéncia do inicio dos experimentos, em aquarios de vidro de 10L,
preenchidos com agua desclorada e com aeragdao constante, para que
posteriormente os peixes pudessem ser introduzidos. O contaminante também
foi preparado previamente utilizando uma solugdo feita com Cu adquirido
comercialmente e diluido em agua destilada, visando obter uma solugéo estoque
de concentragdo nominal 15 ug L-! Cu. Tal concentragéo foi baseada em estudos
prévios (Pinheiro-Sousa et al., 2019; Viana et al., 2018), buscando também
manter uma concentracdo efetiva proxima aos valores apresentados na
resolucdo CONAMA 357/2005 (Brasil, 2005) para rios de classe 3, que permite

uma concentragdo maxima de 13 ug L.

Foram realizados experimentos em tempos distintos, inicialmente um
experimento de 24 horas de duragao e posteriormente um de 96 horas de
duracdo. Em cada tempo experimental foram utilizados 40 aquarios de vidro de
10 L cada, preenchidos com agua desclorada e mantidos com aeragao
constante. Em ambos experimentos foram estabelecidos quatro grupos
amostrais, 10 aquarios representando o grupo controle (CTR — contendo 1
exemplar de P. lineatus em cada aquario com agua desclorada), 10 aquarios
representando o grupo controle na presenca da planta (CTRPi — contendo 1
exemplar de P. lineatus e P. stratiotes em cada aquario com agua desclorada),
10 aquarios correspondendo ao grupo contaminante isolado (Cu — contendo 1
exemplar de P. lineatus em cada aquario em agua desclorada e a concentragéo
nominal de 15 ug L' Cu), e 10 aquarios correspondendo ao grupo contaminante
na presencga da planta (CuPi — contendo 1 exemplar de P. lineatus e P. stratiotes
em cada aquario em agua desclorada e concentragdo nominal de 15 ug L™ Cu).
Exemplares de peixe e planta foram selecionados aleatoriamente (Figura 10).
Durante os experimentos foram monitorados os dados de temperatura, oxigénio

dissolvido, pH e condutividade da agua utilizando Horiba (Tabela 1).
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Figura 10 — Delineamento experimental proposto para execugao dos experimentos em tempos
distintos. Cada grupo experimental foi composto por 10 aquarios, em cada um deles foi colocado
aleatoriamente um exemplar de P. lineatus. Dentro dos grupos CTRPi e CuPi, foi colocada um
exemplar de P. stratiotes também selecionado aleatoriamente. Totalizando 40 animais e 20

plantas por experimento.

Tabela 1 — Dados de temperatura, Oxigénio dissolvido, pH e condutividade da agua monitorados
durante cada tempo experimental. Os dados correspondem a média + desvio padréo (n =24 h :
4; 96h : 8)

Tempo Temperatura pH Oxigénio Condutividade
(°C) (mg'L) (mS™ cm)
24 h 22,28 £ 0,07 7,91+0,16 6,17 £ 0,35 0,107 + 0,003
96 h 22,88 £ 0,05 7,85+ 0,24 6,58 £ 0,27 0,115 + 0,006

Exemplares de P. lineatus e P. stratiotes foram adquiridos comercialmente.
Ambos passaram por periodo de aclimatagao de ao menos 7 dias em laboratério,
com temperatura e fotoperiodo do ambiente fixados (29 °C, 12 h claro / 12 h
escuro). Os exemplares de peixe foram mantidos dentro de tanque de 300 L,
contendo somente agua desclorada e aeracdo constante, sendo alimentados

com ragao Guabi ®. A agua foi renovada a cada 48 horas, e a alimentagao
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suspensa 24 horas antes do inicio dos experimentos. Os exemplares de planta
passaram por processo de padronizagao, sendo separadas em relacdo ao
numero de folhas, peso total, didmetro e comprimento das raizes (no maximo 5
cm). Apos o processo de padronizagdo das plantas, elas tiveram suas raizes
lavadas para remogao de qualquer sujeira e em seguida foram colocadas dentro
de caixas plasticas transparentes com aproximadamente 20 L de agua

desclorada em cada caixa.

5.2.2. AMOSTRAGEM

Ap0ds os periodos de exposig¢ao, os animais foram retirados dos aquarios e
imediatamente anestesiados com benzocaina (0,1g L") para que pudessem ser
pesados e medidos (Tabela 2). Em seguida foi realizado a coleta de sangue
através da veia caudal para a realizacdo dos parametros plasmaticos e
sanguineos. Parte das amostras de sangue foram utilizadas para o preparo de
laminas que foram utilizadas no teste do cometa, quantificagdo do numero de
eritrocitos, concentragdo de hemoglobina e o restante das amostras foram
centrifugadas (1870 g, 10 minutos, 4 °C) para obtengdo do plasma e
armazenadas em -20 °C até momento das analises. Os peixes foram mortos
através de seccao medular para a coleta das branquias, as quais foram mantidas
a -70 C até o momento das analises fisiolégicas. As branquias foram
homogeneizadas em tubos de homogeneizagcédo (envoltos por gelo) contendo

tampao SEID para a realizacido de todas as analises.

Tabela 2 — Caracteristicas biométricas dos exemplares de Prochilodus lineatus usados nos

experimentos. Dados correspondem a média * desvio padréao.

Tempo N Peso Comprimento total
(9) (cm)
24 h 40 64,9 + 2,81 18,21 £ 0,25
96 h 40 67,65 + 4,57 18,46 + 0,22

Apos a exposicao, as plantas também foram pesadas, medidas, tiveram
o numero de folhas mensurado e foram divididas em parte aérea e raiz, em

seguida foram armazenadas em freezer em -20 °C (Tabela 3). Estes protocolos
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foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL: n° 004.2021).

Tabela 3 — Caracteristicas biométricas dos exemplares de Pistia stratiotes utilizados nos

experimentos. Dados correspondem a média * desvio padrao.

Tempo N Peso Diametro (cm) N°de folhas Raiz
(9) (cm)
24h 20 17,45 +0,07 13,88 £ 0,39 8,3+1,13 5
96h 20 29,3+ 4,1 14,01 £ 0,49 7,7 0,042 5

5.2.3. Andlise Genotodxica

Uma gota de sangue foi utilizada para analise dos danos em DNA por meio
do ensaio alcalino do Cometa. Este ensaio envolve a etapa de lise celular,
desnaturacdo do material genético e eletroforese em meio alcalino (pH > 13),
para migracdo dos fragmentos de DNA, ocorrendo a formagao de uma cauda
proveniente da migracao dos fragmentos de DNA e neutralizacdo. As laminas
foram coradas com Gelred e examinadas ao microscopio de fluorescéncia. O
dano no DNA foi quantificado visualmente em cada amostra, contabilizando
aleatoriamente 300 células de acordo com o tamanho da cauda e classificadas
em 4 classes (de 0 a 3). Para calcular o escore de danos, o numero de células
em cada classe foi multiplicado pela classe de dano a qual era presente,
abrangendo de 0 (sem danos) até 300 (dano maximo). Os resultados foram
expressos pela média dos valores de escore de danos de cada grupo em cada
tempo experimental, baseado em trabalho de Singh et al (1988) e modificacbes
por Alvim e Martinez (2019).

5.2.4. Andlise Metabdlica
Foi realizado a avaliagdo da concentragao plasmatica de glicose através do
método enzimatico da glicose-oxidase, utilizando kit comercial (Doles) em

espectrofotometro a 505 nm.

5.2.5. Anadlises Hematolégicas
A concentragdo de hemoglobina (Hb) foi determinada através de teste

colorimétrico de cianometahemoglobina (kit comercial, Labtest Diagndstica,
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Brasil) e mensurado utilizando espectrofotdbmetro Libra S32 (Biochrom, UK) a
540 nm.

O numero de células vermelhas por mm?3 (RBC) foi determinado usando
cédmara de Neubauer em microscopio. Amostras de sangue (5 uL) foram
inseridas em solugao tampao (1 mL) contendo 3,8 g de citrato de sodio e 2 mL
de formol 40% para conservacgao das células vermelhas em microtubos. Estes
microtubos foram vertidos gentilmente para homogeneizar a solugdo, sem
seguida uma gota foi pipetada e despejada na camara e analisada em aumento
40x, contabilizando o numero de células vermelhas presente dentro dos quatro
quadrantes externos da camara. Resultados foram obtidos através do seguinte
calculo: N° de células = n° médio x 25 x 200x 10 / 1.000.000 para cada amostra.

A concentragao de sodio e potassio plasmatico foi mensurado utilizando as
amostras de plasma, diluidas 100x em agua ultrapura (1 mL de agua para 10
uLde plasma) em eppendorffs de 1 mL e a leitura foi feita em fotémetro de chama
(DM-62, Digmed, Brazil). Para a leitura, padrdes de Na* e K* (ambos 100mM)
foram utilizados para calibracdo do fotbmetro, as amostras de plasma foram
submetidas rapidamente a vortex e em seguida foi realizada a leitura das

amostras de plasma, assim obtendo as concentragdes de cada amostra

5.2.6. Andlise da atividade branquial das ATPases e anidrase
carbodnica

Amostras de branquia foram armazenadas em 1 mL de tampao SEI (150
mM sacarose, 10 mM EDTA, 50 mM imidazol, pH 7,5) até o momento das
analises. As amostras foram homogeneizadas (1g:5mL) utilizando tubos de
homogeneizagao envoltos em gelo para que a temperatura das amostras fosse
mantida e assim ndo gerasse perda da atividade enzimatica e em seguida
transferidas para microtubos (2 mL) e centrifugadas (1000 g, 20 minutos, 4 °C).
Apos processo de centrifugacdo, o sobrenadante obtido foi utilizado para
determinar a atividade da Na*-K*-ATPase (NaKATP), H*-ATPase (HATP) Ca?*-
ATPase (CaATP) e Anidrase Carbénica (AC).

A atividade da NaKATP e HATP foram determinadas simultaneamente de
acordo com Gibbs e Somero (1989), adaptado para microplaca. Os
sobrenadantes foram diluidos para normalizar a concentracao de proteinas da
amostra para 1mg mL-". Uma reag&o de mistura (30 mM imidazol, 45 mM NacCl,
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15 mM KCI, 3mM MgCI2, 0.4 mM MKCN, 1 mM frutose — 1,6 -difosfato, 2mM
fosfoenolpiruvato, pH 9.0) foi feita e dividida em 3 partes iguais. O inibidor de
HATP NEM 2 mM (N — Ethyl — D5 —malondeido) foi adicionado a 1/3; o inibidor
de NaKATP Oubaina 2mM em 1/3 e nada foi adicionado em 1/3. Para que a
atividade da H* /NaK/ Total fossem medidas, respectivamente.

Um volume de 200 uL de solugéo de cada mistura de reagao foi adicionado
em quadruplicata para 5 yl de sobrenadante (12 pogos, com volume final de 205
pL). A absorbancia foi medida a cada minuto, durante um total de 15 minutos a
304 nm. NaKATP e HATP tiveram sua atividade estimada atraves do calculo da
diferencga entre média contendo ou ndo Oubaina e a média contendo NEM ou
nado. A atividade foi expressa em umol ADP mg proteina™' h-'.

A atividade da CaATP foi medida de acordo com o método de Vijayavel et
al (2007) com modificagcdes. 5 pl de amostra foram encubadas a 30 °C por 30
minutos em 100 ul de solugao de reagao (189 mM NaCl, 5 mM MgCI2, 20 mM
Tris, 5 mM CaClz, 2mM Oubaina, pH 7.6) na auséncia de ATP para determinar
a concentragéo basal de fosfato inorganico (Pi) e na presenga de ATP (3 mM)
para ocorrer reacao. Reagao foi parada deixando a placa em gelo por 10
minutos. Em seguida 200 ul de solugao de coloragao foi adicionada contendo 1:6
(volume / volume), 10% acido ascorbico, 0.42% molibidato de amdnio em 0,5
mM H2S04 (Ames; 1966). Apds 10 minutos, a formacé&o de Pi foi mensurada em
leitor de microplaca (ELX 800, Bio-Tek Instruments) a 620 nm.

A atividade da Anidrase Carbénica (AC) foi determinada usando método de
Vitale et al (1999). A taxa de reacéo catalisada foi quantificada adicionando agua
saturada com CO:2 ao sobrenadante e medindo o decaimento do pH por 20
segundos usando um pHmetro devido a liberagcéo de H* (Jenway 3510, EUA). A
taxa de reacdo nao catalisada foi quantificada usando tampao ao invés de
sobrenadante. A atividade da enzima foi estimada segundo o calculo: [taxa de
reagdo catalisada / taxa de reagdo nio catalisada].mg proteina™’.

Para expressar a atividade das enzimas, a concentracdo de proteina foi
determinada pelo método de Bradford (1976), que se baseia na reagédo das
proteinas presentes na amostra com o corante Coomassie Brilliant Blue G-250.
A curva de calibragdo foi feita com albumina de soro bovino (BSA) e a
absorbancia foi lida em leitora de microplacas (Bio-tek Instruments ELX 800) a
595 nm.
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5.2.7. Concentragao de Cu na agua, planta e branquias

Amostras de agua filtrada (filtro de 0,45 5 ym, Millipore Millex HV/PVDF)
foram coletadas de cada aquario para analise de cobre dissolvido. A coleta de
agua ocorreu nos tempos de 0 e 24 (no experimento de 24 h) e nos tempos de
0, 48 e 96 h (no experimento de 96 h), sendo que, em 48 h foram coletadas ao
inicio e final da renovacao. Para a determinagao de cobre as amostras foram
acidificadas com HNOs (65%) e armazenadas a 4°C para a analise das
concentragcdes do metal.

Amostras de planta foram coletadas apds o término de cada experimento e
divididas entre parte aérea e raiz, em seguida foi feita a pesagem dos tubos em
conjunto com o material biolégico, adicionado HNO3 e os tubos foram mantidos
em estufa a 60°C para secagem. Em seguida as amostras foram armazenadas
em -20°C até momento da analise.

Para estabelecer a concentracdo do metal nas branquias, foi utilizada um
arco branquial, passando pelo mesmo processo que as amostras vegetais
(pesagem, adicdo de HNOs, secagem em estufa a 60°C por 48 horas e
armazenamento em -20°C até analise).

A concentracdo de Cu na agua e nas amostras digeridas das plantas e
branquias foi determinada por Espectrofotometria de Absorcao Atdémica de Alta
Resolucdo (HR-CS GF AAS, Analytic Jena, Germany) no Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

5.2.8. Analise estatistica

Os resultados foram analisados quanto a normalidade e
homoscedasticidade de variancia. Quando os dados apresentaram distribuicao
normal e homogeneidade de variancia, testes paramétricos foram empregados
(ANOVA para um fator e SNK como teste a posteriori) para comparagao dos
diferentes biomarcadores entre os grupos experimentais (CTR x CTRPi x Cu x
CuPi) para cada tempo experimental. Caso contrario, os dados foram
comparados por meio de testes ndo paramétricos (Kruskall-Wallis e teste de
Dunn). Foi adotado um nivel de significancia de 5%.

5.3.RESULTADOS
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5.3.1. Mortalidade

No decorrer do experimento de 24 h, ndo foi observado casos de
mortalidade em nenhum dos grupos experimentais. Porém, no decorrer do
experimento de 96 h, o grupo Cu registrou mortalidade de 7 espécimes,
enquanto o grupo CuPi teve 4 mortes. Devido a isso, para que fosse possivel
atingir o numero minimo de individuos para analise estatistica, foi realizado outro
experimento, no qual houve a mortalidade de 4 individuos no grupo Cu e de 2
individuos no grupo CuPi. Assim totalizando uma mortalidade de 55% no grupo

Cu e 30% no grupo CuPi durante 96 h de exposigao.

5.3.2. Analises Genotdxicas

Observou-se alteracdes no escore de dano em ambos os tempos amostrais
mensurado pelo ensaio do Cometa. No experimento de 24 h, houve um aumento
significativo no escore de danos do grupo Cu e CuPi em relagao aos grupos CTR
e CTRPi. Porém, ao comparar os grupos Cu e CuPi, ndo foi possivel de observar
diferenca entre eles, possivelmente indicando que nesse periodo nao foi possivel
observar efeitos do processo de fitorremediagao proveniente de P. stratiotes
(Figura 11).

No experimento de 96 h, os grupos controles também nao foram diferentes
entre si, porém, foi visto um aumento no escore de danos dos grupos expostos
ao contaminante na presenga e auséncia da planta (Cu e CuPi,
respectivamente), em relagdo aos controles. Verificou-se ainda diferenca
significativa entre os grupos expostos ao Cu, sendo que o grupo CuPi apresentou

menor ocorréncia de danos, quando comparado ao grupo Cu.
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Figura 11 — Escore de danos no DNA de eritrocitos de P. lineatus expostos apenas a agua
(CTR), expostos a agua na presenca da planta P. stratiotes (CTRPi), expostos ao cobre (Cu) e
expostos ao cobre na presenca de P. stratiotes (CuPi), durante 24 e 96 h. As barras indicam a
média e as linhas verticais o erro padrdo (n= 8 - 13). Letras diferentes indicam diferencas

significativas (P<0,05) entre os grupos, considerando-se um mesmo tempo experimental.

5.3.3. Numero de eritrécitos e concentragdo de Hemoglobina
Tanto a analise do numero de eritrécitos (RBC) como da concentracao de
hemoglobina (Hb) ndo apresentaram diferengas significativas entre os grupos,
em ambos os tempos de exposicdo. Demonstrando que estes biomarcadores
nao tiveram respostas significativas ao contaminante durante os experimentos
(Figura 12).
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Figura 12 — Numero de eritrécitos (A) e concentragdo de hemoglobina (B) no sangue de P.
lineatus exposto apenas a agua (CTR), expostos a agua na presenca da planta P. stratiotes
(CTRPI), expostos ao cobre (Cu) e expostos ao cobre na presenga de P. stratiotes (CuPi),
durante 24 e 96 h. As barras indicam a média e as linhas verticais o erro padrédo (n=8 - 14). Letras
diferentes indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os grupos, considerando-se um

mesmo tempo experimental.

Foi observado alteragdes significativas nas concentracbes de Na* e K*
apo6s a exposicao aos diferentes meios experimentais (Figuras 13 e 14). Apés 24
h a concentragao plasmatica de Na* foi significativamente menor no grupo CTRPi
em relagdo aos demais e significativamente maior no grupo Cu em relagéo aos
demais, indicando que a planta na auséncia do metal e o metal isoladamente
afetaram de maneira diferente a disponibilidade de Na* plasmatico. Ja apds a
exposicao de 96 h, foram observadas concentragcbes de Na* significativamente
menores no grupo CTR em relagdo aos demais (Figura 13).

No caso da concentragao de K*, na exposigao de 24 h foi observado valor
significativamente menor no grupo CTRPi em relagdo ao grupo CTR, nao
havendo diferenga significativa dentro dos grupos expostos. Apds 96 h, os
grupos Cu e CuPi apresentaram concentragdes de K* significativamente maiores
em relagao aos grupos controle, sendo que no grupo CuPi a concentracao de K*
foi significativamente maior em relagdo ao grupo Cu (Figura 14).



250 4

200

Sédio (mM)

50

150

Ho

Ho

Ho

Heo

Ha

46

[ ctr
[ ctrpi
[ cu
1 cupi

24 horas

96 horas

Figura 13 — Concentragdo plasmatica de Na* de P. lineatus exposto apenas a agua (CTR),

expostos a agua na presencga de P. stratiotes (CTRPi), expostos ao cobre (Cu) e expostos ao

cobre na presencga de P. stratiotes (CuPi), durante 24 e 96 h. As barras indicam a média e as

linhas verticais o erro padréo (n= 9 - 14). Letras diferentes indicam diferengas significativas

(P<0,05) entre os grupos, considerando-se um mesmo tempo experimental.
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Figura 14 — Concentracdo plasmatica de K* de P. lineatus exposto apenas a agua (CTR),

expostos a agua na presenga da planta P. stratiotes (CuPi), expostos ao cobre (Cu) e expostos

ao cobre na presencga de P. stratiotes (CuPi), durante 24 e 96 h. As barras indicam a média e as

linhas verticais o erro padrdo (n= 9 - 14). Letras diferentes indicam diferengas significativas

(P<0,05) entre os grupos, considerando-se um mesmo tempo experimental.
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5.3.4. Glicemia
Tanto no experimento de 24 h, quanto de 96 h, foi registrado valores de
glicemia significativamente maiores nos grupos Cu e CuPi em relagdo aos
grupos CTR e CTRPi, sendo que em 24 h a glicemia no grupo Cu foi

significativamente maior quando comparado ao grupo CuPi (Figura 15).
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Figura 15 — Concentragdo de glicose plasméatica de P. lineatus exposto apenas a agua (CTR),
expostos a dgua a presenca da planta P. stratiotes (CTRPi), expostos ao cobre (Cu) e expostos
ao cobre na presencga de P. stratiotes (CuPi), durante 24 e 96 h. As barras indicam a média e as
linhas verticais o erro padrdo (n=10 - 14). Letras diferentes indicam diferencgas significativas

(P<0,05) entre os grupos, considerando-se um mesmo tempo experimental.

5.3.5. Atividade branquial das ATPases e anidrase carbdénica
Ao avaliar a atividade da NaKATP durante exposi¢cao de 24 e 96 h, nao foi
registrada diferenca significativa dentre os 4 grupos, indicando que o processo
de fitorremediagéo nao foi capaz de atenuar os efeitos téxicos do metal sobre a
atividade da NaKATP dos peixes (Figura 16).
A atividade da HATP foi significativamente maior no grupo CuPi, em ambos
os tempos de exposicdo, em relacdo aos demais grupos. Mostrando que em
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ambos os tempos, a presenca da macrofita foi capaz de afetar diretamente a
atividade dessa enzima quando exposta ao metal, registrando novamente o

processo de fitorremediacao (Figura 17).
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Figura 16 — Atividade da Na*-K*-ATPase de P. lineatus exposto a apenas agua (CTR), expostos
a agua na presencga da planta P. stratiotes (CTRPi), expostos ao cobre (Cu) e expostos ao cobre
na presenca de P. stratiotes (CuPi), durante 24 e 96 h. As barras indicam a média e as linhas
verticais o erro padréo (n=10 - 14). Letras diferentes indicam diferengas significativas (P<0,05)

entre os grupos, considerando-se um mesmo tempo experimental.
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Figura 17 — Atividade da H*-ATPase de P. lineatus exposto a apenas agua (CTR), expostos a
agua na presencga da planta P. stratiotes (CTRPI), expostos ao cobre (Cu) e expostos ao cobre
na presenga de P. stratiotes (CuPi), durante 24 e 96 h. As barras indicam a média e as linhas
verticais o erro padrao (n=10 - 14). Letras diferentes indicam diferengas significativas (P<0,05)

entre os grupos, considerando-se um mesmo tempo experimental.

Em relagcéo a atividade da CaATP, no tempo de 24 h, foi registrado valor
significativamente menor no grupo CuPi em relagéo a todos os demais.

Apods 96 h de exposicao nao foram observadas diferengas significativas na
atividade da CaATP entre os grupos. Indicando novamente que a presencga da

planta acabou alterando a atividade da CaATP inicialmente (Figura 18).
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Figura 18 — Atividade da Ca2*-ATPase de P. lineatus exposto a apenas agua (CTR), expostos a

agua e na presenga da planta P. stratiotes (CTRPI), expostos ao cobre (Cu) e ao cobre na

presenca de P. stratiotes (CuPi), durante 24 e 96 h. As barras indicam a média e as linhas

verticais o erro padrao (n=10 - 14). Letras diferentes indicam diferengas significativas (P<0,05)

entre os grupos, considerando-se um mesmo tempo experimental.

A atividade da anidrase carbdnica, no tempo de 24 h, foi significativamente

menor no grupo Cu quando comparado com os grupos CTRPi e CuPi mas igual

ao grupo CTR. Ja no tempo de 96 h, observou-se atividade da anidrase

carbOnica significativamente maior no grupo CTRPi em relacdo aos demais. Vale

ressaltar que, em ambos os tempos de exposigdo, o grupo CTRPi apresentou

valores elevados na anidrase carbénica (Figura 19).
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Figura 19 — Atividade da Anidrase Carbodnica de P. lineatus exposto apenas a agua (CTR),
expostos a agua na presencga da planta P. stratiotes (CTRPI), expostos ao cobre (Cu) e ao cobre
na presenga de P. stratiotes (CuPi), durante 24 e 96 h. As barras indicam a média e as linhas
verticais o erro padrédo (n=10 - 14). Letras diferentes indicam diferengas significativas (P<0,05)

entre os grupos, considerando-se um mesmo tempo experimental.

5.3.6. Cu na agua e acumulo na planta e nas branquias
No experimento de 24 h (Tabela 4), no tempo zero (0 h) foram registrados
valores de cobre dissolvido na agua semelhantes nos grupos CTR (CTR e
CTRPi), assim como nos grupos (Cu e CuPi: p = 0,75). Entretanto, apds 24 h
verificou-se reducgao significativa de cobre nos grupos Cu e CuPi em relacéo ao
grupo aos valores no tempo 0 e ainda, valores menores de cobre no grupo CuPi

em relagao ao grupo Cu (p < 0,001).
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Tabela 4 — Concentragdes de Cu dissolvido (ug L") na agua dos aquarios do experimento de 24
h. Grupos controle (CTR), controle na presencga da planta (CTRPI), grupo cobre (Cu) e grupo

cobre na presencga da planta (CuPi). Dados correspondem a média + desvio padréo (n).

[Cu] dissolvido (ug L)

Grupo Oh 24 h 0Ohx24h
CTR 5,93+2,43 (4) 4,25 + 1,33 (4)
CTRPiI 5,68 £ 1,59 (5) 4,05+ 0,89 (5)
Cu 14,07 £ 1,04 (5) 11,90 £ 0,38 (5) p =0,02
CuPi 13,81 £ 1,35 (4) 8,61 £ 0,65 (5) p < 0,001
Cu x CuPi p=0,75 p < 0,001

Analisando o experimento de 96 h (Tabela 5), no tempo zero nao foi
registrado diferenga nos valores de concentragdo de cobre nos grupos Cu e
CuPi, que se mantiveram proximas da concentragdo nominal. Entretanto, foi
registrado uma redugéo significativa na [Cu] ao longo do experimento na agua
do grupo Cu (p<0,001). Comparagdes entre os grupos Cu e CuPi em 48 h e 96
h ndo foram possiveis em virtude de problemas nas analises de cobre nestas

amostras.

Tabela 5 - Concentragdes de Cu dissolvido (g L") na agua dos aquarios do experimento de 96
h. Grupos controle (CTR), controle na presenca da planta (CTRPI), grupo cobre (Cu) e grupo

cobre na presenga da planta (CuPi). Dados correspondem a média + desvio padrao (n).

[Cu] dissolvido (ug L)

Grupos Oh 48 h 96h
CTR 7,501 £ 0,57 (2) 3,53 +0,52 (2) 3,38+ 0,26 (2)
CTRPi 5,70 £ 0,46 (2) 4,10 £ 1,32 (2) 8,68 + 4,41 (2)
Cu 15,94 +0,83 (5) 11,36 +0,15(5)> 9,18 + 0,87 (5)°
CuPi 14,22 + 0,85 (5) 8,23 (1)

Letras diferentes no grupo Cu indicam diferenga significativa entre os tempos experimentais.

Analisando os dados de concentragao de cobre na raiz em 24 h (Figura
20A), nao foi possivel observar diferencga significativa entre os grupos CTRPi e
CuPi, o mesmo foi observado ao analisar a concentragdo nas folhas (Figura
20B). No tempo de 96 h, foi registrada diferenca significativa entre os grupos

CTRPi e CuPi nas raizes (Figura 20A) tendo uma concentragédo maior de cobre
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no grupo CuPi em relagdo ao controle (aproximadamente o dobro do valor
registrado no grupo controle) nas raizes. Nao houve diferencga significativa entre
estes grupos ao analisar a concentracéo nas folhas (Figura 20B), indicando que

a planta foi capaz de obter e armazenar cobre apenas na raiz.
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Figura 20 — Acumulo de cobre nas raizes (A) e folhas (B) de P. stratiotes exposto apenas a agua
(CTR), expostos a agua na presenca da planta P. stratiotes (CTRPi), expostos ao cobre (Cu) e
ao cobre na presencga de P. stratiotes (CuPi), durante 24 e 96 h. As barras indicam a média e as
linhas verticais o erro padrdo (n=10). Letras diferentes indicam diferencgas significativas (P<0,05)

entre os grupos, considerando-se um mesmo tempo experimental.

Os dados de acumulo obtidos nas branquias no tempo de 24 h (Figura 21A)
indicam valores significativamente maiores nos grupos Cu e CuPi em relacéo
aos grupos controles, porém nao foi registrado diferenca significativa entre os
grupos Cu e CuPi. Ja no tempo de 96 h (Figura 21B) foi registrada diferenga
significativa entre o grupo CuPi em relagdo aos grupos controle, porém nao foi
observado diferenca significativa entre os grupos expostos ao cobre. Indicando
que de alguma forma a presencga da planta resultou em maior concentragao de

cobre nas branquias dos animais apds 96 horas de exposigao.
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Figura 21 — Acumulo de cobre nas branquias em espécimes de P. lineatus expostos apenas a
agua (CTR), expostos a agua na presencga da planta P. stratiotes (CTRPI), expostos ao cobre
(Cu) e ao cobre na presencga de P. stratiotes (CuPi), durante 24 (A) e 96 h (B). As barras indicam
a média e as linhas verticais o erro padrdo (n=10). Letras diferentes indicam diferencas
significativas (P<0,05) entre os grupos, considerando-se um mesmo tempo experimental.

5.4.DISCUSSAO

Este estudo buscou avaliar se o processo de fitorremediacao
proporcionado pela macrdfita P. stratiotes é capaz de atenuar os possiveis
efeitos gerados pela contaminagcdo de Cu sobre o teledsteo neotropical P.
lineatus, conhecido por sua sensibilidade a este metal. Para isso foram feitas
analises utilizando diferentes biomarcadores para melhor entender os efeitos
gerados em meio com metal isolado e em conjunto com a planta.

Ao avaliar a taxa de mortalidade do grupo exposto isoladamente ao Cu, foi
registrada uma mortalidade de 55% dos animais, enquanto, ao avaliar os animais
exposto ao Cu juntamente a planta foi observado 30% de mortalidade. Carvalho
e Fernandes (2006) relataram uma CLso (pH 8; & 22°C) para essa espécie de 16
ug L' de Cu dissolvido na agua apds 96 h, com isto, era esperado que casos de
mortalidade ja que o valor utilizado neste estudo (15 pg L") estdo proximos ao
relatado. Confirmando a hipétese de que a planta P. stratiotes tem potencial de
atenuar os efeitos do cobre sobre exemplares juvenis de P. lineatus.

Estes resultados também estdo de acordo com o trabalho de Victor et al.
(2016) que expuseram exemplares de Sarotherodon melanotheron a Zn, Cd, Cr
e Cu em valores iguais as respectivas CLso, juntamente com exemplares de P.

stratiotes e E. crassipes, visando avaliar a fitorremediacdo. Estes autores
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verificaram maior longevidade que a estipulada pelas respectivas ClLso dos
peixes expostos aos metais em conjunto as plantas, assim comprovando a
eficacia da fitorremediacéao.

Nas concentragbes de cobre dissolvido na agua apos 24 h foi observada
diferenca entre os grupos Cu e CuPi, havendo reducédo de 15% e 37%
respectivamente em comparagao com o tempo inicial. Estes dados mostram que
a planta foi eficaz em obter e armazenar cobre em seu tecido, ilustrando o
processo de fitorremediac&o. Analisando o tempo de 96 h, também foi registrado
decaimento na concentragcdo de cobre na agua a partir de 48 h no grupo Cu.
Entretanto, em virtude de problemas nas analises de cobre, nao foi possivel obter
resultados suficientes para comparar os grupos Cu e CuPi nos tempos de 48 e
96 h.

P. stratiotes ja € estabelecida por possuir capacidade de acumulador de
metais, devido isso os dados obtidos para concentragcdo de cobre na agua, estéo
de acordo com a tese de que a fitorremediacao foi eficaz. A macréfita apresenta
resisténcia ao estresse proveniente da contaminagéo, incluindo ajustes visando
reestabelecer seu balango metabdlico (Li et al., 2022). P. stratiotes comumente
realiza fitorremediacao através de fitoestabilizagcdo, na qual os contaminantes
sdo imobilizados pela adsor¢do ou acumulo nas raizes ou por precipitacédo no
interior da zona radicular e rizofiltragao, a qual, as raizes adsorvem ou absorvem
os contaminantes precipitados (Jeevanantham et al., 2019).

O decaimento na concentracdo de cobre nos meios de exposi¢gdo em
ambos os tempos, esta correlacionado com a obtencdo e acumulo do
contaminante nos tecidos vegetais e nas branquias dos animais. Apds 24 h de
experimento foi registrado redugéao significativa de cobre nos grupos Cu e CuPi
em relagao ao tempo 0 e em relagao ao grupo CuPi e Cu (p <0,001). Analisando
o tempo de 96 h foi registrado uma redugao na concentragao de cobre dentro do
grupo Cu durante o experimento.

Com base no acumulo no tecido vegetal, é possivel dizer que como os
exemplares de P. stratiotes tiveram maior concentragao de cobre em suas raizes
quando comparados as folhas, em ambos os tempos experimentais,
especialmente no tempo de 96 h, havendo aumento significativo na
concentragao de cobre nas raizes do grupo exposto ao contaminante (CuPi) em

relagdo ao grupo controle. Deve ser ressaltado que houve perda de suas raizes



56

durante o experimento, o que pode ser devido a formagao de um meristema de
abscisao no ponto de inser¢ao da raiz no caule, promovendo a queda das raizes
(Vesely et al., 2012; Li et al.,2022). Este resultado também esta de acordo com
os apresentados por Odjeba e Fasidi (2004), que expuseram exemplares de P.
stratiotes durante periodo prolongado a 1 mM de Cu e observaram maiores
concentracdes nas raizes em relacdo as folhas. Além disso, estes mesmos
autores afirmaram que o alongamento das raizes e a habilidade de P. stratiotes
de desenvolver novas raizes foi reduzida durante exposigdo aos metais.

Em relacdo aos dados obtidos nas analises genotdxicas, espera-se um
caso de estresse oxidativo em resposta a exposi¢gao ao Cu (Simonato et al.,
2016), o qual é iniciado rapidamente durante a exposigado, podendo resultar em
oxidacédo do DNA, proteinas e lipidios quando a capacidade antioxidante celular
€ ultrapassada. Existem estudos que relatam dano no DNA de células vermelhas
de peixes expostos a concentragdes baixas de Cu (Gabbianeli et al., 2003;
Santos et al.,, 2010). Resultados semelhantes foram vistos no trabalho de
Simonato et al., 2016, no qual o escore de danos em eritrocitos foi 147% e 220%
maiores quando comparados com o grupo controle em peixes exposto a 5 ug L
' Cu e 20 pg L' Cu, respectivamente. Segundo Roda et al (2020), exposi¢des a
10 yg L' Cu durante os mesmos periodos de exposigdo, também causaram
aumento nos danos ao DNA em P. lineatus.

Durante a exposicao de 96 h, também foi possivel observar aumento no
escore de danos no DNA dos grupos expostos ao contaminante de forma isolada
e na presenca da planta. Outro fator importante de se destacar dentro dessa
analise é a diferencga significativa obtida ao comparar os grupos Cu e CuPi em
96 h de exposicao, indicando que o processo de fitorremediacéo esta ocorrendo
no grupo CuPi e assim atenuando os efeitos do metal, consequentemente
reduzindo o dano molecular. Este processo parece ser dependente do tempo,
pois néo foi possivel observar o mesmo resultado no periodo de 24 h.

Nao foi observada diferengas significativas, em ambos os tempos de
exposicdo, para a concentragcdo de hemoglobina. Ao analisar o numero de
eritrocitos (RBC), também néo foi visto diferenga significativa em ambos os
tempos de exposicao.

O aumento na concentragao de glicose plasmatica observado nos grupos

expostos ao Cu, isoladamente e em conjunto com a planta em ambos os tempos
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estdo diretamente ligados ao fato que os animais tiveram sua alimentagéo
suspensa 24 h antes do inicio de todos os experimentos, visando padroniza-los.
Ressaltando também que foi observado um consumo dessa reserva energética
com o decorrer do tempo, atendendo as demandas metabolicas dos organismos
e também como uma resposta a presengca do metal na agua. Esta esta
relacionada com a produgdo e liberacdo de adrenalina e noradrenalina,
envolvidas na resposta primaria de estresse, que prepara o0 organismo para a
chamada “luta ou fuga”, para que o animal consiga sair do ambiente estressor.
Para isso, como € exigido uma demanda energética maior, as células inter-renais
produzem cortisol, estimulando a sintese de glicose no figado a partir de
aminoacidos e acidos graxos (gliconeogénese) levando a hiperglicemia. Os
valores da concentragéo de glicose no tempo de 96 h apresentaram-se menores
em relagdo aos obtidos em 24 h, indicando que o aumento inicial da glicemia
acaba decaindo com o tempo, sendo utilizada como substrato para as reagdes
enzimaticas do metabolismo. Porém, Roda et al (2020), mostrou que exemplares
de P. lineatus apds exposi¢ao de 96 h isoladamente ao Cu e juntamente com
microplastico causaram aumento na glicemia dos animais.

As branquias dos peixes sao o primeiro 6rgao envolvido na regulacao
osmoibnica (Evans et al., 2005), s&o constituidas por um epitélio extremamente
sensivel, dindmico e metabolicamente ativo, responsavel pelas trocas gasosas,
regulacéo idnica e liberacdo de excretas nitrogenadas. Teledsteos dulcicolas séo
hiperosmoéticos em relagdo ao meio que os circunda, logo, o epitélio das
branquias depende diretamente de transporte ativo para obtencao de ions, como
€ o0 exemplo das enzimas NaKATP, HATP e CaATP.

O Cu é conhecido como toxico ionorregulador, que afeta a fungao destas
enzimas (Viarengo et al., 1993), afetando diretamente na homeostase do sddio,
afetando também absorcdo de cloreto e excrecdao de bases nitrogenadas
(Grosell et al., 2002). A absorgao de sddio através das branquias é essencial
para qualquer animal de agua doce (Grosell et al., 2002), servindo para
compensar a perda difusiva de sédio de seus fluidos extracelulares mais
concentrados (sédio extracelular varia de 100 - 200 mM) em relagédo ao meio
diluido que os circunda (concentragdo normalmente < 1 mM).

Laurén e McDonald (1985) estabeleceram que o cobre gera um disturbio

no balango de sddio caracterizado por uma reducao no influxo, juntamente com
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aumento do efluxo de sédio em branquias de Truta Arco-iris, relacionado a
substituicdo de calcio por cobre nas zonas de oclusdo branquial (responsaveis
parcialmente por controlar a permeabilidade do epitélio branquial). Laurén e
McDonald (1987) também estabeleceram que a obtenc&o de sddio € afetada
como resultado de uma inibicdo competitiva (diminuicdo na afinidade) e néo
competitiva (diminuigdo da capacidade maxima) apds um periodo de 24 horas
de exposicao ao Cu.

Por outro lado, Grosell e Wood (2002) relataram que apds 2 h de exposigéo
a baixas concentragdes de cobre foi observado redugdo na afinidade de
transporte de sdédio, indicando interagcdo competitiva entre sodio e cobre,
gerando uma tendéncia de aumento na capacidade maxima de transporte de
sodio, ao invés de reducio no tempo de 24 h.

Um dos principais componentes no processo de transporte idnico trans
epitelial € a NaKATP, localizada na membrana basolateral, realizando a troca de
Na™ intracelular por K* extracelular em proporcao de 3:2, polarizando a camada
intracelular, formando assim um gradiente eletroquimico que favorece a entrada
de sodio através da membrana apical. O sédio entra através da membrana apical
em troca de H* ou de aménio, através de um trocador sédio-préton, ou ainda
pelo canal apical de sédio (Grosell e Wood, 2002).

Durante o atual estudo n&o foram observadas alteracdes significativas na
atividade da NaKATP em ambos os tempos amostrais, porém é importante
destacar que houve diferenca na concentracdo de Na* plasmatico no grupo Cu
no tempo de 24 h e nos grupos CTRPi, Cu e CuPi apds 96 h de exposi¢do. Estes
resultados corroboram parcialmente os de Tesser et al. (2020), que n&o
registraram inibicdo de NaKATP e alteragbes no nivel plasmatico de Na* apos
exposi¢édo a 11 ug L' Cu, sendo considerado que a concentragdo estava abaixo
do limiar necessario para causar alteragao do funcionamento desta enzima. Essa
estabilidade i6nica foi atribuida a hiperplasia das células ricas em mitocondrias,
também relatadas em seu estudo, sendo uma resposta comum em situagao
adversa para manter o balango de Na* e Ca?* (McDonald e Wood, 1993).

E valido ressaltar que neste estudo foi avaliado a atividade da HATP, para
a qual foi registrada uma maior atividade no grupo CuPi, apés 24 e 96 h quando

comparado com o grupo Cu. Isto deveria gerar um aumento do nivel de Na+ no
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grupo CuPi, porém este foi menor em relagcéo ao grupo Cu no tempo de 24 h e
foram estatisticamente iguais ao grupo CTRPi e Cu no tempo de 96 h.

A HATP apical promove a extrusdo de prétons para a agua, aumentando
assim o gradiente elétrico, favorecendo a entrada de Na* para células branquias
através de canais de Na*. Dentro da célula, Na* € bombeado em sentido ao
sangue através de NaKATP basolateral, em troca de K* (Grosell et al., 2002).

A atividade da HATP pode indicar que em ambos os tempos, um processo
de compensacao dos efeitos téxicos do cobre através da fitorremediacao,
observando aumento da sua atividade, enquanto a atividade da NaKATP néao
apresentou alteragbes. Pois a HATP possui papel de catalisar o movimento
transmembrana de substancias, criando gradientes eletroquimicos na
membrana plasmatica, que sdo usados para conduzir processos de transporte
secundario, aumentando a taxa de obtencdo de Na+ para dentro da célula. Este
resultado pode justificar o aumento na concentragao de Na* plasmatico, ja que
houve aumento da atividade da HATP apical no grupo CuPi, consequentemente
favorecendo o aumentando da obtencédo de Na*.

A entrada de Na* ocorre em troca de prétons, provenientes da hidratagao
do diéxido de carbono através da anidrase carbonica, facilitando a conversao de
diéxido de carbono em proétons e bicarbonato (Perry, 1986), fornecendo contra
ions para a obtencao de sddio e cloreto, respectivamente. A anidrase carbdnica
também gera substrato para troca de cloreto-bicarbonato que ocorre através na
membrana apical, excretando bicarbonato em troca da entrada de cloreto (Perry
et al.,1984). No presente estudo a atividade da anidrase carbbnica das branquias
apresentou diminuigdo no grupo Cu apés 24 h de exposi¢cao quando comparada
com os demais grupos, enquanto a atividade dessa enzima permaneceu
inalterada no grupo CuPi, indicando a ocorréncia do processo de fitorremediagao
dentro deste grupo. Porém, apds 96 h de exposi¢cao, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos expostos, porém, foi observado uma diminui¢cao da
atividade dessa enzima no grupo CuPi em relagdo ao grupo CTRPi. Segundo
Grosell e Wood (2002) qualquer alteragao na atividade da anidrase carbdnica
proveniente de exposicdo ao cobre, resulta na reducédo do transporte de sédio
pela branquia (influenciando diretamente no trocador sédio-préton e na HATP).

A obtencdo de Ca?* ocorre principalmente através de células ricas em

mitocdndria, através do transporte passivo de ions pelo canal apical de Ca?*,
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seguido por transporte ativo para o sangue pela CaATP e trocador Na*/Ca?*
(Perry, 1997). Shephard e Simkiss (1978) descobriram que ions Cu inibem a
CaATP nas branquias de Rutilus rutilus in vitro e promovem a proliferagao dessa
enzima in vivo.

No presente trabalho, foi observada uma diminuigdo significativa da
atividade da CaATP dentro do grupo CuPi ap6s 24 h de exposigao. Isso nao foi
registrado no tempo de 96h, apresentando valores significativamente
semelhantes neste tempo. Indicando que a presencga da planta alterou de alguma

forma atividade dessa enzima no tempo de 24 h.

5.5.CONCLUSAO

Conclui-se que P. lineatus apresentou danos subletais e letais quando
exposto a concentragdes de cobre proximas a sua CLso. Apds 96 h de exposigao,
verificou-se 55% de mortalidade nos peixes expostos ao cobre, enquanto no
grupo exposto ao metal na presenga da planta a mortalidade foi reduzida para
30%. Além da mortalidade, efeitos subletais do cobre na glicemia, danos no
DNA, atividade branquial da HATP e AC foram atenuados na presenga da planta,
que acumulou cobre nas raizes. Assim, com base nos registros de mortalidade
e nos biomarcadores analisados, conclui-se que P. stratiotes foi capaz de
atenuar alguns dos efeitos do cobre para P. lineatus, indicando que esta planta

pode atuar na fitorremediacao de cobre, acumulando este metal em suas raizes.
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