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RESUMO

Animais, como os peixes, estdo constantemente expostos ao estresse que pode ser
de natureza quimica, fisica ou comportamental. A fim de avaliar a resposta de
estresse em Prochilodus lineatus, peixes foram submetidos a exposicdo aérea e
confinamento (grupo estresse) e analisados os parametros: hematolégico (numero
de eritrécitos - RBC, hematocrito e conteudo de hemoglobina), endocrino e
metabdlico (cortisol, glicose plasmatica e glicogénio hepatico) e osmorregulatorios
(Na® plasmatico, atividade da Na’/K*ATPase e da anidrase carbdnica branquiais)
ap6s 0, 1, 3 e 6 h do estresse (10, t1, t3 e t6). Os resultados obtidos foram
comparados com os dos animais nao submetidos ao estresse. Foi observado que
houve aumento de RBC em t0 e diminuicdo de hematécrito em t1. A glicose e o
cortisol aumentaram em t1e t3; enquanto o glicogénio hepatico diminuiu em todos os
tempos experimentais. Quanto aos parametros osmorregulatérios, o Na* plasmatico
diminuiu em t0, a atividade da Na'/K'ATPase aumentou em t0, t1 e t3 e a da
anidrase carbdnica diminuiu em t0, t1 e t3 e aumentou em t6. As variacbes
hematologicas e do glicogénio indicam ativagdo adrenérgica. Assim como o0s
resultados obtidos com cortisol (pico em t1 e t3 depois do estresse, e recuperagao
em t6) e demais variaveis apontam a resposta adaptativa ao estresse com
envolvimento do sistema neuroendécrino (ativagdo dos eixos HSC e HPI). Com a
exposicdao dos peixes a um metal, cobre, e a um herbicida, atrazina, foram
analisados os efeitos de contaminantes sobre a resposta ao estresse. Foi utilizado o
mesmo delineamento experimental que o grupo estresse, mas na presenga dos
contaminantes (grupo cobre + estresse e grupo atrazina + estresse). Os mesmos
parametros foram analisados e comparados com os resultados obtidos na situacao
de estresse. Para o grupo cobre + estresse foi observado diminuigcdo de RBC em t0
e t6; diminuicdo de hemoglobina em t1 e t6; aumento dehematodcrito em t0 e
diminuicdo em t3. Quanto os parametros metabdlicos, a glicose plasmatica
apresentou-se diminuida em t0, t1 e t3 e aumentada em t6; o cortisol e o glicogénio
apresentaram-se diminuidos em todos os tempos experimentais. O sddio plasmatico
manteve-se estavel; a atividade da Na*'/K*ATPase apresentou-se diminuida em t0 e
t1 e a atividade da anidrase carbénica foi aumentada em t1 e t3. Para o grupo
atrazina + estresse foi observado aumento de RBC em t0 e diminuigdo em t3;
aumento de hemoglobina em t0 e diminuicdo em t3; aumento de hematdcrito em t0.
A glicose e o cortisol plasmatico diminuiram em t1 e t3; o glicogénio hepatico
diminuiu em t0. O sodio plasmatico diminuiu em t3; a atividade da Na*'/K*ATPase
diminuiu em t1 e t3 e a atividade da anidrase carbdnica aumentou em t0 e t1 e
diminuiu em t6. Os contaminantes cobre e atrazina atuam como disruptores
endocrino impedindo a liberagdo do horménio cortisol a corrente sanguinea levando
P.lineatus a apresentar prejuizo na resposta adaptativa ao estresse.

Palavras-chave: Peixe dulcicola. Estresse. Hematologia. Metabolismo.
Osmorregulagdo. Disruptor endocrino.
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ABSTRACT

Animals such as fish face various environmental stresses, including: chemical,
physical and social. In order to evaluate Prochilodus lineatus responses, fish were
submitted to stress by air exposure and confinement (stress group) and then we
analyzed hematological (RBC — erythrocytes number, hematocrit and hemoglobin
contents), endocrine and metabolical (cortisol, plasmatic glucose, hepatic glycogen)
and osmoregulatory parameters (plasmatic Na®, Na’/K* ATPase and carbonic
anhydrase activity) at the experimental time points 0, 1, 3 and 6 h after stress, and
subsequently compared with fish not submitted to stress (controls). We observed an
RBC increase at t0 and a hematocrit decrease at t1. Concerning the endocrine and
metabolical parameters, the glucose increased at t1 and t3; cortisol increased at t1
and t3; while hepatic glycogen decreased throughout all experimental times.
Regarding the osmoregulatory parameters, plasma Na® decreased at t0;
Na*/K*ATPase activity increased at t0, t1 and t3 while carbonic anhydrase activity
decreased at t0, t1 and t3 and increased at t6. The hematological variations and
glycogen results indicate adrenergic activation. Additionally, the results obtained with
cortisol (peak at 1 and 3 h after stress, and recovery at 6h) point to an adaptative
neuro-endocrine response (HSC and HPI axes activation). We analyzed the
interference of contaminants on the stress responses, for that, we performed a pre-
exposure of a metal copper, and an herbicide, atrazine. For these analyses, the
same experimental design was repeated, but with the addition of contaminants
(copper + stress and atrazine + stress). The same parameters were analyzed, and
were compared with the results obtained from the stress alone group. The copper +
stress group showed an RBC decrease at t0 and t6; a hemoglobin decrease at t1
and t6; a hematocrit increase at t0 and decrease at t3. With regard to the endocrine
and metabolical parameters, glucose decreased at the times 0, 1 and 3 h, and
increased at t6; cortisol and glycogen decreased at all experimental time points.
Plasma Na* was stable; Na*/K*ATPase activity decreased at t0 and t1, and carbonic
anhydrase activity increased at t1 and t3. Concerning the atrazine + stress group we
observed an RBC increase at t0 and decrease at t3; a hemoglobin increase at t0 and
decrease at t3; a hematocrit increase at t0. Plasma glucose and cortisol decreased at
the times 1 and 3 h; glycogen decreased at t0. While plasma Na® decreased at t3;
Na’/K*'ATPase activity decreased at t1 and t3 and carbonic anhydrase activity
increased at t0, t1, and decreased at t6. The results obtained in this study indicate
that the contaminants employed in this study, copper and atrazine, act as endocrine
disruptors in P. lineatus, which impairs its adaptive responses to stress.

Keywords: Freshwater fish. Stress. Hematology. Metabolism. Osmoregulation.
Endocrine disruptor.
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1 INTRODUCAO

Muitos estudos envolvendo estresse tém sido frequentemente
realizados na area da fisiologia de peixes (DEMER; BAYNE, 1997; JENTOFT et al.,
2002; TELES et al. 2005; HONTELA et al.,, 2009). Os peixes sao expostos na
natureza, bem como em cativeiro, a fatores estressantes, tanto biolégicos como
abidticos. Os poluentes ambientais, doencas e varios aspectos da aquicultura
intensiva sao alguns exemplos de tais fatores (IWAMA et al., 1999). O organismo
frente a fatores que Ihe causam estresse gera uma resposta generalizada que pode
perder seu valor adaptativo tornando-se disfuncional, 0 que pode resultar na inibigao
do crescimento, falhas na reprodugcdo e reducdo da resisténcia a doencas
(WENDELAAR BONGA, 1997).

A definicdo de estresse tem uma longa histéria caracterizada por
muitas controvérsias. O fato é que este termo é aceito pelos bidlogos, fisiologistas e
toxicologistas como um fendmeno que envolve diferentes niveis organizacionais
como células, 6rgaos, organismos, populagdo e ecossistema, sendo definido como
uma condicdo na qual a homeostase € ameacada, como resultado das acdes de
estimulos intrinsecos ou extrinsecos, comumente definidos como estressores
(WENDELAAR BONGA, 1997). Os estressores podem ser de natureza fisica, como
o transporte, confinamento ou manuseio, de natureza quimica como contaminantes,
baixo teor de oxigénio ou pH na agua e de natureza comportamental, como por
exemplo, a presenca de predadores (BARTON, 2002).

Existe, hoje, uma extensa literatura sobre as bases enddcrinas e
fisiologicas de estresse em peixes, em grande parte construida a partir de estudos
de peixes em cativeiro, e dentro desta, em grande parte, examinando os efeitos de
peixes teledsteos (PANKHURST, 2010).

O estresse pode ser considerado como um estado que ameacga a
saude do animal, mas que é restabelecida por um conjunto de respostas adaptativas
benéficas ao organismo. Mas se a resposta adaptativa nao for eficaz ou deixar de

ocorrer, havera prejuizo ao organismo do animal.
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1.1 RESPOSTAS FISIOLOGICAS AO ESTRESSE

A resposta fisioldgica do peixe diante de uma situagédo que |he causa
estresse € complexa, pois envolve sua capacidade de mobilizar reservas
energéticas de forma a evitar ou vencer imediatamente a situacdo de ameaca.
Diante do agente estressor, o peixe necessita de uma resposta imediata que pode
ser de curto ou longo prazo, sendo caracterizada por trés fases: primaria, secundaria
e terciaria (Figura 1) (ALURU; VIJAYAN, 2007).

A resposta primaria € neuroenddcrina; nela ocorre a ativagao de
centros cerebrais, resultando na liberagdo macica das catecolaminas e
corticosteréides. Com estimulo do eixo hipotalamo-simpatico-cromafins (HSC)
(Figura 1) ha a liberagdo na circulagdo de catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina), secretadas pelas células cromafins que ocorrem dispersas ou em
pequenos grupos no rim anterior ou cefalico (Figura 2) e atuam em condi¢des que
exigem reforgo de transporte de oxigénio no sangue e na mobilizagdo de substratos
energéticos (WENDELAAR BONGA, 1997). A estimulagdo do eixo hipotalamo-
hipofise-interrenal (HPI) (Figura 1) resulta na liberacdo de cortisol na circulagao
(BARTON, 2002). Este hormbnio € secretado pelo tecido interrenal, situado na
regidao do rim anterior (Figura 2) e esta envolvido em diversas fungdes, incluindo o
crescimento e metabolismo, osmorregulagao, fungdo imune e reprodugéo (ALURU;
VIJAYAN, 2007).
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Figural— Esquema da resposta fisiolégica ao estresse em peixes. Quadro

pontilhado representa os eixos HSC (hipotalamo-simpatico-células
cromafins) e HPI (hipotalamo-hipdfise-células interrenais). CRH,
horménio liberador de corticotropina; ACTH, hormonio

adrenocorticortropico; SNA, sistema nervoso autbnomo.
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A resposta secundaria é definida os efeitos imediato desses
hormdnios, em nivel sanguineo e tecidual, incluindo o aumento do débito cardiaco e
consumo de oxigénio, mobilizacdo de substratos energéticos e desequilibrio
hidromineral. Ja a resposta terciaria estende-se em nivel do organismo e populagao
com inibigao do crescimento, reprodugao e resposta imune e redugédo da capacidade
para tolerar fatores de estresse subsequente ou adicional (WENDELAAR BONGA,
1997).



18

Figura 2 — (a) Localizagdo do rim anterior e posterior em teledsteos. (b) Fotografia
do rim anterior (asterisco) e rim posterior (seta). Barra de escala= 0,3
cm.

Rim anterior ou cefilico

Rim posterior ou caudal

ot

Fonte: Extraido de Silva e Martinez (2006).

A liberagao de cortisol nos animais € mais lenta que a liberagao de
catecolaminas. A ativacao direta das células cromafins por terminagdes nervosas
simpaticas permite que a liberagdo das catecolaminas seja mais rapida. A via para
liberac&o do cortisol se inicia no eixo HPI, com a liberagdo do horménio de liberagao
de corticotropina (CRH) pelo hipotalamo, que estimula as células da hipofise anterior
a liberar o hormdnio adrenocorticotropico (ACTH). O ACTH por sua vez, estimula as
células interrenais no rim a sintetizar e liberar cortisol na circulacdo para atuar em
tecidos alvos (BARTON, 2002). No plasma, o cortisol tem amplo efeito metabdlico,
incluindo a ativagdo da gliconeogénese no figado com liberagcdo de glicose para a
corrente sanguinea, protedlise no musculo com liberagdo de aminoacidos para
servirem de substratos para a gliconeogénese, e lipdlise no tecido adiposo com
aumento de acidos graxos livres no sangue (PANKHURST, 2010). A capacidade do
figado em utilizar a via gliconeogénica € uma adaptacdo ao estresse importante.
Como a glicose é o combustivel principal para atender a demanda energética, esta
via torna-se essencial para a recuperagdo da homeostase (ALURU; VIJAYAN,
2007). Além do efeito metabdlico, o cortisol desempenha fungdes importantes no
equilibrio hidromineral (osmorregulagcédo), atuando em grande parte, através do seu
efeito sobre a atividade da Na'/K*ATPase importante para capitacdo de ions nos
teledsteos dulcicola (PANKHURST, 2010). Varios estudos foram realizados tendo o

cortisol como um hormdnio atuando no aumento da atividade da Na*/K*ATPase e
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dentre algumas espécies estudadas ha o bagre africano (Clarias gariepinus), a truta-
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e os salmonideos (BABITHA; PETER, 2010;
SHRIMPTON; STEPHEN, 1999; Mc CORMICK et al., 1991). O motivo para que este
horménio seja um bom indicador de estresse € que os niveis plasmaticos de cortisol
tendem a aumentar com a exposigao a estressores (MOMMSEN et al., 1999).

Embora a resposta de cortisol aos estressores esteja bem
estabelecida em varios teledsteos, a magnitude e duragéo dessa resposta hormonal
€ dependente do tipo, intensidade e duragao do estressor, assim como a historia
deste animal (WENDELAAR BONGA, 1997; BARTON, 2002).

1.2 ESTRESSE AEREO E CONFINAMENTO

Varios sdo os agentes estressores, que tém como consequéncia
uma complexa resposta fisioldgica. O confinamento atua como agente estressor de
natureza fisica (BARTON, 2002) e pode ocorrer em aquicultura intensiva. A cultura
de peixes €é praticada em tanques ou agudes e tem como objetivo a criagao racional,
incluindo o controle de crescimento e reproducao. Além de rentavel, a cultura do
peixe € necessaria para reestoque artificial devido a grande perda por poluigao,
métodos errdbneos de pesca e outros usos levados a efeito nessas aguas ou ao
redor delas (SOUZA; TEIXEIRA FILHO, 2007). Com o aumento da produgao
intensiva, os peixes sao criados em alta densidade, promovendo além do
confinamento, a diminuicdo de oxigénio dissolvido na agua. A despesca, como é
chamada a colheita de peixes criados em cativeiros (AZZOLINI et al., 2010), s&o
realizadas com redes de arrasto ficando os peixes em exposigdo aérea por alguns
minutos até a sua retirada. Os estressores como manipulagdo, geram hipoxia e
confinamento, que perturbam o estado homeostatico promovendo uma resposta
imediata de estresse verificada com o aumento da glicose sanguinea (ARENDS et
al., 1999).

1.3 PARAMETROS QUE INDICAM O ESTRESSE EM PEIXES

A manutencido da homeostase inclui mecanismos regulatérios como

a osmorregulacédo e ajustes metabodlicos. Branquias, rins e intestino, os principais
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orgaos osmorregulatorios de peixes, coordenam a homeostase hidromineral,
enquanto o figado, com o auxilio de hormbnios, atua na homeostase metabdlica
(BABITHA et al., 2010). Para obter dados que informe sobre a saude do peixe s&o
utilizados alguns parametros: hematolégico, enddcrino e metabdlico, assim como,
osmorregulatério, que podem variar em decorréncia da ativagdo da resposta

adaptativa ao estresse.

1.3.1 Parametros Hematolégicos

Alguns métodos de rotina hematoldgica para o exame de sangue de
peixe incluem: dosagem da concentragdo de hemoglobina (metaloproteina que
contém ferro presente nos eritrécitos), hematécrito (percentual de células vermelhas
no volume total sangue), RBC (Red blood cells) ou o numero de eritrécitos, bem
como a taxa de sedimentacdo de eritrocitos, contagem total e diferencial de
leucécitos e outros (BLAXHALL; DAISLEY, 1973). A utilizagdo de parametros
hematoldgicos em peixes, como indicadores de saude, foram propostos por Hesser
(1960). A hematologia € usada como um indice do estado de saude em muitos
organismos, assim como em varias espécies de peixes, para detectar alteracdes
fisiologicas apos diferentes condigbes de estresse, como exemplo, a exposicéo a
poluentes, doengas e hipdxia. Estas técnicas hematolégicas sdo os métodos mais
comuns para determinar o estresse e os efeitos sub-letais de poluentes ambientais
(ALWAN et al., 2009).

1.3.2 Parametro Enddcrino e Metabdlico

Algumas alteragdes bioldégicas em peixes podem ser avaliadas
através de parametros metabdlicos e endocrinos. A verificagdo da glicemia, cortisol,
adrenalina, glicogénio, acidos graxos livres e lactato podem servir como indicadores
gerais de estresse fisioldgico em peixes. O cortisol, como horménio utilizado como
indicador de estresse (SIMONATO et al.,, 2008; LANGIANO; MARTINEZ, 2008;
CERICATO et al.,, 2008; CAMARGO et al., 2009), atua no metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas. Seu efeito € observado em varios tecidos, nas
branquias atua na diferenciacdo de células cloreto e aumenta a atividade da

Na’/K*ATPase. No figado, promove a glicogendlise (quebra do glicogénio) e
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gliconeogénese, com liberagdo de glicose na corrente sanguinea. No musculo,
promove a protedlise, com liberagdo de aminoacidos para servirem de substrato na
gliconeogénese, e aumento de lactato no sangue resultado da respiragdo anaerobia.
No tecido adiposo, promove a lipdlise com liberagcéo de glicerol e acidos graxos livre
na corrente sanguinea (MOMMSEN et al., 1999) (Figura 3).

Figura 3 — Efeito metabdlico do cortisol em teledsteos. Duas vias independentes no
figado que fornecem glicose ao sangue: Glicogendlise (seta espessa).
Gliconeogénese (setas pontilhadas). (*) protedlise no musculo e lactato
produzido na respiragdo anaerobia; (**) lipdlise no tecido adiposo. (***)
nas branquias ha diferenciacdo das células cloreto e aumento de
atividade das ATPases. G-6-P, glicose 6 fosfato; PEP, fosfoenolpiruvato;
CK, ciclo de Krebs; AA, aminoacidos.
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Fonte: Adaptado de Mommsen et al. (1999).

1.3.3 Parametros Osmorregulatorios

Os peixes dulcicolas sido hiperosméticos em relacdo ao meio
externo, com isto, tendem a ganhar agua constantemente. Para evitar a diluicdo do
meio interno e a turgescéncia de suas células, eles produzem grande quantidade de
urina diluida. Isto faz com que percam sais pela urina, que sao absorvidos

novamente através das bréanquias por transporte ativo (Figura 4). As branquias tém
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varias funcdes, além de promoverem as trocas gasosas, possuem este importante
papel na regulagdo osmatica e iGnica, assim como na regulagao de acido e base e
na excrecdo de nitrogénio (EVANS et al.,, 2008). As células cloreto (Figura 4)
presentes no epitélio branquial constituem um local importante para a movimentacao
destes ions e estdo sob controle hormonal, incluindo o cortisol (BABITHA et al.,
2010). Estas células tém um elevado potencial metabdlico, pois ha uma grande
quantidade de mitocdndrias para suprir a demanda energética das ATPases que
transportam os ions (MARSHALL; BRYSON, 1998). A ATPase mais abundante
nesta célula é a Na'/K*'ATPase (Figura 4) que participa no transporte de ions, quer
diretamente através do movimento de sodio e potassio através da membrana
plasmatica, ou indiretamente através da geracédo de gradiente idnico e elétrico (Mc
CORMICK, 1995). O cortisol atua na diferenciagdo das células cloreto e aumenta a
atividade da Na'/K’ATPase (MOMMSEN et al., 1999). Outra enzima importante nos
processos gerais de osmorregulacao € a anidrase carbénica (Figura 4). Esta enzima
participa nos processo de regulagdo acido-base mantendo o pH dentro dos limites
fisiologicos, através da catdlise da reagdo de hidratacdo do CO,: COx+ H,O <
H,CO3 «» H" + HCOj3 (Swenson, 2003), além de participar da tomada iénica. As
variagdes destas enzimas podem indicar a exposicdo do peixe a um agente

estressor.
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Figura 4 — Esquema representando a osmorregulacdo em peixes dulcicola. Em
destaque, um esquema simplificado da atividade das células cloreto
(baseado em Evans, 1997 e Lingwood et al., 2006). Circulo cheio,
representa a enzima Na'/K'ATPase; AC, anidrase carbénica.
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1.4 DISRUPTOR ENDOCRINO (DE): COBRE (METAL) E ATRAZINA (HERBICIDA)

A resposta ao estresse, em si, nao € prejudicial para os peixes, pois
€ um mecanismo adaptativo que permite que o peixe possa lidar com o agente
estressor a fim de manter o seu estado homeostatico. O estresse pode ser
considerado como um estado ameacgador da homeostase, mas que é restabelecido
por um conjunto de respostas adaptativas. Mas se a intensidade do estressor é
muito grave ou de longa durag&o, no entanto, os mecanismos de resposta fisiologica
pode ser comprometida e tornar-se prejudicial a saude do peixe (BARTON, 2002).
Esta interferéncia a resposta adaptativa ao estresse pode ser causada por alguns
poluentes como hidrocarbonetos poliaromaticos, metais pesados como cadmio,
cobre e mercurio (KIME, 1998). s aguas de superficies em muitas bacias
hidrograficas recebem o escoamento e descargas de origem urbana, agricola e
domeéstico, que podem levar ao acumulo de misturas de contaminantes contendo

compostos toxicos.
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A significancia biolégica dessas misturas € de importancia ecolégica
(TILTON et al.,, 2011). Estas substancias, interferirem no sistema endocrino dos
peixes sdo chamadas de disruptores endocrinos. Segundo definicdo apresentada no
Weybridge workshop (EUROPEN COMMISSION 1996), “um disruptor endocrino €
uma substancia exégena que causa efeitos adversos a saude de um organismo
intacto, ou a seus descendentes, devido as mudangas nas fungdes enddcrinas”,
enquanto “um disruptor enddcrino em potencial € uma substancia que possui
propriedades que podem levar a disrupgdo endocrina em um organismo intacto.”O
sistema endocrino € o sistema de comunicagdo quimica do organismo que regula as
atividades, tais como a homeostase dos fluidos corporais, adaptagao ao estresse, e
talvez a mais importante, a reproducido e fertilidade que sado necessarias para a
propagacao das espécies (KIME, 1998). Os alvos potenciais dos DE podem ser os
receptores hormonais especificos das células alvo (onde podem atuar como inibidor
ou induzir uma mudanga conformacional), assim como também podem atuar sobre
0s processos metabodlicos e ainda sobre enzimas que levam a sintese hormonal
(Kloas e Lutz, 2006).este trabalho foi utilizado um metal (cobre) e um herbicida
(atrazina) para avaliar se interferem no sistema enddcrino do P. lineatus, atuando
como disruptores endocrinos na resposta adaptativa ao estresse causada pela

exposig¢ao aérea e confinamento.

1.4.1 Cobre

O cobre ndo é apenas um metal presente no ambiente, € também
essencial para a fungdo da maioria dos organismos vivos. Sua importancia nestes
organismos n&o pode ser subestimada. Ele pode servir como um componente
essencial de metaloproteinas e macromoléculas. No entanto, em concentracbes
elevadas o cobre € toxico para a vida celular (ZAVITSANOS et al., 2011). A
contaminagao aquatica por cobre se da por diferentes formas, ou seja, a partir de
diferentes fontes naturais, pois € amplamente distribuido na natureza no estado
elementar, sulfetos, arsenitos, cloretos e carbonatos (PEDROSO; LIMA, 2001) e
antropogénica, incluindo esgotos industriais ou domésticos, aguas da chuva,
atividades portuarias e de navegacéo (AKTAR et al., 2010).

Diante da contaminagado do meio ambiente por este metal, ha grande

interesse em conhecer seus efeitos sobre os organismos a ele expostos. Por isto, o



25

cobre vem sendo estudado como contaminante em diferentes animais aquaticos,
como em ra (FERREIRA, 1978), em moluscos (GREIG, 1979) e varias espécies de
peixes, onde citaremos apenas algumas, como em tilapia - Oreochromis
mossambicus (PELROM et al., 1995), carpa - Cyprinus carpio (FLIK et al., 2002),
truta arco-iris - Oncorhynchus mykiss (Gagnon et al., 2006) e uma espécie de carpa
- Carassius gibelio (ARNAUDOV et al., 2008). Nestes animais foram avaliados
diferentes aspectos, desde genotdxicos, passando-se para diferentes parametros
fisiologicos, até aspectos comportamentais.

Os efeitos dos disruptores enddécrinos tém sido uma importante
questdo para estudos na ultima década e o cobre pode atuar na desregulagao
endodcrina (HANDY, 2003), inibindo a resposta adaptativa ao estresse em peixes e
sua capacidade de retornar a homeostase (KIME, 1999). O cobre foi utilizado neste
trabalho, pelo laboratério ja realizar estudos tendo-o como contaminante no

organismo do P. lineatus.

1.4.2 Atrazina

A agricultura € a causa da contaminagdo aquatica por atrazina
(Figura 5). A atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina) € um herbicida
de triazina, sua férmula quimica é CgH4CINs, e € utilizado extensivamente para o
controle pré ou pés-emergente de plantas invasoras de folhas largas e gramineas,
particularmente em milho. E um dos herbicidas mais utilizados em nivel mundial,
consequentemente, €& um contaminante comum em aguas superficiais e
subterrdneas (CHOUNG et al., 2010). No sul do Brasil, a aquicultura ainda é
considerada como uma atividade complementar a agricultura, e assim muitas lagoas
utilizadas para o cultivo de peixe, estédo localizadas ou dentro das areas agricolas ou
proximos das nascentes que percorrem o solo cultivado. Por causa das pragas nas
lavouras, grandes quantidades de agrotoxicos sdo inseticidas usados em lavouras e,
como resultado, pequenas quantidades destes produtos podem atingir, tanto as
nascentes dos rios, quanto as lagoas utilizadas para o cultivo de peixes (CERICATO
et al., 2008). E conhecido que a atrazina pode afetar a secrecdo de cortisol
(BISSON; HONTELA, 2002; NIEVES-PUIGDOLLER et al., 2007; FORTIN et al.,

2008) e em altas concentragdes, pode levar a inativagdo enzimatica, peroxidagao
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lipidica, danos ao DNA e até mesmo a morte, como ja observado em peixes (NWANI
et al., 2010).

Figura 5 — Estrutura quimica do herbicida atrazina.
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Fonte: Extraido de Bisson e Hontela (2002).

A exposicdo a atrazina pode causar no organismo dos peixes,
prejuizos no crescimento, na ionoregulacao e na reprodugao. Ha alguns estudos que
observam a agao deste herbicida promovendo disturbios enddcrinos (WIEGAND et
al.,, 2001; BRINGOLF et al., 2004; SANDERSON, 2006; NIEVES-PUIGDOLLER et
al., 2007).

O presente estudo foi realizado com a espécie Prochilodus lineatus,
curimba (Figura 6). O P.lineatus é um peixe neotropical, teledsteo dulcicola,
amplamente distribuido na bacia do Prata, onde representa 50-60% do ictiofauna
total (Lombardi et al., 2010). Esta espécie é detritivora sendo capaz se incorporar
contaminantes presentes ndo s6 na coluna de agua, mas também em sedimentos
(Lombardi et al., 2010) tornando-a um bom bioindicador para ambientes
contaminados. E amplamente utilizada em projetos de piscicultura principalmente no
sul do Brasil (VOLTOLIN et al., 2010).

Prochilodus lineatus é uma espécie de peixe nativa bastante
estudada em nosso laboratério, tendo originado varias publicagdes (algumas delas,
MADUENHO; MARTINEZ, 2008; SIMONATO et al., 2008; LANGIANO; MARTINEZ,
2008; CAMARGO et al., 2009) sobre diferentes aspectos, desde ecoldgicos,
passando por estruturais, funcionais, bioquimicos e genotoxicos, diante de

condigbes naturais, patologicas e adaptativas.



Figura 6 — Juvenis de Prochilodus lineatus
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta de estresse no peixe Prochilodus lineatus com e

sem a interferéncia do metal cobre e do herbicida atrazina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a variagcdo temporal do cortisol e seus efeitos em
Prochilodus lineatus submetidos ao estresse aéreo e
confinamento (estresse);

e Verificar o efeito de um metal (cobre)* e um herbicida (atrazina)**
na resposta de estresse deflagrada por exposicdo aérea e
confinamento.

*cobre + estresse

**atrazina + estresse
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados juvenis de P. lineatus, pesando 15 + 5 g e medindo
11,1 £ 1,6 cm (média + DP - desvio padrdo, n=104) obtidos na Estagdo de
Piscicultura da Universidade Estadual de Londrina. Os peixes foram aclimatados por
um periodo de no minimo 5 dias (Temperatura = 22,8 + 0.6°C; pH 7,5 £ 0,3; oxigénio
dissolvido = 7,5 + 0.9 mg O,L™"; condutividade = 123,4 + 9,7 uS cm™'; dureza = 42,5
+ 6,0 mgCaCOsL™), com fotoperiodo de claro e escuro de 12/12 h. A alimentac&o foi
feita com racdo comercial, Fish 42% - Integrada Cooperativa Agroindustrial, Brasil, a
cada dois dias com interrupcao de 48 h antes do experimento. Os animais nao foram

alimentados durante o experimento.
3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
3.1.1 Estresse Aéreo e Confinamento (Estresse)
Para o experimento, os peixes (6 animais por aquario) foram

colocados em aquarios de vidro contendo 80 L de agua desclorada (Figura 7) por

um periodo de 24 h.

Para o tempo Oh (t0) os animais, que haviam ficado 24 h no aquario,
foram submetidos ao estresse com rede de 4,5 cm® (Figura 7) ficando
em exposi¢cao aérea e confinamento por 3 min. (Figura 8).

e Para o tempo 1h (t1) os animais ficaram 23 h no aquario, sendo
submetidos ao estresse e transferidos para outro aquario por mais 1 h
(Figura 8).

e Para o tempo 3h (t3) os animais ficaram 21 h no aquario, sendo
submetidos ao estresse e transferidos para outro aquario por mais 3 h
(Figura 8).

e Para o tempo 6h (t6) os animais ficaram 18 h no aquario, sendo

submetidos ao estresse e transferidos para outro aquario por mais 6 h

(Figura 8).
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O estresse por confinamento ¢é utilizado em varios estudos
(PANKHURST; SHARPLES, 1992; VIJAYAN et al., 1997; JENTOFT et al., 2002),
sendo o confinamento aplicado de formas variaveis. Neste trabalho, optou-se por

confinar os animais individualmente, em uma rede de 4,5 cm® por 3 minutos.

Figura7 - (A) foto dos aquéarios de vidro (80 L) onde foram realizados os
experimentos. (B) Rede onde os peixes foram submetidos ao estresse
aéreo e confinamento (4,5 cm?®).

Para o grupo controle o desenho experimental utilizado foi o mesmo
que o descrito acima, mas durante a transferéncia dos animais para o segundo

aquario, ndo havia estresse aéreo e confinamento.
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Figura 8 — Esquema representando o desenho experimental dos testes de
€exposi¢cao para o grupo estresse.

0 18h 21h  23h 24h

- 1

AQUARIO 1 l

t

AQUARIO 2

b
)
I
t3 § O—lw
o

6 {

Amestrade ag meig dia



32

3.1.2 Exposigcao ao Cobre (cobre + estresse)

Para exposicdo aguda de cobre os peixes foram colocados em
aquarios de vidro contendo 80 L de agua desclorada (Figura 7) com concentragéo
nominal de 20 pg.L™" de Cu, sob a forma de cloreto de cobre diidratado (Acros
Organics, EUA), por um periodo de 24 h (7 animais por aquario), sem renovacao de
agua. O cobre foi colocado na agua 3 h antes dos animais. Teve-se o cuidado de se
utilizar uma concentracdo menor que a CLsp para o tempo de 96h, determinada por
Mazon e Fernandes (1999) para a espécie.

O desenho experimental foi o mesmo descrito acima para a
exposicao aérea e confinamento, grupo estresse (Figura 8), e foram mantidos os 4

tempos experimentais, mas os aquarios foram contaminados por cobre.
3.1.3 Exposicao a Atrazina (Atrazina + Estresse)

Para exposicdo aguda de atrazina (Sigma-Aldrich, EUA) os peixes
foram colocados em aquarios de vidro contendo 80 L de agua desclorada (Figura 7)
com 80 pl de atrazina, para uma concentracéo final de 10 pg. L™, que equivale a
40% da concentragao utilizada na lavoura e ja utilizada em nosso laboratoério, por um
periodo de 24 h (7 animais por aquario). A atrazina foi colocada na agua meia hora
antes dos peixes serem colocados nos aquarios e o delineamento experimental foi o
mesmo utilizado para o grupo estresse (Figura 8), mas com os aquarios

contaminados com atrazina.
3.1.4 Amostragem

Os animais foram amostrados sempre ao meio dia. Para a
amostragem os animais foram anestesiados com benzocaina (0,12 g.L™") para a
retirada de sangue através da veia caudal com seringa lavada com heparina. O
sangue foi armazenado em tubos plasticos para as analises hematoldgicas e as
células foram separadas por centrifugagao (1870g, 10 min). Foi realizada a morte
por sec¢cdo medular para a retirada das branquias e figado. Os arcos branquiais
foram lavados com solugdo salina (NaCl, 154 mM e sacarose, 25 mM) e

armazenados para as analises enzimaticas. Para a determinagao da atividade da
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Na’/K*-ATPase (NKA), os filamentos foram separados dos arcos branquiais e
armazenados em tampao SEI (composicao em mM: 300 de sacarose, 0,1 de EDTA
e 30 de Imidazol) em ultrafreezer a -70° C. Para a verificagdo da atividade da enzima
anidrase carbbnica (AC) foram separados os filamentos dos arcos branquiais e
armazenados a seco em tubos plasticos também em ultrafreezer -70° C. O figado foi
retirado e armazenado a seco em tubos plasticos em ultrafreezer -70° C para analise

do conteudo de glicogénio.

3.1.5 Andlise da Agua com Cobre

Para analisar as concentragdes de cobre total e dissolvido onde os
animais foram expostos, foi coletada a agua dos aquarios, os aquarios onde os
peixes foram colocados antes do estresse e apds o estresse, no inicio e no término
do experimento (Tabela 1). Para a analise do cobre total, a agua foi coletada com
uma seringa de vidro (10 mL) e acondicionada em tubos plasticos conicos e
adicionado 0,5% de (HNO3; — FMaia, Brasil). Para a analise de cobre dissolvido as
amostras de agua foram filtradas (0,45 ym) e entdo foi adicionado 0,5% de HNO3
(FMaia, Brasil). As amostras foram mantidas a 4° C até o momento das analises por
ionizagao eletrotérmica de cobre em espectrofotdmetro de absorgéo atébmica (EAA-

AAnalyst 700, Perkin EImer, EUA), no modo forno de grafite.

3.1.6 Analises Hematoldgicas: Hematdcrito, Hemoglobina e RBC

Para verificagdo do hematdcrito, o sangue de cada animal foi
colocado em um tubo capilar e centrifugado (1.200 g; 5 min) em centrifuga de micro-
capilar (Luguimac — S. R. C., modelo LC-5, Argentina), para a separacao das células
e do plasma, e assim obter a estimativa de porcentagem de células sanguineas.

Um volume (5 uL) de sangue foi adicionado a tampéao formol citrato
(citrato de sodio diluido em 0,4% de formol em solug&o) para a contagem do numero
de eritrocitos (RBC) em camara de Neubauer ao microscépio optico.

O conteudo de hemoglobina foi estimado pelo método colorimétrico
com cianeto da hemiglobina utilizando kit comercial (Labtest Disagnéstica, Brasil). O
Fe (lI) da hemoglobina, oxihemoglobina e carboxihemoglobina, é oxidada para o

estado férrico pelo ferricianeto, formando hemiglobina, que combina com o cianeto
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ionizado para produzir cianeto de hemiglobina (HIiCN), que é medido em 540 nm
(Libra S32, Biochrom, Reino Unido) em espectrofotdmetro.

ApoOs as analises hematoldgicas o sangue foi centrifugado (1870 g,
15 min, centrifuga Hsiangtai, modelo MCD-2000) e o plasma separado e congelado
a -20° C, para as demais analises plasmaticas. Com os resultados de RBC e
hematdcrito, forma calculados os valores de VCM (volume corpuscular médio) por
meio da equacdo: Hematdcrito x 10/RBC; HCM (hemoglobina corpuscular média)
por meio da equacdo: Hemoglobina x 10/RBC e CHCM (concentragdo de
hemoglobina corpuscular média) com a equagao: Hemoglobina x 100/ Hematécrito.
O resultado de hematdcrito foi expresso em porcentagem, a hemoglobina em
gramas por decilitro (g.dL™"), o RBC em niimero de células por milimetro ctbico (n°
céls.mm™), o VCM por micrémetro ctbico (um?), HCM por (pg.célula™) e CHCM em

porcentagem.
3.1.7 Analise Enddcrina e Metabdlica: Glicose, Cortisol e Glicogénio Hepatico

A glicose plasmatica foi determinada pelo método da glicose oxidase
com kit comercial (Labtest Diagnodstica, Brasil) em espectrofotdmetro de microplacas
(@ 505 nm, Victor 3, Perkin Elmer, USA). O horménio cortisol foi medido por
imunoensaio com a utilizagdo de kit comercial (Monobind Inc., USA) que utiliza um
anticorpo anti-cortisol monocional biotinilado e a absorbancia lida em leitora de
microplacas (450 e 620 nm, ELX 800, BioTek, USA). O resultado de glicose foi
expresso em mg.dL™ e o de cortisol em ng.mL"™".

A determinagao do glicogénio hepatico foi realizada segundo método
descrito por Bidinotto e colaboradores (1997). Foram incubadas 50 mg de figado em
tubos de ensaio com 1,0 mL de KOH 6,0N por 3 min em banho-maria a 100° C. Apds
a dissolugdo dos tecidos, foram transferidas para outro tubo de ensaio e logo
adicionados 3 ml de etanol, 100 pL de K;SO4 (10%). Logo em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 2.000 g por 3 min. O sobrenadante foi descartado por
inversao e o precipitado ressuspendido em 2,5ml de agua destilada. A dissolugao foi
analisada quanto ao seu teor de agucares redutores totais pelo método hidrolitico
acido de Dubois e colaboradores (1956). Esta analise consiste na adigdo de 50 uL
de extrato a 500 pl de fenol 4,1% e 2,0 mL de acido sulfurico concentrado,

rapidamente adicionado ao meio de reagdao e imediatamente resfriados. A
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absorbancia foi determinada em 480 nm (espectrofotdmetro, Libra S32, Biochrom,
Reino Unido). O conteudo de glicogénio foi expresso em pmoles de glicosil-

glicose.mg de tecido™.

3.1.8 Analises Osmorregulatérias: Na* plasmatico, atividade da Na'/K'-ATPase
(NKA) e da Anidrase Carbénica (AC)

As analises de sddio plasmaticos foram realizadas com amostras de
plasma diluida em agua deionizada, em fotdbmetro de chama (900, Analyser, Brasil),
e expressas em relagao a curva padrao de NaCl (de 0,35 a 2,8 mM). O resultado de
sddio foi expresso em mM.

Para a atividade da NKA, os filamentos branquiais separados dos
arcos foram homogeneizados em solugéo SEI - sacarose, EDTA e Imidasol (10x o
peso) e centrifugados (7500 g, 15 min, 4° C). O sobrenadante foi usado para medir
atividade da enzima NKA segundo o protocolo estabelecido por Quabius e
colaboradores (1997) e adaptado para leitora de microplacas por Nolan (2000). Este
ensaio consiste em medir a atividade da enzima de modo indireto através da
producao de fosfato inorganico proveniente da quebra de ATP, em amostras
incubadas com KCI (fornece substrato para a NKA) e com ouabaina (inibidor da
NKA), e como padrao foi utilizada uma solugédo padrao de fésforo 650 uM (Sigma-
Aldrich). Os ensaios foram realizados em leitora de microplacas (620 nm, ELx 800,
BioTek, USA).

Para a atividade da enzima AC, os filamentos branquiais foram
homogeneizados com solugdo tampao (composi¢do em mM: 225 de manitol, 75 de
sacarose, 10 de TRIS e 10 de NaH;POg4, pH 7,4) e centrifugados (7500 g, 15 min, 4°
C). Uma amostra de 50 uL do sobrenadante foi adicionada ao mesmo tampéao e a
uma solugdo de agua saturada de CO,. O decaimento do pH foi monitorado por um
tempo de 20 segundos a cada 4 segundos. O método foi estabelecido por Vitale e
colaboradores (1999) e baseia-se na catalise da solugdo saturada de CO, com
correspondente liberacdo de H*, e consequente decaimento do pH.

Ambas enzimas (NKA e AC) foram expressas por proteinas totais
das amostras, quantificadas pelo método descrito por Lowry e colaboradores

(1951), utilizando soro albumina bovina como padrao.
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3.1.9 Analise Estatistica

Os resultados estado expressos na forma de média + EP (erro padrao
da média). Os valores médios obtidos de cada parédmetro (em cada tempo
experimental t0, 1, 3 e 6 h) foram submetidos ao teste t ou Mann-Whitney,
dependendo da distribuicdo dos dados (normalidade e homogeneidade de
variancia), para cada condigao experimental:

e estresse (submetidos ao estresse aéreo e confinamento,

comparado com O grupo sem estresse),

e cobre + estresse (submetido ao estresse com exposigao ao

cobre, comparando com estresse sem contaminante);

e Atrazina + estresse (submetidos ao estresse com exposi¢cao a

atrazina, com estresse sem contaminante).

Foram considerados significativamente valores de P < 0,05.



4 RESULTADOS

4.1 ESTRESSE AEREO E CONFINAMENTO (ESTRESSE)

4.1.1 Andlise de Cobre na Agua
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Os resultados obtidos da concentragdo de cobre nas aguas dos

aquarios estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1 — Valor da concentracdo medida de cobre (ug.L™), total e dissolvido, na
agua dos aquarios onde os peixes foram expostos. (A) Aquarios com
respectivos tempos experimentais onde os peixes foram expostos antes
de serem submetidos ao estresse aéreo e confinamento. (B) Aquarios
com respectivos tempos experimentais onde os peixes foram colocados

logo apds serem submetidos ao estresse aéreo e confinamento.
—
Antes do estresse—[ | Cu ug.L

Inicio Término
Total Dissolvido Total Dissolvido
t0 23,78 22,19 15,40 14,01
t1 21,74 18,53 18,13 16,62
t3 20,16 17,39 19,92 18,49
t6 22,37 20,03 20,44 19,76
(A)
Tempo Inicio Término
Total Dissolvido Total Dissolvido
t1 22,88 21,03 20,06 19,65
t3 24.64 22,64 21,59 21,08
t6 22,05 18,54 23,86 19,65
(B)

4.1.2 Parametros Hematoldgicos

Como parametros hematolégicos foram utilizados as seguintes

analises: RBC, hemoglobina, hematécrito, VCM, HCM e CHCM. Quando os peixes

foram submetidos ao estresse, somente no t0, foi observado aumento do RBC de
2,40 £ 0,23 para 4,11 £ 0,4 céls.mm™ (n= 5-6, P < 0,05; Figura 9A). Nos valores de

hemoglobina nao foi observado diferenga estatistica em nenhum tempo experimental

(Figura 9B). Ja para o hematdcrito, apdés 1 h dos peixes serem submetidos ao
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estresse, houve diminuicdo de 35,17 = 0,87 % para 31,60 £ 1,21 %; (n= 5-6, P <
0,05; Figura 9C).

Figura 9 —
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Numero de eritrécitos - RBC (A), conteudo de hemoglobina (B) e
hematécrito (C) em Prochilodus lineatus amostrados imediatamente
(t0) ou apés 1, 3 e 6 h de serem submetidos ao estresse. As colunas
representam as médias e as linhas verticais o erro padrao (n= 4 a 6). *
indica diferenga em relagdo ao grupo sem estresse, para 0 mesmo
tempo (P < 0,05).
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Foi observado que quando os peixes foram submetidos ao estresse
o VCM, no t0, apresentou-se diminuido e em t1, apresentou-se aumentado (Tabela
2). A HCM do grupo submetido ao estresse mostrou-se diminuida em t0 e
aumentada no t1 (Tabela 2). Ndo foi observada diferenga do grupo submetido ao

estresse em relagao ao grupo sem estresse para os valores de CHCM (Tabela 2).

Tabela2 — Valores (média £+ EP) de VCM, HCM e CHCM em Prochilodus
lineatus amostrados imediatamente (t10) ou ap6s 1, 3 e 6 h de
serem submetidos ao estresse (n= 4 a 6). *indica diferenca em

relacdo ao grupo sem estresse, para 0 mesmo tempo (P < 0,05).
VCM pm3 HCM pg.células™ CHCM %

t0 sem 113,11+ 7,38 30,68 + 3,04 24,49 + 2,85
Estresse 74,73* + 8,74 20,26* + 2,82 27,39+ 2,75
t1 sem 105,93 + 3,53 31,93 +2,84 29,90 + 2,31
Estresse 138,56 + 4,0 46,79* + 0,43 34,56 + 1,11
t3 sem 126,13 + 9,99 35,35 +4,42 27,57 + 1,53
Estresse 128,79 + 9,04 37,26 + 2,88 30,74 + 1,10
t6 sem 95,51 + 6,90 24,51 + 3,67 22,93+ 1,31
Estresse 100,24 + 4,18 20,49 £ 1,65 23,75+ 1,37

4 1.3 Parametro Enddécrino e Metabdlico

Como parametro enddécrino foi utilizado a seguinte analise: cortisol.
E como parametros metabodlicos foram utilizados as seguintes analises: glicose
plasmatica e glicogénio hepatico. A glicose plasmatica dos peixes submetidos ao
estresse, em t1, mostrou-se aumentada (de 49,10 + 5,39 para 74,53 + 4,33 mg.dL™;
n= 5-6, P < 0,05; Figura 10A) assim como também para o t3 (de 53,09 £ 5,54 para
75,75 + 3,86 mg.dL™"; n=4-6, P < 0,05; Figura 10A). Assim como a glicose, o cortisol
plasmatico dos animais submetidos ao estresse, em t1 e t3, apresentou-se
aumentado (de 165,94 + 22,21para 1157,91 + 237,38 ng.mL™" e de 154,52 + 26,20
para 1556,06 + 58,85 ng.mL'1 respectivamente; n= 4-6, P < 0,05; Figura 10B). O
glicogénio hepatico apresentou-se diminuido em todos os tempos experimentais,
sendo em t0 de 2130,95 + 113,84 para 1724,03 + 88,54 ymols glicosil-glicose.g™
tecido, em t1 de 1975,11 + 148,25 para 1037,34 + 92,87 pmols glicosil- glicose.g™
tecido, em t3 de 1895,02 + 191,48 para 858,77 + 45,71 uymols glicosil- glicose.g'1
tecido e em t6 de 1883,12 + 433,75 para 774,35 + 30,15 pymols glicosil- glicose.g”
tecido (n= 4-6, P < 0,05; Figura 10C).
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Figura 10 — Valores (média + EP) de glicose plasmatica (A), cortisol plasmatico (B)
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submetidos ao estresse. As colunas representam as médias e as linhas
verticais o erro padrdo (n= 4 a 6). * indica diferengca em relagdo ao
grupo sem estresse, para o mesmo tempo (P < 0,05).
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4.1.4 Parametros Osmorregulatorios

Como parémetros osmorregulatérios foram utilizados as seguintes
analises: sodio plasmatico e atividades das enzimas NKA e AC. O sodio plasmatico
apresentou-se diminuido apenas em t0 de 201,86 + 5,25 para 169,28 + 0,62 mM (n=
5, P < 0,05; Figura 11A). Quanto a atividade da NKA houve aumento nos tempos 0,
1e 3 h (de 0,04 + 0,00 para 0,06 + 0,00 |JMPi.mg'1 ptn.h”"; de 0,03 + 0,00 para 0,07
+ 0,01 pMPi.mg’ ptn.h”"; de 0,03 + 0,00 para 0,08 + 0,01 uMPi.mg’ ptn.h",
respectivamente; n= 4-6, P < 0,05; Figura 11B). Ao contrario da atividade da NKA,
nos tempos 0, 1 e 3 h, a enzima AC apresentou-se diminuida, de 3,12 + 0,23 para
1,92 + 0,27 por g.ptn'1, de 1,63 £ 0,10 para 0,74 + 0,10 por g.ptn'1 e de 1,75 £ 0,13
para 0,98 + 0,19 por g.ptn'1, respectivamente, mas com aumento em t6 de 0,62 +
0,09 para 2,86 + 0,25 por g.ptn™ (n= 4-5, P < 0,05; Figura 11C).
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Figura 11 — Valores (média = EP) de sédio plasmatico (A), atividade da enzima
Na*/K*ATPase (B) e atividade da enzima anidrase carbénica (C) em
Prochilodus lineatus amostrados imediatamente (t0) ou apds 1, 3 e 6
h de serem submetidos ao estresse. As colunas representam as
médias e as linhas verticais o erro padréao (n= 4 a 6). * indica
diferenca em relag&o ao grupo sem estresse, para o mesmo tempo (P

<0,05).
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4.2 COBRE + ESTRESSE
4.2.1 Parametros Hematoldgicos

Quando os peixes foram expostos ao cobre e submetidos ao
estresse o RBC apresentou-se diminuido em t0, de 4,11 + 0,40 para 2,41 + 0,15
céls. mm™ (n= 5, P < 0,05; Figura 12A), e em 16, de 4,43 + 0,43 para 3,09 + 0,21
céls. mm3 (n=6, P < 0,05; Figura 13A). Houve diminuicdo nos valores de
hemoglobina em t1 e t6 (de 10,88 + 0,28 para 7,57 + 0,32 g.dL™" e de 8,80 + 0,53
para 6,81 * 0,56 g.dL'1, respectivamente, n= 5-7, P < 0,05; Figura 12B). O
hematdcrito mostrou aumento em t0, de 28,50 + 1,19 para 33,43 + 1,13 % e
diminuicdo em t3, de 32,80 + 1,02 para 22,57 £ 1,25 % (n= 4-7, P < 0,05; Figura
12C).
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Figura 12 — Numero de eritrocitos - RBC (A), conteudo de hemoglobina (B) e
hematdcrito (C) em Prochilodus lineatus na situagado cobre + estresse
nos diferentes tempos experimentais (0, 1, 3, e 6h). As colunas
representam as médias e as linhas verticais o erro padréo (n=4 a 7). *
indica diferenca em relagcéo ao grupo estresse, para o mesmo tempo (P

< 0,05).
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Houve aumento nos valores do VCM em t0, aumento da HCM

também em t0, mas com diminuicdo em t1. O percentual de CHCM apresentou-se

diminuido em t1 (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores (média £+ EP) de VCM, HCM e CHCM em Prochilodus lineatus
na situagao cobre + estresse nos diferentes tempos experimentais (0, 1,
3, e 6h), n=4 a 7. *indica diferenga em relagao ao grupo estresse, para o

mesmo tempo (P < 0,05).

VCM pm3 HCM pg.células™ CHCM %

t0 Estresse 74,73 £ 8,74 20,26 £ 2,82 27,39+ 2,75
Cobre + 136,24* + 10,45 35,72* + 3,16 26,84 £ 3,19
estresse

t1 Estresse 138,56 + 4,0 46,79 £ 0,43 34,56 + 1,11
Cobre + 158,48 + 6,14 34,46* + 2,26 21,65+ 0,79
estresse

t3 Estresse 128,79 + 9,04 37,26 + 2,88 30,74 + 1,10
Cobre + 117,79+ 17,73 29,24 + 3,93 36,53 + 4,44
estresse

t6 Estresse 87,99 + 8,87 20,49 + 1,65 23,75+ 1,37
Cobre + 112,63 + 4,70 23,44 + 3,20 20,59+ 2,15
estresse

4.2.2 Parametro Enddécrino e Metabdlico

A glicose plasmatica apresentou-se diminuida no tempo zero de
45,38 + 2,27 para 32,39 + 1,67 mg.dL‘1, no tempo de 1 h de 78,59 + 1,95 para 52,05
+ 2,34 mg.dL", no tempo de 3 h de 75,75 + 3,86 para 43,65 + 4,62 mg.dL” e
aumentada no tempo de 6 h apds o estresse de 56,33 + 2,49 para 67,68 + 3,06
mg.dL™ (n= 4-7, P < 0,05; Figura 13A). O cortisol apresentou-se diminuido em todos
os tempos experimentais, em t0 de 142,43 + 16,45 para 75,56 + 9,73 ng.mL‘1, em t1
de 1147,91 + 237,38 para 92,99 + 2,58 ng.mL", em t3 de 1556,06 + 58,85 para
86,94 + 4,58 ng.mL" e t6 de 222,92 + 34,86 para 77,35 + 4,07 ng.mL" (n=4-5, P <
0,05; Figura 13B), assim como também houve diminuigao do glicogénio em todos os
tempos experimentais, em t0 de 1724,03 + 88,54 para 731,17 + 35,18 ymols glicosil-
glicose.g™ tecido, em t1 de 1037,34 + 92,87 para 490,91 + 36,36 pmols glicosil-
glicose.g™ tecido, em t3 de 858,77 + 45,71 para 496,10 + 39,10 uymols glicosil-
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glicose.g™” tecido e em t6 de 774,35 + 30,15 para 566,66 + 23,62 umols glicosil-
glicose.g™ tecido (n= 4-5, P < 0,05; Figura 13C).

Figura 13 — Valores (média + EP) de glicose plasmatica (A), cortisol plasmatico (B)

(A)

(R)

(

Cortisol

{ng.mL1)

Glicogénio
[umolsglicosil-glicose/gftecido)

Glicose

(mg.dL?)

e conteudo de glicogénio hepatico (C) em Prochilodus lineatus na
situagéo cobre + estresse nos diferentes tempos experimentais (0, 1, 3,
e 6h). As colunas representam as médias e as linhas verticais o erro
padrdo (n= de 4 a 7). * indica diferengca em relagdo ao grupo estresse,
para o mesmo tempo (P < 0,05).
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4.2.3 Parametros Osmorregulatorios

Os peixes na situacéo cobre + estresse ndo apresentaram diferenca
significativa nos valores de sédio plasmatico (Figura 14A) nos tempos experimentais
investigados. Para a atividade da NKA, foi observado diminuicdo em t0, de 0,06 +
0,00 para 0,04 + 0,00 pMPi.mg'1 ptn.h'1 e em t1 de 0,07 = 0,01 para 0,05 £ 0,00
UMPi.mg™" ptn.h? (n= 4-6, P < 0,05; Figura 14B). Ja a anidrase carbdnica
apresentou-se aumentada em t1 de 0,74 + 0,10 para 1,88 + 0,25 por g.ptn'1 e em t3
de 0,98 + 0,19 para 2,99 + 0,34 por g.ptn™ (n= 4-5, P < 0,05; Figura 14C).
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Figura 14 — Valores (média = EP) de sddio plasmatico (A), atividade da enzima
Na*/K*ATPase (B) e atividade da enzima anidrase carbénica (C) em
Prochilodus lineatus na situagcdo cobre + estresse nos diferentes
tempos experimentais (0, 1, 3, e 6h). As colunas representam as
médias e as linhas verticais o erro padréao (n= 4 a 7). *indica
diferengca em relagdo ao grupo estresse, para o mesmo tempo (P <

0,05).
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4.3 ATRAZINA + ESTRESSE

4.3.1 Parametros Hematoldgicos

Na situagcao atrazina + estresse, 0os peixes apresentaram aumento
do RBC em t0 e diminuicdo em t3 (de 4,11 + 0,40 para 5,46 + 0,32 céls. mm™ e de
2,63 = 0,16 para 1,92 £ 0,15 céls. mm™, respectivamente, n= 5-7, P < 0,05; Figura
15A). Para os valores de hemoglobina, foi observada a mesma resposta com
aumento em t0 de 8,31+ 0,68 para 11,06 £ 0,76 céls. mm™ e diminuicdo em t3 de
10,50 £ 0,65 para 6,45 £ 0,68 céls. mm= (n= 5-6, P < 0,05; Figura 15B). O
hematdcrito apenas em t0 apresentou diferenga e com aumentado de 28,50 + 1,19
para 37,00 £ 0,98 % (n=4-7, P < 0,05; Figura 15C).
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Figura 15— Numero de eritrocitos - RBC (A), conteudo de hemoglobina (B) e
hematécrito (C) em Prochilodus lineatus na situagdo atrazina +
estresse nos diferentes tempos experimentais (0, 1, 3, e 6h). As
colunas representam as médias e as linhas verticais o erro padrao (n=
4 a 7). * indica diferenga em relagdo ao grupo estresse, para 0 mesmo
tempo (P < 0,05).
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O valor do VCM aumentou em t3 e diminuiu em t6 na situagao
atrazina + estresse. Nao foi observada diferenca significativa nos valores de HCM
em nenhum dos tempos experimentais. Ja para CHCM, houve diminuicdo em t1
(Tabela 4).

Tabela 4 — Valores de VCM, HCM e CHCM em Prochilodus lineatus na
situagdo atrazina + estresse nos diferentes tempos experimentais
(0, 1, 3, e 6h), n=4 a 7. *indica diferenca em relagdo ao grupo
estresse, para o mesmo tempo (P < 0,05).
VCM pm3 HCM pg.células™ CHCM %

t0 Estresse 74,73 + 8,74 20,26 + 2,82 27,39+ 2,75
Atrazina + 68,73 + 3,35 19,97 + 1,50 30,74 + 2,07
estresse

t1 Estresse 138,56 + 4,0 46,79 £ 0,43 34,56 + 1,11
Atrazina + 182,93 + 23,49 46,52 + 9,52 25,43* + 1,51
estresse

t3 Estresse 128,79 £ 9,04 37,26 + 2,88 30,74 + 1,10
Atrazina + 156,79* + 5,51 37,41 +4,50 24,24 + 3,84
estresse

t6 Estresse 87,99 + 8,87 20,49 + 1,65 23,75 + 1,37
Atrazina + 68,55* + 3,50 21,25+ 1,21 26,28 + 1,51
estresse

4.3.2 Parametro Enddcrino e Metabdlico

Os peixes na situacado atrazina + estresse apresentaram a glicose
plasmatica diminuida nos tempos 1 e 3 h (de 78,59 £ 1,95 para 53,12 + 4,64 mg.dL'1
e de 75,75 £ 3,86 para 54,82 + 0,99 mg.dL'1, respectivamente, n= 4-5, P < 0,05;
Figura 16A). Igualmente, o cortisol plasmatico apresentou-se diminuido nos tempos
1e3h(de 1147,91 £ 237,38 para 148,46 £ 22,10 ng.mL'1 e de 1556,06 + 58,85 para
135,43 + 5,95 ng.mL™", respectivamente, n= 4-5, P < 0,05; Figura 16B). O glicogénio
hepatico mostrou-se diminuido em t0, de 1724,03 £ 88,54 para 1075,76 + 65,10
umols glicosil- glicose.g™ tecido (n= 6, P < 0,05; Figura 16C).
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Figura 16 — Valores (média £ EP) de glicose plasmatica (A), cortisol plasmatico (B)
e conteudo de glicogénio hepatico (C) em Prochilodus lineatus na
situagao atrazina + estresse nos diferentes tempos experimentais (0, 1,
3, e 6h). As colunas representam as médias e as linhas verticais o erro
padrdo (n= 4 a 7). * indica diferenca em relagdo ao grupo estresse,
para o mesmo tempo (P < 0,05).
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4.3.3 Parametros Osmorregulatorios

O sodio plasmatico apresentou-se diminuido em t3 na situagao
atrazina + estresse, de 185,08 + 3,36 para 168,75 £ 6,60 mM, n= 4-6, P < 0,05;
Figura 17A. Houve diminuicdo da atividade da enzima NKA em t1 de 0,07 + 0,01
para 0,02 + 0,00 uMPi.mg™" ptn.h”" e em t3 de 0,08 + 0,01 para 0,04 + 0,00 uMPi.mg"
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' ptn.h? (n= 4, P < 0,05; Figura 17B). Ja a anidrase carbdnica apresentou-se
aumentada nos tempos zero de 1,92 + 0,27 para 3,38 + 0,16 por g.ptn” e no tempo
de 1 hde 0,74 £ 0,10 para 2,46 + 0,38 por g.ptn'1, e diminuida no tempo de 6 h de
2,86 + 0,25 para 1,53 + 0,10 por g.ptn” (n= 5-7, P < 0,05; Figura 17C).



Figura 17 —
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Valores (média + EP) de sédio plasmatico (A), atividade da enzima
Na*/K*ATPase (B) e atividade da enzima anidrase carbénica (C) em
Prochilodus lineatus na situacdo atrazina + estresse nos diferentes
tempos experimentais (0, 1, 3, e 6h). As colunas representam as
médias e as linhas verticais o erro padréao (n= 4 a 7). * indica
diferengca em relagdo ao grupo estresse, para o mesmo tempo (P <
0,05).
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5 DISCUSSAO

5.1 ESTRESSE AEREO E CONFINAMENTO (ESTRESSE)

O papel das catecolaminas e glicocorticéides ja é conhecido em
teledsteos (WENDELAAR BONGA, 1997). Primariamente, o estresse ativa o eixo
HSC com liberagao de catecolaminas pelas células cromafins e mais lentamente, a
ativagdo do eixo HPI com liberagcdo de cortisol pelas células interrenais (BARTON,
2002). A adrenalina aumenta imediatamente apds o estresse, e isto resulta em
rapida quebra do glicogénio hepatico e consequentemente, numa maior
concentragdo de glicose no sangue (PANKHURST, 2010). Isto foi confirmado no
trabalho realizado por Vijayan e colaboradores (1997) que, apos observarem o efeito
do estresse em Tildpia (Oreochromis mossambicus) submetida a 2 h de
confinamento, mostrou o aumento da glicose proveniente da glicogendlise. Enquanto
a enzima chave da gliconeogénese, fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK),
permaneceu inativa. No presente trabalho, os peixes apresentaram diminuigdo do
glicogénio hepatico em t0, mas nao foi acompanhado pelo aumento significativo de
glicose no sangue. No entanto, ha evidéncia de glicogendlise, com a diminuicdo do
glicogénio, o que demonstra a ativagdo do eixo HSC com liberagdo de adrenalina.
Esta auséncia da variagcdo de glicose pode ser explicada pela rapida amostragem
logo apds o estresse de 3 min, onde pode ter havido liberagdo nao significativa de
glicose no sangue e/ou uma rapida metabolizacdo, ja que o peixe estava no
processo “luta e fuga” do estresse. O peixe dourada (Sparus aurata L.) foi submetido
ao estresse aéreo por 3 min em gaiola de arame e logo apos foram devolvidos ao
tanque (ARENDS et al., 1999). Somente na amostragem de 30 min apds a
exposicao ao ar foi observado uma elevagéo de cerca de 75% da glicose plasmatica
em relagcdo aos peixes controles. Este estudo sugere que no tempo zero de estresse
no P. lineatus, pode estar no inicio da liberagcdo da glicose plasmatica sem a
deteccdo de aumento significativo, mas detectada em t1 e 13 o que corrobora estes
dados.

Outra evidéncia da ativacdo do eixo HSC com liberagdo de
adrenalina é o aumento de RBC, diminuicdo do VCM e HCM observados neste
trabalho em t0. A exposigdo ao ar induz hipoxia, (ARENDS et al., 1999) com

diminuicdo de oxigénio no sangue e liberagdo das catecolaminas



56

(predominantemente, adrenalina em teledsteos) como resposta compensatoria que
visa otimizar a funcao cardiovascular e respiratéria (FABRI et al., 1998). O baco é
um reservatério de eritrocitos e quando o peixe necessita de maior capitacdo de
oxigénio, ha contragdo deste 6rgdo e liberagdo de eritrécitos imaturos no sangue
(VALENZUELA et al., 2005). Esta contracdo é mediada por receptores a-
adrenérgicos para adrenalina (Wendelaar Bonga, 1997) e pode ser induzida pelo
estresse (EVANS, 2009). Isto explica os achados com P. lineatus que apresentou
aumento do RBC com diminuicdo do VCM e HCM, uma vez que os eritrocitos
liberados estdo imaturos.

O sodio plasmatico, em t0, apresentou-se diminuido, isto pode ter
ocorrido devido a prépria exposicdo ao ar € a ndo capitacdo de soédio do meio
externo, ja que a reposigcao deste e outros ions sao através da agua e alimentagao e
estes peixes ndo retornaram a agua sendo imediatamente amostrados. Para manter
o fluido corpéreo e a homeostase osmoibnica, os teledsteos de agua doce tentam
compensar a perda passiva de eletrélitos através da tomada ativa de ions, pelas
branquias, mediada pelas células cloreto. Um dos mecanismos para esta
compensacao € a ativagéo da Na'/K'ATPase (Hirose et al., 2003). A Na'/K*'ATPase
€ altamente expressa em células cloreto, € uma ATPase eletrogénica, densamente
localizada na membrana basal e gera a forga motriz para o transporte de ions,
incluindo o sodio (HIROSE et al., 2003). A atividade da Na‘'/K'ATPase, nas
branquias de P. lineatus, apresentou-se aumentada, refletindo a tentativa de
capitacao de sodio para a manutencdo da homeostase.

A exposicdo de P. lineatus ao estresse promoveu o aumento do
cortisol plasmatico nos t1 e 3h. Ha na literatura informacdes variaveis sobre a acéo e
liberagao do cortisol. O que gera esta variagdo esta relacionado as diferengas entre
as espécies e os métodos empregados para gerar o estresse e aumentar os niveis
deste hormébnio. Assim como também podem ser causas de variagdo, o
procedimento de amostragem, mudangas sazonais, fotoperiodo, condi¢bes
nutricionais e maturagao sexual dos peixes (MOMMSEN et al.,, 1999). No estudo
realizado por Barton e colaboradores (2000), esturjao (Scaphirhynchus albus) foram
transportados por 7,5 h em tanques apropriados, passada 1 h apds final de
transporte os animais apresentaram aumento do cortisol plasmatico. Um estudo para
verificar o tempo de liberagdo do cortisol em tilapia (Oreochromis mossambicus),

utilizou outro tipo de estimulo estressor, a mudanga de salinidade, onde o cortisol
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apresentou um aumento maximo apds 3 h em agua do mar, e permaneceu elevado
por 3 dias (KAMMERER et al., 2010). Independentemente do estimulo estressor, ha
0 consenso de o que o cortisol € o hormdnio liberado em resposta ao estresse em
teledsteos. Ele ativa um conjunto de respostas bioquimicas e fisioldgicas, incluindo
aumento da glicose plasmatica e diminuicdo no conteudo de glicogénio hepatico,
aumento do ritmo cardiaco e aumento do fluxo de sangue para as branquias, entre
outras (HONTELA, 1998). Além disto, o cortisol ndo s6 aumenta o numero de células
cloreto nas branquias, mas também a expressdo de Na'/K*ATPase (Hirose et al.,
2003). Alguns destes efeitos puderam ser observados no P. lineatus que apresentou
a glicose plasmatica elevada nos tempos de 1 e 3 h apds estresse acompanhada de
glicogénio hepatico diminuido e atividade da Na'/K*ATPase aumentada. O cortisol,
quando injetado em carpa (Cyprinus carpio), apos 24 e 72 h, promoveu a elevagao
da glicose plasmatica quase duas vezes maior que a dos animais controle e ainda
era 50% maior apés 216 h (DZIEWULSKA-SZWAJKOWSKA et al., 2003). Um
estudo sobre o efeito do cortisol na liberagdo da glicose plasmatica e na
glicogendlise, foi realizado por Barton e colaboradores (1987) onde juvenis de truta
arco-iris (Salmo gairdneri) eram alimentadas diariamente com ragdo suplementada
de cortisol durante 10 dias. O trabalho tinha o objetivo de determinar os efeitos a
longo prazo do cortisol sobre o crescimento e a resposta ao estresse. Durante o
estudo foi observado que o crescimento e o glicogénio hepatico foram reduzidos e a
glicose plasmatica foi aumentada. Laiz-Carrién e colaboradores (2002) injetaram
uma dose de cortisol no peixe dourada (Sparus auratus), para atingir os niveis
circulantes semelhantes ao observado durante a adaptacédo ao estresse. O trabalho
tinha como objetivo avaliar como a elevagdo dos niveis deste horménio afeta as
capacidades metabdlicas e osmorregulatérias, e foi observado que o cortisol eleva
os niveis plasmaticos de glicose, promove glicogendlise no figado e aumenta a
atividade da Na'/K’ATPase branquial. Tilapia (Oreochromis mossambicus) apés
receber cortisol via alimento por 5 dias e apresentou nao sé aumento do numero das
células cloreto, mas também da densidade de Na*/K*ATPase nestas células (DANG
et al., 2000).

Quanto aos parametros hematoldgicos, o P. lineatus apresentou, no
t1, hematdcrito diminuido, VCM e HCM aumentados. As variagcdes observadas em
VCM e HCM podem ser explicadas pelo inchago que ocorre nos eritrocitos apés

estimulo adrenérgico. O estresse agudo libera catecolaminas na circulagéo,
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reduzindo, na maioria dos casos, o conteudo de oxigénio celular e a oferta aos
tecidos, como ja mencionado anteriormente, podendo causar danos as branquias e
a acidificacdo do sangue. As catecolaminas se ligam ao receptor B-adrenérgico do
eritrocito ativando a adenilato ciclase. Elevacdo do AMP ciclico ativa o trocador
Na*/H" na membrana do eritrdcito causando o aumento intracelular da concentracéo
de soédio, alcalinizando o meio intracelular e acidificando o meio extracelular.
Consequentemente a concentragdo de bicarbonato aumenta no meio intracelular
causando um desequilibrio do trocador de anions, ocorrendo um movimento de
cloreto para dentro e bicarbonato para fora da célula. O influxo de sddio e cloreto é
seguido por agua e os eritrocitos incham (NIKINMAA, 1992).

Uma possibilidade da diminuicdo do hematécrito apdés 1 hora do
estresse aéreo seria pela hemdlise das células inchadas ao passarem pelo proprio
baco. O conhecimento da destruicdo de células vermelhas de mamiferos pelo baco
ja € bem antigo. Em 1944, Ponder publicou uma revisdo mostrando que o bago € um
orgao que destréi células vermelhas, descreveu que as células vermelhas quando
expostas a solugdo salina hipoténica, aumentam seu volume e sofrendo hemdlise
pelo bago. Entretanto esta reposta adrenérgina observada no tempo zero, pelo
aumento de RBC e diminuicdo de VCM, nao pode ser evidenciada pelo inchaco de
eritrocitos que s6 ocorreu apds 1 h do estresse. Ja 3 e 6 h apos o estresse, todos o0s
parametros hematoldgicos foram restabelecidos.

Nossos dados sugerem que, a variagao da atividade da anidrase
carbbnica, nas condigdes onde P lineatus estava sobre estresse, parece ser sensivel
a variagdo da NKA, pois se a NKA apresenta-se aumentada a AC apresenta-se
diminuida.

Assim como os parametros hematoldgicos, apds 6 h que os juvenis
de P. lineatus foram submetidos ao estresse, o nivel de glicose e cortisol plasmatico
nao era diferente aos dos animais sem estresse. Isto provavelmente reflete que a
fase adaptativa tem seu efeito até 6 h apds o estresse, retornando a homeostase
apos este periodo. Apenas o glicogénio permaneceu com valores diminuidos em
consequéncia da glicogendlise ocorrida durante a fase adaptativa e por ndao serem

alimentados neste periodo, ndo podendo assim repor reserva.
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5.2 COBRE + ESTRESSE

A resposta imediata ao estresse é a liberagdo de catecolaminas
pelas células cromafins. Handy (2003) estudou os efeitos crénicos da exposigao ao
cobre sobre as fungdes neuroenddécrinas em diferentes espécies de peixes. O autor
sugeriu que a morfologia do rim permanece intacta durante a exposi¢cao crbénica ao
cobre e, segundo ele, isto suportaria a idéia de que o rim estaria mantendo a
liberagdo de catecolaminas. Se em algumas espécies o cobre ndo interfere na
liberagao das catecolaminas, como sugerido pelo autor citado acima, em P. lineatus
na situacao cobre + estresse, a liberacdo de adrenalina, através de alguns
parametros hematoldgicos obtidos, pode ndo estar atuando.

Os resultados das analises hematoloégicas na situagcao de cobre +
estresse sugerem algumas mudancgas em relagdo aquelas da resposta ao estresse,
anteriormente discutidas. Quando P. lineatus foi submetido ao cobre + estresse, em
t0, foi observado aumento do hematdcrito e do VCM, o que sugeriria a agdo da
adrenalina promovendo a ativacdo do trocador Na'/H" dos eritrécitos levando ao
inchaco celular (ja discutido acima). No entanto, no peixe submetido apenas ao
estresse ocorreu a diminuicdo do RBC que havia se apresentado elevado neste
mesmo tempo (pela liberagédo de eritrocitos imaturos), esta seria uma outra resposta
a acao adrenérgica. Assim, nossos dados indicam uma alteracdo do efeito
adrenérgico sobre os parametros hematolégicos estudados. Por outro lado, outra
possibilidade seria a hipertrofia dos eritrécitos causada pela citoxicidade do cobre e
esta seria corroborada pelo aumento da HCM. Um estudo (ARNAUDOQV et al., 2008)
realizado com Carassius gibelio para avaliar a influéncia do cobre e zinco nos
parametros métricos dos eritrocitos expostos por 96 h em 3 diferentes
concentragdes, revelou que houve aumento dos eritrocitos quando expostos a maior
concentragdo de cobre estudada (1,0 mg.L™"). Os autores sugerem que este
aumento pode ser explicado pelo aparecimento de células hipertrofiadas,
acompanhado de aumento de hemoglobinas, causando anisocitose (alteragdo no
tamanho das células com presenca de células tanto pequenas como grandes). Esta
provavelmente seria por uma reagdo compensatoéria, ja que diante de um agente
estressor, ha aumento do metabolismo na tentativa de combater o agressor, e isto
requer um aporte maior de oxigénio e que se nao houver a liberagao de eritrécitos

pelo baco (ndo observado aqui), seria fornecido pelo maior conteudo de
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hemoglobinas nos eritrocitos. O fato de em Carassius gibelio esta hipertrofia ocorrer
em 96 h de exposigdo ao cobre, nao implica que em P lineatus esta resposta nao
possa estar ocorrendo em 24 h de exposigao.

No presente trabalho, a exposicdo dos animais ao cobre levou, em
diferentes tempos, a diminuicdo dos valores de hemoglobina, diminuigdo no RBC,
assim como do hematocrito em relagdo a situacdo somente de estresse. Dentre
esses dados, a variacdo de hematocrito poderia sugerir perda celular, no entanto, os
valores de RBC e hemoglobina variou ao longo dos diferentes tempos
experimentais, sugerindo que com a exposi¢ao ao cobre, ndo ha alteragdo em seus
valores.

O cortisol apresentou-se diminuido, em relacdo a situacdo de
estresse (sem cobre), em P.lineatus em todos os tempos experimentais. Segundo
Kime (1999), metais tragos como cobre promovem inibicdo da resposta ao estressse
em peixes, e desajuste da atividade interrenal, podendo afetar a capacidade dos
peixes para lidar com situagdes de estresse.

Alteracdes de precursores, como 0 colesterol, podem resultar em
variagao na biossintese dos hormoénios esterdides, como o cortisol (JANZ, 2000). O
cobre € um metal que pode atuar como disruptor enddécrino (DE) em organismos
aquaticos (HANDY, 2003). Uma das possibilidades da atuagdo do cobre como um
DE na diminuicdo de cortisol é através da inibigdo da esteroidogénese. O passo
limitante da sintese dos hormdnios esterdides € o movimento de colesterol através
da membrana mitocondrial mediada pela proteina StAR (regulagcdo aguda da
esteroidogénese) que promove a conversdo do colesterol em pregnenolona
(precursor dos horménios esterdides) no tecido interrenal de peixes e outros grupos
(ARUKWE, 2008). Esta proteina desempenha um papel importante na
esteroidogénese transferindo o colesterol para a CYP450scc para a conversdao em
pregnenolona (Stocco, 2000). A interrupcdo desta primeira etapa na cascata da
esteroidogénese, induzida pela toxicidade de um DE (por exemplos, metais
pesados), representa prejuizos aos organismos, como alteragées na diferenciagao
sexual, reprodugao e no metabolismo. Este mecanismo nao envolve a ligagao direta
do DE aos receptores de esterdides, mas sim, atua reduzindo a expressédo da StAR
neste tecido (ARUKWE, 2008).

Qutra provavel via para diminuicdo do cortisol na resposta ao

estresse, seria através das enzimas monooxigenases (que catalisam a formacgao do
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grupo hidroxi) (KIME, 1999). A sintese de horménios esterdides ocorre através de
uma sequéncia de reacgdes catalisadas por monooxigenases associada com a
familia do citocromo P450 (JANZ, 2000) (os esteroides s&o hidroxilados por
monooxigenases com citocromo P450). Uma variedade de metais pesados pode
induzir ou inibir a atividade das monooxigenases do citocromo P450. Na espécie
estudada, P. lineatus, o herbicida atrazina inibiu a enzima EROD, etoxiresorufina-O-
desetilase (uma das formas de se medir a atividade da CYP1A). Por 24 e 48 horas
de exposicdo e na concentracao de 10 pg.L'1 , a atrazina inibiu a atividade da EROD
no figado destes peixes (SANTOS, 2011). Embora seja um herbicida (ndo um
metal), e em outro 6rgao (ndo as branquias), se ha inibigado da CYP1A em P.
lineatus, pode também ter inibicdo desta enzima nas células interrenais,
impossibilitando que as monooxigenases sintetizem o cortisol, sendo uma hipotese a
ser avaliada e com a exposicdo ao cobre. Alteracbes na atividade de enzimas
especificas na biossintese de esterdides tém um significativo potencial de modular a
producado de horménios (JANZ, 2000). Nas células interrenais as monooxigenases
sdo afetadas por cobre e outros metais tragos (KIME, 1999). Segundo este autor, ha
uma evidéncia muito clara de que os peixes capturados em ambientes poluidos
sofrem a acdao de uma variedade de disruptores endoécrinos e uma das
consequéncias € a diminuicdo da resposta ao estressse.

Gagnon e colaboradores (2006) realizaram um trabalho in vitro com
células interrenais de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Os autores expuseram
os animais por 30 dias ao cobre (pré-exposi¢do a 30 pg.L™") e 45 min antes da
amostragem submeteram a estresse aéreo. Isolaram as células interrenais destes
animais e a expuseram novamente ao cobre (200 pyM) e utilizaram ACTH sintético
para estimular a secrecdo de cortisol, no entanto, foi observada reducido na
secrecao do horménio. Os autores sugerem que a concentragao de cobre utilizada in
vitro € muito mais elevada do que a concentragdo observada no sangue durante a
exposicao in vivo. Assim, concluiram que um aumento da concentracdo de cobre
levaria a adrenotoxicidade e falha na secre¢cdo hormonal.

Prochilodus lineatus é uma espécie sensivel a varios tipos de
contaminantes, por isto, € utilizada como espécie bioindicadora (CAMARGO;
MARTINEZ, 2006). Esta sensibilidade pode estar relacionada a diminuigdo de
cortisol em situagado de contaminagcdo, como a observada na exposi¢cao ao cobre +

estresse. Alguns estudos realizados com P. lineatus expostos a outros
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contaminantes, obtiveram diferentes respostas na liberagao de cortisol. Camargo e
colaboradores (2009) expuseram o P. lineatus ao aluminio por 6, 24 e 96 h e néo
observaram diferenca nos valores do cortisol plasmatico, assim como Maduenho e
Martinez (2008) ao exporem ao inseticida diflubenzuron, e Langiano e Martinez
(2008) ao exporem ao herbicida Roundup®. Ja o estudo realizado por Simonato e
colaboradores (2008) ao submeterem o P. lineatus a fragdo soluvel de 6leo diesel
por 6, 24, 96 e 15 dias, revelou uma reducédo do cortisol plasmatico nos animais
expostos por 15 dias ao estressor. Estas diferentes respostas do P. lineatus a
liberacdo de cortisol pode ser atribuida pela sua sensibilidade a diferentes
contaminantes.

Muitas espécies apresentam diferentes respostas durante a
exposi¢cao ao cobre, mostrando elevagdo do cortisol plasmatico em diferentes
periodos, como a tilapia (Oreochromis mossambicus) em 6 dias de exposigao
(PELROM et al., 1995), carpa (Cyprinus carpio), com 168 h (FLIK et al., 2002) e por
14 dias de exposicdo (AFAGHI et al., 2007), ou truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) exposto por 24 h (MUNOZ et al, 1995). Por outro lado, observa-se a
diminuicdo deste horménio na truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) exposta ao
cobre por 21 dias (MUNOZ et al., 1991) ou por 6 semanas (NOWAK; DUDA, 1996).
O que estes trabalhos tém em comum é a exposi¢cado a concentragcdes sub-letais de
cobre para cada espécie, além de utilizar o metal como unico agente estressor.

Uma analise similar a do presente estudo, mas com outra espécie de
peixe, truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), foi realizada por Gagnon e
colaboradores (2006). Por 30 dias os animais foram expostos ao cobre (30 e 80
ug.L™") e, 45 min antes da amostragem, foram submetidos ao estresse aéreo por 1
min. O que os autores observaram foi 0 aumento do cortisol plasmatico em ambas
concentragdes, mas menor que o grupo controle que nao foi exposto ao cobre, e que
a amplitude, ou seja, a capacidade de aumentar a concentracdo plasmatica de
cortisol foi ainda menor na concentracdo maior (80 pg.L™") . A conclusao foi que as
trutas quando expostas ao cobre, ndo sdo capazes de responder aos estimulos
adicionais que lhe sao impostos sem, no entanto, este metal atuar como disruptor
enddcrino.

Entretanto, pode ser observado no presente estudo que o cobre atua
em P. lineatus como um DE inibindo a resposta primaria de liberacdo de

corticosterdides, quando submetidos ao estresse, e consequentemente inibindo a
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resposta secundaria. Uma vez que foi observada a diminuicdo da glicose plasmatica
nos tempos zero, 1 e 3 h apds a exposicdo ao cobre + estresse. O aumento da
glicose plasmatica em t6 h pode estar relacionado com a atuagcdo de outros
horménios envolvidos na resposta ao estresse (WENDELAAR BONGA, 1997), ja
que o cortisol apresenta-se diminuido. O glucagon, horménio liberado pelo pancreas
(MOMMSEN, 2000) exerce um importante papel fisiolégico no figado de peixes,
onde uma das fungdes ¢é ativar a via da gliconeogénese (produgao de glicose a partir
de compostos que ndo sejam carboidratos) com liberagdo de glicose para sangue
(MOMMSEN; MOJSOV, 1998, MOMMSEN, 2000). Este aumento da glicose
provavelmente é porque, apods 6 h submetidos ao cobre + estresse e na situacao de
inibicdo do cortisol, o organismo deva tentando retornar a homeostase através da
liberagdo de outro horménio que promova a liberagdo de glicose ao sangue
(BARTON et al., 1987). A gliconeogénese € uma importante adaptagéo ao estresse,
pois a glicose € o combustivel principal para demanda de energia das vias
essenciais para a recuperagao da homeostase (ALURU; VIJAYAN, 2007).

O fato dos peixes (P. lineatus) estarem expostos ao cobre, mesmo
sem estresse, ja seria um estimulo que levaria a diminuigdo do glicogénio hepatico.
Esta diminuicdo € sustentada pelos resultados obtidos por Reddy e colaboradores
(2008) que expuseram carpa (Cyprinus carpio) a concentragdes sub-letais de cobre
(0,08 mg.L™") no periodo de 1, 7, 15 e 30 dias. Os autores observaram que houve
diminuicao do glicogénio hepatico de peixes em todos os periodos de exposi¢ao,
indicando a ocorréncia de glicogendlise. Cabe ressaltar que nesta situagdo, os
autores ndo mencionaram analise de variagao de cortisol.

Como dito anteriormente, o cortisol desempenha funcbes
importantes no equilibrio hidromineral, dentre elas a ativacdo da NKA nas células
cloreto. A atividade da Na'/K’ATPase (NKA) nas branquias de P. lineatus, foi
diminuida em t=0 e t=1h da exposig¢ao ao cobre + estresse. Outros estudos também
evidenciaram que a exposi¢cdo de peixes ao cobre leva a diminuicido da atividade
desta enzima. Tilapias e truta arco-iris expostas ao cobre, com diferentes
delineamentos experimentais, também apresentaram diminuicdo da atividade da
NKA (LI et al., 1998; DANG et al., 2000; GROSELL; WOOD, 2002).

Os resultados apresentados aqui evidenciaram este aumento da
NKA, por intervencéo do cortisol, na situagcéao de estresse (ja discutido). No entanto,

o cortisol apresentou-se diminuido quando os peixes foram expostos ao cobre +
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estresse e comparados com apenas os submetidos ao estresse. Assim, a nao
liberagao do cortisol na situacdo de cobre + estresse explicaria a falta do estimulo
para a ativacdo da NKA.

Embora os resultados obtidos no experimento com P. lineatus
sugerem ser a falta do cortisol o motivo para a diminuigdo da atividade da NKA, ha
um estudo que mostra resultados que levantam duvidas sobre a hipétese. O estudo
foi realizado com tilapias (Oreochromis mossambicus) que ficaram expostas ao
cobre em diferentes tempos experimentais (0, 12, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 h). O
que os autores observaram foi o aumento do cortisol no tempo de 96 h e, no
entanto, a diminuicdo da atividade da NKA em todos os tempos, inclusive a partir do
tempo de 96 h onde houve liberacédo do cortisol. Os autores sugerem que mesmo na
presenga do cortisol a NKA néao foi capaz de retornar a sua atividade (WU et al.,
2008). Estes resultados mostram que ha outras possibilidades para a diminuicdo da
atividade da NKA, na presenga de cobre, e ndo seria apenas pela auséncia do
estimulo que o cortisol promoveria. Estas possibilidades podem ser, ou a diminuigao
do numero de células cloreto (CC) ocasionada por necrose celular ou por este metal
atuar na estrutura e/ou ativagao da molécula da NKA.

A primeira possibilidade sugerida seria decorrente da degeneragao
que o cobre promove nas células cloreto das branquias através da necrose (Pelgrom
et al., 1995a). O que aparentemente mostra uma diminuicdo de sua atividade seria,
na verdade menor expressado desta enzima decorrente do numero diminuido das
células cloreto, onde elas se encontram. Na mesma espécie estudada, P. lineatus,
foi observada a reducdo do numero de CC quando os animais foram expostos por
24 e 96 h a outro metal, o aluminio (CAMARGO et. al., 2009). Quando a mesma
espécie foi exposta ao cobre, foi observado até 70% de necrose nas CC, mas a uma
concentracdo de 29 pg.L™ por 96 horas (MAZON, 2002). Sabe-se que a necrose
pode ocorrer no tecido branquial quando exposto ao cobre (EVANS, 1997; BURY et
al., 1998; De BOECK, 2001) e a importancia da resposta adaptativa ao estresse que
inclui a liberagao do cortisol, € que este horménio tem um efeito protetor sobre a
necrose das células cloreto. Este efeito protetor pode ser atribuido ou ao fato do
cortisol induzir a expressao génica das metalotioneinas (ROESIJUDI, 1996; DANG
et al., 2000; LAFLAMME et al. 2000) ou por ele promover a proliferacédo de células
cloretos nas branquias (LI et al., 1998; SLOMAN et al., 2001; WONG; CHAN, 2010).
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Se com exposicao ao cobre nao ocorre a liberagao de cortisol, este efeito protetor
esta ausente, podendo causar prejuizo ao organismo do P. lineatus.

Por outro lado, se ha diminuicdo da atividade da NKA pela necrose
causada pelo cobre, também haveria diminuicdo da atividade da anidrase carbdnica
(AC) presentes nas CC, e esta ndo ocorreu na situagdo cobre + estresse, ao
contrario, apresentou-se elevada. Ha o conhecimento da presenca da AC nas CC
como sendo uma enzima essencial na capitacdo de Na* através do trocador Na*/H"
(PERRY, 1997; SENDER et al., 1999; EVANS et al., 2008). Neste caso a segunda
possibilidade (sugerida acima) seria mais provavel, onde o cobre atuaria na estrutura
da NKA e nao na diminuicado do numero de células (CC). As enzimas NKA contém
em sua estrutura grupo enxofre no residuo de aminoacido cisteina (SH-grupos), e
em seu sitio de ligacdo contém Mg®*. Os autores Pelgrom e colaboradores (1995b) e
Dang e colaboradores (1999) evidenciaram a diminuicdo da atividade da NKA em
tilapia, (Orechromis mossambicus) exposta ao cobre e argumentaram que o cobre
pode ligar-se tanto no SH-grupo como também, interagir com o Mg? e assim,
promover a inativagao da NKA.

O aumento da atividade da AC nos tempos 1 e 3 h ocorrida no P.
lineatus em situagcao de cobre + estresse esta correlacionado com a diminuicdo da
NKA. Em t0, a atividade da NKA esta diminuida e ainda ndo ha aumento da
atividade da AC. Ja apd6s 1 h de cobre + estresse, a NKA continua com sua atividade
diminuida, mas ja ocorre o0 aumento da AC na tentativa de compensar a diminuigao
da atividade da NKA sobre a capitacdo de Na’. Este efeito compensatorio pode ser
atribuido a ativagéo da AC fornecendo substrato (H") para a capitagdo de Na*. A
inibicdo da NKA deixa de gerar o gradiente necessario para a tomada de Na“, e
assim favorece a ativagdo do trocador Na‘/H*, favorecendo a tomada de Na®
(EVANS, 1997). Apos 3 h de cobre + estresse ainda ha o efeito compensatério da
AC sobre a capitacdo de Na’. Apds 6 horas de cobre + estresse ndo ha mais
diferenca entre as atividades das enzimas com o peixe estresse ja que, como
descrito acima, a fase adaptativa tem uma duracdo até 6 h apds o estresse. Um
estudo onde foi avaliada a atividade de ambas as enzimas (NKA e AC) e tendo a
salinidade como um estressor adicional, foi realizado com o peixe da espécie
Fundulus heteroclitus expostos por 24 h ao cobre. O que os autores observaram foi
a reducao da atividade da NKA e a atividade da AC permaneceu normal. Outro dado

importante observado pelos autores foi a diminuicdo da concentracao plasmatica de



66

Na®. (BLANCHARD; GROSELL, 2006). Ao contrario dos resultados com P. lineatus,
em F. heteroclitus ndo foi observado o efeito compensatdrio entre as enzimas,
mesmo sendo 0 mesmo tempo de exposi¢gao, com o mesmo contaminante e com um
estresse adicional. Mas em P. lineatus o efeito compensatdorio entre a NKA e a AC,
na situacdo cobre + estresse, teve um resultado positivo sobre o Na* plasmatico,
pois ndo houve alteragcdo em nenhum tempo experimental.

Se por um lado, no peixe P lineatus, a AC nao foi inibida pela
presenca de cobre, em caranguejo (Chasmagnathus granulata) esta enzima
mostrou-se sensivel a este metal, ocorrendo sua inibigao (VITALE et al., 1999). Em
eritrocitos bovinos a AC também mostrou-se inibida pelo cobre e os autores
sugeriram que pode ter ocorrido através de trés diferentes sitios de ligagdo para
cobre existentes nesta enzima. Numa vis&o geral, parece que o cobre pode ligar-se
em um destes sitios o que poderia induzir sua mudanga conformacional,
desestabilizando-a e com isto, reduzindo sua atividade catalitica (SARRAF et al.,
2005). A atuacédo do cobre sobre a AC em branquias de peixes ainda requer maiores

estudos.

5.3 ATRAZINA + ESTRESSE

Prochilodus lineatus quando expostos a atrazina + estresse mostrou
aumento de RBC em t0 quando comparado com a situacido de estresse, entretanto
vale lembrar que este aumento ja era evidenciado no peixe que sofreu estresse sem
contaminante. Portanto, com a exposi¢do a atrazina, houve um maior numero de
eritrocitos liberados na corrente sanguinea, e esta liberagdo foi ocasionada pelo
estimulo adrenérgico sobre o baco em t0 (WENDELAAR BONGA, 1997) como ja
explicado acima. Este aumento dos eritrécitos é seguido por aumento dos valores de
hemoglobina e hematdcrito sem, no entanto alterar o valor de VCM, o que indica a
liberagdo de células imaturas (VALENZUELA et al., 2005). Apdés 3 h de atrazina +
estresse o VCM esta aumentado refletindo o inchago celular, provavelmente pelo
ganho de agua para o meio intracelular, pela ativacdo do trocador Na*/H*, como ja
discutido anteriormente (NIKINMAA, 1992). Este inchaco favorece a hemolise dos
eritrocitos quando o sangue circula pelo bago (PONDER, 1944), também discutido
anteriormente, hipdtese esta corroborada pelo valor diminuido do RBC e

hemoglobina. Como consequéncia a esta hemdlise, os peixes submetidos a atrazina
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+ estresse em t6 apresentaram o VCM diminuido, o que reflete a sobrevivéncia de
eritrocitos que nao sofreram inchago e assim foram mais resistentes a passagem
pelo bago.

Quanto a analise dos parametros metabdlicos, durante a exposi¢ao
atrazina+ estresse a diminuigao do glicogénio hepatico so foi detectada em t0, sendo
esta promovida, também, pela adrenalina. Deve ser lembrado que os peixes nesta
situagdo (atrazina + estresse) estdo sendo comparados com o0s animais que
sofreram apenas estresse e estes ja apresentavam diminuigdo do conteudo de
glicogénio hepatico. Apenas o fato dos peixes serem expostos a um contaminante,
no caso a atrazina, parece ja ser estimulo para diminuigdo do glicogénio, como ja
comentado na situagdo cobre + estresse. Os efeitos produzidos em tainhas (Liza
ramada) expostas por 11 dias a atrazina mostraram uma reducédo do conteudo de
glicogénio hepatico e, segundo os autores esta redugao € decorrente da condigao de
estresse promovida pela atrazina (BIAGIANTI-RISBOURG; BASTIDE, 1995). Os
autores sugerem, ainda, que a quantidade de glicogénio hepatico € apenas um valor
limitado para o diagnostico da exposi¢cdo cronica a contaminantes, porém € um
parametro adequado para indicar o estresse agudo ou a curto prazo sobre o0s
organismos (BIAGIANTI-RISBOURG; BASTIDE, 1995).

Os peixes (P. lineatus) que apenas sofreram estresse apresentaram
pico de cortisol e glicose nos tempos de 1 e 3 h. Este aumento de glicose
plasmatica, indica o efeito do cortisol no figado promovendo a glicogendlise ou
gliconeogénese. Nos peixes expostos a atrazina nestes mesmos tempos (t=1 e 3h) a
resposta observada foi diminuigdo do cortisol e da glicose plasmatica. A diminuigao
da glicose é decorrente da falta do cortisol para estimulo do tecido alvo (figado) na
sua liberagao. O fato do cortisol ndo ter aumentado sugere o efeito da atrazina como
um disruptor endécrino (DE), o que prejudica, assim, a capacidade do peixe de
responder a situacdes de estresse. Esta atuagdo da atrazina sobre a liberacdo de
cortisol pode ser explicada pela neurotoxicidade ou pela adrenotoxicidade que este
herbicida causa no peixe. A resposta de diminuigcdo de cortisol plasmatico, com
provavel neurotoxicidade, foi estudada em alevinos de jundia (Rhamdia quelen)
submetidos a 5 agrotéxicos (dentre eles o herbicida atrazina), por 96 h seguido por
um estresse adicional, que se caracterizava pela perseguicdo dos animais no
aquario (CERICATO et al.,, 2008). Os autores observaram que estes animais

diminuiram sua capacidade em ter uma resposta adequada ao adicional estressor, e
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consequente manutengao da homeostase, obtendo niveis de cortisol circulantes
mais baixo que a do grupo controle. Os mesmos autores (CERICATO et al., 2009)
em outro estudo, com a mesma espécie, demonstram a possivel atuagao da atrazina
como disruptor endécrino no eixo HPI. Os peixes foram expostos por 96 h a
concentragdo sub-letal de diferentes agrotoxicos (incluindo atrazina) e apds este
tempo de exposicao, receberam injecdo de ACTH intraperitonealmente e foram
amostrados apo6s 1 hora. Os autores observaram que os peixes expostos a atrazina
e estimulados com ACTH mostraram um aumento do cortisol plasmatico muito
semelhante aos peixes controle (que ndo foram expostos a atrazina, mas receberam
a mesma dose de ACTH). Os autores concluiram que nao ha comprometimento da
resposta do cortisol pelo tecido renal e que a diminuicdo do cortisol evidenciado em
seu trabalho anterior (onde expuseram o0s peixes as mesmas concentragdes de
atrazina), parece estar relacionada com a regulagdo da secre¢ao de cortisol em
niveis mais altos no eixo HPI. O ponto do eixo HPI onde a atrazina atua como
disruptor enddcrino, ainda ndo € claro, assim como no P. lineatus n&o ha
conhecimento da acao deste herbicida sobre a liberagdo do cortisol, ou seja, se esta
atuando em algum ponto do eixo HPI ou nas células interrenais.

O mecanismo de ativagdo do eixo HPlI com um estressor
estimulando o hipotalamo a secretar CRH, seguido da estimulag&o da hipodfise para
secretar ACTH, é bastante conhecido em peixes, j& mencionado acima (Wendelaar
Bonga, 1997; (MOMMSEN et al., 1999; BARTON, 2002). Sabe-se que a ligagao do
ACTH a receptores de membrana das células esteroidogénicas ativa uma série de
reacdes que implica na formacdo do AMPc, que por sua vez atua na sintese do
cortisol, tendo o colesterol como seu precursor. Com objetivo de avaliar a
adrenotoxicidade da atrazina e outros 3 agrotoxicos, Bisson e Hontela (2002)
realizaram ensaio in vitro com células adrenocorticais de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss). Neste estudo os autores queriam avaliar se o efeito toxico
da atrazina seria no receptor de ACTH ou na etapa intracelular de geragao de AMPc.
Na presenga de cada um dos pesticidas, a secrecao de cortisol foi avaliada em
resposta ao estimulo por ACTH e ao estimulo por um analogo do AMPc (dibutiril
AMPc). Foi observado que a secrecgao de cortisol em resposta ao ACTH foi inibida
pela atrazina enquanto que a por dibutirii AMPc nao foi. Isto sugere que a atrazina
atua antes da etapa de AMPc. Embora haja evidéncias que a atrazina pode atuar

tanto na neurotoxicidade quanto na adrenotoxicidade, os nossos dados n&o nos
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permite afirmar estas hipéteses, pois apenas observamos a diminui¢do do cortisol
plasmatico e ndo avaliamosn o mecanismo que levou a esta diminuigao.

Embasado em alguns estudos, discutimos em varios momentos
neste trabalho, que o cortisol leva a ativagdo da enzima Na*/K'ATPase (NKA) nas
branquias (Mc CORMICK et al., 1991; SHRIMPTON; STEPHEN, 1999; BABITHA;
PETER, 2010). Nos tempos de 1 e 3 h na situagao atrazina + estresse a atividade da
NKA branquial de P. lineatus esta diminuida, justamente nos mesmos tempos onde
o cortisol também apresentou-se diminuido. A falta de niveis circulantes deste
hormdnio, provocado pela exposicdo a atrazina, possivelmente resultou na
diminui¢do da atividade da NKA. Esta seria uma possibilidade para a diminuicdo da
atividade desta enzima, entretanto outra espécie de peixe obteve resultados
diferentes ao encontrado em P. lineatus. Com a pré-exposicéo, de 5 dias, a atrazina
e tendo a salinidade como outro estressor adicional, salmdo (Salmo salar)
apresentou a atividade da NKA diminuida, mas com o cortisol plasmatico aumentado
(WARING; MOORE, 2004). Os autores nao discutem o mecanismo de agcdo da
atrazina sobre a inibicdo da NKA. Com estes resultados, mesmo na presenca do
cortisol a atividade da NKA nado ter sido restabelecida, sugerimos que outro
mecanismo, e nao a falta de estimulo do cortisol, parece estar atuando na inibigao
da enzima. Outra possibilidade seria que a atrazina atuaria sobre a estrutura da
NKA. Porém, se a atrazina atua diretamente na NKA inibindo-a, esta inibicado nao
ocorreu totalmente em bagre africano (Clarias gariepinus) quando exposto a duas
concentragcdes de atrazina por diferentes tempos (3, 6, 9, 24, 48, 72 e 168 h). Foi
observado que em alta concentragao (500 pg.L'1), a atividade de NKA apresentou-se
aumentada, mas em baixa concentracdo (100 ug.L™") , a NKA diminuiu sua atividade
nos tempos 3 até 24 h e aumentou sua atividade conforme ficaram expostas de 24 a
168 h. Os autores sugerem que este aumento da atividade da NKA é uma resposta
ao estresse diante do estressor (atrazina), mas nao discutem o mecanismo que
levou a este aumento (ASSEM et al., 1995). Analisando os resultados deste estudo,
0 que provavelmente promoveria um efeito da atrazina sobre a atividade da NKA é:
concentragcao/tempo de exposicdo. Ou seja, uma concentragdo elevada para a
especie, ativaria a NKA, enquanto que, uma concentracdo menor de atrazina
dependeria de um tempo mais prolongado de exposi¢ao para ativa-la. A literatura
sugere que a atrazina tem atuacao variavel sobre a atividade da NKA, seja em

funcao do tempo e/ou concentragao, nao sendo claro se possa ter efeito diretamente
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sobre a estrutura da enzima. Os resultados obtidos com P lineatus indicam uma
aparente dependéncia da NKA no estimulo por cortisol, mas diante de pouca
informagé&o sobre o assunto, acreditamos que mais estudos sejam necessarios para
confirmar a relagdo com cortisol ou indicar o mecanismo de agao da atrazina sobre a
atividade da NKA.

Estudo realizado com tubulo proximal de uma espécie de linguado
(Pleuronectes americanus) mostram que o cortisol aumenta a expressdo e a
atividade de anidrase carbbnica (PELIS et al.,, 2003). Embora a atrazina seja o
herbicida mais utilizado em nivel mundial (CHOUNG et al., 2010) pouco se sabe
sobre sua atuacdo em diferentes aspectos fisiolégicos, como na enzima anidrase
carbdnica de peixes. O que ha é estudo demonstrando a atuagao de pesticidas e
fungicidas na atividade desta enzima. Com objetivo de analisar a atuagdo de
agrotoxicos sobre a enzima AC, truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) foi exposta a
alguns pesticidas e fungicidas. Foi observada que na presenga destes agrotéxicos,
houve diminuigdo da atividade da AC no figado, musculo, rim e cérebro (EKINCI;
BEYDEMIR, 2010). Para analisarmos o efeito compensatério na tomada de Na*
entre a NKA e anidrase carbbnica (AC) pelas branquias de P. lineatus,
correlacionaremos as duas enzimas nos tempos experimentais. Este efeito
compensatorio pode ser atribuido pela ativagdo da AC fornecendo substrato (HY)
para a capitacdo de Na® através do trocador Na’/H* presente nas branquias
(EVANS, 1997). No tempo zero, a NKA estd com sua atividade normal, mas diante
da situagdo atrazina + estresse, ha aumento da atividade da AC na tentativa de
melhorar, indiretamente, a tomada de Na*. Neste tempo ndo ocorre diminui¢éo do
sédio plasmatico. No tempo de 1 h, continua o efeito compensatério da AC agora
mais evidente, pois a NKA apresenta sua atividade diminuida e a AC esta com sua
atividade aumentada que no t0. Neste tempo também ndo houve diminuigdo do
sddio plasmatico demonstrando a eficacia do efeito compensatério. Ja no tempo de
3 h, a NKA esta diminuida e a AC estad com sua atividade normal. Neste momento
ha diminuicdo do sddio plasmatico. A atividade da AC né&o foi suficiente para a
tomada de sédio pelas branquias. No tempo de 6 h, o sodio plasmatico esta
normalizado, assim como a atividade da NKA, mas a AC apresenta-se diminuida.
Vale lembrar que a AC esta diminuida quando comparada ao grupo estresse que
neste momento, estava bem aumentada. Assim, em P lineatus, no tempo de

exposig¢ao e na concentragao utilizada, a atrazina ndo mostrou inibir a atividade da
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AC, seja por uma acgao direta ou pela falta de aumento do cortisol. Estudos com
exposicao prolongada e com diferentes concentracbes podem trazer maiores
informacbdes sobre a atuacdo deste herbicida sobre uma enzima importante na
osmorregulacdo de peixes. Nossos dados sugerem que, a variagao da atividade da
anidrase carbdnica, nas condi¢cdes experimentais estudadas, responde mais a
variagao da NKA do que propriamente ao herbicida ou mesmo ao cortisol.

Neste trabalho, foi observada a resposta adaptativa ao estresse em
P. lineatus, através da ativagdo neuroendocrina dos eixos HSC (liberagao
adrenérgica) e HPI (liberagao de cortisol). Parametros hematoldgicos, metabdlicos e
osmorregulatérios evidenciaram recuperacdo da homeostase de P. linetaus apés 6 h
de estresse aéreo com confinamento, através da mediacdo adrenérgica e do
cortisol.

Na situagao cobre + estresse, assim como na atrazina + estresse
P.lineatus ndo apresenta liberacdo de cortisol, quanto as evidéncias de ativagao
adrenérgica elas n&o sao claras, observou-se uma alteragdo do padrao de resposta
hematoldgica observada na sistuagdo estresse. Diante de ambos contaminantes
observou-se variagoes dos parametros estudados em relagao a situacdo de somente
estresse. Os contaminantes utilizados podem ter atuado indiretamente sobre os
parametros estudados, interferindo na ativacdo dos eixos HSC e/ou HPI, ou ainda
atuando diretamente através de sua toxicidade sobre diferentes tecidos/orgaos
alvos. Nossos resultados sugerem cobre e atrazina como disruptores enddécrinos
comprometendo a resposta adaptativa de P. lineatus ao estresse.

Mais estudos sdo necessarios para se compreender melhor os
mecanismos de acdo dos disruptores se como agentes neurotoxicos ou
adrenotoxicos. Avaliando ainda a possivel acao direta dos contaminantes sobre os

diferentes parametros estudados em P. lineatus.
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Prochilodus lineatus exibe rapida resposta adrenérgica a situagéao
de estresse, evidenciada pelas alteracbes de parametros
hematoldgicos e diminuicdo de glicogénio hepatico;

Pico do cortisol em P. lineatus ocorre 1 € 3 h apds serem
submetidos ao estresse agudo;

Com elevagdo do cortisol observa-se aumento de glicose
plasmatica e ativagcdo da NAK;

A resposta ao estresse restabeleceu a homeostase em P.
lineatus, tendo os parametros hematolégicos, enddécrino e
metabdlico, assim como osmoregulatorios, normalizados apds 6 h
da ocorréncia do estresse;

O cobre e a atrazina atuam como disruptores enddcrino nao
estimulando o aumento na liberagdo do horménio cortisol diante
de estresse;

Nao ha evidéncias de resposta adrenérgica na presenca de cobre
e atrazina;

O cobre e a atrazina, direta ou indiretamente, impedem a
elevacao de glicose em P. lineatus para enfrentar o estresse;

Em ambas situacbes de estresse, com e sem contaminante, a
enzima Anidrase Carbbnica ¢é sensivel a ativacdo NKA,
apresentando participacdo compensatéria para a capitagcao de
Na® pelas branquias;

A exposicdo aos contaminantes cobre e atrazina (por 24 h),
através dos paréametros hematolégicos, enddcrino e metabdlico,
assim como osmorregulatérios, indica que P. lineatus apresenta
prejuizo na fase primaria e secundaria da resposta adaptativa ao

estresse;
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