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DIAS, Gabriella Maria Curilazo. A fitorremediacdo da macroéfita aquatica Pistia
stratiotes promoveu reducdo dos efeitos da exposicdo ao cobre em
Prochilodus lineatus. 2022. 62 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biologicas) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

O cobre (Cu) € um metal essencial aos organismos aquaticos, sendo necessario
para diversas func¢des biologicas. Contudo, quando sua concentracdo excede o valor
necessario ao ser vivo, ele causa diversos problemas. Em rios brasileiros, o Cu ja foi
encontrado em diferentes concentracdes, e, para analisar seus impactos, geralmente
peixes sdo utilizados como modelo bioldgico. Especificamente para este estudo, o
teledsteo escolhido foi o Prochilodus lineatus (curimba), que, assim como demais
organismos, apresenta um sistema de defesa antioxidante para se proteger frente a
compostos oxidantes. Para reduzir a contaminacéo e os efeitos toxicos provocados
por metais, existem estudos que avaliam o uso da remediacdo, um dos métodos é a
fitorremediacdo, que faz o uso de plantas parar remover ou imobilizar
contaminantes. A macrofita Pistia stratiotes (alface d’agua) apresenta capacidade de
concentrar niveis elevados de metais em sua biomassa, e, € uma espécie de
crescimento rapido com um sistema radicular bem desenvolvido. Entretanto, poucos
estudos avaliaram o potencial fitorremediador em experimentos com peixes expostos
a metais. Logo, o objetivo do trabalho foi analisar o potencial de P. stratiotes para
atenuar os efeitos do cobre em juvenis do peixe dulcicola P. lineatus. Foram
realizados dois experimentos, um de 24 horas e um de 96 horas, compostos pelos
grupos controle (CTR) contendo agua desclorada; controle + planta (CTRPi); cobre
(Cu) contendo a concentracédo nominal de 15 pg L de Cu; e, cobre + planta (CuPi).
Apés as exposicdes, foram coletadas amostras de figado, masculo e cérebro as
quais foram armazenadas a -80°C até o momento das andlises, também foram
coletadas amostras de 4gua de todos o0s aqudrios para analisar a concentracdo de
Cu. As analises nos 6rgaos foram: atividade das enzimas glutationa-S-transferase
(GST), catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
acetilcolinesterase (AChE), concentracao de glutationa (GSH), metalotioneinas (MT)
e lipoperoxidacao (LPO). O primeiro resultado constatado foi a reducdo de 25% da
mortalidade no grupo CuPi em comparacdo ao Cu apos 96 horas de exposicao.
Também foi constatada uma reducdo da GSH nos animais expostos ao Cu, que ndo
foi observada no grupo CuPi ap6s 96 horas. Além disso, observou-se uma reducao
da concentracdo de Cu total na agua dos aquarios de 26% no experimento de 24
horas e de 35% no experimento de 96 horas. Nenhum outro efeito foi observado nas
analises nos tempos experimentais. Portanto, o Cu, provocou danos letais e reduziu
o conteudo de GSH nos animais, afetando seu sistema antioxidante. E, a
fitorremediacdo se mostrou promissora, atenuando estes efeitos, pois a P. stratiotes
foi hiperacumuladora de metais nas raizes. Por isso, existem boas perspectivas de
que este seja um meétodo eficaz e menos custoso para o tratamento de aguas
contaminadas com Cu.

Palavras-chave: fitorremediagcao; metal; alface d’agua; curimba; biomarcadores
bioquimicos.
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ABSTRACT

Copper (Cu) is an essential metal to aquatic organisms, necessary for numerous
biological functions. However, When its concentration exceeds the required value for
the organism, it causes various problems. In brazilian rivers Cu was found in diverse
concentrations, and, to analyze its impacts, fishes are generally used as biological
models. Specifically for this study, the Teleostei chosen is Prochilodus lineatus
(curimba), which, like other organisms, has an antioxidant defense system to protect
themselves against oxidants. To reduce contamination and toxic effects caused by
metals, some studies evaluated the use of remediation, one of its methods is the
phytoremediation, which uses plants to remove or stabilize contaminants. The
macrophyte Pistia stratiotes (water lettuce), can concentrate high levels of metals,
and, it's a species of rapid growth with a well-developed radicular system.
Nevertheless, few studies evaluated the phytoremediation potential in experiments
on fish exposed to metals. So, the objective of this study is to analyse the potential
of P. stratiotes to attenuate the effects of copper on juvenile exemplars of the
freshwater fish P. lineatus. There were conducted two experiments, one of 24 hours
and one of 96 hours, composed of the group: control (CTR), with dechlorinated
water, control + plant (CTRPI), copper (Cu), with the nominate concentration of 15 ug
L-1 of Cu; and, copper + plant (CuPi). After the exposure, samples of liver, muscle,
and brain were collected and stored in a -80°C freezer until further analysis. Samples
of water from each aquarium were collected to analyze the Cu concentration. The
analysis conducted on the organs were: the activity of the enzymes glutathione-S-
transferase (GST), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GPx) e acetylcholinesterase (AChE), the concentration of glutathione
(GSH), metallothionein (MT) and lipoperoxidation (LPO). The first result seen was the
reduction of the mortality by 25% in the CuPi group when compared with the Cu
group after 96 hours of exposure. It was also noted a reduction of GSH in animals
exposed to Cu, which was not observed in the CuPi group after 96 hours. Besides,
was found a reduction of 26% in the concentration of total Cu in the aquarium water
during the 24 hours experiment and 35% during the 96 hours experiment. None
Other effect was observed in the analysis at any experimental time. Therefore, Cu,
promoted letal and reduced the content of GSH in the animal, affecting their
antioxidant system; and phytoremediation showed as promising, attenuating these
effects, because, P. stratiotes was a hyperaccumulator of metals on its roots. So,
there are good perspectives that this is an effective and less costly method for the
treatment of Cu contaminated waters.

Keywords: phytoremediation; metal; water lettuce; curimba; biochemical biomarkers.
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1 APRESENTACAO

Este trabalho esta organizado de forma a atender as normas do Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas para a defesa da dissertacdo. O modo de
apresentacao sera no formato de artigo cientifico, a formatacéo segue as normas do
periodico Ecotoxicology (fator de impacto: 2.823). O primeiro capitulo € o manuscrito
gerado a partir do projeto de pesquisa desenvolvido, futuras analises e discussdes
ainda serdo acrescidas para o artigo final. Em anexo, encontram-se as nhormas para

submissédo ao periddico Ecotoxicology.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

2 INTRODUCAO GERAL

2.1 Contaminacdo do ambiente aquatico

A quantidade de agua doce no mundo apresenta uma distribuicdo
extremamente desigual. Dentre 0os cinco continentes, a América sozinha apresenta
46% desta agua, sendo que destes, 12% estdo no Brasil (Brasil, 2019). Além disso,
grande parte dos rios e lagos estdo impactados, pois sofrem com o aporte de
contaminantes como: agrotoxicos, efluentes de mineracdo, deposicdo de residuos,
de induastrias quimicas, de metallrgicas e diversos outras (Malik et al., 2010). Essa
gualidade reduzida das aguas compromete diretamente a salude dos seres Vvivos.

A Constituicdo Federal brasileira de 1988 estabelece em seu Artigo 225 que
“todos tém direito ao meio ambiente ecologicamente equilibrado, bem de uso comum
do povo e essencial a sadia qualidade de vida, impondo-se ao Poder Publico e a
coletividade o dever de defendé-lo e preserva-lo para as presentes e futuras
geracgoes” (Brasil, 1988). Devido a isso, existe 0 CONAMA, Conselho Nacional do
Meio Ambiente, que por meio da portaria n® 357/2005, regulamenta a classificagao
dos corpos d'agua e padrdes de lancamento de efluentes.

Essa classificacdo para as aguas doces é definida em quatro categorias de
acordo com as caracteristicas principais resumidamente citadas a seguir: a classe 1
abrange aguas que podem ser destinadas ao consumo humano apds um tratamento
simplificado; a classe 2, aguas que podem ser destinadas ao consumo humano apos
um tratamento convencional; a classe 3, aguas que podem ser destinadas ao
consumo humano ap0s um tratamento convencional ou avancado; e a classe 4
aguas que podem ser destinadas ou a navegacdo ou a harmonia paisagistica.

Nessa resolucdo a concentracdo maxima de cobre (Cu) dissolvido permitida para
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9
aguas doces de classe 1 e 2 é de 9 ug L Cu e para a classe 3 é de 13 ug L* Cu
(Brasil, 2005).

Dentre os compostos toxicos, 0s metais destacam-se e, apesar de serem
encontrados naturalmente no ambiente, podem ter suas concentragbes aumentadas
devido a sua extracdo e uso. Dentre suas aplicacbes podemos destacar ligas
metélicas, confeccdo de ferramentas, equipamentos elétricos, na composicdo de
fertilizantes e agrotoxicos, além de diversos outros produtos (Dogan et al., 2014)

No ambiente aquético, os metais podem estar adsorvidos, livres na forma
iGnica, complexados ou insolubilizados. Quando na forma i0nica, eles conseguem
adentrar nos seres Vivos e, 0s peixes sdo um dos animais mais susceptiveis. Estes
animais incorporam os contaminantes, principalmente, através das suas branquias,
as quais tem seu epitélio alterado quando em contato com o cobre, por exemplo

(Sfakianakis et al., 2015; Malik et al., 2010).

2.2 O cobre como contaminante

Estudos realizados com diferentes espécies de peixes revelam que tanto os
metais essenciais quanto 0s ndo-essenciais podem causar efeitos téxicos nos
organismos, incluindo mudancas em parametros bioquimicos e hematoldgicos, na
reproducao e até no crescimento (Atli e Canli 2010, Baldissera et al., 2020; Wang et
al., 2020).

O Cu é um metal essencial, isto €, imprescindivel para o desempenho de
funcbes biologicas, podendo ser encontrado em enzimas e outrosS compostos
necessarios ao funcionamento do organismo. Em razéo disso, ha sua concentracéo
“6tima”, requerida fisiologicamente para aquele organismo, ndo causa danos. Porém,

em concentracbes acima desta, o Cu pode ser prejudicial (Kim et al., 2019;
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10
Baldissera et al., 2020).

Atualmente o Cu é um dos metais mais encontrados em corpos de agua (Fry
et al., 2020). Ele é amplamente utilizado nos setores automobilisticos, na construcao
civil, em geradores, transformadores, fios, cabos condutores, moedas, obras de arte,
entre outros. Utilizacdo esta decorrente das diversas propriedades do Cu, como boa
condutibilidade elétrica e térmica, resisténcia a corrosédo e flexibilidade (Fry et al.,
2020). Porém, o despejo de efluentes e descartes inadequados promovem a
liberagcéo deste metal para o ambiente.

Além disso o cobre ja foi encontrado em rios brasileiros em diferentes
concentragdes como por exemplo: 3,5 pug.L! nas aguas do rio Camaqua préximo a
uma antiga mina de Cu, mesmo apdés 20 anos da paralizacdo das atividades
mineradoras (Abril et al., 2018); 12,1 pg.L* na baca do Rio Sinos, no Rio Grande do
Sul (Weber et al., 2013); 15 ug.L* de Cu na Bacia do Rio Bacanga, no Maranhao
(Pinheiro-Sousa et al., 2019) e 16 pg.L! de Cu na Bacia do Alto Rio Parana, no Mato
Grosso do Sul (Viana et al., 2018); e, o valor mais alto foi encontrado no Rio Doce,
apo0s o rompimento da barragem de mineracdo, no municipio de Mariana, Minas
Gerais, no ponto ndo afetado pela lama, a concentracdo de Cu ja se mostrou
elevada, na concentracdo de 62 ug.L', no ponto a montante de um dique
construido para conter a lama despejada foi de 1.115 pg.L?, e a concentracdo mais
exorbitante foi encontrada a jusante do dique e foi de 1427 pg.L1(Carvalho et al.,
2017).

Reiterando que segundo a resolugado CONAMA 357/2005 a concentracao
maxima de cobre (Cu) dissolvido permitida para aguas doces de classe 1 e 2 € de 9

ug L't Cu e para a classe 3 é de 13 ug L Cu (Brasil, 2005).
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2.3 Modelo Biolodgico: Prochilodus lineatus

Os peixes sdo amplamente utilizados em experimentos, pela especificidade
de habitat requerida para sua sobrevivéncia e reproducdo, por sua longevidade e
capacidade de acumular compostos téxicos. Além disso, eles sdo animais de todo
de cadeia alimentar, sendo capazes de refletir a condi¢édo tréfica do ambiente. Por
ISS0O, 0s peixes podem auxiliar na descricdo e nos estudos sobre os contaminantes
NOS corpos aquaticos e os possiveis impactos decorrentes (Authman et al., 2015).

Um dos exemplos de modelo biolégico sensivel a alteracdes da qualidade
ambiental € o Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), conhecido popularmente
como curimba ou curimbata (Fig 1.1). Ele habita rios, lagos e reservatérios, esta
presente em parte da regido neotropical, inclusive, na bacia do Alto Rio Parana (Fig
1.2). O P. lineatus é um peixe ili6fago que se alimenta de restos organicos,
consumindo sedimentos organicos, inorganicos, pequenos detritos e algas

(Agostinho et al., 2003).

lem

Fig 1.1 Exemplar de Prochilodus lineatus. Fonte: José Birindelli, 2018

Por todas essas caracteristicas, economicamente e ecologicamente
importantes, P. lineatus ja foi utilizado em varios estudos que avaliaram suas
reacOes frente a diferentes contaminantes ambientais, como microplastico (Roda et
al., 2020), benzo(a)pireno (Santos et al., 2018), cafeina (Santos-Silva et al., 2018),

inseticidas (Alvim e Martinez, 2019), e também, o foco deste estudo, o Cu (Dos
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Santos Carvalho et al., 2015; Simonato et al., 2016; Tesser et al., 2019).
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Fig 1.2 Mapa de distribuicdo do Prochilodus lineatus (vermelho) e Pistia stratiotes (amarelo) em parte
da regido Neotropical. *Dados coletados pela base de dados specieslink, pode ser que estas espécies estejam
presentes também em ouras regides ndo destacadas no grafico

2.4 Biomarcadores

De forma a analisar os efeitos da contaminagdo nos peixes, sdo utilizados
biomarcadores, que séo respostas que podem ser medidas de forma experimental e
indicam alteracdes ocorridas naquele ser vivo, as quais podem ser decorrentes da
acado de certo agente (Amiard-Triquet et al., 2015). Os biomarcadores podem ser em
antioxidantes, parametros hematoldgicos, fisiolégicos, histolégicos, imunoldgicos,
genéticos e estruturais. Devido a isto, eles sdo muito importantes para indicar a
contaminacdo ambiental e as mudancgas na biologia dos organismos (Amiard-Triquet
et al., 2015).

Alteracbes nos biomarcadores podem indicar a presenca de algum agente

oxidante e/ou de estresse oxidativo, como, por exemplo, as espécies reativas de
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oxigénio (ERO). Elas séo produzidas pelo préprio organismo, mas sua alta
producdo, devido a algum estressor, é capaz de desestabilizar o funcionamento das
células, levando a danos e até a morte dos animais. Todo composto que neutraliza
estes oxidantes, é denominado antioxidante, ou seja, substancias que atrasam ou
previnem a oxidacdo de um substrato e os prejuizos que as ERO podem provocar
nos componentes celulares (Nikinmaa, 2014).

A superéxido dismutase (SOD) representa a primeira defesa antioxidante
contra 0 excesso de ERO. Esta enzima dismuta anions superéxidos em peréxido de
hidrogénio (H202), molécula que posteriormente € convertida diretamente em agua e
oxigénio pela enzima catalase (CAT) e indiretamente é utilizada como substrato pela
glutationa peroxidase (GPx) para oxidacdo da glutationa reduzida (GSH). A GPx,
além de ser doadora especifica de hidrogénio para a GSH, pode ter acao
antioxidante sobre outros tipos de perdxidos. Por isso, é importante avaliar estas
moléculas, SOD, CAT e GPx, frente a exposicdo a um contaminante (Fadhlaoui e
Couture, 2016).

A via de defesa antioxidante trabalha de forma integrada, e em face do
estresse oxidativo, as células também podem aumentar a biossintese de GSH, um
tri-peptideo enddgeno que pode atuar como antioxidante e prevenindo a oxidacao de
grupos —SH. Além disso, a GSH indica o estado redox dos organismos pela sua
razdo com a glutationa oxidada (GSSH) (Amiard-Triguet et al., 2015).

As glutationas-S-transferase (GST) s&o enzimas de fase Il de detoxificagéo,
isto &, catalisam a conjugacdo de compostos toxicos, que apresentam atomos de
carbono, nitrogénio ou enxofre, ou seus metabdlitos com a GSH, facilitando
excrecdo destes elementos lipofilicos e auxiliando no balango redox. Também

podem ter acdo antioxidante em produtos resultantes da lipoperoxidacdo (LPO).
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Todas as defesas supracitadas previnem danos nos componentes celulares, porém
essa acao pode variar de acordo com o tipo celular e na presenca de um
contaminante (Nikinmaa, 2014).

Se as ERO néo forem neutralizadas, podem promover danos e até morte
celular por provocar o estabelecimento de estresse oxidativo. Um tipo de dano
provocado nesta situacdo € a peroxidagdo lipidica (LPO), que € uma cadeia de
reacfes cujos oxidantes causam danos nos fosfolipideos da membrana levando
diminuicdo da sua fluidez e disfuncéo da integridade fosfolipidica (Amiard-Triquet et
al., 2015).

Os contaminantes, apos incorporados, podem ser mantidos ou excretados do
tecido. No caso dos peixes, 0s mecanismos de defesa contra 0s metais geralmente
sao eficientes, o que pode estar diretamente relacionado com a acdo das
metalotioneinas (MT). Estas proteinas sdo capazes de “sequestrar” o metal das
células, pela presenca de grupos tidis, 0s quais neutralizam a a¢éo de alguns ions e
agem na detoxificacdo do organismo. O aumento da concentracdo de
metalotioneinas € induzido logo apds a exposicdo a meais essenciais (Le Croizier et
al., 2018).

Além dessas moléculas, outras também podem ser utilizadas como
biomarcadores da contaminacdo por metais. Como por exemplo, a
acetilcolinesterase (AChE), que € a enzima responsavel pela hidrélise da acetilcolina
(ACh) em acetato e colina na fenda sinéptica, acdo que permite a finalizacdo da
transmissao sinaptica. A ACh é um neurotansmissor que auxilia na transmisséo de
impulsos elétricos entre células nervosas e entre neurdnios e células musculares
(Houghton et al., 2006). Muitos contaminantes podem inibir a acdo da AChE,

aumentando assim a quantidade de ACh na fenda sinaptica, causando continuidade
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da resposta sindptica (Silva et. al., 2013).

2.5 Efeito da contaminacgao por cobre em peixes

A toxicidade do Cu para peixes é bem definida na literatura. Estudos com o
modelo biolégico P. lineatus puderam comprovar inducdo de MT, aumento da
atividade da GST, SOD, GPx, aumento da LPO e reducao da atividade da CAT nas
branquias dos peixes expostos ao Cu em concentracdes de 24,5 ug L (pH 4,5) e 4
ug L (pH 8) durante 96 horas (Dos Santos Carvalho et al., 2015).

Também foram observados reducdo da atividade da AChE no musculo e
aumento da LPO e das MT no figado, nas exposicdes de 5, 9 e 20 ug L* Cu no
tempo de exposicao de 96 horas (Simonato et al., 2016).

Tesser et al. (2019) ap6s um tempo de 96 horas observaram um aumento da
LPO no figado, danos histologicos e inibicdo da H* e Ca?*-ATPases nas branquias
em peixes expostos a 20 ug L de Cu. Roda et al. (2020), também apés 96 horas
relataram reducdo da LPO e da GSH no figado, além da reducdo da atividade da

AChE no cérebro na concentracdo de 10 pg L.

2.6 Remediacado ambiental

De forma a diminuir a contaminacao por metais enfrentada por tantos paises,
tanto do solo quanto da agua, alguns estudos avaliam o potencial remediador de
diversos elementos, compostos e/ou organismos. Para a retirada do Cu dos esgotos,
varios métodos sao utilizados: precipitacdo quimica, quelagcdo/complexacéo, troca de
ions, filtracAdo por membrana, flotagdo, tratamentos eletroquimicos,
coagulacao/floculacdo e a bioadsorcdo (Bilal et al., 2013). Outras maneiras de

remediacdo do Cu na agua séo a aplicacdo de nanoparticulas magnéticas de oxido
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de ferro (Leonel et al., 2020), restauracdo de areas degradadas pela urbanizacdo
(Hu, 2020) e via imobilizacdo covalente do acido folico com nanosilica clorada
(Mahmoud et al., 2019). Porém a maioria destas abordagens € muito cara para ser
desenvolvida, operada e mantida. Por isso, € necessario que técnicas mais simples,
menos custosas e eficientes sejam estudadas (Vitas et al., 2018).

A fitorremediagdo, segundo a resolugdo CONAMA N°463/2014, utiliza
vegetais com a finalidade de remover, imobilizar ou reduzir o potencial de
contaminantes orgéanicos e inorganicos, sendo uma técnica na qual as plantas sédo
capazes de extrair, transferir, acumular e/ou estabilizar diversos metais (Afonso et
al., 2020, Brasil, 2014). Além disso, € um método menos custoso e menos danoso
ao meio ambiente, em comparagcdo a outras maneiras de remediacao (Alikasturi et
al., 2019).

Existem diversos mecanismos pelos quais as plantas aquaticas podem
realizar a fitorremediacdo. Na fitoestabilizacdo, os contaminantes sdo imobilizados
pela adsorcdo ou acumulo nas raizes ou ainda precipitacdo no interior da zona da
raiz. Na rizofiltracdo, as raizes adsorvem ou absorvem 0s contaminantes por
precipitacdo ou sequestro. A fitodegradacdo envolve a degradacdo dos
contaminantes por processos metabdlicos da planta, acdo enzimatica e oxidacao
fotossintética que hidrolisa os compostos em pequenas unidades. A fitoextracdo é o
processo de translocacdo ou absor¢cdo dos contaminantes pelo broto da planta. Na
fitoacumulag&@o ocorre o estoque de contaminantes pelos tecidos da planta, atraves
do transporte pelo xilema, de modo que os poluentes permanecem no vacuolo, onde
sdo convertidos em formas néo toxicas. E por fim, a fitovolatilizacdo, relacionada a
remogcdo dos contaminantes acumulados nas folhas através do processo de

transpiracdo. Para que a volatilizacdo ocorra, os contaminantes sao transformados
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em compostos sollveis em agua e nao toxicos (Jeevanantham et al., 2019).

Assim, para tentar conter a contaminacdo e por consequéncia reduzir 0s
efeitos toxicos dos contaminantes, muitos estudos buscam avaliar o potencial de
plantas como remediadoras ambientais. Por ser um dos macronutrientes
necessarios as plantas, em ambientes aquéticos contaminados com Cu, algumas
plantas se mostraram eficientes em remové-lo da agua como a Myriophyllum
aguaticum (Guo et al., 2020), Limnocharis flava (Alikasturi et al., 2019), Lemna minor
e Salvinia auriculata (Panfili et al., 2017) e Pistia stratiotes (Putra et al., 2015; Galal e

Farahat, 2015; Lakra et al., 2019).

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

Fig. 1.3 Esquema das principais maneiras pelas quais se ocorre a fitorremediagéo. Fonte: Ansari et
al., 2020

2.7  Modelo biologico: Pistia stratiotes

Pistia stratiotes (alface d’agua) (Figura 1.3) € um exemplo de macrdfita
aquatica, presente em toda a regiao tropical, sendo encontrada em todo o Brasil (Fig
1.3). E uma planta da familia Araceae, bem resistente a diferentes condi¢bes da

agua, podendo estar na agua doce pura, poluida, lamacenta ou em agua parada
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(Vieira et al., 2019).

Fig 1.4 Exemplar de Pistia stratiotes. Fonte: Google Imagens

A P. stratiotes apresenta capacidade de concentrar niveis elevados de metais
em sua biomassa, que seriam fitotoxicos a outras espécies cultivadas sob condices
semelhantes (Romeiro et al., 2007), além disso é uma espécie de crescimento
rapido e tém um sistema radicular bem desenvolvido; todas estas caracteristicas a
conferem o carater de uma hiperacumuladora de metal (Qian et al., 1999).

A tolerancia da macrofita ao estresse gerado pela contaminacéo inclui varios
ajustes metabdlicos, incluindo a ativacdo da detoxificacdo e do sistema de defesa
antioxidante e meios metabdlicos de protecdo; para que, dessa forma, a planta
consiga reestabelecer o seu balango metabdlico (Li et al., 2022).

Além disso, esta planta aquatica, ja se mostrou eficaz em acumular diferentes
metais sem sofrer grandes danos, reduzindo a quantidade destes na agua. Sao
exemplos, a remogao de Cu e Pb, (Putra et al., 2015); de Mn, Cd, Cu e Ni (Galal e

Farahat, 2015); e de Fe, Mn, Ni, Zn, Cu, Pb, Cr e Cd (Lakra et al., 2019).

2.8 A fitorremediacéo e os peixes

Na literatura, poucos estudos avaliaram a fitorremediacdo em experimentos
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com peixes expostos a metais. Um desses poucos trabalhos concluiu que o
processo de fitorremediacdo com Eichhornia crassipes diminuiu o acimulo de Cu em
varios 6rgaos e atenuou a atividade da SOD, CAT e GPx nos tecidos de Clarias
batrachus, ap6s exposicdo ao Cu (5 e 10 mg L) durante 21 dias (Goswami e Das,
2018). Em outro estudo, a fitorremediacdo com P. stratiotes e E. crassipes se
mostrou eficaz reduzindo a concentracdo de Cd, Zn, Cu e Cr na agua e,
consequentemente, manteve os peixes (Sarotherodon melanotheron) vivos por mais
tempo expostos aos metais a sua CL50 (Victor et al., 2016). As plantas L. minor e
Azolla pinnata também mostraram eficiéncia na recuperacdo de macromoléculas e
na reducdo do acumulo nos tecidos do peixe Labeo rohita, apos exposicdo aos
metais Mn, Zn, Cu e Fe (Vaseem e Banerjee, 2015).
Logo, estudos associando a fitorremediacdo com P. stratiotes e P. lineatus
sao relevantes para compreensdo e consequente melhoria da qualidade de vida

destes peixes em ambientes contaminados com Cu.
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3 OBJETIVOS E HIPOTESE

Analisar o potencial de P. stratiotes (alface d’agua) para atenuar os efeitos
do cobre em juvenis do peixe dulcicola P. lineatus (curimba).
Os objetivos especificos séo:
¢ Investigar se a fitorremediacéo é eficiente para reduzir possiveis efeitos do Cu
(15 pg L'Y) em parametros bioquimicos nos peixes expostos;
e Fornecer dados que possam contribuir para a conservacdo, protecao e
possivel fitorremediacdo de ambientes aquaticos contaminados pelo cobre.
Em razéo disso, a hipotese deste estudo € que a P. Stratiotes sera capaz de
promover a reducéo de efeitos letais e subletais promovidos pelo Cu nos exemplares

de P. lineatus.
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4 CAPITULO 1. MANUSCRITO

RESUMO

A fitorremediacdo, meétodo que utiliza plantas para remover ou imobilizar
contaminantes, pode ser utilizada em ambientes contaminados com cobre (Cu).
Entretanto, poucos estudos avaliaram o potencial fitorremediador em experimentos
com peixes expostos a metais. Logo, o objetivo do trabalho foi analisar o potencial
de Pistia stratiotes para atenuar os efeitos do cobre em juvenis do peixe dulcicola
Prochilodus lineatus. Foram realizados dois experimentos (24 e 96 horas),
compostos pelos grupos controle (CTR) contendo agua desclorada; controle + planta
(CTRPi); cobre (Cu) contendo a concentracdo nominal de 15 ug L de Cu; e, cobre +
planta (CuPi). Apés as exposicdes, foram coletadas amostras de figado, musculo e
cérebro, também foram coletadas amostras de agua para analisar a concentracao de
Cu. As analises nos 6rgaos foram: atividade das enzimas glutationa-S-transferase
(GST), catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
acetilcolinesterase (AChE), concentracdo de glutationa (GSH), metalotioneinas (MT)
e lipoperoxidagéo (LPO). Constatou-se uma reducgéo de 25% da mortalidade e, uma
reducdo da GSH no grupo CuPi em comparacdo ao Cu apds 96 horas de exposicao.
Além disso, houve reducdo da concentracdo de Cu na agua, 26% apos 24 horas e
de 35% apds 96 horas. Portanto, o Cu, provocou danos letais e reduziu o contetudo
de GSH nos animais, e a fitorremediacdo se mostrou promissora, pois a P. stratiotes
se mostrou como hiperacumuladora de metais nas raizes. Por isso, existem boas
perspectivas de que este seja um método eficaz e menos custoso para o tratamento
de aguas contaminadas com Cu.

Palavras-chave: Fitorremediacdo; Metal; Alface d’agua; Curimba; Biomarcadores
bioquimicos.
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ABSTRACT

Phytoremediation is a method that uses plants to remove or immobilize
contaminants, and, it can be used in copper (Cu) contaminated places. However few
studies evaluated the phytoremediator potential in experiments of fish exposed to
metals. Thus, the objective of this study was to evaluate the Pistia stratiotes potential
to attenuate copper effects on juvenile freshwater fish Prochilodus lineatus. Two
experiments were conducted (24 and 96 hours), composed by the groups control
(CTR), with dechlorinated water, control + plant (CTRPi), copper (Cu), with the
nominal concentration of 15 pg L? of Cu; and copper + plant (CuPi). After the
exposure liver, muscle, and brain samples were collected, also water samples to
analyse the Cu concentration. The analysis conducted on the organs were: activity of
the enzymes glutathione-S-transferase (GST), catalase (CAT), superoxide dismutase
(SOD), glutathione peroxidase (GPx) and acetylcholinesterase (AChE), concentration
of glutathione (GSH), metallothionein (MT) and lipoperoxidation (LPO). It was
observed a 25% reduction in mortality and a reduction of GSH in group CuPi in
comparison to Cu after 96 hours of exposure. Besides, there was a reduction of 26%
in the concentration of total Cu in the water during the 24 hours experiment and 35%
in the 96 hours. Therefore, Cu promoted letal and reduced the content of GSH in the
animal; and phytoremediation showed promising, because, P. stratiotes was a
hyperaccumulator of metals on its roots. So, there are good perspectives that this is
an effective and less costly method for the treatment of Cu contaminated waters.

Keywords: Phytoremediation; Metal; Water lettuce; Curimba; Biochemical
biomarkers.
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4.1 Introducéo

O cobre (Cu) € um metal essencial aos organismos aquaticos, sendo
necessario para diversas funcdes bioldgicas. Contudo, quando sua concentracdo
excede o valor necessario ao ser vivo, ele causa diversos problemas (Baldissera et
al., 2020; Kim et al., 2019). Este metal € muito utilizado nos setores automobilisticos,
na construcao civil, em geradores, transformadores, fios, cabos condutores, moedas,
obras de arte, entre outros; devido as suas diversas propriedades como, boa
condutibilidade elétrica e térmica, resisténcia a corrosao e flexibilidade (Fry et al.,
2020). No entanto, descartes inadequados e despejo de efluentes promovem a
liberacdo deste metal para o ambiente.

No Brasil o Cu ja foi encontrado em rios em diferentes concentracbes como
por exemplo: 3,5 pg.L ! nas aguas do rio Camaqué préximo a uma antiga mina de
Cu, mesmo apoOs 20 anos da paralizacdo das atividades mineradoras (Abril et al.,
2018); 12,1 pg.L* na baca do Rio Sinos, no Rio Grande do Sul (Weber et al., 2013);
15 pg.L? de Cu na Bacia do Rio Bacanga, no Maranhdo (Pinheiro-Sousa et al.,
2019) e 16 pg.L* de Cu na Bacia do Alto Rio Parand, no Mato Grosso do Sul (Viana
et al., 2018); e, o valor mais alto foi encontrado no Rio Doce, apés o rompimento da
barragem de mineracdo, no municipio de Mariana, Minas Gerais, no ponto nao
afetado pela lama, a concentracdo de Cu ja se mostrou elevada, na concentracdo de
62 pg.Lt, no ponto a montante de um dique construido para conter a lama
despejada, foi de 1.115 ug.L, e a concentracdo mais exorbitante foi encontrada a
jusante do dique, sendo de de 1427 ug.L*(Carvalho et al., 2017).

Sendo que, segundo a resolucdo CONAMA 357/2005 a concentracdo maxima

de cobre (Cu) dissolvido permitida para aguas doces de classe 1 e 2 é de 9 ug L?
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Cu e para a classe 3 é de 13 ug L Cu (Brasil, 2005).

Os peixes sdo muito utilizados em estudos de possiveis impactos de
poluentes no ambiente aquético, devido a sua especificidade de habitat,
longevidade, capacidade de acumular compostos, e modo de alimentacédo (Authman
et al., 2015). O modelo bioldgico deste estudo €& o Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1836), popularmente conhecido como curimba ou curimbata, um
peixe neotropical iliofago (Agostinho et al., 2003). Por ser economicamente e
ecologicamente importante, este modelo j& foi utilizado em vérios estudos que
avaliaram suas reacdes frente a diferentes contaminantes ambientais.

Para se proteger dos danos frente a contaminagao, 0s peixes, assim como 0S
demais organismos, apresentam um sistema de defesa antioxidante que inclui
diversas enzimas como a glutationa-S-transferase (GST), glutationa peroxidase
(GPx), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa redutase (GR), e
também compostos ndo enzimaticos como a glutationa (GSH), vitamina E e a
vitamina C. Existem também as metalotioneinas (MT), proteinas que pela presenca
de grupos tidis bloqueiam a acdo de ions metalicos e também agem na
detoxificacdo. Se estas defesas nao funcionarem podem ocorrer danos e até morte
celular por provocar o estabelecimento de estresse oxidativo e consequente
peroxidacao lipidica (LPO) (Javed et al., 2020; Diaz-de-Alba et al., 2017). Também
ha a acetilcolinesterase (AChE), que é a enzima responsavel pela hidrélise da
acetilcolina (ACh) em acetato e colina na fenda sinaptica, acdo que permite a
finalizacdo da transmisséo sinaptica, muitos contaminantes podem inibir sua acédo da
causando continuidade da resposta sinaptica (Silva et. al., 2013).

Os efeitos subletais do Cu em P. lineatus incluem inducdo de MT, aumento

da atividade da GST, SOD, GPx, aumento da LPO e reducgéo da atividade da CAT
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nas branquias, em peixes expostos as concentracdes de 24,5 ug L (pH 4,5) e 4 ug
L't (Ph 8) (Dos Santos Carvalho et al., 2015). Também foi observado reducédo da
atividade da AchE no musculo e aumento da LPO e das MT no figado, em
exposicoes de 5, 9 e 20 ug L Cu (Simonato et al., 2016). Tesser et al. (2019)
observaram um aumento da LPO no figado, em peixes expostos a 20 ug L de Cu.
Roda et al. (2020) relataram reducéo da LPO e da GSH no figado, além da reducédo
da atividade da AChE no cérebro na concentragdo de 10 ug L.

Para reduzir a contaminacdo e os efeitos toxicos provocados por metais,
existem estudos que avaliam o uso da remediagdo. Um dos métodos utilizados € a
fitorremediacdo, técnica que faz o uso de plantas parar remover ou imobilizar
contaminantes, sendo capaz de extrair, transferir, acumular e/ou estabilizar diversos
metais (Afonso et al., 2020; Brasil, 2014).

A macrofita Pistia stratiotes (alface d’agua) apresenta capacidade de
concentrar niveis elevados de metais em sua biomassa, que seriam fitotoxicos a
outras espécies cultivadas sob condicbes semelhantes (Romeiro et al., 2007), além
disso € uma espécie de crescimento rapido e tém um sistema radicular bem
desenvolvido; todas estas caracteristicas a conferem o carater de uma
hiperacumuladora de metal (Qian et al., 1999).

Este modelo biolégico ja foi capaz de reduzir a quantidade de metais na
agua. Sao exemplos estudos com Cu e Pb (Putra et al., 2015); Mn, Cd, Cu e Ni
(Galal e Farahat, 2015); Fe, Mn, Ni, Zn, Cu, Pb, Cr e Cd (Lakra et al., 2019).

Entretanto, poucos estudos ja avaliaram o potencial fitorremediador de
plantas em experimentos com peixes expostos a metais. Um desses trabalhos
concluiu que o processo de fitorremediagdo com Eichhornia crassipes diminuiu o

acumulo de Cu em vérios 6rgdos e atenuou 0 aumento da concentragdo da SOD,
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CAT e GPx nos tecidos de Clarias batrachus, apés exposicédo ao Cu (5 e 10 mg L?),
protegendo estes peixes da exposi¢cdo ao contaminate (Goswami e Das, 2018). Em
outro estudo, a fitorremediacdo com P. stratiotes e E. crassipes se mostrou eficaz,
reduzindo a concentracdo de Cd, Zn, Cu e Cr na 4gua e, consequentemente,
aumentou o tempo de sobrevivéncia de Sarotherodon melanotheron expostos aos
metais na sua CL50 (Victor et al., 2016). As plantas Lemna minor e Azolla pinnata
também mostraram eficiéncia na recuperacdo de macromoléculas e no acimulo nos
tecidos do peixe Labeo rohita apds exposicdo aos metais Mn, Zn, Cu e Fe (Vaseem
e Banerjee, 2015).

Logo, estudos sobre a fitorremediacdo com P. stratiotes sdo necessarios
para melhorar o entendimento desta técnica e assim, fornecer mais informacdes
para projetos que visam a qualidade de vida do modelo biologico P. lineatus em
ambientes contaminados com Cu. Assim, o objetivo do trabalho foi analisar o
potencial de P. stratiotes (alface d’agua) para atenuar os efeitos do cobre em juvenis

do peixe dulcicola P. lineatus (curimba).

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Meio de Exposigédo, Animal e Planta Experimentais

O meio de exposicdo foi preparado com o uso de 15 pg L Cu, advindo do
Cloreto de Cobre adquirido comercialmente (marca do cobre). Esta concentracéo foi
baseada concentracdes detectadas em estudos prévios e proxima aos valores
presentes na resolucdo CONAMA 357/2005 (Brasil, 2005) para o Cu dissolvido em

rios de classe 3 (13 ug LY).
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Os exemplares de P. Stratiotes e P. lineatus foram adquiridos
comercialmente. Tanto as plantas quanto os peixes passaram por uma aclimatacéo
durante 7 dias, com renovacgdo da agua a cada 48 h, em ambientes separados. Os
animais foram aclimatados em tanques de 300 L, contendo &gua desclorada e
aeracdo constante, sendo alimentados com racdo Guabi® a cada 48 horas, com
temperatura e fotoperiodo controlado de 12h claro e 12h escuro. Antes da realizagéo
do experimento foram realizadas medidas e pesagem nas macréfitas a fim de
padronizd-las para o experimento (Tabela 4.1). Todos os procedimentos realizados
no presente trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Estadual de Londrina — CEUA sob n° 001/2021.

Tabela 4.1- Controle biométrico Pistia stratiotes (Média + DP).

Tempo n Peso (g) Diametro (cm) Numero de folhas Raiz (cm)
24 h 20 17,45 + 0,07 13,88 £ 0.39 8,3+1,13 5
96 h 20 29,3+4,1 14,01 £ 0.49 7,7 £0,042 5

4.2.2 Delineamento Experimental

Os experimentos foram realizados em aquarios de vidro de 10 L, com agua
livre de cloro e aeracdo constante. Foram realizados 2 experimentos com 40
aguarios cada. Cada tempo experimental, 24 e 96 horas, era composto por 4 grupos
com 10 aquarios cada; o primeiro era o grupo controle (CTR) contendo agua
desclorada e 1 exemplar de peixe por aquario; o segundo, 0 grupo controle com
planta (CTRPI), contendo agua desclorada, 1 exemplar de peixe e 1 exemplar de
planta por aquério; o terceiro, o grupo (Cu) contendo a concentragdo nominal de 15
ug L1 de Cu e 1 exemplar de peixe por aquario; por fim, o grupo cobre com planta
(CuPi) contendo a concentracdo nominal de 15 pg L de Cu, 1 exemplar de peixe e

1 exemplar de planta por aquério. Devido a mortalidade ocorrida nos grupos
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experimentais Cu e CuPi em 96 horas, foi realizado adicionalmente um terceiro
experimento contendo apenas estes grupos, nos mesmos moldes dos experimentos
anteriores.

Durante os experimentos foram monitorados dados de temperatura, oxigénio

dissolvido, pH e condutividade da 4gua (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 — Dados de temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade da agua monitorados
durante os experimentos (média + DP. n = 24h - 4; 96h - 8).

Tempo Temperatura pH Oxigénio (mg*L.OD) Condutividade (mS*cm)
24 h 22,28+ 0,07°C 7,91+0.16 6,17 £ 0.35 0,107 £ 0,003
96 h 22,88+ 0,05°C 7,85+0.24 6,58 £ 0.27 0,115 £ 0,006

4.2.3 Amostragem

Apbs o periodo de exposi¢cdo, os animais foram retirados dos aquarios e
imediatamente anestesiados com benzocaina (0,1 g L), foram medidos e pesados
para controle biométrico (Tabela 4.3). Os peixes foram mortos por seccao medular
para a coleta dos seguintes 6rgaos: figado, cérebro e musculo, os quais foram
congelados a -70°C até o momento das analises bioquimicas. Apds a exposicéo, as

plantas também foram coletadas e armazenadas em freezer -20°C.

Tabela 4.3 — Controle biométrico Prochilodus lineatus (média = DP).

Tempo n Peso (g) Comprimento padrédo (cm) Comprimento total (cm)
24 h 40 64,9 +2,81 14,55+ 0.24 18,21 + 0,25
96 h 42 67,65 + 4,57 14,71+ 0.24 18,46 + 0,22

4.2.4 Homogeneizagéo dos Tecidos

Para as andlises bioquimicas: SOD, CAT, GPx, GSH, GST, LPO, o figado foi
homogeneizado com tampéo fosfato de potassio (0,1M; pH 7,0). Para a analise da

atividade da enzima AChE, o cérebro e o musculo também foram homogeneizados
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em tampdo fosfato de potéssio (0,1M; pH 7,5).
Para a andlise da concentracdo de MT, o figado foi homogeneizado com um
tampao Tris-Sacarose (pH 8,6) contendo inibidores de proteases (PMSF e -

marcaptaetanol).

4.2.5 Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi estimada pela taxa de reducéo do citocromo c inibida
pelo anion superdéxido (Oz27), resultante da oxidacdo da xantina pela xantina oxidase,
em 550 nm e expressa em U de SOD mg de proteina, sendo que U representa a
quantidade de SOD que promove a inibicdo de 50% da taxa de reducdo do

citocromo c¢ (Mccord e Fridovich, 1969).

4.2.6 Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada através da velocidade da decomposicdo
de H20:2 pela enzima, onde foi avaliado o decréscimo de absorbancia em 240 nm

(Beutler, 1975) e essa atividade foi expressa em pmol de H202 mint mg de proteina-

1

4.2.7 Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi avaliada através da oxidagdo do NADPH em
presenca de H202, em espectrofotbmetro em 340 nm e expressa em pmol de

NADPH oxidado minuto por mg de proteina* (Hopkins e Tudhope, 1973).

4.2.8 Glutationa-S-Transferase (GST)

A atividade da GST foi estimada através da complexacdo do tripeptideo



30
glutationa reduzida (GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), em
espectrofotometro, a 340 nm, de acordo com Keen et al. (1976). A atividade foi

expressa em nmol CDNB conjugado min~' mg de proteina™.

4.2.9 Glutationa (GSH)

A concentracdo de glutationa (GSH) foi determinada pelo método descrito
por Beutler et al. (1963). A reacao da glutationa com o substrato 5,5 -ditiobis-2-acido
nitrobenzéico (DTNB) produz o tiolato (TNB), que foi quantificado em
espectrofotdbmetro, a 412 nm. O resultado foi expresso em pg de -SH mg de

proteinal.

4.2.10 Nivel de Lipoperoxidacdo Tecidual (LPO)

A concentracdo de LPO foi determinada pela quantificacdo do malondialdeido
(MDA), que é um dos produtos da peroxidacao lipidica, a partir do ensaio TBARS,
gque mede as substancias reativas ao 4&cido tiobarbitirico (TBA), em
espectrofotometro de fluorescéncia a ex/em: 535/590 nm (Camejo et al., 1998) A
peroxidacao lipidica foi expressa em equivalentes de MDA como nmol de MDA por

mg de proteina™.

4.2.11 Concentracao de proteinas semelhantes a Metalotioneinas (MT)

A concentracdo de MT foi determinada pelo método espectrofotométrico
descrito por Viarengo et al. (1997). Os grupos sulfidril (-=SH) foram quantificados em
espectrofotometro a 412 nm, usando reagente de Ellman. A GSH foi utilizada como

padrdo e o contelido de MT esta expresso em pg -SH por mg de proteina™.
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4.2.12 Atividade da Acetilcolinesterase (AChE) no Musculo e Cérebro

A atividade da AChE foi determinada no musculo e no cérebro, a partir da
reacdo do iodeto de acetilcolina (substrato da enzima) com o ditionitrobenzoato
(DTNB), em leitora de microplacas em 415 nm, (Ellman et al., 1961 adaptado por

Alves-Costa et al. 2007), e expressa em nmol. mint.mg de proteina.

4.2.13 Proteinas Totais no Figado, Musculo e Cérebro

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976),
que se baseia na reacdo das proteinas presentes na amostra com 0 corante
Coomassie Brilliant Blue G-250. A curva de calibracao foi feita com albumina de soro

bovino (BSA) e a absorbancia foi lida em leitora de microplacas a 595 nm.

4.2.14 Concentracao de Cu na agua

A agua foi coletada dos aquarios diariamente e, a fim de estabilizar a
concentragdo do metal foi acrescido a ela HNOs na proporcdo de 230 puL de &cido
para 15 mL de 4gua para obter uma concentracéo final de 1% de HNOs. Entéo foi
armazenada a -20°C para posterior analise.

A andlise de Cu total na agua foi realizada pelo método de curva de
calibragdo (10, 20, 30 e 50 pg/L) utilizando o comprimento de onda 450 nm em

espectrofotdmetro.

4.2.15 Anélise Estatistica

Os resultados foram analisados quanto a normalidade e homocedasticidade
de variancia. Quando os dados apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade

de variancias, testes paramétricos foram empregados (ANOVA para um fator e
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SNK). Caso contrario, os dados foram analisados através de testes nao
paramétricos (Kruskall-Wallis e teste de Dunn). Foi adotado um nivel de significancia
de 5%. Os resultados foram comparados entre 0s grupos para cada um dos
parametros (CTR x CTRPi x Cu x CuPi) para cada um dos tempos experimentais. Os
resultados obtidos com os dois experimentos de 96 horas foram considerados em

conjunto para a andlise estatistica.

4.3 Resultados

4.3.1 Mortalidade

Durante o experimento de 24 horas ndo houve mortalidade em nenhum dos
grupos experimentais. No entanto, no primeiro experimento de 96 horas, no grupo
Cu houve a mortalidade de 7 espécimes e no grupo CuPi de 4 espécimes, portanto,
de modo a atingir valores minimos para andlise estatistica foi realizado outro
experimento, neste, houve a mortalidade de 4 exemplares do grupo Cu e de 2 do
grupo CuPi. Totalizando, no experimento de 96 horas, mortalidade de 55% no grupo

Cu e de 30% do CuPi.

4.3.2 Parametros Bioquimicos

Os peixes expostos ao Cu decorridas 24 horas ndo sofreram alteragbes
significativas no contetdo de GSH no figado, porém uma tendéncia de reducao foi
observada no grupo Cu (p=0,083) (Fig 4.1A). No entanto, ap0s 96 horas, o grupo
exposto ao Cu teve sua concentracdo reduzida em comparagdo aos outros grupos.
N&o foram observadas diferencas significativas nas atividades das enzimas CAT,

SOD, GPx e GST e nem nos niveis de LPO (Fig 4.1B-F) no figado, além de
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nenhuma alteracdo nas MT no figado (Fig 4.1G) nos animais experimentais durante

24 ou 96 horas.
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Fig 4.1 Parametros bioquimicos hepaticos de P. lineatus expostos apenas a agua (CTR), a 4gua e a
P. stratiotes (CTRPI), cobre (Cu), e cobre e P. stratiotes (CuPi) durante 24 h e 96h. A: concentragédo
de glutationa reduzida (GSH); B: atividade da catalase (CAT); C: atividade da superoxido dismutase
(SOD); D: atividade da glutationa peroxidase (GPx); E: atividade da glutationa-S-transferase (GST); F:
nivel de peroxidacao lipidica (LPO); G: concentracdo de metalotioneinas (MT). As barras indicam a
média e as linhas verticais o erro padréo. Grupos do experimento de 24 horas (n = 10); Grupos CTR e CTRPi de
96 h (n = 10); Grupo Cu de 96 h (n = 9); e Grupo CuPi de 96 h (n = 14). As letras diferentes indicam diferencas
estatisticas entre os grupos.
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4.3.3 Atividade da Acetilcolinesterase no Cérebro e no Musculo

A atividade da enzima acetilcolinesterase ndo sofreu mudancas significativas
quanto comparados 0s grupos controle aos grupos com Cu, seja eles com
exemplares de plantas ou ndo, durante os dois tempos de exposi¢ao no cérebro (Fig

4.2A) e no musculo (Fig 4.2B).
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Fig 4.2 — Atividade da acetilcolinesterase em P. lineatus expostos apenas a agua (CTR), a dgua e a
P. stratiotes (CTRPi), cobre (Cu), e cobre e P. stratiotes (CuPi) durante 24 h e 96h. A: Atividade da
acetilcolinesterase no cérebro; B: Atividade da acetilcolinesterase no muasculo. As barras indicam a
média e as linhas verticais o erro padrdo. As barras indicam a média e as linhas verticais o erro
padrdo. Grupos do experimento de 24 horas (n = 10); Grupos CTR e CTRPi de 96 h (n = 10); Grupo Cu de 96 h
(n = 9); e Grupo CuPi de 96 h (n = 14). As letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre os
grupos.
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4.3.4 Concentracdo de Cu total na agua

No experimento de 24 horas, entre o grupo Cu, nos dois tempos, através do
desvio padrao consideramos os dois valores iguais. Entre o grupo CuPi, houve uma
reducdo de 26% na concentracdo de cobre no tempo de 24 horas em comparacao
ao tempo 0.

No entanto, no experimento de 96 horas, entre os grupos Cu, nos tempos de
24 e 48 horas, através do desvio padrao consideramos os dois valores iguais. No

entanto houve uma reducdo de 37% da concentracdo deste metal quando



36
comparamos o tempo final com o inicial. Entre o grupo CuPi, houve uma reducgéo de
35% na concentracdo de cobre no tempo de 48 horas em relacdo ao tempo 0. J&

nos tempos 48 e 96 a concentracdo se manteve semelhante estatisticamente.

Tabela 4.4 — Analise da concentracdo de Cu na agua dos aquarios Grupos controle (CTR), controle
com planta (CTRP)i; cobre (Cu) e cobre com planta (CuPi) (média + DP. n = 2 por tempo
experimental)

Experimento 24 horas

Grupo Média
CTR 2,55+ 0,94
Tempo 0 h CTRPI 0,82 +0,48
Cu 9,49+ 1,16
CuPi 7,93 £ 0,62
CTR 3,55+1,78
Tempo 24 h CTRPI 2,83+1,44
Cu 10,41 + 1,65
CuPi 5,86 + 0,79
Experimentos 96 horas
Grupo Média
CTR 1,24 + 0,19
CTRPI 1,3+0,42
Tempo 0 h Cu 9,97 + 1,04
CuPi 8,45+ 0,52
CTR 2,25+ 0,29
5 CTRPI 3,06 +1,78
Tempo 48 h (antes da renovagdao) cu 10,06 + 1,94
CuPi 5,95+ 0,95
CTR 1,03+ 0,67
CTRPI 2,23 +0,35
Tempo 96 h cu 6,21+ 0,76
CuPi 5,42 + 0,64

4.4 Discussao

No grupo exposto somente ao cobre houve uma mortalidade de 55% dos
animais, no entanto, o resultado encontrado nos animais expostos ao Cu e a planta
em conjunto foi de apenas 30% de Obitos. A CL50 desta espécie (pH 8; a 22 °C) é

de 16 ug L de Cu dissolvido na dgua ap6és 96 horas (Carvalho e Fernandes, 2006),
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sendo assim, era esperado que ocorresse mortalidade uma vez que o valor utilizado
neste trabalho (15 pg.L™?) ficou muito préximo. Este resultado mostra que a hip6tese
inicial do projeto, de que a planta P. stratiotes tem potencial para atenuar os efeitos
do cobre sobre exemplares juvenis de curimba, foi confirmada.

Tal fato é corroborado por Victor et al.,, 2016, que expds exemplares de
Sarotherodon melanotheron ao Cd, Zn, Cu e Cr a valores iguais as respectivas
CL50, e, simultaneamente as exposicOes foram colocados exemplares de P.
stratiotes e E. crassipes, objetivando a fitorremediacdo. Como resultado, os peixes
expostos aos metais e as plantas se mantiveram vivos por mais tempo do que o

estipulado na respectiva CL50, comprovando, entéo, a eficacia da fitorremediacao.

No experimento de 24 horas, entre o grupo CuPi, houve uma reducdo de
26% na concentracdo de cobre no tempo de 24 horas em comparacao ao tempo O.
E, no experimento de 96 horas, entre o grupo CuPi, houve uma reducdo de 35% na
concentracdo de cobre no tempo de 48 horas em relacdo ao tempo 0. Porém,
apesar da renovacao do meio de exposicéo os resultados do tempo de 96 horas se
mostraram diferentes do esperado, ndo houveram mudancas significativas no grupo
CuPi, e houve uma grande reducdo no grupo Cu (37%), o que pode ter ocorrido
devido a algum erro analitico.

A P. stratiotes € conhecida pelo seu potencial hiperacumulador de metais, por
isso, os resultados encontrados para a concentracdo de Cu na agua, reiteram a tese
de que a fitorremediacédo foi eficiente neste experimento. A tolerancia da macrofita
ao estresse gerado pela contaminacao inclui varios ajustes de forma a reestabelecer
0 seu balango metabdlico (Li et al., 2022).

O método pelo qual a P. stratiotes geralmente realiza a fitorremediacdo é

atracao da fitoestabilizacdo, onde os contaminantes sao imobilizados pela adsorcao
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ou acumulo nas raizes ou ainda precipitacdo no interior da zona da raiz e pela
rizofiltracdo, na qual, as raizes adsorvem ou absorvem o0s contaminantes por
precipitacdo ou sequestro (Jeevanantham et al., 2019).

No presente estudo, durante os experimentos foi observada a perda de raizes
pelos exemplares de planta expostos Cu, 0 que segundo Farsene et al.,, 2014, e
pode ser explicado devido a formacdo de um meristema de abscisdo no ponto de
insercdo da raiz no caule, responsavel por promover a queda das raizes, outros
trabalhos também obtiveram o mesmo resultado: Vesely et al, 2012 com Fe, Li et al.,
com Cd e Olkhovych et al. 2016, com Cu.

Um acumulo dos metais nas raizes e uma baixa translocacdo destes para a
parte aérea foi observado na exposicdo de exemplares de P. stratiotes expostos ao
Cd, Zn e As, respectivamente, por Das et al., 2014, Singh and Pandey, 2011 e De
campos et al., 2019. Reafirmando que o método de fitorremediagdo utilizado por
estas plantas € a rizofiltracao e a fitoestabilizacao.

O Cu é um metal que, devido a sua natureza quimica de metal de transicao
de valéncia, pode aumentar a geracdo de ERO através das reacfes de Fenton e
Haber—Weiss, quando em concentracdes elevadas. Além disso, o Cu pode interferir
diretamente em processos ou componentes do sistema antioxidante (Atli et al., 2006;
Diaz-de-Alba et al., 2017).

Em razéo disso, diversas alteracbes podem ser observadas nos peixes devido
a exposicao ao Cu, sendo elas dependentes da concentracdo do metal, da espécie
exposta, da rota e do tempo de exposi¢cdo. Um dos 6rgdos que desempenha mais
funcbes na detoxificacdo de xenobidticos € o figado, por isso, foi o Orgédo
selecionado para as analises bioquimicas.

Um antioxidante ndo enzimético de grande importancia € a GSH, tiol ndo
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proteico mais abundante nas células, e que pode atuar em diferentes processos
metabdlicos: como protetor das células contra os compostos téxicos; em reacdes
redox, no transporte de aminoacidos e na eliminagdo de diversos contaminantes
(MijoSek et al., 2019).

Nesse trabalho, os animais expostos ao Cu apos 24 horas apresentaram uma
tendéncia a reducdo (p=0,083), e, apds 96 horas foi constatada estatisticamente
esta reducdo da concentragdo de GSH, diferentemente dos outros grupos (CTR,
CTRPi e CuPi), que apresentaram valores similares entre si. Isto pode ser resultado
do consumo de GSH para proteger a célula contra a acdo do Cu, e da interferéncia
deste metal na sintese de GSH nao havendo reposi¢cao desta molécula, mantendo
seus niveis baixos e prejudicando seu sistema antioxidante (Javed et al., 2020). A
concentracdo deste antioxidante também esteve reduzida em P. lineatus expostos
ao Cu na concentracédo de 10 ug L™" por 96 horas (Roda et al., 2020). Além disso,
como nao houve alteracdo no grupo exposto ao contaminante e a planta, pode-se
inferir que a fitorremediacdo foi eficiente, ndo permitindo que a acdo do Cu
modificasse a concentracdo de GSH nestes animais.

A SOD é uma das primeiras defesas antioxidantes, e € a enzima que tem
papel de eliminar os radicais livres através da conversdo destes em perdxido de
hidrogénio, que, posteriormente, é convertido em hidrogénio e agua pela enzima
CAT (2H202 = 2H20 + 02), ou em glutationa e agua pela GPx (H202 + GSH +—
2H20 + GSSG). No presente trabalho n&o foram observadas diferencgas significativas
no figado na enzima SOD, CAT e GPx quando comparados 0s grupos de exposicao.

Entretanto, em um estudo realizado com a mesma espécie com as
concentracdes de 9 e 20 ug L de Cu no tempo de 96 horas foi constatado um

aumento na atividade da SOD (Simonato et al., 2016), também com o mesmo
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modelo e metal houve uma reducdo da atividade da CAT no figado e um aumento
nas branquias dos peixes expostos por 96 horas a 24,5 ug L™' (pH 4,5) e 4,0 ug L™
(pH 8,0) (Dos Santos Carvalho et al., 2015). No estudo de Goswami e Das (2018),
onde C. batrachus foram expostos ao Cu durante 21 dias (5 e 10 mg L™) e a
fitorremediacdo com a espécie E. crassipes, houve um aumento da atividade da
enzima GPx que retornou a praticamente niveis de controle através da
fitorremediacéo.

Através do desbalanco da producdo de ERO, e da inefichcia do sistema
antioxidante em defender efetivamente o organismo, podem ocorrer danos celulares,
como por exemplo peroxidacao lipidica, que € o processo pelo qual os &cidos graxos
sdo oxidados interferindo na membrana celular fosfolipidica. Complementarmente
existe a GST que, para contaminantes metalicos, pode agir sobre um dos produtos
da LPO, tendo assim, acéo antioxidante.

N&o foram constatadas diferencas significativas tanto no conteudo de LPO
quanto na atividade da enzima GST no figado de P. lineatus expostos ao Cu.
Resultados diferentes deste ja foram observados: aumento de LPO em P. lineatus
expostos a diferentes concentracées de Cu no tempo de 96 horas (5, 9 e 20 ug L™")
(Simonato et al., 2016; Tesser et al., 2019), ou reducdo da LPO na concentracdo de
10 pug L™* (Roda et al. 2020), também, o aumento de 60% da atividade da GST (24,5
pug L™ (pH 4,5) e 4,0 ug L™" (pH 8,0) (Dos Santos Carvalho et al., 2015).

As MT sao proteinas de baixo peso molecular especializadas em se ligarem e
regularem os metais nos organismos, sendo importantes na homeostase dos metais
essenciais e na detoxificagdo dos metais ndao essenciais (Weber et al., 2020).
Estudos realizados com as espécies P. lineatus (Lunardelli et al., 2018) e P.

argentus (Paschoalini et al., 2019) coletados em sitios contaminados com metais
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apresentaram altas concentracdes de MT no figado em comparagdo a locais
controle, ou seja, com pouca contaminacdo de metais. Todavia, na andlise da
concentracdo das MT no figado dos animais do presente estudo ndo exibiu
diferencas significativas entre 0s grupos experimentais, pois, possivelmente, o pool
basal destas proteinas foi suficiente para neutralizar os efeitos do cobre no
organismo.

A AChE é uma enzima do grupo das serina esterases, agindo na hidrélise da
acetilcolina (neurotransmissor) nas sinapses colinérgicas, assegurando que o0
impulso e a transmissdo sinaptica funcionem corretamente. Os metais podem se
ligar a esta enzima pela interacdo de sitios anibnicos e grupos tidis, o que afeta a
hidratacdo do sitio ativo (Araudjo et al., 2016; 2018). A inibicdo dessa enzima resulta
em hiperexitacdo poés-sinaptica, promovendo alteragbes fisiolégicas e
comportamentais (Tilton et al., 2011), o que foi observado em exemplares de P.
lineatus expostos ao Cu, no muasculo e no cérebro, respectivamente, (Simonato et
al., 2016; Roda et al., 2020), ap6s 96 horas de exposicdo ao Cu. No entanto, neste
trabalho, ndo foram encontradas alterac6es na atividade da AChE, tanto no cérebro
guanto no musculo apos 24 e 96 horas e exposi¢cao, o que pode ter ocorrido devido
a maior resisténcia dos animais ao Cu pelo seu tamanho, ja que a concentracao &
similar a outros estudos.

Em estudos com biomarcadores da via antioxidante € comum haver
divergéncias, tanto pela concentracdo e mistura de compostos como pela
diversidade de espécies, por isso ha a necessidade da pesquisa, ja que tais estudos

fornecem subsidios para a grande diversidade bioldgica existente.
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45 Conclusao

Conclui-se que o cobre, provocou danos letais e reducdo da GSH aos
animais, e que a fitorremediagdo se mostrou promissora, jA que, as alteracdes
observadas foram mitigadas na presenca de exemplares da planta. Além disso, a
macrofita P. stratiotes, se mostrou uma hiperacumuladora de Cu em suas raizes.
Logo, existem boas perspectivas de que a fitorremediacdo seja um método eficaz e

menos custoso para o tratamento de aguas contaminadas com cobre.
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5 CONCLUSAO GERAL

Portanto, sdo necessarios mais estudos sobre a fitorremediacdo e sua
capacidade em remover e reverter os efeitos dos metais nos peixes dulcicolas, ja
gue, neste estudo, o cobre provocou danos letais e reducdo da GSH a Prochilodus
lineatus, os quais foram mitigadas na presenca da planta. Além disso, para
acrescentar dados para uma melhor conservacao de ecossistemas contaminados
com cobre, a macrdfita P. stratiotes € uma Otima opc¢ao, ja que se mostrou como
uma hiperacumuladora de Cu em suas raizes. Porém, experimentos em campo e em
larga escala seriam necessarios para confirmar a viabilidade do uso de P. stratiotes
na melhoria da qualidade de vida de Prochilodus lineatus e de ambientes

contaminados com Cu.
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Abstract
Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not

contain any undefined abbreviations or unspecified references.

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Text Formatting

o Manuscripts should be submitted in Word.

o Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

J Use italics for emphasis.

o Use the automatic page numbering function to number the pages.

o Do not use field functions.

J Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

o Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

o Use the equation editor or MathType for equations.

o Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format

(older Word versions).
o Manuscripts with mathematical content can also be submitted in

LaTeX. We recommend using Springer Nature’s LaTeX template.

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently
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thereafter.

Scientific style

o Please always use internationally accepted signs and symbols for
units (SI units).

o Nomenclature: Insofar as possible, authors should use systematic
names similar to those used by Chemical Abstract Service or IUPAC.

o Genus and species names should be in italics.

o Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade names
are used, the generic name should be given at first mention.

o Please use the standard mathematical notation for formulae,
symbols, etc.:ltalic for single letters that denote mathematical constants,
variables, and unknown quantities Roman/upright for numerals, operators, and
punctuation, and commonly defined functions or abbreviations, e.g., cos, det,
e or exp, lim, log, max, min, sin, tan, d (for derivative) Bold for vectors,

tensors, and matrices.

Citation

Cite references in the text by name and year in parentheses.

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and
that have been published or accepted for publication. Personal communications and
unpublished works should only be mentioned in the text.

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first
author of each work. Please alphabetize according to the following rules: 1) For one
author, by name of author, then chronologically; 2) For two authors, by name of
author, then name of coauthor, then chronologically; 3) For more than two authors,
by name of first author, then chronologically.

If available, please always include DOIs as full DOI links in your reference list
(e.g. “https://doi.org/abc”).
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Tables

All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the
components of the table.

Identify any previously published material by giving the original
source in the form of a reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case
letters (or asterisks for significance values and other statistical data) and

included beneath the table body.

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork,
usually about 2—-3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do
not use 8-pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical
order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more
figures, continue the consecutive numbering of the main text. Do not number
the appendix figures, "Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices

[Supplementary Information (SI)] should, however, be numbered separately.

Figure Captions
Each figure should have a concise caption describing accurately

what the figure depicts. Include the captions in the text file of the manuscript,
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not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the
figure number, also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any
punctuation to be placed at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use
boxes, circles, etc., as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in

the form of a reference citation at the end of the figure caption.
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