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RESUMO

O estudo de parasitos mogeneas vem se intensificado devido a diversidade apresentada por
esse grupo. S@o encontrados tanto em dguas marinhas como na dgua doce. O trabalho teve por
objetivo analisar a sensibilidade de parasitos monogeneticos do tambaqui (Colossoma
macropomum) ao cobre. Foram realizados trés testes em laboratério: no primeiro, submeteu-se
20 peixes (alevinos de tambaqui — 1 por aqudrio em 3L de dgua), com quatro replicas a nove
concentracdes do cloreto de cobre ( 0,45 a 1,65g CuCl2/l) e um controle em 24 horas. Este
experimento mostrou correlagdo negativa entre as concentragdes e numero de monogeneas
mortas (r-0,76), ndo estabeleceu-se relacdo a (CL50) registrada para o tambaqui, e obteve-se
correlagdo positiva entre as horas de exposicdo e numero de monogeneas mortas (r-
0,61).0Outro experimento in vitro foi utilizado apenas os arcos branquiais contendo os parasitos
submetidos diretamente ao cobre nas concentragdes do primeiro experimento (0,45 a
1,65mg/ml) e, com a ajuda do estereomicroscopio foi verificada a cada 30 minutos o numero
de monogeneas vivas. Neste experimento, apés 2:30h o controle estava com 100% de
monogeneas vivas, enquanto que, nas demais concentracdes todas ja estavam mortas. Em
relacdo aos experimentos um e dois que continham o hospedeiro, as monogeneas mostraram-
se menos sensiveis ao cobre, sugerindo que a fisiologia do hospedeiro esteja intervindo na
absorcdo do cobre pelas monogeneas, enquanto que no experimento in vitro a sensibilidade ao
cobre foi evidenciada.

PALAVRA-CHAVE: monogenea — sensibilidade — cloreto de cobre

ABSTRACT

The study of parasites mogenean has been intensified because of the diversity displayed by
this group. Both are found in marine waters and in freshwater. The study aimed at assessing
the sensitivity of the parasites monogenean tambaqui (Colossoma macropomum) to copper.
Three tests were conducted in the laboratory: the first, to be submitted 20 fish (fingerlings of
tambaqui - 1 per tank of water in 3L), with four to nine réplicas concentrations of copper
chloride (0.45 to 1.65 g CuCl2 /1) And a control within 24 hours. This experiment showed
negative correlation between concentrations and number of dead monogenea (r-0, 76), there
was no relation to (LC50) registered for the tambaqui, and was returned positive correlation
between the hours of exposure and number of monogenea dead (r-0, 61). Another experiment
in vitro was used only the branchial arches containing the parasites submitted directly to the
concentrations of copper in the first experiment (0.45 to 1.65 mg / ml) and with the help of the
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stereo was checked every 30 minutes the number of monogenea alive. In this experiment, after
2:30 pm with the control was 100% of monogenea alive, whereas in all other concentrations
were already dead. In the case of one and two experiments that contained the host, the
monogenea seemed to be less sensitive to copper, suggesting that the physiology of the host is
involved in the absorption of copper by monogenea, whereas in the experiment in vitro
susceptibility to copper was evident.
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1. INTRODUCAO

Desde o estabelecimento das primeiras sociedades humanas, tém-se visto a
interferéncia humana no meio aqudtico, seja pelo desmatamento de éreas, seja pela produgdo
de residuos (ABESSA, 2006). De forma paulatina, essas interferéncias ndo apresentam
inicialmente problemas para o ambiente, no entanto, com o aumento da urbanizac¢do
concentrada nas grandes capitais, verifica-se a colaboracdo para um impacto ambiental
crescente, a qual afeta rios, igarapés, a fauna e flora e o proprio ser humano (MELO et al,
2005).

Esse fendmeno tornou-se muito mais evidente durante e ap6s a Revolucdo Industrial,
quando complexos sistemas de producdo foram desenvolvidos, propiciando grande aumento
na quantidade de residuos descartados no ambiente. Soma-se a isso a explosdo populacional
ocorrida no século XX, que potencializou e espalhou muito mais os langcamentos de residuos
de origem antrdpica, de maneira que hoje existe um cendrio bastante problemético no que
concernem as questdes ambientais e suas complicagdes socioecondomicas (ANGELA, 2006).

A necessidade de conhecer os efeitos das substancias introduzidas pelo homem na
natureza e como elas interferem nos ecossistemas e em seus complexos e delicados processos
levou a desenvolver varios estudos, entre eles a ecotoxicologia (VAL et al, 2006). Esta ciéncia
procura estudar e compreender os efeitos de substincias biologicamente ativas sobre os
organismos por meio da medida de respostas observdveis ou mensuraveis (efeitos) apds a
exposi¢do ou contato desse organismo com a(s) substancia(s) em questdo (ZAKRZWESKI,
1991; LOMBARDI, 2004).

Nos ultimos anos, o nivel de compostos xenobidticos — compostos quimicos estranhos
a um organismo ou sistema biolégico, substincias com concentragdes elevadas ou compostos
naturais - no ecossistema aqudtico, resultante da atividade antropogénica sobre o meio
ambiente. O emprego de bioindicadores € importante ndo s6 para medir a saide do
ecossistema aqudtico, mas também para determinar o impacto potencial, ambiental e
econOmico, das atividades humanas (ESPINO et al, 2000). Tal fato vem contribuindo para a

crescente reducdo da qualidade dos componentes ambientais, bem como para o



comprometimento da satde dos seres vivos que habitam esses ecossistemas (CAJARAVILLE
et al., 2000).

A biota aquatica estd constantemente exposta a uma infinidade de substincias toxicas
lancadas no meio ambiente oriunda de diversas fontes de emissdo. A enorme descarga de lixos
toxicos provenientes de efluentes industriais, os processos de drenagem agricola, os derrames
acidentais de lixos quimicos e os esgotos domésticos lancados em rios e mares contribuem
para a contaminagdo dos ecossistemas aquaticos com uma ampla gama de agentes toxicos
como metais pesados, pesticidas, compostos organicos, hidrocarbonetos policiclicos
arométicos (HPAs), etc (CLETO FILHO E WALKER, 2001; LIBANIO, 2005). Essas
substancias sdo capazes de interagir com o organismo vivo causando multiplas alteragdes que
podem gerar graves conseqiiéncias em populacdes, comunidades ou ecossistemas, dependendo

do grau de contaminacdo e do tempo de exposicao (fig.1).
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Figura 1 - Representacdo esquemadtica da ordem seqiiencial de respostas a poluentes
dentro de um sistema biolégico (Rashed, 2001).

Os diferentes padrdes de alteracdes, inerentes a cada composto e a cada organismo,
possibilitam que o efeito de uma variedade de substancias possa ser distintamente avaliado em
diversos organismos através de uma resposta integrada dos mesmos a diferentes poluentes

presentes no ambiente, ja que estes efeitos sdo precedidos por mudancas sub-letais em
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moléculas e células (SCOTT e SLOMAN, 2004; ADAMS, 2005). Os parasitas sao utilizados
como bioindicadores particularmente em monitoramento de poluicdo antropogénica (SURES,
2004).

Sabendo-se que ocorrem grandes descargas organicas e inorganicas do cobre, oriundas
de varios setores industriais, domésticos e, em pequena escala, da agricultura de subsisténcia
praticada pela regido, onde o metal esté inserido e de forma direta ou indireta € despejado no
ambiente aqudtica aumentando os riscos de contaminacdo das espécies presentes no ambiente,
desde os peixes e, conseqiientemente, seus parasitos, esta proposta objetivou estudar a
sensibilidade dos parasitas monogenéticos de Colossoma macropomum, Cuvier, 1818 ao
cobre, bem como, avaliar a relagdo entre a toxicidade do cobre e a composi¢cdo da dgua. O
estudo de monogeneas e a sensibilidade ao cobre tanto no hospedeiro como na andlise in vitro,
pode levar a compreender os efeitos toxicos de elementos encontrados naturalmente ou

introduzidos antropicamente no sistema aquatico.

1.1 METAIS

A poluicio de dguas por metais € um problema atual e que tem demandado
significativo esfor¢o das sociedades e dos cientistas no sentindo de mapear seus efeitos (VAL
et al , 2004). Na Amazonia, residuos de origem doméstica e os de origem industrial sdo as
duas fontes principais identificadas desse tipo de contaminagio, e esse tipo de problema vem
se agravando com o aumento da populacido urbana e do numero de industrias (WALKER,
1990; WAICHMAN e BORGES, 2003). Um dos metais que vem recendo significativa
atencdo € o cobre, um elemento potencialmnte téxico para o ambiente.

A toxicidade das substancias quimicas € afetada por fatores como solubilidade, grau
de ionizagdo, via de introducdo, sitios de armazenamento, biotransformacgdo e eliminagdo
(LARINIL1987). No solo e no sedimento de fundo dos espelhos d’agua, o transporte, a
transformacdo e os efeitos dos transportes biolégicos das moléculas organicas dependem
muito de sua retencdo pela fase organo-mineral. A biodisponibilidade no meio, como os
sedimentos em suspensdo e de fundo, pois influenciam diretamente a persisténcia dos

compostos e seus possiveis residuos (MELO e AZEVEDO, 1997). O sedimento, material
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particula do natural, pode ser transportado e depositado normalmente no fundo de
ecossistemas aqudticos, incluindo particulas de material orginico e d4gua na fase intersticial de
particulas (NEWMAN et al. 2000). Algumas propriedades fisico-quimicas da dgua podem
afetar a taxa de adsor¢do das substancias nos sedimentos, como temperatura, pH, concentragao
de material em suspensdo, dureza, alcalinidade, fluxo, profundidade e tamanho das particulas

presentes (VAL, et al, 2006).

Cobre

O consumo do cobre aumentou significativamente no mundo. O Brasil consome perto
de 2.5% do cobre total consumido no mundo, isto é, algo ao redor 850 KT (kilotoneladas) do
cobre por o ano. Entretanto, somente nove companhias produzem 80% dos fios e dos cabos
vendidos dentro do Brasil e somente cinco controles 90% da producdo dos tubos e das barras
do cobre. Dez por cento de todos os produtos de cobre s@o feitos no Amazonas. A dgua do rio
negro contém 4cidos humicos e fulvicos que influenciam na toxicidade do metal (VAL, 2006).
A maioria das atividades destas industrias estiveram sob ou nenhum regulamento do controle
ambiental durante décadas, o que tem resultado ja em diversos focos de distirbios ambientais.
Isto conjuntamente com taxas educacionais baixas e a auséncia das facilidades para recuperar
ao menos a parte mais atingidas pelos metais, 0os quais apresentam um aumento de niveis do
fundo no ambiente que cerca as cidades principais do Amazonas. Para o exemplo, a
concentracdo do cobre na dgua do cérrego "Igarapé do 40", um dos cérregos principais da
bacia da cidade de Manaus, é 1,000mg/L excedente (SAMPAIO, 2000). Uma redugdo
significativa da diversidade da espécie e da complexidade da cadeia fotorreceptor do alimento
foi observada nesta drea, ou seja, as espécies existentes neste local. As informacdes que se t€ém
sobre os niveis do fundo e nos efeitos bioldgicos do cobre em organismos aquaticos do
Amazonas pede um estudo mais detalhado dessa drea para uma a¢do mais emergente com o
ambiente (SIEVES, et al, 1995).

VAL (2006) destaca que ha trés fontes principais do cobre nas dguas do Amazonas.
Primeira estd relacionada as carcagas de restos de animais em decomposi¢do de onde as dguas

fluem. A segunda fonte € relacionada as atividades mineradoras e a terceira fonte ¢é
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relacionada  principalmente as atividades antropogenicas modernas, estimuladas
principalmente por incentives do governo para ter indistrias nas dreas de Amazonas sem
regulamentos ambientais apropriados.

A ocorréncia de fons metélicos no meio ambiente pode ser resultante ndo apenas da
acdo humana, podendo ser considerada um fendémeno natural, onde vérios destes fons sdo
vitais aos ciclos bioldgicos.

O cobre é um micronutriente essencial que participa de uma série de funcdes
fisiologicas nos organismos, integrando a estrutura de algumas proteinas e enzimas que
participam na defesa contra a a¢do de radicais livres e na respiracio celular, além de atuar
como co-fator enzimético.Como muitos metais ndo essenciais, que podem ser perigosos para
0s ecossistemas mesmo presentes em pequenas concentracdes, alguns metais essenciais
também podem ser toxicos, desde que presentes em elevadas concentracdes. A toxicidade do
cobre pode ser atribuida a disfungdes resultantes de interagdes inapropriadas entre o metal e
estruturas celulares. Desta forma, apesar do cobre ser tratado como um vital, este pode
representar um perigo para a natureza, quando presente em concentracdes elevadas, devendo
entdo seu lancamento para o ambiente estar sob controle.

Uma vez que o cobre € liberado no ambiente, um complexo conjunto de reacdes
quimicas ocorre em funcdo de diversos parametros quimicos da dgua, os quais, por sua vez,
podem variar em funcdo da hidrodindmica local. NIENCHESKI e BAUMGARTEN (2002)
relataram que as concentragdes de metais associados ao material em suspensdo dependem das
variacdes de pH, salinidade e das caracteristicas do material em suspensdo. Sendo assim,
diversos fatores quimicos da dgua, tais como matéria organica dissolvida, pH, dureza e
composicdo i0nica, podem modificar a toxicidade do cobre, devendo, portanto,
necessariamente ser levados em consideracdo na avaliagdo dos limites permissiveis de
lancamento de metais no ambiente. Estudos recentes demonstram que a alcalinidade tem um
papel principal na reducao da toxidade do sulfato de cobre, enquanto a dureza do cdlcio possui
um papel secundario (WURTS e DURBOROW, 1992; PERSCHBACHER, 2005).

No que se refere a dureza da dgua, a qual é determinada pela concentragdo de calcio e
magnésio, esta é considerada outro agente protetor contra a toxicidade do cobre, pois estes

cations competem com o metal livre pelos sitios de ligacdo nos organismos, tornando assim
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necessdria uma maior concentracdo de cobre livre para causar um efeito danoso ao animal
(LOMBARDI, 2004). Por fim, sabe-se que as concentracdes dos fons (citions e anions)
presentes nos ambientes estuarino € marinho sdo bem maiores que em agua doce, € que estes
podem também atuar como agentes competidores ou complexantes do cobre, modificando
assim a sua toxicidade. Portanto, espera-se que a toxicidade do cobre seja maior em dgua doce
do que em dgua salgada, fazendo com que a salinidade seja um importante agente protetor
contra a toxicidade do cobre.

Outro importante aspecto a ser considerado € o efeito das diferentes vias de
contaminacdo sobre a toxicidade dos metais (LAMA e GRAY, 2003). Visto que os
organismos sao expostos aos contaminantes tanto por via direta (metal dissolvido na dgua)
quanto por via indireta (transferéncia nutritiva), testes toxicolégicos considerando os efeitos
subletais dos contaminantes obtidos via dieta sdo ecologicamente importantes. Deve ser
considerado que a presenca de alimento no meio experimental pode influenciar amplamente a
toxicidade aguda e cronica do cobre por uma modificagc@o tanto na quimica da 4gua, conforme
discutido anteriormente, quanto nas rotas de acumulacdo do metal. Um bom exemplo disso
sdo os estudos recentes com organismos herbivoros do zooplancton marinho sendo
troficamente expostos a baixas concentracdes de metais (LAMA e GRAY, 2003).

A presenca de altas concentracdoes de matéria organica dissolvida reduz os efeitos
estressares do cobre nas espécies que forem expostas a contaminag¢do. Dessa forma o cobre
pode apresentar-se como um elemento essencial, como um agente estressor comum € como
um agente extremamente toxico, sendo letal aos peixes em altas concentragdes. Em resumo, o
cobre é um elemento essencial requerido por todos os organismos vivos em diversas fungdes

fisiologicas e reacOes bioquimicas (LINDER E HAZEGH-AZAM, 1996).

1.2 ORGANISMOS TESTES

A escolha de organismos-testes para realizar andlises de toxicidade aquética em
condicdes de laboratério segue os critérios utilizados pela USEPA (1985). Esses incluem as
seguintes exigéncias: organismos representativos de grupo taxondmico ecoldgico,

disponibilidade desses para execucdo de testes, existéncia de informagdes adequadas sobre a
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espécie, e uso (sempre que possivel) de espécies nativas que sofrem o impacto (RAND e
PETROCELLI, 1985). No Brasil, poucas espécies de organismos nativos sdo utilizadas em
testes de toxicidade aguda ou cronica (FONSECA, 1991).

Os cladoceros estdo entre os organismos mais utilizados para bioensaios, sendo o
grupo recomendado para representar os invertebrados aquaticos (IBAMA, 1987). As Daphnia
spp sdo abundantes no meio aqudtico e exercem funcdes importantes na cadeia alimentar.
Ocupam diferentes niveis tréficos e, quando cultivadas em laboratério, apresentam
sensibilidade definida as substancias de referéncia (ALMEIDA, 1997).

A Daphnia magna, muito comum no meio aqudtico, € utilizada na criacdo de alevinos
de peixes (PAUW, LAUREYS e MORALES, 1981). Trata-se da espécie mais usada no
mundo para teste de toxicidade devido sua sensibilidade aos agentes téxicos, por apresentar
ciclo curto e se reproduzir por partenogéneses, sendo de facil manejo no laboratério (IBAMA,
1987; CETESB, 1991, USEPA, 1985).

Assim, a determinacdo de parametros bioldgicos selecionados, que sd@o conhecidos por
variar em resposta aos efeitos toxicos de poluentes, vem sendo constantemente recomendada
para avaliar o estado de saide ambiental de ecossistemas aqudticos. Estes parametros
bioldgicos sdo conhecidos como indicadores biolégicos ou bioindicadores (VIARENGO et al.,

2000).

1.3 BIOINDICADORES

Segundo definicdo de WASCHINGTON (1984):

bioindicadores sdo espécies escolhidas por sua sensibilidade ou tolerincia a varios
parametros, como poluicdo orginica, derramamento de dleo, alteragdes de pH da dgua,
langamento de pesticidas, entre outros.

Esses bioindicadores s@o definidos como qualquer resposta a um contaminantes
ambiental ao nivel individual, medidos no organismo ou matriz bioldgica, indicando um
desvio do status normal que ndo pode ser detectado no organismo intacto (ADAMS, 2005). Ou
seja, s@o medidas de fluidos corporais, células, tecidos ou medidas realizadas sobre o

organismo completo, que indicam, em termos bioquimicos, celulares, fisioldgicos,
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compartimentais ou energéticos, a presenga de substancias contaminantes ou a magnitude da
resposta do organismo alvo (ESPINO, et al, 2000).

Existem bioindicadores moleculares, celulares e ao nivel do animal (ADAMS, 2001).
As duas caracteristicas mais importantes dos bioindicadores sdo: a) permitem identificar as
interacOes que ocorrem entre 0s contaminantes € os organismos Vvivos; b) possibilitam a
mensuracdo de efeitos sub-letais. Esta ultima caracteristica permite pdr em préticas agdes
remediadoras ou, melhor ainda, agdes preventivas. Dai a importincia e o interesse atual de
incorporacdo da andlise de bioindicadores em programas de avaliacdo da contaminagdo
ambiental.

Vérios parametros bioquimicos tém sido testados em peixes com relacdo a suas
respostas a substancias toxicas. Entre os indicadores mais investigados nesses animais, estao
as enzimas, presentes no tecido hepatico, envolvidas na desintoxicagdo de xenobidticos e seus
metabdlitos (LECH & VODICNIK, 1985). Outros parametros podem ser ainda destacados,
pois permitem a obten¢do de uma resposta global desses animais aos efeitos da contaminacao.
Fatores de resisténcia ao stress ambiental e a uma variedade de condicdes desfavoraveis como
baixas temperaturas, condi¢des oxidativas, anoxia e condi¢des desfavordveis de salinidade,
bem como resisténcia a altos niveis de poluentes como metais pesados, podem ser verificados
em diversas espécies de peixes (STEGEMAN et al., 1992; PEAKALL & WALKER, 1994).
Pode-se usar ainda a estrutura da comunidade de parasitas como indicadores biolégicos para
caracterizar ou distinguir populacdes de espécies de peixes (MARCOGLISE e CONE, 1997;
DIAZ ¢ GEORGE-NASCIMENTO, 2002; POULIN, 1992). A dependéncia estrita do parasita
com seu hospedeiro, proporciona um modelo ideal para os estudo dos parasitas como
bioindicadores do estresse ambiental e da biodiversidade (MARCOGLISE e CONE, 1997).

Assim, de acordo com o nivel de organizagdo bioldgica a que se referem, os diferentes
parametros utilizados como indicadores biolégicos para sinalizar as mudangas associadas a
presenca de contaminantes podem ser agrupados como biomarcadores, bioindicadores ou
indicadores ecoldgicos. De acordo com VAN GESTEL e VAN BRUMMELEN (1996), as

defini¢des mais apropriadas para esses termos seriam:
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v' Biomarcador: qualquer alteragdo bioldgica relacionada a presenca de um

v

v

composto quimico no ambiente no nivel sub-individual, medida dentro do
organismo ou seus produtos (urina, fezes, p€los e penas), que indica um desvio
do estado normal e que ndo pode ser detectada no organismo intacto.
Bioindicador: um organismo que fornece informacgdes sobre as condigdes
ambientais de seu habitat por sua presenga ou auséncia ou pelo seu
comportamento.

Indicador Ecoldgico: um parimetro do ecossistema que descreve sua estrutura

e funcionamento.

Existem diferentes formas para o organismo entrar em contato com as substincias

presentes no ambiente e absorvé-las (SLOMAN et al, 2006). Sao elas:

v

v

A exposicdo direta da dgua através da epiderme, como acontece com alguns
invertebrados (protozodrios, parasitos monogenéticos e outros).

A via alimentar, ou seja, a substancia € incorporada ao alimento e o organismo
entra em contato com ela ao alimentar-se. Nesse caso, a substancia pode estar
tanto em uma matéria organica como em outros organismos contaminados.

A exposicdo pelos Orgdos que efetuam trocas idnicas com o ambiente, em

especial pelas branquias, como € observado em peixes, por exemplo.

1.4 MONOGENEAS
1.4.1 Biologia Geral

Existem cerca de 1.100 espécies de monogéneos sae principalmente ectoparasitos, ou

ocasionalmente endoparasitas, com especificidade de hospedeiros vertebrados aqudticos, em

especial peixes, mas anfibios e répteis também sdo hospedeiros (THATCHER, 2006). Eles se

caracterizam por apresentar uma estrutura na extremidade posterior do corpo, o haptor, que

utilizado na fixacdo sobre seus hospedeiros. Esta estrutura ¢ formada por uma série de

ganchos, barras e ancoras, de nimero e tamanho varidveis, que sio introduzidos no corpo dos

peixes para a fixacdo (THATCHER, 1981; PAVANELLI et al., 2002).
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A maioria possui Imm a Smm de comprimento, mas alguns alcangam 20mm. Os

monogenéticos adultos possuem a forma alongada, ovoidal ou circular ¢ medem de 1

milimetro a 3 centimetros. Sdo hermafroditas, de ciclo direto — monoxeno — e normalmente

encontram-se parasitando as branquias dos peixes, podendo, no entanto, localizar-se no

tegumento, nas nadadeiras e cavidade nasais dos hospedeiros (BOEGER, 2001)

1.4.2 O Ciclo de Vida dos Monogeneas

THATCHE (1991) cita que a grande maioria de monogendides de dagua doce

conhecidos hoje no Brasil, pertence a duas familias

Dactylogyridae. (Fig.2).

Gyrodactylus

ML_}
J/ RN
Dactylogyrus / ;
/ /
P /
e
ol T {

Tt

Gyrodactylidae e

Fig. 2a - sdo os Gyrodactylus vivem no interior do corpo dos individuos adultos j4 se verifica a presenca de outro

individuo semelhante a este. 2b - Os Dactylogyrus sdo encontrados nas branquias, podendo se alojar também nas

cavidades nasais, e mais raramente em outras partes do corpo (Boeger, 2001)

Dactilogirideos - s3o tipicamente parasitos branquiais, mas muitas espécies sdo

encontradas nas narinas e, mas excepcionalmente, em outras regides dos peixes (ex: ducto

excretor) (TAVARES et al, 2001)

Girodactilideos — parasitam principalmente a superficie corporal e branquias; apenas

algumas formas habitam as narinas (THATCHER et al, 1981).
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O ciclo vital dos dactilogirideos, como no caso da maioria dos ectoparasitos, é direto.
Do ovo depositado na dgua eclode uma larva chamada oncomiracidio que nada ativamente a
procura de um novo hospedeiro, geralmente da mesma espécie de peixe. Os girodactilideos,
todavia, s30 na sua maioria viviparos, ou melhor, hiperviviparos. Um verme “mae” carrega em
seu utero um verme “filho” que por sua vez pode estar gravido; este fendbmeno pode acontecer
por até 4 geracdes (BOEGER e KRITSKY, 2003b).

Em cativeiros, os danos causados por Monogenoidea sdo amplificados diversas vezes
devido a um rdpido e grande crescimento populacional. Monogendides sao animais com ciclo
direto. No meio ambiente, o fechamento do seu ciclo e dificultado pela comparativamente
menor densidade de hospedeiros e, conseqiientemente, a taxa de mortalidade desses vermes e
relativamente grande No cativeiro, a maior concentracdo de hospedeiros facilita a transmissao
destes parasitos, reduzindo drasticamente a taxa de mortalidade (THATCHER E BRITES-
NETO, 1994).

Estes dois grupos de monogenéticos, segundo CRIB et al, (2002), os monogenéticos

sdo parasitos de todos os grupos de peixes, mas a sua maior diversidade aparece em teledsteos.
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2. MATERIAL E METODO

Foram utilizados alevinos de tambaqui, Colossoma macropomum, adquiridos de
piscicultura comercial na Estrada do Municipio de Manacapuru e mantidos no laboratério de
Zoologia Aplicada do Centro Universitdrio Nilton Lins, onde foram aclimatados para posterior
utilizacdo nos experimentos. Foram realizados dois experimentos: um com o hospedeiro e
outro in vitro.

Para calcular o grau de letalidade do cloreto de cobre para o parasito foi utilizado os
dados fornecidos pelo LEEM-INPA, estabelecidos para o peixe: da CL50- 0,735mg/L Cu.
Baseado neste dado, utilizou-se a concentracio sub-letal para o peixe, que consiste na CL25 de
0,3675mgCu/L, ou seja, para cada 1 molar de CuCl2 + H20 — 170,48g/LL. — 63,54gCu/L.
onde apenas 0,13g CuCl2 diluidos em 50ml foram preparados para o experimento.

Experimento 1 — Com o hospedeiro.

Foram realizados dois testes piloto utilizando-se 20 peixes em cada, individualizados
em aqudrio com capacidade de trés litros cada um, com fluxo continuo de dgua. No primeiro a
concentracdo de cobre foi de 0,3675mgCu/L com intervalo de hora de 6, 12, 24 e 30 horas,
para determinar o tempo letal para as monogéneas. Cada arco branquial foi colocado em uma
placa de Petri e feita a contagem da quantidade de monogeneas que morreram mediante a acao
do cobre. No segundo, foi utilizado concentragdes diferentes de cobre ([ ] 1,1;[]1,2;[] 1,5; [
TL8 112,15 1124, 012701311335 [13.6:[13.9:[142; 1451148 [151;[154;[]
5,7,[16;[]16,3; [ ] 6,6) em um tinico tempo de 24 horas.

Ap6s a realizacdo dos testes pilotos foi realizado o primeiro experimento. Para tanto,
foram utilizados 40 alevinos, sendo que quatro peixes para cada concentracdo: [ ] 0,0; [ ] 0,45,
[10,60,[10,75,[10,90,[]1,05,[]11,20,[]1,35,[]11,50e[] 1,65 mgCucl/L em 24 horas de

exposi¢ao.
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Experimento 2 — In vitro

Foi realizado um teste piloto utilizando-se os arcos branquiais em placas de Petri (Fig.
02), previamente analisados para constatar a presenca de monogénea, nas mesmas
concentracdes utilizadas no experimento 01, transformadas em mgCuCl,/ml, sendo que foi
observado a cada 30 minutos (0; 30, 60, 90, 120, 150 minutos).

Para o experimento dois, foi utilizado arcos branquiais em concentracdes menores | ]
0,0,[10,15,110,20,[]10,25,[10,30,[]0,35,[]10,40,[]0,45,[10,50 ¢ []0,55 mgCucl/ml,
mantendo-se a avaliagdo a cada 30 minutos. Também avaliou-se estas mesmas concentracoes
e tempo para dguas com composicao diferentes: dgua do rio negro, com presenga de dcidos
himicos e filvicos e dgua do pogco do INPA, avaliada como tendo a mesma composicao,

porém sem a presenca destes dcidos (Fonte: Pesquisadores do LEEM).

Contagem dos Parasitos - a contagem dos parasitos foi ralizada nos filamentos dos
arcos branquiais com o auxilio do esteriomicroscépio. Cada tempo de contagem era
manipulado por 4 auxiliares de laboratério, que ficaram encarregados de fazer individualmente
a contagem de 5 arcos branquiais. Foi controlado a qualidade da lupa para que nao houvesse
influencia do calor da luz na morte do parasito e o tempo foi 0 mesmo para os organismos
teste e o controle, onde todos estavam submetidos ao mesmo efeito: falta de alimento e devido

a deterioracdo natural das branquias (Fig. 03).

Fig.03 — Auxiliares de laboratério na contagem dos parasitas nos arcos branquiais.
Fonte: Dra. Cleuza Suzana
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

O teste piloto realizado com uma unica concentracdo de cobre (0,3675mgCu/L) em
intervalos de horas diferentes mostrou que apds 30 horas os peixes ndo resistiam. Portanto,
outros fatores podem ter influenciado na resisténcia dos hospedeiros, visto que a concentragao
letal para o peixe é de 0,735mgCu/L. A caracteristica genética do organismo e o estresse
podem influenciar a resposta ao agente estressor (Almeida, 1997). Neste teste ndo foi possivel
determinar a CL (concentragdo letal) para os monogenéticos, pois em nenhum tempo houve
morte de 50% dos parasitos (Tabela I).

Tabela L. Teste piloto com tambaquis parasitados por monogénea exposto ao cobre.

Hora de exposi¢ao ao cobre Monogenéticos mortos (100%)
6h 2
12h 14
24h 12
30h 12

O teste piloto com concentragdes diferentes em um tnico horario mostrou resisténcia
dos parasitos ao cobre, pois em concentracdo de 5,1mgCuCl,/L havia mais de 50% de
monogeneas vivas, e apos esta concentra¢do os hospedeiros morreram em menos de 20 horas.
TAVARES-DIAS et al (2002) utilizando o sulfato de cobre para monogenéticos, em
exposi¢cdo de 15 dias verificou proliferacdo deste organismo em relagdo ao tempo, indicando,
que a debilidade do hospedeiro ao metal e a conseqiiente diminui¢do da imunidade deve ter
proporcionado o aumento dos parasitismo. Contudo, esta correlagdo ndo se aplica a este teste
devido o tempo de exposi¢do ndo ser suficiente para a proliferacdo dos parasitos, pois
apresenta ciclo de vida de 5 a 8 dias (BOEGER e KRITSKY, 2003). Neste teste o nimero
amostral baixo para cada concentracdo podem ter interferido nas respostas.

No primeiro experimento observou-se correlacdo negativa entre a concentragdo € o
nimero de monogenéticos mortos apds a exposi¢do do hospedeiro (r=0.761501042) (Tabela
I). O fator que pode estar relacionado sdo as vias de acesso ou distribuicdo do metal no
organismo, pois para que o parasito seja contaminado deve antes passar pelo peixe (SLOMAN

et al, 20006).
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Tabela II- Experimento com tambaquis parasitados por monogénea exposto ao cobre

com concentracdes diferente.

Numero de monogeneas no inicio do

[CuCl,mg/l] experimento % VIVAS % MORTAS
0 522.75 44.43 55.57
0.45 570.5 62.23 37.77
0.6 700 96.82 3.18
0.75 762.5 92.69 7.31
0.9 432.25 95.89 4.1
1.05 719 96.18 3.82
1.2 178.5 100.00 0.00
1.35 182.5 87.12 12.88
1.5 391.5 99.49 0.51
1.65 382.75 95.89 4.11

Neste experimento ndo observou-se correlacdo entre a concentracdo do cloreto de
cobre e a mortalidade de monogeneas (Tab. II). Este fator, provavelmente, deve-se a produgdo
de muco branquial que ndo permitiu a a¢do do cloreto de cobre diretamente sobre o parasito.
O aumento da secrecdo de muco nas branquias parece ser um dos mecanismos de defesa de
diversas espécies contra a intoxica¢do por metais pesados. Esse fato ja foi observado por
varios autores dentre os quais destacam-se SELLERS et al, ( 1975) que estudaram os efeitos
do cobre e do zinco em truta (Salmo grirdneri) e HANDY et al, (1989) que pesquisaram o
efeito do aluminio e zinco em truta arco-iris. Martins et al. (2001), altas taxas de mortalidade
em pacus parasitados por monogenoides estdo, geralmente, associados aos fatores
determinantes de estresse, sendo a ma qualidade da d4gua um dos mais importantes. Nesta
situacdo, hé prejuizo dos mecanismos de defesa dos peixes e favorecimento da proliferacdo do
parasito com desequilibrio do sistema ambiente-parasito hospedeiro (BARTON E IWAMA,
1991; TORT et al., 1996; MONTERO et al., 1999).

Diversos fatores podem interferir na toxicidade das substancias. Podem ser
caracteristicas da propria substdncia, do corpo hidrico ou do organismo em questdo. A
toxicidade dos metais também depende dos fatores abidticos (BRYANT et al., 1984). A forma
como esses compostos ocorrem na dgua depende dos fatores ambientais; e existem diferentes
forma de um organismo absorvé-los (diretamente por contato dérmico, através de transporte

ativo e passivo nas membranas celulares).
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O exame parasitolégico mostrou que todos os peixes estavam parasitados. A contagem
dos Monogenea presentes nas branquias dos peixes revelou que somente apds as
concentracdes mais altas € que houve um aumento no nimero de mortos do parasito, chegando
a 100%. Na verdade as concentracdes mais altas levaram o alevino a morte e
conseqiientemente o parasito.

Esses resultados demonstram que os efeitos de metais sobre os organismos aquaticos
podem ser estimados e monitorados através de testes de toxicidade conduzidos em laboratdrio
(RAND & PETROCELLY, 1985). Com a contaminacdo o mecanismo de defesa do
hospedeiro € afetado negativamente, aumentando a susceptibilidade do hospedeiro, ou pelo
simples aumento da densidade populacional do hospedeiro final ou intermedidrio (SURES,
2004).

Os resultados do monitoramento da qualidade da dgua indicaram temperatura entre 22
°C a 26 °C; pH 4,5 a 7,6; oxigénio dissolvido 3,1 mg/L a 5,6 mg/L; condutividade elétrica 72,1
uS/cm a 80,8 uS/cm. CASTAGNOLLI, (1992) com trabalhos experimentais com banhos
terapéuticos para parasitos monogendides, chegou a valores aproximados de temperatura,
oxigénio dissolvido e condutividade elétrica, medidos neste experimento.

No teste in vitro quando os monogeneas foram expostos diretamente ao cobre,
verificou-se a influéncia da concentra¢io e do tempo em relacdo a sobrevivéncia do parasito
(Tab. III).

Tabela III- Porcentagem de monogenea viva de tambaqui in vitro exposta ao cobre

com concentracdes diferentes e em tempos diferentes.

Numero de
monogeneas Tempo (minuto)
no inicio do
[CuClomg/I] experimento 0 30 60 90 120 150
0 38 100 100 100 100 100 100
0,45 13 100 100 53,8 38,5
0,6 15 100 46,7 3,3 20 20
0,75 11 100 100 36,4 27,3 27,3 18,1
0,9 10 100 50 30 30
1,05 5 100 60 40 40
1,2 10 100 40 20
1,35 18 100 27,8
1,5 15 100 40
1,65 9 100 66,6 33
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Devido a mortalidade evidenciada no teste anterior em concentragdes intermedidrias ([

1 0,9 CuCl,mg/l), no tempo de 30 minutos, optou-se por diminuir a concentragdo para a

realizacdo do experimento. No experimento dois foi avaliado a relacio entre o efeito do cobre

sobre os monogenéticos associados a presenca do carbono dissolvido presente na dgua do

poco do INPA (Tab IV) e ausente na dgua do rio negro (Tab V).

Tabela IV- Porcentagem de monogenea viva de tambaqui in vitro exposta ao cobre

com concentracdes diferentes e em tempos diferentes, dissolvido na d4gua do poco INPA.

Numero de
monogeneas Tempo (minuto)
no inicio do
[CuClomg/l] experimento 0 30 60 90 120 150
0 258 100 100 100 100 91.09 84.50
0,15 49 100 | 42.86 14.29
0,20 76 100 | 38.16 30.26 6.85
0,25 103 100 | 14.56 7.77 2.91 1.94
0,30 40 100 | 15.00
0,35 178 100 | 10.67
0,40 164 100 | 20.12 14.02 1.22
0,45 83 100
0,50 112 100
0,55 118 100

Tabela V- Porcentagem de monogenea viva de tambaqui in vitro exposta ao cobre com

concentracdes diferentes e em tempos diferentes, dissolvido na dgua do rio Negro.

Numero de
monogeneas Tempo (minuto)
no inicio do
[CuClomg/I] experimento 0 30 60 90 120 150
0 239 100 100 100 87,45 87,45 4,18
0,15 311 100 61,09 42,44 13,83 4,50 0,64
0,20 220 100 27,73 15,91 7,27 0,91
0,25 247 100 27,73 15,91 7,27 0,91
0,30 228 100 13,64 3,51 2,19
0,35 188 100
0,40 113 100
0,45 149 100
0,50 100 100
0,55 106 100

24



O efeito do cobre sobre os filamentos foi observado a olho desarmado, pois nas
concentracdes mais elevada ocorria o escurecimento do tecido branquial e a proliferacido de

muco, mesmo fora do hospedeiro (Fig. 04).

Fig. 04 — Arcos branquiais de C macropomum com parasitas monogenéticos, onde observa-se na placa de Petri maior, controle, sem
alteracdo e na menor o efeito do cobre sobre os filamentos. Fonte: Dra. Cleuza Susana

No experimento in vitro os parasitos monogenéticos apresentaram uma sensibilidade
relevante, provavelmente, devido estarem diretamente exposto ao cloreto de cobre sem a
interferéncia do hospedeiro. Tanto na Agua do Poco do Inpa como na Agua do Rio Negro, o
numero de parasitas vivos no controle tem uma longa duracdo de acordo com o tempo (Tab.
IV e V). Nestes experimentos ndo foram evidenciados a relacio entre os compostos presentes
na dgua do rio Negro e ausentes na dgua do po¢co do INPA, provavelmente, devido ao curto
tempo de exposi¢do, bem como a pequena quantidade de dgua utilizada. As maneiras como os
organismos respondem a determinados contaminantes pode variar bastante dependendo do
tempo de exposicado (TAVARES-DIAS et al, 2002; MARTINEZ, 2006) ou seja, depende da

sensibilidade do parasito, do tempo de exposicdo aquele composto e do meio no qual estd

inserido no ambiente.

Na tabela IV observa-se presenca de parasitos vivos até a concentragdo de 0,40
mgCuCly/ml, enquanto que na tabela V observa-se apenas até a concentracdo de 0,30

mgCuCly/ml. Independente do tipo de dgua, se do rio negro ou do INPA, o tempo e a
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concentracdo foram fatores determinantes para a sobrevivéncia do parasito, indicando que ha
sensibilidade do parasito ao aumento das concentracdes de cobre como ao tempo, ou seja,
quanto maior for esse tempo, menor a sobrevivéncia. Um teste in vitro, consiste geralmente
em condi¢des controladas, de organismos pré-selecionados, a uma substincia ou mistura,
durante um periodo de tempo determinado, seguindo-se a observagdo de efeitos nos individuos
expostos (CHAPMAN e LONG, 1983 apud MARTINEZ, 2006). Porém nem sempre os
organismos respondem diretamente ao controle do experimento.

Fazendo um comparativo no tempo de 30 minutos, com [ ] 0,15, ainda se apresentavam
vivos 42,86% de parasitos em relacdo a 30min. da [ ] 0,20 que apresentavam 38,86% de
parasitos vivos, nota-se que nestas concentragdes, ainda existe um ndmero alto de parasitos
vivos. Segundo VAN DER OOST et al (2003) certas alteragdes estabelecidas em laboratérios
nem sempre podem ser usadas para traduzir , de forma precisa, os efeitos que podem ocorrer

no campo.
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4. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Nessa pesquisa os monogenéticos do tambaqui ndo foram sensiveis ao cobre nos
experimentos realizados com o hospedeiro. Contudo, no experimento in Vitro 0s
monogenéticos apresentaram sensibilidade. Quanto a diferenca na dgua do rio Negro e do
pogo do INPA ndo foi possivel afirmar que teve influencia dos compostos acidos, himicos e
fulvicos, na mortalidade dos monogenéticos.

Foi evidenciado com esta pesquisa que € possivel utilizar experimento in vitro com
monogéneas desde que o elemento teste tenha efeito agudo e ndo cronico, devido ao tempo de
resisténcia deste organismo fora do hospedeiro.

Sugere-se que para a utilizagdo de testes in vitro utilizando os monogenéticos seja
padronizado o nimero amostral para facilitar a utilizacdo de confirmacdo estatistica, como a
ANOVA; isto é possivel, se ao analisar o arco branquial e encontrar em um tnico lado o
nimero de parasitos previamente estipulado ndo a realizar a leitura do outro lado do arco; em
caso de ndo alcancar o nimero na leitura de um arco, deve-se acrescentar outro arco branquial

a amostra.
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