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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito sub-letal do sulfato de cobre para a tildpia, na concentracao
de 0,5 ¢ 2,0 mg.L" durante exposi¢do e recuperacio e determinar a toxicidade aguda para Ceriodaphnia
dubia e para a alga Pseudokirchneriella subcapitata. Foram realizados dois ensaios (ensaios I e II)
utilizando jovens de tilapia com peso médio de 38,29 g. Determinou-se neste estudo as concentragdes de
cobre nas branquias, figado e musculo dos animais, foram feitas também andlises hematoldgicas,
imunologicas, bioquimicas e histopatoldgicas durante exposicdo ao sulfato de cobre e posterior
recuperagdo. Para o teste de toxicidade com C. dubia e P. subcapitata foram utilizadas as mesmas
concentracdes de sulfato de cobre do ensaio com peixes. Os claddceros e as algas foram expostos a
diluicdes dessas concentracdes durante sete e trés dias, respectivamente. Para a C. dubia observou-se a
mortalidade e o efeito sobre a reproducao dos mesmos. J& para as algas foi observado o efeito inibitdrio
sobre a taxa de crescimento. A exposi¢cao ao cobre no ensaio I e II resultou em acimulo significativo de
cobre nos tecidos analisados, com excecao do musculo. E no periodo de recuperagado os valores de cobre
permaneceram altos. O sulfato de cobre ndo provocou alteragdes hematologicas. Por outro lado, causou
diminui¢io da capacidade fagocitica dos macréfagos de peixes expostos & concentracio de 2,0mg.L™ de
CuSO4 no ensaio 1. O cobre também causou diminui¢ao da concentragdo de GSH. Com relagdo as
analises histopatoldgicas houve alteragdo nas branquias e hepatopancreas em ambos os ensaios. Os
resultados do teste ecotoxicologico com C. dubia P. subcapitata mostrou que o sulfato de cobre causou
toxicidade aguda para estes organismos. O uso desse produto na aqiiicultura pode comprometer o
cultivo, uma vez que ocorreram danos a saude dos peixes. Além disso a libera¢do de efluentes contendo

residuos desse composto pode causar danos ao ecossistema em que ¢ langado.

Palavras-chave: efeito sub-letal, peixes, algas, cladoceros, biomarcadores
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ABSTRACT

The copper sulphate is one of the most widely used chemicals for the control of parasites and for the
control of phytoplankton in aquaculture. The purpose of this study was to evaluate sublethal effects of
concentrations of copper sulphate on tilapia. In addition, ecotoxicity of this compound was determinate for
microcrustaceans Ceriodaphnia dubia and the alga Pseudokirchneriella subcapitata. The biomarkers
evaluated in this study were copper bioaccumulation in tissues, hematological, immunological,
biochemical and histopathological parameters. The copper toxicity for microcrustacean C. dubia, was
evaluated with acute tests through mortality. The exposure to copper in the experiments I and II resulted
in significant accumulation of copper in the tissues, except for the muscle. In the recovery period, the
copper values of remained high in all tissues. The haematological parameters were not affected by the
copper sulphate. However, was observed in experiment I a significant change in the phagocytic capacity of
macrophages in fish exposed to concentration 2.0 mg CuSO4.L'. Copper sulphate also caused
biochemical changes in both experiments. It was observed that this chemical causes a decrease in the
concentration of GSH. The histopathological analysis showed hyperplasia and secondary lamellae fusion
in the gills, and necrosis of the hepatopancreas in both experiments. The tests results with C. dubia and P.
subcapitata showed that copper sulphate caused acute toxicity to these organisms. This study showed that
copper sulphate has caused chronic toxicity in fish and acute toxicity to algae and microcrustaceans. These

results indicate that the pollutant can act at different trophic levels.

Key-words: sub-lethal effect, fish, algas, cladocerans, biomarkers
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1. INTRODUCAO

No Brasil diversos produtos quimicos sdo utilizados para combater doencas em peixes,
entretanto, sdo poucos os estudos realizados com o objetivo de se avaliar os efeitos toxicos das drogas
utilizadas no combate as doengas que afetam a icitofauna de um modo geral (PAVANELLI et al., 2002).
Entre os produtos utilizados na aqiiicultura pode-se destacar o sulfato de cobre, usado tanto no controle
de doencas, quanto no controle do crescimento excessivo do fitoplancton. Entretanto, o sulfato de cobre
pode atingir organismos ndo alvos, como os peixes, comprometendo a saude da biota em geral.

Os testes de toxicidade consistem em uma das ferramentas Uteis para avaliar os danos causados
pelos contaminantes ambientais. Os testes de toxicidade com organismos aquaticos em condigdes de
laboratorio possibilitam a avaliacdo dos efeitos dos produtos toxicos sobre a biota e a estimativa dos
riscos de intoxicacdo ao ambiente. Para efeito de monitoramento de um corpo d’agua possivelmente
contaminado com substancias toxicas, os testes de toxicidade mais utilizados sdo os de avaliagdo da
toxicidade aguda e cronica (RAND e PETROCELLI, 1985).

O ensaio de toxicidade aguda pode ser definido como aquele que avalia os efeitos, em geral
severos e rapidos, sofridos pelos organismos expostos ao agente quimico, em um curto periodo de
tempo. Por outro lado, os testes de toxicidade cronica podem ser considerados como a exposi¢ao dos
organismos a agentes quimicos, em niveis sub-letais, podendo ndo levar a morte destes, mas causando
em longo prazo distirbios fisiologicos e comportamentais (ARAGAO e ARAUJO, 2008).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito toxico do CuSO4 em condi¢des experimentais para
peixes através de andlises hematologicas, imunoldgicas (da atividade fagocitica), bioquimicas
(determinagao da concentracdo de GSH, da atividade enzimatica da GST e catalase e peroxidacao
lipidica), e histopatologicas. Além disso, verificar o efeito ecotoxicoldgicos deste composto para algas e

microcrustaceos.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Cobre
O cobre apresenta quatro estados de oxidagdo: metalico (Cu’), fon cuproso (Cu"), fon cprico

(Cu™) e ion trivalente (Cu"™" "

). Pode ser encontrado na natureza tanto na forma elementar como na
forma metalica. Por estar presente na crosta terrestre, a principal fonte natural do cobre sdo as poeiras.
Outras fontes naturais, em ordem de importancia sdo os vulcdes, os processos biogé€nicos, os incéndios
florestais e as névoas aquaticas (PEDROZO, 2003). As fontes antropicas de cobre incluem a emissdo
pelas atividades de mineracdo e fundi¢do, pela queima de carvdo como fonte de energia, pelos
incineradores municipais, descargas industriais, agente antiaderente em pinturas, na agricultura
(fertilizante, algicida, fungicida e suplemento alimentar). O sulfato de cobre ¢ mundialmente utilizado
para inibir o crescimento de algas em reservatdrios. Porém, somente 7% do total de cobre produzido sao
empregados no tratamento de dgua, 65% sao utilizados na agricultura e 28% na induastria (WHO, 1998).

O aumento da concentragdo de cobre no ambiente pode ser atribuido tanto a fontes naturais
quanto a antropogénicas, entretanto, as fontes antropogénicas tem sido as maiores responsaveis por
elevar os niveis desse elemento em varios ecossistemas (PEDROZO, 2003).

A forma fisico-quimica do cobre determina seu comportamento no meio ambiente e sua
disponibilidade a biota. Por exemplo, o cobre incorporado a estrutura da rede mineral ¢ inerte e de pouco
significado ecoldgico. A maioria dos métodos analiticos ndo distingue a forma de cobre presente, sabe-
se somente o total de metal contido na matriz. Na dgua, a literatura mostra que a biodisponibilidade ¢

geralmente pequena para as concentragcdes de metais totais. A biodisponibilidade do cobre ¢ influenciada

no sistema aquatico pela complexagao a ligantes organicos e inorganicos, adsor¢do a 6xidos metalicos,
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argila e material particulado em suspensdo, bioacumulagdo e trocas entre a interface dgua e sedimento
(WHO, 1998).

O cobre ¢ um elemento essencial para toda biota, estudos mostram que este micronutriente ¢
necessario para o crescimento de animais e plantas. Para satisfazer sua demanda metabolica interna
todas as espécies de um habitat estdo adaptadas as concentra¢des dos elementos essenciais naturalmente
presentes. Desse modo, o cobre pode ser toxico em elevadas concentragdes, entretanto, em
concentragdes muito baixas pode ser limitante ou causar sinais de deficiéncia (ATSDR, 1990).

Como mencionado anteriormente o cobre ¢ um micronutriente essencial, e estd incorporado a um
grande numero de enzimas e proteinas estruturais. Assim, como outros metais, o cobre desempenha
papel importante na regulagdo da expressdo génica. Varios estudos demonstram a existéncia de fatores
de transcri¢ao regulados pelo cobre. O mecanismo de regulagao transcricional se deve a ligagdo do cobre
a promotores de metalotioneina, mais precisamente a elementos que respondem a metais (MRE) (UAUY
et al., 1998).

A necessidade de cobre nos varios orgdos ou nos sistemas do organismo ¢ regulada por
mecanismos de controle homeostaticos. A toxicidade do cobre ocorre quando tais mecanismos de
controle dentro de um determinado compartimento sdo sobrecarregados e/ou quando os mecanismos de

reparo celular sdo destruidos (PEDROZO, 2003).

O excesso de cobre ¢ seqiiestrado por moléculas de metalotioneinas ricas em cisteina,
fitoquelatinas e sulfetos. O radical sulfidrila da cisteina nos peptideos e proteinas funciona como ligante
nos ions metalicos. As cisteinas das metalotioneinas correspondem a 20-30% dos aminoacidos e estdo
arranjadas em seqiiéncia repetitivas. A glutationa também apresenta cisteina em sua seqiiéncia

(DAMERON e HARRISON, 1998).

18



O cobre quando em excesso, promove as seguintes reacdes adversas: deslocamento do metal de seus
sitios de ligagdo resultando em alteragdes nas membranas como despolarizagdo e dano dos receptores ou
moléculas transportadoras; ligacdo do cobre a macromoléculas como DNA ou enzimas contendo grupamento
sulfidrilas, carboxilas ou imidazoélicos, resultando em dano protéico, alteragdes oxidativas do DNA, com
conseqiientes alteragdes funcionais decorrentes do grande ntimero de enzimas dependentes do cobre; dano
celular devido a producdo de oxiradicais pela reacdo de Fenton. A producdo excessiva de tais radicais iniciara a
cascata de oxireducdo (estresse oxidativo) levando a perda da integridade celular. Este dano inclui aumento nos
niveis de célcio citosolico, deple¢do de ATP, oxidacdo do tiol, lipoperoxidacdo, dano no DNA e em organelas
criticas como mitocondrias e lisossomos (WHO, 1998).

O quadro apresenta um resumo das diferentes respostas da biota aqudtica diante de vérias

concentragoes de cobre em locais onde a biodisponibilidade encontra-se entre moderada e elevada.

Quadro 1 - Respostas esperadas para vdrias faixas de concentragdes de cobre na agua.

Faixa de concentragdo de cobre Resposta observada
dissolvido na agua (ng/L)

1-10 Efeitos significativos sdo esperados para diatoméceas e invertebrados
sensiveis como claddceros. Efeitos significativos em peixes de agua
doce quando pH e dureza da dgua sdo baixos.

1-100 Efeitos significativos sdo esperados para varias espécies de microalgas,
algumas espécies de macroalgas; varios invertebrados incluindo
crustaceos, gastropodes e ourico do mar. Varios peixes podem
apresentar efeitos subletais

100-1000 A maioria dos grupos taxonomicos de macroalgas e invertebrados sera
afetada seriamente. Estas concentracdes correspondem aos niveis letais
para a maioria de espécie de peixes.

>1000 Concentragdes letais para a maioria dos organismos aquaticos tolerantes.

FONTE, WHO 1998
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2.2 Sulfato de cobre e aqiiicultura

O manejo inadequado na aqiliicultura muitas vezes promove a proliferacdo de doengas nos
organismos cultivados. A conseqiiéncia ¢ a forte dependéncia por insumos quimicos, a fim de sanar os
problemas gerados. Os procedimentos de manejo podem levar a bioacumula¢do de contaminantes
quimicos e toxicos nos organismos cultivados e a transferéncia desses para niveis mais altos da cadeia

trofica, contaminando assim, o ecossistema em que a aqiiicultura estéd inserida (ARANA, 1999).

Outro problema relacionado a aqiiicultura ¢ o crescimento excessivo do fitoplancton (algas
verdes, diatomaceas e cianoficeas), em virtude da adubacdo com fertilizantes nos tanques e o excesso de
nutrientes provenientes da ragdo, podendo favorecer e dar origem ao fendmeno chamado floracdo ou
bloom de algas (SANT’ANNA e AZEVEDO, 2000), como conseqiiéncia desse fenomeno muitas vezes
ocorre mortalidade massiva dos peixes (SEVRIN-REYSSAC e PLETIKOSIC, 1990). Além disso, o
excesso de algas principalmente cianoficeas ¢ responsavel pelo odor desagradavel conhecido como off-

flavour em peixes.

Entre os varios produtos utilizados na aqiiicultura, destaca-se o sulfato de cobre, utilizado tanto
como algicida, quanto como parasiticida. Solu¢do de sulfato de cobre ¢ comumente usada para
prevencao e controle de Ichthyophthirius multifiliis (“ictio”) (LING e TAN, 1990). O sulfato de cobre
também protege peixes contra infec¢des bacterianas como as causadas por Flavobacterium columnare.
MACFARLANE et al. (1986) registraram que baixa concentragio de cobre (10-ugL™) protegeu, Morone
saxatillis contra infec¢do induzida por F. columnare. Esta protecdo parece ser devida a absor¢cdo do
cobre pelo epitélio ou mucosa superficial dos peixes.

De acordo com LING et al. (1993), concentragdo de 288 p.L-1 de sulfato de cobre aumentou a
taxa de sobrevivéncia do peixe Carassius auratus contra I. multifiliis. Peixes expostos ao sulfato de

cobre por 120 minutos tiveram taxa de sobrevivéncia de 88,9% quando comparados com peixes
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expostos por 30 e 60 minutos, que tiveram taxa de sobrevivéncia de 33,3 e 55,6%, respectivamente. J4,
nos peixes que nao foram tratados com sulfato de cobre apresentaram taxa de sobrevivéncia de 5,6%.
PAVANELLI et al. (2002) recomendam o uso de sulfato de cobre no controle de saprolegniose, doenga
provocada por fungos do género Saprolegnia, com banhos de uma hora, em concentragdes de 15 ou 25
mg.L" do produto. Os mesmos autores recomendam a concentragdo de 0,75 mg.L™" de solugio de
sulfato de cobre por 14 dias para combater o protozoario Amyloodinin ocelatum.

As propriedades algicidas do sulfato de cobre sio bem conhecidas (STEEMAN NIELSEN e
WIUM ANDERSEN, 1970; LEWIS e CAVE, 1982; TUCKER e BOYD, 1985). O sulfato de cobre pode
ser aplicado em lagos em concentragdes que variam de 0,25 ng.L™" a 30 ng.L", dependendo da dureza da
agua (GRATZEK, 1983). De acordo com a CETESB (1997; 2005) o controle da densidade das algas
pode ser feito pelo sulfato de cobre em concentragdes entre 0,2 a 1,0 mg.L" de Cu SO,

O cobre ¢ especialmente toxico para algas porque reduz a fotossintese (STEEMAN- NIELSEN e
KAMP-NIELSEM, 1970), inibe a divisdo celular (ERICKSON, 1972) e impede a fixa¢do do nitrogénio
pelas cianoficeas (HORNE e GOLDMAN, 1974). Contudo, a aplicagdo desses produtos pode gerar
efeitos adversos, uma vez que podem ser tdxicos para organismos nao-alvo, além disso, a propria morte
das algas, pode liberar toxinas em concentra¢do suficiente para causar danos a outras espécies e
comprometer o uso da agua.

O sulfato de cobre pode ser muito toxico dependendo da concentragdao em que € utilizado, além
disso, fatores ambientais como oxigénio dissolvido, pH, temperatura, soélidos dissolvidos, dureza,
alcalinidade, condutividade elétrica, presenca ou auséncia de outros metais podem atuar
sinergisticamente e fatores fisioldgicos, como o nivel alimentar dos animais, podem levar a variagdo da

sensibilidade influenciando a toxicidade dos agentes toxicos (DAMATO, 2000)
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De acordo com o CONAMA (2005) o nivel maximo de cobre em 4guas destinadas a aqiiicultura
deve ser de 0,009mg.L™"

A exposi¢do ao cobre pode causar efeitos fisiologicos, como demonstrado por DE BOECK et al.
(1995), que observou a diminuicdo de dois neurotransmissores no cérebro de carpa, envolvidos no
comportamento alimentar e controle locomotor dos peixes. Estudos ultraestruturais tem demonstrado
que a exposicdo ao cobre induz a morte de neurdnios receptores olfatorios (KLIMA e APPLEHANS,

1990; MORAN et al., 1992).

O cobre também pode causar alguns danos histoloégicos em peixes. KARAN et al. (1998)
registram hiperplasia epitelial nas branquias de carpa expostas a 0,25 mg.L"' de cobre e fusdo das
lamelas secundarias a 0,50 mgL'. A exposi¢io ao cobre também pode resultar em danos
histopatologicos no figado, rim e 6érgaos hematopoiéticos (BAKER, 1969; SORENSEN, 1991).

O sistema imune também pode ser afetado pelo cobre. Alguns trabalhos na literatura registram
supressdo ou estimulacdo em células do sistema imunolégico (O’ NEILL, 1981; ANDERSON et al.,
1989; KHANGAROT e TRIPATHI, 1991), além de baixa resisténcia viral em peixes desafiados com
bactérias apos exposicao ao cobre (BAKER e KNITTEL, 1983).

Outras alterac¢des incluem inibi¢do de varios passos do processo reprodutivo (BILLIARD et al.,
1981) deformidades vertebrais (BENGSTON e LARSSON, 1986) inibicdo da atividade de enzimas
especificas (LORZ e McPHERSON, 1976) aumento do consumo de O, (O’HARA, 1971) e alteracdes

hematologicas (NUSSEY et al., 1995).
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2.3 Organismos-teste

2.3.1 Oreochromis niloticus

Uma das ferramentas tteis para se avaliar os danos causados pelos contaminantes ambientais ¢ o
teste de toxicidade. Os testes de toxicidade com organismos aquaticos em condi¢des de laboratério
possibilitam avaliar os efeitos dos produtos toxicos sobre a biota e a estimativa dos riscos de intoxicagao
ao ambiente. Para efeito de monitoramento de um corpo d’4dgua possivelmente contaminado com
substancias toxicas, os testes de toxicidade mais utilizados sdo os de avaliagdo da toxicidade aguda e
cronica. (RAND e PETROCELLLI, 1985).

Dentre os diversos organismos utilizados para testes de toxicidade estdo os peixes. Bioensaios
com peixes permitem estudar, sob condi¢des controladas, alguns parametros como mortalidade,
alteragdes comportamentais e danos nos tecidos ou células, podendo ajudar a predizer alguns efeitos de
contaminantes em ecossistemas aquaticos naturais (OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 1996).

Os peixes atuam como importante recurso ao exercer a fun¢do de bioindicadores de areas
possivelmente contaminadas e, entre os contaminantes, pode estar o cobre de origem natural e artificial
(PORVARI, 1995; HYLANDER et al., 2000). Estes organismos sdo considerados organismos padrdo
para testes de toxicidade aguda, assim como para testes de toxicidade cronica. A importancia de peixes
de 4gua doce em ecotoxicologia ¢ tanto ecoldgica quanto econdmica. O fato dos peixes, ocuparem niveis
troficos elevados entre os organismos aquaticos, faz com que estes animais, através da cadeia alimentar,
acumulem altos teores de substidncias por biomagnificagdo, Além disso, os peixes podem ser
considerados a principal rota de contaminagdo humana (REYNOLDSON e DAY, 1993) .

A espécie O. niloticus uma das mais importantes de d4gua doce para a aquicultura (BARRIGA-
SOSA et al., 2004), e também uma espécie muito importante para a pesca mundial (BALIRWA, 1992).

Entre as inimeras regides habitadas por essa espécie, muitas estdo sob ameaga de poluentes, incluindo o
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cobre (KHALLAF et al., 1998, 2003; ADHAM et al., 1999). Esta espécie ja foi utilizada em estudos
como bioindicadoras na avaliagdo do impacto de poluicdo, justamente por apresentar uma ampla
distribui¢do geografica e caracteristicas ecologicas e fisiologicas conhecidas e favoraveis neste tipo de

estudo (ARIAS et al., 2007).

2.3.2 Pseudokirchneriella subcapitata

As algas estdo entre os organismos mais recomendados para ensaios de avaliagdo da toxicidade
aquatica. Além de serem produtores primarios na cadeia alimentar do ambiente aquatico, apresentam
rapida resposta fisioldgica, devido ao seu ciclo de vida curto, facilitando os estudos de exposi¢cdo com
varias geracdes e, dessa forma, os efeitos provocados por substincias toxicas podem ser detectados num
curto espago de tempo. Outras caracteristicas como facilidade em manté-las em culturas e capacidade de
crescimento em meios sintéticos definidos tornam as algas uteis como organismos teste (RODRIGUES
et al.,2003)

Segundo VIDOTTI e ROLLEMBERG (2004), os ensaios com algas abrem a possibilidade de
uma combinacdo de medidas fisicas, quimicas e biologicas, que resulta em informacdes importantes, as
quais permitem identificar materiais que afetam o crescimento, bem como avaliar a disponibilidade
bioldgica de nutrientes e determinar curvas dose-resposta para substancias limitantes ou estimulantes do
crescimento.

Estudos com fitoplancton indicam que as algas apresentam uma répida resposta fisiologica, e,
assim, efeitos deletérios provocados por compostos toxicos podem ser detectados num curto periodo de
tempo (SICKO-GOAD e STOERMER, 1988). Para HELLAWELL (1986) as algas podem ser utilizadas
como monitores bioldgicos de qualidade de 4gua e como espécies indicadoras na avaliagdo de impacto

ambiental de poluentes.
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A alga Pseudokirchneriella subcapitata (anteriormente denominada como Selenastrum
capricornutum € Rhapidocelis subcapitata) ¢ considerada um organismo modelo padrio para testes de
toxicidade e ¢ amplamente usada em testes de inibicdo de crescimento algal pela US Environmental
Protection Agency (USEPA, 1996). Esta espécie também tem demonstrado ser bastante sensivel a
metais pesados (BLINOVA, 2004; KAHRU et al., 2005), e amostras ambientais assim como descargas
industriais (KALLQVIST et al., 2008). Devido a sua alta sensibilidade, e compatibilidade com
diferentes técnicas de amostragem ambiental, bioensaios com algas sdo frequentemente incluidos em
baterias de teste para medir toxicidade de rios e sedimentos (AHLF e HEISE, 2005; BLINOVA, 2000;

DE VLAMING et al., 2000; LATIF e LICEK, 2004; WEI et al., 2006).

2.3.3 Ceriodaphnia dubia

A comunidade zooplanctonica possui expressiva importdncia em ambientes aquaticos, pois 0s
diversos tipos de organismos que a compde fazem parte da cadeia trofica destes ambientes, sendo a
principal ligacdo entre os produtores primarios e os consumidores de niveis mais altos na cadeia tréfica
aquatica como peixes, aves € até mesmo a espécie humana.

Outra importancia do zooplancton reside no fato de que diversas espécies apresentam maior
sensibilidade as variagdes das condigdes ambientais (como temperatura, salinidade, pH, nutrientes, entre
outras) e a presenga de diversas substancias quimicas. Desta forma, muitas espécies zooplanctonicas sao
indicadoras das alteragdes ambientais e, consequentemente da saude do ecossistema

Além da importancia ecologica, as vantagens do uso de cladoceros incluem seu curto ciclo de
vida, a facilidade de cultivo em laboratdrio, por necessitarem de pouco espago € pouco volume de dgua
(PARKHURST et al., 1981; PRESING, 1981; ADEMA et al., 1982; BAUDO, 1987, MUNZINGER e

MONICELLI, 1991).
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Os claddceros do género Ceriodaphnia sao mais representativos de dguas continentais no territorio
brasileiro quando comparados a Daphnia sp, sendo possivel a coexisténcia de diversas espécies
(ROCHA et al., 1995). Ensaios com C. dubia geralmente permitem duas leituras de resultado
(toxicidade aguda e cronica), sendo, portanto, empregados internacionalmente pelas agéncias
ambientais, especialmente da Comunidade Européia, Estados Unidos, Canadé, Japdo e Australia, para o

controle das inumeras descargas de efluentes liquidos industriais e municipais em ambiente aquatico

(NASCIMENTO et al., 2002).

2.4 Bioacumulacao

Uma vez lancado no ambiente aquatico, um composto quimico tem distribui¢do complexa,
determinada pela dindmica dos processos de particdo entra suas fases, a saber:

1. A fase aquosa e a biota (microalgas, plantas superiores, invertebrados e peixes);

2. A fase aquosa e o sedimento

3. O sedimento e a biota residente

Assim, dependendo das propriedades fisico-quimicas do composto, de sua concentragdo e
também das caracteristicas fisico-quimicas dos ecossistemas, podem ocorrer efeitos adversos a biota.
Dessa forma, algumas substincias quimicas, quando introduzidas no ambiente aquatico apresentam
caracteristicas particulares como a persisténcia, ou seja, exibem alta resisténcia a degradacdo bidtica
e/ou abiotica. Nestes casos, concentragdes desses compostos, que de acordo com os critérios
estabelecidos através de testes de toxicidade aguda ou mesmo crénica parecem ser seguras, podem se
acumular, atingindo niveis elevados nos organismos e determinando efeitos deletérios. Os efeitos desse
processo, conhecido como bioacumulagdo, podem nao ser notados até que quantidades significativas do

contaminante tenham sido lancadas no ambiente (BURATINI e BRANDELLI, 2008).
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Alguns fatores relativos ao proprio contaminante sdo determinantes no processo de
bioacumulagao, tais como, a solubilidade, estabilidade, estereoquimica (configuragdo espacial e tamanho
da molécula), hidrofobicidade (associacdo a superficies ou solventes organicos), fugacidade (tendéncia
termodindmica de um composto quimico em migrar de determinado compartimento). Existem ainda
fatores relativos a biota que interferem na bioacumulagdo. A biotransformagdo, por exemplo, processo
no qual o xenobiotico pode ser transformado via reacdes enzimaticas e removido do organismo, outros
fatores como teor de lipidios, depuracdo e taxa metabdlica também interferem nesse processo
(BURATINI e BRANDELLLI, 2008).

A bioacumulacdo pode ser definida entdo, como a rede de absorcdo do poluente pelos
microorganismos, plantas ou animais a partir do seu entorno (4gua, sedimento, solo e dieta). E afetada
pela biodisponibilidade da substancia, que por sua vez ¢ influenciada pela espécie do metal, e bem como
propriedades fisico-quimicas do meio que regulam o seqliestro de substancias. Quanto maior a
biodisponibilidade maior o potencial toxico ou bioacumulacdo da substancia (ATSDR, 1990).

Como os metais pesados tendem a bioacumular nos organismos aquaticos, eles podem ser
transferidos através da cadeia alimentar, ocasionando sua bioconcentragdo (RAND e PETROCELLI,
1985). O actimulo desses compostos na musculatura dos organismos aquaticos pode comprometer a sua

utilizag@o para o consumo humano.

2.5 Biomarcadores de contaminac¢io aquatica
Os Biomarcadores sdo hoje definidos como respostas biologicas adaptativas a estressores
evidenciadas como alteragdes bioquimicas, celulares, histologicas, fisioldgicas ou comportamentais

(DEPLEDGE, 1993; DEPLEDGE et al., 1993 apud Nascimento et al., 2008)).
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A resposta biologica as agressdes ambientais pode ser evidenciada em qualquer nivel de
organizag¢do, desde ecossistemas até compartimentos subcelulares ou reagcdes bioquimicas intracelulares,
passando por comunidades, populagdes, organismos, sistemas fisiologicos e células (WALKER et al.,
1997).

As conseqiiéncias de alteragdes bioquimicas sdo dificeis de interpretar em niveis de organizagao
mais altos (Figura 1) (NEFF, 1984). Entretanto, toda resposta bioldgica se manifesta primeiramente em
nivel bioquimico-celular (molecular). Se parametros bioquimicos puderem ser significativamente
correlacionados com efeitos verificaveis em niveis superiores de organizagao bioldgica, poderdo detectar
perturbacdo ambiental preliminar & ocorréncia de respostas irreversiveis (DEPLEDGE, 1992 apud
Nascimento, 2008), consequentemente, as técnicas que evidenciam respostas em niveis mais baixos de

organizagdo bioldgica sdo mais preventivas.

Poluente

Ecosaztemas

Commudades

7

Populagoes

Orgam=mo
total

Frsiologicas
Crtologicas
Biroquimicas Alteracces

Tempo crescente de respostas

Crescente dificuldade de azzociagiio com contaminantes especificos

Crescente rtelevincia

Figura 1 — Hierarquia biologica e respostas a poluentes. Fonte NASCIMENTO et al. (2008)

O uso de biomarcadores nas avaliagdes de risco apresenta a vantagem de possibilitar a detec¢ao

de exposicdes potencialmente toxicas bem antes que efeitos adversos reais possam ocorrer. Portanto,
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estudos de biomarcadores hematologicos, histopatoldgicos, imunolédgicos, estresse oxidativo consistem

em uma ferramenta util para avaliar o efeito desses contaminantes nos ambientes aquaticos.

2.5.1 Hematologia

A qualidade da 4gua pode ser considerada um dos maiores responsdveis por variagdes
individuais na hematologia de peixes, isto porque esses animais vivem em contato intimo com seu
ambiente externo e sdo sensiveis a qualquer mudanga que possa ocorrer (CASSILAS e SMITH, 1977).
A contaminagdo da 4gua por agentes toxicos como metais pesados ¢ um dos fatores responsaveis por
variagdes hematologicas (VAN VUREN, 1986, 1994; ISHIKAWA et al., 2007), podendo afetar um ou
mais parametros do sangue. Portanto, peixes podem ser usados como um sistema de alerta indicando a
presenca de poluentes em dguas naturais (NUSSEY et al., 1995)

DICK e DIXON (1985) sugerem que a quantidade dos diferentes tipos de células sangiiineas
circulantes constitui um parametro importante para a deteccdo e a avaliagdo dos efeitos subletais de
substancias toxicas em peixes. A hematologia pode ser considerada como um pardmetro essencial para

se avaliar o estado geral de satde de diversas espécies de peixes (NUSSEY ef al., 1995).

2.5.2 Imunologia

Entre os sistemas bioquimico, celular e fisioldgico de animais multicelulares que podem ser
monitorados em ecotoxicologia, o sistema imune inato tem algumas caracteristicas que o tornam atrativo
nesses estudos. Mais comumente do que outros processos bioldgicos o sistema imune inato €
diretamente afetado pela interagdo de uma espécie com outros organismos, uma caracteristica essencial
em ecologia. Mudancas detrimentais no sistema imune sdo importantes em ecotoxicologia porque

podem influenciar populagdes por afetarem a susceptibilidade de individuos a doengas (BOLS et al.,
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2001). Além disso, muitos componentes da imunidade inata parecem ser evolucionalmente conservados
(HOFFMAN et al., 1999; ULEVITCH, 2000), o que poderia significar que a sensibilidade de um
mecanismo imune para um determinado contaminante ¢ similar entre diferentes espécies, o que poderia
predizer o impacto de um contaminante ambiental mais facilmente (BOLS ef al., 2001).

O sistema imune freqiientemente ¢ afetado por poluentes aquaticos. Metais pesados sdo
conhecidos por induzir mudangas imunoldgicas em peixes. Em mamiferos, testes imunotoxicoldgicos
desafiando animais expostos a metais pesados com patdgenos intracelulares fornecem um razoavel
ponto de partida para avaliar o potencial imunotdxico desses componentes (KOWOLENKO et al.,
1992).

Os peixes sdo um grupo animal importante na perspectiva da imunidade e ecotoxicologia. O
conhecimento, por exemplo, das mudanc¢as da imunidade inata em peixes, podem fornecer informagdes
sobre mudancas na satide do ambiente aquatico (BOLS et al., 2001). Portanto, o monitoramento da
satde do animal d4 uma visdo das condi¢des do ambiente aquatico (ZELIKOFF et al., 2000). Outro
fator importante ¢ que alteragdes no sistema imune de peixes podem servir como um alerta de potencial
impacto na satde do homem e do ecossistema, uma vez que muitos poluentes sdo langados
primeiramente no ambiente aquatico e entdo, por uma variedade de rotas alcangam o homem e outros
animais terrestres (ZELIKOFF, 1998; ADAMS ¢ GREELEY 1999).

O estudo da fagocitose ¢ frequentemente realizado em andlises ecotoxicologicas. Este processo
envolve varios passos: quimiotaxia, ataque, ingestdo, degradagdo, morte intracelular e digestdo
intracelular. Dentre estes um dos mais estudados em ecotoxicologia ¢ a ingestdo. Para este estudo
diversas particulas e métodos de monitoramento de sua ingestdo sdo usados para avaliar o efeito de
contaminantes nos fagécitos (BOLS et al., 2001). Dentre essas particulas pode-se citar as leveduras e

bactérias.
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Uma das maneiras de avaliar o sistema imunoldgico pode ser através da estimulagao da atividade
fagocitica pela inje¢do de leveduras em animais previamente expostos a metais pesados, por exemplo,

avaliando dessa forma, a a¢do desses sobre a atividade fagocitica (SILVA et al., 2002, 2005).

2.5.3 Anadlises Bioquimicas

Organismos aquaticos podem ser expostos a diversos poluentes, como metais pesados ou
pesticidas e seus 6rgdos podem acumular metais como o cobre, 0s quais podem levar a reagdes do tipo
redox, gerando radicais livres e, portanto, podem causar alteragdes em certos processos fisioldgicos
(VARANKA et al., 2001).

O termo radical livre refere-se a um adtomo ou molécula altamente reativo que contem nimero
impar de elétrons em sua ultima camada eletronica (HALLIWEL e GUTTERIDGE, 1990;
HALLIWELL, 1992). E este ndo-emparelhamento de elétrons na ultima camada que confere alta
reatividade a esses atomos ou moléculas (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Os radicais livres sdo
formados em um cenario de reac¢des de dxido-redugdo. Na verdade, o termo radical livre ndo ¢ ideal para
os agentes reativos patogénicos, pois alguns deles ndo apresentam elétrons desemparelhados em sua
ultima camada. Como na sua maioria, os radicais sdo derivados do metabolismo do O,, o termo mais
apropriado ¢ espécie reativas do metabolismo do oxigénio (ERMOS) (FERREIRA ¢ MATSUBARA,
1997).

As espécies reativas de oxigénio sdo encontradas em todos os sistemas biologicos. Em condic¢des
fisiologicas do metabolismo celular aerdbio, o O, sofre reducdo tetravalente, com aceitagdo de quatro
elétrons, resultando na formagdo de H,O. Durante esse processo sdo formados intermedidrios reativos,

como os radicais superdxidos, (O,~), hidroperoxila (HO;'), hidroxila (OH) e o peroxido de hidrogénio
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(H20;). Normalmente a redug¢do do O, ocorre na mitocondria (COHEN, 1989 apud FERREIRA e
MATSUBARA, 1997).

Em sistemas aerobios, € essencial o equilibrio entre agentes 0xido-redutores como as espécies
reativas de oxigénio (ERMOS) e o sistema antioxidante. Esses agentes sdo liberados endogenamente
como conseqiiéncia do metabolismo do O,, e também em situacdes ndo fisioldgicas como a exposi¢ao
da célula a xenobidticos que provocam a reducdo incompleta do O, (SHAN et al., 1990 apud
FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Para proteger-se, a célula possui um sistema de defesa
antioxidante que pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como detoxificadora de agentes antes que
cause lesdo. Esta linha ¢ constituida por glutationa reduzida (GSH), superdxido dismutase (SOD),
catalase, glutationa peroxidadse (GSH-PX) e vitamina E. A outra linha de defesa tem funcdo de reparar
a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo acido ascérbico, pela glutationa redutase (GSH-Rd) e pela GSH-
Px, entre outros (SHAN et al., 1990; HEBBEL, 1986 apud FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

O desequilibrio entre a formacdo e a remog¢do das EROS nos organismos, decorrente da
diminui¢do dos antioxidantes enddgenos ou do aumento da geracdo de espécies oxidantes, pode ser
causado, por exemplo, pela exposi¢do a metais pesados. Essa situacdo gera um estado pré-oxidante, que
favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares, podendo resultar,
inclusive na morte celular (GUTTERIDGE, 1993; HALLIWELL ¢ GUTTERIDGE, 1990). Essa lesao
oxidativa ¢ definida como estresse oxidativo e designa uma condi¢do na qual ocorre um desequilibrio
entre as concentragdes de espécies pro e antioxidante (SIES, 1999)

Entre as lesdes oxidativas podemos destacar a peroxidacdo lipidica, que acarreta alteragdes na
estrutura e na permeabilidade das membranas celulares (MELLO-FILHO et al., 1983).
Consequentemente héa perda da seletividade na troca i6nica e liberacdo do contetido de organelas, como

as enzimas hidroliticas dos lisossomos, e formacdo de produtos citotdxicos, culminando com a morte
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celular (HERSHKO 1989). As membranas celulares e intracelulares, que possuem grandes quantidades
de acidos graxos polinsaturados, sdo um importante alvo para o ataque de radicais livres (ROVER-
JUNIOR et al., 2001).

O monitoramento de mudangas bioquimicas em peixes ¢ um caminho altamente sensivel e
correto para medir o efeito de compostos xenobiodticos em laboratdrios e estudos de campo (HINTON e
LAUREN, 1990). Metais pesados, como o cobre, podem aumentar ou diminuir a atividade de enzimas
como catalase, SOD, GSH-Px, e GSH-Rd (RADI e MATKOVICS, 1988; RODRIGUEZ-ARRIZA et al., 1993)

o que pode causar um estado pré-oxidante e conseqiientemente estresse oxitativo.

2.5.4 Histopatologia

De acordo com LEASE (2003), estudos histopatoldégicos podem ser usados como uma
ferramenta de alerta primario para monitorar a saude dos peixes no ambiente. Entre os varios
indicadores de toxicidade, as andlises histoldgicas de diferentes 6rgaos podem indicar resposta bioldgica
diante de uma situagdo desfavoravel, ja que freqiientemente a exposi¢do prolongada dos organismos a
agentes toxicos pode ndo provocar diretamente sua morte, mas afetar a estrutura e a funcdo de 6rgaos
vitais, colocando em risco o individuo, a populacdo e algumas vezes a espécie (POLEKSIC e
MITROVIC-TUTUNDZC, 1994; AU et al., 1999). Segundo WESTER e ROGHAIR (1994), o estudo
histopatologico pode revelar efeitos toxicos estruturais especificos em varios 6rgaos de peixes utilizados
experimentalmente em laboratorio.

Respostas histologicas sdo relativamente de facil determinacdo, e podem estar relacionadas com
a saude de um individuo, que por sua vez permite a extrapolacdo para efeitos na populagdo ou
comunidade. Uma ampla variedade de alteracdes histolégicas em peixes e bivalves tem sido

desenvolvida e recomendada como biomarcadores de contaminagdo ambiental. Estudos nos Estados
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Unidos e Europa tem estabelecido uma relacdo causal entre patologias de peixes e niveis de poluentes
em ambientes marinhos. Nesses programas lesdes histopatologicas em peixes funcionam como um
indicador primdrio de exposicdo a contaminantes, e certos tipos de lesdes sdo indicadores bioldgicos
seguros para efeitos toxicos e carcinogénicos resultantes de exposi¢cdo (AU, 2004).

Entre os 6rgaos usados para estudos histopatoldgicos, podemos destacar o figado, principalmente
por ser o Orgdo primario para biotransformacdo de xenobidticos organicos, e provavelmente ¢ o
responsavel pela detoxificagdo de metais tragos prejudiciais (HEATH, 1995). O figado de peixes ¢
sensivel a contaminantes ambientais porque muitos desses contaminantes tendem a acumular-se no
figado, o que faz com que esse 6rgdo tenha niveis mais altos de poluentes do que o ambiente ou outros
orgios (HEATH, 1995).

As branquias dos peixes sdo oOrgdos multifuncionais responsaveis pela respiragdo,
osmorregulagdo, balango acido-base e excrecdo de residuos nitrogenados. Esse 6rgdo ¢ sensivel a
quimicos na dgua, uma vez, que filamentos e lamelas branquiais, fornecem uma grande superficie para
contato direto e continuo com contaminantes na agua. Assim como o figado, as mudangas histopatologicas

nas branquias sdo, em geral, uma resposta ndo especifica a exposi¢ao dos poluentes (AU, 2004).

3. OBJETIVOS

Objetivo geral

Conhecer o potencial toxico do CuSO4 sobre alguns mecanismos bioldgicos, através de
exposicdo em condi¢cdes experimentais

Objetivos especificos

Avaliar os efeitos sub-letais do sulfato de cobre para a tilapia durante exposi¢ao e recuperagao

Determinar os residuos de cobre nos peixes
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Avaliar o efeito do cobre sobre as varidveis hematologicas da tilapia

Avaliar os efeitos sub-letais na atividade fagocitica dos macréfagos

Avaliar os efeitos sub-letais do cobre sobre pardmetros bioquimicos (GST, GSH, Catalase e
peroxidacgdo de lipideos)

Caracterizar o efeito do cobre nas branquias e no figado dos peixes

Realizar teste de toxicidade aguda para a alga P. subcapitata e para o microcrustaceo C. dubia,

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Ensaio I- Exposicao

Com o objetivo de determinar o efeito sub-letal do sulfato de cobre sobre a tilapia, Oreochromis
niloticus, foi realizado um ensaio com duragdo de 30 dias. Para isso, foram utilizados jovens de tilapia
com peso médio 38,29 + 6,01g e comprimento total médio de 14,00 + 0,65cm provenientes de uma
piscicultura comercial, cada tratamento continha 70 peixes. O experimento foi realizado no laboratdrio
de Patologia de Organismos Aquaticos, do Instituto de Pesca — SP.

Os peixes utilizados nos testes foram aclimatados por um periodo de sete dias, em tanque com
agua declorada com capacidade 1000 L. Durante este periodo, os peixes foram alimentados com racao
comercial com 32% de proteina.

Apos o periodo de aclimatacdo, os peixes foram transferidos para caixas d"agua de 350 L, com os
seguintes tratamentos: Controle, 0,5mg.L™" e 2,0mg.L" de CuSO45.H,0 (Figura 2). O experimento foi
conduzido durante 30 dias, na densidade de 7,6 g.L' por caixa, com amostragem de 10 individuos por
tratamento para as analises hematologicas, histopatoldgicas, bioquimicas e determinacdo de cobre e
outros 6 individuos para as analises imunoldgicas aos sete, 15 e 30 dias. Durante o experimento, os

peixes eram alimentados diariamente com racdo comercial. O experimento foi semi-estatico, com
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substituicdo de 1/3 da dgua a cada trés dias por uma solucdo previamente preparada e de mesma
concentragdo. Durante as trocas foi realizada sifonagem do excedente e de excretas. A mortalidade foi
registrada diariamente.

A 4gua utilizada nos experimentos foi proveniente do abastecimento urbano. O cloro residual
desta fonte foi eliminado por meio do processo de filtragem (filtros tipo cuno em duas séries de
substrato de carvao), seguido de forte aeracdo. As seguintes variaveis fisicas e quimicas da agua foram
mensuradas no inicio e a cada 24 horas, durante os experimentos: temperatura, oxigénio dissolvido, pH e
condutividade elétrica. A andlise da dureza pelo método titulométrico do EDTA, alcalinidade (mg
CaCO;.L™") por titulometria e aménia total (mg NH; L) pelo método colorimétrico do reagente de
Nessler, foram realizadas semanalmente.

A substancia quimica utilizada foi sulfato de cobre pentahidratado (CuS0O4.5H,0), do laboratoério
Merck®. Preparou-se uma solugdo estoque da substincia quimica utilizada, diluindo-se 2g do sal em
1000 mL de 4gua MILLI-Q, resultando em uma solugdo concentrada de 2000mg.L™. A partir dessa
solucdo estoque foram obtidas as concentracdes testadas (concentracdes nominais de 0,5 ¢ 2,0 mg.L™).
Logo apos a adi¢ao da substancia quimica, a agua foi agitada para promover a homogeneizagao das

solugoes.

4.2 Ensaio I- Recuperacio

Para o estudo da recuperacdo dos animais apds exposi¢do ao sulfato de cobre foi realizado um
ensaio com as mesmas condi¢des descritas para o primeiro ensaio. Entretanto, para este segundo ensaio,
durante a exposi¢do, ndo ocorreu amostragem de nenhum animal. Ao final de 30 dias 10 animais de cada
tratamento foram amostrados para a determinag¢do de cobre e realizagdo das analises hematoldgicas,

bioquimicas e histopatologicas e seis animais foram amostrados para a analise imunologica. Em seguida,
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os animais das concentragdes 0,5 e 2,0 mg.L™ foram retirados da condi¢do de exposicdo, ou seja, livres

de CuSO,4 e permaneceram somente em agua na mesma condi¢do que o tratamento controle. A partir

desse momento as mesmas analises foram repetidas aos 7, 15 e 30 dias de recuperacao.

Figura 2 — Caixas experimentais com os tratamentos do ensaio realizado com O. niloticus
4.3 Determinacoes de cobre

4.2.1 Agua
Para a determinagdo de cobre nas amostras de agua foi utilizado o Espectrofotdometro de

Emissdo Optica com Fonte de Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES).
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Durante a troca de 4gua dos ensaios, realizada a cada trés dias, 500 mL de dgua foram coletados
e posteriormente filtradas a vacuo em sistema Millipore usando Filtros de Microfibra de Vidro
Whatman® GF/C, de 47 mm de . As amostras filtradas foram acidificadas usando acido nitrico
p.a.(Merck@) para se obter uma solugdo a 2%. No momento da andlise as amostras foram introduzidas
no ICP via nebulizagdo pneumatica. O elemento foi quantificado mediante comparagdo contra padrao
multielementar p/ ICP rastreado ao NIST-USA.

O equipamento a ser usado foi Espectrofotometro de Emissdo Optica com Fonte de Plasma

Acoplado Indutivamente (ICP-OES)

4.2.2 Peixes

A determinacdo de cobre consistiu em uma solubilizagdo das amostras com hidroxido de
tetrametilamonio (TMAH), uma base forte, soliivel em dgua que complexa e estabiliza elementos (CHO
et al., 1990), como o cobre. As amostras foram misturadas com TMAH e aquecidas a baixas
temperaturas (SCHWINGEL et al., 2000).

Musculo, branquias e figado de 10 animais foram coletados e mantidos congelados a —4 °C até o
momento da andlise. No momento da andlise aproximadamente 250 mg de cada 6rgdo foi pesado e
disposto em tubos falcon, acrescidos de 2 mL de hidréxido de tetrametilamonio (TMAH) + 2mL de 4gua
ultra-pura. Essa mistura foi aquecida a 70 °C por uma hora, em seguida o volume foi completado a 10
mL. As determinagdes de cobre foram realizadas em espectrometro de absor¢ao atdmica com forno de
grafite com limite de deteccdo 0,01ug g™ .

Para a validagdo dos resultados o mesmo procedimento foi realizado com o material certificado
DORM-2 (musculo do peixe dogfish), pela National Research Council Canada. Os resultados obtidos

neste estudo foram validados, uma vez que na solubilizacdo do material certificado houve recuperagao
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de 100% da concentragdo de cobre presente no material. Os dados sio apresentados em pg.g” de peso

fresco.

4.4 Analises hematologicas

Para essas analises foram amostrados 10 animais nos tempos de sete, 15 e 30 dias apds a
contamina¢do com cobre. Os peixes foram retirados das caixas, anestesiados com benzocaina (100mg.L"
" ¢ o sangue coletado por puncdo do vaso caudal, com auxilio de seringas descartaveis, previamente
heparinizadas (Figura 3A).

Com as amostras de sangue foram determinados: o nimero de eritrocitos (Er), contados em
camara de Neubauer utilizando-se o diluente de Hayem (Figura 3B), o hematocrito (Ht), pela técnica de
microhematocrito (Figura 3C), a taxa de hemoglobina (Hb) pelo método de cianometahemoglobina
(Figura 3D), e calculados os indices hematimétricos VCM (volume corpuscular médio), HCM
(hemoglobina corpuscular média) e CHCM (concentragdo de hemoglobina corpuscular média). Foram
realizadas também contagem total e diferencial dos leucécitos e contagem total de trombdcitos em
extensoes sangiiineas coradas pelo May-Griinwald-Giemsa, segundo ROSENFELD (1947) (Figura 3E e

3F).
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Figura 3 - Andlises Hematologicas. Coleta de sangue por pun¢do caudal (A). Contagem de eritrocitos
em camara de Neubauer (B). Determina¢do de hematdcrito (C). Taxa de hemoglobina (D). Confeccao de
extensdes sanguineas para a contagem total de leucdcitos e total de trombdcitos (E). Lamina corada com
Rosenfeld (F)
4.5 Analises imunolégicas

Para avaliar o efeito do sulfato de cobre sobre o sistema imune de jovens de tilapia, O. niloticus,
seis animais de cada grupo experimental foram coletados nos tempos sete, 15 e 30 dias apds exposi¢ao.
Os animais foram anestesiados e, em seguida, injetados intraperitonialmente com concentragdo de 8 x
10° célula/mm’ de levedura Saccharomyces cerevisiae (Figura 4A) e mantidos em tanques com aeragdo
continua, por 4h (Figura 4B). Apods o periodo de incubacdo, os peixes foram retirados das caixas, e
anestesiados novamente com benzocaina na concentragio de 100 mg.L"'. Em seguida, os peixes foram
mortos e a cavidade celomatica foi aberta e lavada com 3 mL de solucdo de tampado PBS (0,7%) (Figura
4C). O liquido contendo as células inflamatorias foi aspirado com pipeta Pasteur (Figura 4D). O lavado

foi centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos. Apés a centrifugagdo, o sobrenadante foi desprezado. Parte

deste lavado foi utilizada para a determinagdo da capacidade fagocitica (C.F.) e do indice fagocitico
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(LF.) de macréfagos nos tr~es diferentes tempos, através de microscopia de contraste de fase, segundo

metodologia de SILVA et al. (2002, 2005), onde:

CF= Capacidade Fagocitica — Porcentagem de um determinado tipo celular que est4 fagocitando (Figura
4E)

CF = n° de macréfagos fagocitando / 100 macrofagos
IF= Indice Fagocitico — é o niimero médio de leveduras no interior das células fagociticas onde sdo
contadas 100 células (Figura 5E)

IF =n°. total de leveduras no interior dos fagocitos / n° total de fagdcitos ativos
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Figura 5 - Analises Imunoldgicas. inje¢io com concentragio de 8 x 10° célula/mm’ de levedura S.
cerevisiae (A). Animais mantidos por 4 horas para acumulagdo de macrofagos na cavidade celomadtica (B).
Abertura da cavidade celomatica (C). Cavidade celomatica sendo lavada com tampao PBS (D). Macrofago
ativo fagocitando duas leveduras (E).
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4.6 Analises bioquimicas

As andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Toxicologia Aquatica e Morte
Celular da Universidade Federal do Parana (UFPR) em Curitiba, PR.

Logo apos a coleta de sangue para as andlises hematologicas, 10 animais foram mortos por
sedacdo profunda e uma porgdo do figado coletada, acondicionado em criotubos € mantido a —80°C até o
momento da andlise.

Primeiramente as amostras de figado foram homogeneizadas em tampao PBS e aliquotas foram
feitas para as seguintes andlises: concentragdo de proteinas totais, glutationa S-transferase (GST),

glutationa reduzida (GSH), catalase (CAT) e peroxidacao de lipideos (LPO).

4.5.1 Determina¢do da concentragdo de proteina total

Com o objetivo de normalizar os dados obtidos nos diferentes ensaios bioquimicos foi realizada
a quantificacdo de proteinas totais pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Para isso, 10 puL da
amostra (figado homogeneizados em tampao PBS) foram pipetados diretamente em cada poco de uma
microplaca (4 réplicas) e em seguida foi adicionado 250 pL do reativo de Bradford, entdo, procedeu-se a
leitura das absorbancias (A = 620nm). Utilizou-se o PBS como branco. As concentragdes de proteinas
foram obtidas comparativamente aos valores da absorbancia da curva padrdao BSA (albumina de soro

bovino) nas concentragdes 0, 125, 250, 500, 750 e 1000 ;,Lg.rnL'1 de BSA.

4.5.2 Atividade enzimatica da GST
A atividade da enzima glutationa S-transferase foi monitorada através da reagdo do substrato 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida (GSH), reacdo esta catalisada pela GST, e

que forma um tioéter que pode ser monitorado pelo aumento da absorbancia a 340nm.
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Inicialmente foi realizado um teste para padronizacdo das concentragdes do CDNB e GSH (0,
0,5,1,1,5,2,3,4e5mM de CDNB/GSH). A partir desse ensaio foi escolhida a concentragio de CDNB
(= 10 vezes o valor do Ky) e de GSH (= o proprio valor do Kyy).

Posteriormente, as amostras foram descongeladas e 15uL. foram pipetados em uma microplaca (4
réplicas) e imediatamente antes da leitura adicionou-se 135uL. do meio de reagao (CDNB a 2mM + GSH
a 4 mM, etanol a 4%, tampao fosfato de potassio a 100 mM, pH 6,5) (HABIG et al., 1974; KEEN et al.,
1976). O aumento da absorbancia foi registrado em intervalos de 10 segundos durante 2 minutos. Foi

. . . . . 2 , N .
selecionado o primeiro intervalo de 1 minuto com r° > 0,99 para calculo do A absorbancia por minuto.

4.5.3 Concentragdo de Glutationa Reduzida (GSH)

As amostras foram descongeladas e para cada 250 pL de amostra foram pipetados 100 pL de
acido tricloroacético (TCA, 12,5%) e entdo centrifugado a 2000 xg por 5 minutos, para precipitacao
protéica. Em seguida foram pipetados em microplaca 30 uL. do sobrenadante da amostra + 200 puL de
tampao tris pH 8,9 e por ultimo 50 pL de DTNB, imediatamente procedeu-se a leitura das absorbancias
(A = 415nm). Como branco utilizou-se 2 pL de PBS + reagentes (SEDLAK e LINDSAY, 1968). A
determina¢do da GSH foi obtida comparativamente com a curva padrao GSH (0, 2,5, 5, 10, 20, 40, 80 ¢

160 g.mL™)

4.5.4 Atividade Enzimatica da catalase (CAT)

As amostras foram descongeladas em gelo e 10 uLL da amostra foi pipetada em uma cubeta de
quartzo, em seguida foi adicionado 990 puL do meio de reacdo (4gua deionizada e destilada + Tampao
tris IM, EDTA 5SmM+H;0, a 30%). O decréscimo gradual na absorbancia, devido a degradag¢do do

peroxido de hidrogénio (AEBI, 1984), foi monitorado e registrado num intervalo 1 segundo, por 45
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segundos, imediatamente ap6s serem misturados por imersdo, realizou-se a leitura da absorbancia em
A=240nm. A partir dos valores de absorbancia, através de regressdo linear, foi escolhido o primeiro
intervalo de 30 segundos com r* > 0,99 para o célculo do A absorbancia por minuto.

Antes das analises foi feito um ensaio para padroniza¢do da concentra¢do de peroxido de

hidrogénio que seria utilizado no meio de reacdo (testaram-se as concentragdes 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60,

70 e 80 mM de H,05).

4.5.5 Peroxidagao Lipidica (LPO)

A peroxidacado lipidica foi determinada pelo método FOX (Ferrous Oxidation/ Xylenol Orange
Method) que se baseia na rapida oxidagio do Fe™ mediada por peréxidos sob condigdes acidas e
posterior formagdo do complexo Fe™-laranja de xilenol na presenga do estabilizador butilado, que
absorve luz entre 550-570nm (JIANG et al., 1991, 1992).

Para a realizacdo desta andlise as amostras que foram previamente homogeneizadas em PBS
foram centrifugadas a 1000x g por 10 minutos a 4°C. Em seguida, 200 puL do sobrenadante da amostra
mais 1250 pL do meio de reacdo (laranja de xilenol, H,SO4, BHT e FeSO4 NHy) foram pipetados
diretamente em microplacas de fundo chato com 96 pocos (4 réplicas). Apos 30 minutos de reagdo em

microplacas tampadas procedeu-se a leitura das absorbancias (A = 570nm).

4.7 Analises histopatologicas

As andlises histologicas foram realizadas no Laboratorio de Toxicologia Aquatica e Morte
Celular da Universidade Federal do Parana (UFPR) em Curitiba, PR.

Para estas analises, foram retirados figado e branquias de seis animais, os 6rgdos foram

transferidos para frascos com formol 10% tamponado por 24 horas, ap6s esse periodo foram transferidos
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para 4lcool 70%. As amostras foram incluidas em Paraplast Plus (MERCK ©). Os blocos foram cortados
com micrétomo LEICA®, com obetncad de cortes com 5 micrémetros. Os cortes foram corados com HE

(Hematoxilina-Eosina). As laminas foram analisadas com o auxilio de microscopio 6tico comum.

4.8 Ensaios ecotoxicologicos
Os ensaios ecotoxicologicos com Pseudokirchneriella subcapitata e Ceriodaphinia dubia foram

realizados no laboratério de Ecotoxicologia aquatica do Instituto de Pesca, SP

4.8.1 Pseudokirchneriella subcapitata

A realizagdo dos ensaios ecotoxicologicos com algas seguiu as recomendagdes da Associacao
Brasileira de Normas Técnicas - NBR 12648 (ABNT, 2005a). A espécie escolhida foi
Pseudokirchneriella subcapitata (Korshikov) Hindak, anteriormente denominada, por Selenastrum
capricornutum € o meio de cultivo utilizado foi o meio liquido L. C. Oligo (ABNT, 2005a).

Trés dias antes do inicio de cada bateria, um cultivo em massa foi montado com 1 litro de meio
L. C. Oligo e 50 mL de suspensao algacea. Esse cultivo em massa foi mantido em erlenmeyer com
volume de 2 litros a temperatura de 25°C, com incidéncia de iluminagdo constante (4.5000 lux) e
aeracao mecanica artificial.

Esse pré-cultivo foi necessario para que as algas do inoculo, que foram expostas as
concentragoes de sulfato de cobre nos testes, estivessem em fase exponencial de crescimento. Segundo
SIPAUBA-TAVARES ¢ ROCHA (2001) o crescimento de algas no cultivo passa por cinco fases
distintas (Figura 5): 1 — fase de indug¢@o ou /ag (maioria das células € vidvel, mas ndo esta em condi¢oes
de se dividir); 2 — fase exponencial ou /og (a taxa de crescimento ¢ maxima e constante e as c€lulas se

dividem regularmente); 3 — fase de reducdo de crescimento (reducdo da taxa de crescimento); 4 — fase
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estaciondria (taxa de crescimento ¢ compensada pela taxa de mortalidade, por isso a populagdo ndo

aumenta); 5 — fase de senescéncia ou de declinio (taxa de mortalidade ¢ maior que a de reproducao)

Estaciorubia

Ravucdn 0o cascimanio

Canesiehicin

Expononcal

Indugc:

= | S—
Figura 5 - Diferentes fases da curva de crescimento algaceo em sistema de cultivo (SIPAUBA-

TAVARES e ROCHA 2001).

No dia da realizag¢do dos testes, 100 mL do cultivo em massa foi centrifugado por 15 minutos a
1500 g, o sobrenadante descartado e o sedimentado ressuspendido em 100 mL de meio de cultura. Este
procedimento foi repetido por mais uma vez e dessa nova suspensdo, mediu-se o nimero de células/mL,
através de contagem em camara de Neubauer, a fim de determinar o volume do indculo a ser utilizado
nos testes. Esse processo de centrifugagdo e ressuspensao foi feito de modo que os indculos sempre
contivessem 1 x 10° células e volume inferior a 1 mL.

O calculo do volume do indculo seguiu a seguinte formula:

Vi= (Vfx Ci)/ N

Onde:

Vi = volume do indculo (mL)

Vf = volume da solugao-teste (mL)

Ci = concentragio inicial do recipiente-teste (células.mL™)
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N = nimero de células da suspenséo (células.mL™)

As solugodes-teste foram estabelecidas de acordo com as recomendacdes da NBR 12648 (ABNT,
2005) para a dilui¢do crescente de amostra. Para tanto, tomou-se como base a concentracio de 2,0 mg/L
de sulfato de cobre. Os testes consistiram em trés replicatas de recipientes-teste (erlenmeyers de 100
mL) para cada concentragio, contendo 50 mL de amostra e indculos com 1 x 10° células de algas.

Apds a inoculagdo dos recipientes-teste, os frascos foram cobertos com filme plastico e
colocados em incubadora por 72 horas sob as condi¢des de 25°C de temperatura, iluminacao constante
(4.500 lux) e agitacdo mecanica del75 rpm (Figura 6). Apds as 72 horas de exposi¢do, a quantidade de
algas em células/mL, de cada replicata, foi determinada por contagem em cdmara de Neubauer.

A validagdo dos ensaios seguiu o critério da ABNT (2005) para testes de toxicidade com algas de
72 horas de exposicdo. Foram considerados validos os ensaios que apresentaram crescimento de

biomassa algidcea média do controle pelo menos 16 vezes superior a biomassa inicial.
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Figura 6 - Vista interna da incubadora utilizada no experimento com a alga P. subcapitata

4.8.2 Ceriodaphnia dubia

O organismo-teste utilizado neste teste foi a Ceriodaphnia dubia (Crustacea: Cladocera), cuja
espécie ¢ comumente recomendada para ensaios desta natureza (LOMBARDI, 2004). A 4gua utilizada
foi de fonte natural, coletada no Ribeirdo do Pirai, no municipio de Salto de Itu (SP), e filtrada em duas
etapas: a primeira em rede de zooplancton (60 um) e a segunda em papel filtro qualitativo para ser
utilizada tanto no cultivo desses organismos, como na dilui¢do das amostras-teste. Seus aspectos de
qualidade e indicagdo para o uso foram previamente atestados antes e durante os ensaios, conforme
normas da ABNT (2005b), pelo Laboratério de Ecotoxicologia do Instituto de Pesca — SP e também por
outros laboratorios como o da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental — CETESB e o
Laboratério de Ecologia e Ecotoxicologia Aquatica do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares —

IPEN. As variaveis limnologicas foram: dureza (mg.L™"), pH, alcalinidade (mg.L"' CaCO3), OD (mg.L’
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1), temperatura (°C), condutividade elétrica (pS.cm'l), turbidez (NTU), fosforo total (mg.L'l), nitrogénio
amoniacal total (mg.L'l), nitrogénio total (mg.L'l), nitrito (mg.L'l) € nitrato (mg.L'l), seguindo a
metodologia APHA et al. (2005).

As condi¢des dos ensaios de toxicidade aguda e cronica seguiram a metodologia da NBR 13373
(ABNT, 2005b) e CETESB (1991), considerando-se um sistema semi-estatico de sete dias de duragdo.
Assim, a troca total da amostra e recipiente ocorria, diariamente, a partir de 48 horas decorridas de seu
inicio. Dez réplicas foram conduzidas simultaneamente para cada tratamento e apenas um organismo
com idade inicial de 6 a 24 horas (neonato) foi adicionado para cada réplica, incluindo o grupo controle.
Como alimento utilizou-se 0,02 mL/organismo de racdo fermentada com teor de 2,50 g.L'1 de solidos-
totais e 0,04 mL/organismo de suspensdo de microalgas da espécie Pseudokirchneriella subcaptata
(cloroficea), na propor¢io aproximada de 2,0 x 10° células/mL, de acordo com a ABNT (2005b).

Os recipientes-testes (frascos contendo 15 mL de amostra) foram acondicionados em
incubadora com temperatura média de 25,0 + 0,7 °C, fotoperiodo de 16 horas claro: 8 horas escuro ¢
luminosidade de 1.000 lux (Figura 7). As concentragdes utilizadas nesse ensaio foram: cinco
concentracgdes obtidas a partir da concentragdo 2,0 rng.L'1 através das seguintes diluicdes: 6,2%, 12,5%,
25,0% e 50,0% e 100%. Todas essas concentra¢des foram preparadas em baldes volumétricos e diluidas

com a agua de cultivo.
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[
Figura 7 - Vista interna da incubadora utilizada no experimento com C. dubia

A validagdo dos ensaios foi realizada pela constatacdo, no grupo controle, de taxa de
sobrevivéncia igual ou superior a 80%, além da observacdo da média minima reprodutiva de 12
neonatos por organismo genitor (ABNT, 2005). Além disso, todos os lotes de C. dubia utilizados nos
ensaios tiveram seus niveis de sensibilidade constatados como dentro dos limites de aceitagdo de
resultados (compreendidos entre + 2 desvios-padrao da média de resultados pretéritos), através da

comparacdo da carta-controle elaborada com a substancia de referéncia - Cloreto de Sodio (NaCl).

4.9 Analises estatisticas
A andlise estatistica utilizada no teste ecotoxicologico com alga para a determinagdo da
concentracdo inibitéria média (CI50), foi realizada através do método de interpolacdo linear para

toxicidade subletal (ICPin) (NORBERG-KING,1993).
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Para a andlise dos dados do teste de toxicidade cronica foi utilizado o programa estatistico
TOXSTAT 3.3 (GULLEY et al., 1991). A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro
Wilks e a homocedasticidade das variancias pelo teste de Bartlett. Em seguida foram submetidos ao teste
estatistico “ANOVA” do tipo unifatorial, e ao teste Tukey para comparar a diferenga entre as médias dos

tratamentos. Os resultados foram considerados significativos quando P<0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Variaveis fisicas e quimicas da agua dos ensaios I e I1

Neste trabalho ndo ocorreram alteragdes nas variaveis fisicas e quimicas da agua entre os
diferentes tratamentos e ao longo do tempo nos dois ensaios (Tabelas 1, 2) que pudessem interferir nos
resultados obtidos, estando todos dentro do limite estabelecido para conservacdo da vida aquética

(BOYD, 1982).

Tabela 1. Média das variaveis fisico-quimicas da agua do ensaio I e ensaio Il com O. niloticus expostas ao
CuSO,

ENSAIO I
Tratamento Alcalinidade Dureza Amonia nio ionizada
(mg.L™") (mg CaCO,L")  (mg CaCO;L™) (mg NH;L™)
Controle 71,41 118,73 0,01
0,5mg.L" 51,52 96,28 0,02
2,0mg.L” 72,82 117,30 0,01
ENSAIO 11
Tratamento Alcalinidade Dureza Amonia nio ionizada
(mg.L'l) (mg CaCOs/L) (mg CaCOs/L) (mg NH3/L)
Controle 86,29 185,96 0,01
0,5mg.L" 56,56 139,20 0,01
2,0mg.L" 79,07 166,74 0,01
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Tabela 2. Média e desvio padrdo das variaveis fisico-quimicas da agua do ensaio I e ensaio Il com O. niloticus
expostas ao CuSO,

ENSAIO I
Tratamento Oxigénio Dissolvido T pH Cond. Elétrica
(mg.L™) mg.L %% Sat °0) us/cm
Controle 7,09+0,45 81,7+3,33 22,39+1,72 7,69+0,23 286,41+19,3
0,5mg.L" 7,25+0,39 83,90+2,71 22,63+1,62 7,73+0,10 234,70+£21,7
2,0mg.L" 7,11+0,42 82,28+3,17 22,58+1,61 7,82+0,13 271,41£16,97
ENSAIO 11
Tratamento Oxigénio Dissolvido T Cond. Elétrica
(mg.L™) mg.L" % Sat °C) pH us/cm
Controle 6,70+0,85 77,43+8,06 23,26+1,82 7,70+0,18 326,26+40,84
0,5mg.L" 6,86+0,84 80,89+8,10 23,40+1,76 7,65+0,15 224,98+27,57
2,0mg. L 6,87+0,95 80,30+8,44 23,30+1,73 7,80+0,12 250,98+28,60

5.2 Determinacdes de cobre

Na tabela 3 sdo apresentadas as concentragdes reais de cobre determinadas na agua dos ensaios I

e II, ¢ possivel observar perda de cobre, que pode estar relacionada a adsorcdo as paredes dos tanques,

precipitagdo, volatilizagdo e acimulo de cobre nos animais.
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Tabela 3. Média da concentragao de cobre determinada nas amostras de dgua no Ensaio I e Ensaio II

CuS04.5H,0 Concentracio de cobre determinada (mg.L™)
Concentraci Concentragao
Oneentiagao 4o cobre na . Ensaio II Ensaio II
Tratamento nominal lécul Ensaio | - ~
(mg.L'l) mo ecgla Exposi¢ao Recuperacao
(mg.L)
Controle 0 0 Nd Nd Nd
0,5 mg.L" 0,5 0,13 0,05+0,005 0,060,017 Nd
2,0mg. L’ 2,0 0,50 0,25 £0,02 0,33 +£0,03 Nd

nd = ndo detectado.

A exposi¢do ao cobre no ensaio | resultou em acumulo significativo nos tecidos analisados, com
excecao do musculo (Figura 8). A média de cobre determinada nas branquias ao final de 30 dias foi de
1,08 ¢ 2,52 ug.g'1 nas concentracdes 0,5 e 2,0 mg.L'l, respectivamente. No figado, foram determinados
valores de 87,32 ¢ 127,78 ug.g'1 nos tratamentos 0,5 e 2,0 mg.L'l, respectivamente. Além disso, para as
branquias, ocorreu diferenca significativa entre as duas concentracdes a partir dos 15 dias e também ao
longo do tempo para a concentragao 2,0 mg.L'l.

No ensaio II, também ocorreu diferenca significativa nos valores de cobre acumulados nos figado
e branquias, entre os animais tratados e o controle aos 30 dias de exposi¢cdo, em ambas as concentragoes,
com excecdo do musculo (Figura 9). Nas branquias, valores de 1,28 e 2,04 ug.g'l, foram determinadas
nos tratamentos 0,5 e 2,0 mg.L'l, respectivamente. Entretanto, o nivel de cobre registrado nesse 6rgao
durante a recuperacdo no ensaio II ndo diferiu estatisticamente do grupo controle, sendo possivel
observar queda nas duas concentragdes. Os valores registrados aos 30 dias de recuperagdo foram 0,87 e

1,13 pg.g”' para os tratamento 0,5 e 2,0 mg.L™, respectivamente. Altos valores de cobre foram
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registrados no figado dos animais apds 30 dias de exposicdo, 224,24 ¢ 288,30 pg.g” de cobre nos
tratamentos 0,5 ¢ 2,0 mg.L"', respectivamente. Ao contrario do que observado com as brinquias,
elevados niveis de cobre no figado persistiram durante a recuperagdo, diferindo do controle. Os valores

registrados ao final da recuperacao foram 285,28 e 342,08 ug.g'l, nas concentragoes 0,5 ¢ 2,0 mg.L’l,

respectivamente.
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Figura 8 - Média e desvio padrdo da concentra¢do de cobre em tecidos de tilapia no Ensaio I. Letras
distintas mostram diferenga significativa entre os tratamentos, * diferen¢a significativa entre os tempos

de amostragem (p<0,05). m controle m 0,5 mg.L™" m 2,0 mg.L"!
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O acumulo de cobre nos tecidos, como determinado no presente estudo, mostra uma relacao

direta com a concentracdo do metal no meio aquatico, aumentando, em geral, a concentragdo nos tecidos

com o aumento de cobre na dgua (MAZON e FERNANDES, 1999) e isto tem sido demonstrado em

diversas espécies expostas ao cobre dissolvido na agua (COGUN e KARGIN, 2004; MAZON et al.,

2002; YAMAMOTO et al., 1997, PELGROM et al., 1995, WONG et al., 1999). Os resultados

encontrados neste trabalho mostram que os maiores valores de cobre foram encontrados no figado,
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seguido pelas branquias e musculo, o mesmo padrdo de distribuicdo de cobre nos tecidos de O. niloticus
foi encontrado também por COGUN e KARGIN (2004).

Sabe-se que metais pesados acumulados em elevados niveis podem ser altamente toxicos para
peixes, especialmente para larvas e juvenis que sdo mais sensiveis a poluicio. Orgdos alvos, como
figado, gonadas, rins e branquias sdo tecidos metabolicamente ativos e acumulam metais pesados em
altos niveis (QIAO-QIAO, et al., 2007). Portanto, ndo ¢ surpresa que nas branquias e figados da tilapia
foram encontrados niveis elevados deste elemento.

A absor¢do de um quimico pelas branquias pode ser descrita da seguinte maneira: (1) absor¢ao
através do epitélio das branquias; (2) transporte do epitélio para o sangue; (3) incorporagdo no sangue,
incluindo ligacdo as proteinas do plasma; (4) transporte via sistema circulatorio para varios tecidos; (5)
transporte dentro dos tecidos (figado, rim e musculo, por exemplo) (KLEINOW et al., 2008). No
presente estudo, as concentragdes de cobre registradas indicaram que esse processo foi seguido, com
entrada do xenobidtico através das branquias e distribuicdo para o figado e em menor quantidade para o
musculo.

A absorg¢do de cobre ¢ passiva e envolve um gradiente de difusdo do meio externo (aquatico) para
o meio interno (tecidos) (HEATH, 1991). As branquias sdo consideradas os principais sitios de absor¢ado
de cobre dissolvido no meio aquatico. Este 6rgao, responsavel pela respiragdo, possui extensa superficie
em contato com o meio aquatico, uma fina membrana separando o sangue e a agua, e altas taxas de troca
entre sangue e agua. Essas mesmas caracteristicas que promovem eficiente troca de gases respiratorios,
também contribuem para a entrada de xenobidticos (KLEINOW et al., 2008)

De acordo com LEVINA et al. (1972), a distribuicdo desigual de metais pesados deve-se a

diferencas no grau de intensidade de processos metabdlicos das células em orgaos e tecidos. Quando um
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metal acumula em quantidades excessivas em orgaos vitais, eles devem indubitavelmente alterar varios
aspectos de sua atividade vital.

As branquias e o figado de O. niloticus acumularam altas concentra¢des de cobre. Entretanto, o
maior acumulo de cobre foi registrado no figado, e esse resultado estd provavelmente relacionado ao
papel desse 6rgdo como o principal armazenador e regulador na homeostase do cobre, refletindo sua
a¢do multifuncional nos processos de detoxificagio (CARPENE e VASAK, 1989). O alto conteudo de
cobre no figado pode indicar, a0 menos em parte, uma protecao aos outros 6rgaos do acimulo excessivo
de cobre (GROSSEL et al., 2001).

O acumulo de cobre nas branquias foi menor que o registrado no figado, sugerindo que parte do
cobre absorvido nas branquias foi continuamente para a corrente sanguinea e transportado para outros
orgdos. Estudos que determinam o local dos contaminantes nos tecidos, em geral, mostram maior
concentragdo de cobre no figado quando comparado com as branquias (BERVOETS et al., 2009;
KRAEMER et al., 2005; WONG et al. 1999; EWERS e SCHLIPKOTER, 1991; BENDELL-YOUNG et
al., 1986).

Os resultados mostraram aumento significativo da concentragdo de cobre nas branquias ao longo
do tempo na maior concentragio (2,0mg.L"), indicando resposta tempo-dependente. Outros autores
relataram o mesmo padrdo de resposta, tais como, KRAEMER et al. (2005) e COGUN e KARGIN
(2004) que observaram aumento na concentragdo de cobre nas branquias de Perca flavescens e O.
niloticus, respectivamente, quando expostos a esse contaminante ao longo do tempo. Além disso, nesse
tecido ocorreu acumulagdo concentragdo-dependente a partir dos 15 dias de exposi¢do. Resultado
semelhante foi encontrado por PELGRON et al. (1995) e WONG et al. (1999) onde o acimulo de cobre
nas branquias do peixes Sparus sarba foi mais proeminente nas maiores concentragdes de cobre. A alta

concentragdo de cobre nas branquias pode ser devido a ligacdo do cobre ao muco das lamelas branquiais
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(WONG et al. 1999). Embora, ndo significativo, o figado parece também apresentar um padrao de
resposta de acumulo de cobre tempo-dependente e concentragao-dependente.

O acumulo de cobre em tecidos, como o musculo, ocorre quando a capacidade maxima de
armazenamento do figado é exarcebada (LAUREN E McDONALD, 1987). No presente estudo nio
ocorreu diferenca na concentragdo de cobre entre os tratamentos. Em geral, a concentracdo de cobre ¢é
menor no musculo do que em outros tecidos (WONG et al., 1999). Por outro lado, o baixo conteudo de
metal em musculo ¢ um pardmetro importante a ser investigado em uma perspectiva de cadeia tréfica,
onde o homem ¢ o consumidor final (LWANGA et al., 2003).

O nivel maximo de cobre permitido em alimentos ¢ de 30pg.g” (Portaria 685/98 SNVS/MS).
Entretanto, esse limite estd estabelecido para alimentos em geral, ndo existindo uma determinagdo
especifica para peixes. Os valores de cobre determinados no musculo, inclusive no grupo controle,
ficaram abaixo de 30pg.g”', mas ¢ preciso cautela, uma vez que por processos como biomagnificacio e
bioacumulagdo, concentragcdes maiores podem ser encontradas, o consumo de peixes contaminados por
cobre podem representar riscos 4 saude.

Os niveis de cobre nas branquias dos animais expostos retornaram a valores proximos ao
controle na fase de recuperagdo, mas os niveis de cobre hepatico permaneceram altos pds-exposi¢ao
(Figura 11), resultado similar foi encontrado por SHAW e HANDY (2006) em O. niloticus alimentadas
com niveis subletais de cobre, apds 21 dias de recuperagdo. E estes autores, sugerem que a tildpia pode
redistribuir o cobre acumulado para excre¢do via figado. A rota dominante para excre¢do de cobre em
peixes teledsteos parece ser através do sistema hepatobiliar, predominando sobre a excre¢do renal e
branquial (GROSELL et al., 2001; CLEARWATER et al., 2002). No presente estudo, os valores de

cobre determinados ao final de 30 dias de recuperagdo do ensaio II no figado, foram maiores que os
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registrados aos 30 dias de exposicdo, sugerindo que apos cessar a exposi¢cdo, o cobre acumulado em
diferentes 6rgdos, como branquias e rim ¢ mobilizado para o figado, onde ¢ entdo excretado

A biotransformacdo de um composto quimico pode aumentar substancialmente sua através da
bile, por aumentar sua solubilidade. A quantidade de metabdlitos encontrados na bile parece ser espécie-
dependente. Além disso, o fato de metais serem excretados conjugados a moléculas pode interferir na
sua eliminacdo, fato esse que sugere potencial seletividade das vias de elimina¢do de metabdlitos. No
caso de metais pesados como o cobre, o qual se liga a glutationa, a eliminag@o via sistema hepatobiliar
pode ser reduzida, devido a inibi¢do da biosintese da glutationa ou de sua excrecdo via bile
(BALLATORI e BOYER, 1986). Portanto, isso poderia explicar a alta concentra¢do de cobre no figado,
mesmo apos os animais serem colocados em 4gua livre de cobre. Embora, o figado seja a principal rota
de excre¢do de cobre, a maneira como o cobre ¢ excretado (ligado a moléculas como a glutationa),
poderia inibir a excre¢do desse metal.

O tempo de recuperacao utilizado no presente estudo talvez ndo tenha sido suficiente para a total
eliminagdo de cobre dos 6rgdos, principalmente do figado. BOOCK ¢ MACHADO-NETO (2000)
registraram eliminagdo quase completa desse metal em peixes expostos a 96 horas ao oxicloreto de
cobre e posteriormente colocados em dgua limpa por 144 horas. Entretanto, esses autores analisaram o

organismo todo. No presente trabalho ndo houve eliminagdo de cobre nos tecidos analisados.

5.3 Analises Hematologicas
No presente estudo, com relagdo as andlises hematologicas nao houve diferenga significativa para os

parametros hematologicos e para os indices hematimétricos entre os peixes dos tratamentos no ensaio I e II

(Figuras 10 e 11).

60



A0

_240
=200 e
=
Eigg | = 200 -
) =
= ED 100 -
£ a0 |
b
15 30 7 15 a0

7
Tempo [Dias] Tempo (Dias)
2 100
L Feo
5 4 4 Edﬂ 1
® 2 £ 20
g 04 : ) . ]
E 7 15 0 7 15 Wi
T i
Tempo | Dias) empo | Dias]
A8 40
o L ge
g 30 __ 30
§ E5
20 |
10 |
T 5 - £
a : , 8
7 15 30 7 15 o~
Tempo { Diash
Tempo [Dias)

Figura 10 - Médias e desvio padrao dos pardmetros hematologicos e indices hematimétricos de tilapias,
expostas as concentragdes subletais de sulfato de cobre, nos diferentes momentos de coleta no Ensaio I
® controle m 0,5 mg.L"' w 2,0 mg.L"
As alteragdes do quadro hematoldgico podem ser bons indicadores da resposta fisiologica frente
as variagdes ambientais, porque peixes vivem associados com seu ambiente externo e sdo muitas vezes
sensiveis a mudancgas que podem ocorrer dentro do ambiente (VAN VUREN, 1994).

No ensaio I é possivel observar, diminui¢do no nimero de eritrocitos na coleta de 15 dias,

inclusive no grupo controle. Entretanto, aos 30 dias o nimero de eritrocitos aumentou, ficando maior
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que aos sete dias de exposicdo. Esse aumento no niamero de eritrocitos, embora ndo significativo, apos
30 dias de exposicdo em todos os tratamentos, inclusive no grupo controle pode significar uma
adaptacdo dos animais ao estado de confinamento, seria um processo de retorno as condigdes
fisiolégicas normais (NUSSEY et al., 1995). Os valores de hematdcrito e taxa de hemoglobina
apresentaram pequena variagdo entre os tratamentos e ao longo do tempo permanecendo estaveis
durante todo o periodo experimental.

No ensaio II, assim como no ensaio I ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
(Figura 13), quando comparados com o grupo controle os valores dos pardmetros hematoldgicos e indices
hematimétricos permaneceram proximos ao grupo controle nos animais expostos a diferentes
concentracdes de cobre, tanto aos 30 dias de exposi¢do, quanto nos tempos de coleta, durante a
depuracdo. Estes resultados indicam que o cobre no presente estudo ndo provocou alteragdes sanguineas

significativas nos animais.
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Figura 11 - Médias e desvio padrao dos parametros hematologicos e indices hematimétricos de tilapias,
expostas a diferentes concentragdes de sulfato de cobre, aos 30 dias de exposicdo e nos diferentes
momentos de coleta durante a depuragdo no Ensaio II. m controle m 0,5 mg.L™" = 2,0 mg.L"!

NUSSEY et al. (1995) também ndo encontraram alteracdes nas varidveis hematologicas e indices
hematimétricos na tilapia, O. mossambicus, expostas ao cobre por quatro semanas, € somente os valores
de hematdcrito apresentaram diminui¢do apds 96 horas de exposicdo, ja para os indices hematimétricos
os autores relataram alteragio no VCM, HCM e CHCM. Alguns trabalhos relatam a ocorréncia de

alteragdes hematoldgicas devido a exposicdo ao cobre, em Heteropteneus fossilis ocorreu reducao no

numero de eritrdcitos e taxa de hemoglobina apo6s 30 dias de tratamento (SINGH e REDDY, 1990). Por
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outro lado em Channa punctatus foi observado decréscimo na quantidade de eritrécitos, hemoglobina e
hematocrito e do CHCM, mas aumento do VCM (SINGH, 1995). Tais alteragdes nessas espécies
devem-se a danos no tecido eritropoiéticos provocados pelo tratamento (WEPENER et al., 1992; EL-
AZI1Z, 1997). Outros autores também relataram alteracdes sanguineas devido a exposi¢do ao cobre
(NUSSEY et al., 1995; TAVARES -DIAS et al., 2002). Entretanto, no presente trabalho, ndo foi
evidenciado nenhuma alteracdo na série vermelha de peixes expostos ao sulfato de cobre por até 30 dias
que pudesse evidenciar o efeito deste sobre os pardmetros hematoldgicos.

No sangue periférico de O. niloticus os leucocitos encontrados foram de trés tipos, mondcitos,
linfocitos e neutrofilos. Nao foram observados eosindfilos nos peixes em nenhum dos tratamentos
testados, ja os basofilos foram encontrados apenas em dois animais do grupo controle e uma na
concentracao de O,Smg.L'l. Segundo RANZANI-PAIVA (1995), o relato esporadico de um tipo ou outro
de leucdcitos pode ser atribuido & pequena porcentagem destas células no sangue, podendo muitas vezes
passar despercebido.

Mudancas na contagem diferencial de leucdcitos fornecem evidéncia do decréscimo da
imunidade ndo especifica em peixes apds a exposi¢do a substancias toxicas (SVOBODA et al., 2003;
OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2006). Neste estudo, ndo foram observado alteracdes significativas na
contagem diferencial de leucocitos nos peixes de ambos os tratamentos, durante todo o periodo de
exposicdo ¢ em ambos os ensaios (Figuras 12 e 13). Da mesma forma ndo ocorreu diferenca na

contagem total de leucocitos.
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Figura 12 — Médias e desvio padrao da contagem diferencial e total de Leucocitos no ensaio I de
toxicidade cronica em Oreochromis niloticus expostas ao sulfato de cobre (CuSOs). (Lc= Leucocitos; Lf=
Linfocitos; Nt= Neutréfilos; Mn= Mondcitos). m controle m 0,5 mg.L" m 2,0 mg.L"!

65



S0
N0
T
B
bRl UL
Ral UL
IO
200
Iy

Lefufu)

1M
HIH
4000
)
2000
1000

Mt /L)

HIHIE
HESIl ]
Ok

G000
SO
M
l I 3000
R
1000
) 15 30

LF (gL

L0 s

- 3 dlias T 1% in
exp ol cEn [T TS
Tempo [Blas] Temoe | Diasl
£iHik
1501k
LMk
= 150
=MD
£
= 1500
1Mk
S1H]
1]
30 dia 7 15 i1 1 dlias 7 i5 Lif
R epos ko
Temia Dl Temiza |l

Figura 13 — Médias e desvio padrdo da contagem diferencial e total de Leucocitos no ensaio II de
toxicidade cronica em Oreochromis niloticus expostas ao sulfato de cobre (CuSQs). (Lc= Leucoécitos; Lf=
Linfécitos; Nt= Neutrofilos; Mn= Mondcitos). m controle m 0,5 mg.L'l 2.0m g.L'l

Alteragdes causadas pelo cobre em leucéceitos de peixes ja foram observadas por NUSSEY et al.

(1995). Segundo esses autores o cobre provocou aumento na concentragdo de leucocitos, com aumento

no numero de linfocitos e eosinodfilos e diminuicdo nos mondcitos e neutrofilos. Entretanto no presente

trabalho o cobre ndo causou alteracdo nos leucécitos dos peixes. Resultado similar foi encontrado por

TAVARES-DIAS et al. (2002), que relataram ndo ter ocorrido alteragdes na contagem diferencial de

leucocitos em peixes expostos ao cobre. Embora o aumento do numero de leucocitos seja uma reagado

normal dos peixes a substancias estranhas (NUSSEY et al., 1995), no presente estudo tal reagdo nao foi

observada.
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As fungdes dos trombocitos em peixes sdo pouco conhecidas, entretanto, acredita-se na

possibilidade de estarem relacionadas com o sistema de defesa, como relatado por MATUSHIMA e

MARIANO (1996). No presente estudo, ndo houve diferenca significativa no numero de trombocitos

entre os diferentes tratamentos quando comparados com o grupo controle e esse resultado foi observado

em ambos os ensaios (Figura 14). Apds o tratamento com metais pesado ocorre trompocitopenia e

leucopenia em Oreocrhomis niloticus (ALKAHEN, 1994). Esse fendmeno ¢ provocado por necrose do

tecido leucopoiético (SINGH e REDDY, 1990; WEPENER et al., 1992). Entretanto, esse fenomeno nao

foi observado no presente estudo e os peixes ndo apresentaram alteragdes no percentual de trombdcitos.
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Figura 14 - Média da contagem total de trombdcitos no ensaio I e II de toxicidade cronica em
Oreochromis niloticus expostas ao sulfato de cobre (CuSOy). Tr = Trombdcitos.

® controle m 0,5 mg.L" 2,0 mg.L"

5.4 Analises Imunoldgicas

A fagocitose ¢ uma defesa celular ndo especifica do sistema imune inato e os macréfagos tem

papel importante nesse mecanismo, protegendo o hospedeiro através da fagocitose de material estranho.
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O sistema fagocitico consiste de macrdéfagos fixos, residentes ou células como macrofagos presentes em
todos os compartimentos do corpo e que, portanto, possui um papel importante no estagio inicial de
infecgdes, e também sdo os primeiros fagdcitos a encontrar o microorganismo invasor (DO VALE et al.,
2002).

A habilidade de fagocitar de um macrofago reflete o funcionamento dessa célula, portanto, ¢
interessante conhecer o efeito de um poluente ambiental na resposta dos macrofagos (WEEKS et al.,
1986). No presente trabalho ¢ possivel observar que houve diferenca significativa (p<0,05) no ensaio I
entre o controle e a concentragdo 2,0 mg.L" aos 15 dias e aos 30 dias para a capacidade fagocitica dos
macrofagos (Figura 15), sendo que esta foi de 42,33 e 43,33% aos 15 e 30 dias de coleta
respectivamente para a concentragao 2,0 mg.L'1 e 65,33 € 63,00% aos 15 e 30 dias, respectivamente para
o grupo controle. Porém, ndo houve diferenca aos sete dias, sendo que os valores foram de 62,33 para o
controle e 61,57% para a concentracdo 2,0mg.L'1. Ja os valores dos exemplares mantidos na
concentragdo 0,5 mg.L"' CuSO, nio diferiu do grupo controle em nenhum tempo de coleta no Ensaio I e
os valores da capacidade fagocitica foram 63,00, 51,67 e 50,83% nos tempos sete, 15 e 30 dias.

Na figura 16 sdo mostrados graficamente os resultados da capacidade fagocitica do ensaio II.
Diferente do ensaio I, no ensaio II ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. Houve queda
acentuada na capacidade fagocitica aos 7 dias de depuracdo nos macroéfagos da concentracao 2,Omg.L'1
CuSOg. Entretanto, essa queda ndo deve estar relacionada ao tratamento. Além disso, nas coletas
seguintes, esse indicador aumentou para todos os tratamentos, inclusive no grupo controle. A coleta
realizada aos 30 dias de depuracdo apresentou os maiores valores de capacidade fagocitica. Esse

aumento pode ser devido a adaptacdo dos animais ao confinamento.
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Figura 15 - Capacidade fagocitica de macrofagos de tilapias, O. niloticus, apds exposi¢do as
concentracdes subletais de sulfato de cobre, nos diferentes momentos de coleta no ensaio I.

OBS: letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos (p<0,05).
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Figura 16 - Capacidade fagocitica de macrofagos de tilapias, O. niloticus, apds exposi¢do as
concentragdes de sulfato de cobre, aos 30 dias de exposicdo e nos diferentes momentos de coleta durante
a depuracfio no ensaio II. M controle m 0,5 mg.L™" & 2,0 mg.L"

. . .~ . rye . . N ~ -1
A diminui¢do da capacidade fagocitica nos animais expostos a concentracdo 2,0 mg.L™, no

ensaio I resultou em alteragdo do sistema imune. ROUGIER et al. (1994) encontraram o mesmo
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resultado em macréfagos do rim de Brachydanio rerio expostos ao cobre por sete dias. O efeito
inibitério na fagocitose de macrofagos de peixes, como mostrado no presente estudo, também ja foi
registrado por BENNANI et al. (1995), em células do rim anterior de Dicentrarchus labrax e por
KHANGAROT e TRIPATHI (1991) em catfish expostos a concentragio de 0,32mg.L™" de cobre. Por
outro lado, DETHLOFF e BAILEY (1998) ndo encontraram efeito na fagocitose de macréfagos do rim
de Oncorhynchus mykiss expostos ao mesmo metal. As diferencas nos resultados da atividade fagocitica,
em peixes expostos ao cobre, podem ser devido as diferencas na dosagem utilizada, periodo de
exposi¢do e espécie utilizada. A levedura S. cerevisiae estimula a migragdo de macréfagos para a
cavidade abdominal (BERNARD, et al., 2002). Portanto, a diminuicdo da capacidade fagocitica nos
macréfagos dos peixes expostos a concentragio de 2,0 mg.L' de CuSO, demonstrou que nessa
concentragdo o cobre causou alteracdo no sistema imunoldgico dos animais. Resultados similares foram
encontrados por diversos autores em peixes expostos a concentracdes subletais de cobre (SHARIFF et
al.,2001; ELLIS, 1981; KNITTEL, 1981).

Os lisossomos possuem um papel importante no funcionamento de células eucaridticas,
particularmente de células especializadas como os macréfagos (ROMEO et al., 2000). A diminui¢do da
capacidade fagocitica dos macrofagos dos peixes da concentragdo 2,0mg.L”' de CuSO, pode ser
atribuida ao fato de que ions metais podem modificar a atividade lisossomal celular e, portanto, alterar
diretamente a atividade fagocitica dos macrofagos (VIARENGO et al., 1989). Os pseudopodos dos
macrofagos reconhecem certos compostos quimicos liberados por agentes patdogenos e apds o contato, os
antigenos os reconhecem como agente estranho e através de receptores de membrana especificos ou nao
especificos, sdo englobados por fusdo dos pseuddépodos, formando vesiculas fagociticas (BENNANI et
al., 1995). Entretanto, os metais pesados podem agir sobre a actina, que estd envolvida no mecanismo de

extensdo dos pseuddpodos dos macrofagos, o que os tornariam menos aptos a realizar fagocitose
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(VIARENGQO et al., 1989) interrompendo o processo descrito acima. A participacdo relativa de cada
fagocito no mecanismo de defesa contra infec¢des dependera da oportunidade de encontrar o agente
infeccioso invasor (DO VALE et al., 2002). Talvez o cobre interfira também no reconhecimento dos
agentes patogénicos pelos macrofagos, alterando conseqiientemente a atividade fagocitica.
Manifestagdes toxicologicas no sistema imune apds a exposi¢do a xenobidticos em experimentos com
animais podem ser devido a mudangas no peso dos orgdos linféides, histologia e mudangas na
celularidade do tecido linféide e numero de leucocitos periféricos (DESCOTES, 1986).

Além de mudancas na atividade fagocitica dos macréfagos como registrado no presente trabalho,
o cobre pode causar outras mudangas no sistema imunoldgico de peixes como alteragdes na lisozima,
imunoglobulina total, e proteina total (SHARIFF et al., 2001).

De acordo com ROUGIER et al. (1994) o cobre causa diminui¢do concentracdo-dependente em
respostas de macréfagos. Tal observagdo pode ser aplicada no presente trabalho, uma vez que, houve
diferenga significativa apenas na maior concentra¢do, enquanto que na concentracao O,Smg.L'1 0s
resultados ndo mostraram haver diferenca significativa entre a capacidade fagocitica quando comparada
com o controle.

De acordo com os resultados obtidos, ndo ocorreu diferenga para a capacidade fagocitica na
primeira coleta (sete dias) para a concentragdo 2,0 mg.L™" CuSO,, indicando que no presente estudo o
sistema imune pdde suportar a exposi¢do rapida. Entretanto, a exposi¢do cronica ao sulfato de cobre
nessa concentra¢do causou alteracdo do sistema imune, o que foi verificado pela reducdo da capacidade
fagocitica aos 15 e 30 dias de exposi¢ao no Ensaio 1.

O indice fagocitico fornece informagdo 4 respeito da quantidade de agente estranho que cada
macrofago ativo foi capaz de fagocitar através da contagem do numero de leveduras dentro de uma dada

célula, porém no presente estudo ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos para este
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indicador em ambos os ensaios (Figuras 17 e 18). Esse resultado sugere um mecanismo de
compensag¢do, ou seja, devido ao menor numero de macréfagos ativos nos animais expostos ao cobre, as
células ativas fagocitaram um maior niimero de leveduras, o que eleva o indice fagocitico para valores
proximos ao controle.

A sensibilidade da tilapia Oreochromis niloticus em estudos de imunotoxicidade foi demonstrada
por GIRON-PEREZ et al. (2007), onde essa espécie apresentou efeito negativo na capacidade fagocitica

quando exposta ao pesticida organofosforado diazina.
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Figura 17 - Indice fagocitico de macréfagos de tildpias, O. niloticus, expostas as concentragdes
subletais de sulfato de cobre, nos diferentes momentos de coleta no ensaio I.
® controle m 0,5 mg.L™ 2,0 mg.L"!
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Figura 18 - Indice Fagocitico de macrofagos de tilapias, O. niloticus, expostas as concentragdes de
sulfato de cobre, aos 30 dias de exposi¢do e nos diferentes momentos de coleta durante a depuracdo no

ensaio II. m controle m 0,5 mg.L"' = 2,0 mg.L"!

5.5 Analises Bioquimicas

A GST ¢ uma enzima de fase II no metabolismo de detoxificagdo, ela é responsavel pela ligagao da
glutationa a xenodbiodticos e seus metabolitos (ALMAR et al., 1998). De acordo com os nossos resultados ndo
houve diferenca significativa para a atividade da GST entre os tratamentos no ensaio I (Figura 19) e também
no ensaio II (Figura 20). Resultado similar foi encontrado por SANCHEZ et al. (2005), no figado de peixes
expostos ao cobre por até 21 dias. JA PARIS-PALACIOS (2000), registraram aumento na atividade da GST

em peixes expostos ao cobre.
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Figura 19 - Atividade especifica das GST no figado de tilapias, expostas a diferentes concentragdes de
sulfato de cobre nos diferentes momentos de coleta no ensaio I. m controle m 0,5 mg.L" = 2,0 mg.L"'
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Figura 20 - Atividade especifica das GST no figado de tilapias, expostas a diferentes concentragdes de
sulfato de cobre, aos 30 dias de exposicdo e nos diferentes momentos de coleta da depuragdo no ensaio

Il m controle m 0,5 mg.L" = 2,0 mg.L"
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A glutationa atua direta e indiretamente em processos bioldgicos como mecanismos de prote¢ao
celular (MEISTER et al., 1983). Problemas na sintese e metabolismo da glutationa estdo associados a
algumas doengas, nas quais os niveis desse tripeptideo e das enzimas que atuam no seu metabolismo
podem ser bastante significativos em doengas relacionadas ao estresse oxidativo (DENEKE e
FANBURG, 1989). Mudangas na concentracdo desse tripeptideo pode indicar desordens fisiologicas
causadas pela administragdo de algumas drogas oxidantes (HALL e MALIA, 1986). Neste estudo,
ocorreu queda significativa na concentracdo de GSH nas duas concentragdes de sulfato de cobre
testadas, quando comparadas ao grupo controle, em todos os tempos de coleta no ensaio I (Figura 21). O
mesmo resultado foi observado no ensaio II, onde a concentragdo de GSH foi significativamente menor
nos grupos expostos ao cobre, quando comparadas ao grupo controle aos 30 dias de exposi¢do (Figura
22). Ap6s 30 dias de recuperagdo, a deplecdo de GSH foi mantida, ou seja, mesmo tendo sido tirados da
condi¢do de exposicdo ao cobre, os animais ainda continuaram a sofrer os danos do metal. Esse

resultado pode ter acontecido devido ao aciimulo de cobre no figado.
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Figura 21 - Concentracdo de glutationa reduzida (GSH) em figado de tildpias, expostas a diferentes
concentracoes de sulfato de cobre nos diferentes momentos de coleta. Letras distintas indicam diferenga

significativa. (p<0,05).
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Figura 22 - Concentracdo de glutationa reduzida (GSH) em figado de tildpia, expostas a diferentes
concentragdes de sulfato de cobre, aos 30 dias de exposi¢do e nos diferentes momentos de coleta da
depuragdo. Letras distintas indicam diferenca estatistica (p<0,05). M controle m 0,5 mg.L" m 2.0 mg.L!
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SANCHEZ et al. (2005), observaram deplecdo de GSH em peixes na primeira semana de
exposi¢do ao cobre, mas a partir do oitavo dia de exposigdo outro sistema de detoxificacdo foi induzido,
fazendo com que os niveis de GSH aumentassem, ficando préximos aos peixes do grupo controle. O
resultado encontrado pelo autor acima citado contrasta com os apresentados neste estudo para o ensaio I,
onde a deplecdo de GSH permaneceu até 30 dias de exposi¢do sugerindo que ndo houve a inducdo de
outro sistema de detoxificacdo, que pudesse remover espécies reativas de oxigénio.

As enzimas antioxidantes, em peixes, podem ser inibidas ou induzidas pelo cobre de acordo com
a dose, espécie e rota de exposicao (SANCHEZ et al., 2005). Portanto, essa diferenca pode ser devido as
diferentes espécies utilizadas e principalmente devido a dose, uma vez que a concentracdo utilizada no
presente trabalho foi de 2,5 a 10 vezes maior. No presente estudo houve diminui¢do de GSH durante
exposicdo e recuperacdo no ensaio II, isso pode ter acontecido porque altos niveis de cobre hepatico
foram registrados até 30 dias de recuperagdao. PARIS-PALACIOS et al. (2000), mostraram aumento da
glutationa em peixes expostos ao cobre, e ao fim do periodo de recuperacdo registraram valores ainda
altos da glutationa, quando comparado com o grupo controle, embora tenham sido resultados contrarios
com relagcdo ao nivel de GSH, ambos os estudos, demonstraram a dificuldade da GSH voltar a niveis
basais mesmo em agua limpa.

Na inativa¢do de um agente oxidante ocorre produgdo de GSSG e deplecdo de GSH. Em situacdes
em que o sistema de 6xido-redugdo estd integro, havera recuperacdo da GSH. Entretanto, sob condicdes
de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor, haverd desequilibrio entre
consumo de GSH e a produ¢do de GSSG, o que caracteriza o estresse oxidativo (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997). A diminui¢do da GSH no presente estudo sugere a caracterizagdo do estresse
oxidativo, indicando que o cobre nas concentragdes testadas promoveu aumento dos agentes oxidantes.

A funcdo do cobre como promotor de estresse oxidativo ¢ bem descrita, justamente, por esse metal ser
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catalisador, durante o seu ciclo redox, na formacdo de espécies reativas de oxigénio como o radical
hidroxila (OH") (MATES et al., 2000).

A glutationa reduzida ¢ considerada a primeira linha de defesa celular contra metais por quelacdo e
detoxificagdo destes (SIES, 1999). A inibi¢do da GSH, nos dois ensaios realizados, parece estar
relacionada a habilidade do cobre de interagir com GSH, formando uma ligacdo estavel GS-Cu(l)
(SANCHEZ, et al., 2005), o que causaria efeito inibitorio no sistema de regeneragdo da GSH, isto &,
sobre a GSH-redutase e GSH-sintetase (CANESI et al., 1999). Essa ligacdo da GSH ao cobre acontece
porque essa molécula possui cisteina em sua seqiiéncia e o radical sulfidrila da cisteina funciona como
um ligante para ions metalicos (DAMERON e HARRISON, 1998). A prote¢do assegurada pelo GSH as
células deve decorrer da neutralizacdo de EROs originadas durante a interagdo celular com o cobre e da
reducdo da concentragdo intracelular de cobre, uma vez que esse xenobidtico € excretado na forma de
um conjugado com peptideos (DAMERON e HARRISON, 1998).

Sabe—se que a GST, ¢ capaz de ligar xenobidticos a GSH, entretanto o cobre ndo ¢ conjugado a
GSH pela enzima GST (PARIS- PALACIOS et al., 2000). Portanto, mesmo nao tendo havido diferenca
nos niveis de GST entre os tratamentos, esse resultado ndo interferiu na ligagdo do cobre a GSH.

Essa diminui¢do na concentracdo de GSH pode indicar alteracdes do estado antioxidante dos
animais e aumento do estresse oxidativo. A GSH ¢ convertida em glutationa oxidada (GSSG) durante a
redu¢do do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, reacdo que ¢ catalisada pela glutationa
peroxidase (GSH-Px) e pela catalase (CAT). Essas enzimas sdo importantes no sistema antioxidante,
removendo H,O,, que ¢ um metabdlito extremamente deletério (ROVER-JUNIOR et al., 2001). No
presente estudo, a atividade da GSH-Px ndo foi avaliada, mas pode-se sugerir aumento da atividade

dessa enzima, em virtude da reducdo da GSH. Por outro lado, a atividade da CAT foi avaliada. E
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possivel observar nas figuras 23 e 24 que, ndo houve diferenca significativa entre as concentragdes de

sulfato de cobre testadas e o grupo controle em ambos os ensaios.
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Figura 23 - Atividade especifica da catalase em figado de tilapias, O. niloticus, expostas a diferentes
concentragdes de sulfato de cobre nos diferentes momentos de coleta.® controle ® 0.5 me. L™ ® 2.0 me.L!
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Figura 24 - Atividade especifica da catalase em figado de tildpias, O. Niloticus, expostas a diferentes
concentragdes de sulfato de cobre no ensaio II. M controle m 0,5 mg.L"' = 2,0 mg.L"!

Em peixes, as enzimas antioxidantes podem ser inibidas ou induzidas pelo cobre de acordo com a

dose, espécie e rota de exposicdo (SANCHEZ et al., 2005). Dando rio submetido a 40 e 140ug /L de
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cobre na forma de sulfato de cobre dissolvido na 4dgua apresentou indugdo da CAT e GST apos duas
semanas de exposi¢ao (PARIS-PALACIOS et al., 2000). Ao contrario, em carpas, CAT e GST foram
inibidas apos 96 h de exposicio a 100 e 250 pgL' de cobre na forma de sulfato de cobre
(DAUTREMEPUITS et al., 2002). VIJAYAVEL et al. (2006), encontraram diminuigdo da atividade da
catalase para o peixe Terapon jarbua exposto a concentragdes de 1,0 mg.L™ de cobre. Por outro lado,
ROMEO et al. (2000), ndo encontraram qualquer alteracdo na atividade da CAT em células de rim
expostas ao cobre, assim como no presente estudo, onde o cobre ndo alterou a atividade dessa enzima.

A toxicidade de um metal pode ser vista através da peroxidacdo lipidica, considerada como o
primeiro passo para danos na membrana celular causados por xenobidticos (VIARENGO et al., 1989).
O cobre, por sua vez, possui a capacidade de oxidar lipidios de membrana em peixes (PEDRAJAS et al.,
1995), o que ocasionaria o processo de peroxidacdo lipidica. Entretanto, no presente trabalho os
resultados de peroxidacdo lipidica (LPO) ndo apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos

para os dois ensaios (Figuras 25 e 26).
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Figura 25 - Peroxidacdo lipidica — concentracao de hidroperoxidos lipidicos em figado de tilapias, O.
niloticus, expostas a diferentes concentragdes de sulfato de cobre nos diferentes momentos de coleta.

H controle® 0.5 mo.L™! 2.0me.L"

80



1.4

£ .
5 1z
-
E
=10
5
£
= 0a
4
o )
= 06
T
i
E 0.4 |
E
0.2
a1
Expivsicdo S dias T 15 EL1
Tarmge | Diag|

Figura 26 - Peroxidagdo lipidica — concentragdo de hidroperdxidos lipidicos em figado da tilapias, O.
niloticus, expostas a diferentes concentragdes de sulfato de cobre, aos 30 dias de exposicao e nos diferentes
momentos de coleta da depuragdo ™ controle® 0.5 mo.L! 2.0me. !

5.6 Analises Histopatologicas

5.6.1 Branquias
A tilapia possui quatro arcos branquiais, situados de cada lado da cavidade bucal. Cada arco
branquial tem uma estrutura cartilaginosa e possui um fileira dupla de lamelas branquiais primarias
achatadas dorso-ventralmente. Essas lamelas subdividem-se em lamelas branquiais secundarias, que se
encontram dispostas perpendicularmente. As lamelas branquiais possuem um epitélio estratificado,
constituido por diversos tipos de células, entre os quais destacam-se as células de cloro, mucosas e
pavimentosas (Figura 27) (GARCIA-SANTOS et al., 2007).
O epitélio assenta-se sobre o seio venoso central e encontra-se segmentado por eixos vasculares que
originam as lamelas secunddrias. Essas estruturas representam projecdes teciduais acima da superficie
externa do epitélio lamelar. Desse modo, as lamelas sdo constituidas centralmente por um eixo vascular
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e por um epitélio composto por células pavimentosas de revestimento e indiferenciadas. Esse epitélio
assenta-se na lamina basal de células endoteliais modificadas (células pilar) que suportam e delimitam o

compartimento sanguineo celular (Figura 29) (GARCIA-SANTOS, et al. 2007).

Figura 27 - Branquias de tilapias do grupo controle. (A) Lp=Ilamela primaria, aumento de 200X. (B)
Ls=lamela secundaria, aumento de 400X. (C) cc= célula de cloro; cm= célula mucosa, aumento de
100X. (D) pv= célula pavimentosa; cp= célula pilar; e= eritrdcitos, aumento de 1000x. Microscopia
otica, HE
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Nos organismos aqudticos as branquias sdo um oOrgdo vital, uma vez que possuem papel
importante no transporte de gases respiratorios e regulacdo do balangco osmético e idnico. Substancias
toxicas podem causar danos aos peixes, causando reducdo do consumo de oxigénio e disrup¢do na
osmoregulacdo nas branquias (GHATE e MULHERKAR, 1979).

No ensaio I os peixes expostos ao cobre nas duas concentragdes testadas (0,5 e 2,0 mg.L'l)
apresentaram alteragdes nas branquias ja a partir do sétimo dia de coleta. Com aumento do epitélio interlamelar
da lamela priméria e fusdo das lamelas secundérias quando comparados com o controle (Figura 28). Além
disso, foi registrado também edema subepitelial. No experimento II, as lesdes histopatologicas aos 30 dias de
exposi¢cdo foram as mesmas registradas no experimento I (Figura 29). No periodo de recuperag@o a analise

histoldgica das branquias mostrou que as lesdes persistiram, ou seja, ndo houve recuperagao dos animais.
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Figura 28 —Fotomigrografia de branquias de tildpia. Em A) Aumento de epitélio interlamelar (seta).
Tratamento com 2,0mg.L™" no ensaio I 200X. HE. Em B) Aumento de epitélio interlamelar (seta). Tratamento
com 2,0mg.L" no ensaio I 400X. HE. Em C) Aumento de epitélio interlamelar (seta); edema subepitelial
(cabeca de seta). Tratamento com 0,5mg.L" no ensaio II 400X. HE. Em D) Fusdo de lamelas secundérias
(seta). Tratamento com 2,0 mg.L™" no ensaio IT 200X.
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Figura 29 - Fotomigrografia de branquias de tilapia. Em A) Aumento de epitélio interlamelar (seta).
Tratamento com 0,5 mg.L™" no ensaio 1 400X. HE. Em B) Aumento de epitélio interlamelar (seta). Tratamento
com 0,5 mg.L" no ensaio I 1000X. HE. Em C) Aumento de epitélio interlamelar (seta). Edema subepitelial
(cabega de seta). Tratamento com 2,0 mg.L™" no ensaio I 400X. HE. Em D) Fusdo de lamelas secundarias
(seta). Tratamento com 2,0 mg.L™ no ensaio II 200X.

Alteragdes morfoldgicas nas branquias de peixes expostos a concentracdes agudas e subagudas
de cobre t€m sido extensivamente estudadas (GUPTA e RAJBANSHI, 1981; ROJIK et al., 1983;
DAOUST et al., 1984; LAUREM e McDONALD 1985; EBELE et al., 1990; KHANGAROT e
TRIPATHI, 1991; PELGROM et al., 1995; KARAN et al., 1998). O edema subepitelial, segundo

MALLAT (1985) ¢ uma das principais alteracdes estruturais das branquias causadas devido & exposi¢do
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4 metais pesados. De acordo com THOPHON ET AL. (2003), o edema ¢ um dos primeiros sinais de
patologia em peixes

As mesmas lesdes nas branquias registradas no presente estudo, ou seja, hiperplasia do epitélio
interlamelar foi encontrada em O. niloticus expostas ao cobre (FIGUEIREDO-FERNANDES et al.,
2007), em Prochilodus scrofa expostos ao sulfato de cobre, em Oreochromis niloticus expostas ao
cadmo (GARCIA-SANTOS et al., 2007) e também em truta arco—iris expostas ao cromo (ALAZEMI et
al., 1996). Segundo OLIVEIRA-RIBEIRO et al. (2000), mudangas em branquias como as descritas
acima sdo fortemente associadas a exposicdo de metais. Em geral alteragdes histopatoldgicas em
branquias, sdo respostas ndo especificas a exposi¢do a poluentes (MALLAT, 1985). Alguns ions
metalicos possuem alta afinidade com ligantes intracelulares (WEBB, 1979). A toxicidade desses metais
nas branquias de peixes pode ser atribuida a perda de capacidade oxidativa das branquias através do
rompimento da organizacdo celular (OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2000).

O cobre pode levar ao aparecimento de hiperplasia, um tipico mecanismo de defesa que age
como uma barreira para a difusdo de contaminantes, resultando em diminui¢do do espaco interlamelar
das lamelas secundarias (RANDI et al., 1996). Entretanto, o espessamento do epitélio filamentar leva
também ao aumento da distancia de difusdo dgua-sangue, dificultando as trocas gasosas. (KARAN et al.,
1998). Além disso, esse dano pode ser devido a proliferacdo de células cloreto e de células
indiferenciadas (DANG et al., 1999). PELGRON et al. (1995) relataram aumento no numero de células
de cloreto, assim como, no didmetro das mesmas, em peixes expostos ao cobre. Hiperplasia de células
cloreto pode ser resultado de um mecanismo compensatorio em resposta ao estresse osmoético (RANDI
et al., 1996). O cobre poderia inibir o carreamento de ions por células cloreto provocando um aumento

no numero de suas células, numa tentativa de compensar o déficit osmotico (RANDI ez al., 1996).
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A fusdo de lamelas, lesdo encontrada neste estudo, causa uma diminui¢do na area respiratoria
total das branquias, resultando em um decréscimo na entrada de oxigénio através das branquias,
resultando em uma situacdo de hipoxia (NOWAK, 1992). De acordo com ALAZEMI et al. (1996) a
diminui¢do da capacidade de difusdo das branquias, assim como a diminui¢do do espaco entre lamelas
secundarias vizinhas foi atribuida ao aumento no volume da lamela secundaria causada pela exposi¢ao a
metais pesados.

Neste trabalho apos terem sido retirados da condi¢@o de exposicao ao cobre, as lesoes observadas
apos 30 dias de recuperagdo permaneceram e estes resultados foram similares aos encontrados por

KARAN et al. (1998), onde carpas apresentaram as mesmas lesdes apos 14 dias em agua sem cobre.

5.6.2 Figado

Nao ocorreu diferenca entre os animais do grupo controle e os animais expostos as duas
concentracdes de cobre nos dois ensaios, com relacdo a alteragdes no tecido hepatico. Em todos os
grupos, 0os animais apresentaram areas de necrose, em muitos casos preenchidos por tecido conjuntivo,
formando uma cicatriz. Como essa mudanc¢a no tecido foi encontrada no grupo controle, ndo podemos

atribuir tal dano a exposi¢ao ao cobre.

5.6.3 Pancreas

O pancreas na maioria dos peixes teledsteos € difuso e consiste em pequenos gldbulos de tecido
pancreatico espalhado pelo mesentério do peixe (principalmente entre as células adiposas dos cecos
pildricos, no revestimento subcapsular do baco e na capa externa que rodeia a veia porta hepatica), cada
um provido por uma artéria, veia, nervo e ducto pancreatico. Nas espécies em que o figado e o pancreas
estdo combinados, este tecido se estende ao redor do ramo principal da veia porta, formando uma

espécie de glandula externa. O tecido pancreatico, em algumas espécies, encontra-se difuso no figado,
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sendo chamado de pancreas intra-hepatico ou hepatopancreas. Geralmente, os ductos se unem com o
ducto da bile para formar um ducto biliar comum antes de entrar na parte superior do intestino, embora
algumas espécies possuam ductos independentes (ROTA, 2003)

A estrutura do pancreas dos peixes € bastante semelhante a dos mamiferos (ROTA, 2003). Em
mamiferos a maior parte do pancreas 4 constituido de acinos, que sdo as unidades secretoras exocrinas
do pancreas, classificadas como epitélio glandular exocrino acinar seroso. Os acinos do pancreas sao
formados por células que sdo parte basoéfila e parte acidofila. A porcao apical da célula ¢ acidofila e
contém granulos de zimogéneo (precursor inativo de enzimas), que serdo posteriormente secretados pela
célula. A parte basal ¢ basofila devido a grande quantidade de ribossomos ligados ao reticulo
endoplasmatico (ergastoplasma), que fazem a producdo protéica da célula, que serd depois secretada
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). De acordo com DIAZ et al. (1999) em peixes teledsteos, a por¢do
exdcrina do pancreas, se apresenta na forma de glandula acinosa composta, formado por corddes de
células cilindricas com nucleo basal. O pancreas observado no presente estudo seguiu a descricao feita
acima (figura 30).

No presente estudo foram registradas alteragdes no pancreas, quando comparado ao grupo
controle nos dois ensaios e nas duas concentragdes testada, sendo, que no ensaio I as lesdes foram
aparentes a partir do sétimo dia de exposicdo (Figura 31). Essas alteracdes apresentaram-se como
desorganizacdo na estrutura do tecido do pancreas ou diferenciagdo tecidual. As lesdes observadas no
ensaio II diminuiram no periodo de recuperagdo, ja a partir do sétimo dia de exposicao (Figura 33). O
hepatopancreas de peixes freqiientemente apresenta alteracdo quando exposto a poluentes aquaticos

(HENAREZ et al., 2007, 2008).

88



Figura 30 - Hepatopancreas de tilapias do grupo controle (A), aumento de 400X. Hepatopancreas de
tilapias do grupo controle (B), ac= acinos pancreaticos, aumento de 1000X. HE
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Figura 31 — Fotomicrografia de Hepatopancreas de tilapia. Em A) Desarranjo celular do hepatopancreas
(seta). Tratamento com 0,5 mg.L™" no ensaio I. 200X. Em B) Desarranjo celular do hepatopancreas
(seta). Tratamento com 0,5 mg.L™' no ensaio I. 1000X. Em C) Desarranjo celular do hepatopancreas
(seta). Tratamento com 0,5 mg.L"' no ensaio II. 1000X. Em D) Desarranjo celular do hepatopancreas
(seta). Tratamento com 2,0 mg.L"' no ensaio II. 200X. Em E) Desarranjo celular do hepatopancreas
(seta). Tratamento com 2,0 mg.L'1 no ensaio [. 400X. Em F) Desarranjo celular do
hepatopancreas(seta). Tratamento com 2,0 mg.L™" ensaio II (D). 1000X. HE
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Figura 32 - Fotomicrografia de Hepatopancreas de tilapia. Hepatopancreas exposto a 0,5 mg.L™' de
sulfato de cobre apos recuperacio de 7 dias (A) 200X. Hepatopancreas apds exposto a 2,0 mg.L™" de
sulfato de cobre apos recuperacgao de (B). HE, aumento de 400X.

5.7. Ensaios Ecotoxicologicos

5.7.1 Pseudokirchneriella subcapatata

O crescimento algiceo obtido nos ensaios com as dilui¢des a partir da concentragio 2,0 mg.L™
podem ser observados na Figura 33. Ocorreu diferenca estatistica entre o controle e todas as diluigdes,
ou seja, o sulfato de cobre mesmo na menor concentragdo, 3,1% (0,062mg.L'l de CuSOQ,), causou
inibi¢do no crescimento das algas. Essa concentragcdo corresponde, portanto, a concentracdao de efeito
observado (CEO) e significa dizer que mesmo a maior dilui¢do, de acordo com o presente estudo nao foi
suficiente para diminuir a toxicidade do cobre para a alga P.subcaptata.

De acordo com FARBER ef al. (1997) o CE50 refere-se a inibicdo de crescimento algdceo em
ensaios ecotoxicologicos e sdo excelentes descritores de impacto que compostos toxicos podem ter
numa populagio algacea. No presente trabalho a EC50 foi 0,054+0,01 mg.L™ CuSO,. Este valor ficou
proximo ao encontrado por MURRAY-GULDE et al. (2002) para a mesma espécie que foi 0,042 mg.L™!
CuSO4. BOSSUYT e JANSSEN (2004) encontraram valor de EC50 de 0,07mg.L'1 de cobre. ARUOJA

et al. (2009) encontraram valor de EC50 de 0,020 mg.L™" pra o CuSO,. Por outro lado, RODRIGUEZ et
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al. (2003) encontraram valores de 0,164 mg.L"' de CuSO4 em ensaios com a mesma espécie. Diversos
trabalhos relatam valores de EC50 que variam de 0,008 a 0,4 mg.L'1 de cobre (BARTLET et al., 1974;
CHRISTENSEN et al., 1979; BLAYLOCK et al., 1985; HALEY et al., 1986; FRANKLIN et al., 2001,
2002). Estes autores sugerem que essa variacao ¢ devido a diferencas no cultivo e composi¢do do meio
de teste que afetam o desempenho algal e biodisponibilidade do metal.

De acordo com os resultados, ¢ possivel notar que a diminuicdo na taxa de crescimento
apresentou um padrdo concentragdo-dependente, principalmente a partir da diluicdo 12,5%. Nota-se que
quanto maior a concentragdo de cobre menor a taxa de crescimento da alga P. subcaptata (Figura 35). O
mesmo padrdo de resposta concentragdo-dependente foi encontrado por BOSSUYT e JANSSEN (2004)

e RODRIGUES et al. (2003) para P. subcaptata e por LEVY et al. (2007) para diferentes microalgas

marinhas expostas ao cobre.
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Figura 33 - Taxa de crescimento da alga P. subcaptata exposta a diferentes diluigdes da
concentragdo 2,0mg.L™" de CuSO, por 72 horas. Média de trés ensaios.

A toxicidade do cobre para as algas P.subcaptata em concentragdes abaixo do menor valor

recomendado para seu uso como parasiticida, que é de 0,5 mg.L™" de CuSOy, (PAVANELLI et al., 2002)
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mostra que a aplicacdo desse produto nos tanques de criagdo de organismos aquaticos como peixes pode
atingir espécies nao alvo, como o fitoplancton, o zooplancton e até mesmo os peixes comprometendo a
satde dos animais e consequentemente a propria produgao.

O fato do cobre ter diminuido o crescimento das algas na maior dilui¢do a partir da concentracdo
2,0mg.L" mostra o risco ambiental que o uso do sulfato de cobre apresenta, uma vez que o dano
causado por ele em uma espécie que € produtora primaria pode significar o comprometimento de toda a
cadeia alimentar influenciando outros niveis tréficos. Além disso, este resultado pode significar que
mesmo que o efluente seja diluido antes de ser langado no corpo da dgua receptor ndo seria suficiente
para minimizar os danos ao ambiente aquatico. De acordo com MAXIMIANO ef al. (2005), além de
altos teores de matéria organica, os efluentes de piscicultura podem conter substincias quimicas,
prejudiciais a saude humana e ao ambiente, que sdo utilizadas para controle de patégenos e parasitas.
Além disso, a presenca de cobre em ambientes naturais poderia mudar uma comunidade alterando a
diversidade e abundancia, uma vez que as espécies apresentam sensibilidade diferente, como mostrado
por LEVY et al. (2007)

No ambiente natural sabe-se que somente uma parte do cobre ¢ disponivel para a biota aquatica.
A biodisponibilidade do cobre ¢ influenciada no sistema aquatico pela complexacdo a ligantes organicos
e inorganicos, adsor¢do a 6xidos metalicos, argila e material particulado em suspensdo, bioacumulagdo e
troca entre sedimento e agua (WHO, 1998). Apesar de nem todo o cobre langado estar biodisponivel
deve haver maior cuidado com o uso desse quimico, a fim de se evitar o comprometimento do ambiente

aquatico.
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5.7.2 Ceriodaphnia dubia

Os resultados dos ensaios de toxicidade com C. dubia mostram toxicidade aguda para todas as
diluigdes a partir da concentragio 2,0mg.L™" CuSO,. Foi observado mortalidade total (10 individuos) dos
animais expostos ao cobre. Além disso, a partir da concentracdo 6,2 a mortalidade de todos os
individuos aconteceu com apenas 24 horas de exposi¢do, somente para a maior diluicdo (3,1%) um
animal dos 10 colocados nos recipientes permaneceu vivo por 48 e 72 horas nos Ensaios II e III,
respectivamente. Por outro lado, no grupo controle, houve uma pequena mortalidade nos Ensaios I e II,
registrada no sétimo dia, entretanto, essa mortalidade ficou dentro do permitido para testes de toxicidade

com C. dubia.

Os resultados do presente estudo demonstraram que o sulfato de cobre foi altamente toxico para
a espécie avaliada, uma vez que houve mortalidade para todos os organismos expostos ao agente
quimico, e essa situacdo ¢ agravada pelo fato da mortalidade ter sido registrada com apenas 24 horas de
exposi¢do. De acordo com SCHWARTZ e VIGNEAULT (2007), C. dubia ¢ uma das espécies de agua
doce mais sensiveis ao cobre. E medidas de risco ambiental requerem o conhecimento da toxicidade em
diferentes niveis troficos (RADIX et al., 2000). Com base nessas duas colocagdes podemos dizer que C.
dubia é um excelente modelo em estudos ambientais onde se pretende avaliar a presenga e o efeito do
cobre em organismos aquaticos.

As concentragdes de cobre usadas neste trabalho foram aquelas descritas para uso de sulfato de
cobre como parasiticida e algicida, principalmente na sua aplicagdo em criagdes de peixe. O teste com
C. dubia foi feito com concentrac¢des de -3,1; 6,2; 12,5; 25; 50 e 100%-da concentracao 2,0mg.L'1 de
CuSOs4, que correspondem a concentragdes de 0,062; 0,124; 0,25; 0,5;1,0; e 2,0 rng.L'1 de CuSOy,
respectivamente. O fato do cobre mesmo em concentragdes abaixo das recomendadas para seu uso como

algicida e parasiticida ter causado toxicidade aguda, matando 100% dos organismos expostos, significa
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que quando aplicado em um tanque de cultivo, por exemplo, poderéd atingir espécies ndo alvo como o
zooplancton, comprometendo o equilibrio ecoldgico do viveiro, uma vez que esses organismos sao
importantes para a dindmica do cultivo.

O efluente de uma piscultura ¢ na maioria das vezes lancado no ambiente natural com altas
concentragdes de substancias quimicas, incluindo o cobre. Uma vez no ecossistema aquatico esse metal
podera alterar a comunidade zooplanctonica, eliminando espécies mais sensiveis e favorecendo outras
mais resistentes, alterando a diversidade e abundancia da comunidade (MOUNT e NORBERG, 1984).
KOIVISTO et al. (1992) demonstraram que diferentes espécies de cladoceros, podem exibir diferencas
consideraveis na sensibilidade ao cobre. BOSSUYT e JANSSEN (2004) também demonstraram
diferencas interespecificas entre cladoceros coletados em ambiente natural e expostos ao cobre. De
acordo com GUSMAO (2004), em um experimento com a exposicdo de diversas espécies de cladoceros
ao cobre, a diversidade foi reduzida, e das cinco espécies que estavam presentes no inicio do
experimento, somente Ceriodaphinia. silvestrii foi observada ao final. Em geral, em resposta a um
estresse quimico espécies do macrozooplancton (Daphnias sp, por exemplo), frequentemente sdo
extintas, permitindo que o microzooplancton (por exemplo, pequenas espécies de cladoceros e rotiferos)
possa se tornar dominante em ecossistemas sob estresse, isto acontece porque em geral, as espécies do
macrozooplancton sdo mais sensiveis ao estresse quimico do que o microzooplancton (XU et al., 2001).

Segundo ODUM (1985), uma perturbagdo desorganizadora (a contaminag¢do por metais, por
exemplo) para a qual a comunidade ndo esta adaptada interrompe e, em muitos casos reverte o
desenvolvimento autogénico. Sendo assim, o autor descreveu uma série de tendéncias que podem ser
esperadas em um ecossistema sob estresse, entre elas, alteracdes da estrutura zooplactonica.

Outro fator observado é que no presente estudo mesmo a maior diluicdo ndo foi eficaz na

redugdo da toxicidade do sulfato de cobre. Assim, infere-se que o efluente deixaria de exercer efeito
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toxico a comunidade zooplanctonica do corpo hidrico receptor, somente a partir do momento em que a
concentracao de sulfato de cobre, neste efluente, fosse naturalmente diluida a valores inferiores a 3,1%.
Isto significa dizer que a pluma de dissipag@o do efeito toxico do cobre no ambiente podera ser bastante
extensa, pois as concentragdes seguras para as comunidades ndo alvo somente serdo estabelecidas,
quando o corpo receptor tiver agregado grandes volumes de agua, provenientes de seus afluentes.

A toxicidade do cobre no ambiente aquatico pode ser aumentada ou diminuida de acordo com as
caracteristicas fisicas e quimicas da dgua. O efeito toxico do cobre, por exemplo, pode ser reduzido pela
presenca de agentes quelantes (De FILIPPIS e PALLAGHY, 1994). Isso quer dizer que no ambiente
natural a toxicidade do cobre para espécies zooplanctonicas pode ser menor que a observada no presente
estudo, realizado em laboratério. Por outro lado, as comunidades aquéticas sdo limitadas por fatores
como substancias toxicas (LAMPERT e SOMMER, 1997). Ainda de acordo com MARGALEF (1983) a
comunidade bioldgica ¢ um reflexo da integragdo das variaveis que atuam no ecossistema como um
todo. Diante de tais afirmacdes e dos resultados do presente estudo, onde o sulfato de cobre causou
toxicidade aguda para a espécie C. dubia, o uso desse quimico em tanques de piscicultura ou em
reservatorios deve ser visto com cautela, mesmo que no ambiente natural, diversos fatores possam

alterar a sua toxicidade.
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6. CONCLUSOES

As observagdes do presente estudo mostram que € necessaria cautela no uso de sulfato de cobre
na aqiiicultura uma vez que esse quimico causou toxicidade cronica nos peixes e toxicidade aguda para
0s microcrustaceos e algas.

O uso de sulfato de cobre na aqiiicultura nas concentragdes testadas neste estudo provocou danos
4 satde dos peixes. Além disso, o efluente lancado no ambiente natural pode comprometer o
ecossistema. Do ponto de vista ecotoxicologico ndo € recomendado o uso desse produto na aqiiicultura

Altos valores de concentragdo de cobre foram registrados nas branquias e principalmente no
figado durante a exposi¢do e permaneceu alto na recuperacao, provavelmente devido a mobilizacao do
metal de outros 6rgaos para o figado onde ¢ realizada a sua excrecao.

Nao ocorreu acimulo de cobre no musculo dos animais expostos ao sulfato de cobre.

O cobre causou alteragdes no sistema imunoldgico dos peixes, o que foi observado através da
diminui¢do da capacidade fagocitica.

O cobre causou alteragdes bioquimicas nos animais durante exposicdo € recuperagdo. A
diminui¢do nos valores de GSH indica essa alteragdo. A presenga de cobre no figado dos animais,
durante a recuperagao, foi responsavel pela mudanga nos valores de GSH nesse periodo.

O cobre causou alteracdes histopatoldgicas observadas através de lesdes nas branquias e

hepatopancreas dos peixes.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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