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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial téxico do permanganato de potdssio (KMnOQOy)
através da avaliacdo da toxicidade aguda (CL50;96 h) e cronica para a tildpia, Oreochromis
niloticus e a ecotoxicidade desse composto através de ensaios com 0O microcrusticeo
Ceriodaphnia dubia e com a microalga Pseudokirchneriella subcapitata. Para o teste de
toxicidade aguda foram utilizados alevinos de tilapia (0,52 + 0,10g e 3,35 + 0,36 cm), expostos a
seguintes concentragoes: 0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 mg.L’1 KMnQy. Os efeitos subletais do KMnOy4
foram avaliados pelo do teste de toxicidade cronica, com um grupo controle e duas concentra¢des-
teste, utilizadas na aqiiicultura para o manejo e controle de doencas (1,0 e 4,0 mg.L" KMnO,).
Para este teste foram utilizadas tilapias (40 g) jovens, expostas por 30 dias, com amostragem de 10
individuos por tratamento, nos intervalos de 0, 7, 15 e 30 dias. Os biomarcadores avaliados no
presente estudo foram: andlises hematoldgicas, da atividade fagocitica, determinagdes da
concentracdo de GSH, da atividade enzimatica da GST, catalase e peroxidagdo lipidica e
genétoxicas. No teste de toxicidade aguda, o baixo valor de CL50;96h (1,81 mg.L™"), sugere que
esta espécie de peixe, nesta fase de desenvolvimento, apresenta grande sensibilidade ao composto.
No teste de toxicidade cronica, os peixes expostos na concentracio de 1 mg.L"' de KMnO, ndo
apresentaram variagOes significativas nos parametros sanguineos analisados quando comparados
ao grupo controle. Na concentracio de 4 mg.L"', as alteracdes no quadro hematoldgico indicaram
processo de hemolise e reducao da atividade fagocitica em consequéncia da agdo oxidante do
KMnO,. Nas concentragdes de 1 e 4 mg.L'1 KMnO, houve redugdo significativa da capacidade
fagocitica de macréfagos. Na andlise bioquimica, somente a enzima GSH apresentou aumento
significativo nos peixes das duas concentragdes testadas, indicando resposta adaptativa e de
protecdo contra o estresse oxidativo. A contagem de microndcleos indicou ndo ser um
biomarcador adequado para detectar a acdo genotoxica do KMnQO,, uma vez que, a reducdo no
nimero de eritrdcitos causada pelo composto pode ter mascarado a frequéncia de micronticleos.
Os ensaios ecotoxicoldgicos com C. dubia e com a microalga P. subcapitata, mostraram que o
KMnO, causou toxicidade em quase todas a concentragdes testadas, com excecdo apenas para
a menor concentragao de 3,1% (0,12 mg.L'1 KMnOQy). Tais resultados indicam que este

poluente pode agir negativamente sobre diferentes niveis troéficos.

Palavras-chave: permanganato de potdssio, toxicidade, Oreochromis niloticus,

Pseudokirchneriella subcapitata, Ceriodaphnia dubia



ABSTRACT

This study aimed know the toxic potential of the potassium permanganate (KMnQOy) through
the evaluation of the acute (LC50;96h) and cronic toxicity to tilapia, Oreochromis niloticus
and the ecotoxicity of this compound through the assays with the microcrustacean
Ceriodaphnia dubia and with microalgae Pseudokirchneriella subcapitata. For the acute
toxicity test were used tilapia fingerlings (0.52 + 0.10g and 3.35 + 0.36 cm), exposed to
concentrations: 0; 0.5; 1.0; 2.0; 4.0 and 6.0 mg.L’1 KMnOy. The sublethal effects of the KMnO4
were evaluated through cronic toxicity test, with a control group and two test concentrations, used
in the aquaculture to management and control fishes diseases (1.0 and 4.0 mg.L'1 KMnQOy). To
this experiment were used with juvenile tilapia (40 g), exposed for 30 days, with samples of
10 individuals from each treatment at intervals of 0, 7, 15 and 30- days. The biomarkers
evaluated in this present study were: hematological analysis, phagocytic activity,
determination of GSH concentration, of enzymatic activity of GST, -catalase, lipid
peroxidation and genotoxities. In the acute toxicity test, the low value of LC50;96h (1.81 mg.L
", suggests that this species of fish, in this phase of development, it presents the great
sensitivity to the KMnOQOy. In the cronic toxicity test, the fishes exposed in the concentrations
of 1 mgL"' de KMnO, did not present significant variations in the analyzed sanguineous
parameters when compared with the control group. In concentration of 4 mgL™ the
hematological alterations indicated process of hemolysis and immunosuppression in consequence
of the oxidant action of KMnOQ,. In the immunologicals analysis, the concentrations of 1 and 4
mg.L"' KMnO, had significant reduction of the fagocitic capacity of the fishes suggesting
suppression of the immune system. In the analysis biochemical, only the enzyme GSH
presented significant increase in the fishes of the two tested concentrations, indicating
adaptative reply and of protection against oxidative stress. The counting of micronucleus
indicated not to be an adjusted biomarker to detect the genotoxic action of the KMnO4, a time
that, the reduction in the number of erythrocytes caused by chemical component can have
masked the frequency of micronucleus. The ecotoxicologics assays with C. dubia and
microalgae P. subcapitata, shown that the KMnOy caused toxicity in almost all the tested
concentrations, with exception only for the lesser concentration of 3.1% (0.12 mg.L’
KMnOy). These results indicate that this pollutant can act negatively on different trophic

levels.

Key words: potassium permanganate, toxicity, Oreochromis niloticus, Pseudokirchneriella

subcapitata, Ceriodaphnia dubia



1 INTRODUCAO

A intensifica¢do da aquicultura pode acarretar o aparecimento de enfermidades aos
peixes, devido ao estresse causado pelas condi¢des de confinamento. A consequéncia disso € o
uso indiscriminado de diversos produtos quimicos para o controle de enfermidades, sem

conhecimento dos prejuizos que isso pode acarretar ao ambiente.

A dificuldade encontrada para realizar algum tipo de tratamento € ndo saber
exatamente a eficiéncia dos produtos, além de ndo haver, na maioria das vezes, comprovacao
cientifica de sua eficédcia, ndo sendo possivel prever a extensiao do prejuizo que estes produtos
podem causar quando liberados no ambiente (PAVANELLI ef al., 2002).

De acordo com MARTINS (2004), o ideal seria que o produto quimico utilizado na
aquicultura apresentasse as seguintes caracteristicas como auséncia de danos ao tecido animal,
ter degradacdo rdpida, ndo deixar residuo na dgua, no substrato ou no tecido do animal, ndo
interferir na qualidade da 4gua, ndo oferecer perigo aos humanos e animais, baixo custo e fécil
aplicacdo. Contudo, sabe-se que a maioria dos produtos utilizados para este fim sdao altamente
toxicos se administrados de maneira incorreta ou indiscriminada, havendo, portanto, a
necessidade de estudos para comprovacdo da eficdcia dos medicamentos utilizados na
profilaxia validem o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos peixes apds o tratamento.

O permanganato de potédssio estd entre os produtos quimicos mais utilizados na
aquicultura (GRIFFIN et al., 2002), sendo usado principalmente como desinfetante em
aquérios e tanques, na remog¢do de parasitos como Ichthyophthirius multifiliis (STRAUS e
GRIFFIN, 2002), monogenéticos como Pseudodactylogyrus anguillae e Pseudodactylogyrus
bini (UMEDA et al., 2006) e também para o controle de fungos e bactérias (SCHELENK et
al., 2000). Por outro lado, trata-se de um produto com alto grau de toxicidade para os peixes
por ser um forte oxidante, podendo causar danos em tecidos delicados como pele e branquias,

dependendo da concentragao utilizada (DARWISH et al., 2002).



No Brasil, sdo poucos os trabalhos que testam a eficicia do permanganato de potassio e
mais raros ainda, os que avaliam o seu efeito secundério nos peixes. Neste contexto, destacam-
se os de ANDRADE et al. (2005), com Poecilia reticulata, CARNEIRO et al. (2005), com
Rhamdia quelen e KLEIN et al. (2004), com Steindachneridion sp. Com relacdo ao estudo do
efeito toxico, citam-se CRUZ et al. (2006), com Phallocerus caudimaculatus e SILVA et al.
(2006), com Colossoma macropomum.

Para efeito de monitoramento de um corpo de dgua possivelmente contaminado com
substancias téxicas, os testes mais utilizados sdo os de avaliacdo das toxicidades aguda e
cronica. Segundo LOMBARDI (2004), os testes de toxicidade aguda proporcionam rapidas
respostas na estimativa dos efeitos letais de um agente toxico sobre os organismos aquaticos.
Os testes de toxicidade aguda caracterizam-se pelo curto tempo de exposicao (24 a 96 horas) a
concentracdes geralmente elevadas de determinada substancia quimica; os critérios avaliados
s@o mortalidade, imobilidade ou crescimento, utilizando-se geralmente a concentragao letal
Média (CL50), a concentracdo efetiva média (CE50), ou a concentragdo de inibicdo média
(CI50) (RAND e PETROCELLI, 1985).

Nos testes de toxicidade cronica o tempo de exposi¢ao envolve periodos mais longos com
concentragdes sub-letais, no qual se avaliam os parametros de comportamento, as alteracdes
fisiologicas e morfoldgicas, utilizando-se, geralmente, a concentragio de efeito ndo observado
(CENO) e a concentracao de efeito observado (CEO). Assim, o impacto dos poluentes sobre os
organismos aquaticos pode ser estimado e monitorado por testes de toxicidade em condi¢cdes de

laboratério (RAND e PETROCELLLI, 1985).

Estes estudos sdo realizados com a utilizagdo de organismos de diferentes niveis da
cadeia trofica, especialmente aqueles cultivdveis em laboratdrio, tais como microalgas
(Pseudokirchneriella subcapitata), microcrusticeos cladéceros (Daphnia similis ou

Ceriodaphnia dubia) e peixes, sendo que a escolha dos organismos-teste para a realizacdao



destes ensaios deve considerar diversos critérios baseados na resposta que se pretende obter

(LOMBARDI, 2004).

As algas estdo entre os organismos mais recomendados para ensaios de avaliagdo da
toxicidade aquética. Além de serem produtores primdrios na cadeia alimentar no ambiente
aquético, apresentam rapida resposta fisioldgica, devido ao seu ciclo de vida curto, facilitando
os estudos de exposi¢do com vdrias geracdes e, dessa forma, os efeitos provocados por
substancias téxicas podem ser detectados num curto espago de tempo (RODRIGUES et al.,
2003).

Os microcrustidceos também sao organismos muito utilizados nos testes de toxicidade,
pois desempenham um papel importante na cadeia alimentar, nutrindo-se de algas e servem de
alimento para consumidores secunddrios, como peixes e outros vertebrados. Assim, mudancgas
na populagdo e no comportamento destes organismos podem interferir em outros niveis
troficos do ecossistema aquatico (CETESB, 2002).

Os bioensaios com peixes permitem estudar, sob condicdes controladas, algumas
varidveis como mortalidade, alteracdes comportamentais e danos nos tecidos ou células,
podendo ajudar a predizer alguns efeitos de contaminantes em ecossistemas aqudticos naturais
(OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 1996). Assim, o uso de varidveis bioquimicas, fisioldgicas e
morfoldgicas como biomarcadores t€ém apresentado bons resultados na avaliacdo dos efeitos

dos xenobidticos sobre os peixes (MARTINEZ e SOUZA, 2002).



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo analisar o efeito téxico do permanganato de potdssio

(KMnOQy) em tildpia (Oreochromis niloticus).

Avaliar a ecotoxicidade do permanganato de potdssio por meio de ensaios com o
microcrusticeo (Ceriodaphnia dubia) e com a microalga (Pseudokirchneriella subcapitata).
2.2. Objetivos especificos

Determinar a concentragdao letal média CL50;96h do permanganato de potdssio,

utilizando alevinos de tildpia, O. niloticus, como organismo-teste;

Avaliar o efeito sub-letal do permanganato de potdssio, para a tildpia, O. niloticus,
usando como biomarcadores as andlises hematoldgicas, capacidade fagocitica, de estresse
oxidativo e de genotoxidade;

Avaliar a toxicidade do permanganato de potdssio sobre o cladécero Ceriodaphnia
dubia por meio de mortalidade e efeito sobre a reprodugdo;

Avaliar a toxicidade do permanganato de potdssio sobre a alga Pseudochirchiriniela

subcaptata por meio de inibi¢do da taxa de crescimento algal.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Produtos quimicos na aquicultura

O sucesso da piscicultura estd relacionado diretamente com a possibilidade de se
criar o maior estoque possivel, no menor volume de dgua, levando-se em consideragdo as
condi¢des sanitdrias dos organismos produzidos. No entanto, toda grande concentracdo de
animais favorece o aparecimento de doencas. Em regime de confinamento, ndo somente a alta
densidade, mas também fatores como a baixa qualidade da 4gua, manejo inadequado, excesso
de alimentos contribui para o aparecimento de surtos epizodticos, condicdes estas que
facilitam a transmissdo de agentes patogénicos. Isso ocorre porque os peixes tornam-se mais
sensiveis e menos resistentes as infec¢des, devido ao fato de serem submetidos a um estresse

cronico com reflexo em sua homeostasia que fica limitada (PAVANELLI ez al., 2002).

O manejo sanitdrio e profildtico sdo medidas importantes para evitar as enfermidades.
No manejo adequado, alguns procedimentos como quarentena; estratégia alimentar adequada
a espécie; técnicas de aeracdo; limpeza e assepsia; técnicas que reduzam a concentragdo de
matéria organica e evitem a fuga de animais que eventualmente possam estar parasitodos, sao
imprescindiveis para uma aquicultura sustentidvel (MARTINS, 2004).

Para prevenir e controlar o desenvolvimento e a proliferacao de agentes patdgenos, 0s
criadores tém utilizado produtos quimicos, de forma indiscriminada, sem ter conhecimento de
sua eficdcia e dos prejuizos que isso pode acarretar ao ambiente. Dentre os principais produtos
utilizados para o controle sanitdrio destacam-se: o cloreto de s6dio, permanganato de potéssio,
formaldeido, os organofosforados triclorfon, e os antibidticos, tetraciclina, eritromicina e a
oxitetraciclina (MAXIMIANO et al., 2005).

Os organofosforados sdo amplamente utilizados como tratamento para o controle de
ectoparasitos em peixes. Porém, a aplicacdo destes produtos pode causar alteracdes

fisiologicas aos organismos expostos. De acordo com RANZANI-PAIVA et al. (1997), a



exposicdo ao triclorfon (0,2 pul.L™"), em Prochilodus lineatus acarretou intoxicacdo, com
redu¢do na porcentagem de linfécitos e aumento na de neutrédfilos. A aplicacdo destes
produtos pode resultar ainda em altos niveis de residuos nos peixes de consumo,
principalmente se os periodos de caréncia ndo forem respeitados pelos piscicultores
(RODRIGUES et al., 1997). Além disso, tais produtos podem causar diversos impactos em
outros organismos nao alvos do ambiente e na dgua retirada de cursos d’dgua para outros fins.

O uso profildtico de antibidticos na aquicultura tem-se tornado comum, pois no
Brasil, ndo hd legislagdo que regulamente o uso de medicamentos veterindrios na aquicultura,
o que facilita ainda mais o uso indiscriminado. O mau uso dos antibiéticos favorece a selecao
de microorganismos resistentes, a transferéncia de genes de resisténcia para bactérias
potencialmente patogénicas e alteracdo da microbiota no sistema de cultivo (HOLMSTROM
et al., 2003). Além disso, o potencial dos sistemas de cultivo, em relacdo a capacidade de
abrigar bactérias resistentes a antibidticos e favorecer a selecdo e disseminacdo de genes de
resisténcia, ainda ndo estd bem estabelecido (CARNEIRO et al., 2007). Deste modo, é
importante que esse uso seja limitado, a fim de minimizar a propagacdo de resisténcia ao
medicamento em bactérias patogénicas, além de evitar produtos destinados ao consumidor
com a presenca de residuos.

O cloreto de sédio (NaCl), o permanganato de potdssio (KMnQy), a formalina e o
azul de metileno estdo entre os produtos mais utilizados em banhos para a profilaxia de peixes
(ANDRADE et al., 2005). No entanto, a maioria destes produtos ainda ndo tem sua eficacia
totalmente comprovada € nem os seus efeitos secunddrios aos organismos ndo-alvo
estabelecidos. Além disso, nem sempre as formulacdes indicadas para uma determinada
espécie terdo o mesmo resultado, uma vez que diferentes cepas de microorganismos podem

apresentar maior sensibilidade que outras. Exemplo disso, foi registrado em estudos realizados



por CARNEIRO et al. (2005), para formalina e por KLEIN et al. (2004), para o permanganato
de potéssio.

Outro fator importante que deve ser levado em consideracdo sdo os fatores
ambientais definidos pelas caracteristicas bidticas e abidticas, os quais interagem modificando
a toxicidade de compostos quimicos no ambiente aqudtico. Os fatores bidticos podem
influenciar a resposta ao agente toxico de modo que organismos possam ter maior ou menor
sensibilidade. Estes fatores incluem o tipo de organismo ou grupo taxondmico (peixe, anfibio,
alga, etc.), idade ou estagio de desenvolvimento (ovo, larva, adulto), tamanho, entre outros. J&
os fatores abidticos que podem alterar a toxicidade, incluem as caracteristicas fisicas e
quimicas do meio aqudtico, tais como temperatura, pH, alcalinidade, salinidade, dureza, teor
de oxigénio dissolvido, matéria orgédnica e material particulado em suspensdo, entre outros
(WRIGHT e WELBOURN, 2002).

Contudo, muitos aspectos da dinadmica do uso de quimioterdpicos na aquicultura
ainda devem ser estudados. Os vdrios aspectos do uso de drogas para o controle de doencgas
tais como suas dosagens, intervalos da administracdo, duracdo da exposicdo dos peixes, seu
efeito e eficicia no controle da doenca, periodo da retirada dos tecidos, efeitos em espécies
nao-alvo, precisam ser claramente compreendidos.

O uso indiscriminado de tais substancias pode trazer sérios danos a satide publica e a
vida aqudtica. O problema mais sério neste momento € a falta de informagdo sobre o seu uso.
A maior parte dos produtos quimicos e de biocidas veterinarios esta livremente disponivel ao
consumidor. Frequentemente, os produtores desconhecem a natureza das doengas e sua
etiologia, e aceitam facilmente em conselhos de agentes ndo capacitados. Isto conduz ao uso
indiscriminado de produtos quimicos perigosos. Portanto, torna-se necessario conscientizar os

aquicultores dos perigos potenciais do uso indiscriminado de drogas.



3.3 Permanganato de potassio na aquicultura
3.3.1 Uso profilatico

O permanganato de potdssio é um agente oxidante usado ha muitos anos na aquicultura
para tratamento e ou prevencdao de doencas de peixes, na remogdo de parasitos, como
desinfetante em tanques de criacdo de peixes e aquarios, na reducdo de substancias téxicas ao
peixe como rotenona e a antimicina, no controle de fungos e algas para controlar problemas

tempordrios de reducao de oxigénio em tanques (DUNCAN, 1974).

Segundo FRANCIS-FLOYD e KLINGER (1997), o uso correto do permanganato de
potdssio pode controlar eficientemente muitos agentes bacterianos, parasitos e fungos antes
mesmo que as infec¢des sejam estabelecidas no peixe, eliminando deste modo, a necessidade
de tratamento por antibidticos.

O uso de permanganato de potdssio para a realizacdo de banhos profildticos em
alevinos e adultos adquiridos para a criag¢do, reprodugdo e venda é recomendada como medida
profilética rotineira. De acordo com PAVANELLI et al. (2002), recomenda-se diluir 1 g de
KMnO,4 em 50 L de dgua e colocar os peixes durante uma hora. STRAUS e GRIFFIN (2002),
verificaram que baixa concentracdo de permanganato de potdssio (1,25 mg.L™") foi eficaz no
controle de Ichthyophthirius multifillis em Ictalurus punctatus.

O permanganato de potdssio € usado também no controle de bactérias como
Flexibacter maritimus, inibindo em até 100% a acdo desses organismos (DANAYADOL et
al., 1999). THOMAS-JINU e GOODWIN (2004) observaram que o tratamento com
permanganato de potdssio em Ictalurus puctatus infectados experimentalmente com
Flavobacterium columnari reduziu a mortalidade de 100 para 69% pela infeccio aguda
causada pela bactéria. Segundo MARTINS (1997), a proliferacdo de Flexibacter columnaris
pode ser evitada através da realizacdo de banho preventivo no peixe de aproximadamente 5 a
20 minutos em solucdo de sal (NaCl) a 1% juntamente com 10 mg de permanganato de

potdssio por litro de dgua.
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O uso do permanganato de potdssio é recomendado no controle de parasitos como
monogenéticos. CRESPO et al. (1995), constataram que permanganato de potdssio foi
altamente eficiente no controle da infestacdo por Ciclidogyrus em Oreochromis hornorum.
Em experimentos realizados no Centro de Aquicultura da UNESP, observou-se que trés
aplicacdes de 2 mg de KMnO, por litro de dgua em tanques de 50 m’ diminuiu
consideravelmente a quantidade de monogenéticos nas branquias de pacus (MARTINS,
1997). O permanganato de potdssio foi eficaz no combate de oncomiracidios de
Pseudodactylogyrus, apés cinco horas de exposicdo a uma concentracio de 2 a 20 mg.L"' A
eficiéncia desse tratamento foi maior do que o uso de triclorfon, azul de metileno e cloreto de
s6dio (UMEDA et al., 2006).

PAVANELLI et al. (2002), recomendam o uso de permanganato de potdssio no
controle de saprolegniose, doenga provocada por fungos do género Saprolegnia, com banhos
de 5 a 10 minutos numa concentragao de 1:10.000.

Devido a sua forte acdo oxidante, o permanganato de potdssio € usado na
desintoxicacdo de produtos téxicos aos peixes, tais como a rotenona e a antimicina.
LAWRENCE (1956) demonstrou que o uso sucessivo de permanganato de potdssio na
concentracdo de 2,0 mg.L" neutralizou a toxicidade da rotenona em aquérios. Em tanques e
lagos, a concentracdo de KMnQ, variou entre 2,0 a 2,5 mg.L'1 para neutralizar 0,5 mg.L'1 de
rotenona. MARKING e BILLS (1975), mostraram que pequenas concentragdes de antimicina
podem ser neutralizadas com 1,0 mg.L" de permanganato de potéssio.

3.3.2 Algicida

Um problema comum enfrentado na aquicultura € o crescimento excessivo do
fitoplancton (algas verdes, diatomdceas e cianoficeas), em virtude da adubagdo com
fertilizantes nos tanques e o excesso de nutrientes provenientes da racdo, que favorece o

fendmeno chamado floracdo ou bloom (SANT’ANNA e AZEVEDO, 2000), tendo como
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consequéncia, a mortalidade em massa dos peixes causando expressivos impactos
econdmicos. Além disso, em viveiros onde hd predominio de cianoficeas, os peixes podem
apresentar alteragdes organolépticas conhecido como “off-flavour” (sabor de barro), com

consequente rejeicao por parte dos consumidores pelo sabor inaceitdvel do alimento.

De acordo com SMITH (2005), vérios produtos sdo utilizados para o controle dessas
algas, sendo o sulfato de amdnio e o sulfato de cobre frequentemente os mais recomendados.
Contudo, a aplicacdo do sulfato de amonio aumenta o nivel de amodnia nos tanques, ja o
sulfato de cobre, provoca a morte das algas por lise celular com a subsequente liberagdo de
seus compostos toxicos, além de promover condi¢des andxicas na agua devido a
decomposicdo das algas mortas.

Deste modo, a utilizagdo do permanganato de potdssio para o controle de algas
citotoxicas vem sendo estudada. DORZAB e BARKOH (2005), comparando os efeitos do
permanganato de potdssio e do sulfato de cobre, observaram que o tratamento com 4 mg.L™"
de permanganato de potdssio durante trés dias foi eficaz na erradica¢do de algas do gé€nero
Prymnesium parvum e na neutralizacdo da sua ictiotoxina em tanques com truta arco-iris. De
acordo com DEEDS et al. (2002), a espécie de alga Karlodinium micrum pertencente ao grupo
Dinophycea, produz pelo menos uma substancia que é hemolitica, ictiotéxica e citotoxica.
Estes autores observaram que tanto o tratamento com sulfato de cobre (CuSQy), quanto com
permanganato de potdssio (KMnOy) causaram significativa lise em células de K. micrum (>
70%), porém as substincias toxicas destas algas foram liberadas em grandes quantidades apds
o tratamento com cobre, j4 com o permanganato de potdssio nenhum efeito tdéxico
subsequente foi observado.

3.3.3 Toxicidade do permanganato de potassio em peixes
O permanganato de potdssio € oxidante para qualquer material organico, sendo o ion

Mn0}; o responsavel por esta acdo. O KMnO,4 também forma diéxido de manganés, o qual
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tem uma capa externa de grupos oxidrilas capazes de fixar, por absorcao, particulas neutras ou
carregadas, incluindo microorganismos que sao fixados ao precipitado coloidal para serem

desativados (USEPA, 1999).

A presenca do permanganato de potdssio na dgua em sua forma ativa (ndo oxidada)
apresenta coloracao variando de rosa a roxo, dependendo de sua concentracdo. Porém, quando
o produto torna-se inativo, apds oxidar o material organico, a cor da 4gua muda de amarelo ao
marrom (FRANCIS-FLOYD e KLINGER, 1997), devido a formacao do diéxido de manganés
(MnQ,), como produto da reducio do KMnO, (STRAUS e GRIFFIN, 2002), como descrito

na equacdo 1. Esta mudanca de cor é importante para controle durante o tratamento quimico.
MnO: + 4H™ + 3¢~ — MnO, + 2H,0 (Equagio 1)

Embora o permanganato de potdssio seja amplamente empregado na prevengdo e
tratamento de doengas em peixes, as concentracdes recomendadas do composto nem sempre
sdo seguras. Dependendo da concentragdo usada, torna-se téxico, podendo causar lesdes em
tecidos como pele e branquias, principalmente, se as concentra¢cdes forem acima das
recomendadas para tratamento. INTORRE et al. (2007), observaram que a exposicdo ao
permanganato de potdssio, em concentracdes terapéuticas, resultou em efeito toxico para o
Danio rerio, e nenhum efeito para Carassius auratus. Os mesmos autores observaram ainda, que
concentragdes cinco vezes maiores que a recomendada foram mais téxicas do que a formalina e o
cloreto de benzalconio para Danio rerio. Em Ictalurus punctatus expostos a concentragdes trés
a cinco vezes maiores que a recomendada de permanganato de potdssio provocou nas
branquias, hiperplasia, hipertrofia epitelial e necroses, fusdo lamelar, infiltracdo de leucdcitos,
obstru¢ao do espaco interlamelar (DARWISH et al., 2002).

O permanganato de potdssio também pode causar toxicidade em ovos de peixes
quando utilizado para combater fungos. MELENDRE et al., (2006) observaram que
concentracdes de 100 e 150 mg.L™' de KMnOy controlaram os fungos, mas foram téxicos para
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os ovos de Pacifastacus leniusculus. Em ovos de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss),
concentracdes de 50 e 100 ppm de KMnOQOy, além de ndo controlar a infec¢do por fungos,
causou atraso na eclosdo dos ovos (MARKING et al., 1994). LIU et al. (1995) registraram que
doses de 25 e 75 ppm reduziram a taxa de eclosdo dos ovos, e em baixas concentragdes nao
foram eficazes no controle dos fungos.

Informagdes sobre as alteracdes fisioldgicas nos peixes por exposicdo aguda e
subcronica ao KMnO, s@o limitadas. No entanto, estudos realizados por GRIFFIN et al.
(2002), em Ictalurus punctatus, revelaram que indicadores de estresse (cortisol plasmaético,
glicemia, concentracdo de cloreto e osmolaridade) foram modificados quando o peixe foi
exposto a concentracdo de 2,19 mg.L"' de permanganato de potdssio por 36 horas. SILVA et
al. (2006) observaram aumento significativo da glicemia, concentracdes de cloreto e sédio no
plasma, em Colossoma macropomum expostos a 4,30 mg.L™". Isto sugere distirbio no balanco
ionico de ambas as espécies causadas pelo composto. Em branquias de Ictalurus punctatus,
proteinas como as metalotioneinas, cuja funcdo estd relacionada a detoxificacdo de metais
pesados e protecdo contra estresse oxidativo, tiveram sua expressdo génica reduzida apés oito
semanas de exposicao a 2,0 mg.L'1 de KMnO,4 (SCHLENK et al., 2000).

A toxicidade do permanganato de potdssio em peixes pode ser influenciada pela
qualidade da 4gua, especialmente pela temperatura, pH e dureza. De acordo com MARKING
e BILLS (1975), a 4gua com dureza e alcalinidade elevada e baixa temperatura aumentaram a
toxicidade do permanganato de potdssio em peixes. Por outro lado, STRAUS (2004) observou
que a toxicidade do composto nos peixes foi reduzida em dgua com baixa dureza e

alcalinidade.
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3.4 Organismos-teste
3.4.1 Oreochromis niloticus

Os peixes s@o ecologicamente e economicamente importantes. Eles representam o
grupo de vertebrados com diversos comportamentos e estratégias reprodutivas, e
desempenham papel importante na cadeia alimentar como predadores e presas. Embora, nem
sempre sejam considerados os organismos aquaticos mais sensiveis aos estressores quimicos,
possuem ampla variagdo de comportamento e habitats, que aumentam seu potencial para a
exposicdo a substancias quimicas em diferentes matrizes ambientais (por exemplo:
dissolvidos, adsorvidos, suspensos e depositados). Além disso, existe extensa literatura sobre
seu comportamento, fisiologia e requerimentos ambientais, que os tornam relevantes como
grupo de organismos testes para avaliar os efeitos bioldgicos de substancias quimicas téxicas

(RAND, 2008).

A tildpia € bastante criada no Brasil, por apresentar bom valor econdmico. A alta
qualidade de sua carne faz dela um produto de interesse industrial e de boa aceitacdo pelo
mercado consumidor (CASTAGNOLLI, 1992). Atualmente é explorada em 22 Estados do
Brasil, excec¢do feita apenas para alguns Estados da Regiao Norte (OSTRENSKY et al., 2000).
3.4.2 Ceriodaphnia dubia

Os organismos zooplanctdnicos sdo sensiveis bioindicadores e amplamente utilizados
em estudos de ecotoxicologia de dgua doce (RODGHER et al., 2009). C. dubia € um
microcrusticeo (Ordem Cladocera) presente em diferentes ecossistemas aqudticos de dgua
doce. Esta espécie faz parte do zooplacton e sua reproducdo acontece por partenogénese,
favorecendo a producdo de lotes uniformes geneticamente, numerosos € homogéneos. Esta
espécie € utilizada em avaliacdes da qualidade de dguas superficiais e efluentes (TAKENAKA

et al., 2007; ROMANELLI et al., 2006; MARRARA e SIVIERO, 2006).
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3.4.3 Pseudokirchneriella subcapitata

Testes ecotoxicoldgicos baseados sob pequena escala ou bioensaios in vitro tem
melhorado a habilidade para o monitoramento da qualidade da 4gua. O uso destes métodos, os
quais sdo tipicamente baseados em componentes celulares, células, 6rgdos ou pequenos
animais, sdo altamente sensiveis, de rdpida reproducdo e requerem pequenas quantidades
amostrais (LATIF e LICEK, 2003). Além disso, t€m a vantagem de poder integrar a atividade
toxicolégica de multiplos contaminantes que atuam por meio de um mecanismo comum,
sendo possivel avaliar o potencial efeito toxico em amostras bioldgicas complexas.
(KALLQUIST et al., 2008). Deste modo, os ensaios de toxicidade sdo incluidos em
programas de controle de polui¢do, sendo uma das andlises indispensaveis (CETESB, 1990).

Um dos testes mais comuns para a avaliagdo da toxicidade aqudtica é o teste de
inibicdo do crescimento algal (ISO, 2004). O uso de algas € dos mais recomendados, pois,
como espécies representativas do nivel tréfico inferior, sdo ecologicamente importantes,
porque servem como fonte de alimento fundamental para outras espécies aquaticas e ocupam
posicao unica entre os produtores primdrios, sendo elo importante na cadeia alimentar
(VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004).

A utilidade das algas como organismos testes tem por base seu ciclo de vida curto,
facilitando os estudos de exposicdo com vdarias geragcdes, além das altas taxas de crescimento,
da facilidade em manter culturas e da capacidade de crescer em meios sintéticos bem
definidos. Desde a origem dos bioensaios com algas, grandes avancos ocorreram no
desenvolvimento de meios de cultura apropriados, de métodos de isolamento e cultura das
espécies, bem como na elaboragao de modelos. Os ensaios com algas fornecem informacgdes
quantitativas sobre a disponibilidade das substancias quimicas, nutrientes ou substancias
potencialmente toxicas e seus efeitos nos ecossistemas. Esses estudos abrem possibilidade de
combinacdo de medidas fisicas, quimicas e bioldgicas, que resulta em informagdes
importantes. A partir de testes de toxicidade com algas, foi sugerido que, as substancias
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quimicas fossem classificadas quanto a sua toxicidade ambiental, auxiliando na avalia¢do do
risco ambiental para os sistemas naturais (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004).

Em contraste com peixes e invertebrados, o niimero de ensaios com microalgas in situ
¢ limitado, mesmo que tenham uma clara justificativa com relacdo a protecdo ambiental
(MOREIRA-SANTOS et al., 2004). A microalga Pseudokirchneriella subcapitata
(anteriormente denominada como Selenastrum capricornutum e Rhapidocelis subcapitata)
estd entre as espécies mais recomendadas em teste de toxicidade de dgua-doce (USEPA,
1994). Comparado com os testes de toxicidade aguda e cronica com outras espécies aquéticas,
tais como, peixes e crusticeos, os testes com algas frequentemente sao os mais sensiveis
(KALLQUIST et al., 2008).

3.5 Biomarcadores

3.5.1 Hematologia

Os parametros do sangue sdo considerados indicadores fisiohistopatolégicos do corpo
inteiro e consequentemente € um importante diagndstico do status estrutural e funcional do
peixe exposto a substancia toxica. (ADHIKARI et al., 2004). Por se encontrarem em contato
direto com o ambiente, os peixes sdo susceptiveis a qualquer alteracdo que nele ocorra. Estas
alteracdes afetam, particularmente, os parametros hematolégicos destes animais (RANZANI-
PAIVA et al., 2004). DICK e DIXON (1985) sugerem que a quantidade dos diferentes tipos
de células sangiiineas circulantes constituem parametro importante para a deteccdo e a
avaliacdo dos efeitos subletais de substancias toxicas.

A utilizacao das andlises de sangue na aqiiicultura mostra-se promissora, uma vez que
expressam correlacdo com a qualidade da dgua, doencas infecciosas e exposicao a poluentes
(CHEN et al., 2003). Alguns autores observaram mudancas no perfil hematolégico de peixes

expostos a agentes quimicos usados na aquicultura (RANZANI-PAIVA et al., 1997,

TAVARES-DIAS et al., 2002; MADUENHO e MARTINEZ, 2008).
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3.5.2 Imunologia

Virias condi¢des estressantes na aquicultura, como a alta densidade, manejo e o
tratamento de doencas com a utilizacdo de drogas, sdo conhecidos por comprometerem o
mecanismo de defesa dos peixes, devido a alteragdes na resposta imune (SARDER et al.,

2001).

O sistema imune estd integrado dentro do organismo e interage intimamente com o
funcionamento de muitos 6rgdos sendo extremamente vulneravel aos danos causados por
xenobidticos. Embora, as mudancas ocorridas no sistema imune sejam rapidamente expressas
em significativa morbidade e mortalidade dos organismos envolvidos, elas sdo muitas vezes
precedidas por mudangas sutis em alguns componentes do sistema imune, podendo desta
forma, ser utilizadas como indicadores de imunotoxicidade ou como biomarcadores
(FOURNIER, 2000).

O mecanismo de defesa em peixes ndo € extensivamente estudado como em
mamiferos, no entanto, parecem compartilhar de nimero estrutural e de caracteristicas
funcionais importantes na imunidade (BENANI et al., 1995; O'HALLORAN et al., 1998).
Como em todos os vertebrados, os peixes possuem resposta imune celular e humoral, e 6rgaos
centrais, cuja funcdo principal estd envolvida na defesa imune. Os peixes e os mamiferos
mostram algumas similaridades e diferengas a respeito da fungao imune. A maioria dos 6rgaos
linféides presentes em mamiferos também sao encontrados nos peixes, a diferenca € que os
peixes ndo possuem linfonodos e medula 6ssea (PRESS e EVENSEN, 1999). Isto pode
significar que a sensibilidade das funcdes do sistema imune frente a contaminacao ambiental é
similar entre diferentes espécies, podendo prever mais facilmente o impacto ambiental
causado por substancias téxicas (BOLS et al., 2001).

Em peixes, a imunidade nao-especifica € considerada a primeira linha de defesa e

representa uma parte importante da resposta imune. Dentro da resposta imune inata (nao-
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especifica), a fagocitose € um mecanismo fundamental e geralmente eficiente que fornece ao
organismo uma fiscalizacdo continua contra os invasores sendo responsdvel pela destrui¢ao
dos patégenos (SILVA et al., 2002), durante os estigios iniciais de infec¢des. As células
envolvidas no mecanismo de defesa sdo os linfocitos T, células citotoxicas nao especificas, e
células fagociticas. Os granulécitos e macréfagos possuem atividade fagocitica, a qual
representa o passo inicial da resposta imune em peixes, € a maior linha de defesa para todos os
materiais estranhos, incluindo agentes patogénicos. Durante a fagocitose, os macréfagos
aumentam seu consumo de oxigénio bem como a produgdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), tais como ions superoxido (O), peréxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila
(OH). Estas espécies reativas de oxigénio desempenham papel importante na atividade
microbicida (BENNANI et al., 1995; BASHEERA-JOHN et al., 2002).

A funcdo fagocitica de peixes € aplicada como indicador da qualidade da saide do
peixe. Adicionalmente, a habilidade fagocitica vem sendo empregada para avaliar a acdo
imunotoxicolégica de poluentes ambientais e imunoestimulantes usados na aquicultura
(HARDFORD et al., 2005).

Os possiveis efeitos do permanganato de potdssio sobre o sistema imune em peixes
ainda sao desconhecidos. No entanto, em estudos ecotoxicoldgicos reporta-se que até mesmo
baixos niveis de poluentes aquaticos podem atuar como agente estressante ambiental e causar
alteragdes imunocompetentes aos organismos presentes (BARIKEL et al., 2005). Diversos
produtos quimicos sdo conhecidos por produzir efeitos imunes inibindo ou real¢ando
respostas, porém, nem todos os compostos dentro de uma classe quimica podem alterar a
resposta imune. Determinados compostos como metais pesados, halogenados,
hidrocarbonetos, inseticidas e pesticidas organoclorados e organofosforados, entre outros,
podem alterar a resposta imune de grande variedade de espécies animais, inclusive seres

humanos. O interessante € que, muitos destes mesmos produtos quimicos sdo encontrados

19



contaminando ambientes aqudticos. Apesar do fato de que os peixes podem ser negativamente
impactados por estes produtos quimicos, pouco se sabe a respeito de seus efeitos na resposta
imune dos peixes (CARLSON e ZELIKOFF, 2008). Interferéncias de inseticidas, metais
pesados e surfactantes sobre a resposta imune sao frequentemente estudadas (BOLS, et al.,
2001).

Por meio dos resultados de numerosos estudos, parece claro que o sistema imune &
sensivel para avaliar os efeitos de sustancias toxicas de interesse ambiental (ZELIKOFF et al.,
2000). A sofisticacdo e a complexidade do sistema imune permitem que seja sensivel e
consequentemente, torna possivel detectar efeitos prejudiciais de estressores ambientais. A
sensibilidade deste sistema parece residir em interacdes complexas que podem ocorrer para a
mobilizacdo de defesas imunes. O rompimento de qualquer destes processos pode deslocar o
contrapeso necessario para a imunoregulacdo do organismo e assim produzir uma cascata de
eventos secunddrios prejudiciais, incluindo a resisténcia comprometida do organismo de
encontro as doencgas infecciosas. Devido a sensibilidade da resposta imune aos téxicos
ambientais e a sua importancia para manter a resisténcia do organismo contra doencas, a
disfun¢ao do sistema imune induzido por substancias quimicas pode prever os perigos e riscos
toxicoldgicos associados com a exposicao aos poluentes (CARLSON e ZELIKOFF, 2008).

Convém, no entanto, salientar que o sistema imunitério pode ser influenciado por
grande variedade de estressores, o que implica em que biomarcadores imunoldgicos podem
ser uteis e sensiveis, mas muitas vezes inespecificos (WEEKS et al., 1992). Portanto, torna-se
importante incluir informagdes da resposta imune com outros indicadores bioquimicos,
fisiolégicos e histolégicos, pois diversos tipos de biomarcadores podem refletir com maior
precisdo os efeitos toxicoldgicos para as espécies residentes em ambientes aqudticos

contaminados.
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3.5.3 Estresse oxidativo e defesa antioxidante

Os radicais livres sdo constantemente formados no organismo aerdbico através de
processos metabdlicos oxidativos, os quais desempenham fungdes importantes, como por
exemplo, a utilizagdo do peréxido de hidrogénio pelos neutréfilos, mondcitos e macrdfagos,
no combate a microorganismos invasores (BABIOR, 2000). Por outro lado, os danos
oxidativos causados pelos os radicais livres estdo associados a uma série de processos
fisiopatoldgicos, como envelhecimento, cardiopatias, aterosclerose, diabetes, inflamacdo e
problemas pulmonares (ANDRADE Jr. et al., 2005; FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Os
danos no DNA também té€m papel importante nos processos de mutagénese e carcinogénese

(POULSEN, 2005).

Os principais radicais livres conhecidos sdo: anion superdxido (O,"), o radical
hidroxila (OH), e o radical hidroperoxila (HO,"). No entanto, existem moléculas derivadas do
metabolismo do oxigénio altamente reativas e que nao sdo classificadas como radical livre,
pois ndo apresentam elétrons desemparelhados na tultima camada. Dentre os quais podemos
citar o peréxido de hidrogénio (H,0,) e o oxigénio singlete ('O,), chamados de espécies
reativas do oxigénio (EROs). O termo espécies reativas de oxigénio € um coletivo que inclui
ndo somente radicais de oxigénio como o radical superéxido (O;”) ou hidroxila (OH’), mas,
também, espécies ndo radicalares, como o perdoxido de hidrogénio (H,O;) e o dacido
hipocloroso (HOCL) (HALLIWELL, 1989).

O desequilibrio entre a producdo de espécies reativas do oxigé€nio e a capacidade de
acdo dos sistemas de defesa antioxidante promove o estresse oxidativo, de modo que os
primeiros sejam predominantes. Um dos principais mecanismos de lesdo inclui a
lipoperoxidagdo da camada lipidica da membrana celular, danos ao DNA, em proteinas e
carboidratos causando diversas alteragdes estruturais e funcionais na célula (SIES, 1993;

MARTINEZ-ALVAREZ er al., 2005).
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A producdo de EROs € uma parte inescapdvel da vida aerdbica. Os radicais livres sao
gerados endogenamente em pequenas quantidades como subprodutos do metabolismo do
oxigénio e também em situacdo exdgena pela exposi¢ao da célula a xenobidticos que causam
a reducdo incompleta do oxigénio (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). A célula para se
proteger ou prevenir contra a lesdo oxidativa possui um sistema enddgeno de defesa
antioxidante.

Os mecanismos de ac¢do dos antioxidantes permitem classificd-los como preventivos e
reparadores. Dentre os antioxidantes preventivos estdo glutationa reduzida (GSH), a
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a
vitamina E. Estas enzimas atuam como detoxificadoras do agente oxidante antes que cause
lesdo. Dentre as enzimas reparadoras estdo a glutationa-redutase (GSH-Rd), a glutationa
peroxidase (GSH-Px) e o dcido ascorbico, cuja funcdo € reparar a lesdo ocorrida (FERREIRA
e MATSUBARA, 1997).

A superdxido dismutase € a primeira linha de defesa na prote¢ao contra as EROs por
acelerar a dismutacdo do radical superéxido em H,O, e O,, na presenca do préton H*. Os
vertebrados possuem duas formas distintas de SOD: SOD cobre-zinco (CuZnSOD), localizada
no citosol, SOD-manganés (MnSOD) presente na mitocondria. Embora a SOD reduza de modo
eficaz a concentragio celular do radical superdxido (O,”), a desvantagem desta atividade é que
um dos produtos gerados é o per6xido de hidrogénio (GIULIO e MEYER, 2008).

No entanto, existem dois sistemas de enzimas que metabolizam o H,0,: a catalase e a
glutationa peroxidase. A catalase estd presente em todas as células principalmente nos
peroxissomos e desempenha importante papel na eliminagdo do H,O, promovendo a sua
catdlise em 4gua e oxigénio molecular (GIULIO e MEYER, 2008). A enzima glutationa
peroxidase (GSH-Px) estd presente no citosol, na mitocondria € na membrana e possui uma

caracteristica importante, pois apresenta um residuo de cisteina contendo selénio ligado de
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forma covalente ao restante da enzima (ARTHUR, 2000). Esta enzima utiliza a glutationa
reduzida (GSH) como substrato para a eliminag¢do de peréxidos formando glutationa oxidada
(GSSG) e 4gua. Outra enzima que age conjuntamente com a glutationa peroxidase é a enzima
glutationa redutase (GSH-Rd). Embora ndao tenha acdo direta na remocgdo de espécies
radicalares, é responsdvel pela recuperacdo da glutationa oxidada (GSSG) a sua forma
reduzida (GSH) num processo dependente da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) (LU, 1999), tendo como objetivo a manutencao da integridade do ciclo metabdlico
da glutationa. Por fim, o sistema glutationa-S-transferase (GST) que catalisa a conjugacdo da
glutationa reduzida (GSH) a xenobidticos nucleofilicos (FERREIRA e MATSUBARA, 1997),
ou para detoxificar aldeidos reativos (como o malondialdeido) que sdo gerados durante a
peroxidacio lipidica (JORDAO Jr. et al, 1998).

A vitamina E (alfa-tocoferol) € o principal antioxidante lipossolivel presente nas
membranas celulares atuando na protecao contra os danos causados pela peroxidacao lipidica.
Sua fun¢do antioxidante é essencialmente a captura de radicais peroxila (LOO®) e alcoxila
(LO"), levando ao término da reagiio em cadeia da lipoperoxidagdo através da formagio de um
aduto nao radicalar (GIULIO e MEYER, 2008). A vitamina E ndo € sintetizada pelos animais
e, portanto, s6 € adquirido por meio da dieta alimentar. Quatro tocoferdis sdo conhecidos,
porém, o a-tocoferol € considerado o biologicamente mais ativo, inclusive no que diz respeito
a sua atividade como antioxidante e os termos alfa-tocoferol e vitamina E sdo quase
intercambidveis na literatura (BENDICH e MACHLIN, 1988; SIES e STAHL, 1995). Ela
pode reagir diretamente com radicais livres como o superdxido, a hidroxila e também com o
oxigénio singlete (MACHLIN e BENDICH, 1987).

A vitamina C (4cido ascorbico) € altamente solivel e em pH fisiol6gico encontra-se na
forma de ascorbato. Plantas e diversos animais sdo capazes de sintetizar o dcido ascorbico,

com excecdo de humanos e outros animais como cobaias, morcegos € macacos, que o obtém
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através da dieta (NAIDU, 2003). O ascorbato serve como co-fator para vdrias enzimas,
incluindo a prolina-hidroxilase e a lisina-hidroxilase envolvidas na sintese de coldgeno, bem
como para a dopamina-f-hidroxilase que catalisa a conversdo da dopamina em norepinefrina.
O ascorbato € um poderoso agente redutor (doador de elétrons), que atua na remog¢do de varias
espécies reativas de oxigénio (EROs), como o O,", OH’, ROO’ ¢ HOCI (HALLIWELL, 1996). O
acido ascorbico participa ainda da regeneracao da forma reduzida e antioxidante da vitamina E.
Esta reacdo representa uma importante cooperacdo entre estas vitaminas para manter ativo o
a-tocoferol dentro das membranas (SIES e STAHL, 1995).

Além dos antioxidantes citados, varios componentes enddgenos tem efeito
antioxidante e participam contra as espécies reativas do oxigénio, como bilirrubina, estradiol,
coenzima Q, acido urico, melatonina, entre outros (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).
Existem ainda vérios nutrientes essenciais de origem mineral, que participam do processo
antioxidante em associacdo com enzimas dentre os quais destacam-se: o zinco, o cobre, o
manganés e o selénio (MACHLIN e BENDICH, 1987).

Muitos estudos sobre o estresse oxidativo em peixes focalizam aspectos toxicoldgicos,
com relagcdo aos efeitos de diferentes xenobidticos sobre a atividade de enzimas oxidantes e
sobre a intensidade de peroxidacdo lipidica (MARTINEZ-ALVAREZ e al., 2005). Entre os
indicadores mais investigados nesses animais estdo as enzimas presentes no tecido hepatico,
envolvidas na detoxificagdo de xenobidticos e seus metabdlitos, englobando as enzimas de
biotransformacao de fase I, fase II, co-fatores e as enzimas antioxidantes. Estas enzimas
podem constituir um bom biomarcador molecular de estresse oxidativo e também podem
indicar a magnitude de respostas em populacdes cronicamente expostas ao agente
contaminante, tais como, metais pesados e outros xenobidticos (ZHANG et al., 2004).

Em estudos realizados por OZCAN ORU et al. (2004), com carpa comum (Cyprinus

carpio) e com tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), expostos a dois pesticidas, indicaram
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que os peixes desenvolveram respostas adaptativas tecido-especificas para proteger as células
contra o estresse oxidativo, sendo que em branquias houve aumento na atividade da SOD
comparado ao rim e cérebro. A exposi¢ao individual e combinada aos pesticidas causaram
elevacdo na atividade da catalase e na GPx nas carpas. Este estudo também mostrou que a
carpa comum apresentou maior sensibilidade a exposicao ao pesticida do que a tildpia do Nilo.

FILIPAK-NETO et al. (2008) submeteram hepatdcitos de H. malabaricus a diferentes
concentracdoes de DDT (diclorodifeniltricloroetano) e MeHg (monometilmercirio), além, da
associacdo entre estes dois contaminantes verificaram que em todos os tratamentos, as
atividades das enzimas, catalase (CAT), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), glutationa
redutase (GR) e superéxido dismutase (SOD) foram afetadas. FAROMBI et al. (2007),
verificaram que em Clarias gariepinus, a presenca de altas concentracdes de cadmio, zinco,
chumbo, cobre e arsénio causaram altera¢des nas enzimas antioxidantes (sistema glutationa), e
indugdo de peroxidacdo lipidica. Estes estudos fornecem a evidéncia de que biomarcadores
enzimdticos e ndo enzimaticos de estresse oxidativo podem ser indicadores sensiveis para o
monitoramento de poluicao aquatica.
3.5.4 Teste do micronicleo

O emprego de parametros genotdxicos, principalmente em organismos aquaticos sao
ferramentas importantes para a avaliagdo da qualidade hidrica, pois permitem detectar e
avaliar o efeito dos poluentes no ecossistema aqudtico, e também as alteracdes de seu

potencial téxico apds interacdo com o ambiente (JESUS e CARVALHO, 2008).

Atualmente uma das metodologias utilizadas para avaliar danos causados por
substancias xenobidticas nos organismos € o teste do micronicleo (MN). Este tipo de teste in
vivo foi inicialmente desenvolvido por SCHIMID (1975) em eritrécitos de camundongos,

sendo amplamente aceito para detectar anomalias cromossomadticas estruturais ou numéricas
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induzidas por agentes clastogénicos (quebra de cromossomos) ou de agentes aneugénicos
(segregacao cromossomica anormal) (NEPOMUCENO et al., 1999; FENECH, 2000).

Os micronucleos sdo originados de fragmentos cromossomaticos acéntricos ou de
cromossomos inteiros que sofreram retardo na divisao celular devido a auséncia ou dano do
centrdmero ou um defeito na citocinese. Estas pequenas estruturas secunddrias de cromatina
sdo rodeadas por membranas localizadas no citoplasma e nao tem ligagdo com o nicleo da
célula, apresentando deste modo, a aparéncia de pequenos nucleos chamados de microntcleos
(HEDDLE et al., 1991; ZOLL-MOREUX-FERRIER, 1999). Os micronticleos possuem um
tamanho que corresponde de 1/5 a 1/20 do tamanho do nucleo principal da célula. No caso
especifico dos peixes, devido ao tamanho normalmente reduzido dos cromossomos, a
propor¢ao de tamanho passa para a faixa de 1/10 a 1/30 do tamanho do niicleo (AL-SABTI e
METCALFE, 1995). Os micronicleos sdo estruturas faceis de serem visualizadas em
eritrcitos e sao muitas vezes utilizadas para medir aberracdes cromossomais (PALHARES e
GRISOLIA, 2002).

O teste de micronicleo em peixes é geralmente baseado em eritrécitos do sangue
periférico, porém os eritrécitos dos rins e tecidos branquiais também sao utilizados (AL-
SABTI e METCALFE, 1995). O fato do rim ser o principal tecido hematopoiético em peixes,
um ndmero maior de eritrécitos micronucleados podem ser encontrados no rim dos que nas
branquias. Para o biomonitoramento a andlise de microntcleo com amostragem do sangue
periférico € apropriada e sensivel o bastante para o monitoramento de toxicidade
(PALHARES e GRISOLIA, 2002).

Virios estudos demonstram que os eritrocitos periféricos de peixes possuem alta
incidéncia de microntcleos apds a exposicdo a diferentes poluentes sob condi¢cdes ambientais
(AL-SABTI e METCALFE, 1995). Na bacia amazdnica, PORTO et al. (2005), avaliaram pelo

teste do microntcleo, o efeito genotdxico de altas concentragdes de mercurio no rio Madeira,
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examinando trés espécies da regiao (Prochilodus nigricans, Mylossoma duriventris, € Hoplias
malabaricus), observando agdo genotdxica significativa quando comparado ao controle
negativo (area nao poluida).

SOUZA e FONTANETTI (2006) utilizaram o teste de microntcleo e de anormalidade
nuclear em eritrocitos de O. niloticus, para avaliar a qualidade da dgua do rio Paraiba do Sul
(S30 José dos Campos-SP), em drea que recebe efluente de refinaria de 6leo. Os autores
verificaram que embora o efluente fosse submetido a tratamento, este nao foi suficiente para
evitar o impacto ambiental, uma vez que os agentes citotoxicos capazes de induzir a formagao
de micronicleos em O. niloticus foram detectados nos pontos onde os efluentes eram
liberados no rio Paraiba do Sul. Além disso, o decréscimo no nivel da 4gua durante a estacao
seca (maio a agosto) favoreceu a alta concentracdo de poluentes no rio Paraiba do Sul, e a
indu¢do mais elevada de microndcleos é encontrada durante este periodo. Por outro lado,
menor incidéncia de micronucleos foi observada na esta¢iao de chuva (novembro a janeiro).

Muitas substancias quimicas sao foco de ateng¢do devido ao seu potencial mutagénico e
carcinogénico, especialmente aqueles que possam ameagar seriamente o ambiente e 0s
organismos nele inseridos. O teste do microndcleo em peixes desempenha importante papel na
avaliacdlo da exposicdo a agentes genotdéxicos como os metais pesados
(JIRAUNGKOORSKUL et al., 2007; ANDREIKENAITE et al., 2007; SANCHEZ-GALAN
et al., 2001), herbicidas (MORON et al., 2006; CAVAS e KONEN, 2007; VENTURA et al.,
2008), piretréides (CAMPANA et al., 1999), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs)
(PACHECO e SANTOS, 2002), benzeno (BUCKER et al., 2006), ciclofosfamida
(MATSUMOTO e COLUS, 2000; PALHARES e GRISOLIA, 2002), entre outros elementos.

Embora, diferencas interespecificas no metabolismo, no reparo de DNA e proliferacdao

de células no organismo alvo, sdo fatores que podem afetar a sensibilidade em diferentes
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espécies de peixes ao genotoxico. O ensaio de microndcleos demonstra ser uma técnica com

potencial para a monitoracao e deteccdo de agentes genotoxicos na dgua.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de realizaciao dos testes

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Patologia de Organismos
Aquaticos, do Centro de Pesquisa em Aquicultura, do Instituto de Pesca em Sdo Paulo, em
sala aclimatada, com manutencdo de temperatura ambiente constante e controle do
fotoperiodo.

A metodologia dos bioensaios foi padronizada de acordo com as recomendacdes
expressas por Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater — APHA
(2005).

4.2 Variaveis fisicas e quimicas da agua

A 4gua de abastecimento urbano foi utilizada como fonte de dgua de dilui¢do para os

testes de toxicidade aguda e cronica. O cloro residual desta fonte foi eliminado por meio de

filtragem (filtros tipo cuno em duas séries de substrato de carvao), seguido de forte aeracdo.

As seguintes varidveis fisicas e quimicas da 4gua foram mensuradas no inicio e a cada
24 horas, durante o experimento: a temperatura (°C) e o oxigénio dissolvido (mgL' e % de
saturacdo) foram aferidos em oximetro YSI - Mod.55; os valores de pH foram obtidos com
potenciémetro e a condutividade elétrica (uScm™) por condutivimetro. A andlise da dureza foi
feita pelo método titulométrico com EDTA, alcalinidade (mg CaCO3,L'1) por titulometria e
amonia total (mg NH,.L") pelo método colorimétrico do reagente de Nessler, sendo essas
andlises realizadas ao final dos experimentos.
4.3 Testes de toxicidade aguda

4.3.1 Aclimatacao e substincia quimica-teste

Nesta etapa do estudo foram utilizados alevinos de tildpia, (O. niloticus), provenientes
de piscicultura comercial, com peso médio de 0,52 + 0,10 g e comprimento total médio de
3,35 + 0,36 cm, aclimatados pelo periodo de uma semana, em tanque com dgua declorada com
capacidade de 250 L. Durante este periodo, os peixes foram alimentados com racdo comercial
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floculada, com 30% de proteina bruta, e ficaram sob observag@o a fim de verificar possiveis
sinais de doencas, estresse, presenca de parasitos, danos fisicos e mortalidade. Apds o periodo
de aclimatacdo os peixes foram transferidos para aqudrios dotados de aeracdo artificial,
contendo 5 L de solucdo-teste. A densidade foi de dois peixes/L e o sistema utilizado foi o
semi-estdtico, em que trés litros da solucdo foi substituida a cada 24 horas (Figura 1). O
periodo total de exposicdo foi de 96 horas, durante os quais os peixes ndo foram alimentados
(APHA, 2005).

A substancia quimica utilizada foi o permanganato de potdssio (KMnOy). A solugdo
estoque foi previamente preparada, onde 1 g de KMnO;, foi diluido em 1000 ml de dgua

MILLI-Q, resultando em solu¢do concentrada de 1000 mg.L'1 de KMnOy.

Figura 1 - Bateria de teste de toxicidade aguda (CL50;96h) com alevinos de
tilipia, Oreochromis niloticus, expostas ao permanganato de potdssio.

4.4 Teste preliminar

Para estabelecer as concentragdes de permanganato de potéssio utilizadas neste estudo
foi realizado, inicialmente, um teste preliminar, com concentra¢des baseadas em doses
minimas e miximas de permanganato de potdssio, registradas na literatura para tratamento de

doencas em peixes (FRANCIS-FLOYD e KLINGER, 1997; PAVANELLI et al., 2002). Para
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tanto, foram testadas seis concentracgdes: 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16 mg.L'1 € um controle, com
trés réplicas e 96 horas de duracdo. Neste teste foi estabelecido o intervalo das concentragdes
de permanganato de potdssio para a realizacdo do teste definitivo.
4.5 Teste definitivo

Com base nos resultados obtidos no teste preliminar foram utilizadas as seguintes
concentracoes: 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 mg.L'1 e um controle, com trés réplicas, totalizando 18
aqudrios em utiliza¢do simultinea.

A mortalidade foi registrada nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢do, com a
retirada dos organismos mortos.
4.7 Teste de toxicidade cronica

Os peixes utilizados nesta etapa foram jovens de tildpia (Oreochromis niloticus),
adquiridas em piscicultura comercial, com peso médio de 44,52 + 11,07 g e comprimento
médio de 13,87 + 1,14 cm (Figura 2). Os peixes utilizados nos testes foram aclimatados pelo
periodo de 15 dias, em tanque com 4gua declorada com capacidade 1000 L. Durante este

periodo, os peixes foram alimentados com racao comercial contendo 30% de proteina bruta.

Figura 2 — Jovem de tildpia, Oreochromis niloticus,
utilizada no teste de toxicidade cronica com
permanganato de potassio.

Ao final do periodo de aclimatacao, os peixes foram transferidos para caixas d“dgua de

350 L providas de aeracdo artificial e filtros bioldgicos previamente maturados, com os

31



seguintes tratamentos: controle, 1,0 mg.L'1 e 4,0 mg.L’l. As concentragdes testadas nesta etapa
do experimento foram baseadas de acordo com as concentragdes minimas e maximas,
descritas na literatura desse composto utilizadas por piscicultores para tratamento de doengas
em peixes (FRANCIS-FLOYD e KLINGER, 1997; PAVANELLI et al., 2002). O
experimento foi conduzido durante 30 dias, na densidade 7,5 g de peixes/L por caixa, com
coletas (Figura 3). As coletas foram realizadas nos intervalos de 0, 7, 15 e 30 dias, com
amostragens de 10 peixes por tratamento. Durante o experimento, os peixes foram
alimentados a vontade com racdo extrusada, contendo 30% de proteina bruta. A cada trés dias
foi realizada sifonagem do excedente de racdo e de excretas e substituicdo de 1/3 da dgua, por

uma solucdo previamente preparada e de mesma concentragao.

Figura 3 - Estrutura dos tanques utilizados no experimento de toxicidade
crdnica com permanganato de potassio.

4.7.1 Avaliacao hematolégica

Os peixes foram retirados dos aqudrios, anestesiados com benzocaina numa

~ 1 . . . . o
concentracdo de 10 mg.L." e o sangue imediatamente retirado por pun¢do caudal, com auxilio
de seringas descartdveis, heparinizadas (Figura 4) para as determinagdes de: a) ndimero total

de células e contagem de leucdcitos, em cdmara de Neubauer, utilizando se a solugdo de
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Hayen como diluente; b) contagem total e diferencial dos leucdcitos e contagem total de
trombdcitos em extensdes sanguineas coradas pelo May-Griinwald-Giemsa, segundo
ROSENFELD (1947); c¢) hematdcrito, pelo método do microhematdcrio, segundo
GOLDENFARB et al. (1971); d) taxa de hemoglobina, pelo método da
cianometahemoglobina, segundo COLLIER (1944).

Foram calculados os seguintes indices hematimétricos: VCM (volume corpuscular
médio), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular

média (CHCM), segundo WINTROBE (1934).

Figura 4 - Coleta de sangue por pungdo caudal em jovem de
tilapia, Oreochromis niloticus, para analise das varidveis
hematoldgicas e teste de micronticleo, no teste de toxicidade
crdnica com permanganato de potéssio.

4.7.2 Teste de micronuacleo

Para esta andlise foram confeccionadas extensdes sanguineas que, apds secagem,
foram fixadas em metanol P.A., por 10 minutos e em seguida, em 4cido cloridrico 5 N, por 10
minutos. As laminas foram coradas pelo método Fuelgen/Fast Green. Depois de seco, o
material foi observado em microscépio de luz para contagem dos microntcleos presentes e

posterior andlise dos dados. A andlise citogenética foi realizada em microscopio de luz em
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aumento de 1000x, com contagem de 2000 células por lamina. Os micronicleos foram
identificados seguindo o critério proposto por FENECH et al. (2003).
4.7.3 Atividade fagocitica de macroéfago in vivo

Para avaliar o efeito do permanganato de potdssio sobre a atividade fagocitica de
macréfagos da tildpia, (O. niloticus), seis animais distintos dos que foram usados para as
andlises hematoldgicas, de cada grupo foram anestesiados e, em seguida, injetados
intraperitonealmente com concentracio de 8 x 10° cél/mm’ de levedura Saccharomyces
cerevisiae ¢ mantidos em aqudrios com aeracdo continua, por quatro horas (Figuras 5a e b). O
tempo de quatro horas de inoculagao de leveduras, utilizado neste ensaio foi o suficiente para
a migragao total dos macréfagos para o foco inflamatdrio e para a realizagao da fagocitose.
Este tempo foi anteriormente determinado em O. niloticus, nos estudos realizados por
CARVALHO (2008a).

Ap6s o periodo de incubagdo, os peixes foram retirados dos aquérios, anestesiados
com benzocaina na concentragdo de 100 mg.L’l. Em seguida, os peixes foram mortos e a
cavidade celomadtica foi aberta e lavada com 3 mL de solucdo de PBS (0,7%). O liquido
contendo as células inflamatorias foi aspirado com pipetas Pasteur (Figura 5¢). Este lavado foi
centrifugado a 1500 rpm por cinco minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e o pelete formado foi resuspendido e transferido para uma lamina coberta por
laminula e os macréfagos foram observados sob microscopia de contraste de fase. Foram
entdo realizadas a contagem do nimero de macréfagos fagocitando e nimero total de
leveduras no interior dos macréfagos, para o célculo da capacidade fagocitica (CF) e o indice

fagocitico (IF) segundo metodologia proposta por SILVA et al. (2002 e 2005), onde:
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Figura 5 - Realizacdo da avaliacdo de fagocitose em tildpia, Oreochromis niloticus, no teste de
toxicidade crbénica com permanganato de potassio; (a) injecdo intraperitoneal de levedura,
Saccharomyces cerevisiae; (b) peixes mantidos em aqudrios durante o periodo de incubacdo de 4 horas;
(c) realizacdo do lavado na cavidade celomatica.

CF = mimero de macrofagos fagocitando

100 macrofagos

n. total de leveduras no interior dos fagOcitos

n. total de fagOcitos ativos

4.7.4 Analises bioquimicas

Estas andlises foram realizadas no Laboratério de Toxicologia Aquéatica e Morte
Celular da Universidade Federal do Parand (UFPR) em Curitiba, PR.

Logo apds a coleta de sangue para as andlises hematoldgicas, os 10 animais de cada
tratamento foram anestesiados e sacrificados e uma por¢ao do figado coletada. Este material
foi acondicionado em criotubos e mantido a —80°C até o momento da andlise.

Posteriormente, as amostras de figado foram homogeneizadas em tampdo PBS e
aliquotas foram feitas para as seguintes andlises: concentracdo de proteinas, glutationa S-
transferase (GST), glutationa reduzida (GSH), catalase (CAT) e peroxidacdo de lipideos
(LPO).
4.7.4.1 Determinacao da concentraciao 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. Para isso 10 pL da

amostra (figado homogeneizadas em tampao PBS) foram pipetados diretamente em cada poco
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de uma microplaca (4 réplicas) e em seguida foram adicionados 250 pL do reativo de
Bradford. Entdo, procedeu-se a leitura das absorbancias (A = 620nm), utilizando-se PBS como
branco. As concentracdes de proteinas foram obtidas comparativamente aos valores de
absorbancia da curva padrdo BSA (albumina de soro bovino) nas concentracdes de 0, 125,
250, 500, 750 e 1000 pg/mL de BSA.

4.7.4.2 Atividade enzimatica da glutationa S-transferase (GST)

A atividade da enzima glutationa S-transferase foi monitorada por meio da reagdao do
substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida (GSH), reagdo esta
catalisada pela GST e que forma um tioéter que pode ser monitorado pelo aumento da
absorbancia a 340nm.

Inicialmente, foi realizado um teste para padronizacdo das concentracdes do CDNB e
GSH (0; 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4 e 5 mM de CDNB/GSH). A partir desse ensaio foi escolhida a
concentracdo de CDNB (= 10 vezes o valor do Ky) e de GSH (= o préprio valor do Kyy).

Posteriormente as amostras foram descongeladas e 15ulL da amostra pipetado em
microplaca (4 réplicas) e, imediatamente antes da leitura, adicionou-se 135ul. do meio de
reacao (CDNB a 2mM + GSH a 4 mM, etanol a 4%, tampao fosfato de potédssio a 100 mM,
pH 6,5). O aumento da absorbancia foi registrado em intervalos de 10 segundos durante dois
minutos. Foi selecionado o primeiro intervalo de um minuto com r* > 0,99 para célculo do A
absorbancia por minuto.
4.7.4.3 Concentracao de glutationa reduzida (GSH)

As amostras foram descongeladas e para cada 250 pLL de amostra foram pipetados 100
pL de TCA (12,5%) e entdo centrifugado a 2000 rpm por cinco minutos, para precipitacao
protéica. Em seguida, foram pipetados em microplaca 30 pLL do sobrenadante da amostra +
200 pL de tampao tris pH 8,9 e, por ultimo, 50 pl. de DTNB (4cido 5,5’- ditio-bis-2-

nitrobenzdico), imediatamente procedeu-se a leitura das absorbancias (A = 415nm). Como
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branco utilizou-se 2 pL de PBS + reagentes. A determinacdo da GSH foi obtida
comparativamente com a curva padrao GSH (0; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 e 160 pg/ml)
4.7.4.4 Atividade enzimatica da catalase (CAT)

As amostras foram descongeladas e 10 ulL da amostra foi pipetada em cubeta de
quartzo, em seguida foram adicionados 990 uLL do meio de reacdao (dgua MQ+Tampao tris
IM, EDTA 5SmM+H;0; a 30%). Imediatamente apds serem misturados por imersao, realizou-
se a leitura da absorbincia em A=240nm, em intervalos de 1 segundo, por 45 segundos. A

partir dos valores de absorbancia, através de regressao linear, foi escolhido o primeiro
. 2 . Al .
intervalo de 30 segundos com r° > 0,99 para o célculo do A absorbincia por minuto.

Antes das andlises foi feito um ensaio para padronizacdo da concentracido de peréxido
de hidrogénio que seria utilizado no meio de reacdo (testaram-se as concentracdes 0, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70 e 80 mM de H,0»).
4.7.4.5 Peroxidacao lipidica (LPO)

A peroxidacao lipidica foi determinada pelo método FOX (Ferrous Oxidation/ Xylenol
Orange Method) que se baseia na rdpida oxidacdo do Fe*? mediada por perdxidos sob
condi¢des dcidas e posterior formacdo do complexo Fe* -laranja de xilenol na presenca do
estabilizador butilado, que absorve luz a 550-570nm.

Para a realizacdo desta andlise as amostras, que foram previamente homogeneizadas
em PBS, foram centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida, 200 uL do
sobrenadante da amostra mais 1250 pL do meio de reagdo (laranja de xilenol, H,SO,4, BHT e
FeSO, NH,) foram pipetados diretamente em microplacas de fundo chato com 96 pocos (4
réplicas). Apés 30 minutos de reacdo em microplacas tampadas, procedeu-se a leitura das

absorbancias (A = 570nm).
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4.8 Ensaios ecotoxicologicos
4.8.1 Ceriodaphnia dubia

Os ensaios ecotoxicoldgicos foram realizados no Laboratério de Ecotoxicologia
Aquatica do Instituto de Pesca (SP).

O organismo-teste utilizado foi a Ceriodaphnia dubia (Crustacea: Cladocera), uma
espécie comumente recomendada para ensaios desta natureza (LOMBARDI, 2004). A dgua
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 diluicao das
amostras-teste. Seus aspectos de qualidade e indicagdo para o uso foram previamente
atestados antes e durante os ensaios, conforme ABNT (2005), pelo Laboratério de
Ecotoxicologia do Instituto de Pesca — SP e também por outros laboratérios como o da
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental — CETESB e o Laboratério de Ecologia
e Ecotoxicologia Aqudtica do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares do Brasil —
IPEN.

As varidveis aqudticas foram: dureza (mg.L™"), pH, alcalinidade (mg.L" CaCO3), OD
(mg.L’l), temperatura (°C), condutividade elétrica (uS/cm), turbidez (NTU), fésforo total
(mg.L’l), nitrogénio amoniacal total (mg.L'l), nitrogénio total (mg.L'l), nitrito (mg.L’l) e
nitrato (mg.L’l), seguindo a metodologia APHA et al. (2005).

As condi¢des dos ensaios de toxicidade aguda e cronica seguiram sistema semi-
estatico de sete dias, conforme CETESB (1991) e ABNT (2005). 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 seis 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' de sélidos-totais e 0,04 mL/organismo de suspensdo de
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microalgas da espécie Pseudokirchneriella subcaptata (cloroficea), na proporcdo aproximada
de 2,0 x 10° células/mL (ABNT, 2005).

Os recipientes-testes foram acondicionados em incubadora com temperatura média
de 25,0 + 0,7 °C, fotoperiodo de 16 horas claro: oito horas escuro e luminosidade de 1.000 lux

(Figura 6).

Figura 6 - Vista do experimento com Ceriodapnhia dubia, como
organismo-teste, expostas ao permanganato de potassio.

As concentracdes utilizadas nesse ensaio foram: a maior concentragdo utilizada no
experimento com peixes (4,0 mg.L'1 KMnO4) e outras concentragdes obtidas a partir da
concentracao 4,0 mg.L'1 através das seguintes diluicdes: 3,1%, 6,2%, 12,5%, 25,0% e 50,0% e
100%, que correspondem as concentragdes de 0,12; 0,25; 0,50; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L'1 de

KMnO,, respectivamente. Todas essas concentragdes foram preparadas em baldes
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volumétricos e diluidas com a dgua de cultivo. A adicdo dessas concentra¢des deve-se ao fato
deste ser o ponto que € o efluente gerado pela atividade em estudo e, que esta diretamente
associado aos possiveis efeitos toxicos aos organismos aquaticos (CONAMA, 2005).

A validacdo dos ensaios foi realizada pela constata¢do, no grupo controle, de taxa de
sobrevivéncia igual ou superior a 80%, além da observacao 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 aceitacdo de resultados (compreendidos entre + 2 desvios-padrio da média de
resultados pretéritos), através da comparacio da carta-controle elaborada com a substancia de
referéncia - cloreto de sédio (NaCl).

4.8.2 Pseudokirchneriella subcapitata

A realizacdo dos ensaios ecotoxicoldgicos com algas seguiu as recomendacdes da
ABNT (2005). 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 2005). Os ensaios foram realizados trés vezes.

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

Esse pré-cultivo foi necessario para que as algas do indculo, que foram expostas as
concentracoes de permanganato de potdssio nos testes, estivessem em fase exponencial de
crescimento. Segundo SIPAUBA-TAVARES e ROCHA (2001) o crescimento de algas no
cultivo passa por cinco fases distintas (Figura 7): 1 — fase de indu¢do ou lag (maioria das
células sdo vidveis, mas nao estd em condi¢des de se dividir); 2 — fase exponencial ou log (a

taxa de crescimento ¢ mdxima e constante e as células se dividem regularmente); 3 — fase de
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reducdo de crescimento (reduc¢do da taxa de crescimento); 4 — fase estaciondria (taxa de

crescimento é compensada pela taxa de mortalidade, por isso a populagao ndao aumenta); 5 —

fase de senescéncia ou de declinio (taxa de mortalidade é maior que a de reproducgao).

Redugéo do crescimento

Exponencial

Indugédo

Estacionaria

~

Senescéncia

Figura 7 - Diferentes fases da curva de crescimento algdceo em

sistema de cultivo (SIPAUBA-TAVARES e ROCHA 2001).

No dia da realizag@o dos testes, 100 mL do cultivo em massa foi centrifugado por 15

minutos a 1500 rpm, 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 suspensao,

mediu-se o nimero de células/mL, por contagem em camara de Neubauer, a fim de se

determinar o volume do inéculo a ser utilizado nos testes. Esse processo de centrifugacio e

ressuspensio foi realizado de modo que os indculos sempre contivessem 1 x 10° células e

volume inferior a 1 mL.

O cilculo do volume do inéculo seguiu a seguinte férmula: Vi =

Onde:

Vi = volume do inéculo (mL)

Vf = volume da solucdo-teste (mL)

Ci = concentracdo inicial do recipiente-teste (células/mL)

N = niimero de células da suspensao (células/mL)

VixGi

Os testes consistiram em trés replicatas de recipientes-teste (erlenmeyers de 100 mL)

para cada concentragdo, contendo 50 mL de amostra e in6culos com 1 x 10° células de algas.

As concentracdes utilizadas nesse ensaio foram: a maior concentracdo utilizada no
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experimento com peixes (4,0 mg.L™' KMnO,) e outras cinco concentragdes obtidas a partir da
concentracdo 4,0 mg.L'1 pela seguintes diluicdes: 3,1%, 6,2%, 12,5%, 25,0% e 50,0% e 100%.

Ap6s a inoculacdo dos recipientes-teste, os frascos foram cobertos com filme plastico e
colocados em incubadora por 72 horas sob as condicdes de 25°C de temperatura, iluminac¢ao
constante (4.500 lux) e agitacdo mecanica de 175 rpm. Apds as 72 horas de exposicdo, a
quantidade de algas em células/mL, de cada replicata, foi determinada por contagem em
camara de Neubauer (Figura 8).

A validagdo dos ensaios seguiu o critério da ABNT (2005) para testes de toxicidade
com algas de 72 horas de exposi¢do. Foram considerados validos os ensaios que apresentaram
crescimento de biomassa algdcea média do controle pelo menos 16 vezes superior a biomassa

inicial.

Incubacdo

Contagem

Meio de 50 mL
cultivo

Substincia-teste
(KMnO,)
1 mL

Inéculo algal
Figura 8 - Procedimentos realizados no ensaio de inibicdo de crescimento algal com
Pseudochirneriella subcapitata, como organismo-teste, expostas ao permanganato de
potdssio.
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5 ANALISES ESTATISTICAS

A andlise estatistica utilizada no teste de toxicidade aguda para a determinacido da
concentracdo letal média (CL50;96h), foi realizada pelo método Trimmed Spearman Karber
(HAMILTON et al., 1977).

Para a andlise dos dados do teste de toxicidade cronica foi utilizado o programa
estatistico TOXSTAT 3.5 (WEST e GULLEY, 1996). 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” two-way. Para identificar onde
ocorreram as diferencas recorreu-se ao teste post hoc Scheffé. Os dados foram analisados
utilizando o programa Statistica 5.0. O nivel de significancia foi de p<0,05.

Os valores da concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e da concentracdo de
efeito observado (CEO) foram estimados, a partir da constatacdo da existéncia de diferenca
estatistica significativa (P<0,05) entre uma determinada concentragdo € o grupo controle.
Além disso, a concentragdo média de inibi¢do da reproducao (CI50;72 h) foi calculada através

do método de interpolacido linear disponivel no programa ICPin (NORBERG-KING, 1993).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Teste de toxicidade aguda

As concentragdes de 4,0 e 6,0 mg.L'1 apresentaram elevada toxicidade, sendo que apds 24
horas a mortalidade foi de 70 e 100% respectivamente. Nos tratamentos com 1,0 e 2,0 mg.L'l,
também ocorreu mortalidade elevada no final do periodo de exposi¢do, com 43,3% e 33,3%,
respectivamente. Somente a concentragio de 0,5 mg.L", ndo causou toxicidade para os animais
expostos, uma vez que ocorreu apenas 3% de mortalidade ao longo de 96 horas, sendo semelhante

ao grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1 - Mortalidade média acumulativa (%) em tildpia, Oreochromis niloticus em funcdo do
tempo no teste de toxicidade aguda com permanganato de potdssio.

Tempo (horas)

Tratamentos 24 48 72 96
Controle 3,33 3,33 3,33 3,33
0,5 3,33 3,33 3,33 3,33
1,0 26,6 33,3 33,3 33,3
2,0 433 43,3 43,3 433
4,0 70,0 76,6 80,0 83,3

6,0 100 - - -

Durante o periodo de exposicdo ao permanganato de potdssio, as porcentagens de
mortalidade nos alevinos de tildpia foram diretamente relacionadas com as concentracdes de
permanganato de potdssio na dgua, sendo que este indice foi maior nas primeiras 24 horas de
exposicao, com poucas mudancas apos este periodo (Tabela 1). Resultados semelhantes foram
observados por SILVA et al. (2006), apés exposicao aguda (96 horas) de permanganato de
potdssio em Colossoma macropomum. O mesmo foi registrado por MARKING e BILLS
(1975), em que a toxicidade do KMnQy, para dez espécies de peixes, mudou pouco apds 24
horas de exposi¢ao.

De acordo com FRANCIS-FLOYD e KLINGER (1997), o permanganato de potéssio é
um agente oxidante capaz de reagir indiscriminadamente com qualquer material organico
presente na dgua, incluindo bactérias, parasitos e fungos e também em tecidos de peixes como

branquias e pele. Desta forma, substincias que sdo facilmente oxiddveis, rapidamente

44



decrescem a atividade do permanganato de potdssio e esta demanda inicial do composto
diminui sua concentracdo efetiva (MARKING e BILLS, 1975). Isto pode ser facilmente
observado pela mudanca de cor na dgua de rosa para castanho, devido a formagdo do diéxido
de manganés (MnQO;), como produto da reducdo do KMnO4 (STRAUS e GRIFFIN, 2002)
(Figuras 9a e b ). Portanto, no presente estudo, a presenga de material organico oxidavel nos
aquadrios foi incrementada, a partir da introducdo dos peixes a medida produziam metabolitos.
Assim, nas primeiras horas do experimento, a pequena quantidade de matéria organica parece
ter sido determinante para disponibilizar grande parte do KMnOs, o que explica o alto indice
de mortalidade no periodo inicial de exposicdo (24 horas). Além disso, mesmo com a
renovagdo parcial da solucdo teste a cada 24 horas, a agdo toxica do permanganato de potdssio
tornou-se reduzida ao longo do periodo experimental, devido a presenca de maior
concentracdo de matéria orginica, aumentando a demanda do composto e consequentemente

reduzindo sua toxicidade.

Figura 9 - (a) Bateria de teste demonstrando a cor inicial do permanganato de potdssio; (b)
Cor do reagente apos 24 h de exposi¢ao indicando sua oxidacdo no teste de toxicidade aguda
com alevinos de tildpia, Oreochromis niloticus.

Além da mortalidade dos peixes, foi possivel observar também, nas solu¢des com altas
concentragdes de permanganato de potdssio e principalmente nas primeiras 24 horas, sinais de

intoxicacdo dos peixes expostos. A primeira fase se caracterizou por um estado de estresse dos
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alevinos ao primeiro contato com o composto, apresentando hiperatividade, com movimentos
continuos em todas as partes do aqudrio.

A segunda fase permitiu verificar que 0os movimentos tornaram-se menos continuos.
Porém, os peixes apresentavam escurecimento da pele, maior movimentacao das nadadeiras,
aumento do batimento opercular e busca por oxigénio na interface dgua-ar. Este comportamento
de busca pelo oxigénio, provavelmente, pode ter sido provocado pela interferéncia deste
componente quimico (KMnO,) no mecanismo respiratério dos peixes, pela formacdo de
minusculas particulas de sais de 6xido de manganés (MnQO,), obstruindo, desta forma, as
branquias dos peixes (KORI-SIAKPERE, 2008).

Na terceira fase, os animais apresentaram movimentos letargicos até chegar a morte.
As mesmas mudancas de comportamento foram observadas por SILVA et al. (2006), em
alevinos de C. macropomum, em concentragdes acima de 6,5 mg.L'1 de KMnO,4. STRAUS
(2004), também registrou alteracdes como aumento do movimento opercular, letargia e perda
de equilibrio, apds exposi¢ao do hibrido “striped bass” (Morone chrysops x Morone saxatilis)
em vdrias concentragdes de KMnOy,

A concentracdo letal média (CL50;96h) de KMnO, estimada para os alevinos de tildpia
foi de 1,81 mg.L'l, com intervalo de confianga (95%) entre 1,48 e 2,22 mg.L’l. No quadro 1
sdo apresentados os registros de toxicidade aguda com o permanganato de potdssio, para
diferentes espécies de peixes. Resultados similares ao do presente estudo foram encontrados
por BILLS et al. (1993), em Morone saxatilis com CL50;96h estimada em 1,58 mg.L"' e por
MARKING e BILLS (1975) em truta arco-iris (Oncorhyncus mykiss), com CL50;96h
variando entre 0,879 a 1,73 mg.L'l. No entanto, o valor da CL50;96h estimada neste
experimento demonstrou que os alevinos de tildpia possuem menor sensibilidade a este
produto quimico quando comparado com o guaru (Phallocerus caudimaculatus) (CRUZ et al.,

2006), e maior sensibilidade em relacdo a outras espécies como Morone saxatilis, Clarias
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gariepinus, C. macropomum, Pimephales promelas (STRAUS, 2004; KORI-SIAKPERE,
2008; HOBBS et al., 2006; SILVA et al., 2006) (Quadro 1). As variacdes encontradas nos
valores de CL50;96h, podem ser explicadas, pelo menos em parte, pelas diferencas de espécie,

idade ou no tamanho corporal dos peixes.

Quadro 1 - Valores de CL50;96h para o permanganato de potassio em diferentes espécies de peixes.

Espécie Tamanho CL50;96h | Referéncia

(mg.L™)
Oreochromis niloticus 0,52¢g 1,81 Presente estudo
Clarias gariepinus 6,2¢g 3,02 KORI-SIAKPERE (2008)
Colossoma macropomum 59.1¢g 8,60 SILVA et al. (2006)
Pimephales promelas alevinos 4,74 HOBBS et al. (2006)
Phallocerus caudimaculatus 10g 0,56 CRUZ et al. (2006)
Morone saxatilis 90¢g 2,97 STRAUS (2004)
Morone saxatilis 1,0g 1,58 BILLS et al. (1993)
Morone saxatilis alevinos 5,00 HUGHES (1971)
Morone saxatilis alevinos 2,50 WELBORN (1969)
Tilapia nilotica alevinos 2,90 DUREZA (1988)
Tilapia nilotica juvenis 3,30 DUREZA (1988)
Oncorhyncus mykiss 2a5cm 1,73 MARKING e BILLS (1975)
Morone saxatilis alevinos 0,90 REARDON e HARRELL (1994)

MARKING e BILLS (1975), observaram que o efeito negativo do permanganato de
potdssio nos organismos aqudticos, também pode ser potencializado por fatores fisicos e
quimicos do meio aqudtico, tais como, em condi¢des de alto pH (8,5 a 9,5), baixas
temperaturas (7 a 17 °C) e dureza elevada (180 a 300 mg.L'1 CaCO:s;). Diferentes valores de
CL50;96h, encontrados por HUGHES (1971) (40 mgL'l) e por REARDON e HARRELL
(1994) (0,90 mg.L'l), para Morone saxatilis de mesma idade, foram atribuidos pelas diferentes
caracteristicas da dgua. O alto valor de pH (9,1) registrado no estudo de REARDON e
HARRELL (1994), resultou na alta toxicidade do permanganato de potdssio. No estudo

realizado por STRAUS (2004), a CL50;24h estimada para o hibrido de striped bass (Morone
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crysops X M. saxatilis) foram de 4,47 e 2,97 mg.L'1 de KMnO,, em dgua com alcalinidade
total de 109 e 213 mg.L" (CaCOs), respectivamente. Segundo o autor a toxicidade aguda do
permanganato de potdssio foi menor em dguas com menor alcalinidade. Porém, neste estudo,
os valores de pH, dureza e alcalinidade foram menores quando comparados aos trabalhos
citados anteriormente e a temperatura foi mais elevada (Tabela 2), indicando que a toxicidade
do permanganato de potdssio, neste experimento, provavelmente nao foi influenciada pelos

fatores abioticos.

Tabela 2 - Valores médios das varidveis fisicas e quimicas da 4gua no teste de toxicidade aguda com
Oreochromis niloticus exposta ao permanganato de potéssio.

Tratamentos (mg.L’l)

Varidveis fisicas e quimicas

0,0 0,5 1,0 2,0 4,0 6,0
pH 7,53 7,53 7,52 7,48 7,49 7,45
Condutividade elétrica (uScm™) 94,90 88,67 90,17 93,54 92,01 107,30
Oxigénio Dissolvido (mg.L™) 7,71 7,67 7,72 7,80 7,92 7,83
Oxigénio Dissolvido (% saturagio) 90,10 89,79 90,20 90,82 92,60 91,60
Temperatura (°C) 23,20 23,19 23,10 23,09 23,11 23,20
Alcalinidade (mg CaCO;.L™) 22,67 22,67 22,67 22,67 20,61 41,22
Dureza total (mg CaCO3.L'1) 27,72 25,74 27,72 27,72 31,68 39,60
Amdnia ndo ionizada (mg.L™") 0,042 0,034 0,030 0,016 0,025 0,003

De acordo com FRANCIS-FLOYD e KLINGER (1997), o permanganato de potassio nas

concentracdes de 1 e 2 mg.L"' pode ser considerado seguro para peixes em banhos de longa
durag@o. Porém, no presente estudo, a concentracdo de KMnO, que causou mortalidade de 50%
dos animais foi de 1,81 mg.L", indicando a grande sensibilidade dos alevinos de tildpia e a

toxicidade deste composto a organismos nao-alvo.

48



6.2 Teste de Toxicidade Cronica
6.2.1 Variaveis fisicas e quimicas da agua

Para as varidveis fisicas e quimicas da dgua ndo ocorreu diferenca significativa

(P>0,05) entre os tratamentos testados (Tabela 3).

Tabela 3- Valores médios e desvio padrao das varidveis fisicas e quimicas da 4dgua no teste de
toxicidade cronica com Oreochromis niloticus exposta ao permanganato de potdssio.

Tratamentos
Varidveis fisicas e quimicas Controle 1 mg.L" 4mg.L"
pH 7,75+ 0,10 7,72 + 0,09 7,82 + 0,08
Condutividade elétrica (pScm’l) 607,72 + 268,46 536,63 + 278,18 482,50 + 268,27
Oxigénio Dissolvido (mg.L’l) 6,95 + 0,46 6,90 + 0,32 7,17 + 0,42
Oxigénio Dissolvido (% saturacio) 79,10 + 3,63 81,17 + 3,64 81,76 + 3,73
Temperatura (°C) 22,3+ 1,55 23,41 + 0,59 21,86 + 1,09
Alcalinidade (mg CaCO3.L’1) 87,08 + 13,21 61,86 +4,79 80,73 + 3,90
Dureza total (mg CaCO;.L™") 158,72 + 14,46 127,38+ 13,65 136,92 + 22,46
Amonia nio ionizada (mg.L'l) 0,007 + 0,003 0,011 + 0,008 0,009 + 0,006

A toxicidade do permanganato de potdssio em peixes pode ser influenciada pela
qualidade da 4gua, especialmente pela temperatura, pH, dureza e alcalinidade. MARKING e
BILLS (1975), observaram que o efeito negativo do permanganato de potdssio nos organismos
aquaticos foi favorecido por fatores como, alto pH (8,5 a 9,5), baixas temperaturas (7 a 17 °C)
e dureza alta (180 a 300 mg CaC03.L'1). Neste estudo, os valores de pH e dureza foram
menores comparados ao estudo citado acima, e a temperatura apresentou valores acima,
variando de 21 a 23°C (Tabela 3). Com relagdo a alcalinidade, STRAUS (2004) observou que
a toxicidade do composto para os peixes foi maior em dgua com valores acima de 109,13 mg
CaCO;.L". No presente estudo, a alcalinidade nas concentracdes testadas também apresentou
valores menores comparados ao estudo citado acima (Tabela 3). Portanto, as alteragdes

observadas nos peixes podem ser atribuidas a substancia quimica testada.
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6.2.2 Avaliacées hematolégicas

Os peixes mantidos na concentracio de 1 mgL"' de KMnO, ndo apresentaram
variagOes significativas nas varidveis sanguineas analisadas e nos indices hematimétricos
quando comparados ao controle. Os animais expostos a concentracio de 4 mg.L" sofreram
reducdo significativa (P<0,05) no nimero de eritrdcitos no sétimo e no 15° dias de coleta e
reducgdo de hematdcrito no 30° dia (Figura 10)

O decréscimo nos valores destas varidveis sugere a indu¢do de quadro anémico no
peixe em funcdo da toxicidade do permanganato de potdssio. Tais resultados corroboram os
registrados em peixes, como em Labeo rohita apds exposi¢do subletal de cipermetrina e
carbofuran (ADHIKARI et al., 2004), em Cyprinus carpio expostos ao diazinon (SVOBODA
et al., 2001; BANAEE et al., 2008). Segundo estes autores, o quadro de anemia em peixes
causado pela exposicdo a xenobidticos se deve a hemdlise, inibi¢do da eritropoiese e da
hemosintese e a0 aumento na taxa de destrui¢do de eritrécitos em 6rgdos hematopoiéticos.

Outra reposta observada neste estudo foi o aumento significativo de HCM, em peixes
expostos na concentracio de 4 mg.L”', no sétimo dia de coleta (Figura 10), indicando a
presenca de células com quantidade de hemoglobina e volume maior. E possivel verificar que,
mesmo com a variagdo inversa do HCM em relagdo ao nimero de eritrécitos, o nivel de
hematdcrito e hemoglobina nao sofreram alteracdes significativas (P>0,05), apresentando
valores proximos do tratamento controle (Figura 10). Além disso, o valor médio de VCM foi
maior em relagdo aos outros grupos, embora nao tenha apresentado diferenca significativa.
Estes resultados sugerem a presenca de ampla quantidade de eritrécitos velhos e grandes,
provavelmente, devido ao mecanismo prolongado ou falha na reposi¢ao destas células

(OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2006), induzindo um quadro de anemia macrocitica.
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Figura 10 — Médias e erro padrdo das médias dos parametros sanguineos no teste de toxicidade
crdnica em Oreochromis niloticus expostas ao permanganato de potdssio; * diferencga significativa
(P<0,05); HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM: volume corpuscular médio; CHCM:
concentracdo de hemoglobina corpuscular média; MZ: momento zero.

Mudangas na contagem diferencial de leucécitos fornecem uma evidéncia para o

decréscimo da imunidade ndo especifica em peixes apds a exposi¢do a substancias toxicas,

tais como, a deltametrina (SVOBODA et al., 2003) e ao metilmercirio (OLIVEIRA-

RIBEIRO et al., 2006). Neste estudo, ndo foram observadas altera¢des significativas para

linfécitos, neutréfilos e mondceitos em ambos os tratamentos comparado ao grupo controle,

durante todo o periodo de exposi¢do. No entanto, foi observado, no sétimo dia de coleta,
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decréscimo significativo na contagem total de leucdcitos, somente para as tildpias expostas a 4

mg.L"! de KMnO, em relacdo ao controle (Figura 11).
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Figura 11 — Médias e erro padrdo das médias da contagem total e diferencial de leucécitos no teste
de toxicidade cronica em Oreochromis niloticus expostas ao permanganato de potdssio; MZ:
momento zero.

Dependendo da espécie e das caracteristicas do ambiente, os linfécitos podem ser as
células de maior freqiiéncia no sangue periférico de peixes (RANZANI-PAIVA e EIRAS,
1992). Assim como observado por SARDER et al. (2001); BARROS et al. (2002) e
AZEVEDO et al. (2006), os linfécitos foram os mais abundantes em O. niloticus. Portanto, as
varia¢des no nimero de leucdcitos observadas neste experimento, atribuem-se principalmente
pela reducdo no nimero de linfécitos, embora ndo tenham apresentado diferenca significativa
deste com relagdo ao controle.

AJANI et al. (2007) observaram leucopenia em func¢io do decréscimo de linfécitos em

Clarias gariepinus expostos ao nitrito, atribuido, provavelmente, pela redu¢ao na producgdo e
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rapida destruicdo das células, levando ao aumento na taxa de remocdo de linfécitos.
SVOBODA et al. (2001) e BANNAAE et al. (2008) observaram decréscimo na porcentagem
de linfécitos e mondcitos em Cyprinus carpio apds exposicao ao diazinon, indicando
decréscimo da imunidade, em resposta ao estresse causado pela substincia tdxica,

corroborando os resultados do presente estudo.
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Figura 12 — Médias e erro padrao das médias da contagem total de células sanguineas
no teste de toxicidade cronica em Oreochromis niloticus expostas ao permanganato de
potdssio. * diferenca significativa (P<0,05); MZ: momento zero.

Nao foram observados eosindfilos em nenhum dos tratamentos testados, ja os baséfilos
foram encontrados apenas em duas amostras do tratamento controle e uma da concentracdo de
1 mg.L"". Segundo RANZANI-PAIVA (1995), o relato esporadico de um tipo ou outro de
leucécitos pode ser atribuido a pequena porcentagem destas células, podendo muitas vezes
passar despercebido.

Embora as func¢des dos trombdcitos em peixes sejam pouco conhecidas, acredita-se na
possibilidade de estarem relacionadas com o sistema de defesa, como relatado por
MATUSHIMA e MARIANO (1996). No presente estudo, os trombdcitos apresentaram-se em

grande nimero em peixes expostos ao permanganato de potdssio no sétimo dia de coleta.
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Porém, somente na concentracdo de 1 mg.L"' houve diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle (Figura 12). A eleva¢do no nimero de trombdcitos é registrada em peixes
estressados apds serem expostos a substancias poluentes é relacionada com danos causados
em orgaos e tecidos (DICK e DIXON 1985; MAZON et al, 2002; SHAH e ALTINDAU,
2005; GABRIEL et al., 2007), tais como branquias, figado e rim (PANDEY et al., 1996).
Entretanto, por se tratar de um forte agente oxidante, os altos valores de trombdcitos
encontrados em peixes de ambos os tratamentos (1,0 e 4,0 mg.L'1 KMnOQy,) do presente estudo,
provavelmente podem estar relacionados com lesdes causadas em tecidos como pele e
branquias pela exposi¢do ao permanganato de potdssio.

De acordo com FRANCIS-FLOYD e KLINGER (1997), o permanganato de potéssio é
um composto capaz de reagir indiscriminadamente com qualquer material organico presente
na 4gua incluindo tecidos de peixes como branquias e pele. Tal hipdtese pode ser confirmada
por DARWISH et al. (2002), onde revelaram que em Ictalurus punctatus expostos a
concentracdes de trés a cinco vezes maiores que a recomendada de permanganato de potdssio
provocou lesdes nas branquias, tais como hiperplasia, hipertrofia epitelial e necroses.
Resultados semelhantes foram encontrados por MAZON et al. (2002), em Prochilodus scrofa,
apds exposi¢ao ao cobre, embora o aumento no nimero de trombdcitos nao tenha apresentado
diferenca significativa, foram identificados focos de hemorragia, devido a ruptura de vasos na
lamela branquial em peixes expostos a 29 pg.L™' de cobre.

6.2.3 Atividade fagocitica de macrofagos

Para a capacidade fagocitica apresentaram reducdo significativa (P<0,05) na
concentracdo de 4 mg.L" aos 7 e 15 dias de exposicdo em relacdo ao controle (Figura 13). Em
1 mg.L"" ocorreu redugio significativa (P<0,05) apenas no 15° dia. Estes resultados indicam
que o permanganato de potdssio diminuiu a atividade fagocitica e a porcentagem de células

ativas, apresentando efeito imunossupressivo com tipica relacdo dose-resposta. A supressao na

54



funcdo dos macrofagos tem sido registrada em O. niloticus apds exposi¢do aguda ao diazinon
(GIRON-PEREZ et al., 2007), e ao endolsulfan (GIRON-PEREZ e7 al., 2008) e por metais
pesados, como em Brachydanio rerio expostos ao zinco e ao cobre (ROUGIER et al., 1994).
Além disso, toda a depressdo da fagocitose aparece como evidéncia direta da funcdo imune

danificada nos individuos (FOURNIER et al., 2000).
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Figura 13 — Capacidade fagocitica de macrdéfagos de tildpias, Oreochromis
niloticus, expostas as concentracdes de permanganato de potdssio, nos diferentes
momentos de coleta. * diferenca significativa (P<0,05).

No entanto, no 30° dia de exposicdo, ndo ocorreu diferencga significativa (P>0,05) na
capacidade fagocitica nos diferentes tratamentos (Figura 13).

Com relagdo ao indice fagocitico, ndo ocorreu diferenga significativa (P>0,05), entre
os tratamentos com relacdo ao grupo controle, nos diferentes momentos de coleta (Figura 14).
O 1indice fagocitico indica o quanto cada macréfago ativo foi capaz de realizar fagocitose por

meio da contagem de leveduras no interior de tal célula.
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Figura 14 - Indice fagocitico de macréfagos de tildpias, Oreochromis niloticus,
expostas as concentragdes de permanganato de potdssio, nos diferentes
momentos de coleta.

Entretanto, a auséncia de variagdes significativas nos valores do indice fagocitico nos
animais expostos ao permanganato de potdssio devem-se, provavelmente, ao fato de que,
mesmo em baixo nimero, os macréfagos ativos podem ter fagocitado um nimero maior de
leveduras, encontrando-se, desta forma, valores proximos ao controle. Tildpias (O. niloticus),
expostas a concentracdes sub-letais de sulfato de cobre durante trinta dias, também
apresentaram comportamento semelhante ao do presente estudo. Nestes peixes, poucos
macréfagos estavam ativos. No entanto, provavelmente, como mecanismo de compensacao,
0s macrdéfagos apresentaram maior nimero de leveduras em seu interior elevando, deste
modo, o indice fagocitico (CARVALHO, 2008b).

6.2.4 Anélises bioquimicas

Para proteger as células contra qualquer dano oxidativo por espécies reativas de
oxigénio (EROs), uma bateria de detoxificacao estd envolvida em organismos aerdbicos. Este
sistema de defesa antioxidante inclui o tripeptideo glutationa. A glutationa reduzida (GSH, L-

g-glutamil-L-cisteinil-glicina) estd presente na maioria das células e é o tiol (-SH) mais
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abundante no meio intracelular (NORDBERG e ARNER, 2001). Esta enzima age como
redutor celular e reagente protetor contra numerosas substancias incluindo poluentes. Os
niveis de GSH podem ser aumentados devido a um mecanismo adaptavel ao rdpido estresse
oxidativo com aumento em sua sintese. Por outro lado, em uma situacdo de estresse oxidativo
severo, pode ocorrer supressao nos niveis de GSH, devido a perda de mecanismos adaptaveis,
além de ocorrer predominantemente oxida¢do da GSH para sua forma oxidada (GSSG) com
menor capacidade de regeneragdo da mesma por processo de redugcdo (ZHANG et al., 2004).

Neste estudo, no 15° dia de coleta foi observado aumento significativo de GSH nas
duas concentracdes testadas de permanganato de potédssio, quando comparado ao grupo
controle (Figura 15), indicando tratar-se de estresse oxidativo. A elevagao nos niveis de GSH
reflete a estimulagdo do metabolismo de detoxificagdo. Em estudos realizados por LIMA et al.
(2006), foi observado que em sete dias, tildpias expostas a efluentes de industria suina
apresentaram baixos niveis de GSH, por outro lado, apds 90 dias de exposi¢ao foi observado
elevado conteido de GSH, GSH-t e GSSG, sugerindo adaptacdo antioxidante em resposta a
exposicao cronica. Assim, o aumento nos niveis de GSH sugere reposta adaptativa e de
protecdo desta biomolécula contra o estresse oxidativo, induzido por substincias
contaminantes (PANDEY et al., 2003; ZHANG et al., 2004; FAROMBI et al., 2007).

A GST € uma enzima multicomponente envolvida na detoxificagdo de muitos
xenobidticos, a qual desempenha papel importante protegendo os tecidos contra o estresse
oxidativo (FOURNIER et al., 1992). A conjugacdo de dado metabdlito com a glutationa
reduzida (GSH) € catalisada pela glutationa-S-transferase (GST) e consiste em ligar o
xenobidtico com o GSH enddgeno.

Muitos estudos que analisaram a GST em figado de peixes expostos a diferentes tipos de
contaminantes demonstraram a inducdo enzimdtica (VENTURA-LIMA et al., 2009; ZHANG

et al., 2004; PANDEY et al., 2003; JONSSON et al., 2002). Esta resposta ¢ normalmente
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esperada, uma vez que a GST desempenha importante papel na desintoxicagdo e eliminacao
de xenobidticos. Por outro lado, RENDON-VON OSTEN et al. (2005) relataram que em
branquias de “mosquitofish” (Gambusia yucatana) expostos ao carbofurano ocorreu inibicao
de 40% da atividade da GST. Porém, no presente estudo, ndo houve variagdo significativa
para a atividade da GST nos peixes entre os diferentes tratamentos e nem ao longo do periodo
de exposicao (Figura 16). Embora o permanganato de potdssio tenha induzido estresse
oxidativo, como evidenciado pelo aumento nos niveis de GSH, este ndo interferiu na atividade
da GST.

VENTURA-LIMA et al. (2009) ndo observaram alteracdes significativas nos niveis de
GST em Danio rerio expostos ao arsénio, indicando que as concentracdes testadas ndo foram
deletérias ao ponto de interferir na atividade da GST, uma vez que esta enzima estd envolvida
na detoxificacdo de moléculas end6genas que causam degradagdo e oxidacdo ao DNA das
células. SANCHEZ et al. (2005) registraram que a exposi¢do ao cobre promoveu estresse
oxidativo e expressdo de agentes antioxidantes enziméaticos e ndo enziméticos em tecidos de
peixes, mostrado pelo rdpido aumento de SOD (superéxido dismutase), catalase e GPx
(glutationa peroxidase), porém, para GST nao foram observadas alteragdes significativas. De
acordo com TREVISAN (2008), a auséncia de alteracdo nos niveis de GST pode estar

associada a baixa carga de polui¢do.
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Figura 15- Concentracdo de glutationa reduzida (GSH) em figado de tilapia,
Oreochromis niloticus, expostas a diferentes concentra¢des de permanganato de
potdssio nos diferentes momentos de coleta. * diferenca significativa (P<0,05);
MZ: momento zero.
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Figura 16 - Atividade especifica da glutationa S-transferase (GST) em figado de
tildpia, Oreochromis niloticus, expostas a diferentes concentragdes de permanganato
de potassio nos diferentes momentos de coleta; MZ: momento zero.
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Figura 17 - Atividade especifica da catalase (CAT) em figado de tildpia,
Oreochromis niloticus, expostas a diferentes concentracdes de permanganato
de potéssio nos diferentes momentos de coleta; MZ: momento zero.
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Figura 18- Peroxidacdo lipidica — concentragdo de hidroperéxidos lipidicos
em figado de tilapia, Oreochromis niloticus, expostas a diferentes
concentracdes de permanganato de potdssio nos diferentes momentos de
coleta; MZ: momento zero.

Com relacdo a catalase, esta enzima estd localizada principalmente nos peroxissomos,
sendo responsdvel pela reducio de peréxido de hidrogénio em dgua e oxigénio, onde a GPx
catalisa a redugcdo de ambos, per6xido de hidrogénio e perdxidos lipidicos e € considerada

protecdo eficiente contra a peroxidagdo de lipidios (WINSTON e DI GIULIO, 1991).
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Neste estudo, assim como observado para a GST, a CAT e os niveis de LPO, também
ndo variaram significativamente entre os tratamentos e ao longo do tempo (Figuras 17 e 18).
Isto pode estar associado ao aumento nos niveis de GSH observado para compensar o estresse
oxidativo e como resposta adaptativa evitando, assim, o aumento de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e de dano oxidativo. Resultados semelhantes foram registrados por
VENTURA-LIMA et al. (2009), onde a auséncia de alteracdes da atividade da GST, CAT e
nos niveis de LPO, em peixes expostos ao arsénio, se deve a eficidcia do aumento nos niveis de
GSH para a prevengao de perturbagdes oxidativas adicionais. Desta forma, os resultados
confirmam que a GSH € freqiientemente a primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo.
6.2.5. Avaliacdo genotoxica

Em peixes, a técnica de micronicleos € usualmente baseada nos eritrécitos, que nesses
organismos sao nucleados (AL-SABI e METCALFE, 1995). Os microntcleos sdo massas de
cromatina com a aparéncia de pequenos nicleos que provém de fragmentos acéntricos gerados
por ruptura (clastogenicidade) ou de cromossomos que nao foram incorporados ao nucleo da
célula-filha durante a divisdo celular (aneuploidia), como conseqiiéncia, geralmente, de
enfermidades genéticas (PORTO et al., 2005). O teste de microntcleo € utilizado para avaliar
a exposicao de peixes a diversos poluentes em condicdes de laboratério (FERRARO et al.,
2004; CAVAS et al., 2005; MORON et al., 2006; BUCKER et al., 2006; CAVAS e KONEN,
2007; VENTURA et al., 2008).

Os resultados apresentados pelo teste do micronticleo em jovens de tildpia expostas ao
permanganato de potéssio (Figura 19) mostraram que nao ocorreu diferenca significativa entre
os tratamentos testados com relacdo ao controle e nem ao longo do tempo. A partir do periodo
de 15 dias, ocorreu reducao no nimero de micronicleos, em todos os tratamentos testados.
Porém, ao contrario do esperado, a frequencia de micronudcleo foi maior nos animais do grupo

controle, quando comparado com as duas concentracoes de KMnQO, testadas. Ja no periodo de
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30 dias foi possivel observar tendéncia de aumento no nimero de micronicleos nos peixes
expostos ao permanganato de potdssio, principalmente na concentracio de 4 mg.L’
comparada ao controle (Figura 19). O baixo nimero de micronicleos observado nos
tratamentos com KMnO, e a auséncia de correlacdo significativa entre os diferentes
tratamentos pode ter sido influenciada pela quantidade de eritrdcitos presentes.

De acordo com PACHECO e SANTOS (2002), a expressao de efeitos genotoxicos nos
peixes, tais como micronucleos ou outras anomalias nucleares eritrociticas, pode ser mascarada
pela inibi¢do direta da eritropoiese causada por altos niveis de produtos quimicos mutagénicos
e/ou por um catabolismo eritrocitico aumentado.

CAMPANA et al. (1999) observaram que em Cheirodon interruptus interruptus
expostos a diferentes doses do pesticida piretréide lambda-cialotrim por 24 horas a 23 dias, a
frequéncia de microntcleos nos eritrécitos foi maior apés 24 horas, havendo progressivo decréscimo
ao longo do periodo de tratamento. Porém, no periodo de 15 dias, foi encontrada no tratamento com
a dose mais baixa do piretréide (0,001 pg.L™") uma resposta maxima na frequéncia de microntcleos
em comparacdo as outras concentracdes testadas (0,05; 0,01 pg.L’l). Segundos os autores, a
explicacdo para tal resposta seria a mortalidade celular causada pelas maiores concentragdes do

composto quimico e o atraso do ciclo celular.
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Figura 19 — Variacdo das médias de células com micronicleos em tildpia,
Oreochromis niloticus, expostas as concentracdes de permanganato de potéssio,
nos diferentes momentos de coleta.

Em Astyanax bimaculatus expostos a ciclofosfamida, MATSUMOTO e COLUS
(2000), registraram que ocorreu aumento gradual na frequéncia do microntcleo em doses de 4
a 16 mgkg"'. Ao contrdrio, na concentracdo de 32 mg.kg”, ocorreu reducdo significativa na
frequéncia de micronicleo. Este decréscimo sugere que os efeitos toxicos e inibitérios da dose
mais elevada de ciclofosfamida afetem a divisdao das células, com subsequente impedimento
na passagem das células afetadas para a circulacdo periférica, j4 que eles tendem a ser
removidos mais rapidamente do organismo do que as células nao danificadas.

Tais informagdes podem ser aplicadas ao presente estudo, uma vez que o
permanganato de potdssio revelou a habilidade de causar hemolise e inibir a eritropoiese aos
peixes expostos, como encontrado nas varidveis sangiiineas aqui analisadas (Figura 10).
Consequentemente, a expressdo de micronicleos foi afetada pelo nimero reduzido de
eritrocitos. Desta forma, pelo fato dos eritrocitos terem sido produzidos em pequenas
quantidades e terem sidos removidos da circulagdo, a expressdo do micronticleo pode ter sido

mascarada, apesar da presenga do composto genotoxico.
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Assim como observado no presente estudo, FERRARO et al. (2004), ao trabalhar com
trairas (Hoplias malabaricus), contaminadas com TBT e Chumbo II teve dificuldade em tratar
estatisticamente somente os dados de micronicleos, mas ao considerar as alteracdes
morfolégicas nucleares dos eritrécitos conseguiu constatar diferenca entre os grupos testados e
o controle.

CARRASCO et al. (1990) também encontraram dificuldades ao observar somente a
presenca de micronucleos, mas ndo de alteracdes morfolégico-nucleares. Para estes autores, a
frequéncia de lesdo nuclear nos eritrécitos identificada como micronicleo nao € um indicador
preciso e eficiente para medida de certos contaminantes, porque alguns desses ndo sdo capazes
de alterar as fibras do fuso ou ndo promovem quebras que resultario em fragmentos
acéntricos. Os autores consideraram como aberracdes, as lesdes nucleares encontradas. Deste
modo, pelo fato dos micronicleos serem menos frequentes, os autores concluiram que a
utilizacdo deste teste em peixes nem sempre pode ser uma medida sensivel de exposicao de
alguns agentes genotoxicos especificos.

Neste estudo, durante a contagem de micronucleo foi possivel observar alteracdes
morfolégico-nucleares, principalmente, nos peixes expostos ao permanganato de potdssio.
Porém, a contagem destas lesdes nao foi realizada, o que sugere recontagem destes eritrocitos
para a confirmacdo de tal hipétese. Somente a contagem de micronicleo nao foi sensivel o
suficiente para detectar a acdo genotoxica do permanganato de potdssio, uma vez que este
composto causou redu¢do no numero de eritrocitos € consequentemente mascarou a

frequéncia de micronucleos.
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6.3 Testes ecotoxicologicos
6.3.1 Ceriodaphnia dubia

Nos ensaios de toxicidade com C. dubia foi possivel observar toxicidade aguda a partir
da concentragdo de 6,2%, onde apresentaram mortalidade total (10 individuos), ja nas
primeiras 24 horas de exposicdo. Na concentracdo de 3,1%, foi registrada alta mortalidade (7

individuos) apenas no ensaio I (Tabela 4).

Tabela 4 - Mortalidade acumulativa de Ceriodaphnia dubia ao final de sete dias de exposi¢do a
diluicdes da concentracio 4,0 mg.L"' de permanganato de potssio.

Mortalidade Cumulativa

Controle  3,1% 62% 12,5% 25% 50% 100%

Ensaio 1 0 7 10 10 10 10 10
Ensaio I1 0 2 10 10 10 10 10
Ensaio II1 0 1 10 10 10 10 10

A média do nimero de neonatos do grupo controle e da concentracdo de 3,1% de todos
os ensaios esta representada na Figura 20. Observa-se que a concentracao de 3,1%, ndo afetou
a sobrevivéncia e a produgdo de neonatos, os quais tiveram resultados semelhantes ao grupo
controle, indicando a auséncia de toxicidade nesta concentragao.

As concentragdes utilizadas no teste com C. dubia foram: 3,1; 6,2; 12,5; 25; 50 e 100%
da concentracdo de 4,0 mg.L'1 de KMnOs, que correspondem as concentracdes de 0,12; 0,25;
0,50; 1,0;2,0e 4,0 mg.L'1 de KMnOQy, respectivamente. Com excecao apenas da concentragao
de 3,1%, as demais concentra¢cdes mostraram-se altamente toxicas para C. dubia. Além disso,
tais concentragdes estdo abaixo das que sdo consideradas seguras e recomendadas para o uso
deste composto na aqiiicultura, tanto para o tratamento de doencas de peixes que ¢ de 1 a 4
mg.L'1 (FRANCIS-FLOYD e KLINGER, 1997; PAVANELLI et al., 2002), quanto para
algicidade 2 e 4 mg.L'1 (SMITH, 2005; DORZAB e BARKOH, 2005), o que indica o quanto
este composto pode comprometer a biodiversidade do sistema aquaético.

As informagdes sobre a toxicidade do permanganato de potdssio as espécies ndo-alvo

sdo muito limitados. Entretanto, assim como observado no presente estudo, o potencial toxico
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deste composto, também foram registrados por HOBBS et al. (2006), em teste de toxicidade
com cinco espécies aquadticas de diferentes niveis tréficos. Nos testes de toxicidade aguda
verificaram que a CL50;96h foi de 0,058 mg.L", para C. dubia; 0,053 mg.L" para Dapnhia
magna; 2,13 mg.L" para Pimephales promelas; 4,74 mg.L"' para Hyalela azteca e 4,43 mg.L"
para Chironomus tentans. De acordo com os autores, a maioria destes valores estdo abaixo da
taxa recomendada para o tratamento com KMnOQOy, que € de pelo menos 2,0 mg.L'1 ou de 2,5
vezes a demanda do permanganato de potdssio (uma estimac¢do dos agentes redutores
presentes na dgua). Entretanto, repetindo o mesmo teste em laboratério e com dgua de
tanques, com uma demanda de 5,35 mg.L'1 de KMnO,, resultou em toxicidade
significativamente menor, onde os valores de CL50;96h foi de 2,39 mg.L'1 para C. dubia; 1,98
mg.L'1 para D. magna; 11,22 mg.L'1 para P. promelas; 13,55 mg.L'1 para H. azteca e 12,30
mg.L! para C. fentans. Porém, a dose efetiva para o tratamento de doencas baseado sobre 2,5
vezes a demanda de KMnO, foi 13,39 mg.L’l, excedendo a CL50 para muitos destes

organismos nao alvo, mesmo em dgua de tanques, o que sugere significante risco ambiental.
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Figura 20 - Representacdo grifica da toxicidade para Ceriodaphnia dubia nas
diferentes diluicdes de permanganato de potdssio a partir da concentragio de 4 mg.L™" .
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Outro fator importante € que, na aqiiicultura, geralmente, os efluentes de viveiros em
que se aplicam produtos quimicos sdo despejados no corpo receptor sem nenhum tratamento
prévio (SCHALCH, 2007). Mesmo que parte da droga ja esteja inativada quando da liberacdo
no ambiente, a outra parte ainda ativa poderd atuar nas populagdes naturais deste curso
d’agua, como peixes, zooplancton e fitoplancton (OKUMURA, 2005). Além disso, a presenga
de xenobidticos pode causar modificagcdes na diversidade e abundancia de espécies em
diversos niveis da cadeia tréfica, favorecendo espécies mais resistentes e eliminando espécies
mais sensiveis (WRIGTH e WELBOURN, 2002). Entretanto, conforme os resultados obtidos
no presente estudo, o efluente com concentracdo de 3,1% de KMnQO,, parece ndo causar
efeitos toxicos sobre biodiversidade da comunidade aquética. Tal resultado reforca a idéia de
que este composto pode ser altamente tOXico e causar prejuizo ao ecossistema aquatico se
utilizado de maneira indiscriminada como quimioterdpico em sistema de cultivo.

6.3.2 Pseudokirchneriella subcapitata

A figura 21 representa os resultados do crescimento algdceo obtido nos ensaios
realizados com permanganato de potdssio (KMnO,). E possivel observar que ocorreu
diferenca significativa entre o controle e as concentracdes testadas, com exce¢do apenas para
3,1%. As concentracdes de 3,1% e 6,2% correspondem aos valores de CENO (concentragao
de efeito nao observado) e CEO (concentracdo de efeito observado), respectivamente. No
entanto, o cdlculo destas concentra¢des € dependente das concentracdes individuais utilizadas
em testes, e ndo da curva derivada do conjunto dos resultados. Devido a isso, a utiliza¢do de
CENO e CEO para a tomada de decisdes ambientais pode ser considerada inadequada
(CHAPMAN et al., 1996; MARKLE et al., 2000).

No presente trabalho foi utilizado o cdlculo da concentracdo de inibi¢do percentual
(ICp), também conhecida como concentracdo efetiva (CE) da amostra que pode inibir o

crescimento dos organismos em diferentes porcentagens. Em estudos realizados por

67



MARKLE et al. (2000), utilizando Raphidocelis subcapitata para a avaliagao da toxicidade de
efluentes, concluiram que ICp apresenta-se como uma ferramenta muito melhor para avaliar a
sensibilidade de espécies quando comparada aos resultados obtidos em ensaios utilizando

como resposta valores de CENO e CEO.
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Figura 21 - Taxa de crescimento da alga Pseudokirchneriella subcaptata exposta a diferentes
diluicdes da concentragio 4,0 mg.L"' de permanganato de potéssio por 72 horas. Média de trés
ensaios. * diferenca significativa (P<0,05).

A CE50 estimada para o permanganato de potdssio neste estudo foi de 0,54 mg.L™, sendo
que o intervalo de confianca (95%) situou-se entre 0,28 a 0,68 mg.L™' de KMnO,. A bibliografia
sobre testes de toxicidade com o permanganato de potdssio ndo é vasta, e poucas sao as
chances de encontrar estudos que possam ser comparativos com este produto, pelo organismo-
teste escolhido e pelo tipo de sistema aplicado. Existem trabalhos sobre a utilizacdo deste
composto como algicida, onde sdo descritos os procedimentos, a quantidade relativa da
substancia quimica requerida para prevenir o crescimento algal, as concentragdes € os tempos

de tratamentos para eliminar as algas.
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Nos estudos realizados por FITZGERALD (1964), foi avaliado o uso do permanganato
de potdssio como potencial algicida em trés espécies de algas, Chorella pyrenoidosa,
Phormidium inindatum e P. retzii, e comparado com outras substiancias quimicas
representativas que sdo utilizadas como o mesmo propédsito, dentre eles, o sulfato de cobre
(CuS0O,4), Armazide, Algimycin MT4. Os resultados indicaram que o permanganato de
potdssio nas concentragdes de 5 a 10 ppm foi algicida e a concentracdo de 10 ppm foi letal
para a espécie C. pyrenoidosa dentro de 6 horas de contato com o composto. Além disso,
segundo o autor, os testes mostraram que o permanganato de potdssio além de ser um agente
algicida possui propriedades comparadas com o sulfato de cobre, uma vez que, apds o
tratamento com KMnQO,, ndo houve recuperacdo do crescimento algal, mesmo com a remog¢ao
ou perda do produto quimico pela dissipagdo com o meio de tratamento.

SMITH (2005) estudou a eficicia do permanganato de potdssio na redugdo da
toxicidade da alga Prymnesium parvum sobre os peixes. Os resultados sugeriram que a
concentracio minima de 2 mg.L' de permanganato de potdssio pode ser usado para erradicar
a alga P. parvum, sem produzir toxicidade aos peixes. DORZAB e BARKOH (2005)
verificaram que a concentracdo de 4 mg.L"' de KMnOy foi eficaz no combate a alga P.
parvum e na eliminacdo da toxicidade da alga em Oncorhynchus mykiss, com sobrevivéncia
de 80% dos peixes.

Entretanto, as concentracdes recomendadas para o uso deste composto tanto para o
tratamento de doencas de peixes que é de 1 a 4 mg.L"' (FRANCIS-FLOYD e KLINGER,
1997; PAVANELLI et al., 2002), quanto para algicida de 2 e 4 mg.L'1 (SMITH, 2005;
DORZAB ¢ BARKOH, 2005), foram altamente téxicas para P. subcapitata. E possivel
observar na figura 21, que tais concentragdes causaram inibicdo acentuada do crescimento
algal, apresentando tipica relagdo dose-resposta, quanto maior a concentragdo do produto na

agua, menor a taxa de crescimento da alga P. subcapitata. Tais resultados sugerem que a
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aplicacdo do permanganato de potdssio na aquicultura pode atingir ou prejudicar ndo somente
organismos nao alvo, como fitoplancton, zooplancton e peixes, mas também comprometer
todo ecossistema nele inserido.

O CES50 encontrado (0,54 mg.L") para P. subcapitata neste estudo, bem abaixo do
valor das concentragdes que sao consideradas seguras para o uso do permanganato de potassio
em banhos de longa duracdo para peixes e de propriedade algicida, mostra o quanto este
composto pode comprometer a biodiversidade do sistema aqudtico. Como espécies
representativas do nivel troéfico inferior, as algas sdo organismos ecologicamente importantes,
pois, ocupam uma posi¢ao tnica entre os produtores primdarios (VIDOTTI e ROLLEMBERG,
2004), e o prejuizo a estes organismos pode causar modifica¢des na diversidade e abundancia
de espécies em outros niveis da cadeia tréfica. Outro aspecto importante é que, de um modo
geral, na aquicultura, os efluentes de viveiros em que se aplicaram produtos quimicos sdo
despejados no ecossistema receptor sem qualquer tratamento (SCHALCH, 2007). De acordo
com os resultados encontrados no presente estudo, o efluente com permanganato de potdssio
teria que apresentar uma concentracao de apenas 3,1% para ndo causar efeitos toxicos sobre

biodiversidade da comunidade aquatica.
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7 CONCLUSOES

O valor de CL50;96h (1,81 mg.L™") aqui estimado, abaixo do que é considerado seguro
em outros trabalhos para o tratamento e controle de parasitos, sugere que esta espécie de

peixe, nesta fase de desenvolvimento, apresenta alta sensibilidade ao composto.

Os resultados das varidveis hematologicas e atividade fagocitica de macréfagos
demonstraram que a exposi¢do ao permanganato de potdssio em tildpia causa supressao

do sistema imune, a partir de concentracdes de 1,0 mg.L’l;

Na avaliagdo bioquimica, o aumento nos niveis de GSH, indica reposta adaptativa e de

protecdo contra o estresse oxidativo induzido pelo permanganato de potassio;

A contagem de micronicleos mostrou ndo ser biomarcador adequado para detectar a agdo

genotdxica do permanganato de potdssio;

Os testes ecotoxicolégicos com C. dubia e com a microalga P. subcapitata, mostraram
que o KMnO, causou toxicidade para aos dois organismos-teste, sugerindo que este

composto pode agir negativamente sobre espécies de diferentes niveis da cadeia tréfica.
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