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RESUMO

O presente trabalho avaliou os efeitos da toxicidade do sulfato de cobre (CuSO,) sobre as
respostas bioquimicas e cardio-respiratorias da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).
Para isso, um grupo de animais foi exposto a 50% da CLso (48 h) de CuSOs, e o grupo
controle foi submetido as mesmas condi¢des de qualidade da agua sem CuSO,4. Foram
realizadas coletas de sangue, branquias, figado e musculos branco e vermelho no final do
periodo experimental para as seguintes determinagdes: hematocrito (Hct), hemoglobina
(Hb), contagem de eritrocitos (RBC), volume corpuscular médio (VCM), concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), Na'/K'-ATPase, grupamentos- SH, glicose,
lactato, piruvato, glicogénio, concentragdes idnicas (Na', K" e CI) e amdnia plasmatica.
Para determinagao dos parametros cardio-respiratorios, no decorrer de 48 h, foram feitas as

seguintes medidas: tomada de O, (taxa metabdlica — ‘&02 ), extragdo de O, da corrente
ventilatéria (EO,), freqliéncia respiratoria (fr), ventilagdo branquial (V% ), volume

ventilatério (V1) e freqiiéncia cardiaca (fy). Observou-se que no tratamento com CuSOQy,
houve aumento significativo de Het, Hb, RBC ¢ VCM com relacdo ao grupo controle.
Houve aumento de lactato no figado e musculo vermelho, de glicose no figado e
diminui¢ao nos musculos, e redugdo de glicogénio em todos os tecidos analisados. Com

relacdo a respirometria, durante as 48 h de monitoramento, o grupo tratado com CuSOy4

apresentou redugdo da EO; apos 3 h de exposic¢ao, redugdo da ‘&02 apos 6 h, aumento da

‘(% e fr apés 1 h e sem alteragdo significativa no Vt em relagdo ao grupo controle. A fy

apresentou bradicardia apos 12 h.



ABSTRACT

The present study evaluated the biochemical, hematological and cardio-respiratory
responses of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) to copper sulfate (CuSQO4). A group of
fish (T2; n = 8) was exposed to 50% of a CLso (48 h) of CuSOy4, while the control group
(T1; n = 8) was submitted to the same conditions of water quality without CuSO4. Samples
of blood, gills, liver, white and red muscles were collected at the end of the experimental
period for the following determination: Hematocrit (Hct), hemoglobin (Hb), red blood cells
(RBC), mean corpuscular volume (VCM), mean corpuscular hemoglobin (HCM), mean
corpuscular hemoglobin concentration (CHCM), Na'/K'-ATPase, metalothionein (MT),

glucose, lactate, pyruvate, glycogen, ionic concentrations (Na', K" e CI) and plasmatic

ammonia. The cardio-respiratory parameters (oxygen uptake - ‘&02 , O, extraction from

the ventilatory current - EO,, respiratory frequency - fr, gill ventilation - ‘&G , ventilatory

tidal volume - Vr, and heart rate - fi;). were also measured in both experimental groups
during 48 h: When compared to the control group, fish treated with CuSO4 showed a
significant increase in Hct, Hb, RBC and VCM. Lactate concentration increased in liver
and red muscle. Glucose increased also in liver, but decreased in the muscles, and a

reduction on glycogen was observed in all the tissues analyzed. Fish exposed to CuSO4
presented a reduction in EO, after 3 h and in WO, after 6 h. An increase in % was

detected after 1 h of exposure to CuSOs. This hiperventilation was mainly due to increases
in the fg, since the V1 remained constant during all the experimental time. Fish treated with

CuSO; also displayed a significant bradycardia after 12 hours of exposure.



1. INTRODUCAO

1.1 - A contaminacio do ambiente aquatico

Nas ultimas décadas, uma das atividades que mais cresceram no pais foi o cultivo
intensivo e semi-intensivo de peixes, consolidando-se como um setor de grande importancia
econdomica (NEWMAN, 1993). Dentre as espécies comumente cultivadas, a tilapia do Nilo,
(Oreochromis niloticus), ¢ considerada uma das mais importantes para consumo humano em
muitos paises ¢ seu cultivo tem crescido exponencialmente em aqiiiculturas, inclusive no
Brasil (COGUN & KARGIN, 2003).

Como todo setor de crescimento lucrativo, observam-se caracteristicas desenfreadas
de recursos mal-utilizados, sem serem avaliadas as conseqiiéncias que estas podem trazer para
o meio, afetando diretamente os animais aquaticos e indiretamente seus consumidores.
Portanto, paralelamente a esse desenvolvimento, houve um aumento de doengas nos peixes
cultivados. Assim, importantes intervengdes tém sido realizadas com produtos toxicos a fim
de atenuar um aumento na incidéncia e severidade de ictiopatologias (PAVANELLI et al.,
1998). Na tentativa de solucionar estes problemas, produtos quimicos, como o sulfato de
cobre (CuSQy), tém sido nao raramente, erroneamente utilizados (KUBITZA, 1998).

Em pisciculturas o CuSO4 € aplicado por ser um importante algicida, agindo na
reducdo da floracdo de algas, cujo consumo excessivo de O, pode levar a um déficit desse gas
para os demais organismos aquaticos. E também utilizado com finalidade terapéutica,
diminuindo a incidéncia de endoparasitas em espécies cultivadas (SHELENK et al. 1999).

A aplicagdo usual de CuSOy4 na piscicultura varia de 0,025 a 2,00 mg. L!": contudo, a

administracao desses produtos nem sempre ¢ efetuada de forma controlada, sendo que seu uso
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indiscriminado, mesmo de forma profilatica, pode trazer conseqiiéncias gravissimas ao meio
ambiente (BOYD, 1990).

Além disso, nos ultimos anos, a polui¢do por agrotoxicos e metais pesados aumentou,
como conseqiiéncia do grande volume desses, langados no ambiente aquatico. No Brasil, a
agroindustria ¢ uma atividade em franco desenvolvimento e é responsavel por boa parte da
balanga comercial do pais. Para garantir a eficiéncia dessa atividade, os empresarios da
agroindustria e mesmo pequenos produtores rurais, muitas vezes utilizam produtos quimicos
com o intuito de garantir ¢ maximizar suas produgdes (KUBITZA, 1998).

Sendo assim, além do uso de produtos quimicos diretamente nas pisciculturas, podem
ser encontrados também na natureza, como conseqiiéncia de outras vias de aplicagdo
(HEATH, 1995).

Os metais de transi¢ao (cobre, zinco, ferro, cobalto, selénio, manganés) tém grande
significado biologico e sdo importantes ao bom funcionamento dos organismos, onde
desempenham valiosas fungdes. Esses metais interagem com muitos tipos celulares e, assim,
desempenham importante papel na respiragdo celular, no transporte de oxigénio, na
estabilidade protéica, entre outros. Entretanto, em excesso, tornam-se toxicos, pois se ligam
inapropriadamente a moléculas ou formam radicais livres. Altas concentragdes de cobre
também afetam a fungio branquial através da perturbagdo da homeostase do sédio (LAREN

& McDONALD, 1985).

1.2 - Os efeitos toxicos no organismo

Quando o cobre ¢ utilizado indevidamente, pode apresentar efeitos toxicos nas
espécies aquaticas (BEAUMONT et al., 2000; NOVELLI FILHO et al., 2000; STRAUS,

2003). As substancias toxicas tendem a inibir ou acelerar o metabolismo (DANG, 2000),
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sendo que esses efeitos iniciam-se primeiramente nas células e podem alterar a
permeabilidade de membranas (NRIAGU & PACINA, 1988), afetando a integridade celular,
tanto estrutural quanto fisiologicamente, resultando em lesdes histologicas e levando ao
comprometimento da fungdo de um ou mais 6rgaos (HEATH, 1995).

Na maioria dos casos, os metais sdo transportados pelo sangue (SIMKISS &
TAYLOR, 1981). Desta forma, podem ter efeitos nocivos nos mais variados 6rgios. Os
parametros hematologicos expressam processos corporais ¢ servem como indicadores da
condi¢do geral ou dos distirbios metabodlicos (JYOTHI & NARAYAN, 1999). Disturbios
metabolicos em resposta ao estresse (JYOTHI & NARAYAN, 1999) podem promover
alteracdes na concentragdo de amodnia plasmatica, mecanismo este que assegura o
abastecimento e redistribuicdo de energia para manuten¢ao da homeostase (WENDELAAR
BONGA, 1997; VAN WEERD & KOMEN, 1998).

Durante a desintoxica¢do do organismo apo6s exposi¢ao a metais, o figado ¢ o principal
responsavel pela retirada do excesso de tdxicos, sendo estes acumulados e concentrados na
bile (SORENSEN, 1991). Este excesso de metais para espécies aquaticas resulta em
toxicidade, perda de ions, redugdo no crescimento ¢ na sobrevivéncia dos organismos
expostos (HOLGSTRAND & WOOD, 1996; TAYLOR et al., 1996; SCHERER et al., 1997;
MAZON & FERNANDES, 2001).

O cobre também pode circular no organismo ¢ se ligar a albumina e outras proteinas
de pequeno peso molecular (HARRIS & BIRD, 2000). O principal local de excre¢do do
excesso de cobre em peixes teledsteos ¢ a bile (GROSELL et al., 2002). As branquias de

peixes também estdo implicadas na excregio de cobre (COGUN & KARGIN, 2004).

Conforme o periodo de exposicdo e as concentragdes de cobre impostas, podem
ocorrer alteragdes nos intermediarios metabolicos, o que permite verificar os ajustes no

metabolismo energético (HEATH, 1995). A estimulacdo do metabolismo pode ser claramente



Introdugao 4

refletida nas mudangas no consumo de O, durante exposi¢ao ao cobre (McGEER et al., 2000)
ou pelo aumento de excretas metabdlicas como, por exemplo, a amdénia (TAYLOR et al.,
1996). No ambito bioquimico, estas excretas podem refletir as mudancas nas enzimas
envolvidas no metabolismo e aquelas fungdes criticas para a sobrevivéncia da célula, como a
regulacdo idnica e atividade da Na'/K'-ATPase (McGEER et al., 2000).

Como as branquias dos peixes recebem um fluxo constante de dgua, sdo o primeiro
contato com 0 meio aquatico contaminado ¢ podem acumular altas concentragdes desses
metais (COGUN & KARGIN, 2003). Além disso, desempenham um papel fundamental na
respiragao e no balango hidro-eletrolitico (PINHEIRO, 2004). O cobre liga-se aos sitios ativos
da Na'/K'-ATPase, resultando em uma diminuicdo na sua atividade, desestabilizando o
equilibrio i6nico e/ou osmético do animal (GROSELL et al., 2002).

Para minimizar a extensdo dos distirbios causados pelos metais, o primeiro sistema de
defesa da célula é o aumento da proteina metalotioneina (MT) que é um marcador bioquimico
em potencial na contaminac¢do de metais (OLSVIK et al., 2000; BRAGIGAND & BERTHET,
2003). Alem disso, a MT apresenta diversas fungdes, como controle homeostatico dos metais
de transicdo e a desintoxicagdo de metais pesados (CARVALHO, 2003).

Além de avaliar as conseqiiéncias relativas ao mecanismo interno do organismo do
animal mediante aos metais ou aos produtos utilizados na piscicultura, ¢ extremamente
necessario analisar o comportamento fisiologico referente a tais alteragdes. A medida do
consumo de O, torna-se, portanto, um instrumento eficiente para avaliar como os animais
respondem as alteracdes toxicas do meio a fim de manterem a homeostase interna. DALZELL

et al. (2002) mostraram que a respirometria ¢ um método eficaz para a avaliagdo da toxicidade
de metais. A %2 tem sido utilizada como uma medida quantitativa para avaliar a atividade

geral dos peixes (JAGER & DEKKERS, 1975). Respostas distintas normalmente sao

encontradas para uma mesma espécie, devido a diferentes condi¢des experimentais, como
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temperatura da dgua, metodologia, tamanho e estado fisiologico do animal (TORT et al.,
1986; RUS, 2000).

Altas concentragdes de metais causam um aumento da camada de muco nas branquias,
dificultando a difusdo do O, da 4gua para o sangue (PLAYLE, 1998). Como conseqiiéncia,
um dos maiores efeitos toxicos desses contaminantes ¢ a diminui¢do da capacidade das
branquias em realizar com eficiéncia suas fun¢des de trocas de gases respiratérios e ions

(BEAMOUNT et al., 2002; MAZON et al., 2004).

1.3 - OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

a) Avaliar as possiveis alteragdes hematologicas (hematdcrito - Het, hemoglobina -
Hb, contagem de eritrocitos - RBC, volume corpuscular médio - VCM, hemoglobina
corpuscular média- HCM, concentragdo de hemoglobina corpuscular média - CHCM).

b) avaliar a atividade da enzima Na'/K'-ATPase, da metalotioneina - MT -
(grupamentos- SH), nas concentragdes dos intermedidrios metabodlicos (glicose, lactato,
piruvato, glicogénio), concentracdes idnicas (Na’", K e CI') e da amdnia plasmatica frente a
exposicdo a concentragdes sub-letais de CuSOy.

b) Avaliar as respostas e adaptagdes dos pardmetros cardio-respiratorios (tomada de

O, ou taxa metabolica — ‘&02 , extracdo de O, da corrente ventilatoria - EO,, freqiiéncia
respiratdria - fr, ventilacdo branquial - ‘&G , volume ventilatério - V e freqiiéncia cardiaca

- fn) da tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, frente a exposicdo a concentracdes sub-

letais de CuSOs.



2.0 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Os animais

2.1.1 - Breves consideracgoes sobre a espécie

A tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus ¢ uma espécie nativa da Africa onde
encontra-se amplamente distribuida. Todavia, por ser um animal bastante rustico, resistente
as doencas e ao manejo e devido a suas caracteristicas agradaveis ao paladar e ao consumo
humano, ja destaca-se como um dos principais peixes cultivados em pisciculturas em
regides tropicais e sub-tropicais. Primeiramente, foi introduzida na América do Sul, parte
da India e Ceildo. No Brasil foram introduzidas em 1971, na regido Nordeste pelo
Departamento de Obras Contra a Seca — DNOCS/Fortaleza, CE, provenientes da Costa do
Marfim (DELAVECHIA, 1994). A partir dai, a espécie foi adotada em cultivos intensivos
e semi-intensivos de varias regides do Brasil, além de ter sido introduzida em varios corpos
d’4gua naturais onde podem ser facilmente coletadas. A espécie se reproduz rapidamente e
seu cultivo tem crescido exponencialmente em muitos paises (COGUN & KARGIN,

2003).
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Figura 1. Exemplar de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus. Fonte:

http://www.fishbase.org/Photos/ThumbnailsSummary.cfm?ID=2
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2.1.2 — Posic¢ao Sistematica da espécie

Segundo TREWAVAS (1983) a tilapia do Nilo ocupa a seguinte posi¢ao
sistematica:
Classe: OSTECHTHYES
Subclasse: ACTINOPTERYGII
Superordem: TELEOSTEI
Ordem: PERICIFORMES
Familia: CICHLIDAE
Género: Oreochromis

Espécie: niloticus

2.1.3 - Coleta e Manutencao em Laboratoério

Exemplares de Oreochromis niloticus foram obtidos na Piscicultura Visconde, nas
proximidades do municipio de Sdo Carlos, SP, e transportados para o Laboratério de
Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa do DCF/UFSCar em sacos plésticos contendo
agua aerada com ar comprimido. No laboratorio os animais foram aclimatados por 30 dias
em tanques de 1000 L dotados de fluxo constante de agua ndo clorada, aeracdo constante
(PwO; > 130 mmHg), fotoperiodo natural, a uma temperatura de 25 + 1°C; pH ~ 7,30;
alcalinidade CaCO; ~ 10 mg. L": dureza CaCO; ~ 35 mg. L Na"~ 1,6 mEq. LK ~

3,8 mEq. L'; aménia ~ 0,021 mg. L™
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2.2 - Delineamento experimental

A experimentacao foi subdividida em trés etapas: a. determinacao da CLso-48 h; b.
analises bioquimicas e; c. andlise dos parametros fisiologicos. Estas etapas sdao descritas a

seguir:

2.2.1 - Primeira etapa: Determinacdo daCLs

A primeira etapa constou da determinacdo da concentracdao letal para 50% dos

organismos em estudo (CL50-48 h) na densidade de 5 g de peixe L™.

Exemplares de O. niloticus com peso médio de 116,80 £ 3,02 g, e comprimento
total de 16,73 + 1,87 cm, foram submetidos a diferentes doses de cobre, na forma de
sulfato de cobre (CuSQOy). Para isso, os animais foram transferidos para aquarios de vidro
com volume de agua de 180 L (sistemas estaticos), com aeragdo constante mantendo-se nas
condicdes ideais os parametros fisico-quimicos da agua, onde permaneceram por 24 h.
Apo6s esse periodo de recuperacdo do manuseio, era iniciada a contaminagdo por 48 h.
Foram distribuidos 8 exemplares de O. niloticus em cada aquario, com a finalidade de
simular a densidade de estocagem utilizada em sistemas de cultivo intensivo, que varia de
50 a 600 Kg de peixe .m™ (FURTADO, 1995; SCHMITTOU, 1995). Os animais nio
foram alimentados nas 24 horas prévias a transferéncia ou durante o periodo de exposicgao.

As defini¢des das concentragdes em cada teste, foram determinadas a partir de
analises de outros trabalhos realizados com a mesma espécie, ou em condigdes

semelhantes. Para cada concentragdo imposta, haviam dois aquérios (réplica).
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Os animais foram expostos a dosagens de 6, 8, 10, 12, 12,5, 13, 13,5, 14 ¢ 16 mg
L' de CuSO,, durante 48 h, onde foi observada a mortalidade em cada concentragdo
dentro desse periodo. Para cada teste realizado, havia um grupo controle nas mesmas
condigdes e sem a contaminacao; nesses grupos nao houve mortalidade. Durante este
processo foram observadas alteracdes de comportamento, tais como letargia, perda de
equilibrio e aumento na produ¢do de muco na branquias e na superficie do corpo dos
animais.Apos as exposi¢oes as diferentes concentracdes de CuSOy4, os dados foram

processados pelo programa JSpear para o calculo da CL,,. O valor determinado para
CL50-48 h foi de 13,05 mg de Cu.L'l, com intervalo de confianca entre 12,71 a 13,42. Esse

valor equivale a 47, 14 mg de CuSO4.L™".
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Figura 2 — Percentagem de mortalidade de Oreochromis niloticus frente a diferentes
concentracoes de CuSQOy (mg.L'l), na determinag¢ao da CLsy — 48 h.
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2.2.2 - Segunda etapa: Analises realizadas

Para realizacdao da segunda etapa, foi calculada uma concentragao sub-letal, a partir
da determinagdo da concentragdo letal, ficando assim estabelecido o valor de 50% da
mesma. Portanto, os animais foram expostos uma concentracdo de 23,57 mg.L™' de CuSOs,
na densidade de animais de 5g.L™.

Para a realizagdo desses experimentos, os peixes foram transferidos para aquarios
de vidro, de volume 180 L. Apo6s 24 h da recuperagdao do manuseio, uma solugdo estoque
de CuSOy foi preparada e o volume adequado acrescentado cuidadosamente nos aquarios
experimentais (T2), os quais mantinham as mesmas caracteristicas dos do grupo controle
(T1), no qual ndo houve mortalidade.

Apds 48 h de exposicdo, todos os animais foram sacrificados e os Orgdos
(branquias, figado e musculos branco e vermelho) foram dissecados, retirados, lavados

com solug¢do salina (0,09%) e congelados (-80°C) para posterior analise.

2.2.2.a - Determinacoes Hematimétricas

As amostras de sangue foram coletadas por punc¢do caudal, com seringas de 5 mL

previamente heparinizadas. Foram realizadas as seguintes medicdes:

Hematocrito

A determinagao do hematocrito (Hct = %) foi realizada em réplicas, pela técnica de

centrifugacdo em capilares de vidro (GOLDENFARB et al., 1971). Os tubos capilares

foram fechados em uma das extremidades com massa apropriada e centrifugados a 10.000
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rpm, por 5 min. Os valores foram calculados a partir de um cartdo de leitura padronizado e

os valores foram expressos em %.

Taxa de hemoglobina

A concentragdo de hemoglobina (Hb = g.mL™ ) foi determinada pela formagio de
cianometahemoglobina como descrito por COLLIER (1944), onde 10 uL de sangue foi
adicionado a 2 mL de solug¢ao Drabkin (KCN, KH,PO4, K;[Fe( CN)g] em agua destilada),
homogeinizado em agitador Vortex e a leitura optica foi feita em espectrofotdmetro

(Spectronic Genesys 5, Milron Roy, U.S.A.) a 540 nm.

Contagem de eritrocitos

A contagem do nimero de eritrocitos (RBC), foi feita com microscopio Optico, em
camara de Neubauer apos a diluicdo de 10 pL de sangue em 2 mL de solucao de citrato
formol 4%, misturando-se sem hemolisar. A contagem foi feita em microscopio Optico,

utilizando camara de contagem e laminula especial (Camara de Neubauer).

Indices Hematimétricos

Os indices hematimétricos foram calculados a partir dos valores determinados para

Hct, [Hb] e RBC, aplicando-se as seguintes formulas:

VCM (Volume Corpuscular Médio) = Het . 10/ RBC
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HCM (Hemoglobina Corpuscular Média) = Hb . 10/ RBC

CHCM (Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média) = Hb . 10/ Hct

2.2.2.b - Concentracao de ions

Sodio e Potassio

As concentragdes de Na" e K™ foram medidas por fotometria de chama, apés

dilui¢do 1: 100 em agua destilada.

Cloreto

A concentragdo de ion Cl” foi medida pelo kit reagente comercial Labtest, cujo
principio ¢é: o cloreto reage com tiocianato de mercurio formando cloreto de mercurico e
tiocianato. O tiocianato quando combinado com os ions férricos forma tiocianato férrico,
de coloracdo amarela com intensidade proporcional a concentragdo de cloretos que ¢

medida em espectrofotometro (Spectronic Genesys 5, Milron Roy, U.S.A.) a 570 nm.

2.2.2.c - Proteina total

A proteina total foi determinada pelo método de BRADFORD (2000), utilizando-se

como padrio protéico a albumina sérica bovina. As concentragdes foram determinadas em

espectrofotometro a 595 nm em leitura de microplaca (Dynex Technologies, Inc.).
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2.2.2.d - Intermediarios Metabolicos

Preparacdo dos extratos dcidos

Os tecidos hepatico e musculares, foram amostrados sobre superficie gelada, e
pesados em quantidades apropriadas para as determinacdes das concentragdes dos
intermediarios metabolicos, mantida a propor¢do de 100 mg de tecido/ml de acido
tricloroacético (TCA) a 20 %. Apo6s a homogeneizacdo, os extratos eram centrifugados a
3.000 rpm e os sobrenadantes utilizados como extratos celulares nas determinagdes de

intermediarios metabolicos.

Amonia total

A amonia total foi determinada por nesslerizagdo (GENTZKON & MASEN, 1942),
pela transferéncia de um volume de extrato plasmatico, ao qual se adicionou reativo
Nessler. A leitura optica foi realizada em 420 nm e a concentragdo, estimada contra um

padrio contendo 100 nM de cloreto de aménio, expressa em pM.mL™" de plasma.

Glicose

A glicose foi determinada pelo método hidrolitico acido de DUBOIS et al. (1956),
realizada em acido sulfirico. O método baseia-se no uso de um volume de extrato (plasma
= 100uL; figado = 2 pL, muasculos = 50 pL) adicionado de 500 pL de fenol 4,1 % ¢ 2,0

mL de H,SO4 concentrado, rapidamente adicionado ao meio de reacao. Os tubos de reacao
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foram imediatamente resfriados em banho de 4gua e a leitura Optica realizada por
espectrofotometria em 480 nm. A concentracao de glicose foi estimada contra um padrao

de glicose contendo 100 nM.

Glicogénio

O glicogénio foi determinado pelo método de BIDINOTTO et al. (1998) seguido
pela determinagao de glicose por DUBOIS et al. (1956). As amostras (50 mg de figado ou
100 mg de musculos) foram dissolvidas em ImL de KOH 6 N. Foi utilizada uma aliquota
desse extrato (figado = 50 pL ou musculos = 250 pL) e acrescentado a solucdo alcool
etilico e H,SO4 (10%). As amostras foram entdo centrifugadas a 3000 rpm durante 3 min e
o precipitado dissolvido em dgua destilada. As amostras foram lidas em espectrofotdmetro

a 480 nm ¢ os resultados expressos em pM de unidades glicosil-glicose. g

Lactato

O lactato foi determinado segundo o método de HARROWER & BROWN (1972).
Um volume de extrato (plasma = 50 pL; figado = 20 pL ou musculos = 10 pL) foi
adicionado de 20 pl de CuSOs4, 5 H,O 4 %, 2,5 ml de H,SO4 concentrado e 50 pl de
solugdo de p-fenilfenol (1,5 g de p-fenilfenol em solucdo aquosa de NaOH 2 %)
lentamente adicionado. Ap6s 15 min de repouso, os tubos foram fervidos por 90 s e em
seguida imediatamente resfriados em banho de agua com gelo. A leitura Optica foi

realizada em 750 nm e a concentracao foi estimada contra um padrao de lactato contendo

50 nM de lactato.
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Piruvato

O piruvato foi determinado segundo o método de LU (1939). Um volume de extrato
(plasma = 400 pL ou musculos = 500 pL) foi adicionado a 250 pL de dinitrofenilhidrazina
0,1% em HC1 2,0 N. Apds 30 minutos em banho-maria a 37 °C foi adicionado a mistura de
reacdo 3,0 mL de NaOH 1,3 N e a leitura optica foi realizada em 440 nm. A concentracao

foi determinada contra um padrao de piruvato.

2.2.2.¢ — Enzima: Na'/ K" - ATPase branquial

Foi realizada previamente a padronizagdo da técnica para espécie. A padronizacio
consistiu da otimiza¢ao da atividade da enzima e foi realizada através do ensaio e variagao
de cada um dos componentes:

- NaCl (10, 25, 50, 100, 200, 250 ¢ 300 mM)

- MgCl, (3, 5,8, 1, 24, 48 E 60 mM)

-Na,ATP (1,2, 3,5 e 10 mM)

-KCl1 (5,9, 13, 18, 25, 50, 70 e 80 mM)

- ouabaina (0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 ¢ 3 mM)

- tempo de incubacao (10, 20, 30, 45 ¢ 60 minutos)

- concentragio de proteina do substrato (2a 10 ug . uL™)

Apos as branquias terem sido congeladas em tampao SI (Sacarose 0,3 M;Imidazol

30 mM) (2:1), a -80°C, para a determinacdo da atividade da Na'/ K* - ATPase utilizou-se o
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método de QUARBIUS et al. (1997), modificado para leitora de microplaca por NOLAN
(2000) e padronizada para a espécie em estudo.

O tecido branquial, depois de descongelado, foi homogeneizado em tampao SI, pH
7,4 e centrifugado em centrifuga refrigerada a -4°C. O sobrenadante de cada amostra foi
colocado em seis pocos da microplaca (quantidade que tinha 10 pug.uL” de proteina) e
adicionado 100 uL de tampao (NaCl 250 mM; MgCl, 10 mM; Imidazol 10 mM, pH 7,6)
com 3 mM de Na,ATP (Vanadium free). Nos 3 primeiros pogos, foi adicionado 100 pL de
tampao contendo KCI (5 mM) e nos 3 restantes, tampao contendo ouabaina (2,5 mM).
Apos serem incubados durante 30 min a 25 °C, no escuro, a reagdo foi interrompida pela
adi¢ao de 200 puL de uma mistura de 1:1 de 8,6% de TCA e o reagente de cor (H,SO4 0,66
mM + molibdato de amonia 9,2 mM + FeSO, 7 H,O 0,33 mM) e a leitura
espectrofotométrica foi feita em 595 nm. A atividade da enzima foi expressa em uM Pi.
mg.h™. O conteudo de proteina total foi determinado de acordo com o método descrito por

BRADFORD (2000).

2.2.2.f - Metalotioneina (MT) branquial

A MT branquial foi determinada pela concentracdo de grupamentos sulfidrilas
(SH), segundo a metodologia descrita por VIARENGO et al. (1997), utilizando-se como
padrdo a glutationa reduzida (GSH). Cerca de 200 mg de branquias foram homogeneizadas
em tampao Tris-HClI 20 mM (pH 8,6) contendo sacarose 0,5 M e 0,01% de B-
mercaptoetanol em Ultraturrax a 20.000 rpm. As amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante utilizado. A concentragdo de metalotioneina foi avaliada no sobrenadante
utilizando-se uma fragdo parcialmente purificada de metaloproteina obtida em vérias

etapas de uma solugdo de etanol/cloroférmio. As amostras foram secas em um speed vac
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por aproximadamente 4-6 h e ressuspendidas em uma solucao de NaCl 0,25 M e HCI 1 N
contendo EDTA 4 mM. A concentragdo de metalotioneina dos extratos, desnaturada em
pH acido e elevado comprimento i6nico, foi quantificada espectrofotometricamente
utilizando-se do Reagente de Ellman contendo NaCl 2 M, DTNB 0,43 M em tampao

fosfato 0,2 M (pH 8,0). As leituras foram feitas em espectrofotometro em 412 nm.

2.2.2.g - Acumulo de cobre nas branquias

Apos a dissecgdo o tecido branquial foi pesado (aproximadamente 1 g) e mantido
em estufa (60°C) para determinagdo do peso seco, foram feitas pesagens até que o peso se
mantivesse constante. Adicionou-se ao tecido 10 mL H,SO4 concentrado a quente e apos a
dissolug¢dao acrescentou-se 10 ml de H,O,. O volume foi levado a 50 mL com agua
destilada. A analise do acimulo de cobre foi efetuada utilizando-se o espectrofotdometro de

absor¢ao atomica (AA 12/1475 GEMINI).

2.2.3 - Terceira etapa: Avaliacdo dos parametros cardio-respiratorios

Estes parametros foram obtidos utilizando-se canulas de polietileno e eletrodos

implantados de acordo com os procedimentos ciriirgicos abaixo descritos.

Procedimentos Cirurgicos

. . . . ~ ’ -1
Os animais foram previamente anestesiados em solug¢@o de benzocaina (0,1g.L") e

transferidos para uma mesa cirtrgica onde suas branquias foram ventiladas artificialmente

~ p A1 o
com uma solugdo menos concentrada de benzocaina (0,05 g. L) equilibrada com o ar
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atmosférico. Cirurgias distintas foram realizadas em todos os animais para a respirometria
e a eletrocardiografia. Para a primeira foi usada uma furadeira Dremel® e feito um orificio
na regido dorsal do palato, através do qual foi fixada uma canula de polietileno flangeada
(PE-100). Da mesma forma, outras duas canulas foram fixadas, uma em cada borda dos
opérculos (RANTIN et al, 1993). Apos estes procedimentos, os animais foram inseridos
dentro de um respirdmetro e este dentro do tanque experimental. Para os registros da
freqliéncia cardiaca, foram implantados dois eletrodos de ECG, um na posi¢ao ventral,
entre as branquias e o corag¢do, ¢ outro na posi¢do ventrocaudal, proximo a nadadeira
pélvica. Um terceiro eletrodo, o de referéncia, foi colocado na dgua do tanque experimental
(GLASS et al.,, 1991). Este tipo de preparagdo fornece tragados eletrocardiograficos

equivalentes aos da derivacao DI da eletrocardiografia padrao.

Protocolo experimental

Em ambos os casos, antes dos experimentos, os animais foram acompanhados por
24 h apds a cirurgia ou até quando os pardmetros cardio-respiratorios apresentassem
valores basais. Entdo, o sistema experimental era fechado para adi¢do de CuSO4
correspondente a 50% da CLsy — 48 h, apenas em T2, no recipiente anexo ao circuito de
circulagdo do sistema. O sistema que continha o respirdmetro apresenta um volume de 40
L, portanto, foi adicionado o CuSOs, de maneira a permanecer a concentracdo de 50% da
CLso — 48 h. Foram realizados registros 10 min antes do inicio do periodo experimental e
10 min no final de 1, 2, 3, 6, 12, 24 ¢ 48 h para cada animal apds a contaminagdo. O grupo

controle recebeu o mesmo tratamento, mas sem adigao de CuSOy.

2.2.3.a - Parametros cardio-respiratorios
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Freqiiéncia respiratoria (fr)

A freqiiéncia respiratoria (fr) foi registrada conectando-se o cateter bucal a um
transdutor de pressao Narco P-1000B e este a um acoplador universal (Narco 7198) de um
fisiografo Narco Narcotrace 40 (Narco Bio-Systems, Houston, TX, USA). Tal preparagao
permite registros e medidas das variagdes da pressdo intrabucal durante o ciclo
respiratorio. Os valores de fx foram expressos em resp. min'.

Extragdo de O, (EQO,)

A porcentagem de extracdo de O, da corrente ventilatoria (EO,) foi expressa em

porcentagem (%), conforme a seguinte equacao descrita por HUGHES et al.(1983):

EO,= 100 (PinspO; - PexpO7)/Pins;O2

onde: PinspO, = pressdo parcial de O, da 4gua inspirada e PexpO, = pressado parcial

da 4agua expirada.

Consumo de Oxigénio (‘&'O2 )

As medidas do consumo de oxigénio (%2) foram realizadas de acordo com a

metodologia empregada por FERNANDES & RANTIN (1989), adaptada de HUGHES et
al. (1983) e RANTIN & JOHANSEN (1984). Essa metodologia consiste em utilizar um
respirometro de fluxo constante, cujo fluxo é ajustado por gravidade utilizando-se uma

proveta graduada e um cronometro. As tensdes de O, da dgua que entra (PeO;) e que sai
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(PsO;) do respirometro em cada condi¢cdo experimental foram monitoradas constantemente
com amostras de agua coletadas por catéteres de polietileno que passavam, por gravidade,
através de uma cubeta contendo um eletrodo de O, (FAC 001) e este conectado a um

analisador de O, (FAC-204A).

A ‘&02 foi calculada empregando-se a seguinte equacao:

YO, = (Pe0,-PsO,) a0, Vi/Wr

onde: Pi;,O, = tensdo de O, da dgua de entrada no respirometro, P,,O, = tensdo de O, da
agua da saida do respirdmetro, 0O, = coeficiente de solubilidade do O, na dgua (mL O,. L~

1 -1 . r c A .
.mmHg"), Vg = fluxo de agua através do respirdmetro, Wt = peso fresco do animal

Os valores de ‘&02 foram expressos em mLO,. kg™ .h™".

Ventilagdo branquial (% )

A ventilagdo branquial foi obtida pelo método descrito por SAUNDERS (1962) e
adaptado por FERNANDES & RANTIN (1989). Esse método, baseado no principio de
Fick, utiliza as medidas das tensdes de O, da dgua de entrada (PeO,) e de saida (PsO;) do

respirdmetro, bem como da agua inspirada (PinspQ;) e da expirada (PexpO,) pelo animal.
Os valores da ventilagdo branquial (‘&G Yforam expressos em mLH,O kg' min” e

calculados de acordo com a seguinte equagao:

‘ﬁ% = VR (PeO;- PsO,)/(PinspO;- PexpO,)/Wr
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Volume ventilatorio (V)

O volume ventilatorio (V) foi calculado através do quociente entre os valores de
‘&g e os seus respectivos valores de fr (‘&g/fR) nas diferentes condigdes estudadas. Os

valores de Vi foram expressos em mlH,0.kg ™ .resp.min”",

Fregqiiéncia cardiaca (fn)

A freqiiéncia cardiaca foi expressa em batimentos por minutos (bpm), pela

contagem dos complexos QRS por unidade de tempo nos registros eletrocardiograficos.

3.0 - Analise Estatistica

Os dados sao apresentados como média + S.E.M. Para se detectar a diferenga entre
os grupos com relagdo aos pardmetros bioquimicos, utilizou-se a andlise de variancia com
médias repetidas (ANOVA), seguida pelo teste ¢, quando necessario. Para os pardmetros
cardio-respiratorios utilizou-se o teste ¢ entre os grupos T1 e T2 e Dunnet comparando os
valores basais em relacdo aos diferentes tempos de exposicao. Todos os testes estatisticos,
incluindo determinacdo da normalidade e analise de variancia, foram executados usando-se

o Software GraphPad Instat. O nivel de significancia maxima adotada foi de 5% (P < 0,05).
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4.0 - RESULTADOS

4.1 - Hematologia, ions e amonia plasmatica

Observando-se a tabela 1 verifica-se aumento significativo de Hct, [Hb], RBC e
VCM nas tilapias expostas ao CuSO4 por 48 h em relagdo ao grupo controle. Os indices de
HCM, CHCM e a proteina plasmatica ndo foram significativamente diferentes entre T1 e
T2. Houve diminui¢do na concentragio plasmatica dos ions Na e CI” e aumento de K. Os
niveis plasmaticos de amdnia mostraram um aumento em T2, de mais de 10 vezes com

relacdo a T1.
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TABELA 1. Valores médios =+ S.E.M. dos parametros hematologicos, i0nicos e
concentragdo de amoénia do plasma de tildpia do Nilo, Oreochromis
niloticus. T1 = grupo controle; T2 grupo tratado com CuSQOy4 por 48 h.

Parametros T1 T2

Het (%) 26,06 + 0,690 36,25+ 1,319"
[Hb] (g/dL) 7,27 + 0,04 10,08 + 0,05"
RBC (x 10°/uL) 1,46 + 0,064 1,71+ 0,061 "

VCM (fL)
HCM (um’)
CHCM (%)
Proteina (mg/mL)
[Na'] (mEq. L")
[K'] (mEq. L)
[CI] (mEq. L)

Amonia (nM/mL)

181,04 + 9,095
50,62 = 3,39
28,43 0,90
10,53 + 1,330

156,00 = 7,36 "

4,14+ 0,17

0,0307 + 0,0006"

0,049 £ 0,012

213,43 +10,396"
59,42 + 3,49
28,11 + 1,80
9,11 + 1,696
110,16 + 8,3
6,32+1,02"

0,0161 = 0,0008

0,583 + 0,079

Médias = S.E.M. seguidas por * na linha diferem entre si pelo

teste ¢ (P< 0,05)
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4.2 - Intermediarios Metabolicos

Analisando-se a tabela 2, nota-se aumento significativo das concentracdes de
glicose plasmatica e hepatica no grupo T2 em relagdo ao T1, enquanto que no musculo
vermelho houve diminui¢do, mantendo-se inalterado no musculo branco. O glicogénio
apresentou redugdo tanto no figado, quanto no musculo branco nos animais submetidos ao
cobre em relagdo ao grupo controle e sem alteragdes no musculo vermelho (Tabela 2). Ja o
piruvato permaneceu sem alteracdes significativas tanto no plasma quanto no figado e nos
musculos branco e vermelho no grupo T2 em relagdo ao grupo T1. O lactato aumentou
significativamente no figado e no musculo vermelho no grupo T2, ndo ocorrendo o mesmo

para o musculo branco (Tabela 2).
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TABELA 2. Valores médios + S.E.M. de lactato, piruvato, glicogénio e glicose em figado,
em musculos branco e vermelho e em plasma tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus. T1 = grupo controle; T2 = grupo tratado com CuSO,4 por 48 h.

FiGADO MUSCULO BRANCO
T1 T2 T1 T2

Lactato (uM/g) 28,91+ 2,03 4546 £5,62% | 73,97+4,10 68,01 +2,70
Piruvato 1,16 + 0,06 1,20 + 0,07 1,55 0,32 L11£0,11
(umol/mL)
Glicogénio
(uM unidades

e 162,61 £28,54* | 7338+18,47 | 18,76 +0,69% 14,01 + 1,15
glicosil-glicose/g
tecido)
Glicose 1379,99 + %
(amol/mL) 960,88 + 97,40 7291+ 27,06 1,11 21,95+ 1,75

MUSCULO VERMELHO PLASMA
T1 T2 T1 T2

Lactato (uM/g) 65,18 £3,62 81,37 + 4,34* - -
Piruvato 1,38 + 0,08 1,21 +0,07 012+ 02 0.15 + 0,02
(pmol/mL)
Glicogénio
(LM unidades 28,63 £ 1,05 24,84 £2,47 ; ;
glicosil-glicose/g
tecido)
Glicose 28,57 £1,77* 22,78 £1,70 0,13 + 0,04 0,54 + 0,09%
(umol/mL)

Meédias = S.E.M. Valores seguidos por * na linha diferem entre si (teste #; P< 0,05).
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4.3 -Na'/ K" - ATPase branquial

Com relacdo a atividade da enzima Na'/ K' - ATPase, houve uma reducdo
significativa no grupo exposto ao cobre, quando comparado ao grupo controle, como
demonstrado na Figura 3. Com essa reducdo, o grupo T2 apresentou somente 24% da

atividade obtida por T1.
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Figura 3. Valores médios + S.E.M. da atividade da Na'/K" - ATPase branquial de de
tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus. Grupo controle (T1) e sob exposi¢do ao
CuSOy4 (T2), por 48 h (T1, representado por coluna branca e T2, representado
por coluna preta). * representam diferengas significativas entre os grupos.
Teste ¢t (P<0,05).
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4.4 - Metalotioneina

A MT ¢ uma proteina que seqiiestra os metais, permitindo ao animal uma maior
resisténcia a exposi¢cdo ao toxico. Assim, quando comparados os grupos com e sem adi¢ao
de cobre, o ultimo apresentou menos MT por peso de tecido branquial. Isso indica que o
cobre induz a produgdo de MT, ja que o aumento em T2 foi significativamente maior do

que em T1, como pode ser observado na Figura 4.
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Figura 4. Valores médios = S.E.M. da metalotioneina branquial de tilapia do Nilo,
Oreochromis niloticus. Grupo controle (T1) e sob exposicdo ao CuSOy4 (T2),
por 48 h. (T1, representado por coluna branca e T2, representado por coluna
preta). * representam diferencas significativas entre os grupos teste 7 (P< 0,05).
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4.5 - Aciimulo de cobre nas branquias

Pode-se observar um aumento importante do acimulo de cobre nas branquias dos
animais expostos a 23,57 g .L "' CuSO, , em relagio ao grupo controle, onde ndo houve
adicao do composto (Figura 5). Esse aumento foi diretamente proporcional ao aumento da

MT e inversamente em relagdo a atividade da enzima Na'/K" - ATPase branquial.
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Figura 5. Valores médios = S.E.M. do acimulo de cobre em tecido branquial de tilapia do
Nilo, Oreochromis niloticus. Grupo controle (T1) e sob exposicdo ao CuSQO4
(T2), por 48 h. (T1, representado por coluna branca e T2, representado por
coluna preta). * representam diferencas significativas entre os grupos teste ¢ (P<
0,05).
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4.6 - Respirometria

A respirometria apresentou diferentes tendéncias nos diversos parametros

monitorados.

4.6.1 - Freqiiéncia Respiratéria (fr)

Avaliando-se os resultados obtidos apds a exposi¢do e monitoramento dos animais
durante 48 h, observou-se que o grupo contaminado (T2), quando comparado ao grupo
controle (T1), apresentou aumento da fr a partir da segunda hora de exposicdo ao CuSQOy,
mantendo-se significativamente mais elevada em T1 e também em relacdo ao periodo
prévio a exposi¢ao, em todos os tempos de aferi¢ao (Figura 6). No grupo T1 nao observou-

se alteracdes significativas na fg durante todo o periodo experimental.
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Figura 6. Valores médios = S.E.M. da fr de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus. Grupo
controle (T1) e sob exposi¢ao ao CuSO4 (T2), em diferentes tempos, durante 48
h. (T1, representado por colunas brancas e T2, representado por colunas pretas).
* representam diferencas significativas entre o tempo inicial e os demais tempos
em T2, e entre os grupos T1 e T2 (P<0,05).
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4.6.2 - Extracao de Oxigénio

Quando comparados os resultados obtidos para o grupo controle (T1) e o tratado
com CuSOy (T2), ap6s o periodo de monitoramento dos animais durante 48 h, observou-se
que o grupo T2 apresentou redugdo da EO, a partir da terceira hora de exposi¢cdo ao
CuS0Og4, mantendo-se sempre menor do que no grupo T1 e também em relagdo ao periodo
prévio a exposi¢ao, em todos os tempos de aferi¢ao posteriores (Figura 7). A EO, do grupo

T1 permaneceu constante durante todo o periodo experimental de 48 h.
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Figura 7. Valores médios =+ S.E.M. da EO, de tilapia, Oreochromis niloticus, grupo
controle (T1) e sob exposi¢cao ao CuSOy4 (T2), em diferentes tempos, durante
48 h. (T1, representado por colunas brancas e T2, representado por colunas
pretas). * representam diferencas significativas entre o tempo inicial e os
demais tempos em T2, e entre os grupos T1 e T2 (P< 0,05).



Resultados 39

4.6.3 - Consumo de Oxigénio

Dentre os resultados obtidos ap6s o periodo de monitoramento dos animais durante

48 h, observou-se que o grupo contaminado (T2), quando comparado ao grupo controle
(T1), apresentou redugdao da ‘&)2 a partir da segunda hora de exposi¢do ao CuSOy,
mantendo-se reduzida comparado a Tl e também em relacio ao periodo prévio a
exposi¢ao, em todos os tempos de aferi¢do (Figura 8). A ‘&02 do grupo T1 permaneceu

inalterada durante as 48 h de experimentagao.
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Figura 8. Valores médios + S.EM. da WO, de tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus.
Grupo controle (T1) e sob exposi¢do ao CuSO4 (T2), em diferentes tempos,
durante 48 h. (T1, representado por colunas brancas e T2, representado por
colunas pretas). * representam diferencas significativas entre o tempo inicial e
os demais tempos em T2, e entre os grupos T1 e T2 (P< 0,05).
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4.6.4 - Ventilacio Branquial

Houve aumento da ‘&g em T2 a partir da primeira hora (Figura 9). A ‘&g aumentou

gradualmente até o final do periodo experimental, desde a primeira hora em que os animais
do grupo T2 foram expostos ao CuSQO4, permanecendo com diferengas significativas com
relacdo ao grupo controle e também quando comparado ao periodo anterior a contaminacao

do mesmo grupo.
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Figura 9. Valores médios = S.E.M. da ‘&G de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus.
Grupo controle (T1) e sob exposi¢do ao CuSO4 (T2), em diferentes tempos,
durante 48 h. (T1, representado por colunas brancas e T2, representado por
colunas pretas). * representam diferencgas significativas entre o tempo inicial e
os demais tempos em T2, e entre os grupos T1 e T2 (P< 0,05).
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4.6.5 - Volume ventilatorio (Vr)

Houve aumento no V1 do grupo T2 a partir de décima segunda hora de exposi¢ao
(Figura 10). Enquanto o Vr do grupo T1 permaneceu constante durante todo o periodo
experimental, o V1 do grupo T2 apresentou tendéncia ao aumento desde o inicio da
exposicdo ao cobre. Entretanto esse pardmetro s6 apresentou diferenga estatisticamente

significativa com relagdo ao grupo controle ap6s 12 h de exposi¢do ao CuSOs.
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Figura 10. Valores médios £ S.E.M. do Vrt de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus,
grupo controle (T1) e sob exposi¢do ao CuSO4 (T2), em diferentes tempos,
durante 48 h. (T1, representado por colunas brancas e T2, representado por
colunas pretas). * representam diferengas significativas entre o tempo inicial e
os demais tempos em T2, e entre os grupos T1 e T2 (P<0,05).
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4.6.7 - Freqiiéncia Cardiaca (fn)

Os animais do grupo T1 apresentaram bradicardia a partir da décima segunda hora
de exposicdo ao CuSO4. A fy apresentou reducdo em T2 quando comparado ao seu
controle (T1) e também ao seu proprio tempo inicial, antes de ser adicionado o sulfato de
cobre, conforme observado na Figura 11. No grupo controle (T1) a fi; permaneceu

constante durante todo o periodo experimental de 48 h.
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Figura 11. Valores médios + S.E.M. da fy de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus,
grupo controle (T1) e sob exposicdo ao CuSO4 (T2), em diferentes tempos,
durante 48 h. (T1, representado por colunas brancas e T2, representado por
colunas pretas). * representam diferencas significativas entre o tempo inicial e
os demais tempos em T2, e entre os grupos T1 e T2 (P< 0,05).
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5.0 - DISCUSSAO

Durante os experimentos, foram observados letargia e aumento da produgdo de
muco dos animais expostos ao cobre. Segundo SORENSEN, (1991), alteracdes
comportamentais sdo as primeiras a ocorrerem quando os animais detectam a presenga de
metais na agua. Uma elevada producdo de muco é uma resposta comum quando os peixes
sdo expostos a maioria dos poluentes (MALLATT, 1985), e, em geral, serve para proteger
as superficies epidérmicas como branquias e pele. Além disso, o muco contém cargas
negativas que podem atrair os ions de cobre e, em seguida libera-los durante a eliminagado
de agua pelo opérculo, durante o ciclo respiratorio (HEATH, 1995).

Como pode ser observado na tabela 1, houve relevantes alteracdes nos pardmetros
hematologicos da tilapia do Nilo apds exposi¢cdo ao CuSOs.

O aumento no Hct acompanhado pelo aumento do RBC, no grupo T2, deve-se
provavelmente ao aumento de células eritrocitarias na circulagdo e ndo somente ao
aumento do VCM. Este aumento do Hct, caracterizado pela elevagdo do volume
eritrocitario (VCM), pode ser uma conseqiiéncia da entrada de dgua na célula, sendo este
um mecanismo comum frente ao estresse ambiental em peixes. O aumento no RBC e [Hb],
pode indicar tentativa do animal em elevar a captacdo de O,, garantindo a oxigenacao
adequada aos tecidos (HEATH, 1995).

Segundo CYRIAC et al., (1989) e NUSSEY et al., (1995) os metais, como cobre e
mercurio, estimulam a eritropoiese em peixes. WANG et al. em 1998, ao exporem a truta
arco-iris, Oncorhynchus mykiss, a concentracdo de 0,6 mg Cu*. L'l, observaram um
aumento no RBC e nenhum efeito no Hct e na [Hb] que foram devido ao aumento no
volume das células devido ao conteudo de 4gua. A mesma espécie exposta a 3,82 ¢ 10,06

ng Cu®™. L™ apresentou valores de Het diminuidos, enquanto que a exposigdo prolongada
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ao Cu®" diminuiu o volume dos eritrocitos reduzindo a capacidade de captacio do O,
(DETHLOFF et al., 2001).

NUSSEY et al., (1995) ao estudarem os efeitos da exposicio a 0,40 mg Cu®". L™ na
tilapia mossambica, Orechromis mossambicus, observaram que os valores de Hct e [Hb]
mantiveram-se constantes, mas o0 RBC diminuiu, atribuindo essas respostas a destrui¢ao de
eritrocitos ou a inibi¢do de sua sintese.

Houve também, no presente estudo, um aumento acentuado na concentragdo de
amonia plasmatica do grupo exposto ao cobre em relacdo ao grupo controle (tabela 1).
Esse aumento pode ser devido a condi¢ao adversa ao que o animal foi exposto, levando a
um possivel aumento da produgdo de amoénia interna. A maioria dos produtos nitrogenados
¢ originada do catabolismo das proteinas e, em peixes a amonia € o principal produto final
a ser excretado, principalmente pelas branquias. A “queima” de proteinas, lipideos e
carboidratos como energia, pode ser influenciado por fatores internos e externos
(DEVLIN, 1997).

Segundo BEAUMONT et al., (2002), o cobre ndo apenas aumenta a concentracao
de amonia plasmatica e cortisol, mas também inibe o mecanismo excretério (trocador Na'/
NH,"), embora esses autores ndo tenham observado acimulo de aménia plasmatica quando
expuseram Salmo trutta ao cobre, provavelmente devido a baixa dosagem (0,08 pg. L™).
De acordo com VAN WAARDE et al (1983), o aumento do catabolismo de proteinas tem
como conseqiiéncia um aumento nos teores de amonia plasmatica. Em algumas espécies,
quando em situagdes ambientais que dificultam a excrecdo de amonia, pode ocorrer um
aumento desta, entretanto, em condig¢des normais, esse excesso de amonia produzido pelo
catabolismo de proteinas é prontamente excretado pelas branquias. Segundo WILSON &
TAYLOR (1993), a excre¢do de amdnia pode ser passiva ou ativa, utilizando-se de um

: _ , ) N
trocador, mas o cobre dificulta esse processo, por reduzir também o influxo de Na .
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Aumentos de amonia plasmatica também foram observados em Oreochromis mossambicus
(PELGROM et al., 1995), em truta arco-iris, Oncorhyncus mykiss (LAUREN &
McDONALD, 1985; CUSIMANO et al., 1986; WILSON & TAYLOR, 1993) em Salmo
salar (MATEY & KOMOV, 1992) e em Salmo trutta (DAY & BUTLER, 1996;
BEAUMONT et al., 2000; 2002), frente a exposi¢ao ao cobre em diferentes concentragoes
e periodos.

No presente estudo, observou-se uma diminui¢do na concentragdo plasmatica dos
jons Na' e CI" e aumento de K'. PELGROM et al., (1995), observaram uma diminui¢o na
concentragio dos fons Na'e Cl e aumento na concentracio de K', apds exporem
exemplares de Oreochromis mossambicus a concentragdes sub-letais de cobre. NUSSEY et
al. (1995), estudando a mesma espécie, observaram que houve alteragdes morfoldgicas nas
branquias quando expostas ao CuSO,, que refletiu na diminui¢do do Na'e do CI" e no
aumento do K'. Segundo WILSON & TAYLOR, (1993); PILGAARD et al. (1994) ¢
LARSEN et al. (1997), a exposi¢io ao Cu*” pode induzir mudancas no equilibrio osmético,
no entanto, estas mudangas sdo algumas vezes pequenas ou até ausentes. Significantes
distarbios no transporte dos ions plasmaticos tém sido observados em estudos de avaliagao
da toxicidade do Cu** (CERQUEIRA & FERNANDES, 2002; GROSSELL et al., 2002).

A atividade da Na'/K'- ATPase tem uma relagdo direta no transporte dos fons
nas branquias. Uma inibi¢do dessa atividade com conseqiiente diminui¢do no transporte
ativo dos ions, altera as concentragdes plasmaticas de Na' e de K', como observado no

presente trabalho, em que houve reducao da atividade da enzima em T2 em relagdo a T1

+ o+
(Figura 3). A Na /K ATPase transporta Na' e K em seqiiéncia; o transporte de Na"
precede o transporte de K e o transporte de cada ion requer um cation especifico para
catalisar as ligagdes de cada passo da catalise e a conformagdo da molécula. O Na' catalisa

a fosforilagio e é transportado e o K' catalisa a desfosforilagio e é transportado. O
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processo de transporte move 3 ions sddio para fora e 2 ions potassio para dentro da célula
por molécula de ATP consumida. Assim, como pdde ser evidenciado nesse estudo, houve
redugdo da atividade da enzima, com conseqiiente diminui¢do de ions Na" livre no plasma
e aumento de fons K.

A determinacdo da atividade da Na'/ K- ATPase em um tecido indica o
transporte ativo de Na™ e K™ ocorrendo nesse tecido. Variagdes da atividade da Na'/ K'-
ATPase frente a alteragdes que ocorrem no meio interno ou externo, podem sugerir a
necessidade de um maior ou menor transporte ativo desses ions (EVANS, 1993).
Entretanto, alteracdes que ocorrem nesses meios, como por exemplo, uma diminui¢do da
atividade da Na'/ K'- ATPase influenciada pela presenga do cobre, ndo obrigatoriamente
sugere uma reducdo na necessidade de transporte ativo para a manuteng¢do do equilibrio
i0nico, mas, nesse caso, pode indicar quebra na estrutura da membrana biologica.

Assim, esta redugdo de atividade encontrada no presente estudo, pode ter sido
causada, provavelmente, por danos estruturais nas branquias, em resposta a exposi¢do ao
cobre, conforme observado anteriormente em truta arco-iris por GROSSEL & WOOD
(2002). Segundo esses mesmos autores, essa inibicdo da atividade da Na'/K'- ATPase, ¢
devido ao fato do cobre ligar-se aos sitios ativos da enzima inibindo o transporte i6nico nas
branquias ou em outros 6rgdos envolvidos nos processos de iono e¢/ou osmorregulacao,
desestabilizando o equilibrio i6nico e/ou osmoético do animal. REID & McDONALD
(1988), também postulam que o aumento da perda passiva dos ions nas branquias seja
decorrente as alteragdes na permeabilidade do epitélio, ocasionado pelo efeito do Cu*". Em
truta arco-iris, o cobre induz distirbios osmorregulatorios pela diminui¢do da captacao
ativa de ions devido a inibicao direta da atividade de enzimas especificas para o transporte
ibnico, tal como a Na'/K -ATPase (LI et al., 1998; DE BOECK et al., 2000). Uma inibi¢ao

paralela entre a captagdo de Na ¢ a atividade da Na'/K'-ATPase, foi observado por SOLA
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et al. (1995) em truta arco-iris e por LI et al., (1998) em tilapia mossambica, durante a
exposicao desses animais ao cobre. Entretanto, McGEER et al. (2000) observaram que a
truta arco-iris quando exposta cronicamente ao cobre apresenta uma atividade aumentada
da Na'/K'-ATPase branquial.

Foi observado no presente estudo, um aumento nos niveis de glicose plasmatica e
hepatica, com diminui¢do nos musculos em resposta a exposicao ao cobre, 48 h (tabela 2).
A glicose €, quantitativamente, o principal substrato oxidavel utilizado para a maioria dos
organismos como fonte de energia (DEVLIN, 1997). Esse aumento ¢ necessario para
disponibilizar ATP para o processo de desintoxicacdo de metais. A hiperglicemia ja foi
reportada em muitos teledsteos como uma resposta comum ao estresse, considerada como
principal efeito imediato da libera¢do de catecolaminas (HATTINGH, 1976, PINHEIRO,
2004). Este aumento da demanda energética exigida numa situagdo de estresse € requerido
inclusive nos sistemas respiratoério e cardiovascular (RANDALL & PERRY, 1992;
PINHEIRO, 2004).

O piruvato manteve-se constante em todos os tecidos sem diferengas entre os
grupos experimentais (tabela 2). A conversdo da glicose a piruvato, permite aproveitar
somente uma pequena parcela (menos de 10%) da energia total da glicose, ficando a maior
parte convertida em piruvato. Em aerobiose o piruvato ¢ oxidado a CO,, pelas
mitocondrias no Ciclo de Krebs, havendo maior producdo de energia; em anaerobiose,
entretanto, o piruvato ¢ convertido em lactato (DEVLIN, 1997). Assim, a manutengdo de
niveis constantes do piruvato do grupo T2 em relagdao ao T1, nesse estudo, pode refletir o
aumento de lactato no figado e no musculo vermelho de T2. Segundo HEATH (1995), a
exposicdes a substincias toxicas pode criar uma condicdo hipdxica tecidual pela
diminui¢do do fluxo de oxigénio da agua para o sangue, produzido por um aumento da

barreira difusiva na superficie branquial, resultando num aumento de acido latico,
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indicador da glicolise anaerobia.

As concentragdes de glicogénio hepatico e do musculo branco diminuiram
significativamente no grupo T2 em relagdo ao controle (tabela 2). Esta resposta pode estar
relacionada a glicogenodlise induzida pelas catecolaminas em curtos periodos de estresse,
para possivel demanda de energia usada na tentativa de desintoxicagdo (VIJAYAN et al.,
1994; FABBRI et al., 1998; MOMMSEN et al., 1999). A gliconeogénese também pode ser
responsavel pelo aumento da glicose plasmatica quando o glicogénio hepatico ja tiver sido
exaurido (JANSSENS & WATERMAN, 1988).

Ao expor exemplares de tilapia do Nilo a concentragdo de cobre por 48 h, houve
elevagdo significativa da MT no tecido branquial (Figura 4). O aumento de concentragao
desse composto, tanto nas branquias quanto no figado ocorre devido as metalotioneinas se
ligarem aos metais, inclusive ao cobre, pois o seqliestram € servem como um mecanismo
de prote¢do, mantendo a concentracdo de metal livre extremamente baixa, e, assim,
evitando as alteragdes induzidas por este agente estressor (BRAGIGAND & BERTHET,
2003; MAYER et al., 2003; RYU et al., 2003), e aumentando a tolerancia dos peixes aos
metais (SCHLENK et al., 1999; AHMAD et al.,, 2000; CAJARAVILLE et al., 2000;
LINDE et al., 2001). McCARTER & ROCH (1983, 1984) relataram em coho salmon
(Oncorhynchus kisutch), um aumento da MT com um aumento na concentragdo de cobre
na dgua. OLSVIK et al. (2000) relataram um aumento na indu¢do da MT em Salmo trutta
de rios contaminados por metais acompanhados de aumento na concentracao de metal na
agua. Além disso, a MT parece estar envolvida no transporte intracelular de cobre e zinco
participando no metabolismo de metais essenciais e também pode ser induzida por
situacdes estressantes, ndo somente metais (CAJARAVILLE et al., 2000; LINDE et al.,
2001). A inducdo da MT simultancamente com aumento de glicocorticdides,

lipopolissacarideos, interleucina-1 e -interferem durante a maturagao sexual e condi¢des de
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estresse fortalece o papel desta proteina na regulacdo da homeostase de metais (SIMKISS
& TAYLOR, 1981; DUTTON et al., 1993; SCHLENK et al., 1999; OLSVIK et al., 2000).

No presente estudo, observou-se um acumulo importante de cobre nas branquias
dos animais do grupo T2 (Figura 5). Normalmente, o cobre se acumula no figado e a sua
presenca em outros 6rgaos ocorre somente quando a capacidade de estoque do metal neste
orgao torna-se saturada (CARVALHO et al, 2004). O acimulo de metais em 6rgdos como
branquias e rins também pode ser observado em peixes contaminados, porém em menor
intensidade (PILGAARD et al, 1994; PELGROM et al, 1995; CERQUEIRA &
FERNANDES, 2002). COGUN & KARGIN (2004), observaram que, em Oreochromis
niloticus expostas a diversas concentragdes de cobre, o acimulo nos tecidos apresenta-se
maior no figado, branquias e musculos, respectivamente, tendo relagdo direta ao tempo de
exposicdo e inversa aos valores pH. Segundo esses mesmos autores, quanto maior o
actimulo de cobre nas brinquias, menor a atividade da enzima Na'/K'- ATPase branquial e
maior a indu¢do da MT nesse tecido, dados esses que corroboram com os do presente
estudo (Figuras 3 e 4, respectivamente).

Os parametros cardio-respiratorios apresentaram adaptagdes diferenciadas em cada
tempo monitorado de exposi¢cdo. No presente estudo, observou-se que a EO, no grupo
contaminado com CuSO4 diminuiu significativamente em relacdo ao grupo controle. Tal
diminui¢do ocorreu a partir da terceira hora (Figura 7), provavelmente devido a um
aumento da barreira dgua-sangue, em conseqiiéncia ao espessamento da camada de muco
nas branquias para dificultar a entrada de cobre (SORENSEN, 1991).

Assim, este mecanismo de defesa pode acarretar também um prejuizo na fungao
respiratdria, ja que dificulta a difusdo dos gases através do epitélio branquial (HINTON &
LAUREN, 1990; FERNANDES & MAZON, 2003), podendo levar o peixe a uma situagio

de hipoxemia.
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No presente estudo, os animais expostos ao cobre, também deram inicio a uma
compensagdo hematologica confirmada pelo aumento significativo do numero de
eritrocitos na circulagdo (tabela 1), conforme também observado por CYRIAC et al. (1989)

e NUSSEY et al. (1995) em Oreochromis mossambicus.

O grupo T2 apresentou uma diminui¢ao na ‘&)2 a partir de 6 horas de exposi¢ao ao

CuSOy (Figura 8). Uma reducdo na %2 ndo indica necessariamente uma hipdxia tecidual,

mas ambas podem estar relacionadas (ULTSCH et al., 1980). O suprimento de O, para os
tecidos € que determina a taxa do metabolismo aerdbico (GRIGG, 1969). Falhas nos
mecanismos cardio-respiratorios compensatorios ou uma hipoxemia podem acarretar um
deslocamento da “cascata de O,” para baixo e, como conseqiiéncia, um débito no
suprimento de O, para as mitocondrias, causando uma situacao de anaerobiose. Assim, sdo
as vias metabdlicas anaerdbicas que gerardo energia para o animal. Este fato foi
corroborado, no presente estudo, pelo aumento dos niveis de lactato nos tecidos (TABELA
2).

BEAUMONT et al., (1995; 2000), observaram uma diminui¢do no consumo de O,
em Salmo trutta , quando expuseram os animais a baixas concentragdes de cobre, sendo
compensado por outras alteragdes no sistema de transporte de O,, como aumento no RBC.

Observou-se no presente estudo, uma hiperventilagdo nos peixes do grupo T2 a

partir da terceira hora de exposicdo ao CuSO4 O aumento na ‘ﬁ% ocorreu devido a

aumentos tanto da fr quanto do Vr (Figuras 6 e 10, respectivamente). Estes mecanismo
tem por finalidade compensar o déficit de O, imposto por uma hipoxia ambiental ou por
um ambiente contaminado (BEAUMONT et al., 2002). WILSON & TAYLOR (1993),
observaram, em Oncorhynchus mykiss, que alteracdes na morfologia das branquias
causadas pelo efeito do Cu®" podem prejudicar as trocas gasosas, mas estes autores nio

avaliaram as respostas respiratdrias apresentadas pelos peixes durante a exposicao.
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Segundo IWAMA et al. (1997), a assimilagio de altas concentracdes de Cu’’ leva a
alteracoes na liberagao de catecolaminas e cortisol, sendo esses efeitos considerados efeitos
primarios em resposta ao estresse € que podem estimular os efeitos secundarios. Esses
efeitos secundarios, por sua vez, alteram parametros fisioldgicos, como a respiragdo. As
catecolaminas aumentam a permeabilidade das membranas branquiais, alterando a perda
difusiva de ions, aumentando, como conseqiiéncia, a taxa de ventilagdo (SORENSEN,
1991). O aumento da fr também pode indicar uma reagdo do animal a hipoxemia
ocasionada pelo cobre (HEATH, 1995). Assim o animal tenderia a ter uma maior oferta de
0O, ao nivel dos tecidos.

No presente estudo a fy se alterou no grupo T2 apenas a partir de 12 h de exposi¢do
ao CuSOy (Figura 11) RANDALL & PERRY (1992) e WENDELAAR BONGA (1997)
observaram que a fy, o débito cardiaco e a resisténcia vascular se elevam em Tilépia
mossambica quando a expuseram a concentragdes sub-letais de cobre (3,2uM). No entanto,
BEAUMONT et al. (2002) observaram que em Salmo trutta exposta ao cobre, mesmo em
situacdo de exercicio, ndo apresentaram alteracdo na freqii€ncia cardiaca, possivelmente
devido a baixa dosagem de cobre (0,08uL). A bradicardia é uma resposta reflexa a
hipoxemia causada pelo espessamento da camada de muco que recobre as branquias,
dificultando a difusdo do O, da dgua para o sangue, um aumento na viscosidade do sangue,
ou o inicio de uma faléncia do animal frente a exposicao ao toxico (HEATH, 1995). Com o

aumento na '&g, a tendéncia ¢ da agua da corrente ventilatoria passar mais rapidamente

através das lamelas secundarias, diminuindo o tempo de difusdo do O, da 4gua para o
sangue. Essa bradicardia hipoxica, além de poder ser acompanhada de um aumento do
volume sistolico, o que faz com que um maior nimero de lamelas secundarias seja

recrutado, diminui o tempo de passagem do sangue pelos sitios de troca gasosa,
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melhorando a relagdo perfusdo-difusao e, conseqlientemente, a captacao do O, pelas

branquias.



6.0 - CONCLUSOES

Pelos dados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que uma concentragao
sub-letal de CuSO4 (23,57mg. L) provoca variadas altera¢des na tilapia do Nilo:

a) leva a um aumento de Hct, tanto devido a estimular a eritropoiese, verificada
pelo aumento do RBC, quanto pelo aumento do VCM dado pela entrada d’agua na célula;

b) aumenta a concentragdo de hemoglobina - Hb, provavelmente para otimizar a
tomada de O, dificultada pelo espessamento da camada de muco das branquias;

¢) inibe a atividade da enzima Na'/K -ATPase branquial, tanto por agir diretamente
no sitio ativo dessa enzima, quanto por reduzir o influxo de Na';

d) induz a sintese da MT nas branquias, seqiiestrando o Cu’, fato comprovado pelo
acumulo de cobre nesse tecido;

e) altera as concentragdes dos intermediarios metabolicos (glicose, lactato, piruvato,
glicogénio), para atender a elevada demanda energética na tentativa de desintoxicacao;

f) provoca uma hipoxemia tecidual, confirmado pelo acimulo de lactato no MV

g) modifica as concentragdes idnicas (Na’", K" e CI') em virtude de uma provavel
quebra na membrana plasmatica e/ou outras alteragcdes morfoldgicas;

h) aumenta a concentragdo da amonia plasmatica, por ser um fator estressante para
o animal e também por inibir 0 seu mecanismo excretorio;

1) provoca alteragdes dos parametros cardio-respiratorios, como hiperventilagdo
(aumento da Vg devido a um maior aumento no Vr) € minimizar o déficit de O,, causado
pelo espessamento da camada de muco nas branquias e, conseqiientemente, aumento da
barreira 4gua-sangue ¢ diminui¢do da difusdo do O, para o sangue;

j) leva a uma bradicardia na tentativa de maximizar o tempo de passagem do

sangue pelas branquias melhorando a relacdo perfusao-difusao.
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