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Hoje vocé é um bom limpador de peixes,

mas vocé tem a oportunidade de no futuro ser um doutor
Se no futuro vocé conseguir ser um doutor

Vocé pode limpar peixes a hora que quiser

O inverso nao...
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INTRODUCAO GERAL

A tilapia, Oreochromis niloticus, € uma das espécies mais indicadas para o cultivo
intensivo (CASTAGNOLLI, 1992), principalmente em paises tropicais como o Brasil, onde
as temperaturas favorecem seu desempenho. Suas caracteristicas zootécnicas e alta
qualidade de carne fazem da tilapia um produto de grande interesse para a aquicultura e
para o processamento industrial. Atualmente sdo criadas em boa parte do pais, com

excecdo apenas de alguns estados da regido norte (OSTRENSKY et al., 2000).

A aquicultura atual, como uma atividade economicamente emergente, encontra-se
inteiramente dependente dos ecossistemas nos quais esté inserida, uma vez que 0s peixes
vivem em contato estreito com 0 seu meio, e por isso sdo afetados pelas mudancas
causadas por diferentes agentes fisicos, quimicos e biologicos (VALENTI et al., 2000).
Assim, a exploracdo econdmica dos peixes requer conhecimentos basicos dos principais

fatores que direta ou indiretamente estéo ligados ao meio ambiente.

A presenca de mercurio (Hg) nos ecossistemas naturais esta assumindo dimensfes
preocupantes, principalmente em decorréncia de suas multiplas aplicacbes, os quais na

maioria das vezes se processam de forma abusiva e indiscriminada (CASTRO, 1991).

As fontes de mercurio s@o classificadas em naturais (emissdes vulcanicas,
gaseificacdo da crosta terrestre e evaporacdo de corpos d'adgua) e artificiais (industrias,
mineracdo de ouro, extracdo de mercurio, queima de combustiveis fésseis e laboratérios).
As fontes naturais sdo imensas, sendo superior as artificiais, no entanto estas ultimas
podem ter consideravel importdncia em termos de contaminacdo local do ambiente
(CASTRO, 1991; SUNDERLAND e CHMURA, 2000). Segundo NRIAGU e PACYNA (1988),
a emisséo artificial de Hg mundialmente tem representado uma das principais fontes deste
metal pesado e estima-se que as indUstrias tém liberado aproximadamente 90 ng.L™ Hg por
ano em lagoas e rios. Além das industrias, a mineragdo de ouro e a extracdo mercurio

representam outras formas importantes de liberacdo e contaminacdo das aguas, atingindo



varias populagbes como as que se alimentam de peixes da bacia Amazonica e do pantanal
matogrossense brasileiro (SOUZA e BARBOSA, 2000; PORVARI, 1995; LACERDA et al.,

1990; BOURGOIN et al., 2000 e HYLANDER et al., 2000).

Uma caracteristica importante deste metal é que ele pode ser transportado e
depositado a longas distancias, resultando em contaminagdes de regides distantes do local
da fonte de poluicdo (HERMANSON, 1998). Conseqlientemente, este fendbmeno tem
representado uma ameaca iminente a agquicultura, pois grande parte desta atividade é

dependente da agua dos rios e lagoas.

De acordo com as normas do CONAMA (1986), o limite maximo de mercurio aceito
para aguas utilizada na criacao natural ou intensiva de espécies destinadas a alimentacao

humana, é de 0,0002 mg.L™ Hg.

Os peixes sdo concentradores naturais de mercurio e 0 absorvem diretamente da
agua, através das suas membranas branquiais e pela sua alimentacao (MATHERS e
JOHANSEN, 1985 e MORAES et al., 1997). A quantidade acumulada nos peixes depende
da quantidade ingerida de alimento contaminado, da idade, do tamanho e principalmente do
seu nivel trofico, uma vez que ocorre acumulo maior de mercurio em peixes carnivoros
(HOLSBEEK et al., 1997 e SOUZA e BARBOSA, 2000). WATRAS et al. (1998) acrescentam
gue condicbes exdgenas como a concentracdo de mercurio na agua, pH, dureza,
guantidades de matérias organicas e temperatura determinam a bioacumulacdo desse

metal pesado nos ecossistemas e nos peixes.

Os peixes atuam, entdo, como um importante recurso, exercendo a funcdo de bio-
indicadores de areas possivelmente contaminadas com o mercurio de origem natural ou
artificial (PORVARI, 1995 e HYLANDER et al., 2000).

A contaminacdo por Hg nos peixes leva a alteracdes indesejaveis a saude do

animal, tais como a inibicdo dos processos metabolicos, baixa fecundidade, pequena taxa

de sobrevivéncia e alteracao da capacidade de defesa celular e humoral (MIKRYAKOV e



LAPIROVA, 1997). A intoxicacdo resulta em severos danos branquiais, hepaticos e renais
(PANDEY et al., 1996 e BANO e HASAN, 1990). Em rela¢éo aos sinais clinicos BOLDRINI
e PADUA (1983) relataram a rigidez do corpo, estiramento das nadadeiras, movimentos

lentos, perda de equilibrio, asfixia e, finalmente morte.

Vérios autores enfatizam que o estudo das variaveis hematoldgicas constitui um
meio auxiliar muito valioso e seguro na avaliagdo das condi¢des bioldgicas no estado de
normalidade (KAVAMOTO et al., 1983; RANZANI-PAIVA e GODINHO, 1986; PAIVA, 1991,
RANZANI-PAIVA 1996; TAVARES-DIAS e FAUSTINO, 1998; BEELEN et al. 1998;
RIBEIRO et al., 1999; TAVARES-DIAS et al., 1999a) e patolégicas (RANZANI-PAIVA et al.
1987, 1997; TAVARES-DIAS et al., 1999b; RANZANI-PAIVA et al., 2000) dos peixes. Neste
sentido, diversos trabalhos vém sendo realizados, como o de GWOZDZINSKI (1992) que
analisou as alteracfes sangiiineas em Cyprinus carpio, exposto ao mercurio e descreveu a
ocorréncia de hemdlise das células vermelhas do sangue. LOW e SIN (1998), realizaram
um bioensaio com Trichogaster trichopterus, expostos ao cloridrato de mercuario e notaram a
inibicdo da atividade da lisozima renal e a proliferacdo de linfécitos “in vitro”. MICRYAKOV e
LAPIROVA (1997) relataram que a intoxicag¢do por cloreto de mercurio causou diminui¢éo
da taxa de hemoglobina e do nimero de leucécitos em Acipenser baeri. DAWSON (1990)
referiu leve aumento no hematécrito e diminuicdo na taxa de hemoglobina em

Scophthalmus aquosus submetido a diferentes concentraces de cloreto de mercurio.

Os testes de toxicidade com organismos aquaticos em condicfes de laboratério
possibilitam a qualificacdo e a mensuragdo dos efeitos dos produtos toxicos sobre a biota e
a estimativa dos riscos de intoxicacdo ao ambiente. Para efeito de monitoramento de um
corpo de &gua possivelmente contaminado com substancias toxicas, os testes mais
utilizados sé@o os de avaliacdo das toxicidades aguda e crdnica. Nos testes de toxicidade
aguda, os organismos sao expostos aos agentes toxicos durante curto periodo de tempo
determinando-se a Concentracdo Letal Média (CLsg). Nos testes de toxicidade cronica o

tempo de exposi¢cdo envolve periodos mais longos com concentracdes sub-letais, no qual



se avalia os parametros de comportamento, alteracdes fisioldégicas e morfologicas. Assim, o
impacto dos poluentes sobre os organismos aquaticos pode ser estimado e monitorado por

testes de toxicidade em condicdes de laboratério (RAND e PETROCELLI, 1985).

Assim, os estudos da relacdo dos componentes biéticos e abidticos do ecossistema,
uma importante ferramenta para assegurar a qualidade do meio ambiente, da producao

aquicola e principalmente da saude publica.

O presente estudo tem como objetivos determinar a concentracéo letal média (CLs)
e avaliar os efeitos da intoxicacdo cronica por mercurio no o quadro hematolégico de tilapia

tailandesa (Oreochromis niloticus).
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Capitulo 1

TOXICIDADE AGUDA DO MERCURIO PARA A TILAPIA “TAILANDESA”, Oreochromis

niloticus

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo determinar a Concentracao Letal Média (CLsg)
através do teste de toxicidade aguda em tildpia de linhagem “Tailandesa”, Oreochromis
niloticus, exposta a diversas concentracdes de cloreto de mercurio (HgCl,) na agua. O teste
foi conduzido no laboratorio de Toxicologia Aquética do Instituto de Pesca — SP, em
ambiente climatizado. A metodologia foi padronizada de acordo com as recomendagfes
expressas em APHA et al. (1989). Neste teste foram utilizados alevinos com peso médio de
0,41 + 0,12 g e comprimento médio de 2,46 + 0,21 cm. Os peixes foram mantidos em
aquarios contendo 5 litros de agua e as concentracdes de mercurio correspondente a
concentracdo desejada. Os aquérios foram dispostos em uma bateria de trés réplicas
contendo 5 concentragdes toxicas: 0,037; 0,185; 0,370; 0,740 e 0,925 mg.L™ Hg, e mais um
grupo controle. O teste foi conduzido por um periodo de 96 horas e a ocorréncia de
mortalidade registrada a cada 24 horas. Com os dados obtidos ao final do experimento, foi
possivel determinar, pelo método estatistico Trimmed Spearman Karber (HAMILTON et al.,
1977) a concentracéo letal média (Clsp.gs) de 0,1961 mg.I* Hg para alevinos de tilapia

expostos ao cloreto de mercurio.



ABSTRACT

This paper reports the median lethal concentration (LCsp.06) Of mercury by semi-static
acute toxicity test, in “Tailand” tilapia, Oreochromis niloticus. The challenge was conduct in
the Toxicology Laboratory — Instituto de Pesca, SP, with constant temperature. The methods
used were those recommended by APHA et al. (1986) and the tests performed with alevins
(mean length of 2.46+0.21 cm and mean weight of 0.41+0.12 g). The fish were kept in
eighteen 5-liter glass aquaria fill with dischlorinate water plus the mercury of the following
concentrations (control, 0.037, 0.185, 0.370, 0.740, 0.925 mg.L'ng) during 96 hours. The
mortality was registered each 24 hours. Was determined, by the Trimmed Spearman Karber
statistic method (HAMILTON et al. 1977). The median lethal concentration (LCsoge) Of

0.1961 mg.L™Hg of mercury for tilapia alevin.



INTRODUCAO

A criacdo de peixes, atualmente ocupa um importante papel na aquicultura mundial,
sendo responsavel por aproximadamente 52% de toda a producédo aquicola (OSTRENSKY
et al., 2000). A tilapia, Oreochromis niloticus, é uma espécie amplamente produzida no
Brasil, onde tem grande aceitabilidade devido as suas caracteristicas zootécnicas, como
adaptabilidade em diversas condi¢cdes de cultivo e boa qualidade de carne. Mesmo sendo
uma espécie rustica, a tilapia necessita de um ambiente favoravel sem a presenca de

fatores nocivos ao seu desenvolvimento.

A magnitude desses fatores na piscicultura tem motivado a intensa pesquisa dos
processos envolvidos nesta atividade. A qualidade da agua é de grande relevancia, uma

vez que o sucesso desta atividade esta diretamente relacionado com o ambiente de criagéao.

O meio aquatico esta constantemente exposto a varios produtos toxicos, entre eles o
Mercurio (Hg). Este elemento é classificado como metal pesado e considerado um dos mais
toxicos dentre os metais liberados no meio ambiente (DENTON e BURDON, 1986; BUHL,
1997). O mercurio é utilizado em industrias elétricas, de cloro e soda caustica, em reatores
nucleares, consultérios odontolégicos, mineracdo de ouro e em produtos antifingicos e
farmacéuticos (MOORE, 2000). Alguns trabalhos relatam casos onde foram detectados
altos niveis de mercurio na agua, principalmente nas regibes proximas a extracdo de ouro
(SANTOS et al., 2000; MAURICE-BOURGOIN et al., 2000; DOLBEC et al., 2001) ou de
cidades industriais (KIME, 1998; SUNDERLAND e CHMURA, 2000), onde ocorre uma maior
liberacdo deste metal. Conseqlentemente, a aquicultura se encontra vulneravel a este
poluente, uma vez que utiliza no seu sistema de producdo a agua proveniente de rios,

represas ou fontes que possivelmente podem estar contaminadas com Hg.

Peixes contaminados com Hg sofrem alteracbes patologicas com conseqlente
inibicdo dos processos metabdlicos, alteracdes sangtiineas e diminuicao da fertilidade e da

sobrevivéncia (MICRAYAKOV e LAPIROVA, 1997).



O teste de toxicidade aguda, é utilizado para detectar e avaliar a capacidade do
agente toxico em produzir efeitos deletérios em organismos vivos (CETESB, 1999). Os
resultados deste tipo de teste acusam a concentracdo do agente tOxico que proporciona
50% de mortalidade (CLsy, = Concentracdo Letal Média) nos organismos em um

determinado tempo de exposi¢ao.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de determinar a toxicidade aguda (CLso.gsn)
em alevinos de tilapia, Oreochromis niloticus, variedade tailandesa expostos ao mercurio,
em sistema semi-estético, pretendendo-se estabelecer uma referéncia nos critérios da

qualidade da agua, a fim de proteger a vida aquatica e a produtividade aquicola.



MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de Toxicologia Aquatica do Instituto
de Pesca — SP, em ambiente climatizado (fotoperiodo 10L:14E e temperatura da
adgua 24,40 + 2,25 °C).

Os peixes utilizados foram tilapias sexualmente revertidas (= 100% macho),Oreochromis
niloticus, de linhagem “Tailandesa”, com peso médio 0,41 + 0,12 g e comprimento médio
2,46 = 0,21 cm, adquiridos de uma piscicultura comercial. O periodo de aclimatacao foi de
96 horas, em dois tanques com capacidade para 250 litros cada e preenchidos com agua
previamente declorada. Neste periodo, os alevinos foram alimentados com racao comercial
e ficaram em observacéo a fim de se verificar possiveis varidveis que pudessem interferir no
experimento. Apés este periodo, os peixes foram mantidos em jejum e transferidos para
aquarios de 50 litros e aclimatados novamente, por 48 horas, mantendo-se as mesmas
condi¢cdes de bioensaio (local x densidade). Ao final desta segunda aclimatagéo, os alevinos
foram transferidos para aquarios com capacidade para 5 L de agua, com sistema de
aeracdo artificial e revestidos internamente com sacos plasticos transparentes. A densidade
foi de 10 peixes por aquario (0,8 g/peixe.L™) e o sistema utilizado foi 0 semi-estatico, onde a
agua era substituida a cada 24 horas. O periodo total do teste de toxicidade agudo foi de 96

horas.(APHA et al., 1989).

O produto quimico utilizado foi o cloreto de mercario 99% (HgCl,) do laboratério
Synth®. O produto em forma de sal foi diluido na proporgéo de 0,5 g em 1000 ml de &gua,
resultando em uma solugdo concentrada de mercirio (370 mg.L* Hg) denominada de
Solucédo Estoque. As 5 concentracdes testadas (concentracfes toxicas determinadas nos
testes preliminares) foram preparadas acrescentado-se a quantidade da solucdo padréo
diretamente nos aqudrios, resultando nas seguintes concentracdes de Hg: 0,037; 0,185;
0,370; 0,740; 0,925 mg.L* Hg. Um aquério foi mantido sem a adicdo do Hg, como grupo
controle. Esta bateria, com 5 concentracdes diferentes foi realizada em trés repeticbes

simultaneas (Figura 1).



Figura 1. Estrutura dos aquarios utilizados no teste de toxicidade aguda para alevinos
de O. niloticus, variedade tailandesa, expostos ao Hg, Séo Paulo, 2003

A cada 24 horas a temperatura (°C) da agua foi aferida com termdmetro de mercdrio,
os valores de pH obtidos com pHmetro e a condutividade elétrica (uScm™) por
condutivimetro. Ao final do experimento foram determinadas a dureza total, pelo método de
titulometria, a alcalinidade total (mgCaCOs) por acidimetria e aménia total (mgL™) por
colorimetria.

As mortalidades foram registradas nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas de
exposicdo ao produto. Os alevinos mortos foram retirados regularmente das solucdes
testes.

Com os dados das mortalidades obtidas ao final da experimentacéo foi realizada a
andlise estatistica através do método Trimmed Spearman Karber (HAMILTON et al., 1977),
determinando-se a concentracao letal média (CLsg.gsn).

Foi calculada a concentragdes biologicamente segura multiplicando-se o valor da

CLsogen por 0,1 e/ou 0,01 (SPRAGUE, 1971).



RESULTADOS E DISCUSSAO

As variaveis fisicas (Tabela 1) e quimicas (Tabela 2) utilizadas no teste de toxicidade
aguda para alevinos de tilapia, ndo apresentaram alteragbes que pudessem interferir nos
resultados obtidos durante o periodo de bioensaio. Ocorreu apenas variagao nos valores de
amonia porém a proporcdo de amdnia nao ionizada (téxica) ficou abaixo dos niveis de
toxicidade para peixes (NOGA, 1995).

Tabela 1 — Variaveis fisicas da agua no teste de toxicidade aguda em Tilapia (O. niloticus),
variedade tailandesa, exposto ao Hg. Sdo Paulo, 2003

Concentracfes de Hg pH Condutividade (uS/cm) Temperatura da

mg.L™ agua (°C)

Controle 7,53+0,35 74,13 £ 2,52 24,40 £ 2,25
0,037 7,55+ 0,36 73,75+ 2,19 24,40+ 2,25
0,185 7,57 +£0,35 73,96 + 2,32 24,40+ 2,25
0,370 7,58 £ 0,43 73,83+ 2,20 24,40 £ 2,25
0,740 6,91+ 0,79 74,12 + 1,90 24,40 £ 2,25
0,925 6,72 10,89 73,51+1,00 24,40+ 2,25

Tabela 2 — Variaveis quimicas da agua no teste de toxicidade aguda em Tilapia (O.

niloticus), variedade tailandesa, exposto ao Hg. Sao Paulo, 2003

Concentragfes de Hg Dureza Alcalinidade Ambnia total
mg.L* (mg CaCOg/L) (mg CaCOsl/L) (mg/L™)

Controle 24,88 + 0,00 20,06 £ 1,24 1,27+ 0,18

0,0370 24,88 + 0,00 21,5+0,00 1,35+ 0,28

0,185 24,24 +1,10 19,35+ 0,00 1,31+ 0,40

0,370 24,24 +1,10 19,35+ 0,00 1,30+ 0,03

0,740 24,88 + 0,00 20,78 £1,24 2,11+0,82

0,925 24,88 + 0,00 22,21+1,24 2,43+0,19




Nos organismos vivos 0s compostos de mercurio possuem atracéo pelo grupamento
sulfidrila e se ligam as proteinas e as enzimas. Em mamiferos estes compostos possuem a
capacidade de cruzar a barreira hematoencefalica promovendo alteracdes nos neurénios
ganglionares (GRAEME e POLLACK, 1998). O Hg inibe a atividade da Na',K*- ATPase
(CLARKSON, 1972), e deprime a atividade das Ca*'- ATPases aumentando a velocidade de
liberacdo de Ca?* e, conseqiientemente, reduzindo sua captacdo (REDDY et al., 1988). Em
humanos, a exposicdo ao Hg tem dado origem a reagfes psicOticas como por exemplo:
mudanga comportamental, irritabilidade, tremores anormais, reflexos exagerados e sinais de

polineuropatias (VASSALO et al., 1996).

Os sinais clinicos de intoxicacdo da tilapia por mercurio foram percebidos nas
primeiras horas de exposicéo, principalmente nas concentracbes maiores (0,925; 0,740 e
0,370 mg.L™ Hg), onde os peixes apresentaram hiperatividade, escurecimento corporal,
agressividade e dispnéia seguida de morte. Este comportamento também foi verificado em
alevinos de tilapia por CUVIN-ARALAR (1991) em varias concentracdes de Hg mais baixas
(0,0005 a 0,06 mg.L* Hg) que as do presente trabalho. AL-AKEL e SHAMSI (1988),
testando concentracdes mais altas (5 a 20 mg.L™" Hg) em alevinos de tilapia, observaram o

mesmo comportamento, além de salto sobre a superficie da agua.

Com relagcdo a outras espécies, comportamentos semelhantes também foram
verificados. HIRT e DOMITROVIC (1999) , relataram que exemplares de Aequidens
portalegrensis expostos as concentragcbes 0,20; 0,36; 0,64; 1,12 e 2,00 mg.L'l de HgCl,
manifestaram os seguintes sinais nas primeiras horas do bioensaio: nado erratico, perda de
equilibrio, tentativa de respiragdo na superficie da agua, escurecimento de pele e
hipersecre¢cdo mucosa, especialmente nas concentragdes mais elevadas. Na concentracdo
intermediaria, esses autores observaram perda de equilibrio, elevagcédo para a superficie e
diminuicdo da motilidade e, na menor concentragdo, 0s movimentos natatérios eram mais
lentos, com maior motilidade das nadadeiras peitorais. GAIKWAD (1989), testando a

toxicidade aguda de mercurio, cobre e selénio em Etroplus maculatus, observou que a



toxicidade pelo mercurio resultou em nado letargico e aumento dos movimentos branquiais.
Segundo PANIGRAHI e MISRA (1978), Anabatas scandens exposta ao nitrato de mercurio
na concentracdo de 3 mg.L™ manifestou inapeténcia e ataxia nos primeiros cinco dias de
exposicao. Depois de 3 semanas a exposi¢cao, notou-se sinais de cegueira e diminuicao na

atividade respiratéria.

Os resultados de mortalidades para as tilapias expostas a diferentes concentracées

de Hg por 96 horas estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Porcentagem cumulativa e média de mortalidade em tilapia tailandesa, O.
niloticus em funcéo do tempo, no teste de toxicidade aguda com Hg, nas trés
repeticées, Sdo Paulo, 2003

TEMPO (Horas)

24 48 72 96

Repeticbes A B C A B C A B C A B C |Média

mg.L* Hg

Controle 10 0 0 30 0 0 30 0 0 50 0 10 20

0,037 0 0 0 0 0 0 0 10 O 0 10 O 4
0,185 0 0 10| O 0 20| O 10 20 0 20 50 24
0,37 0 20 60| 30 30 60 |9 60 80 |9 70 90 84
0,74 100 100 100 | - - - - - - - - - 100
0,925 100 100 100 | - - - - - - - - - 100

Verificou-se que a porcentagem de mortalidade dos peixes intoxicados pelo Hg

elevou-se a medida que as doses e o tempo de exposi¢cdo aumentaram.

Nas duas concentracbes mais altas (0,74 e 0,925 mg.I"Hg), a taxa de mortalidade
foi de 100% nas primeiras 24 horas de ensaio, comprovando-se assim, a alta toxicidade

destas concentracdes. As concentracdes mais baixas revelaram menor indice de



mortalidade durante todo o periodo de experimentacdo, com exce¢do da concentracao
controle, que apresentou em média 20% de mortalidade ao final de 96 horas, sendo que a
maior mortalidade foi registrada somente em uma das réplicas. De qualquer forma, segundo
KLEMM et al. (1994) esta porcentagem de mortalidade no grupo controle é considerada

aceitavel em testes de toxicidade de curta duracgéo.

Analisando-se estatisticamente esses dados foi possivel determinar a concentracéo

letal média (CLsosn) de 0,196 mg.L™ Hg para alevinos de tilapia que é apresentada na Tabela 4,

juntamente com resultados obtidos por outros autores.

Tabela 4 - Valores de CLso.gsn para o Hg em diferentes espécies de peixes

Referéncia Espécie Resultado em mg.L™
Presente Trabalho Oreochromis niloticus 0,196
CHARUWAN-SOMSIRI (1982) Oreochromis niloticus 3,710*
RAMAMURTHI et al. (1982) Tilapia mossambicus 0,739*
BUHL (1997) Ptychocheilus lucius 0,168
BUHL (1997) Gila elegans 0,108
BUHL (1997) Xyrauchen texanus 0,128
DAS et al. (1980) Heteropneustes fossilis 0,350
HIRT e DOMITROVIC (1999) Aequidens portalegrensis 0,660
KHANGAROT (1981) Channa marulius 0,314
KIM (1979) Cyprinus carpio 0,100
KIM (1979) Misgurnus anguillicaudatus 0,150
NAMMALWAR (1989) Liza macrolepis 0,360
REHWOLDT et al. (1972) Cyprinus carpio 0,180
REHWOLDT et al. (1972) Roccus americanus 0,220
REHWOLDT et al. (1972) Fundulus diaphanus 0,110
SHYONG e CHEN (2000) Varicorhinus barbatus 0,168
SHYONG e CHEN (2000) Zacco barbata 0,161
SLABBERT e VENTER (1999) Poecilia reticulata 0,200

* 72 horas



O valor de CLspoen para a tilapia determinada no presente trabalho, apresentou-se
inferior aos resultados obtidos por RAMAMURTHI et al. (1982) e CHARUWAN-SOMSIRI
(1982) que avaliaram a toxicidade aguda de Hg em Tilapia mossambica e Oreochromis
niloticus, respectivamente. Os valores superiores encontrados por estes autores podem ser
devidos ao tempo de exposicdo, uma vez que a Clg, foi estabelecida em 72 horas,
possibilitando valor de CLsy mais alto para estes organismos, quando comparados aos
expostos por 96 horas do presente estudo. PARK e KIM (1979) e KHANGAROT (1981),
mencionam também que o aumento no tempo de exposicdo ao produto é proporcional ao
indice de mortalidade o que pode proporcionar menor valor da CLg,. Além disso, o valor de
Clso.72n  mencionado por CHARUWAN-SOMSIRI (1982) pode ser maior devido a
superioridade no tamanho dos alevinos (3,5 cm) por ele utilizado, pois os organismos
aquéticos em geral, apresentam uma maior resisténcia aos produtos toxicos com o avanco

da idade e tamanho corporal (BOENING, 2000; BUHL, 1997; ALAN e MAUGHAN, 1995).

O valor de Clsogsn estabelecido por RAMAMURTHI et al. (1982) pode estar
relacionado com a maior dureza da agua de cultivo, 35 mg CaCOs/L enquanto que no
presente trabalho a média foi 24,5 mg CaCOs/L. Esses dados confirmam os de RODGERS
e BEAMISH (1981) e AMEND (1970), onde citam que o aumento da dureza na agua resulta

em uma diminui¢do da toxicidade do Hg no organismo.

Considerando as outras espécies, similarmente pesquisadas, o valor de CLs
determinada neste trabalho para a tilapia, encontra-se proximo aos mencionados por
REHWOLDT et al. (1972), para Cyprinus carpio e Roccus americanus; por SHYONG e
CHEN (2000), para Varichorhinus barbatus e Zacco barbata; por BUHL (1997), para
Ptychocheilus lucius; por KIM (1979), para Misgurnus anguillicaudatus e por SLABBERT e

VENTER (1999), para Poecilia reticulata.

Segundo as recomendac¢des de SPRAGUE (1971) foi calculado para protecdo da

vida aquatica, a partir da CLs.gen, 0 Valor da concentracdo aquatica biologicamente segura



do Hg para Oreochromis niloticus (0,0019 mg.I"Hg). O valor estimado neste experimento, é
apresentado e comparado (Tabela 5) com alguns padrfes nacionais e internacionais de

gualidade de agua.

Tabela 5 - Concentracbes de Hg recomendadas segundo alguns padrdes nacionais e
internacionais de qualidade de agua, Sdo Paulo, 2003

Hg (mg.L")
Presente trabalho (CLsg.gen X 0,01) 0,0019
CONAMA (1986) 0,0002
Malaysia National Water Quality standards (DOE-UM, 1986) 0,0001
Taiwan Water Quality Standards (TAIWAN EPA, 1985) 0,002
Water Quality Standards for Aquaculture (MEADE, 1989) < 0,02

CONAMA (1986) recomenda a concentracdo maxima de 0,0002 mg.L* Hg para
agua utilizada na criacéo (aquicultura) de espécies destinadas a alimentacdo humana. Este
valor é muito similar ao recomendado por DOE-UM (1986), contudo ambas as
recomendacdes encontram-se inferiores ao apresentado neste trabalho para a tilapia,

evidenciando a confiabilidade na concentragcdo recomendada por estes 6rgaos.



CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que o mercurio é altamente téxico para alevinos de
tilapia e, com isso, expressa a importancia do risco deste metal ao meio ambiente, pois a
contaminacdo pode representar uma grande ameaca para as populacdes de peixes e,
também, um sério problema para a aquicultura. Entretanto, a concentragdo maxima de Hg
permitida pelo CONAMA (1986) para agua destinada ao cultivo de organismos aquaticos,

demonstra ser segura para Oreochromis niloticus.
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Capitulo 2

ALTERAGOES HEMATOLOGICAS EM TILAPIA “TAILANDESA”, Oreochromis niloticus

EXPOSTA AS CONCENTRACOES SUB-LETAIS DE MERCURIO

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi de conhecer as alteragbes hematoldgicas em tilapia,
Oreochromis niloticus, variedade tailandesa, exposta a diferentes concentracbes de
mercurio (Hg) na agua e avaliar a concentracdo de Hg recomendada pelo CONAMA (1986)
para as aguas destinadas ao cultivo de peixes. O teste foi conduzido no laboratério de
Toxicologia Aquatica do Instituto de Pesca — SP, em ambiente climatizado. Juvenis de
tilpia com peso médio de 27,13 + 4,67 g e comprimento médio de 12,44 + 0,84 cm, foram
expostos as seguintes concentracdes: 0,02; 0,002 e 0,0002 mg.L™" Hg (CONAMA, 1986).
Foi montada uma bateria com 3 réplicas de cada concentragdo e mais o0 grupo controle. As
amostras de sangue foram coletadas por punc¢éo caudal. O experimento foi conduzido por
14 dias, com amostras de sangue de 2 individuos por aquério, avaliados aos 3, 7, 10 e 14
dias. Dentre as diferentes caracteristicas do sangue avaliaram-se: as contagens globais de
eritrocitos (Er), leucécitos (Lc) e trombdocitos (Tr), hematdcerito (Ht), taxa de hemoglobina
(Hb), contagem diferencial dos leucdcitos e indices hematimétricos (VCM, HCM e CHCM).
Os resultados demonstraram que as concentragcbes de Hg testadas, ndo alteraram
significativamente os parametros hematoldgicos, permitindo concluir que a quantidade de

Hg na 4gua nao foi suficiente para afetar o quadro hematoldgico de Oreochromis niloticus.



ABSTRACT

The hematology of “Tailand” tilapia, Oreochromis niloticus was investigated after
long-term (14 days) exposure of various Hg concentrations. The challenge was conduct in
the Toxicology Laboratory — Instituto de Pesca, SP, with constant temperature. The methods
used were those recommended by APHA et al. (1986) and the tests performed with alevins
(mean length of 12.44+0.84 cm and mean weight of 27.13+4.67 g). The fish were kept in
twelve b5-liter glass aquaria filled with dischlorinate water plus the following mercury
concentrations: (control, 0.02, 0.002, 0.0002 mg.L*Hg) during 14 days. The group was set
up with three responses of each concentration and more the group control. Blood samples
were collected from 2 individuals of each concentration at 0, 3, 7, 10 and 14 days of
exposure. The hematological variables analysed were: total red blood cell count (Er),
hemoglobin concentration (Hb), hematocrit (Ht), mean corpuscular volume (MCV), mean
copuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), total
(Lc) and differential leucocytes count and total trombocytes count (Tr). There was no
significative differences between the hematological means in the differents Hg
concentrations. It was possible conclude that the Hg concentrations utilized were not enough

to promote visible blood alterations.



INTRODUCAO

O lancamento de efluentes contendo mercurio (Hg) no ambiente, tem provocado
graves problemas de contaminacdo nas comunidades de varios ecossistemas e em
populagdes humanas (CASTRO, 1991). Casos como os de Minamata e Niigata, no Japdo,
nas décadas de 50 e 60, e no Iraque, em 70, refletem o alto risco desta poluicdo. Com isso,
vem despertando a atengdo de autoridades sanitarias em relagdo a contaminacéo de dguas
dos rios por despejos industriais contendo mercurio porque, além de ser o mais téxico dos
metais pesados, é também cumulativo em animais por longo periodo de tempo (DUARTE,

1977).

Os organismos aquaticos produzidos em sistemas de criacdo (Aquicultura) estdo
constantemente expostos aos poluentes, uma vez que utiliza-se em seu processo de
producédo a agua proveniente de rios, lagos ou fontes que pode estar contaminada com Hg.
Segundo TAVARES (1995), para que ocorra um bom desenvolvimento e sobrevivéncia dos
organismos aquaticos, € de fundamental importancia as condi¢cdes do meio em que vivem.
A introducdo de qualquer substancia na agua acarreta alteracbes na sua qualidade, as
qguais nem sempre sao favoraveis ao desenvolvimento e sobrevivéncia dos organismos

aquéticos.

O teste de toxicidade aquética é um procedimento no qual as respostas dos
organismos sdo usadas para detectar a presenca ou medir o efeito de uma ou mais
substancias, residuos ou fatores ambientais. Estes testes sdo utilizados para avaliar a
poluicdo do corpo de agua quando os testes quimicos e fisicos ndo sdo suficientes para
avaliar os potenciais efeitos sobre a biota aquéatica (GOLTEIN, 1983). Com esta finalidade,
para o ambiente aquatico, tém sido desenvolvidos testes com peixes, micro-crustaceos,

algas e bactérias (CETESB, 1999).

De acordo com OLIVEIRA-RIBEIRO et al. (1996), estudos de toxicidade utilizando

peixes em condicdes controladas permitem, através de avaliagbes da mortalidade,



alteracdes de comportamento, alteragcbes hematologicas e danos nos tecidos, obter
informagfes importantes correspondentes aos efeitos dos poluentes na biota de um

ecossistema aquatico natural.

O estudo de diferentes constituintes bioquimicos e celulares do sangue é de
fundamental importancia na avaliacdo fisioldgica e fisiopatoldgica dos animais, pois pode
ocorrer variagdo morfolégica e quantitativa dos elementos sanguineos frente as
modificacdes induzidas por poluentes e outros fatores ambientais (KAVAMOTO et al., 1983
JUNEJA e MAHAJAN, 1983; RANZANI-PAIVA e GODINHO, 1985; RANZANI-PAIVA et al,
1997). Segundo NUSSEY et al. (1995), o estudo do quadro hematoldgico é freqiientemente
utilizado para detectar alteracdes fisiopatoldgicas nas diferentes condigbes de estresse

como, por exemplo, na exposi¢do a metais pesados.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de se estudar as possiveis alteracfes
hematoldgicas em tilapia, Oreochromis niloticus, exposta a diferentes concentragbes de
mercurio. Paralelamente, foi testada a concentracdo (0,0002 mg.L*Hg), recomendada pelo

CONAMA (1986), para aguas de criacdo de espécies destinadas a alimentacdo humana.



MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de Toxicologia Aquatica do Instituto de
Pesca — SP, em ambiente climatizado (fotoperiodo 10L:14E e temperatura da

adgua 25,3 + 1,06 °C).

Os peixes utilizados foram tilapias sexualmente revertidas (= 100% machos),Oreochromis
niloticus de linhagem “Tailandesa”, com peso médio de 27,13 + 4,67 g e comprimento médio
de 12,44 £ 0,84 cm, adquiridos de uma piscicultura comercial. O periodo de aclimatagao foi
de 96 horas em tanque de alvenaria, com capacidade para 2500 litros cada. Neste periodo
os peixes foram alimentados com ragcdo comercial e ficaram em observacdo a fim de
determinar possiveis variacdes que pudessem intervir no experimento. Apds este periodo,
os peixes foram transferidos para tanques de 250 litros e aclimatados novamente, por 48
horas, mantendo-se as mesmas condi¢cdes de bioensaio (local x densidade). Ao final desta
segunda aclimatagéo, os peixes foram transferidos para aquarios com capacidade para 40
litros de &gua com sistema de aeragdo artificial e revestidos internamente com sacos

plasticos transparentes.

O produto quimico empregado foi o Cloreto de Mercurio 99% (HgCl,) em forma de
sal, do laboratério Synth®. O sal foi diluido na proporcéo de 0,1354 g em 1000 mL de agua,
resultando na solugéo 1 (100 mg.L™ Hg). A partir desta solucéo foram retirados 100 ml que
adicionados em 900 ml de agua, originou a solugdo concentrada denominada de solucdo
estoque (10 mg.L™ Hg). Esta solucéo foi pipetada e diluida diretamente nos aquérios em
guantidades suficientes para proporcionar as seguintes concentragcdes de mercurio na
agua: 0,02; 0,002 e 0,0002 mg.L'l Hg, que foram estimadas a partir da CLsg.96n/10,
Clsp.96n/100 e CLsp.osn/1000 (Capitulo 1) sendo, esta Ultima, coincidente com a
recomendada pelo CONAMA (1986). Um aquério foi mantido sem a adi¢gdo do Hg, como
grupo controle. Esta bateria, com as 3 concentracdes diferentes e o0 controle foram

realizadas em trés repeticdes simultaneas (Figura 1).



Figura 1. Estrutura dos aquérios utilizados nos testes de toxicidade cronica em O. niléticus,
variedade tailandesa, exposta ao Hg S&o Paulo, 2003

O tempo de exposicdo ao mercurio foi de 14 dias e a densidade foi de 16 peixes por

aquario.

Para as andlises hematoldgicas, os peixes foram retirados dos aquarios,
anestesiados com benzocaina e o sangue coletado por pungdo caudal, com auxilio de
seringas descartaveis, previamente heparinizadas (Figura 2). No inicio do experimento,
coletou-se sangue de 6 individuos antes da distribuicdo dos peixes nos aquarios, sendo
caracterizados como tempo zero. Posteriormente, coletou-se sangue de 2 individuos por
aquario, nos intervalos 3, 7, 10 e 14 dias de exposicdo. A partir das amostras de sangue
foram obtidas as seguintes contagens globais: de eritrocitos (Er) corados de acordo com
NATT & HERRICK (1952) e contados em camara de Neubauer; hematdcrito (Ht) pela
técnica do microhematécrito segundo GOLDENFARB et al. (1971); taxa de hemoglobina
(Hb) pelo método da cianometahemoglobina segundo COLLIER (1944); indices
hematimétricos (VCM, HCM e CHCM), segundo WINTROBE (1934); leucécitos totais (Lc),

contagem total de trombdcitos (Tr) segundo a metodologia recomendada por HRUBE e



SMITH (1998) e contagem diferencial de leucdcitos em extensdes sanglineas coradas pelo

método de ROSENFELD (1947).

Figura 2. Colheita de sangue por puncdo caudal em O. niloticus, variedade
tailandesa, S&o Paulo, 2003

Os peixes foram alimentados com ragdo extrusada logo apds cada periodo de

coletas seguida de sifonagem do excedente e de excretas, com posterior reposicédo de 1/3

da agua por uma solucéo previamente preparada e de mesma concentragao.

A cada 24 horas a temperatura (°C) da agua foi aferida com termdmetro de mercdrio,
os valores de pH obtidos com pHmetro e a condutividade elétrica (uScm™) por
condutivimetro. Ao final do experimento foram determinadas a dureza total, pelo método de
titulometria, a alcalinidade total (mgCaCO) por acidimetria e aménia total (mgL™) por

colorimetria.

A agua utilizada nesta experimentacdo, com excec¢éo dos controles, foi armazenada
e tratada antes de ser desprezada para o sistema de esgoto urbano. Para isto, foi
adicionado o Hidroxido de Sédio até a solugdo atingir o pH entre 9 e 10. Posteriormente, foi
adicionada uma solucéo contendo Sulfeto de Sddio, o qual resultou na cristalizacao do Hg e

consequente sedimentagdo do produto quimico. A agua foi desprezada e o sedimento



recolhido e encaminhado ao Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) de

Piracicaba para a sua reciclagem final.

Os dados obtidos nas analises hematolégicas foram submetidos a andlise de
variancia, através do procedimento GLM do SAS® (1989), e a diferenca entre as médias dos

tratamentos, comparada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



RESULTADOS E DISCUSSAO

As variaveis fisicas e quimicas da 4gua utilizadas no teste de toxicidade cronica para
a tilapia (Tabelas 1 e 2), ndo apresentaram alteragcdes que pudessem interferir nos
resultados entre os tratamentos. Apesar do alto nivel de am®énia total, os célculos realizados
segundo NOGA (1995), a quantidade de amdnia nao ionizada (toxica) apresentou a média
de 0,08 mg.L™" de NH;. HARGREAVES e KUCUK (2001), mencionam que concentragdes de

NH; abaixo de 0,28 mg.L™ ndo resultam em alteracbes significativas para Oreochromis

aureus.

Tabela 1 — Variaveis fisicas da agua no teste de toxicidade crénica em O. niloticus,
variedade tailandesa, exposta ao Hg, Sao Paulo, 2003

Concentracdes de Hg pH Condutividade Temperatura
mg.L™ (uS/cm) °C)

Controle 6,78 £ 0,25 133,19 + 39,88 25,29+1,10

0,02 7,03+1,02 118,16 + 31,29 25,10+1,12

0,002 7,06 +0,72 133,28 + 40,38 2535+1,01

0,0002 6,89 + 0,39 140,58 £ 47,73 25,48 +£1,02

Tabela 2 — Variaveis quimicas da agua no teste de toxicidade cronica em O. niloticus,
variedade tailandesa, exposta ao Hg, Sao Paulo, 2003

Concentragfes de Hg Dureza Alcalinidade Amobnia
-1
mg.L (CaCO; mg/L) (CaCO; mg/L) (mg.LY)
Controle 29,98 + 2,92 62,35+ 7,44 14,90+ 0,71
0,02 28,71 £ 0,00 50,16 £ 3,28 11,30 £ 1,09
0,002 26,79+ 1,91 63,06 £ 4,96 15,21 +1,82
0,0002 28,07+ 1,10 56,61 £ 6,91 15,81 + 0,55




Os resultados obtidos para as diferentes caracteristicas hematologicas de
Oreochromis niloticus exposto as diferentes concentracdes de Hg nado diferiram
significativamente em relagdo as concentracdes testadas ao final dos 14 dias. Porém,
guando comparados isoladamente nos tempos de coletas alguns tratamentos apresentaram

diferencas significativas em relagdo ao controle.

Os resultados obtidos para as caracteristicas eritrociticas estdo apresentados no

Apéndice 1 e na Figura 3.

Analisando os dados obtidos, nota-se que a diminuicdo observada nos valores
médios do Ht é devida a reducéo de Er circulantes, como refletido nos valores de VCM,
principalmente na concentracédo mais alta (0,02 mg.L™*Hg). Nesta concentracéo percebe-se
claramente no grafico dois picos, um no terceiro e outro no décimo dia de exposicéo. Esses
valores foram significativamente (p<0,05) diferentes daqueles apresentados por animais

do controle.

Os valores médios de Hb no sangue total variaram entre 4 e 6,2 g/dL, com maior
diferenca na concentracdo de 0,0002 mg.L?, em relacdo ao controle. Verificando-se a
guantidade de Hb (HCM) e sua concentracdo (CHCM) nos eritrécitos, notou-se leve
ascensdo de seus valores médios ao longo do experimento, sendo sugestivo de pequeno

aumento do volume dos eritrocitos e da quantidade de hemoglobina dentro deles.
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Figura 3. Variacdo dos valores médios obtidos para as caracteristicas eritrociticas em
tilapia, O. niloticus, variedade tailandesa, exposta a varias concentracfes
de Hg, nos diferentes momentos de coleta, S&do Paulo, 2003

As variacbes dos valores médios da série vermelha observadas na figura 3,
demonstraram diminuicdo dos valores de ER e Ht. SHAKOORI et al. (1994), estudando
Ctenopharyngodon idella exposto ao HgCl, (0,0005 mg.L™ Hg), observou a diminuicdo de
ER, Ht e da taxa de Hb nas primeiras duas semanas de experimentacdo e posterior
aumento de VCM na quarta semana de exposicdo. Resultados semelhantes foram
mencionados por BEENA e VISWARANJAN (1987) e HILMY et al. (1980) para Cyprinus
carpio e Aphanius dispar, respectivamente. FLETCHER e WHITE (1986) relacionam estas

alteracdes com o processo de esplenomegalia observada em testes de toxicidade com



HgCl, em Pleuronectes platessa, pois o baco é um importante érgdo fagocitario com
afinidade pelos eritrécitos e de acordo com seus resultados, a diminuicdo de Ht coincide
com o aumento na massa deste 6rgdo. O'CONNOR e FROMM (1975) relacionam a
diminuicdo de Er e Ht com o processo de hemdlise das hemacias em conseqiiéncia da
toxicidade do Hg. Por outro lado, alguns autores afirmam que a diminui¢cdo na taxa do Ht
neste tipo de experimentacdo pode estar relacionada com o processo de confinamento ou
ao estresse induzido pela falta de comida (BENFEY e BIRON, 2000 e AFFONSO et al,

2002).

Resultados diferentes e divergentes podem ocorrer devido a varios fatores como, por
exemplo, a diferenca de tamanho corporal, diferenca de espécie, concentracao do produto e
o tempo de exposicédo (FLETCHER e WHITE, 1986). Em experimentos similares realizados
com Channa punctatus (JUNEJA e MAHAJAN, 1983) e truta arco-iris (O'CONNOR e
FROMM, 1975), foi notado aumento do numero de Er e Ht. Estes Ultimos autores
observaram no inicio do experimento, queda de Ht e ao final de 12 semanas, constatou o
oposto. O autor menciona a possibilidade de que tenha ocorrido estimulacdo dos tecidos
eritropoiéticos em resposta a diminuicdo de Er ocasionados pela hemodlise de eritrocitos em
consequéncia a exposicao ao Hg. Além disso, OLIVEIRA-RIBEIRO et al. (2000) relatam que
peixes expostos ao Hg inorganico dissolvido na agua apresentam processo de hipoxia,
determinado pela hiperplasia celular nas lamelas secundéarias das branquias, diminuindo a
superficie de troca gasosa. Em resposta a dificuldade respiratéria, o organismo estimula o
aumento de Er, Hb e CHCM como mecanismo para aumentar o carreamento de oxigénio
(AFFONSO et al., 2002) correlacionando, assim, as altera¢gfes sanglineas como um fator

secundério da lesdo do mercurio nas branquias dos peixes.

O numero total de trombdcitos apresentou tendéncia a aumentar ao final do décimo
guarto dia de exposicéo ao metal. Entretanto, ndo foram verificadas diferencas significativas

entre os tratamentos, que comprovasse o efeito das concentracoes testadas (Figura 4)
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Figura 4. Valores médios do numero total de trombécitos de tilapia, O. niloticus,
variedade tailandesa, exposta a varias concentracdes de Hg em diferentes
momentos de coleta, S&o Paulo, 2003

Os leucécitos encontrados no sangue periférico de O. niloticus foram: linfocitos,
neutrofilos, mondcitos, eosindfilos e basdfilos (Figura 5). Os resultados da contagem

diferencial de leucécitos estdo apresentados no Apéndice 2 e na Figura 6.

Figura 5. Células sanglineas observadas em tilapia, O. niloticus, variedade tailandesa
Rosenfeld. 1000 x
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Figura 6. Variacao dos valores médios obtidos para os nimeros absolutos de leucdcitos
totais, linfécitos, neutrofilos e mondcitos em sangue periférico de tilapia, O.
niloticus, variedade tailandesa, exposta a varias concentragcbes de Hg, nos
diferentes momentos de coleta, S&o Paulo, 2003

Os resultados apresentados na figura 6 demonstram marcante diminuicdo no
namero total de leucocitos (Lc) em todos os tratamentos, inclusive nos animais controle.

Esta diminuicdo é resultante da linfopenia e neutropenia ocorridas nos primeiros trés dias de

exposicao, inclusive nos controles. Posteriormente, observa-se estabilizacédo até o final do

décimo quarto dia de experimentacdo. MISRA e BEHERA (1992) depararam com o0s

mesmos resultados em teste de toxicidade com Channa punctatus expostos ao HgCl, (0,25

mg.L™). GILL e PANT (1985) atribuem esta alteracdo ao fator estresse de experimento que

também é demonstrado em varios vertebrados. Segundo BENFEY e BIRON (2000),

Oncorhynchus mykiss e Salvelinus fontinalis submetidos ao estresse de confinamento e

manipulacdo apresentaram diminuicao de Lc, linfdcitos e ligeiro aumento do nimero total de

trombdcitos. Esses autores mencionam a hipétese de que o0 estresse leva a uma

redistribuicdo dos linfécitos, principalmente aos 6rgdos linféides (timo e rim anterior),



diminuindo na circulacdo sanguinea, ou a destruicdo dos linfécitos em resposta ao alto nivel

de cortisol.

O ndmero médio de mondcitos apresentou tendéncia a diminuir no inicio e a
aumentar no final da experimentacdo, porém sem diferenca significativa entre os

tratamentos.

Basofilos e eosinodfilos foram encontrados em poucos peixes, razdo pela qual ndo foi

possivel visualizar os possiveis efeitos do Hg sobre essas células.

Com os resultados obtidos no presente trabalho relativos ao hemograma percebeu-se
que as alteracbes sanglineas ndo foram afetadas significativamente pelo mercurio.
DAWSON (1990), testando Hg em Scophthalmus aquousus em concentraces (0,0005 e
0,01mg.L™ Hg) semelhantes as utilizadas no presente trabalho, observou os mesmos
resultados. Supbe-se, entdo, que essas duas espécies sao resistentes aos efeitos toxicos

do Hg nestas concentracdes e mais vulneraveis ao estresse.

As concentracdes de mercirio foram estimadas a partir dos resultados do teste de
toxicidade aguda em alevinos (0,41 *+ 0,12 g) de tilapia, padronizada segundo normas de
APHA et al. (1989). No presente trabalho foram utilizados juvenis (27,13 + 4,67 g) da
mesma espécie, sendo este o tamanho adequado para proporcionar a quantidade de
sangue necessdria para as andlises. Véarios autores enfatizam que a sensibilidade ao
mercurio em organismos aquaticos € maior em individuos jovens e de menor tamanho
corporal (BOENING, 2000; BUHL, 1997; ALAN e MAUGHAN, 1995). Acredita-se, entdo, que
as concentragfes testadas ndo foram suficientes para alterar os parametros sangliineos de

Oreochromis niloticus, sendo necesséario a utilizacdo de concentragfes mais altas ou de

maior tempo de exposicdo em futuras pesquisas.



CONCLUSOES

Nas concentragcdes utilizadas neste experimento as variaveis sangiineas estudadas
ndo demonstraram alteragdes significativas decorrentes da toxicidade do mercurio (HgCly)
na agua. No entanto, a concentracdo recomendada pelo CONAMA (1986) é considerada

segura para a criacdo de Oreochromis niloticus.
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Apéndice



Apéndice 1 — Média e desvio padréo das analises sangiiineas da série vermelha de tilpias, O. niloticus, variedade tailandesa,
exposta as varias concentracdes de Hg em diferentes momentos de coleta, Sdo Paulo, 2003

Tempo de Eritrocitos Hematdcrito Hemoglobina VCM HCM CHCM
exposicdo Tratamentos
mg.""Hg (10*/uL) (%) (g9/dL) (fL) (pg) (%)
0 dias Basal 2470+ 17,8 26,8+1,7 56104 109,0+£4,3 235+3,0 21,4+22 6
Controle 200,2 +13,3 242+04 51+ 0,3 123,3+£7,6 25,6+ 2,0 20,9+1,5 2
3 dias 0,02 128,8 + 25,8 234+1,6 50+£0,6 2309+ 59,6 41,7+5,8 22,3+ 34 2
0,002 164,2+ 14,6 218+1.3 53+£0,3 134,9+5,2 32,7£15 24,2+ 0,5 2
0,0002 147,8+ 24,4 22,0+2,7 47105 160,9 + 26,8 34,0+£3,3 22,4+2,0 2
Controle 181,8+10,1 230+15 56+04 130,9£5,6 31,0£2,0 23,7+0,9 2
7 dias 0,02 156,4 £ 32,2 229+1,7 52+0,6 166,0 + 20,1 36,3+ 4,6 22,2+14 2
0,002 153,7 £ 25,6 20,324 49+0,5 145,4 + 26,2 36,0+7,8 24,4+0,9 2
0,0002 155,2 £ 20,0 212+15 56+04 145,1+16,6 39,6174 26,7+24 2
Controle 205,5+8,9 23,4+0,6 56+0,2 114,4+£2,2 27617 24,1+1,0 2
10 dias 0,02 124,6 £ 26,5 212+27 6,0+0,4 2146+505 64,7+174 30,2+3,1 2
0,002 151,9+ 27,6 18,3+ 2,8 4,6+0,7 126,3+10,1 31,8+29 252+1,2 2
0,0002 145,1+ 18,2 16,5+ 1,7 4,3+0,5 118,0+ 11,3 30,2+ 6,7 27,1+44 2
Controle 1243+ 22,1 17,3+0,7 4,31+0,2 183,7+58,4 44,8+13,7 24,8+ 0,7 2
14 dias 0,02 157,6 £6,9 200+14 46+0,3 127,6 £8,9 29,3+25 232+15 2
0,002 124,8 + 20,8 18,7+ 0,6 53+0,6 179,4+37,8 47,9+8,0 28,3+ 3,0 2
2

0,0002 164,8 + 17,2 19,2121 6,1+04 116,6 £6,9 38,0+2,1 328+1,8




Apéndice 2 - Média e desvio padréo das contagens globais e diferenciais de leucécitos de tilapia, O. niloticus, variedade
tailandesa, exposta a varias concentracdes de Ha em diferentes momentos de coleta, Sdo Paulo, 2003

Tempo de Linfocitos Neutrofilos Mondcitos Leucdcito total
exposicdo Tratamentos mg."*Hg NUmero/uL NUmero/uL NGmero/uL NUmero/uL

0 dias Basal 13882,6 + 2024,2 5690,6 + 1160,7 763,6 £ 349,2 20360 + 3316 6
Controle 6866,7 £ 982,2 1320,1 +192,6 329,9£99,0 8541 + 1223 2
3 dias 0,02 6202,0+1191,9 1121,8 £ 320,3 547,7 £ 116,8 6519 + 1069 2
0,002 5502,3 + 1050,6 998,3 + 336,1 251,3+76,1 6764 + 1650 2
0,0002 6241,7 + 1065,6 1042,3 £ 398,5 330,9+114,8 7641 + 1650 2
Controle 6559,6 + 1006,0 1159,0 £ 272,7 326,0 + 84,6 8044 + 1096 2
7 dias 0,02 9076,2 £ 2821,5 1242 + 5941 329,3+104,8 10904 + 3760 2
0,002 8003,4 £1129,1 1622,5 + 699,1 379,4+114,8 10023 + 1494 2
0,0002 8792,3+1963,4 903,1+77,2 140,7 £ 26,4 9845 + 2342 2
Controle 12033,6 + 993,4 2277,0£410,8 672,1£229,2 15182 + 937 2
10 dias 0,02 10370,4 + 1859,7 918,9 + 133,9 377,6 £94,9 12021 + 2486 2
0,002 9438,2 £ 2050,2 1362,6 + 465,3 690,5 + 216,0 11491 + 2921 2
0,0002 11183 +1482,7 691,2 +235,1 531,01+ 210,21 12440 + 2159 2
Controle 7501,8 + 1423,6 1391,6 + 294,6 259,1 + 60,0 9163 £+ 2016 2
14 dias 0,02 10204 + 1402,6 2232,6 £722,6 557,31+ 159,0 10409 £ 1943 2
0,002 8089,6 +1008,7 1340,0 £ 258,8 457,1+131,0 9925 + 1359 2
0,0002 11121,4 + 2348,0 1194,9 + 214,0 573,9+£173,9 12971 + 2982 2

N = Numero de exemplares



