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Resumo Geral

Neste trabalho foi empregado o bioensaio em fluxo-estatico, utilizando tilapia,
Oreochromis niloticus, (Linnaeus, 1757) para avaliar a toxicidade aguda e crbnica do
selenito de sédio. Para a determinagéo da concentracao letal médjaytitizou-se o teste
de toxicidade aguda com alevinos submetidos a diferentes concentracbes de selenito de
sédio na agua. Para o teste de toxicidade cronica, foram empregadas quatro condi¢des,
sendo uma controle, duas concentracbes estimadas a partir das fragpesl@L(0,4
mgSé*/L) e CLsy/100 (0,04 mgS€/L) e a Gltima divulgada pela resolugdo do CONAMA
(1986) (0,01 mgS¥/L). O experimento foi conduzido por 14 dias, com amostragem de dois
individuos por tratamento antes e apos o terceiro, sétimo, décimo e décimo quarto dia para a
avaliacdo dos efeitos cronicos sub-letais, através das analises hematoldgicas e
histopatoldgicas. Os parametros hematoldgicos analisados foram: nimero de eritrocitos (Er),
taxa de hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht), niumero de trombdcitos (Tr), nimero total e
diferencial de leucdcitos e célculo dos indices hematimétricos absolutos: volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM). Foram coletados fragmentos de branquias, figado
e rim, fixados em formol 10%, por 24 horas a temperatura ambiente, posteriormente
transferido para solugédo de alcool 70%, armazenados em frascos e depois processados para
inclusdo em parafina. Os cortes dgué de espessura foram corados com hematoxilina
eosina. Com os dados obtidos, foi possivel determinar a concentracéo letal mggdig)(CL
para selenito de sédio de 4,29 mtile para alevinos de tilapia. Para as andlises

hematoldgicas verificou-se diferenca significativa (p< 0,05) para alguns parametros: volume



corpuscular médio (VCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e
hemoglobina corpuscular média (HCM) e taxa de hemoglobina (Hb), na concentracdo de 0,4
mgSé&*/L no, terceiro dia de coleta. O mesmo foi observado em 0,04*igara CHCM.

No décimo dia de coleta apenas CHCM, na concentracdo de 0,04 tngSéeriu
estatisticamente dos demais (p<0,05). Nas concentracdes de 0,01 e 0*4LnugBereu
diferenca estatistica para CHCM no décimo quarto dia de coleta para VCM na concentracao
de 0,04 mgSE/L. Os valores médios do nimero de linfécitos na concentracdo de
0,01 mgS#&/L, no terceiro dia de coleta, mostraram estatisticamente diferenigs0.05).

As alteracdes histopatologicas observadas nas branquias foram edema e hiperplasia. Os rins
apresentaram, degeneracao vacuolar tubular, glomérulonefrite, nefroesclerose, calcificacéo

tubular, edema e hemorragia.



Abstract

This work was a bioassay with tilapi@reochromis niloticus, performed in order to
evaluate acute and chronic toxicity caused by sodium selenite. In order to determine Mean
Lethal (Clsg) concentration, acute toxicity test was used in juveniles submitted to different
concentrations of selenito in the water. In the chronic toxicity test, four conditions were
tested: a control one, two concentrations estimated from fractiogd ©Q (0.4 mgS&/L)
and Clso /100 (0.04 mgS¥/L), and a last one, reported by CONAMA resolution (1986)
(0.01 mgS#&7/L). The trial lasted 14 days, and sampling consisted of two individuals per
treatment collected in the following intervals: 0, 3, 7, 10 and 14 days, in the evaluation of
sublethal chronic effects. Samples were submitted to hematological and histopathological
analyses. Hematological parameters analyzed were: erythrocyte count (Er), hemoglobin
level (Hb), hematocrit (Ht), thrombocyte count (Tr), total and differential leukocyte count
and calculation of absolute hematimetric indices: mean corpuscular volume (MCV), mean
corpuscular hemoglobin (MCH) and mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC).
Fragments of branchia, liver and kidneys were collected and fixed and formaldehyde 10%
for 24 hours at room temperature. They were then transferred to alcohol 70% and placed in
jars to be later on included in paraffin. $ixn thick sections were produced and stained
using hematoxilin-eosin. According to the results obtained, it was possible to determine
mean lethal concentration (€. for sodium selenite as equal to 4.29 nig&e for tilapia
juveniles. Hematological analyses showed that significant differences (p<0.05) could be
observed in the following parameters: mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC), mean corpuscular hemoglobin (MCH) and hemoglobin
concentration (Hb), when selenite concentration was equal to 0.4'fiig®a the third day

of sample collection. The same was observed for 0.04 H1gSin relation to MCHC. On
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the tenth day of sample collection, only MCHC, at 0.04 fgSewas statistically different
(p<0.05) from the other samples. In concentrations equal to 0.01 and 0.4%/ngSe
statistical differences (p<0.05) were observed in MCHC on the fourteenth day of sample
collection, and for MCV, in 0.04 mg$@é.. Mean counts of lymphocytes at 0.01 m¢jde

on the third day of sample collection, were statistically different (p<0.05). Histopathological
alterations observed in branchia were edema and hyperplasia. Kidneys presented vacuolar
tubular degeneration, glomerulonephritis, nephrosis, nephrosclerosis, tubular calcification,

edema and hemorrhage.



Introducéo Geral

A tilapia, Oreochromis niloticus, esta amplamente distribuida geograficamente e é de
facil adaptacao climatica. A alta qualidade de sua carne faz dela um produto de interesse
industrial de boa aceitacdo pelo mercado consumidor, sendo intensamente cultivada na
piscicultura mundial e uma das espécies mais indicadas nas regides tropicais
(CASTAGNOLLI, 1992). OSTRENSKt al. (2000), comentam que, no Brasil, 47,3% da

producao de tilapia é obtida pelo cultivo.

Segundo VALENTIet al. (2000), a aquicultura brasileira pode ser considerada como
importante atividade econdémica, gerando ganhos significativos para a economia regional e
nacional. De acordo com esse mesmo autor, todas as atividades aquicolas sdo dependentes
dos ecossistemas nos quais esta inserida, e estes devem permanecer em equilibrio para

possibilitar a manutencéo desta atividade.

O sucesso da piscicultura esta associado ao ambiente favoravel livre de fatores
Nnocivos que possam acarretar danos aos animais comprometendo a producéo. Os fatores que
podem prejudicar a piscicultura sdo cada vez mais alvo de estudos, com a finalidade de se

obter maior conhecimento para esta atividade.

Os agentes toxicos entram nos ecossistemas aquaticos pela contaminagdo por
efluentes domésticos, industriais e agricolas que, por vezes chega a contaminacdo da agua
do lencol fredtico. Segundo este autor, a toxicidade € uma propriedade relativa de
determinada substancia quimica, e se refere ao seu potencial de causar efeito danoso a uma

populacdo de seres vivos. Ela é fungdo da concentracdo da substancia quimica e do tempo de



exposicao a ela. A acdo antropogénica representa a principal fonte de elementos toxicos no

ambiente (DAMATO, 2000).

O selénio, na natureza, € liberado na agua pela dissolugdo ou oxidacdo de rochas e

sais soluveis (DIAZ et al 1996).

Nas induastrias, o selénio € utilizado na fabricacdo de vidros e pigmentos para
pinturas, tinturarias, células fotoelétricas, componentes de retificadores;os®haiores,
medicamentos e inseticidas. Estisea que efluentes industriais atuam no aumento da
concentracdo de selénio, em rios e lagos em cerca de 90ng/L por ano (NRIAGU e

PACYNA, 1998).

Segundo WATANABE e SATOH (1997), os minerais Sado essenciais para 0s
processos vitais e 0s peixes 0s retiram da agua para sua alimentacdo para manter as
atividades metabdlicas das células e tecidos. O selénio em baixos niveis é benéfico para as
funcdes metabdlicas, como a sintese da glutationa peroxidase (GUNBY, 1981), e atua como
antioxidante intracelular, na prevencdo da peroxidacéo de lipidios das membranas celulares
dos eritrocitos e de outras células contra os danos provocados pelos radicais livres
(STADTMAN, 1980). Nos peixes, grande parte do selénio € absorvida pela membrana
branquial e pelo intestino, depois € estocado nos tecidos, principalmente no figado, sob a

forma inorganica (WATANABE e SATOH, 1997; LOW e SIN, 1998).

O nivel minimo requerido de selénio para dieta dos peixes se encontra entre 0,2 e
0,5 mg/kg (STEFFENS, 1989). O selénio desempenha importante papel nos sistemas
biolégicos, sendo que seu carater toxico depende da concentracdo, absorcao e bioviabilidade

(DIAZ et al., 1996).



Segundo GATLIN e WILSON (1984), a contaminacdo dos ecossistemas aquaticos
por selénio causa efeitos nocivos em peixes tais como reducdo do crescimento e

mortalidade.

Geralmente o selénio & considerado um dos mais toxicos dos elementos minerais
para os peixes, quando em altas concentracbes. A mortalidade induzida pelo selénio varia
com a espécie, temperatura, presenca de parasitos, idade, fonte de contaminacao,

concentracao, tempo de exposicao, forma quimica e outros fatores (SORENSEN, 1991).

A manifestacdo primaria da toxicidade do selénio é a falha no processo de sintese
protéica. Quando em excesso, 0 selénio substitui erroneamente o enxofre, resultando na
formacdo de compostos que impedem a formacdo de ligacdes quimicas importantes. O
resultado disso sdo enzimas e moléculas protéicas distorcidas e disfuncionais, que impedem
processos bioquimicos normais das células. A substituicdo do enxofre pelo selénio prejudica
a formacéao de proteinas tanto em peixes juvenis como em adultos, sendo que muitos 0rgaos
e tecidos internos desenvolvem processos patologicos cronicos, assintomaticos

(LEMLY,2002).

Um dos efeitos do excesso de selénio é a teratogénese. O selénio consumido na dieta
de peixes adultos é depositado nos ovos e metabolizado pela larva apos eclosdo. Uma
variedade de deformidades letais e sub-letais ocorre nos peixes em desenvolvimento,
afetando todos os tecidos. A consequéncia é a reducdo das populacdes, que podem
eventualmente desaparecer, ocorrendo, colapso na exploracdo deste recurso (LEMLY,

2002). Esse efeito teratogénico do selénio foi também observado por &WEE2002),



em embrides dePogonichthys macrolepidotus expostos a diferentes concentracbes de

selenito de sédio, por periodo de 48 horas.

Desequilibrios ambientais quanto a concentracbes de oxigénio dissolvido, pH,
temperatura, solidos dissolvidos, dureza, alcalinidade e condutividade da agua e fatores
fisioldgicos, como estado nutricional dos animais associados a biodisponibilidade de agentes
quimicos em meios aquaticos, podem levar a variacdo da sensibilidade individual e

influenciar na susceptibilidade de substancias toxicas (DAMATO, 2000).

Como a aquicultura depende dos recursos hidricos, sendo que grande parte das
criacOes de peixes realisa em tanqueede, tanques e viveiros, e estes sdo dependentes de
rios e lagos, consequientemente aguas com quantidades toxicas de qualquer agente, inclusive

de selénio, sdo uma ameaca para a aquicultura.

Os testes de toxicidade com organismos aquaticos realizados em laboratorio permite
a avaliacdo dos efeitos de agentes toxicos que podem provocar alteracdes na qualidade da
agua e prejudicar a biota ali existente. Os organismos representativos do ambiente séo
utilizados como organismos teste, sendo submetidos a diferentes concentracdes do agente
toxico, por um determinado periodo de tempo (GHERARDILDSTEIN€t al., 1990). De
acordo com SOARES (1991), os testes de toxicidade servem de base para a politica
adequada de gestdo dos recursos ambientais, constituindo um instrumento fundamental na

preservacao do ambiente.

Para se avaliar as alteracdes provocadas nos peixes pela contaminacdo ambiental sao
freqientemente realizados estudos com sangue e 6rgdos dos animais expostos aos

contaminantes em doses sub-letais.



Véarios autores enfatizam que o conhecimento das anormalidades existentes no
sangue constitui meio auxiliar valioso e seguro na avaliagdo das condicfes biologicas,
bioquimicas e patolégicas nos peixes (KAVAMOEDal., 1983; RANZANIPAIVA e

GODINHO, 1985; RIBEIRO et al 1999).

Segundo OLIVEIRARIBEIRO et al. (2000), estudos de toxicidade utilizando peixes
em condi¢cdes controladas de laboratorio, permitem, através das alteracbes hematoldgicas e
danos nos tecidos, obter informacgGes importantes correspondentes aos efeitos causados na

biota de determinado ecossistema, em ambiente natural.

SORENSEN e BAUER (1984) e SORENSENal. (1984), notaram reducdo do
hematocrito e da taxa de hemoglobina e aumento do nimero de leucdcitos circulantes com
aumento do numero de linfocitos, drgpomis cyanellus exposto a altas concentracfes de

selénio.

DEAKER e MAHER (1997) e PETERS& al. (1999), observaram efeitos sub-letais
em peixes expostos a alta concentracdo de selénio, relatando alteracdes histolégicas como
edemas, degeneracdo do foliculo ovariano e do figado, aberracdes cromossémicas e
complicacbes no miocardio e pericardio. SORENSE&MI. (1983), relataram necroses

hepaticas e glomerulonefrite em Lepomis microlopheigostos ao selénio.

LOW e SIN (1998), observaram inibicdo da atividade de lisoenzima renal e a
proliferacdo de linfocitos enirichogaster trichopterus. MORA et al. (2001) verificaram
que tilapia exposta ao selénio apresenta sinais de estresse e diminuicdo na quantidade de

alimento ingerido.
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FAN et al. (2002), referense a alteracGes histopatoldgicas no figado (agregado de
macrofagos e presenca de linfocitos perivascular) e ovario (atresia folicular e inflamacéo) de

carpas expostas ao selénio, coletadas em locais de escoamento de residuos agricolas.

Como visto, 0s peixes sdo vulneraveis aos agentes quimicos e podem assim exercer
funcdo de bio-indicadores de areas possivelmente contaminadas com selénio de origem

natural ou artificial.

Assim, os estudos das relacbes dos componentes bidticos e abidticos do ecossistema,
sdo importante ferramenta para assegurar a qualidade do meio ambiente, da producéao

aquicola e, principalmente, da saude publica.
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Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi determinar a concentracéo letal médjg @eLselénio
na forma de selenito de sédio ¢gSaQ) para a tilapiaQreochromis niloticus, pelo teste de
toxicidade aguda; analisar os efeitos de concentracdes sub-letais em teste de toxicidade
cronica, através de analises hematologicas e histopatolégicas; comparar os resultados
obtidos no presente estudo com a resolucédo divulgada pela Legislacdo Ambiental vigente
(CONAMA, 1986) quanto aos niveis aceitaveis de selénio para preservagcdo de organismos

aquaticos, destinados ao consumo humanao.
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Capitulo 1

Toxicidade Aguda do Selenito de Sddio para Tilapia, Oreochromis niloticus
(Linnaeus, 1757)

Resumo

O objetivo deste trabalho foi o de determinar a concentracdo letal médi@ (CL
selenito de soédio, pelo teste de toxicidade aguda em til@iegchromis niloticus,
(Linnaeus,1757). O teste foi conduzido no laboratério de Patologia de Organismos
Aquaticos, do Instituto de Pesca, em Sdo PaukP, em ambiente climatizado. 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 selénio correspondente a concentracdo desejada. Os aquarios foram
dispostos em trés réplicas, conduzidas simultaneamente, contendo cinco concentragdes
toxicas de: 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16,0 mBee mais um grupo controle, totalizando 18
aquarios, com 10 individuos, por aquario. O experimento foi conduzido por um periodo de
96 horas e a ocorréncia de mortalidade, registrada a cada 24 horas. O sistema escolhido foi o
semiestatico. Com os dados obtidos, foi possivel determinar a concentracdo letal média

(CLsoser) para selenito de sédio de 4,29 nmitjiepara alevinos de tilapia.
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Abstract

The aim of this assay was to determine the selenium mean lethal concentration
(CLsg), as sodium selenite, by means of an acute toxicity text in til&piegchromis
niloticus. The test was conducted in the laboratory of aquatic organism pathology at the
Instituto de Pesca, S&o Paulo — SP. The trial was conducted in an acclimatized environment.
Animals used were tilapia juveniles with mean weight equal to 0.41 £ 0.12 g, and mean
length equal to 2.46 £ 0.21 cm. Fish were kept in aquaria containing five liters of water and
different selenite concentrations. Three replicates of the aquaria were simultaneously
analyzed, in five different concentrations: 1.0; 2.0; 4.0; 8.0 and 16.0“igSeesides a
control group, in a total of 18 aquaria, with 10 individuals each. The trial was conducted for
96 hours and the occurrence of deaths was recorded every 24 hours.-glasiensystem
was chosen. Based on the results, it was possible to determine mean lethal concentration

(CLso) for sodium selenite as 4.29 m§8k for tilapia juveniles.
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Introducao

A piscicultura tem como objetivo a criagdo de peixes, para o abastecimento destes no
mercado consumidor. Segundo os dados de OSTREN&KA. (2000), a producao
aquicola mundial cresceu entre 1997 e 1998 cerca de 6,2 %. A tiEgachromis
niloticus, € bastante cultivada no Brasil, por apresentar um bom valor econémico

(CASTAGNOLLLI, 2000).

Para o sucesso da aquicultura é necessario ambiente favoravel e neste contexto, a
qualidade da agua assume papel de extrema importancia. Segundo SHFAVBRES
(1995), a introducdo de qualquer substancia na agua acarreta alteracdes na sua qualidade,

nem sempre sao favoraveis ao desenvolvimento e sobrevivéncia dos organismos aquaticos.

A presenca do selénio na agua resulta de efluentes industriais e agricolase(SSWEE
al. 2002). As industrias utilizam o selénio para fabricagcdo de pigmentos para pinturas,
tinturarias, fabricacdo de vidros, células fotoelétricas, componentes de retificadores, semi
condutores, medicamentos e inseticidas (GERMAN, 1992). Como a aquicultura depende de
recursos hidricos, oriundos de lencois freéticos, rios e lagos, a presenca de quantidades

toxica de selénio é uma ameaca.

Nos testes de toxicidade aguda sao utilizadas diferentes concentracbes de dada
substancia, dentro de condicdes-gséabelecidas. O efeito observado ao final de 96 horas
de exposicdo é a imobilidade ou a mortalidade dos organismos. Com os dados de
mortalidade obtidos, determisa a Cko (concentracdo letal média), isto é, a concentracdo

gue causa mortalidade em 50% dos organismos em 96 horas (CETESB, 1999).
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O objetivo do presente trabalho foi determinar a concentracao letal médiasCL
do selénio, na forma de selenito de sédio, pelo teste de toxicidade aguda, em alevinos de

tilapia, Oreochromis niloticus
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos,
do Instituto de Pesca, em Sdo PauiP, em ambiente climatizado (temperatura constante
de 26,0 + 0,79C). Os peixes utilizados foram alevinos de tila@agochromis nilcticus,
provenientes de piscicultura comercial, com peso médio de 0,41 + 0,12 g e comprimento

médio de 2,46 + 0,21 cm (FIGURA 1).

FIGURA 1 - Alevino de tilapia,Oreochromis niloticus, utilizado no
experimento de toxicidade aguda do selenito de sédio

O processo de aclimatacdo iniciou-se com o0 acondicionamento dos peixes em
aquarios de 60 litros, estocados de acordo com as densidades dos testes de toxicidade
(0,8 g peixel/l), pelo periodo de 96 horas. Durante este periodo, os animais ficaram em
observacéo para se determinar possiveis doencgas, presenca de parasitos ou danos fisicos. Em
seguida, foram aclimatados por mais 48 horas em outros aquarios, sob as mesmas condicdes
de laboratério onde seriam conduzidos os testes. A alimentacao foi fornecida em forma de

racdo farelada, com 38% de proteina bruta.
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Durante os testes de toxicidade aguda os alevinos foram acondicionados em aquarios
de cinco litros de agua (10 alevinos/aquario), dotados de aeracdo artificial e revestidos
internamente com sacos plasticos transparentes e permaneceram em jejum (FIGURA 2). O

sistema utilizado foi o sereistatico, onde 1/3 da agua era substituida a cada 24 horas. O

experimento foi conduzido pelo periodo de 96 horas (APHA et al., 1989).

FIGURA 2 - (a) Vista da bateria de aquérios utilizados no teste de toxicidade aguda, (b) sistema
de aeracao utilizado durante o experimento de toxicidade aguda do selenito de
sadio

A substancia teste foi o selenito de sédio,@¢€}), do laboratério Synth®. O
produto em forma de sal foi diluido na propor¢édo de 1,666 g em 500 mL de 4gua MILLI —
Q. Este procedimento resultou em solugdo concentrada do produto quimico, de 1.000,00
mgSé*/L, denominada de solucéo estoque. Esta solucéo foi pipetada e diluida diretamente
nos aquarios, em quantidade suficiente para proporcionar as cinco concentragfes testadas:
1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16,0 mgS& e mais grupo controle. As variaveis fisicas e quimicas da
4gua como temperaturdC), condutividade elétrica (LSEh pH e oxigénio dissolvido

(mg /L), foram monitoradas apds duas horas do inicio do teste e, posteriormente, a cada 24

horas. Ao final de 96 horas foram coletadas amostras de agua dos aquarios e realizadas as
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analises de dureza total, pelo método de titulometria e do teor de amodnia total (mg /L), por

colorimetria.

Nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas foram registradas as mortalidades, sendo os
individuos mortos retirados dos aquarios. Adsn foi determinada pelo método estatistico

Trimmed Spearman Karber (HAMILTON et.all977).

A &gua utilizada nos testes com selenito de sodio foi armazenada em galdes e
encaminhada ao (CENA) Centro de Energia Nuclear na Agricultura, para tratamento de

residuos quimicos.
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Resultados e Discussao

N&o foram observadas alteracbes nas varidisisis e quimicas da agua utilizada no
teste de toxicidade aguda com alevinos de tilapia (TABELA 1) que pudessem interferir no
resultado de Gy obtido, estando todos eles dentro dos niveis considerados ideais para o cultivo
de peixes (BOYD, 1982). Os altos valores de,Nélreferem a amonia total, no entanto, a
amoénia em sua forma toxica se manteve de acordo com os calculos realizados por NOGA
(1995), com meédia de 0,22 mg/L, ficando assim, abaixo dos niveis de toxicidade para peixes
que é entre 0,6 a 2,0 mghlH A variacdo da condutividade elétrica ocorreu proporcionalmente
a cada concentracdo, devido ao selénio ter sido utilizado na forma de sal, elevando assim a
condutividade elétrica da agua onde a concentracao do sal era maior.

TABELA 1 — Média das variaveis fisicas e quimicas da agua do teste de toxicidade aguda

de selenito de s6dio em Oreochromis niloticus

Concentracoes Controle 1,0 4,0 16,0
(mgSé*/L)
Temperatura (°C) 25,99+0,09| 25,97+0,06| 2593+0,17| 2557 +0,14
(AX) 253-26,4 | 254-266 | 244-266 | 253-26,1
Oxigénio dissolvido (mg/L) | 6,33 0,16 6,50 £ 0,22 6,43 £ 0,09 6,58 £ 0,12
(AX) 5,9 - 6,68 6,2—7,4 58-6,8 59-7,1
pH 7,42+0,03 | 7,49+0,02 | 758+0,03 | 7,77+0,10
(AX) 725-756 | 731-766 | 7,46-7,79 | 7,66-7,89
Condutividade(uS/cm) 65,85+2,54 | 68,56+1,19| 79,93 +0,86| 103,57 + 3,52
(AX) 59,3-789 | 59,5-87,0 | 70,1-100,4| 89,9-127,7
Amoénia Total (mg NH4/L) 214+134 | 166+0,61 | 2,18+0,26 | 2,14 +0,20
(AX) 085-198 | 082-224| 188-236| 191-221
Dureza (mg CaCQy/L) 22,21+0,92| 22,87+0,92| 24,17+2,26| 22,21+1,13
(AX) 21,56 — 23,52 21,56 — 23,52| 21,56 — 25,48 21,56 — 23,52

Ax = amplitude de variacao da variavel x
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Os resultados de mortalidade das tilapias expostas a diferentes concentracbes de

selénio, por 96 horas, sdo apresentados na TABELA 2.

TABELA 2 - Mortalidade cumulativa (%) d@reochromis niloticus, em funcdo do tempo, no
teste de toxicidade aguda com selenito de sédio

Mortalidade acumulativa (%)
Tratamentos Tempo (horas)
( mgSé&*/L) 24 48 72 96
Repeticbes A B C|A B C| A B C A B C |Média
controle 10 0 0|10 0O 0O 10 O 0 10 O 0 33
1,0 O 0 O 0O O 0 0 30 10 13,3
2,0 O 0 O 20 O 20 O 20 Q 6,6
4,0 O O 0|10 O 0| 30 20 O 60 40 40 46,6
8,0 O O 0|8 30 0O 9 80 50 90 90 70 83,3
16,0 50 50 70 70 90 90 100 100 100 100 100 10QL00

No grupo controle, ocorreu nas primeiras 24 horas, apenas em uma das réplicas, 10%
de mortalidade e 0% nos demais tempos. Este é o limite maximo de taxa de mortalidade no

grupo controle aceito neste tipo de experimento (APHA et al., 1999).

GAIKWAD (1989), observou aumento dos batimentos branquiaisE&moplus
maculatus, submetidos a teste de toxicidade aguda com selénio. Esse mesmo sinal clinico
foi observado no presente trabalho nas primeiras horas de exposicdo, ocorrendo
principalmente na maior concentracdo (16,0 MyBe em que os animais apresentaram

também hiperatividade, escurecimento da pele (melanose), dispnéia e morte.
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A porcentagem de mortalidade de alevinos aumentou proporcionalmente das
concentracdes do selénio na agua. Na concentracéo de 16 U/mghservou-se 100% de
mortalidade, em 72 horas. Em 8,0 mtjie a mortalidade foi de 83%, em 96 horas. Nas
concentracdes mais baixas 1,0 e 2,0 figSeo indice de mortalidade se manteve
relativamente baixo. Apenas na concentracdo de 4,0 “igSebservou-se 50% de

mortalidade, em 96 horas.

Com os dados obtidos no periodo de 96 horas, foi possivel determinar, o valor da
concentracdo letal média (Glssn) de selenito de sédio que foi de 4,29 nide para
alevinos de tilapia. Este valor encorsedentro da faixa de 1 a 35 m{Be determinada
por NIIMI e LAHAM (1976) e SATOet al. (1983), e ao de 4,8 mgSk encontrado por

KLAVERKAMP et al. (1983), para Perca flavescens

Por outro lado, os valores de 4bsh de selenito de sodio calculados para alevinos
de tilapia do presente trabalho foram menores, ou seja, mais toxicos do que os mencionados
para Pargus major (11,5 mgS&/L) por TAKAYANAGI (2001). O valor superior
encontrado por este ultimo autor pode estar relacionado com a maior dureza da agua em seu
experimento (380 mg CaG@), comparada com a média (22,86 mg CalC)odo presente

trabalho.

CARDWELL et al. (1976) determinaram a GJ-de 2,9 mgSe/L par®imefales
promelares, utilizando diéxido de selénio, cujo valor é inferior aquele determinado no
presente estudo. Os diferentes valores dg €Hcontrados por outros autores (TABELA 3)

podem estar relacionados com as diferentes formas do selénio utilizadas nos respectivos
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estudos, como também, com as diferentes espécies e tamanhos dos animais empregados nos

testes (TAKAYANAGI, 2001).

TABELA 3 — Valores de Chkogesh para diferentes espécies de peixes expostos ao selénio

Referéncia Espécie H.SeQ; | NaSeQ | NaSeQ
TAKAYANAGI (2001) Pargus major (juvenil) 70 mg/L [10.6 mg/L
PALAWSKI et al.(1985) Morone saxatilis (larva) 9.8 mg/L| 1.6 mg/L
US EPA (1987) Morone saxatilis (juvenil) 85.8 mg/Ll
HAMILTON e BUHL (1990)Oncorhynchus kisutch 39.0 mg/Li32.5 mg/L
US EPA (1987) Cyrinodan variegatus (juvenil)| 6.7 mg/L | 8.3 mg/L

Segundo SPRAGUE (1971), a concentracdo sub-letal de determinado composto
quimico pode ser estimada pelo quocientegd/100. Desta maneira, ostese, no
presente trabalho, o valor de 0,0429 nigEecomo sendo o que possivelmente nédo causa
efeitos letais para a tilapi@reochromis niloticus. Esta concentracdo, no entanto, é superior
e, portanto menos téxica que a de 0,01 MigSeecomendada pelo CONAMA (1986) para

criacdo de espécies destinadas a alimentacdo humana.
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Concluséo
O presente trabalho determinou a concentracéo letal médjgot}ldo selenito de
s6dio como sendo de 4,29 m§%e, para alevinos de tilapiadreochromis niloticus,

submetidos a teste de toxicidade aguda.
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Capitulo 2

Alteracbes Hematoldgicas em Tilapia, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1757), Exposta
a Concentragcfes Sulbetais do Selenito de Sédio

Resumo

O objetivo deste ensaio foi estudar possiveis alteracdes no quadro hematologico de
juvenis de tilapiaQreochromis niloticus, expostos a diferentes concentragdes sub-letais de
selenito de sédio (N8eQ) na agua e avaliar se a concentracdo de selénio recomendada
pelo CONAMA (1996) para as aguas destinadas ao cultivo de peixe. O teste foi conduzido
no laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos, do Instituto de Pesca, em Sao Paulo
SP, em ambiente climatizado. Foram utilizados animais com peso médio de 30,6 £ 4,67
comprimento total médio de 12,11 + 0,86 cm. As concentracdes utilizadas foram: 0,40
mgSé*/L; 0,04 mgS&/L e 0,01 mgSE/L e mais um grupo controle, com trés réplicas. O
experimento foi conduzido por 14 dias, com amostragem de dois individuos por tratamento,
nos intervalos de 0, 3, 7, 10 e 14 dias ap0s exposicdo. As amostras de sangue foram
coletadas por puncao caudal e utilizadas para as determinacdes de hematocrito (Ht), taxa de
hemoglobina (Hb), nimero de eritrécitos (Er) e confeccdo de extensdes que, apos a
coloracao pelo Magrunwald-Giemsa, foram utilizadas para a contagem total e diferencial
de leucdcitos (Lc) e contagem total de trombdcitos (Tr). Foram calculados o volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM). Os resultados demonstraram diferenca estatistica

(p<0,05) para VCM, CHCM, HCM e Hb na concentracéo de 0,4 fijS® terceiro dia de
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coleta. O mesmo foi observado em 0,04 mM§Separa CHCM. No décimo dia de coleta
apenas o CHCM na concentracdo de 0,04 fijSdiferiu estatisticamente dos demais. Nas
concentracdes de 0,01 e 0,4 nfjBeocorreu diferenca estatistica para CHCM no décimo
quarto dia de coleta, sendo no mesmo dia observada diferenca estatistica (p<0,05) na
concentracdo de 0,04 md8e para VCM. No terceiro dia de coleta, na concentracdo de
0,01 mgS#&'/L, mostrararmse estatisticamente diferentes nos valores médios do nimero de

linfécitos (p<0,05).
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Abstract

The aim of the this paper were to study possible alterations in the hematological
parameters of juveniles of tilapi@reochromis niloticus, exposed to different sub-lethal
concentrations of sodium selenite (SaQ) in the water, and to evaluate selenite
concentrations recommended by CONAMA (1986) for waters destined to fish breeding. The
trial was conducted in the laboratory of aquatic organism pathology, at the Instituto de
Pesca, in Sdo Pauld&SP The trial was conducted in an acclimatized environment. Animals
used were tilapia juveniles with mean weight equal to 30.66 + 4.67 g, and mean length equal
to 12.11 + 0.86 cm. Selenite concentrations used were: 0.40*ffig$e04 mgS&'/L and
0.01 mgS#&7L, all of them in three replications, besides a control group. The trial lasted 14
days, and sampling consisted of two individuals per treatment in the following intervals: 0,
3, 7, 10 and 14 days after exposure. Blood samples were collected by tail puncture and used
in the determination of hematocrit (Ht), hemoglobin level (Hb), erythrocyte count (Er) and
production of extensions, which were stained by M&aynwald-Giemsa, used in total and
differential leukocyte counts (Lc), and thrombocyte counts (Tr). The following indices were
also calculated: mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH)
and mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC). Statistical results showed
differences for MCV, MCHC, MCH and Hb at 0.4 md8k, on the third day of sample
collection. The same was observed for 0.04 figSeind MCHC. On the tenth day of
analysis, only MCHC at 0.04 mgS4. was statistically different (p<0.05). At 0.01 and 0.4
mgSé7/L, statistical difference was observed in MCHC on the fourteenth day of collection.
On the same day, statistical difference was observed in 0.04*ifig&® MCV. Mean
counts for lymphocytest 0.01 mgSE/L, on the third day of sample collection, were

statistically different (p<0.05).
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Introducao

O selénio é micronutriente essencial para a sobrevivéncia dos animais. Quando em
baixas concentracdes é benéfico para o organismo participando das reacdes metabdlicas, tais
como a sintese da glutationa peroxidase (GUNBY, 1981). Além disso, atua como
antioxidante intracelular, na prevencdo de danos provocados por radicais livres nas
membranas celulares (STADTMAN, 1980). Entretanto, quando em excesso na agua é toxico
e representa ameaca a sobrevivéncia dos peixes, ou causando efeitos teratogénicos,

comprometendo as futuras geracdes (LEMLY, 2002).

Como 0 sangue encordsa em contato com 0rgaos, tecidos e células e reage
sensivelmente a todas as alteracbes que ai ocorrem, ele € de fundamental importancia na
avaliacdo das condicdes bioldgicas, bioquimicas e patoldgicas nos animais (KAVAMOTO
et al., 1983, RANZANIPAIVA e GODINHO, 1985, RIBEIRCet al., 1999, OLIVEIRA

RIBEIRO et al., 2000).

Os efeitos sub-letais em peixes expostos a altas concentracdes de selénio, incluem
reducdo no hematocrito e na taxa de hemoglobina, aumento do numero de linfocitos
circulantes, além de edemas, degeneracdo do foliculo ovariano e do figado, aberracbes
cromossOmicas e complicacdes no miocardio e pericardio (SORENSEN e BAUER, 1984;

DEAKER e MAHER, 1997; LOW e SIN, 1998; PETERS et 4999).

A aquicultura € uma atividade que vem crescendo em NOSSO meio e Sseu Sucesso
depende da qualidade da agua. Um critério importante na avaliacdo da qualidade da agua é a

presenca de selénio e o processo como se acumula dentro dos componentes do habitat
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aquatico, bem como a presenca em diferentes corpos d’aguas como rios, lagos, riachos,

represas e outros (LEMLY, 1999).

O objetivo deste trabalho foi estudar as alteracdes hematoldgicas em tilapia,
Oreochromis niloticus, exposta a diferentes concentracdes de selénio, bem como a comparar
os resultados obtidos na concentracdo recomendada pelo CONAMA (1986), para aguas de

criacao de espécies destinadas a alimentacdo humana.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no laboratorio de Patologia de Organismos Aquaticos
do Instituto de Pesca, em Sdo Paul&P, em um ambiente climatizado (temperatura
constante de 26,0 + 0,7€). Os peixes utilizados foram juvenis de tilajaeochromis
niloticus, provenientes de piscicultura comercial, com peso meédio de 30,66 + 4,67 g e

comprimento médio de 12,11 + 0,86 cm (FIGURA 1).

m"ﬂﬂ!i:}-_-:!:l..ﬁ:l::|.--_'£|Il|||n1||||PH.FH,EHHTI T “I.H

FIGURA 1 - Juvenil de tilapiaQreochromis niloticus, utilizado no teste de
toxicidade crénica com selenito de sédio

O processo de aclimatacao se iniciou com acondicionamento dos peixes em aquarios
de 60 litros, estocados de acordo com as densidades dos testes de toxicidade (0,8 g peixe/L),
pelo periodo de 96 horas. Durante este periodo os animais ficaram em observagéo quanto ao
seu estado de higidez. Em seguida, foram aclimatados por mais 48 horas em outros aquarios,
sob as mesmas condi¢Bes de laboratorio onde seriam conduzidos os testes de toxicidade
cronica. A alimentacéo foi fornecida em forma de racéo extrusada, com 38% proteina bruta,
durante toda a fase de aclimatacdo. ApO0s a segunda aclimatacdo os peixes foram

acondicionados em aquarios de vidro revestidos internamente com saco plastico,
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preenchidos com 40 litros de agua declorada quimicamente e dotados com sistema de

aeracao.

Como substancia teste foi utilizado o selenito de s6dit)(8e laboratério Synth®,
em forma de sal, diluido na proporcédo de 1,666g, em 500 ml de agua MILLI — Q. Este
procedimento resultou em uma solucéo concentrada, de 1,000,080/ /iingS=ominada de
solucdo estoque. Esta solucdo foi pipetada e diluida diretamente nos aquarios para

proporcionar as concentracées testadas.

Os aquarios foram dispostos em trés baterias, contendo trés diferentes concentracdes

sub-letais e mais um grupo controle para cada réplica, totalizando 12 aquarios (FIGURA 2).

FIGURA 2 — Bateria de aquarios utilizados no teste de toxicidade crbnica
do selenito de soédio realizado com tilap@reochromis
niloticus
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Duas concentracbes foram estimadas a partir das fracbes 1/10 e 1/100 da
concentracdo letal média (6lgsr), determinada no teste de toxicidade aguda, e, uma
terceira, divulgada pela resolucdo do CONAMA (1986), como limite aceitavel para a
preservacdo de comunidades aquéticas. As concentracdes testadas foram: &40 mgS

(CLsoos/10); 0,04 mgSE/L (CLsoosn/100) € 0,01 mgSEL (CONAMA, 1986).

No inicio do experimento, coletou-se sangue de seis individuos antes da distribuicédo
de peixes nos aquarios, sendo caracterizados como tempo zero. O experimento foi
conduzido durante 14 dias, na densidade de 16 peixes por aquario, com amostragem de dois
individuos, por tratamento, de cada réplica, totalizando seis individuos por tratamento, nos
intervalos 0, 3, 7, 10 e 14 dias. Nesta fase, os peixes foram alimentados com racao extrusada
logo apods as coletas de sangue, seguido de sifonagem do excedente e de excretas e
substituicdo de 1/3 da agua, por uma solucdo previamente preparada e de mesma

concentracao.

Para as analises hematologicas, os peixes foram retirados dos aquarios, anestesiados
com benzocaina e o0 sangue coletado por puncdo caudal, com auxilio de seringas
descartaveis, previamente heparinizadas. Com as amostras de sangue, foram determinados o
namero de eritrocitos (Er), contados em camara de Neubauer utilizando-se o diluente de
Hayem, hematocrito (Ht), pela técnica de microhematdcrito, segundo GOLDENE&ARB
(1971), taxa de hemoglobina (Hb) pelo método de cianometahemoglobina, segundo
COLLIER (1944) e calculados os indices hematimétricos VCM (volume corpuscular
médio), HCM (hemoglobina corpuscular média) e CHCM (concentragdo de hemoglobina

corpuscular média), segundo WINTROBE (1934).
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Foram confeccionadas laminas de extensdo sangiinea que, apds a coloracdo pelo
método de ROSENFELD (1947), foram utilizadas para a contagem diferencial e total de
leucécitos (Lc) e contagem total de trombacitos (Tr), segundo a metodologia recomendada

por HRUBE e SMITH (1998).

As variaveis fisicas e quimicas da agua como temperatG)a ¢ondutividade
elétrica (uScrl), pH e oxigénio dissolvido (mg/L), foram aferidas apés duas horas do inicio
do teste e, posteriormente, apdés cada coleta. Ao final do experimento foram coletadas
amostras de agua dos aquarios para as analises de dureza total, pelo método de titulometria,

e teor de amonia total (mg NMH), por colorimetria.

A agua utilizada nos testes com selénio foi armazenada e encaminhada ao (CENA)

Centro de Energia Nuclear na Agricultura, para tratamento de residuos quimicos.

Os dados obtidos nas analises hematoldgicas foram submetidos a ANOVA e teste de
Tukey, comparando a diferenca entre as médias dos tratamentos, por tempo e entre as

concentracoes.
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Resultados e Discussao

N&o foram observadas alteracdes nos valores das variaveis fisicas e quimicas da agua
utilizada no teste de toxicidade cronica para alevinos de tilapia, que poderiam interferir nos
resultados obtidos (TABELA 1), permanecendo dentro dos limites aceitaveis para a criacdo
de peixes (BOYD, 1982). Os altos valores de, Sélreferem a amonia total, no entanto, a
amoénia em sua forma toxica se manteve de acordo com os célculos recomendados por NOGA
(1995), com meédia de 0,22 mg/L, ficando assim, abaixo dos niveis de toxicidade para peixes.
Ocorreu variagcdo nos valores da condutividade elétrica nas diferentes concentracdes
empregadas, devido a utilizacdo de tiossulfato de sodio em forma de sal, para a decloragcao

da agua do experimento.

TABELA 1 — Média das variaveis fisicas e quimicas da agua no teste de toxicidade crbnica
de selenito de sodio em Oreochromis niloticus

Concentracoes Controle 0,01 0,04 0,4
(mgSé*/L)
Temperatura (°C) 25,63+1,30 | 2546+1,09| 26,28+0,42 | 26,19+0,35
(AX) 21,9 -26,1 21,7 -26,3 25,6 — 27,3 25,9 - 27,0
Oxigénio dissolvido (mg/L) 6,04 £ 0,70 6,29 £ 0,65 5,93+0,84 6,32 £ 0,63
(AX) 4,86 — 6,73 4,95 - 7,35 3,12-6,75 4,45 - 6,85
pH 7,64 +0,38 7,72+0,32 7,80 £ 0,43 7,74 £0,32
(AX) 7,25 -8,23 7,21 -8,29 7,0-8,35 7,1-8,25
Condutividade(uS/cm) 135,65 + 44,59| 127,11 + 42,02 155,55 + 58,23| 116,52 + 37,23
(AX) 69 - 204 66,1 - 203 59,5 - 253 59,5180
Amoénia Total (mg NH4/L) 13,33+1,56 | 12,37+0,82| 1590+0,86 | 10,17 +1,19
(AX) 11,2 -13,9 11,3-13,3 14,9 — 15,8 9-11,8
Dureza (mg CaCQy/L) 20.25+0,92 | 20.25+0,92 | 20.91+0,92 | 22.21+0,92
(AX) 19,6 -21,56 | 19,6 -21,56| 19,6-21,56 | 21,56 —23,52

Ax = amplitude de variacdo da variavel x
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Os valores médios da taxa de hemoglobina (Hb) redumearem todos os
tratamentos, durante a primeira semana de experimento. Nas duas maiores concentracfes
(0,04 e 0,4 mgSHL), observou-se os menores valores em relacdo as demais. Os valores
meédios da taxa de hemoglobina no ultimo dia de coleta apresentaram diminuicdo para a
concentracéo de 0,4 mg$e e aumento para as outras concentragdes. Os animais do grupo
controle e dos mantidos na concentracdo de 0,01 fiig$eantiveram mais constantes os

valores da taxa de hemoglobina, em relacédo aos outros tratamentos (FIGURA 3 a).

Pela figura 3(b) verifica&e que os valores médios do hematdcrito (Ht), apresentam,
na primeira semana de experimento, reducdo em todos os tratamentos. O hematdcrito dos
peixes do grupo controle mantivera® a maior parte do tempo, acima dos demais
tratamentos. Para os peixes mantidos na concentracdo de 04/mgseevese o valor

meédio de hematdcrito mais baixo de todas as concentracdes.

Os valores médios do numero de eritrocitos (Er), oscilaram entre 190,0 e 230,0 x
10°/uL, tanto para o grupo controle quanto para as demais concentracdes. Essa oscilacéo foi

mais evidente na concentracéo de 0,4 MgSEIGURA 3 c).

Os valores médios de VCM reduzira®m em todas as concentracdes, até o sétimo dia
de experimento. Apés este periodo os animais mantidos na concentracdo 0*ZLmgSe
apresentaram aumento e novamente diminuicdo nos valores médios do VCM. Os mantidos
na concentracdo de 0,04 m§%e apresentaram elevacéo desses valores entre o 1° e 14°
dias de coleta (FIGURA 3 d). Essa oscila¢cdo nos valores médios de VCM séo reflexo das
ocorridas para o numero de eritrécitos e para o hematocrito. O que se verifica € que ocorreu

tanto diminuigcdo no numero de células no sangue, quanto no volume das mesmas.
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Os valores meédios de HCM no grupo controle e nas concentracdes 0,01 e
0,04 mgS&/L apresentaram o mesmo perfil. Na concentracdo mais alta 0,4*'fhgSe

observou-se valores mais discrepantes do que os dos demais tratamentos (FIGURA 3 e).

As médias de CHCM do grupo controle e dos animais mantidos na concentracao de
0,01 mgS#&/L apresentaram pouca variacdo. Nas demais concentracdes esses valores
oscilaram, com tendéncia a aumento, apos o 3° dia de experimento (FIGURA 3 f).
Entretanto, verificou-se pela analise estatistica diferenca (p<0,05) para VCM, CHCM, HCM
e Hb na concentracdo de 0,4 m{jBeno terceiro dia de coleta. O mesmo foi observado em
0,04 mgS#&/L para CHCM. No décimo dia de coleta apenas o CHCM na concentracéo de
0,04 mgS#&/L diferiu estatisticamente (p<0,05) dos demais. Nas concentracées de 0,01 e
0,4 mgS#&'/L ocorreu diferenca estatistica (p<0,05) para CHCM no décimo quarto dia de
coleta, sendo no mesmo dia observada diferenca estatistica (p<0,05) na concentracdo de

0,04 mgS#&'/L para VCM.
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FIGURA 3 - Variacdo dos valores médios dos parametros hematoldgicos de fapia,
niloticus, exposta a varias concentracdes de selenito de sodio, nos diferentes

momentos de coleta

SORENSENEet al. (1984) e LOHENRet al. (2001) observaram erhepomis
cyanellus coletados em rios contaminados por selénio, diminuicdo dos valores de

hematocrito, da taxa de hemoglogina e do nimero de eritrocitos.

Em Ictalurus punctatus exposto a 3 ppm de selénio, foi notado diminuicdo do valor
de Ht e da taxa de hemoglobina (ELldSal,.1937). A reducéo desproporcional dos niveis

de hemoglobina comparada com a da contagem de eritrécitos, indica que o selénio interfere
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na formacdo da hemoglobina, mais do que na eritropoiese (HIL&OHM., 1980;

SORENSEN, 1991). Os valores de hematdcrito variavam inversamente com 0S niveis
hepaticos de selénio. Facil de medir e com relativamente pouca variabilidade, faz do
hematocrito o parametro hematoldgico escolhido na avaliagdo dos efeitos toxicos de selénio

em teledsteos.

SORENSEN e BAUER (1983), encontraram paepomis sp. exposto ao selénio
sintomas de anemia, com reducédo dos valores de VCM e CHCM, associados aos baixos
valores de hematocrito. A referéncia média de VCM para peixes é dé dah peducéo de

23% para peixes contaminados por selénio (SORENSEN, 1991).

A reducdo do CHCM causa diminuicdo da capacidade respiratéria do animal, uma
vez que o selénio ligee a hemoglobina, impedindo o transporte de oxigénio (LEMLY,
2002). O numero de hemoblastos reflete a diminuicdo da formacao de eritrocitos e demora
da substituicdo de células vermelhas do sangue circulante que também contribui para a

reducdo da capacidade respiratoria e aumento do estresse metabdlico.

Quanto ao numero de trombdcitos, veridss pela figura 4, que ocorreu aumento
gradativo dos valores dos peixes em todas as concentracdes de selénio, e do grupo controle.
No décimo dia, notou-se um aumento significativo nos valores da concentracdo de
0,04 mgS#&/L, e queda no final do experimento, onde apenas a concentracdo de 0,40

mgSé*/L apresentou uma tendéncia a aumentar.

Entretanto, pela andlise estatistica, verificou-se que néo ocorreu diferenca para os
valores médios do nimero de trombdcitos totais entre os tratamentos, que comprovasse 0

efeito das concentracdes testadas.
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LEMLY (2002) e SORENSENet al. (1984), também encontraram aumento do
namero de trombécitos em peixes coletados em ambientes contaminados por selénio.
Entretanto, esses autores referem a esta célula como parte dos glébulos brancos, incluindo-
0s na contagem diferencial de leucécitos. Alguns autores mencionam que os trombdcitos
atuam nos mecanismos de defesa de peixes, uma vez que foram encontradas ao redor de
bactérias em meios de cultura ou mesmo aderéncias da bactéria a superficie do trombdcito e
migram para o local da injuria (KOZINSK# al., 1999). Os trombdcitos desempenham nos
peixes um papel importante, ndo sé da coagulagdo como também participam, segundo

alguns autores, do processo de defesa dos organismos (MATUSHIMA e MARIANO, 1996).

Trombdcitos totais

30000,00 -
25000,00 -
—e— controle
«» 20000,00 -
IS —=— 0,01 mg/L
£ 15000,00 -
- —a— 0,04 mg/L
= 10000,00 - 0.4 ma/L.
5000,00 - =—5smy
0,00

0 3 7 10 14

Dias de coleta

FIGURA 4 - Valores médios do numero total de trombdcitos (Tr) em til&piagiloticus,
exposta a varias concentracdes de selenito de sodio, nos diferentes momentos de coleta

Na figura 5 encontraree as células do sangue periféricdd@iloticus. neutrofilos,

mondadcitos, célula imatura, basofilos, linfocitos, trombdcitos, eritrocitos e eosinodfilos.



FIGURA 5 - Células sanglineas observadas em til@piai|oticus. Rosenfeld. 1000 x.
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Os resultados da variagcdo dos valores médios da contagem total e diferencial de
leucécitos sdo apresentados na figura 6. De acordo com a figura 6 a,-gerdigaento do
namero total de leucocitos (leucocitose) devido, principalmente, ao aumento do numero de
linfocitos (linfocitose). Esse aumento € verificado principalmente nas concentracfes de
0,01 mgS&/L e no grupo controle. Observou-se, ainda, aumento progressivo no nimero de

linfocitos até o final das coletas (FIGURA 6 b).

Os neutrofilos apresentaram aumento de seu numero, estabilizando-se no terceiro e
sétimo dia de coleta, e apresentou tendéncia a dimimuirfinal do experimento
(FIGURA 6 c). Os mondcitos apresentaram aumento acentuado em seu namero no terceiro
dia e no décimo dia de coleta, com certa estabilidade até o fim do experimento

(FIGURA 6 d).

Os basdfilos foram encontrados em poucos peixes no decorrer do experimento.
Foram verificados apenas nos individuos mantidos na concentracédo de 0,6¥LmgSe

sétimo dia de coleta (FIGURA 6 e).

Os numeros de células imaturas apresentaram aumento no terceiro dia de
experimento seguindo até o décimo dia, e reduzindo-se bruscamente no ultimo dia de

experimento (FIGURA 6 f).

Eosinodfilos foram encontrados apenas nos tratamentos controle, em apenas trés
individuos um de cada repeticao.

Pela andlise estatistica dos dados, verificou-se diferenca significativa (p<0,05) entre
os valores médios do nimero de linfécitos na concentracdo de 0,01"fngSe terceiro

dia de coleta.
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FIGURA 6 — Valores médios dos numeros absolutos das contagens total e diferencial de
leucdcitos, em sangue periférico de tilapi, niloticus, exposta a varias
concentragdes de selenito de sodio, nos diferentes momentos de coleta

A contagem diferencial dos leucocitos e o célculo dos valores absolutos dos
leucécitos, tal como é realizado em outros animais, é de grande valor para o diagndéstico das

discrasias do sangue em peixes (HINES e YASHOUV, 1970). Essa contagem segundo
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MCKIM et al. (1970), revela alteracbes morfologicas e numéricas das células sangiineas,
que podem estar associadas a varias etiologias, inclusive com as modificacbes do meio

aquatico causado por produtos téxicos.

O aumento do numero de leucécitos nos peixes pode estar relacionado com a
presenca de infeccdo (GOEDE e BARTEN, 1990). A leucocitose é relatada em varias
populacdes de peixes expostos aos metais pesados (GILL e PANT, 1987). Porém,
SORENSEN e BAUER (1983) e SORENSEN. (1984), relataram leucopenia em peixes
submetidos a concentracdes de selénio, que, segundo estes autores, o acumulo do metal no

figado, impedindo a leucopoese.

Como o verificado neste trabalho, ELLIS (1976) também relata aumento do nimero
de linfécitos em resposta a intoxicacdo por selénio, o que pode ser indicativo de uma

resposta celular com ativacdo da defesa a esse metal.

Como observado no presente estudo, outros autores relatam alteragcdées no niumero de
leucécitos em peixes expostos ao selénio. Assim, LEMLY (1993) relata aumento do namero
de linfécitos (linfocitose) e diminuicdo no numero de neutrofilos (neutropenidpeomis
cyanellus. WEEKS et al. (1990) e FAISAL e HUGGETT (1993), por outro lado,
encontraram diminuicdo do numero de neutrofilos em peixes estuarihesssmus
xanthurus, respectivamente. Segundo SORENSEN (1991), a diminuicdo do numero de
neutrofilos possivelmente pode indicar a interrupcdo da capacidade fagocitéria ou a reducao

da resisténcia dos animais as doengas.

LEMLY (2002), observou aumento no numero de linfécitos em peixes coletados em

lagos contaminados por selénio, como resposta generalizada do sistema imune, acionado
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pelo estresse fisiologico e pela debilitacdo do estado de saude. SORENSE{ 984),
notou aumento significativo do nimero de linfécitos kegpomis cyanellus expostos ao

selénio.

Os basdfilos sdo células encontradas raramente no sangue periférico de peixes.
LOHNER et al. (2001), observaram essas ceélulas em peixes coletados em rio contaminado
por selénio, e (GILL e PANT, 1987), encontraram basofilos em peixes expostos a metais

pesados.

SORENSEN e BAUER (1983), notaram reducdo no numero de células imaturas em
Lepomis cyanellus exposto ao selénio, como conseqiéncia do aumento da taxa de
eritropoiese. FINLEY (1995), comenta quepomis sp. exposto ao selénio na concentracao
de 5 pg/L durante 180 dias, foram evidenciados diminuicdo no numero de células imaturas e
LOHNER et al. (2001), observou auséncia de células imaturas em peixes expostos a altas

concentracdes de selénio.
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Conclusbes

Verificou-se, neste experimento que o selénio, na forma de selenito de soédio,
provoca alteracées no sangue de tilapia, produzindo anemia com linfocitose. A concentracéo
de selénio recomendada pelo CONAMA (1986) considerada como segura para aguas de

pisciculturas, entretanto, também provocou alteracbes sangiineas.
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Capitulo 3

AlteragBes Histopatoldgicas em Tilapia Oreochromis niloticuglLinnaeus, 1757),
Exposta a Concentracdes Subetais do Selénio

Resumo

O objetivo deste ensaio foi estudar possiveis altera¢des histopatolégicas em tilapia,
Oreochromis niloticus (Linnaeus,1757), exposta a diferentes concentracbes sub-letais de
selenito de sédio (38 na agua e avaliar a concentracdo de selénio recomendada pelo
CONAMA (1986) para as aguas destinadas ao cultivo de peixe. O teste foi conduzido no
laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos do Instituto de Pesca, em SadSPaulo
em um ambiente climatizado. Foram utilizados juvenis com 30,66 + 4,67 g de peso e 12,11
+ 0,86 cm de comprimento, expostos as concentracdes de 0,40'ing%64 mgSE'/L e
0,01 mgS&/L (CONAMA, 1986), e mais um grupo controle, em trés réplicas. O
experimento foi conduzido por 14 dias, com amostragem de dois individuos por tratamento
nos intervalos de 0, 3, 7, 10 e 14 dias de cada individuo. Foram coletados fragmentos de
branquias, figado e rim, fixados em formol 10%, por 24 horas a temperatura ambiente,
posteriormente transferido para solugdo de alcool 70%, armazenados em frascos e depois
processados para inclusdo em parafina. Cortes gden &e espessura e corados com
hematoxilinaeosina. As alteracbes histopatologicas nas branquias foram edema e
hiperplasia. Os rins apresentaram, degeneracdo vacuolar tubular, glomérulonefrite, nefrose,

nefroesclerose, calcificacdo tubular, edema e hemorragia.
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Abstract

The aim of this trial were to study possible histopathological alterations in tilapia,
Oreochromis niloticus, exposed to different sublethal concentrations of sodium selenite
(S€) in water and to evaluate selenium concentration recommended by CONAMA
(1986) for waters used in fish breeding. The trial was conducted in the laboratory of
aquatic organism pathology, at the Instituto de Pesca, in Sdo Paulo — SP. The trial was
conducted in an acclimatized environment. Animals used were tilapia juveniles with
mean weight equal to 30,66 + 4,67 g, and mean length equal to 12,11 + 0,86 cm, exposed
to selenium concentrations equal to 0.40 m§Se0.04 mgS&/L and 0.01 mgSeé/L
(CONAMA, 1986), in three replications, besides a control group. The trial lasted 14 days,
and sampling consisted of two individuals per treatment in the following intervals: 0, 3,
7, 10 and 14 days. Fragments of branchia, liver and kidneys were collected and fixed and
formaldehyde 10% for 24 hours at room temperature. They were then transferred to
alcohol 70% and placed in jars to be later on included in paraffifqu@ithick sections
were produced and stained using hematoxilin-eosin. Histopathological alterations
observed in branchia were edema and hyperplasia. Kidneys presented vacuolar tubular
degeneration, glomerulonephritis, nephrosis, nephrosclerosis, tubular calcification, edema

and hemorrhage.
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Introducao

As atividades industriais e humanas promovem a introducdo e bioacumulacdo do
selénio nos ecossistemas aquaticos (LEMLY, 1999). A presenca do selénio em altas
concentracdes na agua representa ameaca a sobrevivéncia dos peixes, causando efeitos
teratogénicos e comprometendo as futuras geracdes (LEMLY, 1985).

LOHNER et al. (2001), comentam que o selénio é causador de irregularidades
hematolégicas, como a reducdo do hematdcrito, anormalidades histopatologicas, edema,
necroses, anormalidades no figado, ovarios e branquias causados.

Estudos sub-letais de toxicidade utilizando peixes permitem avaliar seus efeitos
pelos danos nos tecidos (OLIVEIRRABEIRO et al., 2000). SORENSEMt al. (1984),
observou emLepomis cyanellus expostos ao selénio, inchaco das lamelas bréanquiais,
necroses hepaticas e degeneracao dos foliculos ovéarianos. PERIER$999) e DEAKER
e MAHER, (1997), notaram reducdo no hematocrito e na taxa de hemoglobina, edemas,
degeneracao do foliculo ovariano e do figado, aberracbes cromossémicas e complicacées no
miocardio e pericardio em peixes expostos a altas concentracdes de selénio.

SORENSENet al. (1982), relatam necroses renais, glomerulonefrité.ewomis sp.

coletados em lago contaminado por selénio.

O objetivo deste trabalho foi estudar as alteracBes histopatolégicas em tilapia,
Oreochromis niloticus, exposta a diferentes concentragdes de selénio, e comparamdo-as com
a concentracdo recomendada pelo CONAMA (1986), para aguas de criacdo de espécies

destinadas a alimentagdo humana.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no laboratorio de Patologia de Organismos Aquaticos
do Instituto de Pesca em S&o PaufP, em ambiente climatizado (temperatura constante
de 26,0 + 0,79C). Os peixes utilizados foram juvenis de tilagdaeochromis niloticus,
provenientes de piscicultura comercial, com peso meédio de 30,66 + 4,67 g e comprimento
meédio de 12,11 + 0,86 cm. O processo de aclimatacéo se iniciou com o acondicionamento
dos peixes em aquarios de 60 litros, estocados de acordo com as densidades dos testes de
toxicidade (0,8 g peixe/L), pelo periodo de 96 horas. Durante este periodo os animais
ficaram em observacao para se determinar possiveis doencas, presenca de parasitos ou danos
fisicos. Em seguida, foram aclimatados por 48 horas em aquarios, sob as mesmas condicdes
de laboratorio. A alimentacdo foi fornecida em forma de racdo extrusada, com 38% pb,
durante toda a fase de aclimatacdo. Ap0s a segunda aclimatacdo os peixes foram
acondicionados em aquarios de vidro revestidos internamente com saco plastico, preenchidos
com 40 litros de agua declorada e dotados com sistema de aeracéo.

A substancia teste utilizada foi o selenito de s6di"Y$® laboratério Synth®. O
produto em forma de sal foi diluido na proporcdo de 1,666g em 500 mL de agua—MQLLI
Este procedimento resultou em solu¢do concentrada do selenito de sédio, de 1,008/00 mgSe
denominada de solucdo estoque. Esta solucao foi pipetada e diluida diretamente nos aquarios em
quantidade suficiente para proporcionar as concentracoes testadas.

Os aquérios foram dispostos em trés baterias simultaneas, contendo trés diferentes
concentracdes sub-letais e mais um grupo controle para cada réplica, totalizando 12
aquérios. Duas concentracdes foram estimadas a partir das fragcbes 1/10 e 1/100 da
concentracao letal média (6lgsr), determinada no teste de toxicidade aguda e uma

terceira, divulgada pela resolucdo do CONAMA (1986) como limite aceitavel para a
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preservacdo de comunidades aquaticas. As concentracfes testadas foram as seguintes:
0,40 mgS&/L (CLspee/10); 0,04 mgSE/L (Clsoesi/100) e 0.01 mgS&L (CONAMA,
1986).

O experimento foi conduzido durante 14 dias na densidade de 16 peixes por aquario,
com amostragem de dois individuos por tratamento de cada réplica, totalizando seis
individuos por tratamento, nos intervalos 0, 3, 7, 10 e 14 dias. Nesta fase, os peixes foram
alimentados com racdo extrusada apos as coletas, seguidas de sifonagem do excedente e
substituicdo de 1/3 da agua, por uma solucdo previamente preparada e de mesma
concentracao.

Para as andlises histopatolégicas, os peixes foram retirados dos aquarios,
anestesiados com benzocaina e coletados, de cada individuo fragmentos de branquias e rim,
fixados em formol 10%, por 24 horas a temperatura ambiente, transferidos para solucéo de
alcool 70% e armazenados em frascos. Posteriormente os fragmentos foram processados
para a inclusdo em parafina. Os cortes histolégicos realizados forapmddéespessura e
corados pela técnica de hematoxHewsina. As variaveis fisicas e quimicas da agua como
temperatura®C), condutividade elétrica (uS€n pH e oxigénio dissolvido (mg/L), foram
monitoradas ap6s duas horas do inicio do teste, e posteriormente, apds cada coleta. Ao final
do experimento foram coletadas amostras de agua dos aquarios e para as analises de dureza

total, pelo método de titulometria e teor de amonia total (mg/L) por colorimetria.

A 4gua utilizada nos testes com selénio foi armazenada e encaminhada ao (CENA)

Centro de Energia Nuclear na Agricultura, para tratamento de residuos quimicos.
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Resultados e Discussao

N&o foram observadas alteracdes nos parametros fisicos e quimicos da agua utilizada
no teste de toxicidade cronica para alevinos de tilapia que pudessem interferir nos resultados
obtidos (TABELA 1). Os altos valores de Né¢ referem a amonia total, no entanto, a amonia
em sua forma toxica se manteve de acordo com os célculos realizados por NOGA (1995), com
média de 0,22 mg/L, ficando assim, abaixo dos niveis de toxicidade para peixes, entre 0,6 a 2,0
mgNH/L. Ocorreu variagdo da condutividade elétrica nas diferentes concentracdes
empregadas no teste, devido a utilizacdo de tiossulfato de sédio em forma de sal para a

decloracao da agua utilizada no experimento.

TABELA 1 — Média das variaveis fisicas e quimicas da no teste de toxicidade crbnica de

selenito de s6dio em Oreochromis niloticus

Concentracgoes Controle 0,01 0,04 0,4
(mgSé*/L)
Temperatura (°C) 25,63+1,30 | 2546+1,09| 26,28+0,42 | 26,19 0,35
(AX) 21,9-26,1 21,7-26,3 25,6 -27,3 25,9 -27,0
Oxigénio dissolvido (mg/L) 6,04 £ 0,70 6,29 £ 0,65 5,93+0,84 6,32 £ 0,63
(AX) 4,86 — 6,73 4,95 - 7,35 3,12-6,75 4,45 - 6,85
pH 7,64 + 0,38 7,72 +£0,32 7,80 £ 0,43 7,74 +0,32
(AX) 7,25 -8,23 7,21 -8,29 7,0-8,35 7,1-8,25
Condutividade(uS/cm) 135,65 + 44,59| 127,11 + 42,02 155,55 + 58,23| 116,52 + 37,23
(AX) 69 - 204 66,1 - 203 59,5 - 253 59,5-180
Amonia Total (mg NH4/L) 13,33+1,56 | 12,37+0,82 | 15,90+0,86 10,17 +1,19
(AX) 11,2-13,9 11,3-13,3 14,9 - 15,8 9-11,8
Dureza (mg CaCQJ/L) 20.25+0,92 | 20.25+0,92 | 20.91+0,92 | 22.21+0,92
(AX) 19,6 —21,56 | 19,6 -2156| 19,6-2156 | 21,56 — 23,52

Ax = amplitude de variacao da variavel x
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Os exemplares amostrados no inicio do experimento, nomeados de momento zero,
demonstraram estruturas morfologicas normais nas branquias e nos rim.

Nos exemplares da concentracdo controle (FIGURA 1), ndo foram observadas
alteracdes histoldgicas nas branquias e nem no rim, coletados no diferentes tempos.

Nas concentracdes 0,01 e 0,04 ni§Be ndo foram observadas alteracées
histolégicas nas branquias dos peixes, até o final do experimento.

Nos animais mantidos na concentracéo 0,4 fig§Sebservou-se, no décimo dia de
coleta, alteracdes nas branquias, como hiperplasia (FIGURA 2), sendo este quadro mais
grave no décimo quarto dia.

No sétimo dia de coleta, o rim dos animais da concentracdo de 0,04 e 0%¥ImgSe
(FIGURA 3), apresentou nefrose, caracterizada pela degeneracdo vacuolar tubular e
glomerulonefrite, resultante de necrose ou infec¢cdo secundaria.

No décimo dia de coleta os peixes mantidos na concentracdo 0,4 tngSe
apresentaram o rim com atrofia glomerular e glomeruloesclerose (FIGURA 6). No décimo
quarto dia de coleta, ocorreu glomerulonefrite proliferativa, nefrose, nefroesclerose,

calcificacao tubular, edemas e hemorragia (FIGURA 4 e 5).



