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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do cobre, do zinco e da
associacdo entre cobre e zinco (1:1) sobre os pardmetros hematoldgicos de girinos de ra-
touro, Rana catesbeiana, através de testes de toxicidade aguda e crbnica com girinos
expostos a estes metais. Através dos testes de toxicidade aguda, determinou-se a
CLso(9sh) (concentracéo letal média) do cobre, que foi de 2,20 mg/L, do zinco 2,78 mg/L
e do cobre associado ao zinco 1,90 mg/L. A partir dos dados obtidos nos testes de
toxicidade aguda, realizaram-se os testes de toxicidade cronica em trés concentracOes
(CLso, CLs0/10 e CLsp/100) e um grupo controle (0 mg/L). Foram realizadas trés coletas
de sangue dos girinos, através de pungdo do vaso caudal, no momento zero (basal), aos
7 dias e aos 14 dias. A anéalise das células sanguineas foi realizada através dos
pardmetros hematoldgicos: hematdcrito (Ht), taxa de hemoglobina (Hb), nimero de
eritrocitos (Er), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), contagem total de
leucécitos, contagem de trombdcitos, contagem de céluas vermelhas imaturas e
contagem diferencial de leucécitos, classificando-os em linfocitos, mondcitos,
neutrofilos, baséfilos e eosinofilos. Os resultados obtidos nos testes de toxicidade aguda
mostram uma maior sensibilidade dos girinos expostos ao cobre associado ao zinco, em
virtude do valor da CLsg ser de 1,90 mg/L, inferior ao valor da CLs, do cobre, que foi de
2,20 mg/L e do zinco, que foi 2,78 mg/L. A variacdo dos pardmetros hematoldgicos nos
trés testes de toxicidade cronica apresentou comportamento semelhante, sem evidéncias

de um maior efeito toxico sobre os animais expostos ao cobre associado ao zinco.



ABSTRACT

The aim of this paper was evaluate the effects of copper, zinc and copper
associated to zinc (1:1) in hematological parameters of bullfrog tadpoles, Rana
catesbeiana, by tests of acute and chronic toxicity of tadpoles exposed to this metals. In
the acute toxicity tests, the 96h-LC50 (median lethal concentration) of copper was 2,20
mg/L, of zinc 2,78 mg/L and of copper associated to zinc 1,90 mg/L. After the acute
toxicity tests, was realized the chronic toxicity tests with three concentrations (CLs,
CLso/10 and CLso/100) and a control group (0 mg/L). Three collects of tadpole blood
were realized by punching tale vases in the zero moment, on the 7" day and 14" day.
Blood cells analysis was realized through hematological parameters: hematocrit (Ht),
hemoglobin rate (Hb), number of erythrocytes (Er), corpuscular volume medium
(VCM), corpuscular hemoglobin medium (HCM), corpuscular hemoglobin
concentration medium (CHCM), leucocytes total count, trombocites count, immature
red cells count and leucocytes differential count, classing in lymphocytes, monocytes,
neutrofyles, basophiles and eosinofilies. The results obtained in acute toxicity tests
showed a higher sensibility of bullfrog tadpoles exposed to copper associated with zinc,
by the LC50 1,90 mg/L Cu+Zn be lowest to LC50 of copper (2,20 mg/L) e LC50 of
zinc (2,78 mg/L). Hematological parameters variations in the three chronic toxicity tests
showed similar behave, without bigger toxic effect on tadpoles exposed to copper

associated with zinc.



1. INTRODUCAO

1.1. Caracterizacdo da ranicultura

A Rana catesbeiana, de origem norte-americana, pertence a classe Amphibia e a
familia Ranidae. Introduzida no Brasil em 1935, expandiu-se por todo territério, onde
encontrou Otimas condigdes para seu desenvolvimento, apresentando excelentes
qualidades adaptativas ao clima tropical, com desempenho muito superior ao do seu
pais de origem, sendo a Unica espécie criada em cativeiro no Brasil (FONTANELLO et
al., 1988).

A criagdo de ré-touro no Brasil desperta enorme interesse junto a produtores,
investidores e grandes empresas, devido ao seu elevado potencial reprodutivo, a
eficiéncia de sua conversdo alimentar e ao bom retorno financeiro com a venda de sua
carne e outros subprodutos para os mercados interno e externo. Sua carne é bastante
apreciada por possuir excelente sabor, aliada ao fato de apresentar qualidades
nutricionais, tais como a elevada presenga de sais minerais e baixo teor de gordura
(LIMA e AGOSTINHO, 1989).

1.2.. Escolha do material biologico
Os anfibios séo utilizados como bioindicadores de poluicdo ambiental por
exercerem importante papel nos ecossistemas aquaticos, por terem seu ciclo de vida
na agua, quando girinos e na agua e na terra apds sofrerem metamorfose
(GREENHOUSE, 1976; SCHUYTEMA et al., 1991; BUENO-GUIMARAES et al.,
2001; BURGER e SNODGRASS, 2001; FERREIRA, 2002; FERREIRA et al.,
2004).

A manutencdo destes animais em laboratdrio ¢ facilitada pelo seu tamanho,
uma vez que os girinos sao mantidos em aquarios, normalmente na densidade de um

animal



por litro de agua. Além disso, sdo de facil manipulagdo para realizacdo de

anélises laboratoriais.

Em diferentes ambientes, a polui¢do pode causar em anfibios alteracGes na
densidade populacional (FELLERS e DROST, 1993), mutacdes (KRAUTER et al.,
1987; KRAUTER, 1993) e ma formagdes (LOU et al., 1993; BANTLE et al., 1994;
MORGAN et al., 1996), além de alteragdes do material genético, evidenciado pelo
teste do micronucleo, como foi realizado por FERREIRA (2002) e FERREIRA et al.
(2003).

1.3. Toxicidade de metais pesados

Muitas substancias tdxicas afetam a vida aquatica, entre elas 0s metais pesados,
acidos, alcalis e pesticidas. Os metais pesados, como por exemplo, o cobre e 0 zinco,
podem se tornar letais devido a capacidade que possuem de formarem compostos
estdveis que podem permanecer na cadeia alimentar, afetando o0s ecossistemas
aquéticos. Provocam desde uma discreta, porém continua, reducdo nas taxas de
crescimento e reproducdo e um aumento da taxa de mortalidade até a eliminagdo
completa da biota (MAZON et al., 2000).

Segundo MURTY (1988), o processo de assimilagdo dos metais pesados €
influenciado por vérios fatores, tais como a forma quimica do metal na 4gua (soluvel ou
particulado), as condicdes fisicas e quimicas do meio aquético (temperatura, pH,
salinidade, oxigénio dissolvido) e o proprio animal (estagio de desenvolvimento, idade e
tamanho, atividade, periodo do ciclo reprodutivo).

Um critério para protecdo da biota aquatica em relagdo aos niveis de metais é a

estimativa de concentragdes seguras, isto é, concentragdes que permitem a



sobrevivéncia, crescimento e reproducdo dos animais. Essas concentrages sao
calculadas em experimentos com varidveis altamente controladas (MAZON et al.,
2000).

Os produtos a base de cobre e zinco podem ingressar no ecossistema aquatico de
maneira indireta através de sua utilizacdo na agricultura. Podem, também, atingir os
ecossistemas aquaticos por meio da erosdo do solo, pelo vento, deriva no ato da
pulverizagdo dos agrotoxicos, escoamento de agua de chuva e contaminacdo dos lencdis
freaticos.

1.4. Efeitos do cobre

O cobre tem particular relevancia no equilibrio dos sistemas aquéticos e pode
colocar em risco a vida dos organismos que habitam esse meio. Apesar de ser
considerado um elemento-trago fundamental para algumas atividades celulares da
comunidade aquética, o cobre pode tornar-se toxico e, dependendo da sensibilidade do
organismo, pode causar mortalidade ou estresse sub-letal, reduzindo a capacidade dos
organismos aquéticos em competirem efetivamente no seu habitat (MAZON et al.,
2000).

O efeito toxico do sulfato de cobre na comunidade aquética varia enormemente
entre os organismos, dependendo da sensibilidade, estadgio de desenvolvimento, idade,
tamanho, atividade, ciclo reprodutivo e status nutricional do organismo exposto
(PELGROM, 1994). Além disso, em ecossistemas aquaticos, o cobre pode ser
encontrado nas formas particulada, coloidal e soltvel. A toxicidade desse elemento para
organismos aquéticos depende da concentracdo de ions livres de cobre ou de ligagdes
com o0s grupos dos carbonatos, nitratos, sulfatos, cloretos, nitrogénio amoniacal,
hidroxidos e materiais organicos, como por exemplo, os acidos himicos. Na maioria das
vezes, é influenciada pelas caracteristicas fisicas e quimicas da agua (MAZON et al.,
2000).



O sulfato de cobre (CuSO4) é um produto de grande aplicabilidade em sistema
de cultivos de rés e peixes, sendo utilizado para redugéo da abundancia de fitoplancton,
controle de parasitoses e de enfermidades de origem bacteriana (BOYD e TUCKER,
1998). Além disso, muitos criadores tém utilizado o sulfato de cobre para o tratamento
de doencas causadas por fungos, bactérias, platelmintos e nematddeos ectoparasitas, ou,
ainda, como tratamentos profilaticos (CARDEILHAC e WHITAKER, 1988;
FERREIRA et al., 2004).

A contaminagdo por cobre em organismos aquéaticos, leva a complicacdes
respiratorias (ERIKSSON e WEEKS, 1994) e também altera o transporte na membrana
celular e as fungbes mitocondriais (REDDY e BHAGYALAKSHMI, 1994).

LAUREN e McDONALD (1986) relataram que a toxicidade do cobre &
altamente dependente da alcalinidade e do pH do meio. A dureza da agua interfere na
toxicidade das substancias porque a concentragdo de cétions polivalentes reduzem a
biodisponibilidade dos metais toxicos. Em pH baixo os metais tornam-se mais
biodisponiveis.

O CuSO4 é utilizado contra estratificagdo da agua e controle do “bloom algal”,
porém pode apresentar efeitos negativos. Se houver acimulo de matéria orgénica no
sedimento, pode estimular o metabolismo microbiano e provocar a eliminagdo do
oxigénio dissolvido (HANSON e STEFAN, 1984).

Contudo, sabe-se que a concentracédo total de cobre e de outros metais pesados
no ambiente, quer seja na &gua ou no sedimento, ndo é indicacdo dos seus efeitos
bioldgicos potenciais, visto que apenas uma pequena fragdo presente no ambiente
aquatico fica biodisponivel para ser absorvida pela comunidade aquatica (MACKAY e

FRASER, 2000). E bem conhecido o fato de que o sedimento tem um importante papel



na retencdo de nutrientes, o que contribui também para atenuar o impacto das
atividades antropogénicas nos ambientes aquaticos (ARREGHINI et al., 2001).

O cobre em excesso pode alterar ou inibir varios passos do processo reprodutivo
(BILLIARD et al.,, 1981), provocar deformidades vertebrais (BENGTSSON e
LARSSON, 1986), inibir a atividade de enzimas especificas (LORZ e McPHERSON,
1976), aumentar o consumo de oxigénio (O’HARA, 1971) e provocar alteragbes
histoldgicas no figado, no rim e nas branquias (BAKER, 1969). Além disso, produz
hemolise pelo aumento da oxidacdo do grupo sulfidrico da hemoglobina, conduzindo a
um aumento da permeabilidade de células vermelhas do sangue (FRIBERG et al.,
1986). Por outro lado, em caso de déficit de cobre, havera falhas estruturais no colageno
e na elastina, problemas de plasticidade e solidez dos tecidos (BAKER, 1969).

MAZON (1997), em um estudo sobre bioacumulagdo de cobre, constatou que o
fon cobre acumula-se nas branquias, no figado, no rim, no intestino e no estbmago de
curimbatd (Prochilodus scrofa) quando expostos as concentracdes de 0,025 e
0,029 mg/L durante 96 h.

Além das branquias, outra importante via de absor¢do do cobre nos organismos
aquaticos é por meio da ingestdo de alimentos contendo concentracdes elevadas desse
composto (MACKAY e FRASER, 2000).

O actmulo de cobre nos tecidos tem relacéo direta com a concentragdo de cobre
no meio aquatico (MAZON et al., 2000; DIAS, 2003), conforme tem sido observado em
diversas espécies de peixes (YAMAMOTO et al., 1977; PELGROM et al., 1995) e em
girinos de Rana catesbeiana (LOMBARDI et al., 1999; FERREIRA, 2002; FERREIRA
et al., 2004) expostos ao cobre dissolvido na agua. Ja em espécies de peixes, 0 rim e 0

figado sé&o os locais de maior acumulacdo (MAZON et al., 2000).



ZAGATTO (1995) observou acumulo de cobre nas visceras de Tilapia rendalli e
Oreochromis niloticus, coletados na represa de Guarapiranga. VARANKA (2001)
verificaram que o acimulo de cobre no figado de carpas (Cyprino carpio) foi 25 vezes
maior que no do grupo-controle, ap6s 24 horas de exposicao e 37 vezes maior, apos 48
horas.

Adultos de da espécie de peixe Solea senegalensis foram expostos a dose sub-
letal de cobre por sete dias e ap6s isso, mantidos por quatro dias sem exposi¢éo ao cobre
(periodo de depuracdo). Os niveis de cobre nas branquias e no figado aumentaram
durante a exposi¢do sub-letal. Durante o periodo de depuragdo, a concentracdo de cobre
reduziu nas branguias e no figado (ARELLANO et al., 1999), indicando que este metal
é eliminado com certa facilidade dos organismos a ele expostos.

Apesar da tolerancia ao cobre em agua ser relativamente alta, é dependente da

classificacdo das aguas quanto ao seu uso (CONAMA, 2005).

1.5. Efeitos do zinco

A acdo nociva de alguns sais metélicos € nitidamente interna ou intracelular,
porém a dos metais pesados, conhecidos pela sua elevada toxicidade, parece ser
principalmente externa. Metais como o0 zinco e o cobre provocam a coagula¢do do muco
sobre as branquias dos peixes, causando sua asfixia. Esta constitui uma das causas mais
freqlientes de intoxicacdo de peixes em rios de zonas agricolas (BRANCO, 1970). Em
girinos, devido & auséncia de branquias externas, a formagdo de muco sobre a pele do
animal prejudica a oxigenacgdo, jA que em girinos ocorre troca via dérmica, que
representa 30% do total da respiragdo (STORER e USINGER, 1979; LIMA e
AGOSTINHO, 1989).

Segundo AHSANULLAH e YING (1995), o zinco, como 0 cobre, sdo metais

essenciais ao crescimento e desenvolvimento dos organismos. Porém, estes podem ser



extremamente toxicos quando em altas concentragdes no ambiente. O zinco €
um elemento-trago essencial para todos os seres vivos em muitas atividades bioquimicas
celulares (HERKOVITS e HELGUEIRO, 1998), tendo importante papel no
crescimento, desenvolvimento e funcdo de todas as células vivas. Sendo um
micronutriente, atua como co-fator em véarias metaloenzimas e proteinas reguladoras,
incluindo a biossintese e reparo do DNA e RNA (BRZOSKA e MONIUSZKO-
JAKONIUK, 2001). Foi demonstrado que ele exerce papel imunoestimulador, atuando
na atividade dos glébulos brancos produtores de anticorpos e de outras células
fagocitarias e, que o déficit de zinco induz numerosas alteragdes no sistema
imunologico.

A toxicidade do zinco depende também das condicBes fisicas e quimicas do
meio e do organismo a ele exposto. Entretanto, algumas espécies de peixes mostram
reagdes fisiologicas de estresse quando expostos a concentragdes sub-letais de sulfato de
zinco (SPRAGUE, 1968). Além disso, o zinco pode afetar o estabelecimento de
hierarquias dominantes (HENRY e ATCHISON, 1979).

Embora o zinco em elevadas concentragdes possa causar danos aos organismos
aquaticos, deve-se levar em consideracdo que em lagos naturais ha presenca de
sedimento, pois neste compartimento o zinco se associa com a matéria organica nele
depositada, aumentando a formacéo de complexos, ficando menos disponivel na 4gua, o
que reduz a sua agdo tdxica aos organismos (ARREGHINI et al., 2001). Entretanto,
animais que tém o habito de se alimentarem junto ao sedimento estardo mais propensos
a acdo toxica deste metal.

CUVIN-ARALAR (1994) observou que duas linhagens de O. niloticus, quando
expostas a 1,0 mg/L de zinco, nas mesmas condi¢des, por 14 dias, bioacumularam

concentragdes distintas desse metal-traco. Enquanto que a primeira linhagem acumulou



178 ug Zn/g de matéria seca, a segunda acumulou 195,3 ug Zn/g de matéria

seca, mostrando influéncia da linhagem sobre a toxicidade.

1.6. Cobre associado ao zinco

Um fendmeno que ocorre entre o cobre e o zinco é a adsor¢do competitiva, ou
seja, ambos competem pelo mesmo sitio ativo, ocorrendo inibi¢do da absor¢édo de zinco
quando ha presenca de cobre. 1sso ocorre principalmente quando ha grande quantidade
de matéria organica no meio (TOMAZELLI, 2003).

A adsorcéo pode ser definida como o acumulo de um determinado elemento ou
substancia na interface entre a superficie sélida e a superficie adjacente.

Na agricultura, utiliza-se freqlientemente uma pasta flngica a base de cobre
(oxicloreto de cobre, 6xido cuproso ou sulfato de cobre) e zinco (mancozeb, dithane ou
manzate) ambos a 5% (59 do produto comercial/litro de dgua) ou ainda a solugédo de
cobre a 5% acrescida de 50g de &cido boérico e 250g de sulfato de zinco
(POLTRONIERI et al., 2002). Porém, sabe-se que a adi¢do de zinco ao cobre, pode

potencializar o efeito toxico deste ultimo elemento.

1.7.Testes de toxicidade aguda

A toxicidade aguda de um composto quimico € expressa pela quantidade
necessaria deste composto, para provocar a morte de 50% de um lote de animais
expostos, em condigBes padronizadas, em testes de laboratério. E representada pela
sigla DLso (Dose Letal Média), utilizada no caso de ingestdo do agente téxico ou CLsg
(Concentragéo Letal Média), utilizada no caso de exposicao ao agente tdxico. Para

bioensaios de DLsg ou CLsp sdo selecionadas, pelo menos, quatro doses crescentes do



composto quimico de tal maneira que a menor dose ndo provoque mortalidade nos animais do
grupo e a maior dose provoque 100% de mortes (LARINI, 1970).

Os testes de toxicidade aguda proporcionam répidas respostas na estimativa dos
efeitos letais de um agente toxico sobre organismos aquéticos, pois compreendem
anélises experimentais de curta duragdo (entre 24 e 96 h) (LOMBARDI, 2004).

1.8. Testes de toxicidade cronica

Além da toxicidade aguda, os organismos aquaticos podem sofrer efeitos
cronicos quando expostos a baixas concentragdes ou concentragdes sub-letais de agentes

toxicos por longo periodo de tempo.

Testes de toxicidade cronica sdo experimentos de longa duracdo, que visam 0
estudo dos efeitos ndo letais de agentes toxicos. Estes efeitos sdo geralmente avaliados
através de exposic¢des prolongadas dos organismos a concentragdes sub-letais, que sdo

estimadas, principalmente através de testes preliminares (LOMBARDI, 2004).

BASSOI et al. (1990) propuseram uma metodologia que vem sendo bastante
utilizada no estabelecimento das concentragdes ideais para a conducdo dos testes de
toxicidade crbnica. Trata-se de uma estimativa das concentraces de efeito nédo
observado (CENO) obtido a partir das concentragOes letais, determinadas em testes de
toxicidade aguda e calculadas através dos seguintes quocientes: CLso/10 e CLso/100
(LOMBARDI, 2004).

De maneira geral, os efeitos cronicos mais comuns nos organismos aquaticos sao
mudancgas comportamentais como natacdo erratica, diminuigdo da relacdo presa-
predador, alteragdes fisiologicas, crescimento retardado, alteragcBes bioquimicas e
histologicas (BOOCK, 2000), além da incapacidade dos organismos expostos
produzirem proles viaveis (RAND e PETROCELI, 1985).
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1.9. Parametros hematoldgicos

Hematologia € o estudo do sangue ou a soma dos conhecimentos sobre o sangue
e, grande parte das informagdes, consiste em medidas de valores de parametros em
condi¢Oes organicas normais e anormais. A aplicagdo da hematologia em pesquisa
animal é bem aceita e considerada como procedimento de rotina em métodos de
diagnosticos (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

O sangue, um tecido liquido, movel, do tipo conjuntivo, estd em equilibrio com
praticamente todos os outros tecidos, constituindo uma das grandes forgas
homeostaticas do organismo (KALASHNIKOVA, 1976). Distribui calor, transporta
gases respiratorios, nutrientes e produtos de excrecdo, além de atuar na defesa do
organismo (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

O sangue dos anfibios € caracteristico dos vertebrados ndo mamiferos, sendo sua
porcdo figurada composta por eritrocitos, leucdcitos e trombdcitos (DODD e DODD,
1976; NAOUM et al., 1986; DIAS, 1989).

Segundo DIAS (1992), em termos quantitativos, o numero de células do sangue
de Rana catesbeiana apresenta sensiveis variagcGes em funcéo do sexo, espécie, fases da

metamorfose, estado nutricional, atividade sexual, estacdo climética e temperatura.

Os exames normalmente utilizados para as pesquisas hematoldgicas dizem
respeito aos aspectos morfoldgicos, funcionais e proporcionais das células vermelhas
(determinacdo do numero de eritrécitos, da taxa de hemoglobina, do hematdcrito e
calculo dos indices hematimétricos absolutos), dos trombdcitos (nimero absoluto) e dos

glébulos brancos (contagem total e diferencial de leucdécitos).

As células que comumente ocorrem no sangue periférico de anfibios so:
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Eritrocitos

Os eritrdcitos dos anfibios sdo células geralmente elipticas com nucleo central.
Variam muito de tamanho entre as espécies. Nos anuros o citoplasma das células
vermelhas é homogéneo e carrega em seu interior a hemoglobina. As organelas, tais
como lisossomas e mitocéndrias sao raras (TURNER, 1988).

Os eritrocitos maduros sdo as células mais numerosas no sangue. A funcéo
dessas células consiste no transporte do oxigénio e do gas carbénico, desempenhado
pelo seu componente principal, a hemoglobina (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

A funcdo da hemoglobina é transportar o O, e parte do CO, no sangue. Qualquer
deficiéncia no eritrocito e, conseqlientemente na hemoglobina, sera traduzida por uma
falta de O, nos tecidos. E importante destacar que a forma do eritrécito e sua extrema
plasticidade favorecem sua circulagdo nos capilares e, assim, qualquer modificagdo na
forma acarretard perturbacdo circulatoria e favorecerd a sua destruicio (RANZANI-
PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

Em uma dada espécie, a maioria dos eritrocitos possui, normalmente, a mesma
coloracdo e 0 mesmo didmetro. Em estados patoldgicos, no entanto, podem ocorrer
anomalias importantes, com relevante significado diagnostico. Entretanto, grande
namero de eritrdcitos, com citoplasma acinzentado e caracteristicas de células imaturas
(eritroblastos), ocorre normalmente no sangue periférico de peixes e anfibios. Tal fato
deve ser interpretado com certo cuidado, uma vez que nas séries sangiineas existe um
equilibrio, com as formas mais maduras correspondendo as mais numerosas. A quebra
desse equilibrio pelo excesso de formas imaturas sugere a existéncia de uma
perturbacdo na maturagdo destas células ou perdas excessivas, como nas hemorragias,
por exemplo (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).
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Em hematologia s&o utilizados trés indices hematimétricos calculados a partir do
numero de eritrocitos por mm® de sangue, da taxa de hemoglobina e da relag&o glébulo-
plasmético (hematdcrito). S&o eles: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

O Volume Corpuscular Médio (VCM), que expressa 0 volume médio dos
eritrécitos em fentolitro (fL, anteriormente usado p®), é maior em peixes, anfibios,
répteis e aves do que em mamiferos, devido a presenca de nucleo dessas células
daqueles animais (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

O HCM indica o peso médio de hemoglobina por eritrocito, em picograma
(pg/cel). WINTROBE (1934) comparou valores hematoldgicos de varios vertebrados e
observou variaces de Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), sendo que as células
maiores possuiam maior quantidade de hemoglobina. Por outro lado, as variagdes dos
valores de HCM eram inversas as do nimero de eritrécitos/mm? de sangue, mantendo a
concentragdo de Hb no sangue total relativamente constante.

CHCM (Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média), indica o valor
médio da porcentagem em peso da hemoglobina por eritrdcito e varia pouco entre as
espécies.

Esses indices sdo utilizados na caracterizagdo morfologica do sangue dos

animais e das anemias.

Trombdécitos

Em contraste com as plaguetas de mamiferos que sdo fragmentos de células
anucleadas, os trombdcitos de anfibios sdo células completas. Ao microscopio de luz
comum séo células predominantemente elipticas, arredondadas ou fusiformes, com

nucleo fusiforme e hipercorado (PENHA et al., 1996). Quando se encontram na forma
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arredondada séo facilmente confundidos com os linfécitos. Por essa razdo e pela sua
capacidade de adeséo e propriedade de agregacéo que causam sua distribuicdo aleatoria
nas extensdes, a contagem de trombdcitos é bastante complicada. Algumas vezes o
citoplasma é escasso ou pobremente corado com corantes &cido-basico, ndo sendo
possivel sua observagdo. Outras vezes pode ser hialino ou levemente aciddfilo, diferente
do observado em linfocitos. Porém, quando corados com solucdo de azul de toluidina,
seu citoplasma pode ser melhor observado (TURNER, 1988).

Ultraestruturalmente, os trombdcitos apresentam formas variadas, semelhantes
aquelas descritas em microscopia comum. O contorno citoplasmatico é de maneira geral
regular, ocasionalmente possui invaginaces e prolongamentos digitiformes. Raramente
observa-se complexo de Golgi definido mas sim vacuolizagéo, o que o difere dos linfocitos
(RIBEIRO, 1978). A atividade fagocitaria em trombdcitos foi descrita em anfibios (DIAS e
SINHORINI, 1991; PENHA et al., 1996), répteis (PELLIZZON e LUNARDI, 2000), aves
(CHANG e HAMILTON, 1979, GRECCHI et al., 1980; Da MATTA et al., 1998 e 1999) e
peixes (MORROW e PULSFORD, 1980 e SUZUKI, 1986). Um aspecto distinto dos
trombacitos de anfibios é a presenca de granulos uniformes, esféricos e azuréfilos dentro
do citoplasma, que podem assumir distribuicdo bipolar ou difusa (PENHA et al., 1996).

A funcdo e a ocorréncia de trombdcitos ainda permanece controvertida. Os
trombacitos tém sido geralmente considerados como responsaveis pelo processo de
coagulacdo do sangue (GARDNER e YEVICH, 1969; CASILLAS e SMITH, 1977),
desempenhando papel anélogo as plaquetas (PENHA et al., 1996) e apresentam ultra-
estrutura semelhante a das plaquetas dos mamiferos (MORROW e PULSFORD, 1980).

Em anfibios, estas células possivelmente tém papel na fagocitose de corpos

estranhos em salamandra e sapo leopardo (PENHA et al., 1996). Em girinos de Rana
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catesbeiana, os trombdcitos podem ser as maiores células inflamatérias (DIAS e
SENHORINI, 1991).

Em mamiferos, ndo observa-se trombdcito nas reagdes inflamatérias induzidas
por corpos estranhos (PENHA et al., 1996).

Leucocitos

Embora haja extensa literatura especializada sobre a morfologia dos leucdcitos, a
classificacdo dos mesmos ndo é uniforme. Isto pode ser explicado pelo grande nimero
de variedades leucocitarias no sangue periférico e pelos varios graus de ontogénese, 0
que causa, freqiientemente, grandes problemas na comparagdo dos resultados obtidos
para uma mesma espécie (RANZANI-PAIVA, 1995).

Leucécitos imaturos resultam de estimulos externos e internos, segundo
JAKOWSKA (1959). Esses leucdcitos podem variar de tamanho, podendo assemelhar-
se a linfocitos ou pequenos mondcitos e apresentam citoplasma de coloragéo
intensamente basofilica. Os leucdcitos imaturos recebem diferentes denominagdes, entre
elas, hemoblastos (PANDEY e PANDEY, 1977), células blasticas (HINES e
YASHOUV, 1970; BLAXHALL e DAISLEY, 1973), hemoblastos linfoides
(RIBEIRO, 1978; BOOMKER, 1980; BARBER e WESTERMANN, 1981) e células
imaturas (TAVARES-DIAS et al., 2001; RANZANI-PAIVA e ISHIKAWA, 1996;
RANZANI-PAIVA et al., 1998, 1998/1999 e 2000).

Diversos corantes panoticos podem ser utilizados na coloracdo de extensfes
sanguineas de anfibios para identificacdo e/ou contagem diferencial de leucocitos a
exemplo de outros vertebrados. Na literatura internacional o Giemsa ou Giemsa-May-
Griunwald s&o os corantes comumente usados e na literatura nacional, é o corante

preconizado por ROSENFELD (1947). Porém, muitas vezes o corante de rotina
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empregado com sucesso na coloragdo das extensdes de determinada espécie precisa ser
modificado para que se obtenha bons resultados em outras (TAVARES-DIAS e
MORAES, 2004).

Os principais leucocitos encontrados em sangue periférico de Rana catesbeiana sao:

Linfécitos

Sob microscopia comum, os linfécitos sdo células predominantemente
arredondadas, de tamanho variado, com citoplasma basofilico e sem granulagdes visiveis.
O nudcleo possui forma arredondada, cromatina densa, com ou sem indentacéo,
acompanha o formato da célula, apresenta cromatina compactada, mas ndo tem nucléolos
sendo elevada relagdo nucleo/citoplasma (TURNER, 1988). Os linfocitos, em geral,
apresentam projecdes citoplasmaticas, o que facilita diferencia-los dos trombdcitos nas
extensBes sangliineas. Tais projeces também foram descritas em outros estudos de
microscopia comum (WILLIAM e WARNER, 1976) e de microscopia eletronica de
transmissdo (BLAXHAL, 1983; FUJIMAKI e ISODA, 1990).

O citoplasma é fortemente basofilico e pode conter granulos azurdéfilos proximos

ao nucleo. Geralmente sdo observados linfocitos grandes e pequenos (VEIGA et al.,
2000). Linfocitos pequenos sdo constituintes particularmente comuns em sangue e

tecido linféide de anfibios, mas as formas grandes também ocorrem (TURNER, 1988).

Os linfécitos produzem anticorpos e estdo relacionados ao processo de rejeigdo,
participando do processo inflamatorio (FINN e NIELSON, 1971; MacARTHUR et al.,
1984; TURNER, 1988).
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Mondécitos

Os mondcitos sdo células grandes, arredondadas, com citoplasma basofilico
apresentando vacuolizagdo. O nucleo é excéntrico, arredondado ou indentado, com
cromatina compacta (TURNER, 1988).

Sdo consideradas verdadeiras células em transito no sangue periférico
(LORENZI, 1999). Do sangue periférico migram para o foco inflamatdrio e
transformam-se em macréfagos (RANZANI-PAIVA e SOUZA-SILVA, 2004). Sob
condigBes apropriadas, estas células deixam o sistema vascular e completam sua
maturacgdo, tornando-se macrofagos maduros, nos tecidos (MORROW e PULSFORD,
1980; BOOMKER, 1981; FULOP e McMILLAN, 1984 e MATUSHIMA e
MARIANO, 1996).

Segundo alguns autores, mondcitos sédo células parcialmente diferenciadas e
apresentam moderada propriedade fagocitica (THUVANDER et al., 1987 e
DOGGET et al., 1987).

Sumarizando, o critério para definir mondcito e macréfago é a avida fagocitose e
suas localizacBes teciduais. O termo mondcito é preferido aqui, de acordo com a
definicdo de fagdcito mononuclear de van FURTH et al. (1972): macréfago é aplicado

para células teciduais e mondcito, para seus precursores circulantes.

Granulocitos

Em anfibios, pode-se reconhecer 0os mesmos granuldcitos que ocorrem em outros
vertebrados. Os granul6citos apresentam  atividades fagocitérias, estando
intimamente relacionados com o0s mecanismos de defesa do hospedeiro,
particularmente contra bactérias. S&o considerados como granuldcitos células

denominadas de neutrdfilos, eosinéfilos e basofilos.
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Neutrofilos

Os neutrofilos séo células arredondadas, de tamanho semelhante ao dos monaocitos. A
cromatina nuclear é compacta e ndo sdo evidenciados nucléolos. Sdo chamados de
polimorfonucleares, devido a grande variacdo de formas de seu nucleo excéntrico,
que pode apresentar-se em bastonete ou com vérias segmentagdes. O citoplasma dos
neutrofilos dos anfibios apresenta granulos pequenos quando comparados aos dos
outros vertebrados que variam de tamanho, de forma e sub-estruturas, dentro e entre
as espécies (TURNER, 1988).

Os neutréfilos representam a primeira defesa contra os microorganismos, sendo
células fagociticas com importante papel na defesa contra infec¢cbes (THUVANDER

etal., 1987; TURNER, 1988) e possuem um sistema de agentes microbicidas.

Eosinofilos

Estas células tém tamanho variado e nucleo arredondado e excéntrico. O
citoplasma ¢é abundante e rico em granulos grosseiros com coloracdo rosa-alaranjada
(granulos eosinofilicos). Séo células menos frequentes que os neutréfilos. O ndcleo
tende a ser pouco lobulado e apresenta-se basofilico, com cromatina densa (TURNER,
1988; RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

Suas principais fungdes sdo fagocitar e destruir complexos de antigenos com
anticorpos, limitar e circunscrever o processo inflamatério, sendo as ultimas a surgir
durante o processo inflamatério (SUZUKI, 1986).

Basofilos
Os basofilos séo células menores que os neutréfilos, com forma arredondada e
contorno regular. O nucleo acompanha o formato da célula, apresenta cromatina

compactada e ndo tem nucléolos. O citoplasma apresenta granulagdes grosseiras
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basofilicas, que recobrem o ndcleo na maioria das vezes (TURNER, 1988; RANZANI-
PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

Ultraestruturalmente, os basofilos apresentam citoplasma irregular, com grandes
projecOes citoplasmaticas, granulacdes esféricas, discreta formacdo de reticulo
endoplasmatico granular e elevada quantidade de mitocéndrias e ribossomos livres
(RIBEIRO, 1978; LOPEZ-RUIZ et al., 1992). O nlcleo apresenta cromatina pouco
densa e raramente observa-se nucléolo (RIBEIRO, 1978; TAVARES-DIAS e
MORAES, 2004).

Embora exergcam funcdo fagocitica ndo o fazem com a mesma avidez dos
neutrofilos. Nos mamiferos, sdo células derivadas da medula 6ssea e participam de
processos alérgicos e resposta imunoldgica (LORENZI, 1999). Em peixes, RANZANI-
PAIVA e SILVA-SOUZA (2004) sugerem que tal granuldcito é mais frequente em
portadores de parasitoses, enquanto que ROBERTS (1981) relaciona aos processos
alérgicos, por possuirem histamina em seus granulos. Sdo células particularmente

abundantes no sangue periférico de girinos de R. catesbeiana (FERREIRA, 2002)

Outras células

Segundo JAKOWSKA (1959), peixes e anfibios podem, as vezes, conter muitas
células imaturas no sangue periférico, como resultado de certos estimulos externos ou
internos. Estas células imaturas desaparecem gradualmente pela continuidade do
processo de diferenciacdo nos vasos sanguineos. Tal poder de diferenciacdo ndo ocorre
no homem ou em outros mamiferos. Por esta razdo, quando no sangue dos anfibios

existem numerosas células imaturas, deduz-se que haja um falso estado leucémico.
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Figura 1 - Fotomicrografia de extensdo do sangue periférico de girinos de Rana
catesbeiana

A — Er = eritrocito, ErY = eritrocito jovem; B — Lf = linfécito, LfY =
linfocito jovem; C — Nf = neutrofilo; D — Bf = basofilo; E — Ef =
eosinofilo. Coloracdo Rosenfeld. Aumento de 1000X

(Fonte: FERREIRA, 2002)
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram determinar, em girinos de ré-touro, Rana

catesbeiana:

- a CLso (96 n) do cobre, do zinco e da interagdo entre o cobre e o zinco, por
testes de toxicidade aguda;

- as alteragbes hematoldgicas em animais expostos a diferentes concentracoes
sub-letais de cobre, de zinco e da interagéo entre o cobre e 0 zinco em testes

de toxicidade cronica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Locais de realizacéo dos testes e metais utilizados

Os testes de toxicidade aguda (preliminares e definitivos) com sulfato de cobre e
sulfato de cobre adicionado ao sulfato de zinco (1:1) foram conduzidos na sala de
bioensaio do Laboratério de Ecotoxicologia do Departamento de Fitossanidade da
FCAV / UNESP, Campus de Jaboticabal — SP, com girinos procedentes do Ranario
Experimental da FCAV — UNESP Jaboticabal. Os testes de toxicidade aguda com
sulfato de zinco foram realizados no Laboratério de Toxicologia da Unidade
Laboratorial de Referéncia de Patologia de Organismos Agquéticos (ULRPOA) do
Instituto de Pesca, Sdo Paulo — SP, com girinos procedentes do Ranario Ramazon , em
Goiania - GO.

O sulfato de cobre (CuSO,4) e o sulfato de zinco (ZnSQ,), sdo fungicidas
inorganicos, sendo o primeiro pertencente & classe toxicolégica IV e o segundo a classe
toxicoldgica 111 (ANDREI, 1993).

As técnicas para conducdo dos testes seguiram as recomendagdes feitas pela
American Society for Testing and Materials — ASTM (1980) e American Public Health
Association — APHA (1998).

Os testes foram realizados com girinos de ra-touro, Rana catesbeiana no estagio
31 da tabela de GOSNER (1960).

3.2. Toxicidade aguda
Foram realizados testes preliminares para determinagdo das concentragfes a
serem usadas nos testes definitivos.Nos testes definitivos, foram realizados trés testes

isolados com um grupo controle e trés réplicas, conforme descrito a seguir:
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1°teste — sulfato de cobre;

2°teste — sulfato de zinco;

3°teste — sulfato de cobre associado ao sulfato de zinco (50%).

A substéncia quimica utilizada para os testes com cobre foi obtida a partir do
sulfato de cobre e a do zinco a partir do sulfato de zinco. As solucBes para realizacdo
dos testes preliminares e definitivos foram preparadas com base na analise quimica dos
produtos utilizados, levando-se em consideracdo o peso molecular dos metais utilizados,
de maneira a obter-se as concentragdes a serem testadas. As solugGes estoque foram
preparadas sempre no dia de cada intoxicacdo. As concentracOes utilizadas nos testes

definitivos estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Concentragdes de Cu, Zn e Cu + Zn utilizadas nos testes definitivos de

toxicidade aguda com girinos de Rana catesbeiana

Tratamentos Cobre Zinco Cobre + Zinco
Controle 0 mg/L 0 mg/L 0 mg/L

Tl 0,5 mg/L 2,0 mg/L 0,5 mg/L + 0,5 mg/L
T2 1,0 mg/L 3,0 mg/L 1,0 mg/L + 1,0 mg/L
T3 2,0 mg/L 4,0 mg/L 1,5mg/L +1,5 mg/L
T4 3,5 mg/L - 2,0 mg/L + 2,0 mg/L
T5 - - 2,5mg/L + 2,5 mg/L
T6 - - 3,0 mg/L + 3,0 mg/L
T7 - - 3,5mg/L + 3,5 mg/L

T1 =tratamento 1; T2 = tratamento 2; T3 = tratamento 3; T4 = tratamento 4; T5 =
tratamento 5; T6 = tratamento 6; T7 = tratamento 7

3.3. Aclimatacéo dos animais

Para os trés experimentos, cerca de 1.500 girinos (500 por experimento) foram
estocados na densidade de um exemplar para cada litro de 4gua em reservatorios de
250L, dotados de sistema de aeragdo e localizados em sala climatizada, com controle de
temperatura (26+2°C) e fotoperiodo (12:12), como recomendado por MURTY (1988).
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Antes do inicio dos testes, os girinos foram medidos com régua com precisdo de 1 mm e
pesados em balanca digital com precisdo de 0,001g, apresentando comprimento inicial
médio de 5,58 + 0,08cm e peso inicial médio de 3,31 + 0,08g.

Utilizou-se agua de abastecimento urbano, declorada por pernoite. Antes de sua
utilizagdo, a agua era submetida a um teste a fim de verificar-se a presenga de cloro
residual. O periodo de aclimatacdo foi de 96 horas. Diariamente promovia-se a
renovacdo de 50% do volume de &gua do reservatorio a fim de manter a qualidade fisica
e quimica da &gua em condicOes aceitdveis para sobrevivéncia destes animais
(FERREIRA et al., 2003).

A alimentagdo dos girinos durante este periodo foi ragdo farelada com 42% de
proteina bruta, na quantidade de 2% da biomassa do tanque por dia (LIMA e
AGOSTINHO, 1989). Os restos de alimentos e fezes foram removidos diariamente por
sifonagem e o volume de &gua sifonado foi reposto em seguida. A alimentacdo foi

interrompida 24 horas antes do inicio dos testes.

3.4. Conducdo dos testes

Os recipientes-teste utilizados nos experimentos definitivos foram aquérios de
vidro com oito litros de capacidade e com seis litros da solugéo a ser testada. Utilizou-se
seis animais por réplica, totalizando 120 animais, respeitando-se a densidade méxima de
1,0 girino por litro, de acordo com as recomendacgdes da APHA (1998). As condigdes de
temperatura e fotoperiodo de realizagdo do experimento foram semelhantes as da
aclimatac&o (Figura 2).

Os testes tiveram duracdo de 96 horas em sistema estatico, conduzidos em
aquarios de vidro revestidos internamente com sacos plasticos para evitar adsorcao dos

metais as paredes dos aquarios e possivel contaminagdo dos mesmos.
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Os aquarios foram dotados de aeracdo individual e cobertos por filme plastico
transparente para evitar perdas de agua por evaporacdo e conseqliente elevacdo da
concentracdo do metal na &gua (LOMBARDI, 1999).

Durante o periodo de exposi¢do os animais foram mantidos sem alimentacdo. A
avaliacdo da mortalidade foi didria e os individuos mortos foram retirados dos
recipientes sempre no mesmo horario. O critério de mortalidade adotado foi a auséncia

de reacdo a estimulos externos em animais depositados no fundo do aquario ou boiando.

Os parametros fisicos e quimicos da agua (temperatura, pH, condutividade
elétrica e oxigénio dissolvido) foram determinados diariamente durante a realizacdo dos

testes.

Figura 2 — Modelo empregado nos testes de toxicidade aguda com zinco,

na Unidade Laboratorial Referencial de Patologia de
Organismos Aquaticos (ULRPOA) do Instituto de Pesca, S&o
Paulo — SP
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3.5. Toxicidade cronica

3.5.1. Aclimatacéo dos animais

Para os experimentos de toxicidade cronica, a aclimatacdo dos animais foi

realizada da mesma maneira que para os testes de toxicidade aguda.

3.5.2. Local de realizacéo dos testes e metais utilizados

Os testes de toxicidade crbnica com sulfato de cobre e sulfato de cobre
adicionado ao sulfato de zinco (1:1) foram conduzidos na sala de bioensaio do
Laboratério de Ecotoxicologia do Departamento de Fitossanidade da FCAV / UNESP,
Campus de Jaboticabal — SP. Os testes de toxicidade crénica com sulfato de zinco foram
realizados no Laboratério de Toxicologia da Unidade Referencial de Patologia de
Organismos Aquaticos (ULRPOA) do Instituto de Pesca, Sdo Paulo — SP.

3.5.3. Condugéo dos testes

Foram coletados aleatoriamente 192 girinos no tanque de aclimatagdo. Com a
determinacdo da CLso através dos testes de toxicidade aguda, realizou-se os testes de
toxicidade crbnica. Os girinos foram divididos em quatro grupos e transferidos para
aquérios sem a presencga dos elementos (grupo controle = 0 mg/L) e nas concentracdes
correspondentes & CLso/100, CLso/10 e CLso (Figura 3) conforme metodologia descrita por
BASSOI et al. (1990).

Os testes foram efetuados em sistema semi-estatico, com duragéo de 312 horas e
renovagdo das solugdes a cada 96 horas. A densidade inicial utilizada foi de 1 girino/L, com
um total de 12 girinos por aquério com capacidade de 18L cada. Diariamente os parametros

fisicos e quimicos da agua foram aferidos (pH, oxigénio dissolvido,



26

condutividade elétrica e temperatura), da mesma maneira que nos testes de
toxicidade aguda. Durante todo o0 experimento, o comportamento dos animais foi observado
e, a cada 24 horas, 0s girinos que vieram a 6bito foram retirados.

Amostras de sangue de dois girinos de cada aquario foram coletadas no inicio dos
testes, antes da contaminacdo (momento zero), no 7° e no 14° dias, via punc¢do do vaso
caudal (FIGURA 4).

Figura 3 — Teste de toxicidade cronica com zinco realizado na Unidade Laboratorial
Referencial de Patologia de Organismos Aquaticos (ULRPOA), do Instituto de
Pesca, Séo Paulo — SP
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3.6. Avaliacdo Hematologica

3.6.1.Coleta de Sangue

O sangue dos animais expostos aos metais e do grupo controle foi coletado (10 pL)

por puncdo do vaso caudal (Figura 4) com auxilio de micropipeta com ponteiras

heparinizadas (Anexo 1) e utilizado para as determinacdes de:

1.

Hematdocrito (Ht), pelo método de microhematdcrito, segundo GOLDENFARB
etal. (1971);

Taxa de hemoglobina (Hb), efetuada pelo método da cianometahemoglobina
(COLLIER, 1944) (Anexo 2);

Contagem de eritrocitos (Er) ou namero total de células, realizada em camara
de Neubauer, utilizando-se a solugdo de Hayem como diluente (Anexo 3);
Caélculo dos indices hematimétricos absolutos (VCM, HCM e CHCM), segundo
WINTROBE (1934);

Contagem total e diferencial de leucdcitos e total de trombdcitos em extensdes

sanguineas.
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Figura 4 — Coleta de sangue através de puncdo caudal em girinos de Rana

castesbeiana, utilizados nos testes com sulfato de Cu e sulfato de
Zn (Fonte: FERREIRA, 2002)

3.6.2. Contagem Diferencial de Leucécitos

Para a contagem diferencial de leucdcitos (CDL) as extensbes foram coradas pelo
método de ROSENFELD (1947) (May-Grinwald e Giemsa — Anexo 4), mascaradas,
codificadas e examinadas sob microscopia de luz comum, com objetiva de imerséo (100X).

Foram contados 100 glébulos brancos por lamina. As células foram classificadas
em cinco categorias: linfocitos, neutréfilos, basofilos, eosinodfilos e mondcitos,
conforme sua morfologia e visualizagdo ao microscopio, tomando-se por base 0s
critérios adotados por DIAS (1992) e TURNER (1988).
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3.6.3. Contagem Total de Leucdcitos, Trombdcitos e de Células Imaturas

Todas as laminas analisadas para a CDL, foram utilizadas para a contagem total
de leucdcitos, de trombdcitos e de células imaturas. Foram contadas 2000 células por

lamina, classificando-as segundo metodologia proposta por HRUBE e SMITH (1998).

3.7. Tratamento Estatistico
3.7.1. Testes de Toxicidade

Para o célculo da CLsp (g6n) Utilizou-se 0 metodo estatistico "Trimed Spearman-
Karber" (HAMILTON et al., 1977).

Nos testes de toxicidade cronica, a analise estatistica foi efetuada utilizando o
programa SAS, comparando-se 0s resultados obtidos para os animais do grupo-controle
e para 0s animais expostos. As diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando o
teste de Tuckey (ZAR, 1996).

Na comparagéo entre as coletas realizadas no momento zero, aos 7 dias e aos 14
dias, em relagdo ao grupo controle, em concentragdes sub-letais, utilizou-se o teste de
variancia ANOVA com dois fatores, uma vez que os parametros concentragdo do metal
e tempo de exposicdo influenciaram os pardmetros hematoldgicos. Neste caso, a
estatistica paramétrica pOde ser utilizada devido & homogeneidade dos dados.
Posteriormente, utilizou-se o teste de Tuckey para comparagdo de medias. Todos 0s

testes foram realizados considerando nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Toxicidade aguda do sulfato de cobre para girinos de ra-touro
Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos da agua quantificados
no inicio e no final do teste definitivo de toxicidade aguda com girinos de ra-touro

foram, respectivamente, o0s seguintes:

e temperatura: 26 + 2 °C;

e pH:73%0,3;

e condutividade elétrica: 135 + 5 uS/cm;

e oxigénio dissolvido = 7,0 £ 0,6 mg/L;

e dureza=70 % 15 mg CaCOs/L

Os resultados obtidos atendem aos padrfes de exigéncia para condugéo de testes de
toxicidade com anfibios (SCHUYTEMA e NEBEKER, 1999) e as normas de cultivo
desses organismos aquaticos (CULLEY, 1991).

A toxicidade do cobre, bem como de diversas substancias quimicas, esta
diretamente relacionada a dureza da 4&gua (DOUDOROFF e KATZ, 1953; RIEMER e
TOTH, 1970; HELLAWELL, 1988 e DAMATO et al., 1989). Altos teores de carbonato
de célcio, que determinam a dureza da agua, podem afetar a concentragdo de cobre.
Numa agua dura, o cobre se liga ao carbonato de célcio formando compostos,
principalmente quando ha presenca de matéria organica (RIEMER e TOTH, 1970;
HELLAWELL, 1988). Além da dureza, a temperatura, o oxigénio dissolvido e o pH

podem afetar a toxicidade do cobre.



31

4.1.1. Determinacdo da CLs

Existem guatro métodos para o calculo da CLs: Binomial, Moving Average,
Probit e Trimmed Spearman Karber. Segundo LOMBARDI (1999), néo ha diferenca
significativa entre a CLsp quando se usa um destes metodos. Portanto, optou-se pela
utilizacdo do método de Trimmed Spearman Karber, por ser o mais atual, mais
utilizado e o mais preciso dos quatro.

Para os girinos de ré-touro, a CLso (96 ny do sulfato de cobre calculada pelo
método Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977) foi de 2,2 mg /L Cu
(Tabela 2 e Figura 5).

Tabela 2 - Porcentagens médias de mortalidade
cumulativas obtidas no teste definitivo de toxicidade

aguda de cobre com girinos de ré-touro, R. catesbeiana

Tratamento Mortalidade (%)
(mg/L Cu) 96h

0,00 0,00

0,50 16,67

1,00 16,67

2,00 33,33

3,50 100,00

CL 50 (96n) - Testes definitivo

100

50 -

Mortalidade (%)

Figura 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
000 050 1,00 150 200 250 300 350

Tratamento (mg/L) Cu

Figura 5 — mortalidade cumulativa (%) de girinos de ré-touro,Rana catesbeina,

Em 96 horas expostos ao sulfato de cobre
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Os animais introduzidos nos aquérios contendo sulfato de cobre mostraram
discreto aumento na velocidade de natacdo comparado aos do grupo controle, com
posterior retorno ao comportamento inicial. Entre 24-48 horas de exposi¢do ocorreu a
maioria dos Obitos (animais apresentando muco espesso) e se estendeu até o final do
experimento, resultando em uma mortalidade de 100% dos animais nas concentra¢des mais

elevadas.

Apesar de ser considerado um elemento-traco fundamental para algumas
atividades celulares da comunidade aquéatica (MAZON, 2000), o cobre pode tornar-se
toxico. Dependendo da sensibilidade do organismo, este pode causar mortalidade ou
estresse sub-letal, reduzindo a capacidade dos organismos aquaticos em competirem
efetivamente nos seus habitats (MAZON, 2000).

Em excesso, o cobre é um cléssico fator limitante para os organismos aquaticos
(BENNETT et. al., 1995) e seus efeitos podem ser severos, chegando até a degeneragao
de certos tecidos (HUBSCHMAN, 1996). Além disso, ions de cobre podem participar
da oxidacdo de lipideos, estimulando a degradacdo da membrana lipidica (REDDY e
BHAGYALAKSHMI, 1994). No entanto, em pequenas doses, o cobre & um
micronutriente vital, necessario para a sintese de hemoglobina e importante componente
da citocromo oxidase (BENETT et al., 1995).

Os relatos sobre os valores de toxicidade aguda do cobre sdo bastante diferentes
para 0s diversos grupos de animais aquaticos (FERREIRA, 2002), dependendo da
sensibilidade, estagio de desenvolvimento, idade, tamanho, atividade, ciclo reprodutivo, status
nutricional do organismo exposto (PELGROM, 1994), forma quimica do metal na agua,

condigdes fisicas e quimicas do meio aquético e fisiologia do animal (MURTY, 1988).

LOMBARDI et al. (1999) afirmam existir inclusive, divergéncias nas

determinag0es efetuadas para uma mesma espécie, que podem estar relacionadas com as
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fases de desenvolvimento dos organismos aquéticos e/ou com o tamanho corporal e as
condigBes fisicas e quimicas da &gua. Estes fatores podem explicar parcialmente os
valores de ClLso - gen para girinos de Rana catesbeiana obtidos neste experimento
(2,2 mg/L Cu), quando comparados com os dados obtidos por LOMBARDI et al.
(1999), de 2,83 mg/L Cu e por FERREIRA (2002), de 2,4 mg/L Cu.

Em comparagdo com outras espécies de organismos aquaticos pode-se afirmar
que os girinos de Rana catesbeiana sdo tolerantes ao cobre. Para peixes, JOHNSON e
FINLEY (1980) encontraram valores de CLso (96h) para o cobre de 0,14 mg/L para Salmo
gairdneri; 0,84 mg/L para Pimaphales promelas; 0,89 mg/L para Lepomis macrochrirus
e 1,38 mg/L para Carassius auratus. Segundo NAS (1977), o cobre tem efeito tdxico sobre
invertebrados marinhos, mesmo em baixa concentracéo, como por exemplo a concentragdo
de 0,1 mg/L, considerada altamente toxica. Talvez a mais alta sensibilidade a esse produto
seja a apresentada por alguns organismos do fitoplancton, cuja fotossintese pode ser inibida
por concentragbes de 0,006 mg/L, segundo LEWIS (1993), CLAYTON e CLAYTON
(1994) e SENDACZ e KUBO (1999).

Na aquicultura, o sulfato de cobre é amplamente empregado para o controle de
blooms algais e de infestagdes por macrofitas aquaticas, nas concentracdes entre 0,5 e
2,0 mg/L Cu (BOYD e MASSAUT, 1999), calculadas a partir da alcalinidade média
(em mg/L de CaCOg3) da 4gua (TUCKER e BOYD, 1978; SCHLENK et al. 1998). O
fitoplancton em excesso pode resultar em baixas concentraces de oxigénio dissolvido
durante o periodo noturno, alteragdo no off-flavor, em peixes e crustaceos (causados por
toxinas liberadas por algas cianoficeas), na liberacdo de alguns compostos toxicos
(cianotoxinas) para 0s organismos aquaticos e na modificacdo da estrutura, biomasssa,
sucessdo e diversidade da comunidade zooplancténica (ELER, 2000). As plantas

aquaticas, além de diminuirem a transparéncia da coluna d’agua quando em grande
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quantidade, dificultam o manejo dos sistemas de cultivo, interferindo na alimentagéo e
na colheita dos organismos cultivados (BOYD e TUCKER, 1998).

Além disso, muitos criadores de organismos aquéticos tém utilizado o sulfato de
cobre para o tratamento de doengas causadas por fungos, bactérias, platelmintos e
nematodeos ectoparasitas ou como tratamentos profilaticos (CARDEILHAC e
WHITAKER, 1988).

A absorgdo de cobre em peixes é passiva, envolvendo um gradiente de difusdo
do meio externo (aquético) para 0 meio interno (tecido e sangue) e ha quatro principais
rotas de entrada do cobre em organismos aquaticos: branquias, pele, via ingestdo de
alimento e de agua (HEATH, 1991). O transporte do cobre é assegurado por uma
proteina, a ceruloplasmina, que também permite a utilizagdo do ferro.

As branquias sdo consideradas os principais sitios de absor¢do de cobre
dissolvido no meio aquético para peixes, particularmente em animais de agua doce.
Estes 6rgdos, como o principal 6rgdo de respiracdo, possuem extensa superficie em
contato com o meio aquético (5 a 10 vezes a da superficie corporea) e reduzida distancia
de difusdo entre a a4gua e o sangue (3-7 um). Além disso, os animais aquaticos filtram
um volume de agua aproximadamente 20 vezes maior, comparativamente, ao volume
de ar que os animais de respiracdo aérea tem de respirar para obter quantidade
equivalente de oxigénio (HEATH, 1995 e STAGG e SHUTTLEWORTH, 1982).

Nos organismos aquaticos, o cobre induz hiperplasia do epitélio branquial
prejudicando as trocas gasosas e idnicas (BOYD, 1990). Ocorre entdo, efeito combinado
do estresse na osmorregulacdo com a precipitacdo de muco nas branquias, que podem
resultar na interrupcdo do mecanismo de trocas gasosas e do controle osmotico,
causado, principalmente, por necrose nas branguias, levando o individuo a morte por

sufocamento (CUSIMANO et al., 1986). Em truta arco-iris, o cobre atinge diretamente
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as branquias, afetando a osmorregulacdo e causando modificagdes irreversiveis no
epitélio branquial (SOLA et al., 1995). A extensa superficie branquial de algumas
espécies aquéticas favorece a difusdo de cobre do meio para o tecido branquial e
posteriormente para o sangue (MAZON, 1997).

No caso dos girinos, as branquias sdo internas e ndo apresentam uma abertura
(opérculo). A &gua entre pela boca, realiza trocas gasosas nas branquias e sai bela boca.
Um outra via de absor¢do do cobre ocorre através da superficie corporea, que representa
30% da respiracdo (STORER e USINGER, 1979). Pode ocorrer formacéo de excesso de
muco sobre a superficie corpérea em girinos submetidos a estresse ou polui¢do
(PECHMANN et al., 1991), como a do Cu e do Zn, por exemplo, que prejudica as trocas
gasosas e ibnicas, podendo levar os animais a morte (TORRE e LOPEZ-REVOL, 1991).

4.2. Toxicidade cronica de sulfato de cobre para girinos de ra-touro

A partir do valor de CLs, obtido no teste de toxicidade aguda, realizou-se o teste
de toxicidade cronica do cobre com girinos de Rana catesbeiana. As concentracdes
utilizadas foram: CT = 0 mg/L (controle); T1 = 0,022 mg/L (CLso /100); T2 = 0,22
mg/L (CLso/10) e T3 = 2,2 mg/L (CLsy).

Foram feitas observacdes de provaveis alteragdes nos parametros hematoldgicos
do sangue de girinos de Rana catesbeiana, uma vez que produtos quimicos podem
provocar efeitos deletérios sobre as células vermelhas do sangue periférico de
organismos aquaticos (DAS e NANDA, 1986; KRAUTER, 1993).

Os resultados das analises da série vermelha do sangue de rd-touro estdo

apresentados na Tabela 3 e Figuras 6 e 7.
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Tabela 3 — Valores médios (x) e erro padrdo (EPM) dos pardmetros hematolégicos de

girinos de ré-touro, Rana catesbeiana, expostos a diferentes concentragdes

de cobre
Trata Ht Hb Er VC HC CHC

mentos X + EPM X + EPM X + EPM X + EPM X + EPM X + EPM

Zero 23,98°+0,31 8,24+ 0,53 36,25°+ 0,79 | 664,57°+11,92| 22,87°+1,41 | 34,37*+2,03
CT 7 dias 23,95 + 0,33 8,46 0,77 28,00+ 1,58 | 864,90*+56,97 | 30,21°+2,32 | 35,31%+ 3,06
T17 dias 23,68 + 0,42 7,19°+£1,01 28,25+ 0,48 | 839,21% +25,73| 25,44% + 3,47 | 30,36° + 4,23
T2 7 dias 24,08+ 0,34 835°+0,34 | 2575°+0,85 | 937,75°+31.42| 32,46°+1,17 | 34,68%+ 1,31
T3 7 dias 24,18+ 0,27 10,29+ 0,13 | 25,50° £0,65 | 950,47°+32,76| 40.46%+ 1,43 | 42,58° + 0,59
CT 14 dias 24,20* + 0,11 816"+ 0,62 | 2550°+1,55 | 958622 +52,61| 32,11°+2,32 | 33,73%+2,57
T1 14 dias 25,63+ 0,40 7,14+ 1,08 26,50% + 0,65 968,80% + 28,48 27,24*+ 4,70 | 27,87% + 4,31
T2 14 dias 23,83 £ 0,69 8,09+ 0,61 | 26,25°+1,31 917,46° +66,38| 30,85%+ 2,09 | 34,10% + 2,97
T3 14 dias 24,25 + 0,62 12,22*+0,39 | 25,50* + 0,87 956,25 + 53,84| 48,122 + 2,33 | 50,43% + 1,28

Ht = hematocrito (%); Hb = taxa de hemoglobina (g/100 mL); Er = numero de

eritrécitos (104mm®); VCM = volume corpuscular médio (fL); HCM = hemoglobina

corpuscular media (pg/cel); CHCM = concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (%); CT = controle (0 mg/L); T1 = CLso/100; T2 = CLso/10; T3 = CLsg

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si p<0,05)
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Figura 6 — Valores médios de hematdcrito, taxa de hemoglobina e nimero de
eritrocitos de girinos de ra-touro, Rana catesbeiana, expostos a

diferentes concentracdes de cobre
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Figura 7 — Valores médios de VCM (Volume Corpuscular Médio), HCM (Hemoglobina
Corpuscular Médio) e CHCM (Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média) de girinos de rd-touro, Rana catesbeiana, expostos

a diferentes concentragdes de cobre

(CT =0 mg/L; T1= CL50/100; T2 = CL50/10; T3 = CL50)

Pode-se notar pelas figuras 6 e 7 que os valores médios de hematdcrito de
girinos de rés-touro expostos ao sulfato de cobre apresentaram maior valor para o
tratamento T1 (CLso/100), aos 14 dias. Esse aumento, porém ndo foi significativo
(p<0,05). Para a taxa de hemoglobina, 0os maiores valores ocorreram no tratamento T3
(CLsp), também ndo significativamente diferentes dos demais. Para o nimero de
eritrocitos os maiores valores foram os do momento zero, também ndo diferente
significativamente dos demais valores. Para os indices hematimétricos, os valores
mantiveram-se praticamente os mesmos e nao foi verificada diferenca significativa entre
as médias dos diferentes tratamentos.

As alteragBes sangliineas mais freqlentes e importantes conseqlientes da
intoxicacdo por cobre sdo as metahemoglobinemias, anemias hemoliticas e citopenias
(SCHVARTSMAN, 1991). Baixos valores do nimero de eritrcitos, hematdcrito e
hemoglobina indicam anemia e, em inUimeros casos, devem-se &s inibigdes da
eritropoiese por hemorragias em 6rgédos internos causadas por produtos toxicos (RAO et
al., 1990). Alteracdes significativas na quantidade de hemoglobina em tilapias
(Oreochromis mossambicus) expostas a concentragdes sub-letais de cobre foram
observadas por CYRIAC et al. (1989), indicando hemodiluicdo. Os metais provocam
alteracBes na afinidade do sangue por oxigénio, provocando inchaco nas células
vermelhas como resposta a intoxicacdo por metais pesados. Essas alteracBes foram
verificadas no presente trabalho, porém os valores ndo foram significativos.

CYRIAC (1989), demonstrou que o cobre penetra no eritrocito, inibe a glicélise
e denatura a hemoglobina. O aumento da hemoglobina em animais expostos ao cobre
pode ser explicado como um processo onde o corpo produz aumento da quantidade de

hemoglobina para repor a oxidada ou denaturada.
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Entretanto, o cobre é necessario para a atividade de enzimas associadas com o
metabolismo do ferro. Atua juntamente com a ceruloplasmina, uma proteina que
diminui a habilidade do ion ferroso de atuar como catalizador no transporte de oxigénio,
na acdo de enzimas associadas & formacdo de colageno e elastina, na producdo de
melanina e na integridade do sistema nervoso central (HERKOVITS e HELGUERO,
1998).

Além disso, a contaminagdo por cobre em organismos aquaticos pode levar a
complicacBes respiratorias (ERIKSSON e WEEKS, 1994), alterar o transporte na
membrana celular e as fungdes mitocondriais (REDDY e BHAGYALAKSHMI, 1994),
podendo levar os animais a morte.

Na Tabela 4 e Figuras 8 e 9 estdo representados os valores do nimero de células
vermelhas imaturas e de trombdcitos. Nota-se que as células imaturas apresentaram
valores mais elevados em T3 (CLsg) aos 7 dias. BUCKLEY (1976) observou que h&
aumento no numero de células vermelhas imaturas circulantes quando Onchorhynchus
kisutch foi exposto a diferentes poluentes. Isto pode ter sido devido & estimulacdo do
tecido hematopoiético para aumentar o transporte de O, e CO, como resultado do aumento
da atividade metabdlica ou da alteracdo das membranas branquiais causando falha na troca
gasosa. Esse aumento das células vermelhas imaturas coincidiu com o aumento da taxa de
hemoglobina, no mesmo tratamento, como esperado pois essas células contém menos
quantidade deste pigmento (Figura 5).

Quanto aos trombdcitos verificou-se que houve aumento no ndmero dessas
células no tratamento T3 (CLsp), aos 7 dias de exposicao. A funcdo destas células em
sangue de anfibios € ainda pouco conhecida, uma vez que nesses animais ela € uma

célula que talvez participe do processo de defesa dos organismos, como ocorre em

peixes, segundo MATUSHIMA e MARIANO (1996). O aumento de plaguetas em
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mamiferos pode ser verificado em certos processos fisiolégicos com hemorragias
(JANINI e JANINI, 1990), mas no caso dos girinos de ra-touro expostos ao sulfato
de cobre, este fato é dificil de ser explicado pela falta de informagfes a respeito

dessas células.

Tabela 4 - Valores médios (x) e erro padrdo (EPM) dos numeros absolutos de células
vermelhas imaturas (Imat.) e de trombdcitos de girinos de ra-touro, Rana

catesbeiana, expostos a diferentes concentragdes de cobre

Tratamentos Imat. Trombdécitos

x + EPM X + EPM
zero 191,00° £ 7,23 9535,75" + 525,60
CT 7 dias 146,25° + 6,88 7356,25" + 517,04
T17 dias 132,50° + 5,20 6696,25" + 323,57
T2 7 dias 183,50° + 3,80 9256,50° + 404,16
T3 7 dias 260,00% + 33,48 11567,50° + 1695,16
CT 14 dias 128,75° + 9,44 6360,00° + 216,59
T1 14 dias 158,50° + 14,61 6625,75° + 296,19
T2 14 dias 208,50° + 3,80 7967,75° + 357,21
T3 14 dias 171,00° + 9,91 3498,75° + 1062,88

CT = tratamento controle; T1= CL50/100; T2 = CLgy/10; T3 = ClLsg

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
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Na tabela 5 e figura 10 estdo apresentados os valores médios da contagem

diferencial dos leucdcitos de girinos de ré-touro expostos ao sulfato de cobre.

No sangue periférico de rd-touro foram encontrados os leucdcitos: linfdcitos,
monacitos, neutréfilos, baséfilos e eosinédfilos. Os linfdcitos foram a célula branca mais
frequente. FERREIRA et al. (2003), analisando a porcentagem das células brancas no sangue
de girinos de Rana catesbeiana expostos ao oxicloreto de cobre, também observou que os
linfcitos foram as células mais freqlientemente encontrados (94,22%), seguidos pelos basofilos
(2,82%), neutrofilos (2,08%), eosindfilos (0,74%) e mondcitos (0,14%). Os mesmos autores
observaram, apds 312 horas, diminuicdo do nimero de linfécitos e de neutrdfilos, resposta

tipica de inflamac&o aguda, sem, no entanto ocorrer alteragéo na porcentagem de monacitos.

Nota-se, pela figura 10 que leucdcitos ndo variaram muito de valor, sendo que o
unico valor significativo foi a média dos neutr6filos no tratamento T3 (CLsp), tanto em
7, como em 14 dias, que apresentou aumento de nimero, indicando neutrofilia. Nos
tratamentos T1 (CLso/100) e T2 (CLso/10) observou-se leucopenia por neutropenia. Os
valores de linfécitos foram maiores em T2, embora bastante proximos aos demais
tratamentos. Observou-se eosinofilia no T1 aos 14 dias e no T2 aos 7 dias, indicando,
provavelmente, uma reacdo alérgica destes animais ao sulfato de cobre, conforme descrito
por JANNINI e JANNINI (1978). Em parte, essas alteracdes podem ser explicadas por
modificacBes no tecido hematopoiético alterando o processo de formacéo dessas celulas.

AlteracOes na quantidade de globulos brancos em animais expostos ao sulfato de
cobre também foram encontradas por SCHVARTSMAN (1991).

O cobre é considerado imunosupressor e parece agir através da resposta geral ao
estresse possivelmente atraves da producdo de cortisol (SCHLENK et al., 1999).
PULSFORD et al. (1995) demonstraram que o cortisol € imunosupressivo em Limanda

limanda limitando a fungéo dos macrofagos e dos linfécitos.
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Tabela 5 - Valores médios (x) e erro padrdo (EPM) dos nimeros absolutos de leucdcitos

de girinos de

ra-touro,

concentragdes de cobre

Rana catesbeiana,

exposto a diferentes

Trata- Lc Lf Mn Nt Bs Es

mentos | x + EPM X + EPM X + EPM X + EPM X + EPM X + EPM

Zero 13671,00° +|10145,19° +[160,00°  +[817,00° +|1816,00° +[598,00° *
515,40 421,00 14,00 37,00 84,00 95,00

CT 7 dias |10821,00*°  |8246,00° +[166,00°  +[708,00°  +[1760,00° +[251,00° +
+2406,01 457,00 30,00 116,00 194,00 53,00

T17dias |9408,00° +|7658,25" +|158,00°  +|560,00°  +[1572,00° +[284,00° *
1547,19 307,00 37,00 80,00 297,00 78,00

T2 7 dias | 14150,00*  |10567,00* +[213,00°  +|781,00°  +[1954,00° +|636,00° +
+2200,54 229,00 43,00 96,00 214,00 141,00

T3 7 dias |10213,00*  |7857,75" +[176,00°  +|1538,00° +[1900,00° #+[44500° +
+2388,15 435,00 29,00 223,00 254,00 24,00

CT  14/8699,00° +|694575° +|146,00°  +|581,00°  +[1263,00° +|352,00° +

dias 1869,74 590,00 38,00 56,00 212,00 60,00

T1  14/12064,00° |9076,00° +|157,00°  +|692,00°  +[1574,00° #|565,00° +

dias +1860,30 721,00 45,00 68,00 217,00 29,00

T2  14/14361,00° |1076525* +|252,00°  +|823,00°  +[205500*° +(466,00° +

dias +2261,59 275,00 37,00 24,00 326,00 122,00

T3  14|10649,00* |6886,00° +[10500°  +[1784,00° +[136500° +[354,00° +

dias +2061,34 497,07 6,24 276,00 120,60 83,83

Lc = leucdcitos totais/mm? Lf = linfécitoss/mm*; Mn = mondcitos/mm®; Nt =

neutréfilos/mm;

Bs = baséfilos/mm?® ; Es = eosin6filos/ mm?®

CT = tratamento controle; T1= CLs5¢/100; T2 = CLs50/10; T3 = CLgg

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
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4.3. Toxicidade aguda de sulfato de zinco para girinos de ra-touro

4.3.1. Testes definitivos

Com relagcdo aos valores dos pardmetros fisicos e quimicos da &gua

quantificados no inicio e no final do teste definitivo de toxicidade aguda com girinos

de ra-touro, os valores médios foram, respectivamente, os seguintes:

temperatura: 25 + 0,5 °C;

pH:7,5+0,3;

condutividade elétrica: 130 £ 5 uS/cm;

oxigénio dissolvido = 7,5+ 0,2 mg/L;

dureza = 60 = 18 mg Ca COs/L.

Os resultados dos testes definitivos de toxicidade aguda de zinco para girinos de

ra-touro estdo apresentados na Tabela 6 e na Figura 11.

Tabela 6 — Porcentagens médias de mortalidade cumulativa obtidas no teste definitivo

de toxicidade aguda de Zn com girinos de ré-touro, R. catesbeiana

Tratamento Mortalidade (%)
(mg/L) 06h

0,00 0,00

2,00 41,67

3,00 50,00

4,00 75,00
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Figura 11 — Mortalidade cumulativa (%) de girinos de ra-touro, Rana

catesbeiana, em 96 horas expostos ao sulfato de zinco

4.3.2. Determinacédo da CLsg

Os parametros fisicos e quimicos da agua atendem aos padrbes de exigéncia para
conducdo de testes de toxicidade com anfibios (SCHUYTEMA e NEBEKER, 1999)
e as normas de cultivo desses organismos aquéaticos (CULLEY, 1991).

Para os girinos de ra-touro, os valores a CLsy(s noras) Calculada pelo método
Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977) foi de 2,78 mg/L de zinco.

Os animais expostos as diferentes concentragfes de zinco ndo apresentaram
alterages comportamentais.

Milhares de animais aquaticos sdo mortos, periodicamente, em nossos rios, por

causa da aplicagdo de substancias que contém zinco, no combate a fungos que
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constituem pragas da lavoura. Essas substancias séo, depois, arrastadas pelas chuvas,
para os rios, onde em concentra¢fes da ordem de 0,5 mg/L ja podem provocar grandes
mortandades. Um organismo aquético que ndo € muito sensivel & acdo toxica da
substancia absorve-a do meio, acumulando-a em suas células ou tecidos. Outros
organismos aquaticos, alimentando-se dos primeiros, acumulam ainda maiores
quantidades de toxicos e assim por diante. H4, dessa forma, uma potencializacdo
progressiva ou efeito cumulativo do toxico ao longo da cadeia trofica, de tal forma que
os ultimos elementos dessa cadeia, ao se alimentarem dos seus inferiores, recebem uma
carga altamente concentrada da substdncia nociva, podendo perecer ou apresentar
sintomas de doencas graves (BRANCO e ROCHA, 1987).

O zinco é um dos principais toxicos presentes em agua de rios (COLE, 1972;
BRANCO, 1974a), sendo o mais freqliente e mais persistente na cadeia trofica, uma vez
que a biodepuracdo ndo é eficiente ap6s bioconcentracdo (SOLBE, 1973).

As referéncias bibliogréficas a respeito do efeito toxico do zinco séo totalmente
contraditorias. RUSHTON (1922) afirma que 1000 ppm de sulfato de zinco ndo
produzem nenhum efeito sobre trutas em um periodo de 24 horas e depois afirma que
carpas jovens podem morrer em um dia de exposicdo a 1 ppm de cloreto de zinco
(RUSHTON, 1949). AFFLECK (1952) cita o caso de intoxicagdo por este metal,
atingindo 54% de 628 trutas jovens, com uma concentragdo de 0,01 ppm de zinco,
JONES (1939) e OSHIMA (1931) afirmam que sulfato e cloreto de zinco, em
concentragdes de 0,3 a 0,7 ppm séo decididamente toxicos a organismos aquaticos, que
podem morrer em apenas 12 horas de contato com a substancia. ELLIS (1937) observou
que peixes vermelhos ndo sofrem aparentemente nenhum efeito quando em presenca de
100 ppm de sulfato de zinco, em aguas duras, enquanto que 1000 ppm constitui uma
dose rapidamente fatal. JA KLEEREKOPER (1946), estudando um caso de mortandade
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de peixes causada pelo zinco, em um tanque de criagdo, acredita que a reagédo entre o
CO, da 4gua e o zinco dos canos galvanizados, dé origem a bicarbonato de zinco que ¢é
toxico em concentragOes de 5 a 10 ppm. FINN (1940) refere-se a uma mortandade de
peixes causada por 1 ppm de zinco enquanto que GOODMAN (1951) estudando os
truta arco-iris afirma que aqueles podem resistir a concentragdes de 8 a 11 ppm de zinco
e acredita que a diversidade de dados se deva a um aumento adaptativo, a resisténcia
dos peixes, etc. BRANCO (1960) acredita na possibilidade de algum outro fator
existente na &gua, com acgdo sinergica (aumentando a toxidez do elemento ou a
sensibilidade do peixe a baixas concentracfes) ou antagdnica (baixando a toxidez do
metal ou elevando o limiar de sensibilidade do peixe), uma vez que resultados
discrepantes nem sempre podem ser explicados por diferencas dos compostos utilizados
ou das espécies de organismos aquaticos consideradas, como pretende LEGER (1912).

Além da existéncia de diferenca de intensidade de agdo toxica do zinco quando
combinado a diferentes metais e da resisténcia especifica dos organismos aquéticos, o
fato das intoxicacbes por zinco se darem sempre simultaneamente com o
emulsionamento de ar na 4gua, leva a hip6tese de maior desprendimento de zinco, nos
canos. Isto pode ocorrer por efeito das variagdes bruscas de pressdo ou por interferéncia
direta da oxigenacdo da dgua neste processo. A ocorréncia de ar emulsionado aumenta a
probabilidade de coagulagdo da mucilagem nas branquias e na superficie do corpo,
tornando assim, mais eficiente a acdo do metal na asfixia dos organismos (BRANCO,
1960). Isto vai de encontro a teoria de que o oxigénio geralmente aumenta a resisténcia dos
organismos a agdo de substancias toxicas, defendida por WESTFALL (1945) e por
TARZEWLL (1958).

Um dos problemas na determinacdo da CLsy de metais, como o zinco, para uma

populacgéo de organismos aquaticos € que a concentragdo letal varia dependendo da
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dureza da agua (HOWARTH e SPRAGUE, 1978; CHAKOUMAKOS et al., 1979;
CALAMARI et al., 1980; BRADLEY e SPRAGUE, 1985, PAULAUSKIS e WINNER,
1988; KALLANAGOUDAR e PATIL, 1997; BARATA et al., 1998; ALSOP e WOOD,
1999), do pH (CUSIMANO et al., 1986), da matéria organica dissolvida (CLEVEN e
VAN LEEUWEN, 1986; EPA, 1991; MACFIE et al., 1994; KIM et al., 1999; MA et al.,
1999), das espécies utilizadas (CRUMP, 1992; FELLERS, 1993; EISLER, 1998), do
estatus social (SLOMAN et al., 2003) e da idade dos animais (DAVIES et al., 1976;
EISLER, 1998).

Embora um grande nimero de autores tenha demonstrado o efeito do pH na
toxicidade do zinco, suas conclusfes também sdo muitas vezes contraditorias. Alguns
autores observaram aumento na toxicidade do zinco com aumento do pH (CUSIMANO
et al.,, 1986; EVERALL et al., 1989; SCHUBAUER-BERIGAN et al., 1993;
HEIJERICK et al., 2002). Uma relacdo inversa entre pH e toxicidade do zinco foi
observada por BELANGER e CHERRY (1990).

4.3.3. Toxicidade cronica de sulfato de zinco para girinos de ra-touro

A partir do valor de CLs obtido no teste de toxicidade aguda, realizou-se o teste
de toxicidade crénica do zinco com girinos de Rana catesbeiana. Os valores utilizados
nos quatro tratamentos foram: 0 mg /L (controle); 0,0278 mg/L (CLso /100); 0,278 mg/L
(CLso/10) € 2,78 mg/L (CLso).

Nas tabela 7 e figuras 12 e 13 estdo representados os valores médios do
eritrograma de girinos de ré-touro expostos ao sulfato de zinco. Os valores de
hematdcrito, hemoglobina e eritrécitos ndo diferiram estatisticamente entre as coletas
(p<0,05). O mesmo ocorreu com os valores de VCM, HCM e CHCM. Entretanto, nota-

se que as medias dos valores de taxa de hemoglobina e do nimero de eritrdcitos foram
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ligeiramente inferiores nos tratamentos T2 (CLso/10) e T3 (CLsp), aos 14 dias e a dos
valores de HCM no tratamento T1 (CLso/100) aos 7 dias, foi superior aos demais.

ConcentragOes subletais de zinco, bem como de outros produtos téxicos no
ambiente aquatico podem nao resultar em mortalidade imediata dos animais, mas tem
efeitos sobre estes e resultam em indmeras disfungdes fisiologicas (OMOREGIE et al.,
1994). A exposigéo de organismos a baixas concentraces de um determinado produto por
um longo periodo de tempo pode resultar em um efeito semelhante quando ha exposicao a
concentragdes elevadas por um curto periodo de tempo (HELLAWELL, 1988).

O zinco tem papel principal na estabilidade de membranas bioldgicas por
competicdo com metais redox ativos como o cobre e ferro (HERKOVITZ e
HELGUERO, 1998), podendo interferir desta maneira na sintese de hemoglobina, o que

parece ndo ter ocorrido no presente trabalho.

Tabela 7 - Valores médios (x) e erro padrdo (EPM) dos pardmetros hematolégicos de

girinos de ré-touro, Rana catesbeiana, exposto a diferentes concentragdes

de zinco
Trata- Ht Hb Er VCM HCM CHCM
mentos X + EPM X + EPM X + EPM X + EPM X + EPM X + EPM
zero 22,42% +0,94 759% +0,57 [39,0° +3,12 | 630,39* +67,7d 22,14% +3,96 | 34,54* +3,03
CT7diasl 51712 1006| 7,042 017 |26,0° 339 |891,44® +16347] 2845 +350 | 3318% +270
T17 dias

T2 7 dias
T3 7 dias

24,14% +151 7,058 £0,27 |[29,0° +3,85 |884,56% + 1451 2529% +256 | 29,59% +2,32

CTl4diag 51897 +397 | 532° +0,63 [30,8% +2,63 |72814° +15452 17.29% +1.27 | 2599° +4.10

Tilddiag 54967 4291 | 673* +096 |415° +7,29 | 603,6° +37.49| 16,55 +0,67 | 2758° +1.12
T2 14 dias

T314diay o649% +195| 6.41° +047 |40.0* +381 | 674.40° +62.20 16.24° +1.26 | 24.30% +1.40

22,11% +2.80 7,67% £057 |[255% £7,29 |1235,72% +4956| 46,91% +20,21| 36,98 +6,36

20,86% +1,21 565 +0,32 [335% +0,96 | 624,68% +41,65| 16,94% +1,16 | 27,24* +1,40

21,86 +3,01 347% 0,24 |27.3% £557 [901,92* +231,15| 14,28% +2,58 | 17,75% + 4,60

Ht = hematdcrito (%); Hb
eritrécitos (104mmd); VCM
corpuscular média (pg/cel); CHCM = concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(%); CT = tratamento controle; T1= CL5¢/100; T2 = CLs(/10; T3 = CLsp

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si p<0,05)

taxa de hemoglobina (g/100 mL); Er = namero de

volume corpuscular médio (fL); HCM = hemoglobina
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Figura 12 - Valores médios de hematdcrito, hemoglobina e eritrocitos de girinos
de ré-touro, Rana catesbeiana, expostos a diferentes
concentragdes de zinco
CT = tratamento controle; T1= CLs¢/100; T2 = CLs¢/10; T3 =
CLso
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Na Tabela 8 e Figuras 14 e 15 estdo representados os valores médios do nimero de células
vermelhas imaturas e dos trombocitos. Os valores médios de células imaturas mostraram-se
inferiores no tratamento T1 (CLsy/100) aos 7 dias e superiores no mesmo tratamento aos 14 dias
(Figura 14) sem que, no entanto, houvesse alteracdo nos valores do hemograma, como demonstrado
na Figura 12. O mesmo comportamento foi observado com os valores médios de trombdcitos .

Em embrides de anfibios, o zinco pode proteger de malformacfes espontaneas,
bem como dos distarbios de desenvolvimento e mortalidade provocados por varios
metais, tais como cddmio, chumbo, aluminio e mercirio (HERKOVITS e HELGUERO,
1998).

A acdo toxica do zinco estd baseada na interrupcéo da absorgédo de calcio pelas
branquias, uma vez que ocorre competicdo entre estes dois metais, o que pode levar 0s
animais a morte (HEIJERICK et al. 2002). Em girinos, este fato ainda ndo esta bem
elucidado, ndo se conhecendo como se da a absorcéo de calcio nestes animais.

As células vermelhas imaturas apresentaram aumento de ndmero tanto no grupo
controle quanto no demais expostos as diferentes concentragdes de sulfato de zinco, em

relagdo aos do momento zero.

Tabela 8 - Valores médios ( x ) e erro padrdo (EPM) dos nimeros absolutos de células
vermelhas imaturas (Imat.) e de trombdcitos girinos de de ré-touro, Rana

catesbeiana, exposto a diferentes concentragdes de zinco

Tratamentos Imat. Trombdcitos

X + EPM X + EPM
zero 215,75° + 25,35 10229,19° + 1356,49
CT 7 dias 229,00 + 67,98 8548,25" + 2237,33
T17 dias 154,00° + 42,85 6912,00° + 1608,43
T2 7 dias 237,50 + 16,39 9072,50° + 1539,41
T3 7 dias 249,50 + 47,25 6830,75° + 442,30
CT 14 dias 302,50° + 26,26 13727,50° + 1655,69
T1 14 dias 383,25% + 99,01 15779,50% + 3720,07
T2 14 dias 272,50° + 55,73 11120,00° + 2246,58
T3 14 dias 307,00° + 78,46 8026,25" + 2713,19

CT =tratamento controle; T1= CLs¢/100; T2 = CLs¢/10; T3 = CLsg
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
(p<0,05)
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Figura 14 — Valores médios do nimero de células vermelhas imaturas de

girinos de ra-touro, Rana catesbeiana, expostos a diferentes
concentragdes de zinco
CT = tratamento controle; T1= CLs/100; T2 = CL5¢/10; T3
=CLso
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Figura 15 — Valores médios do nimero de trombdcitos de girinos de ra-touro,

Rana catesbeiana, expostos a diferentes concentracdes de zinco
CT = tratamento controle; T1= CLs¢/100; T2 = CLs/10;

T3 = CL50
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Os resultados das analises do leucograma de girinos de R. catesbeiana estdo
apresentados na Tabela 9 e Figura 16.

Nota-se, pela figura que ocorreu leucopenia leve com linfocitose no tratramento
T1 (CLso/100) aos 14 dias, causada principalmente por neutropenia. Quanto ao nimero
de neutrofilos, ocorreu neutrofilia nos tratamentos T2 (CLso/10) e T3 (CLsp), aos 14
dias. Quanto aos mondcitos, ocorreu monocitose no tratamento T3 aos 7 dias, indicio de
aumento da producdo destas celulas, aumentando a defesa do organismo. Para
mamiferos esse processo foi descrito por JANNINI e JANNINI (1978). Ocorreu
basofilia nos tratamentos T2 e T3, aos 14 dias e eosinofilia no tratamento T2, indicando,
provavelmente, uma reagdo alérgica destes animais ao zinco.

O zinco é um elemento essencial no crescimento de todos os tecidos, sendo um
co-fator do DNA e RNA polimerase e parece ter uma acdo modulatoria e protetora no
crescimento celular (HERKOVITS e HELGUERO, 1998). Além disso, foi demonstrado
que ele exerce papel imunoestimulador, atuando na atividade dos glébulos brancos
produtores de anticorpos e de outras células fagocitarias e, que o seu deficit induz
numerosas alteragdes no sistema imunoldgico.

No presente trabalho, parece ter ocorrido com o0s girinos um quadro de

intoxicagéo ndo grave.



Tabela 9 - Valores médios (x) e erro padrdo (EPM) dos nimeros absolutos de

leucdcitos de girinos de ré-touro, Rana catesbeiana, exposto a diferentes

concentragdes de zinco
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Trat. Lc Lf Mn Nt Bs Es
X +EPM |X+EPM |X X +EPM |X+EPM |X+EPM
EPM
zero 13246,00* [10284,00 [231,94° [886,19° [1446,13%° [397,25°
+ b + + + +
901,84 + 2,97 12,84 19,31 6,21
84,70
CT  7(10843,00° |6850,00° |213,00° |617,00° [1111,00° |448,00°
dias * * * * * *
1244,66  [1169,00 |60,00 45,00 324,00 92,00
T1  7|7583,00° |7663,00° |180,00° |587,00° |1240,00° |342,00
dias * * + * * *
1167,95 [2012,00 | 63,00 |283,00 386,00 191,00
T2  7/8020,00° |8510,00° |105,00° |573,00° |1091,00° |157,00°
dias * * + * * *
1124,80  |749,00 9,00 176,00 [115,00 33,00
T3 7|7460,00° |5639,00° |435,00%° |1262,00° |1325,00° |248,00°
dias + + + + + +
852,94 (482,00 [129,00 | 206,00 | 308,00 61,00
CT 14 |7417,00° |8166,00° |272,00° |615,00° [1207,00° |452,00°
dias + + + + + +
912,58 763,00 (49,00 74,00 203,00 34,00
T1 14 |9147,00° |12910,00 |308,00° |686,00° |1071,00° |405,00%
dias + 8 + + + +
1532,38 |+ 59,00 160,00 | 273,00 53,00
2473,00
T2 14(9141,00° |7173,00° |129,00° |1569,00° |399,00°  |149,00°
dias * * + * * *
912,58 1569,00 | 16,00 324,00 |128,00 33,00
T3 14 |8073,00° |7008,00° |230,00° |2216,00° |598,00° 414,00°
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dias + + + + + +
973,70 1193,54 26,93 324,69 97,92 84,31
Lc = leucocitos totais/mm®; Lf = linfocitos/mm® Mn = monécitos/mm®; Nt =

neutrofilos/mm?®
Bs = basofilos/mm® ; Es = eosinéfilos/ mm®; CT = tratamento controle; T1=
CLso/100; T2 = CLge/10; T3 = Clsgg

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
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Figura 16 - Valores médios do numero de leucdcitos de girinos de ra-touro, Rana

catesbeiana, expostos a diferentes concentragdes de zinco

CT = tratamento controle; T1= CLs/100; T2 = CL5¢/10; T3 = CLsg
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4.4. Toxicidade aguda de sulfato de cobre + sulfato de zinco para girinos de ra-
touro
4.4.1. Testes definitivos

Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos da agua quantificados
no inicio e no final do teste definitivo de toxicidade aguda com girinos de ra-touro,

foram respectivamente, os seguintes:

e temperatura: 25 0,5 °C;

e pH:73%0,3;

e condutividade elétrica: 130 + 5 uS/cm;
e oxigénio Dissolvido = 7,0 £ 0,3 mg/L
e dureza=70 %+ 15 mg CaCOg/L.

Os resultados obtidos atendem aos padrdes de exigéncia para condugdo de testes
de toxicidade com anfibios (SCHUYTEMA e NEBEKER, 1999) e as normas de
cultivo desses organismos aquaticos (CULLEY, 1991).

Os resultados dos testes definitivos de toxicidade aguda de cobre + zinco para

girinos de ré-touro estdo apresentados na Tabela 10 e na Figura 17.

Tabela 10 — Porcentagens médias de mortalidade cumulativa obtidas no teste definitivo

de toxicidade aguda de Cu + Zn com girinos de rd-touro, R. catesbeiana

Tratamento Mortalidade (%)
(mg/L) 06h

0,00 0,00

0,50 16,67

1,00 16,67

1,50 33,33

2,00 50,00

2,50 66,67

3,00 83,33

3,50 100,00
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Clsg (96h) - Teste definitivo

100,00 ~

50,00

Mortalidade (%)

0,00
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Tratamentos (mg/L Cu + Zn)

Figura 17 — Mortalidade cumulativa (%) de girinos de ra-touro, Rana

catesbeiana, em 96 horas expostos ao cobre + zinco

4.4.2. Determinacdo da CLsg

Para os girinos de réd-touro, a ClLsp- 96 horas calculada pelo método Trimmed
Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977) foi de 1,90 mg de cobre e zinco (50%)/L agua.

O efeito toxico do zinco é reduzido tambeém em presenca de sélidos inorganicos
em suspensdo, devido a fendmenos de adsor¢cdo (BRANCO, 1974b, WATER
RESEARCH CENTER, 1974). Da mesma forma como ocorre com 0 cobre, um
aumento do pH e/ou do carbono organico dissolvido diminui a toxicidade do zinco
(HEIJERICK et al., 2003). Nas mesmas condi¢des de pH, o zinco se mostra mais tdxico
que o cobre (FRIAS-ESPERICUETA et al., 2003).
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O efeito letal do zinco é por inducdo de danos citolégicos as branquias e a causa

fisiolégica da morte é a quebra dos processos respiratorios e osmorregulatorio
(CRESPO, 1984).

O cobre e o0 zinco sdo considerados metais essenciais para o controle da
homeostase animal (SORENSEN, 1991). O cobre juntamente com o zinco, um co-fator
da Cu-Zn superdxido desmutase (HERKOVITS e HELGUERO, 1998). Entretanto, pode
ocorrer aumento da toxicidade do cobre quando em presenca do zinco (BRANCO e
ROCHA, 1984; DAMATO et al., 1989).

Os resultados obtidos nos testes de toxicidade aguda, mostram que os girinos de
ra-touro apresentam baixo valor de CLsp, que indica uma menor tolerdncia ao cobre
associado ao zinco, quando se comparam o0s valores de CLsy do cobre e de CLsp do
zinco. Um fendmeno que pode explicar o que ocorre entre o cobre e 0 zinco € a
adsor¢do competitiva, quando ambos competem pelo mesmo sitio ativo, ocorrendo
inibicdo da absorcéo de zinco quando ha presenca de cobre. Assim, mesmo a solucdo de
cobre e zinco estando na proporcdo de 1:1, havera uma absorgdo maior do cobre, que
apresenta valor de CLsg inferior ao do zinco (MEYLAN, et al., 2004).

Os dados obtidos levam a supor uma agéo sinérgica do cobre associado ao zinco,
onde se observa potencializagdo do efeito tdxico, uma vez que o valor da CLsy do cobre
associada ao zinco obtida neste estudo, foi inferior ao valor da CLso do cobre e da CLs
do zinco. Entretanto, HERKOVITZ e HELGUERO (1998) demonstraram os beneficios
do zinco na toxicidade de cobre, mesmo estando este em concentracdo duas vezes mais
alta que a CLsp. O mecanismo que explica esta constatagdo seria que o zinco diminui a
captacgdo, inibe a absor¢do do cobre, reduzindo também a quantidade deste metal no rim

dos animais estudados.
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4.4.3. Toxicidade crénica de sulfato de cobre associado ao sulfato de zinco para

girinos de ra-touro

A toxidez do zinco, bem como a do cobre, € muito aumentada por efeito da agitacdo
da agua, que possibilita os choques das particulas coloidais do muco das branquias
acelerando sua coagulagéo e conduzindo os animais & morte por asfixia, ja que as branquias
tornam-se impermeaveis a passagem do oxigénio e demais gases na respiracdo (BRANCO,
1960; BRANCO, 1974b). No caso dos girinos, como 30% da respiracéo ocorre via dérmica,
0 muco sobre a superficie corpdrea pode prejudicar a troca gasosa por esse meio.

Os metais dissolvidos sdo supostamente mais toxicos, porque sdo mais
facilmente absorvidos pelos organismos aquaticos do que a fragdo particulada (FRIAS-
ESPERICUETA et al., 2003). A toxicidade do cobre ndo ocorre apenas em fungdo da
concentracdo de ion cobre livre, especialmente na presenga de outros ligantes ou
complexos, em presenca de sedimento. Quando ha presenga de sedimento, parte do
cobre ficard adsorvido junto ao sedimento, ficando indisponivel na &gua, o que reduz
sua toxicidade aos organismos aquéticos. O nivel de toxicidade é dependente da espécie
de organismo testado (BORGMANN e RALPH, 1983).

A interagdo entre elementos toxicos ou poluentes é complexa e depende dos
componentes da mistura, bem como do organismo afetado (WONG e PAK, 2004). A
acdo toxica do cobre e do zinco pode ser sinérgica em algumas espécies de organismos
aquéticos (BREAK et al, 1976; KHANGAROT et al., 1982; VERRIOPOULOS e
DIMAS, 1988) e antag6nicas em outras (BREAK et al., 1976; GUDMUND e ARNE,
1976; PARROTT e SPRAGUE, 1993; OTITOLOJU, 2002).

O zinco, como o cadmio, é um antagonista do calcio e pode causar hipocalcemia

pelo impedimento de absorcéo de célcio pelas branquias (HOGSTRAND et al., 1995;

SLOMAN et al., 2003). Estudos sobre os efeitos do zinco mostraram que este metal
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pode afetar a estabilidade de hierarquias dominantes (HENRY e ATCHISON, 1972) e
quando peixes sdo expostos a doses letais de zinco, 0s peixes dominantes apresentam

maior resisténcia que os subordinados (SPARKS et al., 1972).

Os efeitos antagbnicos de toxicidade do zinco com o célcio e 0 magnésio sao
geralmente atribuidos pelo aumento da competicdo pelos sitios de ligacdo nos tecidos

sensiveis ou uma reducgdo da atividade i6nica do metal (EPA, 1991).

Os resultados obtidos na exposicao do cobre associado ao zinco, estdo descritos
na Tabela 11. Na figura 18 observa-se que os valores de hematécrito e de numero de
eritrocitos e ndo diferiram entre as coletas. Os valores de taxa de hemoglobina tenderam
a ser mais elevados nos tratamentos em que o Cu e 0 Zn estavam menos concentrados,
sendo os do tratamento T3 (CLsg) aos 14 dias inferior aos demais tratamentos. Como o
cobre e 0 zinco séo depositados no rim e no figado, que sdo 6rgaos eritropoiéticos em
girinos (MANIATIS e INGRAM, 1971), pode ter ocorrido alteracdes nestes 6rgaos
dificultando a formacéo das células vermelhas.

Para os valores de VCM, HCM e CHCM (Figura 19) n&o foi verificada

diferenca significativa entre as médias dos diferentes tratamentos (p<0,05).
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Tabela 11 - Valores médios ( x ) e erro padrdo (EPM) dos pardmetros hematoldgicos de

girinos de ré-touro, Rana catesbeiana, exposto a diferentes concentragdes

de cobre + zinco

Trata- Ht Hb Er VCM HCM CHCM
mentos X + EPM X + EPM X + EPM X + EPM X + EPM X + EPM
201 2375% +0,69 | 7,89° £0,36 |26,81%+0,58 | 884,05 +9,96| 29,92* +1,88 | 33,97% +2,23
cr7 d_'as 18,35% +0,52 7,98 +0,85 26,25 + 1,55 [710,74* +66,19| 30,86% +4,07 | 43,49% +4,50
TL7dias| 21 48* +028 | 801° +046 |2875°+0,85 |749,00% +2541| 27.82° +1.17 | 37.35* +2.44
T27 dfas 2348 +032 | 914% £0,14 |2825%+0,48 |832,10° +2434| 3239% +0,77 | 38,967 +0,90
T37dias| y338% +0,43 | 1001°+064 [2650°+0,65 |g84,61° £3572| 37,78% 2,29 | 42,967 +3,29
CTl4diag 53152 +066 | 844* +107 |[27,75%+1,11 [840,15* +5356| 3043% +3.88 | 36,87° +5,58
Tll4diag o548 +045 | 826* +084 |2650°+1,32 | 968,317 + 48,66 3139° +328 | 32.28° +2.76
T214diag 54557 40,18 | 1069°+024 [2750°£065 | 8873272673 3890 +0,60 | 43,94° +1,21
T314dia§ o407 +050 | 1223°+049 12025 +048 | 847.76°+ 6050 4100* +220 | 4944% +261

Ht = hematdcrito (%); Hb
eritrécitos (10%/mm?3); VCM

taxa de hemoglobina (g/100 mL); Er = nUmero de

volume corpuscular médio (fL); HCM = hemoglobina

corpuscular média (pg/cel); CHCM = concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(%); CT = tratamento controle; T1= CLs¢/100; T2 = CLs0/10; T3 = CLso

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
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Figura 18 — Valores médios de hematocrito, hemoglobina e eritrocitos de
girinos de ré-touro, Rana catesbeiana, expostos a diferentes
concentragdes de cobre + zinco
CT =tratamento controle; T1= CLs¢/100; T2 = CL5¢/10; T3 = CLsg
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Figura 19 - Valores médios de VCM (Volume Corpuscular Médio), HCM
(Hemoglobina Corpuscular Médio) e CHCM (Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Meédia) de girinos de ra-touro, Rana
catesbeiana, expostos a diferentes concentragdes de cobre + zinco
CT = tratamento controle; T1= CLs/100; T2 = CLs(/10; T3 = CLsg
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Os valores médios de células vermelhas imaturas mostraram-se mais levados no
tratamento T3 aos 7 e aos 14 dias (Tabela 12 e Figura 20). Esse aumento ndo coincidiu
com diminuicdo da taxa de hemoglobina, como era de se esperar.

Os valores de trombdcitos mostraram-se elevados no tratamento T3 na coleta aos
7 dias e na coleta aos 14 dias o valor médio apresentou-se préximo aqueles encontrados

no tratamento controle (Tabela 12 e Figura 21).

Os resultados obtidos indicam um efeito sinérgico do cobre e do zinco, como
verificado por BREAK et al. (1976), KHANGAROT et al. (1982) e WONG e PAK
(2004), aumentando a toxicidade dos elementos ou a sensibilidade dos organismos. Em
niveis adequados, estes metais sdo essenciais para o controle da homeostase
(SORENSE, 1991).

Tabela 12 - Valores médios ( x ) e erro padrdo (EPM) dos nimeros absolutos de células
vermelhas imaturas (Imat.) e de trombdcitos de girinos de ra-touro, Rana

catesbeiana, exposto a diferentes concentragdes de cobre + zinco

Tratamentos Imat. Trombdcitos

X + EPM X + EPM
zero 191,13° £ 6,71 8183,69° + 760,52
CT 7 dias 119,00° + 5,28 5351,50° + 387,39
T17 dias 125,25 + 3,20 5779,00° + 168,04
T2 7 dias 122,75° + 8,23 6353,75° + 521,96
T3 7 dias 250,00% + 43,54 13991,25% + 2528,19
CT 14 dias 150,25° + 9,50 7537,75" + 545,89
T1 14 dias 187,00° + 23,84 9407,50° + 1136,12
T2 14 dias 131,50° + 7,35 5995,00° + 506,59
T3 14 dias 206,50% + 7,24 6914,50° + 485,34

CT = tratamento controle; T1= CLs¢/100; T2 = CLs¢/10; T3 = ClLsg

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
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Figura 20 — Valores médios do numero de células vermelhas imaturas de girinos de ré-touro, Rana

catesbeiana, expostos a diferentes concentracdes de cobre + zinco

CT =tratamento controle; T1= CLs5¢/100; T2 = CL5¢/10; T3 = CLsg
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Figura 21 — Valores médios do numero de trombdcitos de girinos de ra-touro,
Rana catesbeiana, expostos a diferentes concentragdes de cobre +

zinco
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CT =tratamento controle; T1= CLs¢/100; T2 = CLs5¢/10; T3 = CLsg

Os resultados das andlises do leucograma de girinos de R. catesbeiana estdo
apresentados na Tabela 13 e Figura 22. Os valores médio dos leucécitos ndo variaram
muito, sendo que o Unico valor significativo (p<0,05) foi a reducdo do nuamero de
neutréfilos no tratamento T3 (CLsg) aos 14 dias, indicando neutrofilia, indicando uma
reacdo do organismo devido & intoxicacdo provocada pelo cobre associado ao zinco
(GARCIA-NAVARRO e PACHALY, 1994).

Os valores médios de linfécitos e de mondcitos apresentaram discreto aumento
no tratamento T1 (CLso/100), na coleta aos 14 dias. Os valores médios de basofilos
apresentaram discreta elevagdo no tratamento T3 nas coletas aos 7 e 14 dias e os de
eosinofilos apresentaram leve aumento no tratamento T3 na coleta aos 7 dias. Devido as
pequenas variagdes dos valores médios de tais células entre os tratamentos e entre as

coletas, pode-se considerar o perfil leucocitario quase normal.
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Tabela 13 - Valores médios (x) e erro padrdo (EPM) dos numeros absolutos de

leucécitos de girinos de rd-touro, Rana catesbeiana, exposto a diferentes

concentracgdes de cobre e zinco

Trat. Lc Lf Mn Nt Bs Es
X+*EPM |X*zEPM |X X+EPM | X+*EPM |X*EPM
EPM
Zero 13067,00 |9784,00 145,00 719,00 1948,00 468,00
+ + + + + +
273,78 3473,00 80,00 351,00 971,00 389,00
CT 7 18987,00 6742,00 111,00 560,00 1264,00 310,00
dias * * * * + +
407,85 333,00 20,00 17,00 116,00 38,00
T1 7 19945,00 7470,00 100,00 572,00 1502,00 302,00
dias + * * * + +
492,24 525,26 5,69 39,15 145,38 83,39
T2 7 19141,00 6844,00 115,00 518,00 1322,00 342,00
dias + * * * + +
748,41 527,36 24,89 126,27 148,19 47,65
T3 7 {13250,00 |8547,00 166,00 1395,00 2514,00 629,00
dias + + + + + +
418,11 318,24 33,44 116,69 227,25 100,98
CT 14 |/11406,00 |8546,00 114,00 727,00 1761,00 259,00
dias + + + + + *
1201,30 886,08 11,99 59,93 263,79 73,24
T1 14 {13900,00 |10059,00 |178,00 765,00 1986,00 462,00
dias + + + + + +
1824,74 1592,55 47,87 114,43 119,46 93,70
T2 14 9253,00 6944,00 93,00 529,00 1300,00 387,00
dias + + + + + +
537,15 424,84 5,39 22,69 129,85 33,21
T3 14 |14515,00 |9334,00 145,00 2369,00 2412,00 256,00

dias

+

+

+

+
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358,32 379,55 | 3,50 ‘ 195,06 243,61 74,93

Lc = leucdcitos totaissmm® Lf = linfocitos/mm®; Mn = mondcitos/mm® Nt =
neutréfilos/mm® :Bs= bas6filos/mm?® : Es = eosinofilos/ mm3; CT = tratamento controle;
T1= CLsp/100; T2 = CLso/10; T3 =Clsg

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si p<0,05)
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Figura 22 - Valores médios do numero de leucécitos de girinos de rd-touro, Rana
catesbeiana, expostos a diferentes concentragdes de cobre e zinco
CT = tratamento controle; T1= CLs/100; T2 = CLs/10; T3 = CLso
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5. CONCLUSOES

Considerando-se os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que:

0s girinos de Rana catesbeiana, comparativamente com outras espécies
aquaticas, apresentaram alta resisténcia no teste de toxicidade aguda (96 horas)
a0 cobre, ao zinco e ao cobre associado ao zinco;

essa resisténcia também foi observada na intoxicacdo prolongada (312 horas)
com concentragdes abaixo da CLsp durante o teste de toxicidade cronica com
estes metais, mostrando-se mais sensiveis ao cobre associado ao zinco, com
menor valor de CLsp, 0 que pode significar um efeito sinérgico entre estes;
através da andlise dos pardmetros hematol6gicos, pode-se afirmar que os
girinos responderam de forma aguda, porém sem alteracGes significativas, ao

processo de intoxicagdo com cobre, zinco e cobre associado ao zinco.
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7. ANEXOS
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7.1. Solucéo de Heparina:
Solugéo de heparina (5.000 Ul).......cccceevvvvvennnne. 1,0 ml

Solucao salina 0,7%.........cceeeveeienenienesie e 50,0 ml
Conservar em geladeira.

7.2. Solucao de Hayem:

Bicloreto de MmercUrio.........cocoevveeeeceeeveee e, 059
Sulfato de SOAI0.........ccueeveeeeeeieeeeee e 5090
Cloreto de SOI0.........ccouveeeeeeeee e 10¢
Agua destilada..............c.coovveverrerieirnersenens 200,0 ml

Conservar em geladeira.

7.3. Solugéo de Cianometahemoglobina:

Ferricianeto de potassio...........c.ccccvevennen. 100,0 mg
Bicarbonato de sOdio..............cccceveviiiiiiennns 2,0 mg
Cianeto de potassio.........ccceevvevvevieiiecreennnn, 50,0 mg
Agua destilada.............ccovvvvreniieenan. 1000,0 ml

Conservar em frasco ambar, em lugar refrigerado.



