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RESUMO

Dissertacado de Mestrado
Curso de P6s-Graduacao em Zootecnia
Universidade Federal de Santa Maria

SOBREVIVENCIA, CRESCIMENTO, PARAMETROS METABOLICOS
E ENZIMATICOS EM JUNDIAS (Rhamdia quelen) EXPOSTOS AO
COBRE

Autora: Vera Maria Machado da Silva
QOrientador: Bernardo Baldisserotto
Local e data de defesa: Santa Maria, 13 de dezembro de 2006.

O objetivo deste estudo foi verificar a concentracdo letal média em 96 h (CLsp) para
o cobre, bem como o efeito da exposicdo ao cobre sobre o crescimento,
parametros metabdlicos (glicogénio, glicose, lactato e proteina) em alguns tecidos
(figado, musculo e cérebro) e a atividade da acetilcolinesterase (AChE) (cérebro e
musculo), amilase e maltase (intestino) em jundias (Rhamdia quelen.). A ClLsy para
o cobre foi 0,4 mg/L. Nos experimentos de crescimento os peixes foram expostos
durante 45 dias a 10 e 20% da CLso, ou seja, 0,04 e 0,08 mg/L respectivamente. A
adicao de cobre nao alterou os parametros de crescimento avaliados (peso,
comprimento e biomassa). No figado, os niveis de lactato aumentaram nos
exemplares expostos a 0,04 mg/L e diminuiram nos mantidos em 0,08 mg/L,
enquanto que os niveis de proteina diminuiram em ambas as concentragdes em
relacdo ao grupo controle. No musculo houve reducdo na atividade do glicogénio
nos exemplares mantidos nas duas concentracoes testadas, a glicose e o lactato
aumentaram nos expostos a 0,04 mg/L e diminuiram nos expostos a 0,08 mg/L, e a
proteina aumentou nos mantidos em 0,08 mg/L. Os niveis de glicose e lactato no
plasma foram maiores nos exemplares mantidos em 0,04 mg/L e diminuiram os
niveis de proteina nos expostos a ambas as concentracées de cobre. A atividade da
amilase foi menor nos juvenis expostos a ambas as concentragdes, enquanto a da
maltase foi maior em 0,04 mg/L quando comparada ao grupo controle. A atividade
da AChE cerebral foi menor nos exemplares expostos a ambas concentracoes,
enquanto que a AChE muscular ndo sofreu alteragbes apdés os 45 dias de
exposicao. Conclui-se que o cobre mesmo em concentragdes subletais pode alterar

diversos parametros metabdlicos e enzimas de interesse toxicologico e alimentar.
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SURVIVAL, GROWTH, METABOLIC AND ENZYMATIC PARAMETERS
IN SILVER CATFISH (Rhamdia quelen) EXPOSED TO WATERBORNE
COPPER
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Adviser: Bernardo Baldisserotto
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The aim of this study was to determine the mean lethal concentration (96 h) for
waterborne copper (LCsp), as well as the effect of the exposure to copper on growth,
metabolic parameters (glycogen, glucose, lactate, and protein) in some tissues,
activity of acetylcholinesterase (AChE) (brain and muscle), amylase and maltase
(intestine) in silver catfish (Rhamdia quelen). The LCso for copper was 0.4 mg/L. On
growth experiments fish were exposed to 10 and 20% LC50, i.e., 0.04 and 0.08 mg/L
respectively. Exposure to copper did not change growth parameters (weight, length
and biomass). In the liver, lactate levels increased in juveniles exposed to 0.04 mg/L
and decreased in those maintained at 0.08 mg/L, while protein levels decreased in
those exposed to both concentrations compared to unexposed specimens. Glycogen
levels in the muscle were lower in fish exposed to both concentrations, glucose and
lactate were higher in those exposed to 0.04 mg/L and decreased in juveniles
maintained at 0.08 mg/L, while protein was higher in those exposed to 0.08 mg/L.
Glucose and lactate plasma levels were higher in juveniles exposed to 0.04 mg/L,
but protein levels were lower in those maintained at both copper concentrations.
Amylase activity was lower in juveniles exposed to both concentrations, but maltase
was higher in those exposed to 0.04 mg/L than control group. Brain AChE activity
was lower in fish exposed to both concentrations while muscle AChE activity was not
affected after 45 days of exposure. It can be concluded that copper can change
several metabolic parameters and enzymes of toxicological and feeding interest
even at sublethal concentrations.

Keywords: lethal concentration, growth, metabolic parameters,

acetylcholinesterase, amylase, maltase, silver catfish (Rhamdia quelen.).



1.INTRODUCAO

Processos naturais e atividades antropogénicas liberam para o ambiente
aquatico uma grande variedade de produtos toxicos, dentre eles o cobre (Cu), que
pode vir a causar danos ao ecossistema (Bentley, 1992; Rashed, 2001; Bordajandi
et al., 2003). O cobre é classificado como micronutriente, sendo em alguns casos
requerido para a funcdo celular (Karan et al., 1998; McGeer et al., 2000). Ele é
largamente utilizado, na forma de sulfato de cobre, no controle de protozoarios,
trematodos monogéneos, fungos e bactérias externas. Porém, em concentracoes
elevadas, o cobre pode se tornar téxico aos peixes e a outros organismos aquaticos
(Bentley, 1992; Romani et al., 2003; Celik & Oehlenschager, 2004).

Dentre os parametros utilizados para avaliar a toxicidade por metais em peixes,
cita-se a medida da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE). As
colinesterases sao amplamente distribuidas nos tecidos animais, e estudos
demonstraram alteracdes na atividade da enzima AChE em resposta a exposicao a
metais em peixes (Nemcsok et al., 1984; Dautremepuits et al., 2000; Lionetto et al.,
2003; Romani et al., 2003). Alteragdes fisioldgicas causadas em peixes devido a
exposicdo a compostos téxicos também podem ser avaliadas pelo estudo de
parametros metabdlicos (glicogénio, glicose, lactato e proteina). Se ocorrerem
alteracdes dos parametros avaliados, elas poderdo indicar acomodacao ao cobre,
que envolvem multiplos mecanismos regulatérios (Pelgrom et al., 1995).

Altos niveis de cobre também interferem no crescimento e prejudicam a
conversao alimentar em peixes (Marr et al, 1996; Schlenk et al., 2001). No entanto,
alguns autores (Seim et al., 1984; Taylor et al., 2000) verificaram que a exposi¢cao
ao cobre pode ndo influenciar no crescimento, especialmente quando a ragao for
oferecida em grande quantidade ou a vontade.

O presente trabalho visa contemplar uma espécie de interesse para a
piscicultura na regidao Sul. O jundia ( Rhamdia quelen ) é uma espécie de peixe
encontrado desde o centro da Argentina até o sul do México. Segundo Radiinz Neto
(1981), apresenta boa produtividade em acudes, boa aceitacdo no mercado
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consumidor e apresenta alto potencial de comercializagdo, tornando-se uma opc¢ao
para o fomento da piscicultura, pois apresenta étimos resultados ao produtor, resiste
bem as temperaturas baixas e continua crescendo inclusive no inverno.

O estudo de possiveis alteracbes bioquimicas frente a contaminantes
aquaticos também é de grande relevancia se considerarmos que estes podem vir a
comprometer a sobrevivéncia de espécies aquaticas. Considerando a escassez de
estudos sobre a toxicologia e efeitos do cobre em peixes nativos do Brasil,
consideramos de grande importancia determinarmos os efeitos que esse produto
pode causar.



2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo geralL:

O presente estudo tem por objetivo verificar a agdo do cobre sobre a atividade de

enzimas digestivas, crescimento, sobrevivéncia e parametros metabdlicos em

jundids (Rhamdia quelen).

2.2 Objetivos especificos:

1. Verificar a concentracao letal média (CLsg) do cobre para jundia;

2. Verificar possiveis alteracbes no crescimento e ganho de peso de jundias
expostos a diferentes concentragdes de cobre dissolvido na agua:

3. Verificar se o cobre afeta parametros metabdlicos em figado, musculo e plasma

destes peixes;

4. Medir a influéncia do cobre na atividade de carboidrases como a amilase e

maltase no intestino de jundias;

5. Verificar se o cobre altera a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) em

cérebro e musculo de jundias



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Potencial de contaminacao ambiental

A contaminacdo de aguas por metais € geralmente oriunda da descarga de
poluentes da agricultura e das atividades industriais e urbanas (Bentley, 1992;
Rashed, 2001; Bordajandi et al., 2003; Siraj Basha & Usha Rani, 2003). As aguas
sé@o drenadas para os rios transportando diferentes residuos e uma variedade de
produtos téxicos que podem causar danos ao ecossistema e aos organismos que ai
vivem (Barak & Manson, 1990; Hamilton et al., 1998; Bordajandi et al., 2003;
Romani et al., 2003). O aumento da contaminagdo dos ecossistemas aquaticos por
metais tem causado diversas alteragbes morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas em
organismos aquéaticos (Dethloff et al., 1999; Campana et al., 2003; Bordajandi et al.,
2003; Siraj Basha & Usha Rani, 2003; Dautremepuits et al., 2000). Poluentes
aquaticos também podem influenciar negativamente na reproducéo de peixes. Além
disso, os efeitos subletais deixam peixes juvenis e adultos mais suscetiveis a
predacao e/ou menos capazes de tolerar outro agente estressante, como baixas
concentrag6es de oxigénio dissolvido (Muller & Lloyd, 1996).

Atualmente, diversos estudos indicam que Hg, Pb, Cd, Cu, Zn, Al, Mn e Cr sao os
principais metais presentes no ambiente aquatico (Schlenk & Benson, 2001). A
toxicidade dos metais em peixes depende das caracteristicas fisico-quimicas da
agua, da concentracao, do tipo de metal, bem como do tempo de exposicao. Além
disso, a toxicidade pode variar de acordo com a espécie de peixe, estagio de vida e
habito alimentar (Campana et al., 2003; Papagiannis et al., 2004; Sanchez et al.,
2004).

Peixes tém sido freqlentemente usados como indicadores de poluicao
ambiental em sistemas aquaticos, pois sdo sensiveis a mudancas nos diferentes
ambientes (Paris-Palacios et al., 2000; Roméo et al., 2000; Whitfield & Elliott, 2002).
Eles sdo geralmente considerados o topo da cadeia alimentar aquatica e podem
concentrar grandes quantidades de metais em seus tecidos (Barak & Manson, 1990;
Mansour & Sidky, 2002). Diferentes espécies de peixes capturadas em lagos,
proximos a areas urbanas, apresentaram altas concentragdes de zinco e cobre em

diferentes tecidos analisados (Bordajandi et al., 2003; Papagiannis et al., 2004).
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A absorcao de metais, como o cobre, pode se dar diretamente através da agua
ou indiretamente através da cadeia alimentar (Bentley, 1992; Hamilton et al., 1998).
Nos peixes, as branquias sdo um importante alvo de metais, mas estes também
podem ser absorvidos pelo trato gastrintestinal e pele (Watanabe et al., 1997;
Schlenk & Benson, 2001). Nas branquias, os metais podem causar danos ao epitélio
branquial, resultando assim em disturbios respiratérios e osmorregulatérios
(Hogstrand & Wood, 1995; McGeer et al., 2000; Handy, 2003).

3.2 cobre

O cobre é um metal de transi¢do, considerado micronutriente essencial, sendo
em alguns casos requerido para a funcao celular (Karan et al., 1998; McGeer et al.,
2000). Apesar disso, em altas concentracdes pode vir a ser prejudicial ao organismo
(Bentley, 1992; Camakaris et al., 1999; Schlenk & Benson, 2001; Celik &
Oehlenschager, 2004).

O cobre € considerado um importante elemento para os animais, pois é
utilizado como cofator enzimatico, além de estar envolvido no processo de
transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria (Watanabe et al., 1997, Camakaris
et al., 1999; Celik & Oehlenschager, 2004) e em reagbes redox em enzimas tais
como citocromo oxidase e superoxido dismutase (figura 1) (Watanabe et al., 1997,
Camakaris et al., 1999; Paris-Palacios et al., 2000).

o, +H* o,

02 — 02' HZOZ
Cu/ZnSOD

Figura 1- Reacao da superéxido dismutase.
Esta enzima tem como fung&o a remogao do anion superdxido.

A monoamina oxidase, responsavel pela maturacao do colageno e elastina, também
€ uma enzima dependente de cobre. Acrescenta-se ainda, a ceruloplasmina, uma
importante enzima que estd envolvida na mobilizacdo e na utilizagdo de ferro

estocado no figado (Sharma et al., 2005). O cobre € um componente desta enzima,



18

e ligado a ela ndo interage com outras moléculas. Orgdos como o figado, cérebro e
coracao contém quantidades consideraveis de cobre (Watanabe et al., 1997).
Estudos demonstraram que efeitos adversos foram observados em peixes expostos
ao cobre. Por exemplo, podem-se citar alteragdes nas fungdes respiratdrias e
ionoregulatérias devido aos danos em oOrgaos alvos como as branquias. Esta
modificagdo no metabolismo aerdbico aumentou o consumo de oxigénio e este
aumento, por sua vez, reduziu o desempenho natatério (McGeer et al., 2000;
Handy, 2003). Além disso, McGeer et al. (2000) demonstraram que a exposi¢cao
crénica ao cobre aumentou a atividade da Na'K*-ATPase branquial, implicando em
um maior custo energético para a osmorregulacao. Pelgrom et al. (1995) expuseram
exemplares de Oreochromis mossambicus a 50, 100, 200 ug Cu/ L e observaram
um aumento no numero de células de cloreto conforme se aumentava a
concentragdo do metal. Neste estudo também foi observado um diametro
aumentado destas células e um aumento das concentragdes de cobre nas
branquias e no plasma. Além disso, altos niveis de cobre diminuem o crescimento e
prejudicam a converséo alimentar em peixes (Marr et al., 1996; Schlenk & Benson,
2001).

3.3. Jundia (Rhamdia quelen)

O jundia, pertencente a familia Heptapteridae, € uma espécie endémica do sul
da América e pode resistir ao frio do inverno e crescer rapidamente no verao.
Quando cultivado a uma densidade de 2 a 4 peixes/ m? e pode alcancar de 600-
800g em oito meses (Barcellos et al.,2004). Possui uma coloragdo que varia de
marrom-avermelhado claro a cinza ardésia (Gomes et al., 2000). Este peixe possui
habito alimentar onivoro com uma preferéncia por crustaceos, insetos, restos
vegetais e detritos organicos. Esta caracteristica contribui para a adaptacao deste
peixe ao alimento artificial, facilitando a sua domesticacdo e condicionamento as
condi¢coes de cultivo. Vive em lagos e pogos fundos de rios. Esconde-se entre
pedras e troncos apodrecidos, junto as margens e vegetagdo. Possui habitos
noturnos, saindo a noite, a procura de alimento (Baldisserotto, 2004).
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O crescimento do jundia é bastante pronunciado nos primeiros anos de vida e
seu cultivo tem se intensificado no sul do Brasil, pois sua reprodugéo induzida
apresenta bons resultados e altas taxas de fecundidade (Gomes et al., 2000). Além
disso, 0 jundia também apresenta grande aceitacdo pelo mercado consumidor
devido a sua carne saborosa e auséncia de espinhos intramusculares. No Brasil,
poucos estudos avaliaram os efeitos de metais em peixes, principalmente em

espécies nativas como os jundias

ANEXO 1.

Exemplares de jundia (Rhamdia quelen)
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3.4. Acetilcolinesterase (AChE)

O estudo de parametros bioquimicos, tais como a medida da atividade de
enzimas, reflete as condi¢des funcionais da célula, tecidos e 6rgaos, e no caso de
exposicoes a compostos toxicos, as possiveis altera¢cdes causadas por estes.

A acetilcolinesterase (AChE) é uma importante enzima que tem sido usada
como um biomarcador, indicando estresse em organismos nao alvos como peixes,
pela presenca de agentes téxicos, como metais (Nemcsék et al., 1984;
Dautremepuits et al., 2000; Fernandez-Vega et al., 2002; Lionetto et al., 2003). A
AChE é uma classe de serina hidrolase que catalisa a hidrolise da acetilcolina,
envolvida na neurotransmissao colinérgica do tecido nervoso e muscular (Voet et
al., 2000; Romani et al., 2003). Em vertebrados, as colinesterases sao classificadas
como acetilcolinesterases (AChE, EC. 3.1.1.7) e butirilcolinesterases (BuChE, EC
3.1.1.8) com base no substrato especifico e sensibilidade a agentes inibidores
(Massoulie et al., 1993; Chuiko, 2000). A importancia em se estudar esta enzima se
deve ao fato de que o sistema nervoso é um dos tecidos mais vulneraveis do
organismo, € que quando danificado pode provocar anormalidades
comportamentais, afetando até mesmo a sobrevivéncia de peixes (Dautremepuits et
al., 2000).

Nemcsoék et al. (1984) estudaram a atividade da AChE em cérebro, coracao,
musculo e soro de Cyprinus carpio expostos a 1,1 e 50 mg/L de cloreto de zinco e
sulfato de cobre. Os peixes expostos ao cloreto de zinco ndo demonstraram
alteracdes na atividade da AChE, mas, aqueles expostos ao sulfato de cobre
demonstraram inibicdo na atividade desta enzima. Romani et al. (2003) também
observaram mudangas na atividade da AChE nos tecidos cerebrais e musculares de
Sparus auratus ap6s 20 dias de exposicao a concentracées subletais de cobre (100
e 500 ug/L). Porém, este estudo demonstrou que a exposi¢cdo ao cobre conduziu a
um aumento da atividade especifica da AChE, melhorando a eficiéncia catalitica.
Além destes estudos, Lionetto et al. (2003) avaliaram a atividade da AChE em
organismos marinhos, tentando verificar suas alteragdes pela acdo de diferentes
agentes quimicos, tais como metais pesados e pesticidas. A espécie de peixe
estudada, Mullus barabatus, apresentou inibicdo na atividade da AChE no cérebro
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dos peixes coletados préximos a areas urbanas, provavelmente pela presenca de

metais pesados.

3.5. Enzimas digestivas

O peixe é um produto de alto valor nutricional, principalmente por sua proteina
possuir elevado valor bioldgico. Outro fator importante em termos nutritivos seria a
fracado lipidica da carne, a qual € composta de acidos graxos com elevado grau de
insaturacdo, que é benéfico para a saude humana (Huss, 1988). O conteudo
protéico de dietas comerciais para peixes, distinto de outras espécies domésticas, é
geralmente alto, variando de 30 a mais de 50% de proteina bruta em base de
matéria seca (Kikuchi, 1999; Panserat et al., 2002). O aspecto mais interessante
seria uma capacidade digestiva para o melhor aproveitamento desta proteina. O
jundia altera seus niveis de protease acida de acordo com o aumento da quantidade
de proteina na dieta (Melo et al., 2002).

Até o momento ndo se detectou nenhuma atividade enzimatica na cavidade
bucal de teledsteos. Uma atividade proteolitica foi detectada na mucosa do es6fago
de Girella tricuspidata (perca preta). Contrastando com a ampla variedade em
termos anatbmicos, o estdmago da maioria dos peixes secreta enzimas
proteoliticas, sendo a pepsina a mais comum. Esta enzima é importante para as
espécies carnivoras, como a traira, pois inicia a digestdo de proteinas
(Baldisserotto, 2002).

Como em outros vertebrados, a habilidade dos peixes em aproveitar os
alimentos ingeridos depende da presenca de sistemas enzimaticos ao longo do
sistema digestério (Tengjaroenkul, 2000). Assim sendo, o processo de digestdo €
possibilitado pela ocorréncia de enzimas digestivas, as quais atuam sobre o
alimento ingerido, ao longo do trato gastrintestinal (Jobling, 1994). Tem sido
verificado que o padrao das enzimas digestivas reflete a capacidade de
aproveitamento dos alimentos pelos peixes e também que a inducdo de
determinadas enzimas esta diretamente relacionada ao tipo de dieta do peixe
(Torrissen et al., 1994). Barrington (1957) e Kapoor et al. (1975) observaram

significativas mudangas na atividade das enzimas digestivas em diferentes periodos
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do ciclo anual dos peixes, sendo a temperatura o fator que mais influenciou nessas
alteracoes.

O habito alimentar dos peixes pode influenciar os processos digestivos e
também a distribuicdo das enzimas ao longo do trato digestivo, mas de acordo com
Stevens (1988), as adaptagbes do sistema digestério das espécies estdo mais
relacionadas com o alimento ingerido do que com o ambiente e a categoria
taxondmica a que pertencem. Em geral, peixes carnivoros demonstram uma alta
atividade de proteases, enquanto peixes onivoros e herbivoros demonstram
atividade de carboidrases alta (Ugolev & Kuz’'mina, 1994). Desta maneira, o estudo
mais detalhado do perfil de enzimas que atuam nos processos digestérios das
espécies de peixes utilizadas em piscicultura € de fundamental importancia para a
reducao de custos e aumento na eficiéncia de producao.

Os processos enzimaticos-digestivos sdo especificos para o tipo de alimento e
envolvem a quebra de proteinas, lipidios e carboidratos. As proteinas sao
hidrolisadas em aminoéacidos livres ou cadeias peptidicas e os carboidratos em
acucares simples e as gorduras em acidos graxos e glicerol. A maior parte da
digestdo dos alimentos nos peixes ocorre no intestino. Uma grande quantidade de
enzimas € produzida pelo pancreas, como tripsina, quimiotripsina, carboxipeptidase
(proteoliticas), amilases, lipases e quitinases (De Silva e Anderson, 1995). O
intestino também produz algumas enzimas para completar a digestdo das proteinas
(dipeptidases), carboidratos (dissacaridases) e lipidios (lecitinases) (Jobling, 1995).
A digestao dos carboidratos é realizada no intestino por uma variedade de enzimas.
A mais comum € a amilase, que ataca ligac6es gicosidicas d—1,4, encontradas no
amido, produzindo uma variedade de oligossacarideos (Lovell, 1989). O aumento na
producdo de amilase pancredtica pode ocorrer em resposta a presenca de
carboidratos no lumen do trato digestério ou dos produtos de sua hidrélise. A glicose
pode influenciar diretamente a producdo desta enzima pelo tecido pancreatico, ou
indiretamente, estimulando a liberacao de insulina, a qual aumentara a secrecao de
amilase (Jobling, 1995). A digestdo final dos carboidratos é realizada por
oligossacarideos associados as microvilosidades do epitélio intestinal, como é o
caso da maltase (Tengjaroenkul et al., 2000).

Os peixes, em geral, possuem baixa capacidade de aproveitamento dos

carboidratos. Algumas enzimas, como a amilase e a maltase, apresentam-se com
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variagdes de atividade em espécies com diferentes habitos alimentares. Peixes
onivoros tendem a possuir maior capacidade de digestdo dos carboidratos que os
carnivoros. Em piava (Leporinus obtusidens), uma espécie onivora, por exemplo, a
amilase e maltase ocorrem em grande quantidade no intestino (Gioda et al., 2005 ).
Os peixes herbivoros, como a carpa capim, possuem uma boa capacidade de
digestdo de celulose, devido a presenga de enzimas celuliticas, produzidas por
bactérias simbidnticas, que auxiliam na digestao de forragens (Lesel et al., 1986). O
mesmo autor salienta que esta capacidade digestéria deve ser observada
principalmente em relacao aos carboidratos presentes na dieta. Para a carpa capim,
Das & Tripathi (1991) recomendam a incorporagdo de proteina animal na dieta
desta espécie, onde encontraram altas atividades de amilases e também de
proteases. Entretanto, avaliando a atividade de amilase em trés espécies de peixes
tropicais, Seixas Filho et al. (1999) observaram maior atividade especifica de
amilase no surubim (carnivoro) que na piracanjuba € piau (onivoros), o que sugere a
possibilidade de uma certa adaptacado do complexo enzimatico devido as condi¢des
de criacdo. Sabapathy & Teo (1993) explicam que isto pode estar relacionado com
a necessidade de digerir o glicogénio do tecido do alimento. Na maioria dos peixes,

boa parte das enzimas é reabsorvida na regido posterior do intestino.
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Abstract

The aim of this study was to determine the mean lethal concentration (96 h) for
waterborne copper (LCsp), as well as the effect of the exposure to copper on growth,
metabolic parameters (glycogen, glucose, lactate, and protein) in some tissues,
activity of acetylcholinesterase (AChE) (brain and muscle), amylase and maltase
(intestine) in silver catfish (Rhamdia quelen.). The LCs, for copper was 0.4 mg/L. On
growth experiments fish were exposed to 10 and 20% LC50, i.e., 0.04 and 0.08 mg/L
respectively. Exposure to copper did not change growth parameters (weight, length
and biomass). In the liver, lactate levels increased in juveniles exposed to 0.04 mg/L
and decreased in those maintained at 0.08 mg/L, while protein levels decreased in
those exposed to both concentrations compared to unexposed specimens. Glycogen
levels in the muscle were lower in fish exposed to both concentrations, glucose and
lactate were higher in those exposed to 0.04 mg/L and decreased in juveniles
maintained at 0.08 mg/L, while protein was higher in those exposed to 0.08 mg/L.
Glucose and lactate levels were higher in juveniles exposed to 0.04 mg/L, but protein
levels were lower in those maintained at both copper concentrations. Amylase
activity was lower in juveniles exposed to both concentrations, but maltase was
higher in those exposed to 0.04 mg/L than control group. Brain AChE activity was
lower in fish exposed to both concentrations while muscle AChE activity was not
affected after 45 days of exposure. It can be concluded that copper can change
several metabolic parameters and enzymes of toxicological and feeding interest
even at sublethal concentrations.

Keywords: lethal concentration, growth, metabolic parameters,
acetylcholinesterase, amylase, maltase, silver catfish, Rhamdia quelen..
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1. Introducao

O jundia (Rhamdia quelen) é encontrado desde o centro da Argentina até o sul
do México. Segundo Radiinz Neto (1981), apresenta boa produtividade em acudes,
boa aceitagdo no mercado consumidor, e apresenta alto potencial de
comercializacao, tornando-se uma opc¢ao para o fomento da piscicultura. Dentre as
espécies nativas do Rio Grande do Sul, o jundia estd se destacando como uma das
mais promissoras para o cultivo, pois apresenta crescimento rapido com facil
adaptacdo ao manejo em criacdes intensivas. Esta espécie foi escolhida, por ser
nativa, facilmente cultivada em cativeiro e apresentar 6timos resultados ao produtor.

Varios tipos de metais podem poluir os ecossistemas aquaticos, entre eles, o
cobre (Cu), que ¢é classificado como micronutriente essencial, sendo em alguns
casos requerido para a fungdo celular normal (Bentley et al.,1992; Karan et
al.,1998). E utilizado como cofator enzimatico, por exemplo, em enzimas envolvidas
no metabolismo da glicose e na sintese da hemoglobina (Harris, 2003; Celik &
Oehlenschager, 2004). Uma variedade de alteracées comportamentais e fisiolégicas
como perda de apetite, crescimento reduzido e mortalidade foram observados em
peixes expostos ao cobre em concentracdes superiores as requeridas pelo
organismo (De Boeck et al., 1995; McGeer et al., 2000).

Este metal esta freqlientemente presente em ambientes aquaticos, sendo que
a contaminacao é geralmente oriunda da descarga de poluentes da agricultura e
das atividades industriais e urbanas (Bordajandi et al., 2003; Papagiannis et al.,
2004). As aguas sao drenadas para os rios transportando diferentes residuos e uma
variedade de produtos toxicos, que podem causar danos ao ecossistema e aos
organismos que ai vivem, como os peixes (Barak & Mason, 1990; Bordajandi et al.,
2003). Em ambientes naturais, os metais estdo presentes geralmente em
concentragbes subletais.. No entanto, de um modo geral, os efeitos da exposi¢ao
crbnica ao cobre sobre o crescimento e a atividade de enzimas digestivas, em

peixes é pouco conhecido. Para os peixes nativos da regido Sul, especialmente
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para a espécie em estudo, poucos trabalhos avaliaram os efeitos de metais no
cultivo destes peixes

O processo de digestao é possibilitado pela ocorréncia das enzimas digestivas,
atuando sobre o alimento ingerido, ao longo do trato gastrointestinal (Jobling, 1994).
Tem sido verificado que o padrdo das enzimas digestivas reflete a capacidade de
aproveitamento dos alimentos pelos peixes e também que a indugcédo de
determinadas enzimas esta diretamente relacionada ao tipo de dieta do peixe
(Torrissen et al., 1994). Barrington (1957) e Kapoor et al. (1975) observaram
significativas mudancgas na atividade das enzimas digestivas em diferentes periodos
do ciclo anual dos peixes, sendo a temperatura o fator que mais influenciou nessas
alteracdes. Varios estudos mostram que altos niveis de cobre diminuem o
crescimento e prejudicam a conversao alimentar em peixes (Marr et al., 1996;
Schlenk et al., 2001)

Segundo Marr et al. (1996) o crescimento da truta arco — iris (Oncorhynchus
mykis ) apresentou-se reduzido em exemplares expostos ao cobre. Esta redugao no
crescimento foi atribuida ao aumento das demandas metabdlicas associadas com o
processo de detoxificacdo deste metal nos tecidos. Em geral os organismos,
incluindo peixes, tém desenvolvido uma variedade de mecanismos para protegé-los
dos efeitos téxicos de metais (Siraj Basha and Usha Rani, 2003).

Considerando a importancia econémica e ecoldgica do jundia e a constante
presenca do cobre no ambiente aquatico, o presente trabalho visou contribuir no
esclarecimento de seus efeitos sob alguns aspectos bioquimicos e fisiolégicos deste

peixe, bem como avaliar se este metal interfere no crescimento desta espécie.

2. Materiais e Metodologia

2.1. Animais

Foram utilizados peixes coletados na piscicultura Bela Vista, Sdo Joao do
Polésine, RS (4,12 £ 0,63 g e 6,84 + 1,26 cm). Os exemplares foram transportados
para o laboratério de Bioquimica Adaptativa (UFSM), onde foram pesados, medidos

e mantidos em caixas de 250 L, com temperatura e aeracao controladas, durante
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aproximadamente quinze dias para aclimatacao. Durante o periodo experimental os
peixes foram alimentados duas vezes ao dia com racdo comercial peletizada,
contendo 42% de proteina bruta (Purina , Ribeirdo Preto — Sao Paulo ). A
quantidade diaria de alimento oferecida foi correspondente a 5% da biomassa.

Fezes e residuos alimentares foram removidos diariamente por sifonagem.

2.2. Experimento 1 - Determinacdo da CLs, - 96h

Apés a aclimatacao foram utilizados quarenta peixes, distribuidos em cinco
caixas de plastico, de 45 litros, com oito peixes cada, onde permaneceram por
quatro dias (96 h) para testes de sobrevivéncia, expostos a cinco diferentes
concentracdes de cobre (em mg/L): 0,3; 0,5; 0,8; 1,2 e 1,5..Durante este periodo os
parametros da agua foram: temperatura 20,2 + 0,8 °C, pH 7,3 £ 0,5, oxigénio
dissolvido 5,3 + 0,2 mg/L, ambnia néo ionizada 7,0 + 0,1 ug/L, nitrito 0,08 £ 0,004
mg/L, dureza 22 + 2 mg/L CaCO; e alcalinidade 42,3 + 2,5 mg/L CaCOs.

Em intervalos de 6-8 horas foram feitas observagdes para verificar se houve
mortalidade. Em caso positivo, 0 nimero de mortos foi registrado para estimativa da
percentagem de sobrevivéncia e concentracao letal. Os mortos foram retirados e
encaminhados para incineragcdo. A CL 5o foi calculada pelo método dos probitos de
acordo com Finney (1971) e o valor obtido foi de 0,4 mg/L . Apds a determinacao do

valor da CLsg ,foi realizada a segunda etapa do experimento.

2.3. Experimento 2 — Exposicdo de jundias a diferentes concentragdes de cobre por
45 dias.

Os peixes foram expostos durante 45 dias as concentragdes de 0,0 (controle),
10 e 20% da CLs obtida no experimento 1 para o cobre (em mg Cu/ L) : 0,0; 0,04 e
0,08. O cobre foi adicionado na agua, na forma de CuSO4, no inicio do experimento
e a reposicao, a cada sifonagem, realizada diariamente para retirada de fezes e

residuos alimentares, foi realizada a partir de uma solugdo-mé&e previamente
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preparada a cada 7 dias. Os tratamentos foram feitos em duplicata, com trinta e
cinco peixes em cada caixa, com volume de 250 L cada, totalizando seis caixas e
duzentos e dez animais.

Durante o periodo experimental foram monitorados as caracteristicas fisico-
quimicas da agua e os valores estimados e mantidos foram os seguintes:
temperatura 20,7 £ 0,6 °C, pH 7,3 £ 0,2, oxigénio dissolvido 5,3 + 0,2 mg/L, ambnia
nao ionizada 6,0 + 0,1 ug/L, nitrito 0,048 + 0,005 mg/L, dureza 26,3 + 3,1 mg/L
CaCOs3 e alcalinidade 43,8 £ 1,6 mg/L CaCOs . Para a afericdo da temperatura e
oxigénio dissolvido utilizou-se oximetro YSI (modelo Y5512 YSI Inc., Yellow Springs,
USA) e para pH, pHmetro (Hanna HI 8424). Os valores de aménia total foram
verificados através do reagente de Nessler, segundo Jeffery et al. (1992), e os de
nitrito, alcalinidade e dureza foram determinados através dos métodos descritos em
Sipauba-Tavares (1994). A agua utilizada para a realizacao das analises foi sempre
coletada antes da sifonagem. O abastecimento dos tanques foi de pogo artesiano,

sendo que a agua era previamente aerada (no minimo 24 h) antes da utilizacao.

2.4. Procedimentos de andlise

Ao final do periodo experimental, foram coletados 20 exemplares de cada
tratamento para analise, sendo 10 de cada caixa. Os peixes foram pesados e
medidos no inicio e final do experimento para a estimativa dos parametros de
crescimento. Foi verificado que o peso médio inicial dos peixes era 10,1g e o
comprimento médio 10,6 cm. Apds a pesagem, os animais foram puncionados na
veia caudal para coleta de sangue e obtencdo do plasma. Em seguida, foram
sacrificados através de puncgao cerebral, e os tecidos (figado, intestino,, masculo e
cérebro ), foram removidos para as analises de metabdlitos e enzimaticas.

O conteldo digestivo foi descartado e os respectivos 6rgados homogeneizados
com solugao tampéao Tris pH 7,0, utilizando-se homogenizador Potter-Elvehjem a
1000 x g durante 2 minutos e centrifugado a 1500 x g / 20 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram utilizados como fonte enzimatica.

A atividade amilohidrolitica foi estimada segundo o método proposto por
Bernfeld (1955), modificado por Vieira et al. (2005). A atividade da maltase foi
estimada de acordo com o método proposto por Gioda et al. (2005). A atividade da
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acetilcolinesterase foi ensaiada conforme descrito por Ellman et al. (1961) e
modificado por Miron et al. (2005). Os intermediarios metabodlicos foram dosados
conforme as metodologias a seguir: lactato (Harrower & Brown, 1972), glicose (Park
and Johnson, 1994), proteina (Bradford, 1976) e glicogénio (Bidinotto et al., 1998).
2.5. Anadlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados atraves do teste de Levene para verificar a
homogeneidade das variancias. Como as variancias foram sempre homogéneas,
utilizou-se andlise de variancia de um fator, seguida do teste de Tukey, através do
programa “Statistica”. O nivel minimo de significancia utilizado foi de 5% (p < 0,05)

Resultados

A CLs0(96-h) obtida foi 0,4 mg/L, com um intervalo de confianca compreendido
entre 0,08 e 0,59. A presenca de cobre nas concentragdes testadas nao interferiu no
crescimento dos peixes (tabela 1).

A adicdo de cobre ndo alterou significativamente os niveis de glicogénio e
glicose no figado. No musculo o glicogénio foi menor nos jundids expostos as duas
concentracdes, mas a glicose foi maior nos expostos a 0,04 e menor nos mantidos
em 0,08 mg/L em relagcdo ao controle .No plasma, o nivel de glicose aumentou na
concentracao 0,04 mg/l em relagdo ao controle. O nivel de lactato aumentou em
figado e musculo na concentracdo 0,04 mg/l e diminuiu em ambos os érgaos nos
expostos a 0,08 mg/l, enquanto que no plasma houve aumento nos niveis dos
expostos a 0,04 mg/l. A proteina diminuiu em ambas as concentragdes no figado e
plasma, enquanto que no musculo ocorreu aumento nos mantidos em 0,08 mg/L
(tabela 2).

A atividade da amilase foi menor nos juvenis expostos a ambas concentracdes
de cobre, quando comparadas ao grupo controle A maltase teve uma atividade
significativamente maior nos expostos a 0,04 mg/L que nos mantidos em condicdes

de controle. Os peixes expostos a concentragdo de 0,08 mg/L ndo apresentaram
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diferenca significativa na atividade da enzima maltase quando comparados aos do
grupo controle (tabela 3).

A atividade da AChE no cérebro dos peixes expostos ao cobre foi
significativamente menor que os peixes controle. No musculo, a atividade da AChE
nao foi alterada pela exposi¢do ao cobre (figura 1)

Tabela 1. Parametros de crescimento de alevinos de jundias expostos a diferentes
niveis de cobre na agua por 45 dias.Comprimento inicial (Cl) ,comprimento final
(CF), peso inicial (Pl), peso final (PF), biomassa total (BT), taxa de crescimento
especifico (G) e fator de condi¢ao (FC).

cobre (mg/L)
0 0,04 0,08
Cl (cm) 6,7 + 1,19 72 + 1,37 6,5 = 1,23
CF(cm) 10,6 + 0,44 11,2 £ 0,01 10,2 + 0,01
Pl (g) 44 + 0,56 41 + 0,67 3,9 * 0,64
PF(g) 10,6 + 2,14 11,2 = 2,1 85 + 2,33
BT(9) 1496 + 445 1530 + 3,35 124,0 + 3,1
G (%/dia) 13,77 + 3,7 1577 + 3,8 10,22 + 3,2
FC (g/cm®) 0,011 + 0,1 0,009 + 0,1 0,01 = 0,1
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Tabela 2. Metabdlitos em figado, musculo e plasma de jundias expostos a diferentes

niveis de cobre na agua durante 45 dias. Glicogénio, glicose e lactato expressos em

pugmol/g de tecido e proteina em mg/g de tecido.

cobre (mg/L)
0 0,04 0,08

FIGADO

Glicogénio 45,0+0,20° 43,0+ 0,362 36,3 + 0,06°
Glicose 26,2 +1,10°2 26,1+ 0,53° 26,3 + 2,372
Lactato 0,3 +0,012 0,4 + 0,04° 0,2 + 0,03°
Proteina 79,2 +6,32°2 525 + 0,52° 428 + 263°
MUSCULO

Glicogénio 2,1 +0,01°2 1,8 + 0,33° 1,9 +0,46°
Glicose 10,2 +0,10 2 11,0 +0,01° 6,3 + 1,07°
Lactato 0,2+0,012 0,2 +0,0° 0,1 +0,01°
Proteina 80,9 +4,742 80,7 +7,63° 89,0 +2,63°
PLASMA

Glicose 60,5 +11,30 2 122,0 +1,95° 69,1 +9,96 2
Lactato 21 + 0,90° 48 +0,48° 2,3 +0,39°2
Proteina 28,9 + 3,02 2 13,6 +0,37° 13,8 +1,70°

Os dados representam a média * erro padrdo. Letras diferentes na linha indicam diferenga entre os
tratamentos por andlise de variancia e teste de Tukey (p<0,05), (n=20)
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Tabela 3. Enzimas digestivas de jundias, apds 45 dias de exposicdo a diferentes
concentragdes de cobre na agua.

Cobre (mg/L)

Enzimas 0 0,04 0,08
Amilase 6,01 +1,45°2 440 +0,39° 4,81 +0,56°
Maltase 35,7 +4,252 57,1 +525° 472 +8,23%

Os valores estdo expressos com média = erro padrdo da média e a unidade é pmol/min/mg de
proteina.

Letras diferentes na linha indicam diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p < 0,05)
(n=8)
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Discussao

As alteracdes celulares podem ser medidas através de avaliacdes
bioquimicas, que séo ferramentas utilizadas para se verificar o estado geral de um
organismo (Nemcsok et al., 1984; Pelgrom et al., 1995; Burden et al., 1998; McGeer
et al., 2000; Roméo et al., 2000). Neste estudo os parametros avaliados foram o
crescimento, a atividade de enzimas e indices metabdlicos em peixes expostos ao
cobre. Os parametros analisados, com excecdo dos de crescimento, mostraram-se
de uma maneira geral bastante sensiveis a presencga deste metal na agua.

O figado, que pode ser considerado o centro de detoxificacdo do organismo,
reage primeiro apds estresse causado por agentes toxicos (Sancho et al., 1998).
Neste estudo, jundids expostos ao cobre ndo mostraram redugdo significativa no
glicogénio hepatico nem na glicose nas concentragdes testadas quando
comparadas aos valores controle, mas as altera¢gdes observadas nos niveis de
lactato nos tecidos hepatico, muscular e no plasma indicam desordens metabdlicas
e uma resposta fermentativa as condi¢gées do meio. A proteina, no figado, diminuiu
em ambas as concentragdes testadas, o que pode ser uma resposta a demanda de
energia requerida nesta situagdo, ja que a alta demanda energética leva a
estimulacdo do catabolismo protéico (Sancho et al., 1998; Begum, 2004). A
reducdo no glicogénio muscular observada nos jundias pode indicar que o estresse
causado pelo cobre € seguido de uma deplegéo do glicogénio muscular. Sancho et
al. (1998) observaram a mesma resposta quando enguias foram expostas ao
fenitrothion. Reducédo de glicogénio hepatico e muscular depois de estresse
causado por herbicidas e pesticidas ja foi bem documentado por varios autores
(Ghosh, 1987; Shobba et al., 1989; Sancho et al.,, 1998; Aguiar et al., 2004).
Entretanto, o padrdo da resposta para peixes expostos a metais é pouco conhecido

No plasma, foi verificado um aumento significativo na glicose de jundias
expostos a 0,04 mg/L de cobre. De acordo com Pelgrom et al. (1995), a
hiperglicemia € uma resposta comum ao estressor em peixes de agua doce,
indicando que o metabolismo dos carboidratos foi ativado devido a agdo do cortisol,
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A hiperglicemia, neste caso, € considerada como um indicador de poluigao
ambiental subletal.

A reducao da proteina no plasma e tecidos de jundias expostos ao cobre pode
indicar uma aclimatacéo fisiologica do peixe para superar a situagao de estresse
causada por este metal. A exposigdo a toxicos, como os herbicidas carbamatos,
também causa hipoproteinemia generalizada em outras espécies (Sancho et al.,
2000). De modo geral, as alteragbes nos parametros metabolicos observados
parecem ser uma tentativa dos animais em se adaptar as condigbes adversas
provocadas pela presencga de cobre na agua.

Kotorman et al. (2000) verificaram que a exposicdo ao cobre, isoladas do trato
gastrointestinal e apés incubagao por 5 minutos, aumentou a atividade da tripsina e
lipase e diminuiu a atividade da quimotripsina em Cyprinus carpio L.. Em nosso
estudo, verificamos que houve uma diminuigdo na atividade da enzima amilase, o
que pode indicar uma interferéncia do metal na digestdo de carboidratos. O
aumento na atividade da enzima maltase pode significar uma tentativa do organismo
de aumentar o aproveitamento do alimento, compensando outras possiveis perdas,
causadas pela intoxicacao. Blier et al. (2002) sugerem que o crescimento pode ser
determinado por varios fatores, entre eles: a atividade de enzimas digestivas, a
disponibilidade de oxigénio para o metabolismo dos tecidos e a sintese de
proteinas. Neste trabalho, os nutrientes oriundos da digestao foram disponibilizados,
e nao tiveram seu aproveitamento comprometido pela agdo do metal, uma vez que
em nenhum dos grupos ocorreu interferéncia no crescimento.

No presente estudo, um outro parametro verificado foi a atividade da enzima
AChE. A atividade cerebral desta enzima reduziu nos peixes expostos a 0,04 e 0,08
mg/L de cobre quando comparados ao grupo controle. Nossos resultados estdo de
acordo com os verificados por Gioda et al. (2005), que verificou reducao significativa
na atividade da AChE em cérebro de piavas expostas durante 45 dias a
concentracdo de 2,3 mg/L de sulfato de cobre dissolvido na agua. Entretanto,
exposicdo ao cobre, nestas mesmas concentracées, ndo causou alteracoes
significativas na AchE no musculo de jundias.

Em conclusdo, as andlises realizadas no presente estudo mostraram que a

adicao de cobre na agua provocou alteracdes metabdlicas e enzimaticas. As
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respostas obtidas podem ser utilizadas como indicadores de toxicidade por cobre

em jundias, nos tecidos e concentragdes testadas.
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5. CONCLUSOES

Através dos resultados experimentais obtidos podemos chegar as seguintes

conclusoes:

1. A CLso(96-h) para cobre € 0,4 mg/L para alevinos de jundia de ambos os sexos,
com peso meédio de 4g e tamanho médio de 7cm:

2. A exposicao ao cobre por 45 dias nas concentragbes estudadas nao altera o

crescimento nem interfere no ganho de peso de juvenis de jundia;

3. Em geral, através dos parametros bioquimicos analisados, o jundia mostrou-se
sensivel as concentracoes de 0,04 e 0,08 mg/L de cobre durante os 45 dias de
exposi¢cao. As alteragcdes nos intermediarios metabdlicos indicam mecanismos de

acomodacao dos animais a sobrevivéncia em agua contendo cobre;

4. As alteragbes na atividade das enzimas digestivas evidencia uma tentativa do
organismo de aumentar o aproveitamento do alimento, compensando outras

possiveis perdas causadas pela intoxicagao.

5. A atividade da AChE cerebral foi alterada pela exposicdo as concentragdes de
metal na 4gua, demonstrando que a atividade desta enzima neste érgao € um bom

biomarcador para esta situagao.
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