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Resumo: O Camardo Branco do Pacifico Litopenaeus vannamei, tem uma grande importancia
na &rea da carcinicultura, e mesmo que ocorram as trocas de aguas reduzidas nesse cultivo,
ocorre o acumulo de metais, como o cobre, presentes na ragdo. Considerando que o L. vannamei
consegue ser cultivado em diferentes salinidades, o presente estudo buscou avaliar como as
diferentes salinidades podem influenciar na toxicidade (CL50- 24 h) e na bioacumulacdo do
cobre nas branquias de pos-larvas de L. vannamei. As p6s-larvas (PLs) foram aclimatadas em
3 diferentes salinidades (5, 15 e 30 ppt) por 24 h, e posteriormente expostas por 24 h a diferentes
concentragdes nominais de cobre em 5 ppt (0,05 a 0,8 mg/l), 15 ppt (3,5 a 100 mg/l) e 30 ppt
(2 a 144 mgl/l), para o calculo da CL50- 24 h. Apos isso, PLs foram expostas a 100% do valor
da CL50- 24 h, em cada salinidade, por 24 h, para a analise da concentracdo de cobre nas
brénquias. A toxicidade do cobre foi fortemente influenciada pela salinidade, sendo observado
aumento nos valores da CLso-24 h em menores salinidades. Nos animais aclimatados em 30
ppt, a CL50%-24 h foi de 106,82 mg/l (limite inferior de 84,87 e superior de 134,45 mg/l). Ja
nos animais aclimatados em 15 e 5 ppt, a CLso-24 h foi de 49,21 mg/I (limite inferior de 35,53
e superior de 68,17 mg/l) e 0,30 mg/l (limite inferior de 0,23 e superior de 0,40 mg/l),
respectivamente. Apesar disso, a bioconcentragdo de cobre foi maior nas branquias da PLs em
30 ppt (0,12 mg/kg). Assim, o acumulo de metais via racdo em sistemas de cultivo com baixa
ou nenhuma renovacdo de agua, em salinidades reduzida, pode resultar em aumento da
mortalidade de L. vannamei em funcdo do aumento da toxicidade do cobre. Apesar disso, essa
maior toxicidade ndo aparenta estar relacionada com a bioacumulacdo do cobre nas branquias,
uma vez que, maior bioacumulagédo de cobre foi observada nas PLs em 30 ppt.
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Analysis of copper bioconcentration in the gills of Pacific white shrimp (Litopenaeus
vannamei)

Abstract: The Pacific White Shrimp, Litopenaeus vannamei, holds significant importance in
the field of shrimp farming. Even in systems with limited water exchange, there is an
accumulation of and toxicity from metals, such as copper, present in the feed. Given that L.
vannamei can be cultivated across a range of salinities, this present study sought to evaluate
how varying salinities can influence copper toxicity (LC50-24 h) and copper bioaccumulation
in the gills of L. vannamei postlarvae (PLs). PLs were acclimated to three different salinities
(5, 15, and 30 ppt) for 24 hours. Subsequently, they were exposed for 24 hours to different
nominal copper concentrations at 5 ppt (0.05 to 0.8 mg/l), 15 ppt (3.5 to 100 mg/l), and 30 ppt
(2 to 144 mg/l) for the calculation of LC50-24 h. Afterward, PLs were exposed to 100% of the
LC50-24 h value at each salinity for 24 hours to analyze the copper concentration in the gills.
Copper toxicity was strongly influenced by salinity, with higher LC50-24 h values observed at
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lower salinities. In animals acclimated to 30 ppt, the LC50-24 h was 106.82 mg/l (lower limit:
84.87 mg/l, upper limit: 134.45 mg/l). In contrast, in animals acclimated to 15 and 5 ppt, the
LC50-24 h was 49.21 mg/l (lower limit: 35.53 mg/l, upper limit: 68.17 mg/l) and 0.30 mg/I
(lower limit: 0.23 mg/l, upper limit: 0.40 mg/l), respectively. However, copper bioconcentration
was higher in the gills of PLs at 30 ppt (0.12 mg/kg). Therefore, metal accumulation via feed
in systems with low or no water exchange at reduced salinities can lead to increased mortality
of L. vannamei due to elevated copper toxicity. Nevertheless, this toxicity seems not to be
related with the Copper bioacumulation in the gills, once higher copper bioaccumulation was
observed in PLs at 30 ppt..

Key words: bioconcentration; osmoregulation; ionoregulation; copper speciation.

Introducéo

A espécie L. vannamei, originaria do Leste do Pacifico, sdo encontradas no México,
Equador e Panama em fundos lamosos de até 72 m de profundidade [1,2,3]. E uma espécie
exotica que foi introduzida para fins de aquicultura, sendo seu cultivo realizado em qualquer
estagio de desenvolvimento e em diferentes salinidades. No Brasil o L. vannamei é cultivada
em sistema intensivo na carcinicultura. Os problemas que o L. vannamei enfrenta no cultivo é
a utilizacdo de dietas que sdo ricas em fosforo e nitrogénio, onde um dos metais presentes na
racao é o cobre, elemento essencial para 0 metabolismo dos animais. A acumulagdo de restos
de racdes nos tanques de cultivo pode levar ao aumento das concentracdes de cobre [7,6]. O
cobre é um elemento essencial, sendo um cofator para varias enzimas [8,9]. No entanto, em
altas concentracOes ele pode ser potencialmente téxico [5,9].

Portanto, o presente estudo buscou avaliar a toxicidade do cobre nas salinidades de 5,
15 e 30 ppt e examinar a bioconcentracdo do cobre nas branquias das pés-larvas (PLs) de L.
vannamei. Dessa forma, entender e modelar a tolerancia dessa espécie ao cobre em funcéo de

diferentes salinidades é de grande importancia comercial, econdmica e bioldgica.

Objetivos

(1) Calcular os valores da CL50- 24 h do cobre para as PLs em diferentes salinidades
(5, 15 e 30 ppt). (2) Avaliar a concentracdo do cobre (bioconcentracdo) nas branquias do L.
vannamei expostos a 100% da CL50- 24 h do cobre nas salinidades 5, 15 e 30 ppt.

Materiais e métodos

Camardo branco do Pacifico (L. vannamei) foi obtido no estagio de desenvolvimento

PL10 (1 milheiro) em piscicultura e transportados para o laboratdrio. Os camardes foram
______________________________________________________________________________________________________________|
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mantidos em caixas d"agua de 2000 | com salinidade 30 ppt e aeracdo constante até alcangarem
0 estagio de desenvolvimento PL20, estagio no qual os experimentos foram realizados.

As PLs foram aclimatadas por 24 h em cada salinidade estudada (5; 15 e 30 ppt) antes
do inicio dos experimentos. Para calcular a CL50- 24 h, as PLs foram distribuidas
aleatoriamente em camaras experimentas de 500 ml (10 larvas), com aeragdo constante em
banho maria (temperatura de 28°C). As solucGes-teste de cobre foram preparadas a partir de
cloreto de cobre heptahidratado (CuSO4.5H,0, pureza 99%, Sigma Aldrich), em agua do mar
(previamente filtrada e diluida, em agua destilada, de acordo com a salinidade desejada), com
24 horas de antecedéncia, mantida sob agitacdo até o momento do teste. As concentracfes de
cobre utilizadas foram, 0; 2; 6; 12; 24; 36; 48; 60; 72; 84; 96; 120; 144 mg/L para 30 ppt, 0;
3,5; 7; 14; 21, 28; 35; 42; 49; 56; 63; 70; 100 e 140 mg/L para 15 ppt, e 0; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10;
12; 14; 16; 18; 20 mg/L para 5 ppt. A CL50-24 h foi calculada no programa Trimmed
Spearman-Karber. Para a avaliacdo da bioacumulagdo do cobre, as PLs foram submetidas as
condigdes controles (um controle por salinidade) e tratamentos (concentracdo de cobre em
100% do valor da CL50- 24 h calculados posteriormente, sendo eles: 0,30; 49,21 e 106,82 mg/L
para as salinidades de 5; 15 e 30 ppt, respectivamente). Apos o periodo de 24 h, os animais
foram eutanasiados em gelo, lavados em solucdo de EDTA 10%, secados e pesados. Apos isso,
com o auxilio de uma lupa, as branquias foram retiradas para analise da bioconcentracdo do
cobre. Para tanto, as branquias foram removidas e digeridas com acido nitrico (10%), sendo o material
digerido filtrado em malha 0,45um (Millipore®) e diluido em agua Milli Q (1:200) para a leitura do
cobre utilizado um espectrometro de emissdo Otica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES,
Thermo Scientific, modelo iCAP 6500 com vista axial), utilizando uma curva analitica contruida a partir
de solucdo padrdo multielementar de 1000 mg/L (Merck®) contendo cobre (10 a 2000 pg/L em meio
aquoso de HNOz 1% (v/v)).

Resultados

Nos animais aclimatados em 30 ppt, a CL50- 24 h foi de 106,82 mg/Il (limite inferior de
84,87 e superior de 134,45 mg/l). J& nos animais aclimatados em 15 e 5 ppt, a CL50-24 h foi
de 49,21 mg/l (limite inferior de 35,53 e superior de 68,17 mg/l) e 0,30 mg/l (limite inferior de
0,23 e superior de 0,40 mg/l), respectivamente. Esses valores representam uma reducéo de cerca
de 22 e 100% dos valores de CL50- 24 h dos animais em 15 e 5 ppt, em comparagéo aos animais
em 30 ppt. N&o houve mortalidade das pos-larvas de L. vannamei aclimatadas por 24 h em

nenhuma das salinidades estudadas (controles). A concentracdo de cobre nas branquias variou
I ——
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de 0,003 a 0,11 mg/kg, com aumento significativo nas PLs expostas ao cobre na salinidade de
30 ppt em relagéo ao controle (Figura 1).
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Figura 1. Concentracdo de cobre (mg/kg) nas branquias de pés-larvas do camarao branco do Pacifico expostos a
50% da CL50-24h do cobre nas diferentes salinidades, além dos respectivos controles. Letras diferentes
representam diferencas estatisticas significativas (P<0,05) na concentragdo do cobre entre os animais (controle ou
cobre) nas diferentes salinidades. Asterisco (*) representa diferencas estatisticas significativas (P<0,05) entre os
animais do controle e do cobre, na mesma salinidade.

Discussao

Nossos dados sugerem que a maior toxicidade do cobre em salinidade reduzida pode
estar relacionada sua maior disponibilidade em menores salinidades, devido a menor
competicdo do metal com cétions dissolvidos. No entanto, maior acumulacdo do cobre nas
brénquias foi encontrada para PLs expostas na salinidade de 30 ppt. Esses dados sugerem que
0s mecanismos de toxicidade do cobre nas menores salinidades podem estar relacionados com
a competicdo com cations, como o Na* e K*, com os sitios ativos de absorcéo, além de poder
agir na inibicdo da atividade de enzimas como a Na*/K* - ATPase. Como consequéncia,
alteracdes dos processos de absorcéo ou excrecao de ions, como o Na* e o K* poderiam ficar
prejudicados, levando a maior toxicidade do cobre nas menores salinidades.
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Conclusodes

A toxicidade do cobre para as PLs foi fortemente influenciada pela salinidade, sendo
observado aumento nos valores da CL50- 24 h em menores salinidades. No entanto, a maior
toxicidade na salinidade 5 ppt ndo aparenta estar relacionada com maiores concentracdes de

cobre nas branquias.
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