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O Uso do Sulfato de Cobre
em Ecossistemas Aquati-
cos: fatores que afetam sua
toxicidade em peixes de
agua doce

Fernanda Garcia Sampaio
Cheila de Lima Boijink
Francisco Tadeu Rantin

1. Introducao

O aumento mundial da contaminacdo de sistemas de dgua doce com
inUmeros compostos quimicos industriais e naturais € hoje um dos
principais problemas ambientais (SCHWARZENBACH et al., 2006).
Mineracdo, emissdo de esgoto doméstico, aplicacao de fertilizantes

e pesticidas degradam severamente os ecossistemas aqudaticos com
metais pesados. Estas substancias por ndo serem componentes naturais
do organismo sdo chamadas xenobidticos (LIVINGSTONE, 1993; 1998;
ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006). O ambiente aquatico estd, portanto,
exposto a processos de poluicdo causados pela variedade e quantidade
de substancias quimicas que nele ingressam. Via de regra, os estudos
realizados para se conhecer o comportamento e os efeitos dos quimicos
nos organismos aqudaticos sdo baseados na observacdo dos efeitos dos
componentes isolados. Ferreira et al. (2008) acreditam que este modo
de abordagem vem sendo modificado com o aumento das pesquisas de
exposicao a efeitos combinados.

As principais fontes de poluicdo nas dguas interiores podem ser
atribuidas a descargas de dguas nao tratadas, residuos de efluentes
industriais e residuos da agricultura. A aquicultura, caracterizada nas
ultimas décadas como potencial atividade agropecudria (NEWMAN,
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1993), ndo estd isenta desta negativa contribuicdo, uma vez que
utiliza, em sua cadeia produtiva, compostos que interferem diretamente
na cadeia tréfica dos sistemas aquicolas. Muitas vezes, estes
compostos se revelam téxicos também aos organismos em producéo
e, na verdade, a intensificacdo da aquicultura teve como consequéncia
a elevada incidéncia e severidade de doencas (PAVANELLI et al.,
1998). Além disso, as altas densidades de cultivo dos organimos
aqudticos aumentam a concentracdo de matéria organica nos viveiros
de producéo, dificultando a manutencao da qualidade da dgua de
cultivo (KUBTIZA, 1998). Dentre os principais produtos utilizados na
piscicultura, para contornar as dificuldades no processo produtivo,
podemos citar o sulfato de cobre (CuSO,) que, quando utilizado
indevidamente, gera efeitos téxicos para as espécies aqudticas
(BEAUMONT et al., 2000; NOVELLI FILHO et al., 2000).

Os metais pesados, quando presentes em altas concentragdes,

estdo entre as mais nocivas substancias ativas capazes de causar
sérios impactos nos sistemas metabdlicos, fisioldgicos, e até mesmo
estruturais, nos organismos a eles expostos. Ao mesmo tempo, alguns
metais agem como nutrientes essenciais em concentracées nao-
téxicas (TORT, 1987). E o caso do cobre, que embora seja elemento
essencial para o crescimento sauddvel dos organismos (PRASAD,
1984; COUSINS, 1985), mesmo em pequenas concentracées, pode ser
perigoso para a biota aquatica (NRIAGU, 1990).

O 1on cobre, elemento traco essencial em biologia, se torna unico
quimicamente devido a sua propriedade de adotar status redox
distinto, apresentando-se nas formas oxidada (Cu?*) e reduzida (Cu*).
Consequentemente, 1ons cobre servem como importantes co-fatores
cataliticos na quimica redox de proteihas que possuem funcées
bioldgicas fundamentais exigidas no crescimento e desenvolvimento.
Segundo Pena et al. (1999) estas protelihas sdo representadas,
principalmente, pela Cu-Zn superéxido dismutase, enzima envolvida
no processo de destoxificacdo de radicais livres, citocromo c oxidase,
transportadora de elétrons na mitocéndria e pela metalotionina,
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sequestradora de cobre. Proteinas que exigem cobre estdo envolvidas
em uma série de processos bioldgicos e alterac6es em suas atividades
sempre causam disturbios nos processos fisioldgicos.

Os padrées de acumulacado dos xenobidticos sao diferentes para

os distintos organismos e dependem do balanco entre a taxa de
assimilacdo e a taxa de metabolizacédo e eliminacdo destes compostos.
Devido as diferencas nas formas de metabolizar os xenobidticos, €
necessario detectar e avaliar o impacto de poluentes nos organismos
expostos e ndo somente considerar a quantidade de poluentes
presentes no ambiente e nos animais. As respostas ao estresse sao
caracterizadas por mudancas fisiolégicas e os efeitos dos poluentes nos
peixes sdo obtidos por testes de toxicidade aguda e crénica (HEATH,
1991). Os processos fisioldgicos normais sdo afetados bem antes da
morte de um organismo, justificando o uso de indicadores fisiolégicos
e bioquimicos para compreendermos as alteracdes decorrentes da
exposicao sub-letal a toxicos (VAN DER MERWE et al., 1992).

1.1 O uso do sulfato do cobre em ecossistemas aqua-
ticos e na aquicultura

Entre os numerosos compostos organicos que entram nos ecossistemas
aqudticos o cobre é um dos mais difundidos poluentes e suas
concentracdes variam com sua forma quimica (ROY, 1997). O cobre é
um componente natural do ambiente aquatico e pode ser encontrado
nas formas particulada, coloidal e dissolvido. Entre as fontes naturais
de cobre encontram-se o intemperismo e as atividades vulcanicas.
Como fontes antropogénicas destacam-se a mineracdo, atividades de
fundicdo e a incineracdo. Além disso, o cobre € amplamente utilizado
em formulacdes de fungicidas, bactericidas, algicidas e fertilizantes
(BURATINI; BRANDELLI, 2006). Desta forma, os organismos

aqudticos podem ser expostos ao cobre tanto de maneira intencional
como acidental. As descargas industriais de compostos de cobre

sdo geralmente adicionadas em dguas onde os pardmetros variam
consideravelmente. Caracteristicas como a alcalinidade da dgua, dureza
e pH influenciam fortemente a acdo do cobre na dgua e, portanto,

sua biodisponibilidade para os peixes (LAUREN; MCDONALD, 1986;
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MAZON; FERNANDEZ, 1999; TAO et al., 1999).

O sulfato de cobre (CuSO,) é um dos compostos mais utilizados como
algicida e herbicida aplicado em reservatdrios, lagos, e em viveiros

de peixes (EFFLER et al., 1980; CARBONELL; TARANOZA, 1993). E
amplamente utilizado para controlar a floracdo de algas e o crescimento
de organismos aquaticos indesejados em viveiros de aquicultura
(THORNTON; RAST, 1997). O CuSO4 é, também, regularmente utilizado
como agente terapéutico em peixes (STRAUS, 1993) no controle efetivo
de doencas bacterianas branquiais e uma variedade de parasitas, com
destaque para infestacOes tais como a ictiofitiriase (/cthyophitirius
multifillis, Piscinoodinium pillulare, REARDON; HARREL, 1990) e
monogenea, Anacanthorus penilabiatus. Em paises como o México, ou em
continentes como América do Norte (THORBURN; MOCCIA, 1993), Asia
(TONGUTHAI, 1997) e Africa (HECHT; EDDEMANN, 1998), sdo feitas
aplicacdes intermitentes de CuSO, em peixes sauddveis como forma de
profilaxia para prevencao de epidemias (RABAGO-CASTRO et al., 2006).

Segundo Zagatto (1995), durante muito tempo foi aplicado quase que
diariamente o CuSO,, numa quantidade aproximada de quatro toneladas
por dia, no controle de algas cianoficea do reservatério Guarapiranga,
Séo Paulo, SP, Brasil. Mozeto e Zagatto (2006) descrevem que, embora
o cobre aplicado se complexe e acabe sendo carreado para o fundo,
depositando-se no sedimento, é frequente encontrar residual de cobre
dissolvido nas dguas do reservatdrio, principalmente, nas regiées onde a
aplicacdo € mais intensa.

Em relatos obtidos apds entrevista com técnicos e/ou piscicultores de
agroindustrias no estado de Sdo Paulo, SP, Brasil, o uso de CuSO4 ocorre
tanto com o objetivo profilatico no controle de infestacées de parasitas
branquiais, como na busca da melhoria das condicées da dgua dos
viveiros que, em decorréncia da intensidade de arracoamento e da elevada
densidade de cultivo, podem ficar com excesso de particulas dissolvidas.
Os banhos terapéuticos, segundo estes relatos, chegam a ser feitos
aplicando-se nos viveiros CuSO, em doses de até 600g.m? (150 mg.L"
Cu?*). Em parte destas constatac6es consta também que a aplicagcdo em
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viveiros de cimento, nesta mesma concentracdo, causou mortalidade em
100% dos animais e que quando aplicados em viveiros de terra os animais
chegaram a vir a superficie mostrando dificuldade respiratdria.

Carvalho e Fernandes (2006) concluiram que o uso do CuSO, no
controle de algas e parasitas de peixes deve considerar a sensibilidade
da espécie ao cobre e principalmente o pH da dagua dos viveiros de
aquicultura. Além disso, os mecanismos bioquimicos em resposta a
exposicdo ao cobre buscam restabelecer a homeostase e ocorrem,
muitas vezes, no lugar de outras funcdes fisiolégicas, interferindo no
ganho de peso e crescimento, comprometendo a eficiéncia produtiva.

A toxicidade do cobre tem sido estudada em muitas espécies de peixe,
sendo influenciada ndo sd pela concentracdo do metal na dgua, mas
também, por varios fatores que interferem na sua biodisponibilidade ao
organismo exposto. As concentracdes letais (CL50) de cobre para peixes
de dgua doce variam intra e inter espécie. Na variacao inter espécie,

para o CuSO,, verificam-se valores de poucos ug.L" a alguns mg.L".

Os dados apresentados na publicagcdo do EPA (ESTADOS UNIDOS,
2007) mostram a amplitude de variagdo com valores de 18 ug.L™

para “northern squawfish”, Ptychocheilus oreg, (ANDROS; GARTON,
1980) a 84600 ug.L' para “golden shiner”, Notemigonus crysoleucas
(HARTWELL et al., 1989). Muitas vezes a CL50 varia para uma mesma
espécie, como no caso do “fathead minnow”, Pimephales promela,
sendo que foram citadas CL50 de 15 ug.L" (SCHUBAUER-BERIGAN et
al., 1993) a 1485,90 ug.L " (ERICKSON et al., 1996). Estudos como o de
DeBoeck et al. (2004) mostraram que a exposicdo ao cobre foi altamente
téxica a truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, com CL50 (96 h) de 210
ug.L'. Por outro lado, a exposicdo crénica desta mesma espécie em fase
juvenil, a 1000 ug.L" por 28 dias, ndo teve efeito no crescimento ou no
consumo alimentar dos individuos expostos.

Variacées na toxicidade crénica de cobre entre as espécies de peixes,
estdgios de vida e qualidade da agua foram verificados por Brix et al.

(2001). Estas grandes variac6es sado decorrentes da fase de vida, do

tamanho do individuo exposto e das caracteristicas fisico-quimicas
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da dgua. As concentracdes usuais, segundo Boyd e Massaut (1999),
variam de 0,5 a 2,0 mg.L" de cobre. As recomendacgdes préticas do
uso de CuSO, em piscicultura sdo baseados somente na alcalinidade da
agua. De acordo com Wurts e Durborow (1992), o cobre ndo deve ser
aplicado em dguas com alcalinidade menor que 20 mg.L", preservando
assim a vida dos peixes no viveiro.

Concentracbes excessivas podem resultar em acumulo do excesso do
1on cobre e subsequente toxicidade, o que pode indiretamente reduzir
o crescimento, a reproducdo e a alimentacdo dos organismos expostos
(BOYD, 1990). As variacées nas recomendacées técnicas baseadas
na alcalinidade e na diversidade de dados resultantes dos testes de
toxicidade, incoerentes com as aplicaces praticadas na aquicultura
mundial, demonstram que a utilizacdo do CuSO4 vem sendo feita de
forma irregular, pois muitas vezes ndo sdo observados os pardmetros
fisicoquimicos da dgua de uso.

A qualidade da dgua nos viveiros de cultivo de organismos aquaticos,
principalmente de piscicultura, € afetada por interacées dos diversos
componentes quimicos presentes neste ambiente. O pH dos viveiros
varia diariamente devido a respiracdo e fotossintese e quanto maior

a concentragéo de organismos que liberam CO, na dgua, maior a
oscilacado deste pardmetro (WURTS; DURBOROW, 1992). Alguns
autores descrevem a importancia de se verificar as condicées da dgua
dos viveiros antes da aplicagdo do CuSO,. Muitos destes alertas estdo
relacionados as caracteristicas de diminuicdo do oxigénio dissolvido
(OD) em consequéncia da presenca e da mortalidade das algas,
demonstrando entdo a possibilidade de, no momento da aplicacéo
destes compostos, o OD e o pH estarem diminuidos.

Wourts e Durborow (1992) descrevem que se um vasto bloom de

algas cobrir grande parte do viveiro, ndo é recomendado o uso de
CuSO,, pois este tratamento ird provavelmente causar morte repentina
das algas, podendo resultar em diminuicdo de OD, decorrente desta
mortalidade, sufocando os peixes. Boyd (1998) também alerta para

as aplicagées de CuSO, em viveiros onde a superficie da agua estiver
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coberta com plantas aqudticas em mais de 2/3. Porém, Boyd (1998)
indica aplicacGes sucessivas deste composto de maneira a eliminar
gradualmente estas macrdfitas, evitando deplecdo de OD em funcéao
da decomposicao destas. Este mesmo autor alerta ainda que assim
que a concentracdo de cobre diminuir a niveis sub-letais para estes
organismos, eles voltam a crescer, cobrindo novamente a superficie do
viveiro. Assim, esta prdtica deve ser feita periodicamente, evitando o
crescimento destes organismos indesejaveis, carcterizando esta acéao
como prdtica sucessiva.

Na aquicultura, devido ao baixo tempo de residéncia do 1on cobre

na coluna d “dgua, ha grande propensdo deste 10n se acumular nos
sedimentos dos viveiros de cultivo. Han et al. (2001) verificaram que
viveiros de piscicultura que receberam aplicacGes periddicas de CuSO,
acumularam cerca de 40 mg.kg' Cu para cada 1kg.ha'. As aplicacdes
sucessivas destes compostos podem levar ao excesso de 1on cobre no
sedimento, e a maior preocupacdo com este excesso € que ainda nao
se compreende como age este “reservatoério” de cobre, pois, acredita-
se que ele ndo é sd depdsito de materiais, mas sim um compartimento
ativo que intercambia espécies, contaminantes ou nutrientes com a
coluna d "dgua (MOZETO; ZAGATTO, 2006).

1.2 Toxicidade do cobre

1.2.1. Conceitos de Toxicologia e Biomarcadores
Ecotoxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos das substéncias
naturais ou sintéticas sobre organismos vivos, populacées e
comunidades, animais ou vegetais, terrestres ou aquaticos, que
constituem a biosfera, incluindo a interacdo entre substdncias com
0 meio nos quais 0s organismos vivem num contexto integrado
(PLAA, 1982). Nos testes de toxicidade, sdo estudadas as relacées
entre a dose de um poluente e seus efeitos nos organismos
expostos. Inicialmente, os testes avaliam o efeito na sobrevivéncia
dos organismos em estudo e posteriormente avaliam os efeitos da
exposicao a concentracOes sub-letais, na tentativa de compreender os
mecanismos que auxiliam os organismos a sobreviverem a exposicao
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aos xenobidticos. Muitas biotransformacdes em enzimas ou outras
proteihas sdo induzidas pela exposicdo a diferentes tipos de poluentes,
formando a base para a utilizacdo dos biomarcadores.

Linvigstone (1993) considera como biomarcadores os fluidos corpdreos,
as células ou os tecidos que indicam, em termos bioguimicos ou
celulares, exposicdo a xenobidtico. Depledge (1993) caracteriza ainda
como biomarcador as variac6es bioquimicas, celulares, fisioldgicas

ou comportamentais que podem ser mensuradas em amostras de
tecidos ou fluidos corporais. Undnimes sdo os autores em apontar

que as diferencas nestes biomarcadores fornecem evidéncias da
exposicdo ou efeitos de um ou mais poluentes quimicos. Existem
biomarcadores moleculares, celulares ou sistémicos, sendo alguns deles
especificos para determinados poluentes. Os biomarcadores podem

ser classificados como de exposicdo ou de efeitos. Um biomarcador de
exposicao serd qualquer alteracao biolégica mensuravel que evidencie a
exposicado dos organismos a um poluente, exemplificado pela atividade
das enzimas antioxidantes (WINZER et al., 2001) ou pela concentracao
de metalotioninas (MCCARTHY; SHUGART, 1990). Biomarcadores de
efeito serdo aqueles que evidenciam algum efeito téxico associado a
exposicdo do organismo ao poluente, assim como, a peroxidacao de
lipideos ou danos no DNA (VAN DER OOST, 2003).

O estudo dos biomarcadores frente a exposicdo a xenobidticos nos
permite descrever de maneira adequada efeitos induzidos por varios
estressores ambientais em qualquer nivel de organizacédo bioldgica,
do nivel celular ao ecossistema. Deste modo, um biomarcador € um
indicador da qualidade do ambiente, considerado como resposta
biolégica a quimicos e que fornece a extensdo da exposicao do
efeito téxico. Os biomarcadores sdo mais comumente usados em
exposicOes de individuos a diferentes concentracdes sub-letais.
Porém, a concentracdo de um biomarcador bioquimico em um dado
tecido também pode variar em resposta a caracteristicas intrinsecas
do organismo, como a fase de desenvolvimento e a idade (HYNE;
MAHER, 2000). Outro aspecto importante a ser considerado quando
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se avaliam efeitos induzidos por contaminantes quimicos a biota é que,
nos sistemas aquaticos naturais, os organismos podem estar expostos
ndo a um Unico contaminante, mas sim, a uma miriade ou mistura de
diferentes substdncias (RAND et al., 1995).

Os efeitos téxicos das substdncias dependem de muitos fatores,
incluindo a natureza do quimico, a via de exposicao, o local de acéo,
as vias metabdlicas e a dose. Fundamentalmente, todos os efeitos
téxicos envolvem mecanismos moleculares e s6 podem ser entendidos
se estes mecanismos forem conhecidos. A toxicidade se inicia com a
interacdo com o alvo bioquimico. Segundo Mazon e Fernandes (2001),
a relacdo entre o ambiente aqudtico e a superficie epitelial implica

em que o tecido branquial, a pele e o intestino sejam os primeiros a
entrar em contato com os poluentes, tornando estes érgdos potenciais
indicadores da qualidade ambiental.

Para a compreensao dos efeitos de poluentes como metais, sdo
fundamentais os estudos da assimilacdo, acumulacdo e excrecao
destes poluentes em organismos aquaticos. O termo biodisponibilidade
varia consideravelmente e é normalmente especifico a certas situacoes.
Porém, uma definicdo genérica e usual € a relativa facilidade com que
o quimico é transferido do ambiente a uma localidade especifica nos
organismos de interesse. A biodisponibilidade, entre outros fatores, €
diretamente influenciada pela forma quimica do componente avaliado
(MCDONALD et al., 1989).

A superficie ativa dos metais na dgua € altamente dependente da
quimica da dgua (MCDONALD et al., 1989). Entre os fatores mais
importantes estdo o pH, a dureza e a capacidade complexante

do metal. A caracterizacdo fisico-quimica da dgua pode interferir
diretamente na influéncia do cobre para os organismos. Sunda e Lewis
(1978) descreveram que a presenca de quelantes reduz a toxicidade
do cobre por meio da formacdo de complexos bioldgicos indisponiveis.
O efeito dos quelantes na reducédo da toxicidade do cobre para
fitoplancton foi demonstrado por Erickson et al. (1970) e Davey et al.
(1973). Para Grosell et al. (2007), grande parte da variacdo dos efeitos
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do cobre é atribuida ao tamanho do peixe. De acordo com Blust et al.
(1991), ndo ha relacédo direta entre a concentracdo de cobre no meio
e sua tomada e toxicidade. A dureza da dgua também pode afetar a
toxicidade de vdrios poluentes, especialmente de metais. Geralmente,
metais sdo menos tdxicos em dguas mais duras, desde que o pH seja
mantido constante (ARAGAO; ARAUJO, 2006).

1.2.2. Mecanismos de acao e fatores que influenciam a

toxicidade do cobre
A toxicidade do cobre varia em relacdo a aspectos do ambiente de
exposicdo, da sua forma quimica e em relacdo ao organismo e espécies
expostas. Os mecanismos pelo qual o cobre ira agir no organismo a ele
submetido dependeréo inicialmente de sua absorcdo, o que diretamente
afetara sua toxicidade. Porém acredita-se que, uma vez absorvido, o
cobre induza a vdrios danos que podem levar a morte do organismo
(SANCHEZ et al., 2005). Pesquisas realizadas com a exposicdo de
diversas espécies de peixes ao cobre demonstraram que ndo somente
sua absorcdo, mas a luta contra a absorcao do cobre causa disturbios
nestes organismos aquaticos.

Existe grande influéncia do meio na absorcdo do cobre, pois ele
compete com outros metais pelos sitios ativos de ligacado nas
branquias. Ha também a influéncia das caracteristicas do meio aquatico
nas formas quimicas do cobre, o que influencia diretamente sua
biodisponibilidade e, indiretamente, seus efeitos nos organismos, pois
ird interferir na captacdo do metal do meio. Os efeitos dos fatores
fisico-quimicos que afetam a toxicidade do cobre sdo muitos e a
especificidade quimica da dgua de exposicéo ird determinar se existira
efeito na especificidade do cobre e dos resultados da forte relacédo da
toxicidade do cobre livre.

Em aguas com concentracGes adequadas de oxigénio, o cobre livre
existe na forma de Cu?*, fracamente associado com moléculas de
dgua (Cu.nH207*2?) mas, esta espécie normalmente representa a menor
porcentagem do cobre total. Muito do cobre dissolvido é parte de
complexos fortes com vdrios ligantes, incluindo compostos orgénicos
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dissolvidos, hidréxidos, carbonatos e outros ligantes inorganicos
(ESTADOS UNIDQOS, 2007). A diversidade de formas quimicas que o
cobre apresenta na dgua, torna complexa sua forma de absorcao pelos
organismos e a compreensdo da sua biodisponibilidade. O modelo proposto
por Pagenkopf (1983) €, atualmente, a base para a compreensédo dos
mecanismos de acado do cobre (ESTADOS UNIDOS, 2007) nos organismos
aquaticos. Este modelo (Figura 1) descreve a complexidade da acdo

do cobre, influenciado diretamente pela caracterizacdo do ambiente
aquatico. Os estudos da toxicidade deste metal priorizam, ainda, a relacdo
entre a existéncia de um ligante bidtico neste contexto. Este ligante é
representado pelas branquias, por sitios de ligacdes nelas presentes e por
sua complexidade quimica que também interfere na toxicidade do metal,
caracterizando assim o Modelo Bidtico Ligante (BLM, sigla em inglés).

Reacbes que ocorrem entre solucées podem afetar a forma e
abundéncia em que uma espécie quimica, em particular uma
substancia, estd presente e, consequentemente, pode influenciar a
toxicidade direta que uma dada concentracao total desta substancia
tem para organismos aquadticos. Isto parece ser o caso de solucdes
contendo cobre onde muito do cobre Cu?* combina-se com outros
compostos (SHAW; BROWN, 1974). A influéncia da especificidade
do cobre decorrente da sua forma quimica é apresentada em varios
estudos. Campbell et al. (1999) descrevem que a tomada de cobre
pelas bradnquias da truta arco-ifis segue um modelo cinético, relativo a
reducdo do Cu?* a Cu* e que estas alteragcdes ocorrem antes mesmo
do contato com a membrana de transporte. Bogdanova et al. (1999)
descreveram a possibilidade desta reducdo ocorrer na superficie

da membrana extracelular sendo catalisado por substadncias com
grupamento sulfidrila.
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Figura 1. Diagrama conceitual das formas quimicas do cobre e do modelo-branquial de ligagao do
cobre. Adaptada de Pagenkopf, 1983.

De acordo com Grosell et al. (2002; 2007), a concentracado de cobre
em ambientes aqudaticos ndo é o unico fator que dita a possibilidade
de ocorréncia de efeitos adversos. Muitos autores relatam que a
toxicidade do cobre varia em funcdo das mudancas nas caracteristicas
fisicoquimicas da dgua de exposicao, tais como temperatura,
compostos orgénicos dissolvidos, particulas suspensas, pH e varios
cations e anions inorganicos, incluindo os que determinam dureza e
alcalinidade.

Normalmente, a toxicidade do cobre € reduzida pelo aumento na dureza
da dgua (SPRAGUE, 1968; HUNT, 1987; CAMPBELL, 1995; ALLEN;
HANSEN, 1996) que é composta de cations (principalmente de célcio e
magnésio) que ndo interagem diretamente com o cobre em solucdo para
reduzir sua biodisponibilidade. Em muitos casos, o efeito aparente da
dureza na toxicidade pode ser parcialmente em funcdo da complexacéao
do cobre com altas concentracGes de hidréxidos e/ou carbonatos
(aumento do pH e da alcalinidade) normalmente associados com alta
dureza (INGLIS; DAVIS, 1972; CHAKOUMAKOS et al., 1979; MILLER;
MACKAY, 1980; ERICKSON et al., 1987).

Existem evidéncias de que a toxicidade do cobre € afetada pelas
condicOes de exposicdo cujos efeitos |lhe sdo atribuidos por interferirem
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na sua biodisponibilidade. Entretanto, ndo pode ser presumido que todos
os efeitos observados dos fatores fisico-quimicos na toxicidade do cobre
refletem na biodisponibilidade ou que o efeito na biodisponibilidade &
devido somente a complexacdo e competicdo com os cations pelos
ligantes. O efeito varia em funcédo do tipo de metal e da dgua. Portanto,
em estudos ecotoxicoldgicos é necessdrio considerar a dureza da dgua.

Neste sentido Aragdo et al. (2003) avaliaram a dureza total das dguas
superficiais do Estado de Sao Paulo. Os resultados obtidos permitiram
classificar essas dguas como moles, com dureza média de 31 mg.L"
CaCO, e possibilitaram justificar a utilizagdo de dgua mole para a realizacdo
de ensaios de toxicidade com organismos aqudticos no Estado. Assim,
dependendo da quimica da bacia hidrografica, sistemas caracterizados
por apresentarem baixa dureza normalmente contém uma variedade de
ligantes, tais como bicarbonato, fldor, sulfato, dcidos fulvico e himico.
Muitos destes ligantes irdo formar complexos relativamente estaveis,
diminuindo a toxicidade dos metais. Sabe-se ainda que ndo somente

a dureza e alcalinidade ditardo se o cobre estard mais ou menos
biodisponivel pois, o pH, temperatura, quantidade de material ligante
entre outras caracteristicas influenciardo na toxicidade deste metal.

Segundo Cassee et al. (1998), a interacdo entre compostos pode
interferir em mecanismos do sistema biolégico como no prdéprio
processo de absorcdo, na distribuicdo, no metabolismo e na excrecao
ou até mesmo na toxicodindmica, agindo nos receptores quimicos
destes. Grande (1967), por exemplo, relatou que quando peixes
salmonideos foram expostos ao cobre, em dguas altamente moles, a
toxicidade do cobre foi reduzida quando substdncias himicas estavam
presentes. Baixos niveis de nitrogénio, contendo dcidos orgénicos com
propriedades quelantes, também reduziram a toxicidade de solucées de
sais de cobre (SPRAGUE, 1968).

Assim, acredita-se que existam fatores que interferem na forma quimica
em que o cobre estd presente na agua, outros que irdo modificar sua
absorcao por alterarem sua forma quimica na superficie de absorcéo,
0s que competem com este metal pelos mesmos sitios de ligacdo na
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superficie de absorcdo e fatores que indisponibilizam o cobre por se
associarem a ele. Devido as dificuldades e limitac6es em se determinar
e avaliar os metais e suas acdes, tornaram-se necessarias pesquisas
que mostrassem e quantificassem os efeitos de pardmetros da
qualidade da dgua que modificam a toxicidade de cada metal.

As branquias dos peixes sdo a principal via de absorcdo de metais,
representando uma vasta drea de superficie (MCKIM, 1994). A
especificidade do metal no microambiente pode ser alterada pela
secrecao de muco branquial, pois o epitélio branquial é normalmente
coberto com uma matriz extracelular contendo uma variedade de
glicoproteinas (TAO et al., 2002). Assim, os metais podem se ligar ao
muco branquial diminuindo sua disponibilidade (VARANASI; MARKEY,
1978).

O pH no microambiente da superficie branquial € diferente do

pH da dgua do ambiente ao seu redor devido a influéncia das
liberac6es de aménia, diéxido de carbono e outros compostos (LIN;
RANDALL, 1990). Tem sido adotado, portanto, que mudancas na
biodisponibilidade dos metais podem ser decorrentes das mudancas do
microambiente branquial. Estas mudancas sdo associadas basicamente
as alteracdes do pH deste microambiente e da complexacdo dos metais
com o muco. Porém, estes dois fatores respondem a mudancas no pH
do ambiente (TAO et al., 2002).

TAO et al. (2000) verificaram que, em carpa comum, Cyprinus carpio,
a perda de carbono orgénico, que indiretamente corresponde ao muco
branquial quando determinada na dgua que passou pelas branquias,
aumentou exponencialmente em resposta ao aumento de cobre
aqudtico em pH dcido. O muco protetor é continuamente lavado pelo
fluxo de dgua na respiracdo (TAO et al., 2000; TAKASUSUKI et al.,
2004) e reposto por novo muco secretado pelas células.

Pelgrom et al. (1995) expuseram a tildpia mossdmbica a niveis de
cobre (50, 100 e 200 ug. L") resultando em aumento significativo
da concentracdo de cobre nas brdnquias e no plasma, de modo
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mais proeminente nos peixes expostos a 200 ug.L". Estes mesmos
autores afirmaram que somente o plasma e ndo as células sanguineas
apresentou elevada concentracdo de cobre, indicando que muito do
cobre que entra pelas branquias é transportado pelo plasma. Estes
resultados indicaram haver ceruloplasmina no sangue da tildpia

sendo esta a principal proteiha transportadora do cobre na corrente
sangulihea. Entretanto, ndo houve direta relacdo entre a concentracao
de ceruloplasmina plasmdtica e concentracGes de cobre na dgua.

Paris-Palacios et al. (2000) ndo encontraram linearidade entre

a bioconcentracdo de cobre e sua concentracdo na dgua. Em
“snakehead”, Chana sp., e “killifish”, Fundulus heteroclitus, a
bioconcentracdo diminuiu com o aumento do cobre ou de outros
metais na dgua (SEGNER; BRANUBECK, 1990). De acordo com estes
autores, os peixes ndo desenvolvem regulacdo das ligacées com metais
abaixo de certas concentracGes e baixas concentracdes de metais na
agua podem resultar em alta bioacumulacdo. Estudos na cinética da
toxicidade do cobre em truta arco-Ifis sugerem rdpida eliminacdo do
cobre. Assim, a concentracao plasmatica deve alcancar situacdo de
equilibrio apds poucas horas ou dias (CARBONELL; TARAZONA, 1994).

1.2.3. Influéncia do pH aquatico na toxicidade do cobre
O pH é definido como o logaritmo negativo (co-log) da concentracdo de
1ons hidrogénio (H*) e, de modo simples, indica quao dcida ou bdsica
estd a dgua. Aguas com pH = 7,0 sdo consideradas neutras. Abaixo
deste valor sdo caracterizadas como acidas e acima de 7,0 basicas.
O pH da maioria dos tanques de cultivo de dgua doce estdo entre 6,0
e 9,0, podendo variar diariamente em até dois pontos (BOYD, 1998).
Vdrios fatores, como a poluicdo ambiental e a chuva acida, afetam
o pH aquatico (HEATH, 1991). Tanto o pH alto quanto o baixo sdo
potencialmente téxicos para peixes, conforme exemplificado na Figura
2. Existe uma faixa ideal de pH (6,5 a 9,0) para a sobrevivéncia da
maioria dos peixes e abaixo ou acima dela, mecanismos bioquimicos
e fisioldgicos podem ser acionados na busca de sobrevivéncia a esta
adversidade.
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Figura 2: Escala de pH, mostrando a faixa recomendavel para piscicultura. (Adaptado de Wurts e
Durborow, 1992).

O pH tem efeito marcante na forma quimica em diversas substancias
potencialmente téxicas e, consequentemente, pode ter grande
influéncia na toxicidade. Stiff (1971) relatou que substancias alcalinas
inorgénicas ligam-se ao Cu?* em pH neutro ou alcalino. Por outro lado,
a diminuicdo no pH libera 1on cuprico deste complexo. Muitos fatores
bidticos e abidticos influenciam a biodisponibilidade e a toxicidade

dos metais para organismos aqudticos. Além disso, as relacGes entre
fatores que afetam a toxicidade nem sempre séo lineares. Por exemplo,
o pH baixo pode tanto aumentar como diminuir a toxicidade de metais
em ecossistemas de dgua doce (CAMPBELL; STOKES, 1985). Os
efeitos do pH aquatico na atividade dos metais sdo complexos, uma
vez que o pH afeta tanto a solubilidade quanto a especificidade de
muitos metais (MCDONALD et al., 1989).

Dentre os efeitos das caracteristicas quimicas da dgua na toxicidade
dos metais, o fator pH é o mais complexo de ser compreendido
(MCDONALD et al., 1989). Os efeitos do pH na toxicidade do cobre
sdo de particular importancia em dguas moles e de baixa alcalinidade,
como a maioria das dguas continentais brasileiras. Em dgua dura, a
toxicidade do cobre é menor devido a complexacdo com Ca** e CO?,
(PLAYLE et al., 1992), enquanto que em dguas moles, que tém baixa
concentracdo de Ca?* e tém baixo poder tampé&o, acredita-se que a
toxicidade do cobre seja maior, especialmente em baixo pH. A dureza
da dgua, altos valores de pH ou baixa alcalinidade reduzem a letalidade

21
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do cobre para os peixes (ZITKO; CARSON, 1976; HOWARTH;
SPRAGUE, 1978; ERICKSON et al., 1996) mas, em pHs menores que
6,5, hiroxidos de cobre téxicos sdo formados (STOUTHART et al.,
1996).

O cobre e o pH baixo parecem ser similares no mecanismo de toxicidade
pois, ambos sdo caracterizados por causar producao excessiva de muco

e sua precipitacdo nas branquias, sendo a morte entdo atribuida por
asfixia. O baixo pH inibe a absorcdo de Na* e CI através das branquias e
estimula a difusdo passiva do efluxo destes 1ons (WOOD, 1989; 2001). O
cobre também inibe a absorcdo de 10ns e favorece sua perda, o que pode
aumentar os efeitos do pH (WOOD, 2001; MAZON et al., 2002a). Estudos
realizados em dgua doce, onde as mudancas de concentracdo dos l1ons
hidrogénio sdo mais pronunciadas, mostraram que a formacdo de complexos
do cobre com ligantes orgénicos diminuem a sua absorcéo e toxicidade
(DODGE; THEIS, 1979; GUY; KEAN, 1980; BORGMANN; RALPH, 1983;
BUCKLEY, 1983; STARODUB et al., 1987). Entretanto, também foi
demonstrado que a absorcéo e toxicidade do cobre aumentou com a
diminuicdo da concentracao de 1ons hidrogénio, diminuindo a concentracao
de 1ons cuprico (ANDREW et al., 1977; HOWARTH; SPRAGUE, 1978;
CHAKOUMAKOS et al., 1979; MILLER; MACKAY, 1980; CUSIMANO et
al., 1986; LAUREN; MCDONALD, 1986; STARODUB et al., 1987). Nestas
circunstancias, acredita-se ndo haver relacdo direta entre a concentracao
de 10ns cuprico na solucdo e a absorcdo e toxicidade deste metal em
organismos aquaticos (BLUST et al., 1991).

O pH pode alterar a biodisponibilidade do cobre de trés maneiras
distintas: (1) modificando a forma quimica do metal na solucéo;

(2) modulando a atividade do sistema de transporte do metal e

(3) modificando processos fisiolégicos que influenciam direta ou
indiretamente os processos de tomada do metal (ex. alterando os
potenciais de membrana, regulacdo osmdtica e i6nica; metabolismos
energéticos) (WILLIAMS, 1981; VIARENGO, 1989). Em ambientes
acidos, a forma mais biodisponivel do cobre é o cétion livre (Cu?™)
(LAUREN; MCDONALD 1985; 1986; TAO et al., 2000; 2002). Jad em
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dgua com pH alcalino, a forma mais biodisponivel € o complexo de
hidréxido de cobre (Cu(OH),) (PLAYLE et al., 1992; TAO et al., 2002).

Em ambientes bdsicos o cobre é complexado com hidrogénio e
carbonato, mas em ambientes dcidos os 1ons cuprico e algumas
espécies inorgéanicas (ex: CuCl* e CuSO,) tornam-se mais importantes.
Para a mesma concentracdo de CO, dissolvido, o complexo com o
carbonato é importante em um ambiente bdsico mas ndo em ambiente
acido (BLUST et al., 1991). Por isto, é esperada maior toxicidade do
cobre em pH dcido e menor em pH alcalino.

Os resultados da exposicdo do crustdceo eurialino artémia, Artemia
franciscana, a concentracdes crescentes de cobre mostraram que

a absorcdo deste metal aumentou linearmente em relacdo a sua
concentracdo na solucdo e que este fato foi maior em dgua bdsica e
neutra, quando comparado a dgua dcida (BLUST et al., 1991). Estes
mesmos autores explicam que o efeito dos 1ons hidrogénio na absorcéo
do metal é expresso como ionizacdo do sistema de transporte do metal,
ressaltando que alterac6es no pH do meio modificam o processo de
absorcao do cobre. A protonacao dos sitios de ligacao envolvidos no
sequestro e transporte do cobre é exemplo da modificacdo causada
pelas alteracées na concentracdo de ion hidrogénio no mecanismo

de absorcédo do cobre. Por isto, a protonacdo aumenta a absorcéo

e biodisponibilidade dos 1ons cuprico livres e/ou outras espécies

de 1ons cuprico com alteracGes do pH. Uma vez que mudancas na
concentracdo de 1ons cuprico e na concentracdo de hidréxidos cupricos
sdo dependentes de pH, ndo é experimentalmente possivel, de forma
clara, separar os efeitos do pH na especificacao do metal do efeito do
pH no processo de absorcdo dos metais.

Menezes (2005) encontrou para o tambaqui, Colossoma macropomum, uma
CL50 (96 h) de 2,68 mg.L" Cu em pH 4,0. Este valor € quatro vezes maior
do que o estimado por Oliveira (2003) para a mesma espécie, porém em pH
7,3. Outros resultados demonstraram que o curimbatd, Prochilodus scrofa,
apresentou maior sensibilidade ao cobre em pH 8 (15 ug.L"), se comparado
com o valor de CL50 em pH 4 (200 ug.L") (TAKASUSUKI et al., 2004).
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Carvalho e Fernandes (2006) avaliaram a toxicidade do cobre em
curimbatd e obtiveram valores de CL50 (96 h) de 98 e 88 ug.L' em
pH4,5e 16 e 14 ug.L"" em pH 8,0, nas temperaturas de 20 e 30°,
mostrando que esta espécie foi mais sensivel ao cobre em pH basico
que em pH &acido, nas duas temperaturas, concluindo que a toxicidade
do cobre para esta espécie depende do pH da dgua, corroborando os
achados de Takasusuki et al. (2004). Os achados de Cusimano et al.
(1986) também confirmaram que os efeitos do cobre em pH &cido
diminuiram para truta arco-iris. Carvalho e Fernandes (2006) sugeriram
que a diminuicao da toxicidade do cobre em pH &cido pode ser
decorrente da competicdo do H* e do Cu?* pelo mesmo sitio de ligacdo
no epitélio branquial (LAUREN; MCDONALD, 1985), que é a principal
superficie corporal de difusdo dgua-sangue (MAZON et al., 2002a).

Cogum e Kargin (2004) avaliaram a bioconcentracdo do cobre no
figado, brdnquias e musculo da tildpia do Nilo em diferentes pHs (5,5,
7,8 € 9,5) por 7, 15 e 30 dias, nas concentracées de 0,1; 0,5; 1,0 e
5,0 mg.L". Estes autores verificaram que em todos os pHs testados

o acumulo de cobre nos tecidos aumentou, significativamente, com o
aumento de cobre na dgua e com o tempo de exposicdo. O acumulo de
cobre nos tecidos dos peixes expostos ao pH acido foi maior do que o
dos peixes expostos aos outros valores de pH.

Takasusuki et al. (2004) verificaram que, em curimbatd, a exposicdo a
concentracOes crescentes de cobre aumentou o aciumulo deste metal
no plasma, em pH alto e baixo. Porém, em pH 4,5 a concentracdo no
plasma foi maior que em pH 8,0. As maiores concentracées, apds 96
h de exposicdo, ocorreram nas branquias e plasma com valores 250%
maiores que no grupo controle.

1.2.4. Influéncia do oxigénio dissolvido na toxicidade do
cobre
a. Compreendendo os conceitos do metabolismo oxidativo

O oxigénio, no seu estado molecular (02), € essencial para muitos
processos metabdlicos vitais, forcando a vida aerdbica a resistir a
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uma notdvel toxicidade caracterizada pelo chamado “paradoxo da
vida aerdbica” (AHMAD, 1995). Os organismos aerdbicos sdo, muitas
vezes, sujeitos a variacées na concentracdo de oxigénio no meio
(DAVIES, 2000). O paradoxo do oxigénio € derivado de sua natureza
quimica. Na sua forma atémica (O), o oxigénio € um radical livre e
na sua forma molecular (O,) é um bi-radical livre (DAVIES, 2000),
caracterizado por possuir um elétron ndo pareado na sua camada
atémica mais externa. Quando dois d&tomos de oxigénio combinam para
formar uma molécula de oxigénio, seus elétrons permanecem como
dois elétrons ndo pareados. Esta natureza de bi-radical permite a reacdo
de oxidacdo/reducdo. A reducdo tetravalente do oxigénio, catalisada
pela citocromo c oxidase no final da cadeia transportadora de elétrons
da mitoc6ndria, produz agua. Entretanto, reducées monovalentes
geram diversos intermedidrios reativos, comumente conhecidos como
espécies reativas do oxigénio (EROs) (SIES, 1986). Se um Unico elétron
€ aceito pela molécula de O, ele deve atingir um dos orbitais mais
externos, obtendo como produto o radical superéxido (0,”). Além da
origem comum no metabolismo aerdébico (FRIDOVICH, 1975), outra
fonte importante de O, é o “burst respiratério” das células fagociticas
quando estas entram em contato com particulas invasoras.

Adicionando-se um segundo elétron ao O, ocorre a formagé&o do i1on
peréxido O, que ndo possui elétron ndo pareado e ndo € um radical,
mas é capaz de gerar novos pré-oxidantes (DROGE, 2002). Qualquer
022- formado em pH fisiolégico iréa imediatamente sofrer protonacao,
gerando perdéxido de hidrogénio (H,O,). Em solucées aquosas o

0,” sofre a reacdo de dismutacéo para formar H,0, e O,. A taxa de
dismutacdo é mais rdpida em valores de pH mais dcidos (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1984).

A ruptura hemolitica de 0-O do H,O, produz dois radicais hidroxilas
(#OH) que possuem alta taxa de reacdo com grande parte das

moléculas encontradas nos organismos vivos. A reatividade do ¢OH
€ tdo alta que se os *OH forem formados em organismos vivos irdo
reagir imediatamente com moléculas biolégicas ao redor, produzindo
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radicais secunddrios com reatividade variada. Um sistema bioldgico que
produz O,” provavelmente produzird H,0,, a ndo ser que o O,* reaja
imediatamente com outra molécula, por meio da reacdo de dismutacao.
A taxa na qual isto ocorre depende do pH, da concentracdo de O, e
da acdo de mecanismos de defesa. Acredita-se que os radicais hidroxila
sdo os responsaveis por danos celulares que incluem peroxidacao
lipidica em membranas, oxidacao direta de proteinas e clivagem de
moléculas de DNA e RNA (PENA et al., 1999).

A oxidacao bioldgica € um processo primitivo e, em face da inevitdvel
consequéncia da toxicidade do O,, a evolugdo proporcionou estratégias
apropriadas de defesa para sobreviver ao “paradoxo do oxigénio”.
Quando formas mais complexas da vida aerébica se desenvolveram,

a elaboracdo de defesas antioxidantes se diversificou e se adaptou a
novas situacées. A primeira linha de defesa € composta por substéancias
antioxidantes como a vitamina C, E, o acido urico, glutationa e
carotendides. Além do mais, diversas enzimas de defesa antioxidantes
(DAs) previnem a cascata oxidante, reagindo, interceptando e
inativando os EROs, encerrando o ciclo da peroxidacao lipidica. As
enzimas antioxidantes sdo cruciais no esforco em conter a toxicidade
do oxigénio, quando o suprimento de outros compostos antioxidantes
estd escasso ou esgotado (AHMAD, 1995), atuando ainda em conjunto
com estes compostos. O estresse oxidativo (EO) ocorre quando a taxa
de geracdo de EROs excede a da sua remocéo (SIES, 1986), podendo
haver excesso na producdo de EROs em niveis que comprometem

a capacidade destes compostos em combater sua formacao ou até
mesmo a inibicdo destes mecanismos. Os efeitos deletérios do EO
incluem a oxidacdo de proteihas, DNA e componentes esterdides,
assim como, a peroxidacdo de lipideos na membrana celular. Esta
reacdo produz hidroperdxidos de lipideos (HP) instdveis, produtos que,
em decomposicao, sdo altamente reativos, ameacando a integridade
celular, perpetuando o ciclo de peroxidacao (SIES, 1986). Muitos
poluentes ambientais podem induzir o EO em animais aquaticos,
incluindo os peixes e estes mecanismos vém ganhando muita atencao
no campo da ecotoxicologia (LEMAIRE et al., 1996).
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b. Variacdes na concentracao de oxigénio dissolvido na agua e
seu efeito na toxicidade do cobre

Segundo Braum e Junk (1982), Saint-Paul (1984) e Val (1986) as
oscilacGes extremas no oxigénio dissolvido no ambiente exigem

dos organismos aquaticos, notadamente dos peixes, uma série de
respostas adaptativas. Estas respostas envolvem desde manifestacdes
comportamentais, como migracées laterais e o acionamento da
respiracdo na superficie aqudtica, até o desencadeamento de ajustes
fisiolégicos e bioquimicos, com aumento do hematdcrito e da taxa de
hemoglobina, alteracées enzimaticas e processos de regulacdo génica.

A producéo de EROs tem ihtima relacdo com a proporcéo de O,
consumido pelo organismo. Neste sentido, mudancas na disponibilidade
do O, podem resultar em estresse oxidativo (WILHELM FILHO et al.,
1993). Segundo Degroot e Littauer (1989), como a velocidade de
formacéo dos EROs € proporcional ao consumo de O, e a quantidade de
mitocéndrias presentes no tecido, a expectativa inicial é de que situacées
de hipdxia resultem em diminuicdo da velocidade de geracao de EROs.
Entretanto, sob determinadas condicbes, a geracdo pode ser aumentada
também durante estas condicées. No caso de um quadro isquémico ou
mesmo hipoxémico, onde o O, estd presente em concentracGes que
limitam sua reducdo para H,O pela citocromo ¢ oxidase, o aumento

da capacidade de reducdo da cadeia respiratdria, aliado ao acimulo

de co-fatores reduzidos (potencial redutor) nas células, pode aumentar
a producéo de O, pelos componentes da cadeia transportadora de
elétrons (FREEMAN; CRAPO, 1982). Geralmente os aumentos destes
intermedidrios reativos sdo acompanhados, compensatoriamente,

por respostas dos sistemas de protecdo antioxidantes enzimadticos
(FREEMAN; CRAPO, 1981), evitando assim o EO.

Sabe-se que em drgdos de mamiferos submetidos a hipdxia e a
reoxigenacdo ocorre aumento na produgcdo de EROs causando
oxidacao dos componentes celulares, incluindo proteinas e lipideos
de membranas (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1985; KRAMER et al.,
1994). Os elétrons liberados na cadeia respiratéria mitocondrial sdo
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reduzidos durante a isquemia. Entretanto, a reoxigenacdo imediata
destes elétrons ocorre apds o reinicio do refluxo do O,, reperfundindo o
sistema, levando a superproducdo de oxiradicais (RUUGE et al., 1991).
Tais alteragGes ndo s6 terminam com o periodo de privacdo de O,,

mas também, com as consequéncias da reintroducao do O2 (STOREY,
1990; STOREY; STOREY, 1996). Por outro lado, animais que convivem
naturalmente com alteragGes na disponibilidade de O, podem apresentar
adaptacdes bioquimicas. Se a potencializacdo da producdo de EROs e
da peroxidacdo lipidica sdo prejudiciais aos mamiferos em situacao de
isquemia e reoxigenacao, isto pode ser também um problema para os
peixes durante a volta de uma situagcao de hipdéxia ou andxia. Segundo
Lushchak et al. (2001), os sistemas enzimaticos de defesa antioxidante
sdo componentes chave do mecanismo bioquimico, que permitem a
sobrevivéncia de certos moluscos e algumas espécies de vertebrados
inferiores durante a andxia/hipdxia seguida da reoxigenacdo. O aumento
da atividade destas enzimas parece ser importante para a defesa contra
a formacdo de EROs durante a reoxigenacdo nestas espécies.

Em relacdo a andxia ou a hipdxia severa, existem relatos de que ndo

€ a reducdo de oxigénio per se, mas sim o retorno a normoxia que

se constitui no fator mais critico das oscilacées de OD, influenciando
diretamente o metabolismo oxidativo (BARRY, 1994). A resposta

mais comum a hipéxia observada em peixes é o aumento das defesas
antioxidantes, tanto enzimaticas quanto ndo enzimaticas. Este processo
foi denominado por Hermes-Lima et al. (2001) como “preparacao para
o estresse oxidativo”. Luchchak et al. (2001) em douradinho, Carassius
auratus, e Cooper et al. (2002), em “spot fish”, Leiostomus xanthurus,
mostraram que a anoxia ativou as defesas antioxidantes, corroborando
os achados de Vig e Necmcsodk (1989), Hermes-Lima e Storey (1993;
1998), para ectotérmicos.

A concentracdo de oxigénio dissolvido na dgua varia constantemente
até mesmo em condicées naturais. Acdes antropogénicas também
contribuem para condi¢c6es de hipdxia, pois a adicdo excessiva de
compostos organicos no meio aqudtico resulta em bloom de algas e
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microorganismos que podem causar alteracées na concentracdo de OD,
especialmente a noite, na fase escura da fotossintese. Entretanto, a
influéncia do OD na toxicidade foi muito estudada nas décadas de 60 e
70 mas, surpreendentemente, poucas pesquisas foram realizadas apés
este periodo (RATTER; HEATH, 1995).

Os peixes amaz6nicos possuem mecanismos que incluem modificacdes
comportamentais, morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas que
permitem, até certo ponto, a sobrevivéncia dos individuos em
ambientes hipéxicos (ALMEIDA-VAL et al., 1993; 1999). As respostas
fisiolégicas frente as reducdes nos niveis de OD ocorrem via: (1)
aumento da frequéncia ventilatdria, volume ventilatdrio e reducdo na
frequéncia cardiaca; (2) aumento no numero de eritrécitos circulantes,
taxa de hemoglobina e porcentagem de hematdcrito; (3) aumento

na afinidade da hemoglobina pelo oxigénio ajustado a proporcéo

de fosfato inorgénico (NTP) e taxa de hemoglobina e ajustes no pH
sanguiheo; (4) expressdo de multiplas hemoglobinas com diferentes
propriedades funcionais; e (5) depressdo do metabolismo (VAL,
1996). Os ajustes fisiolégicos buscam favorecer a tomada de O, e
transferéncia para os tecidos. Tais ajustes sdo acionados assim que

o animal detecta alteracées na concentracdo de OD, via sistema
sensorial ou via processos metabdlicos (HOCHACHKA; SOMERO,
1984; WOOTTONM, 1990). Peixes oxi-reguladores sdo capazes de
manter o aporte de O, ao organismo até uma tens&o critica de O,
(PcO,), a qual varia entre as espécies. A partir desta PcO, a tomada
de O, branquial diminui com sua reducdo no ambiente. As respostas
fisiolégicas buscam manter a concentracdo de oxigénio no sangue até
que o custo da ventilacdo seja maior do que o ganho com o oxigénio
tomado do ambiente (HOCHACHKA, 1980; JENSEN et al., 1993;
JOBLING, 1994). Portanto, até a PcO, da espécie, € esperado que as
respostas fisioldgicas e hematoldgicas a hipéxia mantenham os niveis
de O, adequados. No entanto, estes ajustes implicam em maior gasto
de energia obtida por meio de reservas, como glicogénio, proteihas e
lipideos.
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A baixa concentracdo de OD, condicdo caracteristica de muitos rios
poluidos, foi apontada por muitos autores por aumentar o efeito de
téxicos para peixes (LLOYD, 1961). De acordo com Berner (1981), os
depdsitos sedimentares e portanto, as formas quimicas em que os metais
se encontram, podem ser classificadas em funcdo da concentracédo de
OD no ambiente, mostrando a instabilidade dos minerais em funcéo
deste fator e as mudancas que irdo ocorrer nos sistemas aquaticos,
influenciando na toxicidade de diferentes metais pesados. Jackson
(1984) avaliou a interacdo de diversos metais, entre eles o cobre, o
zinco e o selénio e seus efeitos em organismos aquaticos, sugerindo
haver alterac6es em funcdo da predominéncia de condicbes aerdbias e
anaerdbias nos sistemas naturais. Esta inter-relacdo foi exemplificada
com resultados obtidos na interacdo cobre-zinco, havendo influéncia do
zinco no acumulo de mercurio em concentracées hipdxicas, que ndo se
modificaram na presenca de maiores concentracées de OD. Lloyd (1961)
demonstrou que a toxicidade aguda de zinco, cobre, chumbo, compostos
fendlicos e amdnia aumentou significativamente em dguas com baixa
concentracdo de OD. O fator principal para esta modificacdo foi a
diminuicdo do OD, induzindo a um aumento na frequéncia respiratdria,
alterando o fluxo de dgua nas brénquias e, consequentemente,
influenciando a absorcdo dos compostos téxicos. A toxicidade do

dcido sulfidrico para Carassius auratus aumentou 1,4 vezes quando em
hipéxia (ADELMAN; SMITH, 1972). Esses achados demonstraram que
as mudancas na toxicidade desses metais ndo se devem somente a
concentracao destas substancias no meio.

Além das ocorréncias naturais, a hipdxia em ambientes aquaticos
pode também ser consequéncia de acOes antropogénicas, aumentando
sua frequéncia, duracéo e intensidade, resultando muitas vezes em
diminuic6es da biodiversidade (CONNOLLY et al., 2004). Hanazato e
Dodson (1995) observaram efeito sinérgico do carbanil (CO.N.CH,)

e hipdxia em Daphinia pulex. Ferreira et al. (2008) avaliaram os
efeitos das concentracées de OD na toxicidade do cddmio e do
carbendazim (fungicida agricola), para Daphinia magna. Descreveram
que a exposicdo a condicbes agudas destes fatores resultou em
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sinergismo, verificado principalmente na diminuicdo da CL50, com a
diminuicdo gradativa do OD. Porém, estes autores ressaltaram que a
interpretacdo das possiveis interagées entre téxicos e variagcbes no OD
devem ser cautelosas pois, a exposicado a hipdéxia implica em aumento
de estresse. A hipdxia severa causa reducédo gradual de elétrons na
cadeia mitocondrial, levando a formacéo incontrolada de EROs com
consequente alteracdo no status redox (CHANDEL; SCHUMACKER,
2000). O acumulo de metais também causa aumento de EROs como
H,O,, 0, e *OH, culminando em estresse oxidativo (LIVINGSTONE,
2001; DAUTREMEPUITS et al., 2002). Este pode ser o motivo pelo
qual, durante exposicao de curto periodo a hipdxia, a Daphnia elevou
as taxas ventilatdrias e cardiaca levando ao aumento da absorcao de
cadmio (PAUL et al., 1998).

1.3 O uso de biomarcadores na exposicao ao cobre e
aos fatores que influenciam sua toxicidade

1.3.1. Metabolismo oxidativo
Como todos os organismos, os peixes também sdo susceptiveis aos
efeitos das EROs e possuem inerentes e efetivas defesas antioxidantes
que ja estdo bem descritas na literatura (WILHELM FILHO et al.,
2005; MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2005). Dentre os mecanismos de
defesa destacam-se a atuacdo das enzimas antioxidantes. Dentre elas
a enzima superdxido dismutase (SOD) que remove o O, por meio da
aceleracdo da reacédo de dismutacao, transformando anions superdxido
em perdxido de hidrogénio (YIM et al., 1993). A SOD é de grande
importancia em permitir que os organismos sobrevivam na presenca
do 02 e tolerem aumentos na concentracdo de EROs (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1985). Yim et al. (1993) e Sanchez et al. (2005)
acreditam que, por ser uma metaloenzima, a SOD apresenta rdpida
resposta a exposicdo ao cobre como resultado da ligacdo do metal
a enzima. A catalase (CAT), enzima responsavel pela decomposicdo
do peréxido de hidrogénio (H,0,) em dgua e oxigénio, estd distribuida
em praticamente todos os tipos celulares, principalmente no figado
e no sangue dos vertebrados superiores. Por possuir alto Km, a CAT
é dificilmente saturada pelo substrato (SCANDALIOS, 2005). Por
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outro lado, altas concentracdes de 02" podem inibir sua atividade
(KONO; FRIDOVICH, 1982). A enzima glutationa peroxidase, GSH-
Px, encontrada também em diferentes tecidos animais. Ela converte
a glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG), utilizando
como substrato o HZO2 (GRISHAM, 1992).

Fatores como o comportamento, condicées do ambiente e mudancas
sazonais influenciam a atividade das enzimas das DAs. A atividade
destas enzimas € tecido-especifica. Alguns trabalhos citam atividades
em tecidos diferentes e até mesmo auséncia de atividade em alguns
tecidos, como € o caso da atividade eritrocitaria da CAT. Wdzieczak
et al. (1982) demonstraram variacdo da atividade da CAT em muitas
espécies de peixes de dagua doce e de agua salgada. A maior atividade,
entre os peixes de dgua doce, foi para a atividade da CAT eritrocitdria
da perca, Perca fluviatilis. Entretanto, Wilhelm Filho et al. (1993)
relataram a auséncia de atividade da CAT nos eritrécitos de outras
espécies de peixes. Diferencas entre tecidos ja foram relatadas por
Wdzieczak et al. (1982), Radie et al. (1985a; 1985b), Wilhelm Filho et
al. (1993) e Otto e Moon (1996). O epitélio das glandulas gasosas da
bexiga natatdéria (MORRIS; ALBRIGHT, 1984) e da retina dos peixes
(DESROCHERS; HOFFERT, 1983) apresentaram aumento da atividade
da SOD, permitindo maior toleréncia a toxicidade do oxigénio nestas
estruturas. Algo similar foi encontrado no musculo vermelho, que
normalmente mostra maiores atividades de SOD (MAZEAUD et al.,
1979). Estes mesmos autores descreveram que as maiores atividades
das DAs ocorrem nos tecidos mais oxidativos. Cassini et al. (1993)

e Wilhelm Filho et al. (1993) encontraram correlacdo positiva entre
enzimas antioxidantes e intensidade metabdlica.

Nas ultimas décadas as pesquisas em ecotoxicologia tém buscado
evidéncias que associem a producdo de EROs a contaminacéao
ambiental. Sugere-se que os biomarcadores de estresse oxidativo
possam ser utilizados em programas de monitoramento ambiental
(MCCARTHY; SHUGART, 1990). Uma vez descoberta a importancia de
reacdes de radicais livres nos processos biolégicos como mecanismos



O Uso do Sulfato de Cobre em Ecossistemas Aquaticos: fatores que afetam sua toxicidade em
peixes de agua doce
que auxiliam na destoxificacdo de xenobidticos, vdrias pesquisas
sobre processos pré-oxidantes e antioxidantes tém sido realizadas
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

As dguas residuais contém uma variedade de poluentes orgénicos e
metélicos. Muitos deles sdo fortemente oxidantes (AVCI et al., 2005).
Ciprinideos de dgua doce de dreas sabidamente poluidas mostraram
sinais de estresse oxidativo, com aumento das atividades da SOD e
CAT e maior peroxidacéo lipidica quando comparado aos peixes de
areas ndo poluidas. Pedrajas et al. (1995) acreditam que a inducdo da
CAT e GSH-Px apds exposicao ao cobre indica que este metal induz
espécies de HP no figado, sendo que, provavelmente, o H,O, resultante
da atividade da SOD foi a fonte para o subsequente aumento da
atividade da CAT. Matés (2000) descreveu a capacidade da GSH-Px na
destoxificacdo dos lipoperdxidos produzidos.

O cobre € requisito absoluto para o metabolismo aerdbico e, ndo
obstante, é altamente genotéxico e citotéxico. Muitas teorias buscam
explicar os mecanismos pelos quais o cobre é considerado pré-oxidante
no metabolismo. Sua toxicidade pode ser causada pela capacidade

de catalisar as reacdes que levam a formacdo de EROs em peixes
(ROMEO; GNASSIA-BARELLI, 1997; ROMEO et al., 2000; LOPES et
al., 2001). O cobre pode ser reduzido de Cu?* a Cu* via reacdo de
Haber-Weiss (A + B) (STOREY, 1996), catalisando a formacdo de ®OH,
o0 mais potente radical oxidante capaz de ligar-se a praticamente todas
as moléculas biolégicas (BUERTTNER, 1993). Além disso, quando em
altas concentracées, o cobre também colabora com a formacdo de eOH
a partir de hidro e lipoperdxidos (B) ja formados por outros processos
fisiolégicos, aumentando a peroxidacdo das membranas celulares
(BAKER et al., 1998).

(A)O,” +Cu®* = Cu*+0,

(B) Cu* +H,0, = Cu?" +OH ++OH

33
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A exposicdo a elevadas concentracées de cobre é danosa. Sua
toxicidade crénica afeta inicialmente o figado, pois este € o primeiro
local de deposicdo apds entrar na corrente sanguihea. Umas das
consequéncias mais conhecidas do excesso de cobre é o dano
peroxidativo de membranas lipidicas (CHOW, 1979), o que pode

gerar alterac6es nos pardmetros sanguineos, como hematdcrito

e concentracdo de hemoglobina (GATLIN; WILSON, 1986). Os
mecanismos de DAs sdo conhecidos por serem capazes de inativar esta
cadeia de peroxidacéo, evitando a formacdo do ¢OH.

Por ser parte integrante da importante enzima antioxidante cobre-zinco
superdxido dismutase (Cu, Zn-SOD), a restricdo de cobre pode diminuir a
funcdo catalitica desta enzima em vdrios tecidos, tornando sua atividade
um marcador do status de cobre nos diferentes tecidos. O cobre
apresenta, portanto, importante papel na prevencdo de danos oxidativos
(LINDER, 2001). Por outro lado, sua caréncia resulta na reducdo das
atividades da GSH-Px e da CAT (MCDERMOTT et al., 1994).

Outras teorias propéem que o cobre liga-se a proteihas inibindo
inimeras enzimas essenciais. Na presenca do O,, a ligacdo metal-
proteina pode ser oxidada irreversivelmente, inativando a enzima
(NAKAMURA; YAMAZAKI, 1972). As diversas teorias explicativas
para a atuacdo do cobre no metabolismo oxidativo indicam que hd, em
muitos casos, sinergismo entre estes mecanismos, podendo, participar
tanto na formacdo dos EROs quanto atuar nos mecanismos protéicos,
estimulando ou mesmo inibindo enzimas. Rowley e Halliwell (1983)
descreveram que, in vitro, a adicdo de sais de Cu* a um sistema
gerou altas concentragées de H,O,, levando a formacéo de radicais
*OH, mas que esta reacao foi prevenida pela adicdo de concentracées
fisioldgicas de histidina e albumina. Estes autores concluiram que,

as altas concentracGes de proteinas no sangue ligam-se ao cobre
indisponibilizando-o para catalisar a formacao de radicais livres de *OH.

Em peixes existem relatos de que o cobre pode tanto estimular
quanto inibir as enzimas antioxidantes, dependendo da dose, da
espécie e/ou da via de exposicdo. Apds exposicdo do “stickleback”,
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Gasterosteus aculeatus aculeatus, as concentracées de cobre de O,
25, 100 e 200 ug.L", Sanchez et al. (2005) observaram rapido aumento
nas concentracdes das enzimas SOD, CAT e GSH-Px e diminuicao das
concentracdes de GSH. A exposicdo ao cobre, aumentou a atividade das
enzimas antioxidantes eritrocitdrias no bass europeu, Dicentrarchus labrax
(GWOZDINSKI et al., 1992) e aumentou a atividade da CAT no figado
e rim de carpa comum (DAUTREMEPUITS et al., 2004). Paulistinhas
(“zebrafish”, Danio rerio) expostos a 40 e 140 ug.L , de CuSO,, por
duas semanas, mostraram inibicdo nas atividades da CAT e GST (PARIS-
PALACIOS et al., 2000). Da mesma forma, em carpa comum, CAT e
GST foram inibidas apds 96 h de exposicao ao cobre nas concentracdes
de 100 e 250 ug.L" (DAUTREMEPUITS et al., 2002). Utlizando injecdo
intraperitonial de cobre, houve inibicdo da SOD em carpas apds 48 h
(VARANKA et al., 2001), enquanto esta enzima foi rapidamente induzida
em dourada, Sparus aurata (PEDRAJAS et al., 1995).

Muitas das pesquisas de EO em peixes objetivam os aspectos
toxicoldgicos, assim como, os efeitos de diferentes xenobidticos na
atividade das enzimas antioxidantes e na intensidade da peroxidacao
lipidica (DI GIULIO et al., 1989; BAINY et al., 1996; ZIKIC et al.,

1996; HAIl et al., 1997). Estes pardmetros foram propostos como
biomarcadores para contaminantes. Entretanto, revisando os estudos
disponiveis, ha tendéncia clara, em muitos casos, de que as respostas
estejam relacionadas a espécie, tecido, pardmetro antioxidante e/ou
dose-resposta (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2005). Estudos relacionados
ao estresse oxidativo em peixes abrem novas linhas de pesquisa,
gerando maiores conhecimentos na fisiologia e toxicologia de peixes.
Novos estudos poderdo agregar informacdes mais precisas a respeito das
respostas das defesas antioxidantes nas diferentes espécies de peixes
sob variadas circunstancias, assim como, a respeito dos mecanismos
regulatérios destas respostas, trazendo beneficios relacionados a
piscicultura e a aquicultura (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2005).

Normalmente, a avaliacdo do metabolismo oxidativo € realizada no
figado de peixes (FITZGERALD, 1992). Na musculatura dos peixes, a
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avaliacdo do status oxidativo também tem importancia, principalmente,
pelo alto metabolismo oxidativo e producdo de EROs no musculo
vermelho (ASKNES; NJAA, 1981; WILHELM FILHO et al., 1993) e
pela influéncia direta do metabolismo oxidativo e da oxidacéao lipidica
na qualidade do filé dos peixes a serem consumidos (SANT “ANA;
MANCINI-FILHO, 2000).

1.3.2. Intermediarios metabdlicos
A alteracdo nas concentracées dos intermedidrios metabdlicos
plasmaticos ou teciduais vem sendo empregada em estudos de efeitos
de poluentes. Tais pardmetros permitem desenhar os ajustes no
metabolismo energético de carboidratos durante o periodo de exposicdo
a condicbes adversas (HEATH, 1995). A estimulacdo do metabolismo
pode ser claramente refletida nas mudancas no consumo de oxigénio
durante a exposicdo ao cobre (MCGEER al., 2000) ou pelo aumento
de excretas metabdlicos (ex: aménia; TAYLOR et al., 1996). Uma das
principais fontes de energia utilizada pelos peixes sdo os carboidratos e
sua taxa de utilizacdo depende diretamente da demanda energética do
individuo (SOENGAS; MOON, 1995). Muitos peixes quando submetidos
a situacdes de estresse realizam ajustes metabdlicos que incluem a
reducdo do metabolismo basal e a utilizacdo de processos como a
glicogendlise, que converte o glicogénio armazenado no figado em
glicose (HOCHACKA; SOMERO, 1984). Os niveis de glicose sanguiheos
sdo frequentemente citados como indicador fisiolégico sensitivo ao
estresse em peixes (WEDEMEYER; MCLEAY, 1981). Segundo Wendellar
Bonga (1997) e Van Weerd e Komen (1998), o aumento de glicose
no plasma, apds exposicdo ao estresse assegura o abastecimento e
redistribuicdo de energia para defender o equilibrio homeostatico.

A hipersecrecdo de adrenalina e de cortisol sdo consideradas as
primeiras respostas ao estresse. Estas respostas nos peixes podem

ser ativadas em decorréncia da exposicdo a metais pesados (PRATAP;
WENDELAAR BONGA, 1990), alavancando um amplo conjunto de
alteracées bioquimicas e fisioldgicas chamados de estresse secundario.
Os efeitos metabdlicos incluem hiperglicemia, deplecdo das reservas
teciduais de glicogénio, catabolismo da proteiha muscular e alteracao
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dos niveis de proteiha no sangue, colesterol e dcidos graxos livres
(WENDELAAR BONGA et al., 1990; JOBLING, 1994). O cortisol
afeta o metabolismo de carboidratos, assim aumentos nos niveis de
cortisol sdo frequentemente seguidos de hiperglicemia em peixes
(WENDELAAR BONGA, 1977). Os niveis plasmaticos de glicose tém
mostrado correlacdo com os niveis de cobre na branquia, até mesmo
em longas exposicoes, e deste modo tem sido sugerido como indicador
de estresse (LAUREN; MCDONALD, 1985). A exposicao ao cobre
interfere no processo de captacdo de oxigénio por causar alteracoes
histopatoldgicas nas branquias. Segundo Mazon et al. (2002b), o
aumento da glicose plasmatica pode ocorrer de maneira mais severa
refletindo a acdo do cobre no processo de troca gasosa decorrente das
alteracdes na estrutura branquial. Para suprir a demanda energética
na destoxificacdo e reparacado dos processos de exposicdo ao cobre,
o glicogénio e/ou a glicose sdo mobilizados no figado. Carvalho
(2003) afirma que o cobre em excesso altera o metabolismo celular,
requerendo energia para destoxificacao.

Hiperglicemia € uma resposta comum a estressores em peixes de dgua
doce e tem sido considerada como indicador de exposicado sub-letal a
poluentes. Monteiro et al. (2005) avaliaram os efeitos da exposicao
ao cobre nas concentracGes de 40 e 400 ug.L " em tildpia do Nilo,
Oreochromis niloticus, por 3, 7, 14 e 21 dias. Observaram aumento
na concentracdo de glicose plasmatica com a elevacdo de cobre
aquatico, porém, ndo houve linearidade em relacdo as concentracées
e ocorreu interacdo positiva entre tempo de exposicao e cobre na
glicose plasmatica. Pelgrom et al. (1995) observaram aumento da
glicose plasmatica em tildpia mossambica, Oreochromis mossambicus,
exposta ao cobre (200 ug.L"). Tavares-Dias et al. (2002) observaram
hiperglicemia em pacu, Piaractus mesopotamicus, apds exposicdo a
duas doses de 1 mg.L" CuSO,.

Em situacdes estressantes, como em ambientes com concentragéo
de oxigénio reduzida, determinados peixes podem produzir lactato
(HOCHACKA; SOMERO, 1984). As concentracbes de lactato
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plasmatico sdo indicativas de ativacdo de metabolismo anaerébico. A
exposicdo ao cobre ndo promoveu alteracées nas concentracdes de
lactato plasmatico de bagre do canal, Ictalurus punctatus (GRIFFIN

et al., 1999). Dethloff et al. (1999) expuseram truta arco-ifis,
Oncorhynchus mykiss, ao cobre na concentracdo de 16 ug.L" e ndo
verificaram alteracées de glicose e lactato plasmaticos. Outros autores
pesquisando os efeitos de concentracGes sub-letais do cobre que
variaram de 9,5 a 27 ug.L"' também n&o verificaram alteragGes do
metabolismo glicolitico (MCKIM et al., 1970; CHRISTENSEN et al.,
1972). Alteracées significativas foram verificadas em concentracées de
cobre iguais ou acima de 30 ug.L"" (MCKIM et al., 1970; CHRISTENSEN
et al., 1972; CYRIAC et al., 1989; SHAH et al., 1995).

Peixes cronicamente expostos a contaminantes quimicos podem
apresentar hipoglicemia, provavelmente devido a combinacdo de alguns
efeitos como deplecdo do glicogénio hepdtico, reducdo da alimentacéao
e até perda de glicose na urina (HEATH, 1995). Por exemplo, Haux et
al. (1981) observaram que trutas arco-iris expostas ao chumbo, durante
16 semanas, apresentaram reducdo da glicemia. Winkaler et al. (2001)
avaliaram a glicemia de lambaris, Astyanax sp., coletados em diferentes
ambientes. Estes autores verificaram que os peixes provenientes

dos locais potencialmente mais contaminados apresentaram reducéao

da glicemia, podendo representar estresse crénico. A inibicdo da
atividade da piruvatoquinase pelo cobre e zinco foi descrita em robalo,
Dicentrarchus labrax, e os efeitos destes metais tém relacdo com a
competicdo direta com cations bivalentes pelos sitios de ligacdo da
proteiha induzindo variacbes na conformacao da enzima (ISANI et al.,
1994).

Evidéncias nas alteracbes da atividade das enzimas, chave da via
glicolitica no figado de curimbatd, Prochilodus scrofa, mantido em
pH baixo ou alto, com ou sem adicdo de cobre, demonstram o efeito
do ambiente nas respostas metabdlicas adaptativas (CARVALHO;
FERNANDES, 2008). Estes autores observaram alteracGes no
metabolismo dos peixes exigindo alta energia para sobreviver aos
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efeitos da temperatura, pH e cobre. Takasusuki et al. (2004) expuseram
curimbatds a concentragées de cobre de 200 ug.L”" em pH 4,0 e de 15
ug.L" em pH 8,0, por 96 h. Observaram aumento na glicose plasmatica
dos animais expostos ao cobre e pH (alto e baixo) em relacéo as
exposiclOes isoladas destes fatores, refletindo aumento na demanda
energética para manter a homeostase. Observaram, ainda, aumento nas
concentrac6es plasmaticas de lactato dos peixes expostos por 24 h ao
cobre em pH 4,5; indicando o uso de glicdlise anaerdbica neste tecido
para suprir os requerimentos energéticos.

A exposicdo ao cobre e baixo pH, isolados e associados, causou
aumento da amoénia plasmatica (WILSON; TAYLOR, 1993; BEAUMONT
et al., 1995b; DAY; BUTLER, 1996). Beaumont et al. (2000)
encontraram correlacdo negativa entre a velocidade de natacdo e a
concentracdo de aménia plasmatica, sugerindo que a aménia pode
afetar a performance natatdria por sua funcédo reguladora de certas
vias metabdlicas ou por efeitos na funcdo neuromuscular (BEAUMONT
et al., 1995b). Aumentos na concentracdo de amdénia plasmatica
foram observados por outros autores na associacdo de exposicdo a
cobre e pH dcido como em truta marrom, Salmo trutta (BEAUMONT
et al., 1995a; 2000; DAY; BUTLER, 1996) e truta arco-iris (WILSON;
TAYLOR, 1993).

A PcO, € a tenséo de O, abaixo da qual o peixe ndo é capaz de suprir
a demanda de O, necessdria @ manutencédo de seu metabolismo
aerdbico. Desta forma, o animal passa a utilizar mecanismos como o
metabolismo anaerdbico para suprir a demanda energética (SANTOS,
2006). Hochachka e Somero (1973; 1984) propuseram que organismos
ectotérmicos, particularmente os peixes, utilizam estratégias
bioquimicas para manter a homeostase metabdlica durante oscilacées
de OD, de temperatura e de outros pardmetros quimicos da dgua.
Diminuic6es do OD sdao normalmente encontradas em dguas tropicais
(ALMEIDA-VAL et al., 1993). Animais que vivem nestas condicées
apresentam diferentes estratégias para sobreviver e se adaptar a ela.
Dentre elas as respostas bioquimicas contribuem para que os peixes
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possam enfrentar baixos niveis de OD, tamponando seus efeitos
(MORAES et al., 2002).

Em condicdo de hipdxia severa, a quantidade de oxigénio liberada
para os tecidos € menor do que a necessdria para a manutencao do
metabolismo aerdbico. Como consequéncia, ocorre uma reorganizacdo
metabdlica seguida de uma das vias: aumento da taxa de producéao
anaerdbica de ATP ou diminuicdo da taxa de ATP (depresséao
metabdlica) (DUNN; HOCHACHKA, 1986). Estes mecanismos
envolvem ativacdo glicolitica tendo como substrato a glicose e/ou o
glicogénio e lactato como produto intermedidrio (PANEPUCCI et al.,
2001). Independentemente da resposta bioquimica, as estratégias
comportamentais ou fisioldgicas decorrentes da exposicdo a hipdxia sdo
observadas em muitas espécies de peixes, para preservar a deficiéncia
energética celular (MORAES et al., 2002).

Tem sido sustentado que a supressdo metabdlica é elemento chave da
tolerdncia a hipdxia em uma variedade de organismos, incluindo os peixes
(HOCHACHKA; SOMERO, 1984). Esta diminuicdo no metabolismo aerdbico,
juntamente com a ativacao do metabolismo anaerdbico, possibilita a algumas
espécies de peixes sobrevirem por longos periodos hipdxicos. Estes ajustes
podem ocorrer simultaneamente com outros mecanismos, melhorando a
transferéncia de oxigénio (VAL, 1996). Muitos animais expostos a hipdxia

e andxia por longos periodos podem inibir a ativacao glicolitica para prevenir
acidificagdo metabdlica (SIDELL, 1983), pois a diminuicdo do pH pode
prejudicar processos fisioldgicos e causar danos severos as células (VAN DEN
TILLARD; VAN WAARDE, 1985; WOOD, 1991).

De acordo com Vijayan et al. (1997), em tildpia mossdmbica submetida
a estresse, o cortisol contribui direta ou indiretamente na producéo de
glicose, proveniente, provavelmente, da gliconeogénese dos substratos,
incluindo lactato e aminodcidos. O lactato € o produto final da glicdlise
em condicGes de hipéxia e aumenta por processos fermentativos nos
tecidos (CRESTANI et al., 2006). A fermentacéao da glicose, gerando
lactato, foi descrita por Dunn e Hochachka (1986). De acordo com
Begum e Vijayaraghavan (1999) aumento no conteldo de lactato indica
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desordens metabdlicas e pode sugerir estresse respiratdrio severo nos
tecidos de peixes.

Almeida-Val et al. (1993) mostraram que o tambaqui, Colossoma
macropomum, comeca a utilizar o metabolismo anaerébico quando a
reducado da depressdo metabdlica ndo foi mais suficiente ou quando a
concentracdo de O, na dgua alcangou niveis reduzidos (hipdxia severa),
aumentando a producéo de lactato. Affonso et al. (2002) encontraram,
em tambaqui exposto a hipdxia, acimulo de lactato plasmatico,
demonstrando dependéncia do metabolismo anaerdbico. A fermentacéao
glicolitica parece ser uma adaptacdo comum do tambaqui a condicbes
de estresse (DUNCAN, 1998). Portanto, a utilizacdo do metabolismo
anaerdbico pode ser importante para a sobrevivéncia de peixes em
condic6es adversas.

Moraes et al. (2002) expuseram a tuvira, Gymnotus carapo, a hipdxia
ambiental e observaram aumento de duas vezes no lactato plasmatico.
Virani e Rees (2000) expuseram o “gulf killifish”, Fundulus grandis,

a hipéxia e verificaram aumento de 20 vezes no lactato plasmatico,
indicando aumento no metabolismo anaerébico. Moraes et al. (1997a)
avaliaram os efeitos da exposicdo do cascudo, Hypostomus regani,

a hipdxia extrema (8 mg.L-1 OD). Apds quatro horas de exposicao
houve aumento do lactato plasmatico, indicando ampla mobilizacéo

de intermedidrios e alta atividade fermentativa. Espécies como o
douradinho, Carassius auratus, (SHOUBRIDGE; HOCHACHKA, 1981) e
a carpa, Cyprinus carpio (HOCHACHKA, 1961) desenvolveram notdvel
capacidade de anaerobiose sob hipdxia severa. Santos (2006) observou
niveis constantes de lactato plasmatico em decorréncia da exposicao
do matrinxa, Bryncon cephalus, a hipéxia, demonstrando que estes
valores ndo se alteraram em decorréncia da diminuicdo metabdlica pois
foi observada baixa atividade natatoria.

As protelnas representam grande fonte energética para os teledsteos
(WEBER; ZWINGESLTEIN, 1995). A reducao hepdtica de proteina em
bagre do canal exposto ao clomazone (isoxazolidinonas), herbicida
utilizado na agricultura, indica aclimatacéo fisiolédgica dos peixes
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para superar a situacdo de estresse utilizando o catabolismo de
proteiha para suprir a demanda de energia (CRESTANI et al., 20086).
Santos (2006) avaliou a exposicdo do matrinxa a hipdxia e observou
um aumento de aménia plasmatica, possivelmente decorrente da
mobilizacdo de aminodcidos para a sihtese de glicose e glicogénio em
outros tecidos (WALSH; HENRY, 1991; MORAES et al., 1996; 2002).
Moraes et al. (2002) sugeriram que a concentracdo elevada de amdnia
plasmatica acompanhada de aminodcidos livres em tuviras expostas a
hipéxia, indica nova sihtese de glicose pois, o aumento de aménia foi
acompanhado de piruvato e glicose.

Moraes et al. (1997b) avaliaram os efeitos da exposicdo a hipdxia
severa (0,5 mg.L"" OD), por seis horas, em pacu. Foi observado um
aumento da glicose plasmatica nas primeiras horas de exposicao
decaindo posteriormente. Os niveis de lactato plasmatico aumentaram
no inicio da exposicao, voltando para os niveis-controle apds seis
horas. Ndo houve variacdo na concentracao de piruvato plasmatico. A
relacdo lactato/piruvato revelou mudancas metabdlicas significativas no
plasma, caracterizando este tecido como via importante para tamponar
o sistema.

Panepucci et al. (2001) avaliaram os efeitos da exposicdo a hipdxia

em pacu, por dois, quatro e seis horas. Estes autores observaram um
aumento no lactato plasmatico apds quatro horas, diminuindo apds

seis horas, o que demonstra ativacdo do metabolismo anaerdbico. A
diminuicdo, apds 6 h, pode ter-se dado em funcédo da respiracédo na
superficie aquatica (ASR), mecanismo utilizado por esta espécie durante
periodos de hipdxia severa, para a utilizacdo da camada mais oxigenada
da interface ar-dgua e ventilar suas branquias (RANTIN; KALININ,

1996; RANTIN et al., 1998).

Modificacées no pH do sangue afetam o pH intracelular que, por

sua vez, pode alterar profundamente o metabolismo, uma vez que a
conformacdao de proteinas e a atividade enzimadtica sao influenciadas
por mudancas no pH (DEVLIN, 1997). A manutencdo do pH interno e a
regulacdo i6énica sdo normalmente problemas para peixes em pHs baixo



43

O Uso do Sulfato de Cobre em Ecossistemas Aquaticos: fatores que afetam sua toxicidade em
peixes de agua doce
e alto, visto que muitos processos metabdlicos necessitam de pH ideal
para sua performance (YESAKI; IWAMA, 1992).

Pelgrom et al. (1995) verificaram uma diminuicdo no pH sanguiheo de
tildpia mossdmbica exposta a concentragdo de cobre de 200 ug.L",
caracterizando disturbio da regulacdo acido-base. Muitos animais expostos
a hipdxia por longos periodos podem inibir a via glicolitica para prevenir
acidose metabdlica (SIDELL, 1983) pois, a diminuicdo do pH do sangue
pode prejudicar processos fisioldgicos e causar danos severos as células
(WOOD, 1991). Affonso et al. (2002) verificaram que a exposicao a
hipdéxia causou diminuicdo significativa do pH sanguiheo em tambaqui.

1.3.3. Metalotioninas
As metalotioninas (MTs) sdo proteihas ndo enzimaticas, de baixo peso
molecular e alta concentracdo de cisteihas. Os grupos tiol (-SH) dos
residuos de cisteiha permitem as MTs se ligarem a metais da familia |
B e Il B da Tabela peridédica (KAGI; NORDBERG, 1979). Devido a esta
capacidade de ligacdo com metais esséncias, como o Cu e o Zn, as
MTs sdo citadas no controle homeostéatico da disponibilidade destes
metais nos sistemas biolégicos (HAMER, 1986), caracterizando-as por
agir como reserva disponivel para satisfazer demandas enzimadticas
e metabdlicas destes metais (BROUWER et al., 1989; VIARENGO;
NOTT, 1993; ROESIJADI, 1996). Diversos autores acreditam que a
inducao das MTs contribui para aumentar a tolerdncia a exposicao de
metais (ROESIJADI et al., 1982; GEROGE; OLOSSON, 1994; PAVICIC
et al., 1994; SCHLENK et al., 1999; CAJARAVILLE et al., 2000;
LINDE et al., 2001). Desde a descoberta e caracterizacdo de MTs por
Margoshes e Vallee (1957), houve propostas de implicacdo destas
proteihas nos processos de destoxificagcdo por metais pesados, por nao
exercerem sua acao tdxica quando ligados a elas. Ferreira et al. (2008)
apontaram que os efeitos antagénicos encontrados apds a exposicéo
a concentracdes de cadmio e carbendazim se devem a reducdo na
toxicidade do cddmio causada pela inducdo na concentracdao da MT. A
MT € induzida por metais pesados (SATOH et al., 1996) e também por
diferentes quimicos e estressores e particularmente por pré-oxidantes
(VIARENGO et al., 1999).
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A inducdo da sihtese de MT ja foi descrita em diversos grupos animais
(anehdeos, moluscos, crustaceos e peixes) em resposta a contaminacao
por metais como a Ag, Cd, Cu e Hg, sugerindo o uso potencial da
concentracdo de MT como biomarcador (AMIARD et al., 2006). A

MT € parte do conjunto de biomarcadores reconhecidos no continente
europeu, sendo avaliada em programas de monitoramento ambiental
(BEQUALM) (MATHIESSEN, 2000). E parte também dos biomarcadores
selecionados para monitorar ambientes marinhos no plano de acdes

da Organizacdo das Nacdes Unidas para o Meio Ambiente (UNITED
NATIONS DEVELOPMENT PROGRAMME, 1999).

Por possuir caracteristicas altamente conservativas e por ser
praticamente onipresente, as MTs possuem papel essencial nos
processos vitais (AMIARD et al., 2006). Mason e Jenkins (1995)
propuseram duas funcbes para as MTs. Primeiramente, estas proteihas
constituem reservas nao toxicas disponiveis para a sihtese de
metaloenzimas (BROUWER et al., 1989; VIARENGO; NOTT, 1993;
ROESIJADI, 1996). Segundo Roesijadi et al. (1992), as MTs podem
reduzir a ligacdo de metais nos sitios de ligacdo, diminuindo assim seu
potencial téoxico. As MTs parecem ter outras funcées importantes,
incluindo a protecao contra radiacao ionizante (Cai et al., 1999) e
prevencao do estresse oxidativo (CAVALETTO et al., 2002; CORREIA
et al., 2002). Organismos pré-expostos a metais, como o Cd, resistiram
ao estresse oxidativo aumentando a concentracdo de MTs parecendo
limitar os efeitos do ®OH e O,* por reagirem com eles. A atuagdo das
MTs como parte do sistema de defesas antioxidantes ainda estd em
discussdo. Amiard et al. (2006) fizeram uma revisdo dos conceitos
atuais do papel da MT em organismos invertebrados e sua utilizacdo
como biomarcadores. Parece que a ligacdo do cobre com o grupamento
sulfridrila da MT € uma das mais estdveis dentre os demais metais,
resistindo a degradacao e diminuindo a disponibilidade destes ao se
ligarem a MT (BREMMER, 1991; AMIARD et al., 2006). Assim, as
formas de atuacdo como antioxidante pode ser por indisponibilizar

o cobre para gerar EROs ou pela prépria acdo redox dos residuos de
cisteina (ENGLISH; STOREY, 2003).
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Compostos oxidantes promovem a ativacdo de genes para a
metalotionina (MT), o que implica no envolvimento das MTs nos
sistemas de defesa antioxidante celular (ENGLISH; STOREY, 2003).
Porém, alguns autores afirmam que os resultados de pesquisas sobre
as propriedades antioxidantes das MTs ainda sdo contraditdrios. As
funcdes bioldgicas das MTs envolvem a destoxificacdo de metais
e sua homeostase; por isso a MT é uma proteiha importante para
o metabolismo intracelular do cobre, na protecdo contra danos
oxidativos e toxicidade resultante da exposicdo excessiva a estes
metais (MUTO et al., 1999). A MT apresenta ainda importante
papel como sequestradora de espécies de radicais livres, protegendo
estruturas celulares contra o estresse oxidativo (SATO; BREMNER,
1993). Por outro lado, Fabisiak et al. (1999) demonstraram que as
ligacGes cobre-MT séo sensiveis a oxidagdo pelo H,0, e que a oxidag&o
parece diminuir a habilidade da MT em sequestrar cobre. Desta
forma, a liberacdo do cobre pode potencializar os danos celulares em
situacdo de EO, demonstrando que os mecanismos fisioldgicos podem
potencialmente controlar a ligacdo e/ou liberacdo do cobre destas
proteihas chave. A habilidade da MT em se ligar com o cobre e suprimir
o cobre mediador de oxidacbes foi 6tima em ambientes redutores e
corresponde a capacidade maxima da MT em se ligar ao cobre (12
mol de Cu/Tmol de MT). Em contraste, sé uma fracdo destes sitios
de ligacdo e desta capacidade de supressédo foi observada quando a
interacdo MT-Cu ocorreu em ambientes oxidados. Assim a protecdo da
MT por meio da ligacdo com o cobre é fortemente abalada na presenca
de H,0,, disponibilizando o cobre para eventuais reagées redox.

Foi constatado que aumentos na concentracdo de MT podem estar
associados a diminuicdo da sensibilidade de um organismo ao excesso
de metais (ROESIJADI; FELLINGHAM, 1987; STUHLBACHER et al.,
1992; PAVICIC et al., 1994). A inducdo da MT em peixes € influenciada
por fatores naturais como: diferencas inter-especificas, idade, sexo,
maturidade sexual, etc. (DUQUESNE, 1992). Alguns fatores ndo
relacionados com a contaminacdo de metais também podem induzir a
sihtese de MTs, gerando falsas conclusGes no uso deste biomarcador.
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Fatores como temperatura (SERAFIM et al., 2002), pH (CARVALHO

et al., 2004), salinidade (LEUNG et al., 2002), tamanho do organismo
(LEUNG; FURNESS, 2001), estresse fisico por captura, despesca e
transporte, salinidade e estagio reprodutivo (BAER; THOMAS, 1990),
variac6es na concentracdo de OD e congelamento (ENGLISH; STOREY,
2003), presenca de antibiéticos ou herbicidas (MOSLEH et al., 2004)
sdo os mecanismos descritos na literatura por estimularem aumentos
na concentracdo de MTs nos peixes. Entretanto, o nivel de inducdo
nestas condicdes é normalmente menor que o causado por metais
(KAGI, 1993). Este fator é importante, pois, a relevadncia do uso da MT
como biomarcador depende das condicGes naturais do ambiente e ndo
somente da concentragcdo do metal no meio de exposicdo (AMIARD et
al., 2006). English e Storey (2003) afirmam que as funcées das MTs
variam de forma espécie-especifica e estresse-especifica.

A MT tem sido identificada em vdrios 6rgaos de peixes expostos a
metais (OLSVIK et al., 2000; BRAGIGAND; BERTHET, 2003) sendo

o figado o érgdo no qual tem sido encontrada em concentragées

mais altas (OLSVIK et al., 2000). Os tecidos normalmente envolvidos
com a absorcdo, estoque e excrecdo de metais, tém alta capacidade
de sintetizar MTs. Nos organismos aqudaticos estas proteihas foram
identificadas nas glandulas digestdrias (VIARENGO et al., 1984) e
branquias (VIARENGO et al., 1980; ROESIJADI; KLERKS, 1989;
MOUNEYRAC et al., 1998). As branquias dos peixes sdo érgdos
multifuncionais onde ocorrem os transportes de 1ons, trocas gasosas,
regulacdo acido-base e excrecées (WENDELAAR BONGA et al., 1990).
E o primeiro local de acdo téxica de exposicdo ao cobre onde ocorrera
acumulo deste metal em peixes podendo, eventualmente, levar a danos
e disfuncées ao dérgdo (MALLATT, 1985; PELGROM et al., 1995).

Os danos branquiais podem ser prevenidos ou contrabalancados pelo
aumento na sintese de MTs (DANG et al., 1999).

1.3.4. Enzima Na*/K*-ATPase
Nos peixes teledsteos, os mecanismos de regulacao dcido-base sdo
aperfeicoados pela dindmica modulacdo das proteinas transportadoras
de 1ons nas branquias e rins (HEISLER, 1989; CLAIRBONE et al.,
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2008). As branquias dos peixes de dgua doce possuem mecanismos
para o transporte ativo de Na*, Cl, Ca%?* e K* (EDDY, 1985). Estes
mecanismos sdo afetados pela acdo de metais, destacando-se como
marcadores de mecanismos de intoxicacdo (MCDONALD et al.,
1989). Efeitos potenciais dos metais na fisiologia dos peixes podem
estar associados a: 1. interrupcdo de um ou mais mecanismos de
transporte, ampliando ou bloqueando as vias de difusdo; 2. interferindo
nos sitios de ligacdo do Ca2* na superficie, com concomitante efeito
na estabilidade da membrana (MCDONALD et al., 1989). As células
cloreto, células de transporte de 1ons do tecido branquial dos peixes
teledsteos, que atuam no equilibrio osmdtico e hidroeletrolitico, sdo
ricas em mitocondria e extensos sistemas de membranas tubulares,
contendo grande quantidade de enzimas Na*/K+-ATPase. Esta enzima
pertence ao grupo das ATPases e utiliza energia para o transporte
i6nico, mantendo o gradiente celular de Na* e K*. Sua atividade possui
papel crucial no transporte de 1ons no epitélio branquial (MCCORMICK,
1995; FLIK et al., 1996).

Existem relatos que evidenciam os efeitos de metais no mecanismo
de osmorregulacdo. Em truta arco-iris, o cobre induziu disturbios
osmorregulatérios pela diminuicdo da captacéao ativa de i1ons, devido
a inibicao direta da atividade de enzimas especificas para o transporte
ionico, tal como a Na*/K*-ATPase (LI et al., 1998; DEBOECK et al.,
2000). Lorz e McPherson (1976) observaram inibicdo da Na*/K*-
ATPase branquial em salmao “coho”, Oncorhynus kisutch, expostos
a concentracées de cobre de 5 a 30 ppb. Ay et al. (1999) expuseram
a tilapia “redbelly”, Tilapia zillii, a concentracées de 0,5; 1,2 e 4,0
mg.L" de CuSO, (14 dias) e encontraram correlacdo negativa (r = -
0.756) entre os niveis de cobre aqudtico e a atividade branquial da
Na*/K*-ATPase. Dang (2000) observou que a tildpia mossdmbica
exposta por quatro semanas a dgua dcida ou cobre aqudtico aumentou
a densidade de células cloreto mas diminuiu a atividade da Na*/
K*-ATPase branquial. Wendelaar Bonga et al. (1990) e Li et al.
(1998) caracterizaram previamente esta alteracao afirmando que o
aumento de células cloreto em condicGes de estresse ocorre com
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liberagdo de células imaturas com baixas concentragées da enzima. O
cobre diretamente induz necrose e indiretamente, via cortisol, induz
apoptose das células cloreto na branquia de tildpias (LI et al., 1998).
Dang (2000) descreveu que na tildpia mossdmbica houve aumento
no numero de células cloreto necréticas e apoptdticas e que estas
continham menores concentracées de Na*/K*-ATPase.

McGeer et al. (2000) observaram que a truta arco-Ifis, quando exposta
cronicamente ao cobre (2 meses — 75 ug.L"), apresentou aumento de
2,5 vezes na atividade da Na*/K*-ATPase branquial e caracterizou esta
resposta como tentativa de restabelecer o transporte i6énico branquial
perdido durante a longa exposicdo ao metal. Monteiro et al. (2005)
observaram que o acumulo de cobre nas branquias inibiu a atividade da
Na*/K*-ATPase branquial em tildpia do Nilo exposta as concentracdes
de cobre de 0,04 e 0,40 mg.L". Esta inibicdo ocorreu com trés dias

de exposicdo e permaneceu até 21 dias, confirmando a auséncia de
processo compensatdrio no tecido branquial. Houve diferenca entre

a exposicdo aos niveis de cobre avaliados, com valor menor para o
grupo exposto a concentracdo de 0,4 mg.L'. Pelgrom et al. (1995)
expuseram a tildpia mossdmbica a concentracGes de cobre de 0,05;
0,10 e 0,20 mg.L", por seis dias, resultando em aumento significativo
da concentracdo de cobre nas branquias e no plasma de forma mais
proeminente nos peixes expostos a 0,20 mg.L".

Pesquisas demonstraram que “fathead minnows”, Pimephales promelas,
diminuiu a atividade da Na*/K*-ATPase em resposta a exposicao ao
cobre (0,15 mg.L") em 24 horas de exposicédo (Kolok et al., 2002).
Entretanto, esta resposta pode ter resultado de danos causados nas
branquias e em algumas espécies pode ser reflexo dos mecanismos

de defesa que resultariam na diminuicdo da taxa metabdlica em um
periodo de 24 h. DeBoeck et al. (2007) relataram diminuicdo da Na*/
K*-ATPase em carpa comum e carpa “gibel”, Carassius auratus gibelio,
em poucas horas de exposicdo a niveis sub-letais de cobre. Por ndo
terem sido observados danos branquiais nestes peixes, os autores
sugerem que esta diminuicdo pode permitir ao peixe sobreviver a fase
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de “choque inicial” de exposicdo ao cobre, através da reducdo do fluxo
de dgua e da absorcédo branquial de cobre. Neste cendrio, a reducdo da
taxa metabdlica pode ser resultado tanto da reducdo de necessidade
energética (diminuindo a atividade da Na*/K+*-ATPase) como da reducéao
da absorcédo de oxigénio. Pistole et al. (2008) descreveram que aumentos
no metabolismo decorrentes da exposicdo ao cobre por periodos maiores
(96 h) ocorreram também nesta fase “choque inicial”, sugerindo que
este incremento no metabolismo é decorrente de respostas celulares e
mecanismos de compensacao resultantes do inicio da exposicdo. Estes
mecanismos incluem a producdo de MTs (KIL et al., 2006; WU et al.,
2006), assim como, aumentos compensatdérios na atividade da Na*/K+*-
ATPase (LEENA; OOMMEN, 2000; DEBOECK et al., 2007).

A Na*/K*-ATPase em mamiferos diminuiu consideravelmente em
condicGes de hipdxia em estudos de Thevenod e Friedmann (1999)

e Comellas et al. (2007). Comellas et al. (2007) avaliaram que a
possivel relacdo entre exposicdo a hipdxia e inibicdo desta enzima esta
correlacionada a um mecanismo sinalizador onde os EROs gerados

no EO agem modulando ajustes metabdlicos do consumo energético,
diminuindo a producédo de ATP. Este mesmo autor relata ainda haver
relacdo entre os niveis de GHS-Px e SOD na prevencéao da inibicdo da
Na*/K*-ATPase, sugerindo que a exposicao celular a concentracées
destas enzimas foram efetivas em prevenir os danos decorrentes da
exposicdo a hipdéxia na atividade da Na*/K*-ATPase. Por outro lado,
Bogdanova et al. (2003a; 2003b) avaliaram hepatdcitos de truta arco-
Ifis e eritrécitos de camundongos e afirmam que a inibicdo da Na*/K*-
ATPase nao € decorrente da diminuicdo nos niveis celulares de ATP.

1.3.5. Parametros Hematolégicos

A qualidade da dgua é considerada importante fator responsavel

por variac6es na hematologia, resultado da ihtima associacao entre
o sistema circulatdrio e o ambiente externo (CASSILAS; SMITH,
1977). Nas ultimas décadas, as varidveis hematoldgicas vém sendo
aplicadas no diagndstico clihico de peixes, auxiliando a avaliacdo dos
efeitos de xenobidticos e substidncias toxicas (WENDELAAR BONGA,
1997). Assim, a hematologia pode ser considerada como pardmetro

49
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essencial para o estado geral da salde em diversas espécies de peixe
(NUSSEY et al., 1995). Pesquisadores relatam o uso de pardmetros
hematoldégicos como indicador de estresse (CASSILAS; SMITH, 1977;
TOMASSO et al., 1983) e de exposicdo a substancias téxicas (VAN
VUREN, 1986) como metais (CHRISTENSEN et al., 1972; CRYIAC et
al., 1989; VAN DER MERWE, 1992; WEPNER et al., 1992).

Autores descrevem hipersecrecdo de muco nas branquias de peixes
expostos a metais. Este sistema de defesa busca diminuir a quelacéao

e difusdo dos metais do meio externo para a corrente sanguinea mas,
por outro lado, pode dificultar ou impedir as trocas gasosas levando

0 organismo a uma hipdxia tecidual (LICHTENFELS et al., 1996).

Para Nussey et al. (1995), durante a exposicdo ao cobre o peixe
parece desenvolver déficit na captacdo de oxigénio, gerando situacdo
semelhante a da hipéxia ambiental. Além da secrecdo de muco, a
exposicdo ao cobre pode causar danos morfolégicos (Mazon et al.,
2002a) e espessamento do epitélio branquial, incluindo proliferacao
celular e hipertrofia (MALLATT, 1985; DANG, 2000). Estas alteracées
reduzem consideravelmente a eficiéncia da superficie respiratéria como
trocadora de gases. Mudancas na morfologia branquial em decorréncia
da exposicdo a metais pode ser uma resposta compensatéria para
dificultar a entrada dos metais nas células deste tecido (MALLATT,
1985; DANG, 2000). Como consequéncia, os pardmetros sanguineos
sdo alterados de forma a otimizar o transporte de oxigénio no sangue e
sua liberacdo nos tecidos (HEATH, 1995).

Dentre os efeitos biolédgicos do cobre, as mudancas hematoldgicas sao
evidentes, variando, em muitos estudos, o nimero de eritrécitos, taxa de
hemoglobina e porcentagem de hematdcrito. Algumas destas mudancas
sdo transientes e outras acontecem por maiores periodos. As diferencas
que ocorrem entre os experimentos podem muitas vezes ser devidas

aos niveis de cobre estudados, espécie e qualidade da dgua, dificultando
muitas vezes a compreensao destes valores e a comparacao entre os
estudos. Alguns autores caracterizam como resposta de exposicdo ao
cobre a hemoconcentracdo, com aumento do hematdécrito, hemoglobina
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e eritrécito (NUSSEY et al., 1995; CERQUEIRA; FERNANDES, 2002;
MENEZES, 2005). De acordo com O “Connor e Fromm (1975), os 1ons
metdlicos sdo conhecidos por estimular a eritropoiese.

Nussey et al. (1995) expuseram a tildpia mossadmbica a concentracées
de cobre de 0,16 e 0,40 mg.L" por 96 h e por quatro semanas. Foram
observados aumentos nos eritrdcitos e na hemoglobina na exposicao

a 0,16 mg.L" por 96 h, sendo estas respostas atribuidas ao cobre por
estimular a eritropoiese e por meio do aumento da hemoglobina elevar
a capacidade de transporte de oxigénio para os tecidos (CYRIAC et al.,
1989). Por outro lado, na exposicdo a 0,40 mg.L", por 96 h, houve
diminuicdo de eritrécitos indicando inibicdo na producéo de células
vermelhas. A destruicdo destas células ocorre em consequéncia da
hemdlise dos eritrécitos decorrentes da debilidade dos mecanismos de
osmorregulacdo e dos danos branquiais (WEDEMEYER; YASUTAKE,
1977; LARSSON et al., 1985). Estes achados também foram descritos
por Strivastava e Narain (1985) em “stinging catfish” Heteropneustes
fossilis submetidos ao estresse e por Van Der Merwe (1992) no bagre
africano, Clarias gariepinus, apds exposicdo ao cobre. O acumulo de
cobre nas branquias, figado e rins causou hemorragia interna resultando
na diminuicdo dos eritrécitos (RAJ-BANSHI; GUPTA, 1986; VAN DER
MERWE , 1992; NUSSEY, 1994).

Nussey et al. (1995) acreditam que, como resultado do aumento da
respiracdo anaerdbica em decorréncia da exposicdo ao cobre, os peixes
aumentam a concentracdo de CO, no sangue, elevando a producéo de
acido latico como efeito tampao a esta elevacdo, diminuindo, portanto,
o pH sanguiheo. Este aumento da acidez causa inchaco nas cé€lulas
vermelhas, gerando aumento do volume corpuscular médio (VCM)
(SOIVIO et al., 1974). O VCM caracteriza o tamanho e condicdo

dos eritrdcitos, refletindo divisbes celulares normais ou anormais
durante a eritropoiese. Diminuicées no VCM indicam que houve
aumento de eritrécitos imaturos liberados dos tecidos eritropoiéticos
(LARSSON et al., 1985). Aumentos deste pardmetro, por outro lado,
indicam que os eritrdcitos sofreram turgescéncia devido a hipoxemia
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ou estresse osmadtico como observado por Nussey et al. (1995) em
tildpia mossdmbica em resposta a concentracdo de cobre de 0,40 mg.L°

1 (96 h). Irregularidades no tamanho celular tém sido correlacionadas

a hemodiluicao, alteracées peroxidativas da membrana e disturbios
osmorregulatdrios causados por metais pesados (RONCERO et al., 1992).

A concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) € a taxa de
concentracdo de hemoglobina (Hb) em relacdo ao hematdcrito e ndo é
influenciada pelo VCM ou pelo nimero de eritrécitos (Eri). No entanto,
este pardmetro pode ser interpretado de maneira incorreta, quando ha,
por exemplo, a liberacdo na corrente sanguinea de células vermelhas
imaturas, com menor VCM e diferente concentracdo de Hb (SOIVIO;
NIKIMAA, 1981).

Tavares-Dias et al. (2002) avaliaram os efeitos do cobre em pacu,
aplicando duas doses de CuSO4 nas concentragées de 0,50 e 1,00
mg.L", com intervalo de dois dias entre cada aplicagcdo. No primeiro dia
apds a segunda aplicacdo, nas duas concentracées de cobre avaliadas,
houve reducédo do nimero de eritrécitos, da taxa de hemoglobina e

do CHCM e aumento do VCM. Houve diminuicdo de hemoglobina na
exposicdo a 0,50 mg.L" e aumento na glicemia na exposicdo a 1,00
mg.L"'. A exposicdo a 1,00 mg.L" causou diminuicdo do VCM apds

15 dias de exposicdo. Singh e Reddy (1990) avaliaram que em bagre
indiano, Heteropneustes fossilis, o tratamento com cobre provocou
hiperglicemia, reducao de Eri e Hb até 30 dias apds o tratamento.
Similarmente, Singh (1995) observou decréscimo de Eri, Hb, Htc

e CHCM e aumento do VCM em “murrel” de dgua doce, Channa
punctatus.

A exposicdo ao cobre e ao pH &cido causa alteracbes hematoldgicas em
peixes (HEATH, 1995; WOOD, 1989; WANG et al., 1998; CERQUEIRA;
FERNANDES, 2002). Muitas das mudancas nas células sanguiheas

em baixo pH aqudtico sao reflexos de disturbios i6nicos (MILLIGAN;
WOOQOD, 1982; WOOD, 2001). O estresse acido é responsavel por uma
grande variedade de respostas hematoldgicas em peixes de dgua doce
(MCDONALD et al., 1989), bem como, a exposicdo ao cobre (NUSSEY
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et al., 1995; HEATH, 1995). O decréscimo do pH da dgua causa
acidose sanguihea, em razdo do aumento da pressdo arterial de COZ.
Esta acidose primeiramente diminui o oxigénio contido no sangue e,
associado ao acréscimo nos niveis de catecolaminas circulantes, pode
causar rapido aumento na taxa de ventilacdo branquial dos peixes. A
elevacdo da hemoglobina, como também, do eritrécito, pode ser uma
forma de compensar alguma deficiéncia que ocorra no processo de
trocas gasosas no epitélio branquial. A elevacdo da concentracdo de Hb
do tambaqui, observada por Menezes (2005) durante a exposicdo ao
meio acido, sugere um meio para aumentar a capacidade de transporte
de oxigénio para os tecidos.

Carvalho e Fernandes (2006) avaliaram a associacdo da exposicdo

ao cobre, em pH 4,5 e pH 8,0; em temperatura 20 e 30°C, por 96 h
no curimbatd. Estes autores observaram interacdo entre cobre e pH
somente em Hb e CHCM. As respostas hematoldgicas ao cobre em
pH baixo e alto, a 20 e 30°C, indicaram disturbios mais complexos
que os decorrentes da exposicdo isolada ao meio dcido. Estes autores
concluiram que as respostas a exposicdo ao cobre em diferentes

pHs e temperaturas tém mostrado que a magnitude das respostas
hematoldgicas parece depender das concentracées de cobre na dgua e
a sensibilidade da espécie ao metal.

Barcarolli e Martinez (2004) avaliaram os efeitos da exposicdo do
alumihio (15 pg.L") em pH = 5,0 (24h e 96h) em piaussu, Leporinus
macrocephalus, e observaram que os peixes expostos somente ao
meio acido ndo alteraram seus pardmetros hematoldgicos, i6nicos

e metabdlicos e concluiram que esta espécie € altamente tolerante

a exposicdo ao meio dcido. Por outro lado, a exposicao (24 h) a
associacdo de meio acido e Al- aumentou o Htc e a glicose, mas ndo
modificou a Hb e a proteiha plasmatica (PP).

Muitos fatores interferem nas respostas hematoldgicas, dentre eles a
hipéxia (MARCON; WILHELM FILHO, 1999; AFFONSO et al., 2002).
Val e Almeida-Val (1995) compilaram trabalhos de diferentes autores e
verificaram que, de modo geral, em condicées de hipdxia foi observado
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aumento do hematdcrito, da hemoglobina e do ndmero de eritrécitos
em diversas espécies de peixes amazdnicos, tanto em condicbes
ambientais como experimentais. Quando em condicGes de hipdxia,

os peixes tendem a apresentar significativas mudancas adaptativas
nas funcées da hemoglobina (WELLS, et al., 1989). Krogh e Leitch
(1919) sugeriram que os peixes se adaptam a hipdxia por meio de
aumentos na capacidade de transporte de oxigénio da hemoglobina e
que normalmente animais nativos de ambientes hipdxicos apresentam
altas concentracées de hemoglobina. Wells et al. (1989) expuseram o
peixe antartico “borchs”, Pagothenia borchgrevinki, a hipéxia ambiental
e observaram aumento do Htc, da Hb e do lactato.

Os peixes compensam a baixa tomada de oxigénio, na prevaléncia da
condicdo hipéxica, com aumento no nimero de eritrécitos (WEPENER
et al., 1992). Este aumento € decorrente do estimulo adrenérgico

nos tecidos hematopoiéticos, para contracao esplénica e liberacao

dos eritrdcitos armazenados para a circulacdo sanguihea (NILSSON;
GROVE, 1974). Moura et al. (1997) observaram aumento de eritrécitos
circulantes resultantes da contracdo esplénica em tambaqui exposto

a hipodxia. Affonso et al. (2002) estudando esta mesma espécie
observaram, em resposta a hipdxia (12 h), aumento na hemoglobina,
eritrécitos e MCHC, sugerindo aumento na capacidade do sangue em
carrear oxigénio. De acordo com Weber e Jensen (1988) e Jensen

et al. (1993), o aumento do hematdcrito via liberacado de eritrécitos
presentes no baco muitas vezes, € decorrente de exposicdo aguda a
hipéxia e o estimulo a eritropoiese ocorre em exposicées crénicas. Mas
indiferentes ao periodo de exposicdo, os eritrdcitos liberados podem ser
imaturos apresentando baixa concentracédo de Hb.

Aumentos no VCM tém sido associados com fatores como a hipdxia
e estresse (WEBER, 1982). A exposicdo a hipdxia aguda libera
catecolaminas que interferem no equilibrio osmdtico das membranas
eritrocitdrias, causando inchaco nas células e aumento do VCM
(BUTLER et al., 1978; PERRY et al., 1989; RANDALL; PERRY, 1992).
As catecolaminas, por sua vez, elevam o volume dos eritrécitos assim
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como o pH intracelular, aumentando a afinidade da hemoglobina com o
oxigénio (SPRY; WOOD, 1984).

Panepucci et al. (2001) avaliaram os efeitos da exposicdo do pacu a
hipéxia por seis horas e ndo encontraram diferencas no hematdcrito,
na hemoglobina, e nos eritrécitos. Poucos estudos avaliaram os efeitos
do cobre em meio hipéxico, dificultando a comparacdo dos pardmetros
hematoldgicos nesta associacao.

2. Consideracdes

No cultivo de peixes existem vdrios fatores que alteram a qualidade da
dgua, como a presenca excessiva de fitopldncton, plantas aqudticas

e algas, as quais causam reducdo da concentracdo de OD, aumento
de CO, e consequentemente reducéo do pH. A grande quantidade de
microalgas presente no meio consome oxigénio e libera diéxido de
carbono, sendo que altas taxas de CO, acidificam a &gua, diminuindo
o pH. Neste caso, a taxa de respiracdo muitas vezes excede a
fotossintese.

O limite superior estabelecido para o cobre, oxigénio dissolvido e pH
pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONSELHO NACIONAL

DO MEIO AMBIENTE, 2006) é 0.009 mg.L" de cobre, 5 mg.L"" OD
(2105 mmHg) e pH entre 6,0 e 9,0 (resolucéo vigente n°® 020/1986)
em ecossistemas aquaticos destinados para aquicultura (classe 2).

De acordo com o relatdrio recente, publicado pela Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental, em muitos rios do estado de Sao
Paulo, a concentracado de cobre dissolvido excede o limite estabelecido,
variando de 0.01 a 0.02 mg.L" de cobre. As variacées de pH séo
menos corriqueiras mas as oscilacées de OD sao frequentes (CETESB,
2007).

O uso de produtos com cobre no ambiente aquatico € uma questao
relevante na quimica ambiental. Produtos como o CuSO,, utilizados
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em diferentes concentracdes na agricultura e aquicultura, representam
grande fonte de contaminacdo. Como descrito nesta revisdo, as
condicées em que o CuSO, € aplicado na aquicultura, geralmente, sdo
caracterizadas por apresentarem baixa concentracdo de OD, pH &cido e
excesso de COZ. Entretanto, a avaliacdo da toxicidade do cobre muitas
vezes ocorre em condicdes controladas, o que poderd mascarar seus
efeitos quando comparados as condicdes em que ele € utilizado.

A capacidade dos organismos para a biotransformacédo de substancias
exdgenas € importante fator na determinacdo de efeitos de poluentes
ambientais. Neste contexto, o estudo dos efeitos da exposicdo ao
cobre em condicées de hipéxia e meio dcido sobre biomarcadores em
peixes pode, além de elucidar mecanismos de toxicidade do metal,
indicar possiveis efeitos sobre o bem estar animal, levando ao uso
racional deste composto em aquicultura.
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