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SINOPSE

Este trabalho apresenta um estudo sobre influência do pH sobre a toxicidade 

do cobre em tambaqui (Colossoma macropomum). Isto foi verificado com a 

determinação da concentração média letal em 96 horas (CL50-96h) do cobre 

em pHs 4 e 8 para esta espécie e com a avaliação dos efeitos deste metal 

sobre os parâmetros fisiológicos, bioquímicos e sobre a capacidade natatória 

do tambaqui após exposição a concentrações subletais. Foi observado que 

em pH 4, o comportamento tóxico do cobre apresentou-se reduzido. O cobre 

não afetou de forma letal quando em ambiente alcalino. Em concentrações 

subletais este metal em pH 4 afetou de forma significativa diversos parâmetros 

analisados,  em relação  a  outros  trabalhos  descritos  na  literatura,  o  cobre 

apresentou valor de sua CL50 elevado.

Palavras-chave:  Cobre;  Toxicologia;  Desempenho  natatório;  Fisiologia; 

Colossoma macropomum 
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Toxicity of copper on tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) in 

pH 4 and  pH 8

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the copper toxicity for the fish species 

Colossoma  macropomum (tambaqui)  in  pH  4  and  8,  to  assess  the 

bioconcentration and the exposition effects on hematological, ionic parameters 

and swimming performance of the animals. For this, the lethal concentration in 96 

hours (LC50) of copper in pH 4 was estimated in 2,68mg/L of Cu+2.  It was not 

possible to find the LC50 to copper in pH 8 because there was no mortality in 

none of  the experimented concentrations.  After  this  phase,  the  animals  were 

exposed to sublethal concentrations of this metal plus dissolved organic carbon 

(DOC)  for  96  hours.  Tambaqui  exposure  to  these  concentrations  resulted  in 

disturbs in hematological,  ionic parameters, plasma metabolites and genotoxic 

alterations. However, the exposure does not cause changes in the activity of GST 

and CAT. An increase of copper levels in gills and liver was observed in exposed 

animals. So, copper had mild toxicity in pH 4 and no lethal effect was observed in 

animals exposed to pH 8. LC50–96h in pH 4 is high in comparison to the average 

values reported in literature. Sublethal concentrations of copper were enough to 

affect the physiological and biochemical parameters, suggesting metabolic and 

ionic  disturbances  that  can  be  attributed  to  copper  presence  in  water.  The 

addition of organic matter did not reduce the effects of copper on the exposed 

animals.
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Toxicidade do cobre sobre tambaqui Colossoma macropomum 

(Cuvier, 1818) em pH 4 e pH 8

RESUMO

O  objetivo  deste  estudo  foi  determinar  a  toxicidade  do  cobre  para  a 

espécie  Colossoma macropomum em  pH  4  e  8,  assim  como  avaliar  a 

bioconcentração e os efeitos da exposição à concentração subletal deste metal 

sobre os parâmetros hematológicos, iônicos e sobre a capacidade natatória dos 

animais.  Para isso,  foi  determinada a concentração média letal  em 96 horas 

(CL50-96h) do cobre em pH 4, que foi estimada em 2,68mg/L de cobre. Não foi 

possível determinar a CL50 do cobre em pH 8, pois não houve mortalidade em 

nenhuma  das  concentrações  utilizadas.  Após  essa  etapa,  os  animais  foram 

expostos a concentrações subletais (25 e 50% da CL50) desse metal com e sem 

a adição de COD por 96 horas. A exposição a estas concentrações resultou em 

distúrbios  nos  parâmetros  hematológicos,  iônicos,  metabólitos  plasmáticos  e 

alterações  genotóxicas.  No  entanto,  não  causou  variações  nas  atividades 

enzimáticas (GST e CAT). Com relação à bioconcentração do cobre nos tecidos, 

foi observado aumento nas brânquias e no fígado. Do exposto, o comportamento 

tóxico do cobre apresentou-se baixo em pH ácido e em pH 8 não houve nenhum 

efeito letal sobre os peixes. O valor obtido para a CL50–96h do cobre em pH 4 

neste estudo, é alto em relação aos valores médios mencionados na literatura. 

As  concentrações  subletais  de  cobre  utilizadas foram suficientes  para  afetar 

diversos parâmetros fisiológicos e bioquímicos, sugerindo distúrbios metabólicos 

e iônicos, que podem ser atribuídos à presença do cobre na água. Além disso, 

podemos salientar  que a matéria orgânica utilizada neste trabalho não  atuou 

para atenuar os efeitos do cobre sobre os animais expostos.
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1. Introdução

A  poluição  das  águas  constitui  um dos  mais  sérios  problemas  ecológicos  da 

atualidade. As fontes de poluição da água decorrem, sobretudo, da atividade humana 

na forma de resíduos domésticos e industriais (Jardim, 1992), sendo estes últimos os 

principais responsáveis pela contaminação dos ambientes aquáticos por metais (Holt, 

2000).  Estes  elementos  lançados  na  água  podem  ser  absorvidos  por  organismos 

aquáticos, como plantas (Brune & Dietz, 1995), moluscos (Klerks & Fraleigh, 1997) e 

peixes (Heath, 1995)

Os metais lançados no meio aquático, devido a processos industriais e aumento 

da  exploração  dos  recursos  naturais,  incluem cádmio  (Xie  &  Klerks,  2004),  cromo 

(Jordão et al., 1997) e cobre (Tao et al., 1999; 2002). Devido a sua alta toxicidade, o 

cobre é um dos metais de maior interesse para o estudo do efeito da poluição sobre a 

fisiologia dos peixes (Lloyd, 1992). Este metal está freqüentemente presente na água 

doce como resultado do desgaste natural ou erosão do solo (Hodson et al., 1979), das 

estações de esgoto (ATSDR, 1990), dos processos industriais e do uso agrícola na 

forma de sulfato de cobre como pesticida (Mazon et al., 2002) e também como agente 

quimioterápico no controle de algas em estações de abastecimento de água e estações 

de piscicultura (Schlotfeldt, 1992; Menezes, 1998; Han et al., 2001).

O cobre é considerado um elemento-traço essencial para o bom funcionamento do 

organismo (Sorensen, 1991),  sendo cofator de vários sistemas enzimáticos (Mazon, 

1997).  É  requerido  por  enzimas  oxidativas  como  superóxido  dismutase,  catalase, 

peroxidase e citocromo oxidase (Nelson & Cox, 2000), na síntese de hemoglobina e 

está ligado à α-globulina (ceruloplasmina) no sangue, sendo transportado para rins, 

coração,  sistema  nervoso  central,  ossos  e  estocado  principalmente  no  fígado 
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(Sorensen,  1991).  Entretanto,  em elevadas  concentrações,  este  elemento  pode  ser 

extremamente tóxico para os organismos (Heath, 1995).

A toxicidade do cobre no ambiente aquático está intimamente relacionada à forma 

livre do metal  no meio e ao tempo de exposição sobre os organismos (Pagenkopf, 

1983).  O  cobre  pode  se  apresentar  sob  diversas  formas  tóxicas  como  CuCO3, 

Cu2(OH)+2,  CuOH+ e Cu+2, sendo esta última considerada a mais tóxica (Howarth & 

Sprague,  1978).  Nos  peixes,  no  entanto,  antes  de  ser  transportado  através  das 

brânquias,  o  Cu+2  (íon  cúprico)  é  aparentemente  reduzido  a  Cu+  (íon  cuproso), 

sugerindo que esta forma seria a verdadeira responsável pelo efeito tóxico do metal 

(Grosell & Wood, 2002).

Os peixes podem acumular o cobre em diversos órgãos e tecidos de forma direta, 

a partir da água, ou indireta, por meio de alimentos (Seymore  et al., 1996), acúmulo 

este que acúmulo pode resultar em alterações nos processos fisiológicos e bioquímicos 

do organismo. Com a finalidade de atenuar os efeitos ocasionados pela presença de 

metais  (Heath,  1995),  os organismos podem,  por  exemplo,  hipersecretar  muco nas 

brânquias e pele (Tao et al., 2002).

As brânquias são o órgão alvo na toxicidade do cobre para os peixes, devido sua 

extensa área de superfície em contato direto com o ambiente aquático (Cerqueira & 

Fernandes, 2002). A ação do cobre causa alterações nos mecanismos de regulação 

iônica,  iniciando  com  uma  rápida  diminuição  nos  eletrólitos  plasmáticos  devido  à 

inibição do influxo de Na+ e, conseqüentemente, a inibição da enzima Na+/K+-ATPase 

nas brânquias (Howarth & Sprague, 1978; Laurén & McDonald, 1985; 1987; Li  et al, 

1996;  1998).  Em  concentrações  mais  elevadas,  o  cobre  também  atua  na 

permeabilidade  das  junções  paracelulares  ao  causar  o  deslocamento  do  cálcio 

(principal íon responsável pelo controle da permeabilidade branquial), favorecendo o 
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efluxo dos íons (Laurén & McDonald, 1985). A inibição do influxo de íons Na+ e Cl- 

branquiais, juntamente com o aumento do efluxo de Na+ ocasiona a diminuição desses 

íons plasmáticos. Como conseqüência, a água presente no plasma flui para os tecidos, 

tornando o sangue concentrado, o que é agravado pela liberação de eritrócitos por 

contração do baço. A alta viscosidade sanguínea causa falhas no sistema circulatório 

do peixe, podendo levá-lo à morte (Wilson & Taylor, 1993).

Além dos distúrbios iônicos e hematológicos vistos anteriormente, peixes expostos 

ao cobre podem apresentar diversas respostas, tais como, danos histopatológicos nas 

brânquias  e  fígado  (Mazon,  1997;  Karan  et  al.,  1998;  Mazon,  et  al.,  1999;  2002; 

Cerqueira & Fernandes, 2002), alterações no sistema imunológico (Mazon et al., 2002) 

e  efeitos  citotóxicos  (Roméo  et  al.,  2000)  e  genotóxicos,  com  a  formação  de 

micronúcleos e outras anormalidades nos núcleos dos eritrócitos (Sanches-Gallan  et 

al.,1999).

Oliveira (2003) expôs a espécie Colossoma macropomum a 0,367mg/L de cobre 

por 96 horas e observou desequilíbrio iônico, aumento nos níveis de glicose, redução 

nos  níveis  de  lactato  e  danos  hepáticos.  Além  desses  efeitos,  foi  comprovada  a 

característica genotóxica deste metal com o aumento no percentual de anormalidades 

nucleares eritrocíticas. Assim, pode-se observar que a exposição ao cobre acarretou 

sérios efeitos sobre essa espécie.

Para a avaliação da toxicidade de uma substância, como o cobre, são realizados 

testes de toxicidade aguda, que consistem em determinar a sua concentração média 

letal (CL50). Sprague (1990) define CL50 como a concentração de uma substância que 

causa a mortalidade de metade de um grupo de organismos num determinado tempo 

de exposição (de 24 a 96 horas). Esses testes, utilizados para avaliar a sensibilidade 

dos  organismos  aos  metais,  apresentam resultados  que variam de  acordo  com os 
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parâmetros físicos e químicos da água e biológicos dos organismos (Di Toro  et al., 

2001).

A toxicidade das substâncias aos organismos depende da concentração e das 

características ambientais que têm importante papel na especiação do cobre (Heath, 

1995). Por isso, foi sugerido o Modelo do Ligante Biótico (BLM), cuja finalidade é avaliar 

a sensibilidade dos organismos, levando em consideração não só as características 

físicas e químicas da água, mas, também, o componente biológico que sofre com a 

toxicidade dos metais (Di Toro  et al., 2001; Paquin  et al., 1999). Este modelo teoriza 

que os ligantes abióticos, como os íons Ca2+,  H+  e matéria orgânica natural  (NOM), 

juntamente  com  o  ligante  biótico  competem  pelos  metais  existentes  no  meio. 

Considera-se,  para  os  peixes,  que  este  ligante  biótico  são  as  brânquias,  mais 

especificamente, os canais iônicos de Na+ e Ca+2.  Santore  et al. (2001) propôs uma 

versão deste modelo para cobre, cuja idéia é que sua toxicidade sobre o peixe ocorre 

quando o acúmulo nas brânquias ultrapassa uma concentração crítica.  Este modelo 

incorpora os fatores químicos da água que afetam a disponibilidade e a toxicidade do 

cobre para os organismos aquáticos como dureza, matéria orgânica dissolvida e pH.

O  aumento  da  dureza  da  água  reduz  a  toxicidade  deste  metal  (Howarth  & 

Sprague,  1978;  Laurén  &  McDonald,  1985),  pois  a  concentração  de  Ca+2  afeta  a 

toxicidade do cobre nos peixes de água doce, de maneira que os efeitos nocivos deste 

metal  aumentam em águas  com baixa  dureza.  Isso  ocorre  porque  o  Ca+2 afeta  a 

permeabilidade das brânquias e compete com o cobre pelos sítios de ligação neste 

órgão (Pagenkopf, 1983). Assim, o cálcio é considerado um importante mediador da 

acumulação e toxicidade do cobre em peixes (Hollis et al., 1997).

A matéria orgânica dissolvida, também conhecida como matéria orgânica natural, 

carbono  orgânico  dissolvido,  ácidos  húmicos  ou  fúlvicos,  é  considerada  o  principal 
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mediador  da  toxicidade  do  cobre,  pois  apresenta  efeito  protetor  ao  alterar  a  sua 

especiação em águas naturais (Hering & Morel, 1988; Playle et al., 1993). Isso ocorre 

porque a matéria orgânica dissolvida se liga ao metal e forma complexos reduzindo a 

sua forma livre (Cu+2) (Playle et al., 1992; Hollis et al., 1997). 

Águas  ácidas  podem ser  extremamente  prejudiciais  aos  peixes,  pois  segundo 

McDonald (1983), ocorre danos no epitélio branquial, como conseqüência do aumento 

na concentração de íons H+ no meio, bem como, quando há um deslocamento dos íons 

de cálcio, ocasionando modificações no sistema de adesão celular do epitélio branquial, 

alterando sua permeabilidade e promovendo o efluxo de Na+ e o influxo de H+ (Milligan 

& Wood, 1982). A seqüência de eventos que causam a mortalidade de peixes em pH 

ácido mencionada por Milligan & Wood (1982) é bastante semelhante àquela descrita 

para o cobre (Wilson & Taylor,  1993).  Assim, tal  fato  pode explicar  como espécies 

tolerantes  ao  pH ácido  têm apresentado também alta  tolerância  ao  cobre,  como a 

espécie  Colossoma macropomum que apresentou CL50 de 735µg/L de Cu+2 (Oliveira, 

2003), um valor bastante alto em relação aos valores encontrados para espécies de 

zona tropical como a espécie Prochilodus scrofa, cuja CL50 foi de 29µg/L (Mazon et al., 

1999) e de zona temperada como é o caso da espécie  Oncorhynchus mykiss,  que 

apresentou  CL50 de  4,2µg/L  de  Cu  (Cusimano  et  al.,  1986).  No  entanto,  os 

experimentos com essa espécie foram realizados em águas com pH neutro, portanto, 

há a necessidade de verificar o verdadeiro efeito do pH ácido (4,0) sobre a toxicidade 

do cobre para a espécie Colossoma macropomum. 

 Estudos realizados acerca do efeito do pH sobre a toxicidade do cobre (Láuren & 

McDonald,1985; 1986; Tao et al., 2002) afirmam que a redução no pH pode aumentar a 

toxicidade do metal, pois em água com pH ácido, há um aumento na disponibilidade de 
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íons de cobre livre, aumentando a sua letalidade. O aumento na concentração de H+ no 

meio favorece a dissolução de complexos, como o Cu(OH)2, liberando o Cu+2.

Laurén & McDonald (1985) expuseram a espécie Salmo gairdneri a concentrações 

de cobre que variaram de 12,5 a 200µg/L, durante 24 horas em pH 7,8 e 5,0. As perdas 

iônicas observadas quando os indivíduos foram expostos a baixas concentrações do 

metal (12,5µg/L) e pH ácido foram creditadas a um efeito somado do cobre com o pH. 

Mas isso, não ocorreu quando expuseram os animais a concentrações mais altas de 

cobre, pois não houve diferenças nos efeitos observados entre pH neutro e ácido. A 

explicação para isso é que o cobre pode deslocar o H+ das superfícies branquiais e os 

efeitos causados no organismo passa a ser creditado somente ao cobre. Isso ocorre 

porque o cobre tem maior afinidade pelos sítios branquiais do que o H+  (Playle  et al., 

1993b). 

Dessa forma, elevadas concentrações de cobre no ecossistema amazônico podem 

resultar numa condição altamente tóxica. Este efeito pode ser maximizado nas águas 

pretas da região, que são reconhecidamente pobres em íons e com valores baixos de 

pH, variando de 5,0 a 6,0 no Rio Negro e de 3,0 a 4,0 nos igapós, florestas inundadas 

por  rios  de  água  preta  (Walker,  1995).  Contudo,  estudos  recentes  (Matsuo,  2004) 

mostram haver interação entre o cobre e a matéria orgânica que precisa ainda ser 

elucidada de maneira mais aprofundada.

1.1 A espécie Colossoma macropomum

Conhecida  na  Amazônia  por  tambaqui,  a  espécie  Colossoma  macropomum 

pertence à ordem Characiformes, família Serrasalmidae (Géry, 1977). Essa espécie é 

nativa da bacia amazônica, com hábito alimentar onívoro, podendo atingir até um metro 

de comprimento e pesar 30kg. Apresenta alto valor comercial e sua carne é bastante 

apreciada pela população local  (Araújo-Lima & Goulding, 1998).  Com a finalidade de 
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preservar o meio ambiente, suprir a demanda crescente por proteína de origem animal e, 

sobretudo,  devido  ao  seu  fácil  manejo,  o  tambaqui  é  uma  das  principais  espécies 

produzidas comercialmente ou experimentalmente no país (Valenti et al., 2000).

O  tambaqui  é  uma  espécie  migradora;  no  entanto,  a  diferença  na  composição 

química e níveis de nutrientes entre as águas brancas e pretas, sobretudo quanto ao pH, 

aparentemente não representa obstáculo à migração desta espécie (Goulding, 1980). Os 

aspectos da fisiologia, genética, bioquímica e ecologia dessa espécie têm sido descritos 

por vários autores (Saint-Paul, 1988; Val & Almeida-Val, 1995; Wood et al., 1998). Além 

disso, o tambaqui tem sido utilizado como espécie alvo em estudos com diversos tipos de 

agentes estressantes como pH (Wood  et al.,  1998;  Aride, 1998),  hipóxia (Val,  1995), 

temperatura (Moura  et al., 1994; 1997; Oliveira  et al., 2001), petróleo e seus derivados 

(Costa  et al., 1996; Maco Garcia, 1997; Val, 1997; Val & Almeida-Val, 1999) e metais 

pesados  como  zinco  (Matsuo  et  al.,  2001),  alumínio  (Matsuo  &  Val,  2003)  e  cobre 

(Menezes, 2002; Oliveira, 2003). Isso possibilita comparações com o estudo dos efeitos 

de sua exposição ao cobre em pH ácido. Além disso, o tambaqui é uma espécie de fácil 

manuseio e manutenção em laboratório. Todas essas características são consideradas 

por Sprague (1990) requisitos básicos para o estudo da toxicidade em laboratório. 

1.2. Justificativa

Na Região Amazônica, o aumento da atividade no setor industrial, o aumento da 

exploração  dos  recursos  naturais  e  a  explosão  no  crescimento  populacional  têm 

acarretado  um  aporte  crescente  de  efluentes  no  ambiente  aquático.  Dentre  os 

efluentes,  aqueles  liberados  pelo  pelos  processos  industriais  apresentam  elevada 

importância,  pois  são  compostos  por  diferentes  agentes  tóxicos  entre  os  quais,  os 

metais. Assim, o conhecimento detalhado dos efeitos dos componentes individuais de 

um efluente é essencial para o controle da poluição. 
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A  cidade  de  Manaus,  no  estado  do  Amazonas,  tem  sido  motivo  de  grande 

preocupação,  pois  com  o  rápido  desenvolvimento  industrial,  vem  sofrendo  com  a 

contaminação  e  degradação de  seus  ecossistemas  aquáticos.  O principal  exemplo 

desse processo é o Igarapé do Quarenta, drenando o Distrito Industrial e moradias ao 

longo do seu curso. De acordo com Sampaio (2000), que avaliou a contaminação por 

metais das águas e sedimentos deste igarapé, os níveis apresentados estão acima dos 

limites permitidos pela legislação ambiental. O cobre foi um dos metais que apresentou 

níveis bastante elevados, cerca de 1000µg/L. 

Outro fator que tem contribuído para o aumento na contaminação por cobre é a 

crescente exploração dos recursos naturais, como a extração de petróleo. O petróleo 

extraído  dos  poços  de  perfuração  vem  carregado  de  gases  tóxicos  e  água  de 

formação.  Há  estimativa  de  que  para  cada  barril  de  petróleo  cru  produzido,  são 

produzidos até nove barris de água de formação (APECO, 1993). A água de formação 

é  composta  por  altos  níveis  de  íons  dissolvidos  e  metais  como  cobre,  sendo 

extremamente tóxica para os organismos aquáticos, sobretudo para os peixes.

A  ampla  diversidade  íctica  na  região  amazônica  tem sido  a  causa  de  muitos 

questionamentos sobre os prováveis efeitos causados por metais em contato com os 

organismos aquáticos, já que altas concentrações das formas livres de certos metais, 

como o cobre, podem afetar a homeostase dos peixes (Wood, 2001). Esses efeitos 

podem  ainda  ser  maximizados,  sobretudo  em  águas  amazônicas,  devido  a  suas 

características peculiares como baixo pH e pobreza em íons (Walker, 1995).

Faz-se  necessário  o  monitaramento  dos  níveis  de  metais  presentes  nos 

mananciais da região. Mas para que isso seja efetivo, são necessários estudos com 

marcadores  biológicos  relevantes.  Os  peixes  são  considerados  excelentes 

bioindicadores de ambientes aquáticos, pois apresentam respostas variadas quando 
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expostos  aos  agentes  tóxicos.  A  principal  aplicação  do  uso  dos  peixes  é  a 

determinação da distribuição dos agentes tóxicos, como o cobre, bem como dos seus 

efeitos tóxicos sobre o ambiente aquático.

Estudos avaliando a toxicidade do cobre (Oliveira  et al., 2001; Menezes, 2002; 

Oliveira, 2003; Matsuo, 2004) foram realizados em espécies de peixes amazônicas; no 

entanto, não há, ainda, estudos acerca do efeito do pH sobre a toxicidade deste metal. 

Devido às características peculiares das águas amazônicas como pobreza em íons e 

baixos  valores  de  pH,  faz-se  necessários  estudos  sobre  a  sensibilidade  dessas 

espécies ao cobre em pH ácido. Em caso de contaminação nestes ambientes, mesmo 

para as espécies tolerantes a ambientes com pH ácido e ao cobre, é provável que o 

efeito  do  pH  sobre  a  toxicidade  deste  metal,  possa  acarretar  sérios  distúrbios 

fisiológicos e comportamentais. 

1.3. Objetivo 

Avaliar  o  efeito  dos  pHs  4  e  8  sobre  a  toxicidade  do  cobre  para  a  espécie 

Colossoma macropomum.

1.3.1 Objetivos específicos

1)  Determinar  a  CL50 do  cobre  em  pH  4  e  pH  8  para  juvenis  de  Colossoma 

macropomum.

2) Avaliar a sensibilidade de tambaqui a concentrações subletais de cobre em água 

com pH 4 e pH 8 e com adição de matéria orgânica dissolvida, por meio da avaliação de 

seus efeitos sobre a capacidade respiratória,  regulação iônica e capacidade natatória 

após a exposição às concentrações subletais. 

3) Determinar o acúmulo de cobre nas brânquias, fígado e rim, após exposição às 

concentrações subletais. 
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2. Material e Métodos

2.1. Aquisição dos Animais

Os exemplares  de  tambaqui  (Colosssoma  macropomum)  foram  adquiridos  na 

Estação  de  Piscicultura  de  Balbina  (Presidente  Figueredo/Am).  Os  animais  foram 

transportados  para  o  Laboratório  de  Ecofisiologia  e  Evolução  Molecular–LEEM, 

CPEC/INPA,  onde receberam tratamento profilático com NaCl  3% (Pavanelli  et  al., 

1999) por 24 horas, sendo então aclimatados em tanques de 3000L, com sistema de 

aeração  constante  e  renovação  diária  de  água.  Os  animais  foram  alimentados 

diariamente com ração comercial (26% de PB) até a saciedade e a alimentação era 

suspensa 48 horas antes do início dos experimentos.

2.2 Protocolo experimental

2.2.1 Determinação da CL50 – 96 horas em diferentes pHs

Para a determinação da CL50, os animais foram transferidos para tanques de 60 

litros, com aeração constante e renovação de 10% da solução de cobre a cada 24 

horas, caracterizando um sistema semi-estático. Após o período de aclimatação de 24 

horas,  uma  solução  de  ácido  sulfúrico  (0,03  N)  foi  preparada  e  gradativamente 

introduzida no tanque, até atingir o pH desejado (4,0). Os animais permaneceram neste 

pH  durante  12  horas,  antes  da  exposição  ao  cobre.  O  procedimento  para  a 

manutenção do pH desejado foi repetido durante todo o período experimental. Foram 

utilizados grupos de 10 exemplares, em triplicata, contendo indivíduos com peso médio 

de 45,65±0,4 g. Inicialmente, os exemplares foram submetidos à exposição aguda ao 

cobre na concentração de 0,73 mg/L em pH 4,0 por 96 horas. Este valor foi baseado no 

trabalho  de Oliveira  (2003)  que determinou a CL50 do  cobre  em pH neutro  para a 
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espécie  Colossoma  macropomum.  As  demais  concentrações  testadas  foram 

determinadas  por  meio  da  progressão  geométrica,  com a  razão  de  0,9  (Sprague, 

1990). A cada 24 horas, os animais mortos foram retirados e substituídos por outros 

com peso e comprimento padrão próximos, devidamente marcados, a fim de manter a 

densidade nos aquários durante o período experimental. 

Os valores para determinar a CL50 de cobre variaram entre 0,73 a 9,15 mg/L de 

Cu+2. Os dados de mortalidade nos períodos de 24, 48, 72 e 96 horas foram tratados 

pelo programa computacional Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977) em função da 

concentração do  metal  dissolvido  na  água em pH 4,0  nos  diferentes  intervalos  de 

tempo. 

Foram realizados também experimentos para determinar a CL50 do cobre em pH 

8.  O procedimento  para a manutenção do pH foi  o  mesmo aplicado para o pH 4, 

utilizando, desta vez, NaOH (0,1M) e as concentrações utilizadas também foram as 

mesmas, obedecendo a progressão geométrica de Sprague (1990). No entanto, como 

não houve mortalidade em nenhuma das concentrações, não foi possível determinar a 

CL50 do cobre neste pH.

Ao final  dos experimentos,  a  água utilizada foi  transferida para um tanque de 

150L,  onde  foi  adicionado  carbonato  de  cálcio  (CaCO3),  formando  CuCO3,  que 

precipitou e decantou no fundo do tanque, sendo a água sobrenadante descartada. O 

metal precipitado foi  acondicionado em recipientes plásticos para posterior  descarte 

conforme as normas legais. O mesmo procedimento foi adotado ao final das demais 

etapas. 

11



2.2.2 Determinação dos efeitos das concentrações subletais de cobre em 

pH 4,0 com e sem adição de ácido húmico artificial (AHA). 

Após a determinação da CL50 do cobre em pH 4, foram avaliados os efeitos das 

concentrações subletais  do cobre e com adição de ácido húmico artificial  sobre os 

parâmetros  fisiológicos,  bioquímicos e sobre  a  capacidade natatória  de  Colossoma 

macropomum. 

O procedimento para a manutenção pH 4 foi o mesmo descrito na primeira etapa. 

Para cada tratamento foram utilizados 16 exemplares,  alocados individualmente em 

câmaras experimentais de 4 litros. Com o auxílio de uma bomba de água submersa 

(ViaAqua,  modelo VA2300),  as câmaras recebiam água de um tanque de 76 litros, 

dotado de sistema semi-estático, isto é, com renovação de 10% da solução de sulfato 

de cobre a cada 24 horas. Dessa forma, o volume total em cada experimento foi de 

140L,  sendo  o  fluxo  de  água  dentro  de  cada  câmara  cerca  de  10mL/min.  Os 

tratamentos consistiam em um grupo controle em pH 4 e duas situações com 25 e 50% 

da CL50 do cobre (0,67 e 1,14mg de Cu+2/L), respectivamente. 

Nos experimentos para avaliar o efeito do carbono orgânico dissolvido sobre a 

toxicidade  do  cobre  foi  utilizado  ácido  húmico  artificial  (AHA  Sigma-Aldrich).  A 

concentração utilizada foi  de 5mg de COD/L. Para isso, foi  preparada uma solução 

estoque,  considerando  que  Aldrich  humic  acid  é  44%  de  DOC  de  forma  que  a 

concentração  de  COD  foi  mantida  durante  todo  o  experimento.  Para  realizar  os 

experimentos com a matéria orgânica artificial, foram feitos também três experimentos: 

um grupo controle em pH 4+AHA (5mg de COD/L) e duas situações com 25 e 50% da 

CL50 do cobre 0,67 e 1,14mg de Cu+2/L), respectivamente. 

12



Além  disso,  foi  feito,  ainda,  um  experimento  em  pH  neutro,  cujos  animais 

utilizados não sofreram exposição tanto ao pH 4 como às concentrações subletais de 

cobre, mas somente ao estresse natatório, sendo utilizado como grupo controle geral.

Após as 96 horas de experimento, oito exemplares foram anestesiados para a 

coleta  de  amostras  de  sangue  para  a  avaliação  dos  parâmetros  fisiológicos  e 

bioquímicos e tiveram os tecidos coletados para a avaliação do acúmulo de cobre; 

enquanto os outros oito indivíduos foram transferidos para o túnel de natação para 

avaliar  a  sua  capacidade  natatória.  Em  seguida,  estes  últimos  também  foram 

anestesiados  para  a  coleta  de  sangue e  tecidos  para  a  avaliação dos  parâmetros 

fisiológicos e bioquímicos e acúmulo de cobre. 

 2.3 Acompanhamento das características físico-químicas da água

O acompanhamento da qualidade de água (pH, temperatura e oxigênio dissolvido) 

foi realizado diariamente em todos os experimentos. Os valores de pH foram obtidos 

por meio de um pHmetro digital (GEHAKA, modelo PG2000), a temperatura e oxigênio 

dissolvido foram obtidos com o auxílio de um oxímetro (YSI 55/12 FT). No início e final 

dos experimentos com as concentrações subletais, foram retiradas amostras de água 

para a determinação da dureza. 

2.3.1 Dureza

A  dureza  da  água  foi  estimada  por  meio  de  titulação  direta,  utilizando  como 

titulante,  o  EDTA,  considerado um quelante,  que em condições adequadas de pH, 

forma complexos solúveis, extremamente estáveis com a maioria dos íons metálicos 

(APHA, 1985).  Na titulação do íon metálico (complexo de Mg),  após a solução ser 

tamponada ao pH apropriado (pH 10), é titulada diretamente com a solução padrão de 
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EDTA (0,004M) em presença do indicador Ericromo negro (ERIOT). Os valores estão 

expressos em mg/L CaCO3.

2.4. Determinação da Ucrit

Este teste foi desenhado para determinar a velocidade crítica de natação (Ucrit). 

Por  ser  um teste de esforço,  reflete o estado de saúde do animal,  bem como sua 

capacidade anaeróbica. Estas condições estão intimamente relacionadas entre si e ao 

estado de estresse do animal.  Ao final  do período experimental das exposições às 

concentrações subletais, oito indivíduos foram submetidos ao túnel de natação, com 

sistema de circulação de água e com fluxo no sentido contrário ao da natação do peixe. 

Os animais permaneceram no túnel de natação por duas horas em um baixo fluxo de 

água (10cm/s) para aclimatação. Após este período, o fluxo foi aumentado a cada 40 

minutos em 10cm/s, até que o peixe atingisse a fadiga. O tempo e a velocidade em que 

o  peixe atinge à  fadiga  foram utilizados para calcular  a  Ucrit  por  meio  da  fórmula 

descrita por Brett (1964).

onde: 

ui = última velocidade da natação na qual o peixe suportou nadar;

ti = tempo em que o peixe fadigou;

tiii = período de tempo estipulado para cada velocidade;

uii = incremento de velocidade.

2.5. Coleta do sangue

Após  96h  de  exposição às  concentrações  subletais,  amostras  de  sangue  dos 

animais foram obtidas por meio de punção da veia caudal com a utilização de seringas 

Ucrit = ui + (ti / tiii x 
uii)
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heparinizadas. Para a separação do plasma, o sangue foi transferido para tubos de 

Eppendorf, e centrifugado (FANEM, NT-801) a 3000rpm por 10 minutos.

2.6 Parâmetros Hematológicos 

2.6.1 Hematócrito (Ht)

As amostras  de  sangue foram colocadas em tubos de microhematócrito,,  que 

tiveram uma das extremidades vedada com fogo e, em seguida, centrifugados a 12000 

rpm por  10 minutos (FANEN 211).  A leitura da porcentagem de sedimentação dos 

eritrócitos  foi  feita  numa  escala  padronizada  e  os  resultados  expressos  em 

porcentagem (%) de células sedimentadas.

2.6.2 Concentração de hemoglobina ([Hb])

A concentração de hemoglobina  ([Hb])  foi  determinada segundo o método da 

cianometahemoglobina, descrito por Kampen & Zijlstra (1964). Para tanto, 10  µL de 

sangue foram diluídos em 2 mL de reagente Drabkin (KCN 0,5 g; KH2PO4 1,4 g; K3[

Fe(CN)6] 2,0 g; 1 L de água destilada). Após agitação, os tubos permaneceram em 

repouso por 15 minutos para efetivação da hemólise. O conteúdo do tubo foi colocado 

em  uma  cubeta  de  plástico  e  a  absorbância  das  amostras  foi  determinada  em 

comprimento de onda de 540nm em um espectrofotômetro Spectronic GENESIS 2. Os 

valores da concentração de hemoglobina são expressos em g/dL, calculados por meio 

da seguinte equação:

[Hb] (g/dL) = absorbância (540nm) x 0,146 x diluição da amostra
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2.6.3 Contagem do número de eritrócitos (RBC)

Para a contagem dos eritrócitos foram diluídos 10  µL de sangue em 2 mL de 

solução de formol  citrato  (3,8  g  de  citrato  de  sódio;  2  mL de formol  40% e água 

destilada  q.s.q.  100  mL)  na  proporção  de  1:200 (v/v).  Após  a  homogeneização,  a 

contagem  das  células  vermelhas  circulantes  (RBC)  foi  feita  em  uma  câmara  de 

Neubauer sob objetiva microscópica de 40 vezes. O número total de eritrócitos está 

expresso em milhões de células por milímetro cúbico (x106/mm3) de sangue.

2.6.4 Determinação das constantes corpusculares

As  constantes  corpusculares  (volume  corpuscular  médio  (VCM),  hemoglobina 

corpuscular média (HCM) e concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM)) 

foram determinadas  a  partir  dos  valores  correspondentes  ao  número  de  eritrócitos 

circulantes,  ao  hematócrito  e  à  concentração  de  hemoglobina,  de  acordo  com  as 

seguintes fórmulas estabelecidas por Brow (1976):

VCM (µm3) = Htx10/RBC

HCM (pg) = [Hb]x10/RBC

CHCM (%) = [Hb]/Htx100

2.6.5. Determinação da Taxa de Metahemoglobina (MetaHb)

A  taxa  de  metahemoglobina  foi  determinada  segundo  o  método  descrito  por 

Benesch  et al.  (1973). O método consiste na mistura de 25  µL de uma amostra de 

sangue em 1,5 mL de tampão fosfato 35mM, pH 7,3. A mistura foi  agitada em um 

agitador automático de tubos e centrifugada (FANEM 204 NR) por 5 minutos a uma 

velocidade  de  3000  rpm.  A  absorbância  da  mistura  foi  medida  em  um 

espectrofotômetro GENESIS-2, nos comprimentos de onda de 560, 576 e 630nm. A 
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determinação da taxa de metahemoglobina foi calculada a partir das fórmulas descritas 

a  seguir,  sendo o  valor  encontrado corrigido relativamente à concentração total  de 

hemoglobina. Os resultados foram expressos em porcentagem (%).

OxyHb = (Abs.576x(1,013) – Abs.630x(0,3269) – Abs.560x(0,7353)) x 10-4

DeoxyHb = (Abs.560x(1,373) + Abs. 576x(0,747)-Abs.630x(0,37)) x 10-4

FerriHb = (Abs.630x(2,985) + Abs. 576x(0,194)-Abs.560x(0,4023)) x 10-4

2.7. Parâmetros Iônicos

2.7.1 Concentração de K+, Ca2+, Mg+2, Na+ e Cl-

A determinação  das  concentrações  de  sódio,  potássio  e  cálcio  no  plasma  foi 

realizada  por  meio  de  espectrofotometria  de  absorção  atômica  (Perkin  Elmer, 

AANALYST 800), sendo os resultados obtidos expressos em mEq/L. A determinação 

da concentração de cloreto no plasma ocorreu de acordo com Zall et al. (1956), como 

descrito no item 2.4.1.1.

2.8 Avaliação de Estresse

2.8.1. Glicose

A concentração de glicose sanguínea foi determinada com auxílio de medidor de 

glicose sangüínea (Accu-Chek Advantage II). Para tanto, 10µl de sangue total foram 

colocados em fitas de leitura do aparelho que, por meio de uma análise eletroquímica 

da amostra, apresenta a concentração de glicose em g/dL.

2.8.2 Lactato plasmático
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Os  níveis  de  lactato  (ácido  lático)  no  plasma  foram  determinados  segundo 

procedimento técnico da Sigma Chemical Co., utilizando o Kit 826 UV. O procedimento 

consiste em adicionar 100µL de plasma a 100µL de ácido perclórico (PCA 8%), a fim 

de desproteinizar as amostras. Em seguida as amostras foram centrifugadas por 10 

minutos e o sobrenadante foi retirado e netralizado com KOH 6M. O extrato do plasma 

foi  adicionado  a  uma  solução  contendo  100UI/µL  da  enzima  LDH  (lactato 

desidrogenase),  coenzima  NAD  (nicotinamida  adenina  dinucleotídio,  hidrazina  e 

tampão glicina (0,6 moles/L, pH 9,2). Neste método, o lactato presente na amostra é 

convertido pela enzima LDH a piruvato com redução simultânea da coenzima NAD a 

NADH. O aumento na leitura de NADH é proporcional à conversão do lactato a piruvato 

e,  portanto,  indica a concentração de lactato originalmente presente na amostra.  A 

leitura das amostras foi realizada em espectrofotômetro (GENESIS 2) em comprimento 

de onda de 340nm, sendo os resultados expressos em mmoles/L.

2.9 Avaliação de efeitos genotóxicos 

2.9.1 Anormalidades nucleares eritrocitárias (ANE)

Essa análise tem sido utilizada como biomarcador de contaminação por metais 

pesados (Sanches-Gallan et al., 1999; 2001; Pacheco & Santos, 1998). A dosagem de 

efeitos genotóxicos é uma importante ferramenta na avaliação do comprometimento 

das estruturas celulares.

Os esfregaços sanguíneos foram fixados com metanol por 10 minutos e, depois 

de  secos,  foram  corados  com  uma  solução  May-Grünwald  por  2  minutos,  May-

Grünwald e água destilada 1:1 por 10 minutos e Giemsa e água destilada 1:6 por 10 

minutos.  Em  seguida  foram  lavados  com  água  destilada  e  secos  à  temperatura 
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ambiente  (Sanches-Galan  et  al.,  1998).  Segundo Carrasco  et  al.  (1990),  as lesões 

nucleares  são  divididas  em quatro  categorias:  micronúcleo  (M),  núcleo  lobado  (L), 

núcleo segmentado (S) e núcleo em forma de rim (K). Foram contadas 1000 células 

adultas de cada indivíduo com o auxílio de microscópio ótico da marca MOTIC com 

aumento  de  100X.  O  resultado  está  expresso  em  porcentagem  (%)  de  ANE, 

considerando a soma de todas as lesões (M+L+S+K).

2.10 Avaliação das enzimas antioxidantes

2.10.1 Preparação dos homogenados

Para as dosagens das enzimas Catalase e Glutationa-S-Transferase as amostras 

de fígado foram homogeneizadas,  utilizando “Tissue Tearor”  (Model  9985370),  com 

tampão de homogeneização (Tris 20mM, EDTA 1mM, DTT 1mM, Sacarose 0,5M, KCl 

0,15M e PMSF 0,1mM) numa proporção 1:4 (tecido tampão).

2.10.2. Glutationa S-Transferase (GST)

 A atividade da enzima GST foi determinada pelo método descrito por Habig et al.  

(1974)  e  Habig  &  Jakoby  (1981)  utilizando  tampão  fosfato  (pH  7,0),  1mM  GSH 

(glutationa reduzida)  e 1mM de CDNB (1-cloro-,4-dinitrobenzeno). A atividade cinética 

da GST foi calculada a partir da leitura da absorbância em comprimento de onda de 

340nm,  em  um  espectrofotômetro  Spectronic  Genesis  2.  A  atividade  absoluta  foi 

estimada  usando  o  coeficiente  de  extinção  molar  do  CDNB  e  as  unidades  são 

expressas em µmol. min-1. mg proteína-1.
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2.10.3. Catalase (CAT)

A  catalase  foi  estimada  por  meio  da  avaliação  contínua  do  decréscimo  da 

concentração do peróxido de hidrogênio (H2O2) em 240nm (Aebi, 1984). Para tanto, foi 

preparado um tampão para o meio de reação com peróxido de hidrogênio 10mM e 

tampão TE (Tris HCl 1M e EDTA 5mM), sendo as amostras diluídas 100x no tampão 

TE. Para leitura, 10µl de homogeneizado foram adicionados a uma cubeta de quartzo 

contendo 990µl de tampão de reação, misturadas por inversão e lidas em 240nm em 

um espectrofotômetro Shimadzu. Os resultados foram expressos em µmol. min-1. mg 

proteína-1.

2.10.4. Análise de Proteínas totais do tecido

A concentração de proteínas totais, no músculo, foi determinada pelo método do 

biureto modificado usando um “kit”  comercial  Doles. Tal  procedimento consistiu em 

misturar 2,5ml do reagente de biureto com 50µl de homogeneizado da amostra, tendo 

como solução padrão a mistura de 2,5ml do reagente de biureto com 50µl de padrão. 

As soluções foram homogeneizadas e, em seguida, ficaram em repouso por 5min à 

temperatura  ambiente.  Após  este  procedimento,  as  amostras  foram  lidas  em  um 

espectrofotômetro Spectronic Genesis-2 em 550nm. A concentração de proteínas nas 

amostras está expressa em g/dL.

2.11 Determinação do acúmulo do metal nos tecidos

Foram  realizadas  análises  de  acúmulo  de  cobre  nas  brânquias  e  no  fígado. 

Amostras de brânquias e de fígado foram enxaguadas com EDTA (1mM) durante 30s 

para retirar o cobre externo que pode estar contaminando a amostra (vindo da água ou 
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do  material  de  dissecação)  e  o  excesso  de  água  foi  retirado  com papel  filtro.  As 

amostras foram pesadas e digeridas com ácido nítrico 10% em estufa a 80ºC por 24 

horas. As amostras foram centrifugadas e uma alíquota do sobrenadante foi diluída em 

HNO3 1% para leitura da concentração do metal. O volume de ácido nítrico 10% foi 

constante, sendo posteriormente calculada a diluição final da amostra digerida, pelo 

peso do tecido fresco. O total de cobre nas amostras foi medido por espectrofotometria 

de absorção atômica em forno grafite (Perkin-Elmer AANALYST 800). Os resultados 

são expressos em µg de cobre/g de peso fresco.

2.12 Análise Estatística

Os resultados  obtidos  estão  expressos  como  média  e  erro  padrão  da  média 

(SEM). Para o cálculo da CL50 foi aplicado o programa computacional “LC50 Programs 

JS Pear Test” baseado no método Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1978). 

Os  resultados  dos  parâmetros  analisados  provenientes  dos  animais  expostos  às 

concentrações subletais do cobre em pH 4,0 e com AHA foram comparados por meio 

de análise de variância (ANOVA). Quando houve indicação de diferença significativa 

em nível de 5%, foi aplicado o teste de Tukey para a discriminação das diferenças (Zar, 

1984). 
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3. RESULTADOS

3.1 CL50-96h de cobre em pH 4

Para a determinação da CL50 de cobre em pH 4, os exemplares de  Colossoma 

macropomum foram expostos a 0,73, 1,53, 2,09, 2,87, 6,00 e 9,15 mg de Cu+2/L  por 96 

horas obtendo valores de 0, 0, 0, 83, 100 e 100% de mortalidade, respectivamente. 

De acordo com as mortalidades obtidas em cada uma das concentrações de Cu+2, 

o  valor  da  CL50-96  horas  em  pH  4  estimado  pelo  programa  computacional  “LC50 

Programs  JSPear Test”  foi de 2,68 mg/L de Cu+2 (figura 1). Esta figura mostra além da 

CL50-96 horas, os valores das CL50 para os períodos de 24, 48 e 72 horas também 

determinados por este programa, o que permitiu a observação de que, com o passar do 

tempo, o valor da CL50 apresenta-se reduzido. 

Nos últimos testes realizados para determinar a CL50-96h de cobre em pH 4 para 

Colossoma macropomum,  cujas concentrações foram de 6,00 e 9,15 mg/L de Cu+2, 

observou-se mortalidade de todos os indivíduos expostos no período de 72 e 48 horas, 

respectivamente. Os indivíduos expostos a estas condições, apresentaram produção 

excessiva de muco, expansão do lábio inferior e natação próxima à coluna d’água. A 

produção de muco foi  observada durante todos os experimentos, mesmo durante a 

aclimatação em pH 4, antes da exposição ao agente químico. 

22



Tempo (hora)

24 48 72 96

C
L 50

 C
ob

re
 (m

g/
L)

2

3

4

5

6

7

8

9

10

CL50 Cobre

Figura 1. CL50 -cobre em pH 4 para a espécie C. macropomum em 24, 48, 72 e 
96 horas de exposição e seus respectivos intervalos de confiança (95% superior 
e inferior). 
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Os parâmetros de qualidade da água que foram analisados nos experimentos 

podem  ser  observados  na  tabela  1.  Os  valores  de  pH,  temperatura  e  oxigênio 

dissolvido mantiveram-se dentro dos limites aceitáveis para a sobrevivência dos peixes, 

sem variações significativas, evitando, assim, as mortalidades causadas por mudanças 

severas destes parâmetros. Os valores de pH, observados nesta etapa do trabalho nos 

diferentes experimentos variaram entre 3,98 a 4,09. Estes valores estão de acordo com 

a faixa de pH mencionada por Wood et al. (1998) como tolerável para o tambaqui. A 

temperatura oscilou entre 26,06 e 27,43ºC. Os níveis de oxigênio dissolvido variaram 

entre 5,59 e 6,42. 

Tabela 1.  Valores de parâmetros da qualidade de água utilizada nos testes de 

determinação  de  CL50-96h  de  cobre  em  pH  4,0.  Não  houve  diferenças 

significativas em comparação ao controle. 

Concentração

(mg/L)

pH Temperatura

 (ºC)

O2 

(mg/L)
Cu+2 Controle 4,06±0,07 26,65±0,3 6,15±0,267

0,73 4,08±0,09 26,47±0,42 6,02±0,32
1,53 4,04±0,1 26,39±0,45 6,09±0,3
2,09 4,09±0,1 26,06±0,28 6,42±0,11
2,87 3,99±0,08 26,70±0,21 6,27±0,31
6,01 3,98±0,05 26,61±0,38 5,59±0,23
9,15 4,01±0,11 27,43±0,35 6,09±0,10
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3.2 CL50-96h de cobre em pH 8

Além de determinar o valor da CL50 do cobre em pH 4, este trabalho buscou também 

verificar o efeito tóxico do cobre em ambiente alcalino, de maneira que foram realizados 

testes para determinação de CL50 do cobre em pH 8. Nesta condição, foi observada uma 

baixa toxicidade do cobre, já que não foi possível determinar a sua CL50 em pH 8, pois o 

metal em altas concentrações precipitou e a espécie  C. macropomum foi tolerante até 

então. Isso foi notório quando expostos a concentração de 9,15 mg/L de Cu+2 em pH 4, 

os indivíduos apresentaram mortalidade de 100%, no período de 48 horas, o que não foi 

observado  em pH  8,  onde  nenhum  exemplar  de  tambaqui  morreu  em  96  horas  de 

exposição. 

Um fator interessante a ser mencionado para esta etapa foi  a hipersecreção de 

muco ainda mais intensa do que aquela observada nos experimentos de determinação 

da CL50-96 horas do cobre em pH 4. Os valores dos parâmetros de qualidade de água 

mantiveram-se  dentro  dos  limites  que  permitiram  a  sobrevivência  dos  indivíduos 

expostos (Tabela 2). 
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Tabela 2. Valores de parâmetros da qualidade de água utilizada nos testes de 

determinação  de  CL50-96h  de  cobre  em  pH  8,0.  Não  houve  diferenças 

significativas em comparação ao controle. 

Concentração

(mg/L)

pH Temperatura

 (ºC)

O2 

(mg/L)
Cu+2 Controle 8,03±0,06 26,43±0,22 6,07±0,33

0,73 8,04±0,05 26,5±0,45 5,98±0,32
1,53 8,05±0,04 26,5±0,4 6,08±0,27
2,87 8,05±0,05 26,4±0,4 6,7±0,12
6,01 8,03±0,05 26,82±0,18 6,62±0,2
9,15 8,05±0,05 26,76±0,11 6,24±0,26
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3.3. Exposição às concentrações subletais de cobre em pH 4 com e sem adição 

de ácido húmico artificial (AHA)

Após a determinação da CL50 para Cu+2 em pH 4, os exemplares de C. macropomum 

foram  submetidos  aos  tratamentos  mencionados  anteriormente  para  a  avaliação  dos 

efeitos do cobre sobre os parâmetros fisiológicos e bioquímicos e sobre a capacidade 

natatória  de  Colossoma macropomum.  No final  de  cada uma dessas situações,  foram 

coletados sangue e tecidos. 

Durante  todos  os  tratamentos  foram  anotados  os  valores  dos  parâmetros  de 

qualidade de água de cada tratamento,  que não apresentaram variações significativas 

(Tabela  3).  Os  valores  de  pH  também  permaneceram  sem  variações  significativas 

mantendo-se na faixa  tolerável  por  essa espécie.  Os valores de temperatura variaram 

entre 26,7 e 27,3ºC e o oxigênio dissolvido oscilou entre 6,0 e 6,8 mg/L. Os valores de 

dureza permaneceram entre 3,23 e 5,15mg de CaCO3/L (água muito mole). 

Não foram observadas mortalidades nos controles de pH 7 e pH 4, revelando a alta 

tolerância do C. macropomum a mudanças de pH da água, porém,  no controle de pH 4 e 

COD houve mortalidade de 25% dos indivíduos. Nos tratamentos de 25 e 50% de cobre 

em pH 4 houve mortalidade de 6,25 e 18,75%, respectivamente (Tabela 3). 
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Tabela 3. Valores de parâmetros da qualidade de água utilizada nos testes de 
exposição a concentrações subletais de cobre por 96 horas em pH 4,0 para a 
espécie Colossoma macropomum (n significa o número de indivíduos). 

3.3.2. Determinação da Ucrit 

Tratamentos pH Temperatura
 (ºC)

O2 
(mg/L)

Dureza 
(mg/L de 
CaCO3)

Controle pH 
7,0

(n=16)
7,01±0,23 26,68±0,3 6,59±0,06 4,41±0,07

Controle pH 
4,0

(n=16)
4,08±0,09 26,98±0,53 6,61±0,26 3,33±0,10

Controle pH 
4,0 + COD

(n=12)
4,03±0,16 27,02±0,4 6,83±0,6 3,82±0,27

25%-CL50 de 
Cu+2 em pH 4,0

(n=15)
4,05±0,07 27,34±0,18 6,16±0,11 4,56±0,1

50%-CL50 de 
Cu+2 em pH 4,0

(n=13)
4,04±0,08 26,9±1,34 6,03±0,18 5,15±0,1

25%-CL50 de 
Cu+2 em pH 4,0 

+ COD
(n=15)

4,07±0,06 27,48±0,46 7,59±0,22 3,23±0,3

50%-CL50 de 
Cu+2 em pH 4,0 

+ COD
(n=15)

4,01±0,03 27,00±0,29 7,53±0,1 3,75±0,73
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A  velocidade  crítica  de  natação  (Ucrit)  para  o  tambaqui  apresentou 

diferença  estatística  entre  as  situações  e  controle  (Figura  2).  A  menor 

velocidade foi obtida para os animais expostos a 50% da CL50 de cobre em pH 

4.

Figura 2. Velocidade crítica de natação de exemplares de C. macropomum dos grupos controle 
e dos grupos expostos às concentrações subletais de Cu+2, no período de 96 horas. As letras 
diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) em relação aos controles.

3.3.3 Parâmetros hematológicos

Os valores de  hematócrito  (Ht)  observados para os exemplares  de  C. 

macropomum apresentaram  aumentos  com  diferença  significativa  (p<0,05) 

entre os animais submetidos ao estresse natatório em relação àqueles que não 

o  foram  em  todos  os  tratamentos.  Também  foram  observados  diferença 

(p<0,05) com aumento significativo para os exemplares expostos a 50% da 

CL50 de  Cu+2 e  25% da  CL50 de  Cu+2 com  a  adição  de  carbono  orgânico 

dissolvido em relação ao controle (pH 7) (Figura 3A).  

Os valores referentes ao número de eritrócitos (RBC) dos indivíduos do 

controle em pH7 foram os que apresentaram diferença significativa (p<0,05) 

entre aqueles que foram e os que não foram submetidos ao estresse natatório. 

Houve diferença (p<0,05) com aumento significativo para todos experimentos 

em relação ao controle (pH 7), incluindo o controle em pH4 (Figura 3B).  

Tratamentos

Cont pH7Cont pH4Cont COD25% Cu 50% Cu 25%COD50%COD

Ve
lo

ci
da

de
 c

rít
ic

a 
de

 n
at

aç
ão

 (B
L.

s-1
)

3

4

5

6

7

8

a

b
b

b

b

b

a

29



Quanto  aos  níveis  de  hemoglobina,  os  indivíduos do  grupo controle  e 

expostos as concentrações subletais (25% da CL50, 25% da CL50 + COD e 50% 

da  CL50 +  COD)  submetidos  ao  estresse  natatório  apresentaram  diferença 

significativa em relação aos indivíduos que não sofreram este estresse. Além 

disso,  todos  os  indivíduos  expostos  às  concentrações  subletais  de  cobre 

apresentaram aumento significativo (p<0,05) em relação ao controle em pH 7 

(Figura 3C). 
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Figura  3.  (A)  Hematócrito  (Ht);  (B)  Número  de  eritrócitos  (RBC);  (C)  Concentração  de 
hemoglobina  ([Hb])  de  exemplares  de  C.  macropomum  dos  grupos  controle  e  dos  grupos 
expostos  às  concentrações  subletais  de  Cu+2,  no  período  de  96  horas.  *  Indica  diferença 
estatística significativa entre os animais não submetidos ou submetidos ao estresse natatório 
(p<0,05) e letras diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) em relação ao controle.
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Os níveis de metahemoglobina não apresentaram diferença significativa 

(p<0,05) entre os tratamentos, tanto para os indivíduos submetidos como para 

os não submetidos ao estresse natatório, em relação ao grupo controle (Figura 

4). 

As  constantes  corpusculares,  volume  corpuscular  médio  (VCM), 

hemoglobina  corpuscular  média  (HCM)  e  concentração  de  hemoglobina 

corpuscular  média  (CHCM),  calculados  a  partir  dos  índices  hematológicos 

fundamentais  (Ht,  Hb  e  RBC),  apresentaram  diferença  estatística  entre  as 

diferentes situações e o controle (Figura 5).  Os valores de VCM apresentaram-

se diferentes com diminuição significativa (p<0,05) entre os indivíduos do grupo 

controle submetidos ao estresse natatório em relação aos não submetidos. Foi 

observado ainda que os indivíduos do controle com adição de COD submetidos 

ao estresse natatório apresentaram aumento significativo em relação aos não 

submetidos e, em todos os tratamentos, os animais apresentaram diminuição 

significativa desse parâmetro em relação ao controle (Figura 5A). A respeito 

dos valores de HCM, foi  observado um aumento com diferença significativa 

(p<0,05) apenas entre os indivíduos do grupo controle com COD submetidos 

ao estresse em relação àqueles que não foram, e ainda, houve diferença com 

aumento significativo  (p<0,05) entre o grupo controle com adição de COD em 

relação ao controle (pH7) (Figura 5B). Com relação aos níveis de CHCM, os 

indivíduos  do  grupo  controle  em pH  7  foram  os  únicos  que  apresentaram 

aumento com diferença significativa (p<0,05) entre os submetidos ao estresse 

e os que não foram, mas quanto a comparação entre os tratamentos, todos 

apresentaram aumento significativo (p<0,05) em relação ao controle (Figura 

5C).
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Figura 4. Níveis de metahemoglobina de exemplares de C. macropomum dos grupos controle e 
dos grupos expostos às concentrações subletais de Cu+2,  no período de 96 horas. * Indica 
diferença estatística significativa entre os animais não submetidos ou submetidos ao estresse 
natatório (p<0,05) e letras diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) em relação aos 
controles
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Figura 5. (A) Volume corpuscular médio (VCM); (B) Hemoglobina corpuscular média (HCM); 
(C)  Concentração  de  hemoglobina  corpuscular  média  (CHCM)  de  exemplares  de  C. 
macropomum dos grupos controle e dos grupos expostos às concentrações subletais de Cu+2, 
no  período  de  96  horas.  *  Indica  diferença  estatística  significativa  entre  os  animais  não 
submetidos  ou  submetidos  ao  estresse  natatório  (p<0,05)  e  letras  diferentes  indicam 
diferenças significativas (p<0,05) em relação aos controles.
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3.3.5 Parâmetros iônicos

As concentrações dos íons K+, Ca+2, Mg+2, Na+ e Cl- do plasma dos exemplares 

de tambaqui do grupo controle e das concentrações subletais de cobre e com 

adição de carbono orgânico dissolvido estão apresentados nas figuras 6 e 7. 

Nos níveis de potássio plasmático, observou-se um aumento significativo entre 

os indivíduos submetidos e não submetidos ao estresse natatório nos grupos 

controle  pH  7  e  50%  da  CL50 de  Cu+2.  Houve,  também,  um  aumento 

significativo  (p<0,05)  entre  os  indivíduos da  concentração subletal  (25% da 

CL50 de Cu+2 + COD) e o controle (Figura 6A).  Quanto à concentração de Ca+2 

no plasma, não foram observadas diferenças significativas (p<0,05) entre os 

exemplares que sofreram estresse natatório e os que não sofreram, em todos 

os  tratamentos.  No entanto,  observou-se  um aumento  significativo  entre  os 

indivíduos expostos a 50% da CL50 de Cu+2 (Figura 6B). Para os níveis de Mg+2 

foram observadas diferenças significativas (p<0,05) nos indivíduos expostos a 

50% da CL50 de Cu+2 + COD em relação ao controle (pH 7),  tanto para os 

indivíduos submetidos ao estresse, como para os não submetidos (Figura 6C). 

A concentração de Na+ no plasma não apresentou diferença significativa para 

nenhum dos tratamentos em relação ao controle, tampouco, entre os indivíduos 

submetidos ao estresse e os não submetidos (Figura 7A). Quanto aos níveis de 

cloreto  no  plasma,  não  houve  diferenças  significativas  (p<0,05)  entre  os 

indivíduos  expostos  ao  estresse  natatório  e  os  não  expostos  em todos  os 

tratamentos.  Mas  foram  observadas  diferenças  com  aumento  significativo 

(p<0,05)  entre  os  indivíduos  expostos  a  25% da  CL50 de  Cu+2 +  COD em 

relação ao controle (Figura 7B). 
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Figura  6.  (A)  Potássio  (K+);  (B)  Cálcio  (Ca+2);  (C)  Magnésio  (Mg+2)  de  exemplares  de  C. 
macropomum dos grupos controle e dos grupos expostos às concentrações subletais de Cu+2, 
no  período  de  96  horas.  *  Indica  diferença  estatística  significativa  entre  os  animais  não 
submetidos ou submetidos ao estresse natatório (p<0,05) e letras diferentes indicam diferenças 
significativas (p<0,05) em relação aos controles
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Figura 7.  (A)  Sódio (Na+);  (B) Cloreto  (Cl-)  de exemplares de  C. macropomum  dos grupos 
controle e dos grupos expostos às concentrações subletais de Cu+2, no período de 96 horas. As 
letras diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) em relação aos controles
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3.3.6 Avaliação de Estresse

As  concentrações  de  glicose  aumentaram  (p<0,05)  nos  animais 

submetidos  ao  estresse natatório  em todos  os  tratamentos.  Foi  observado, 

também, aumento com diferença significativa (p<0,05) nos indivíduos expostos 

a todas as concentrações subletais e aquelas com adição de COD em relação 

ao grupo controle de pH 7 (Figura 8A). 

Porém para os níveis de lactato só foi  verificada diferença significativa 

(p<0,05)  para os indivíduos submetidos ao túnel  de natação para todos os 

tratamentos, (Figura 8B).
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Figura 8. (A) Níveis de Glicose e (B) níveis de Lactato de exemplares de C. macropomum dos 
grupos controle e dos grupos expostos às concentrações subletais de Cu+2, no período de 96 
horas.  *  Indica  diferença  estatística  significativa  entre  os  animais  não  submetidos  ou 
submetidos ao estresse natatório (p<0,05) e letras diferentes indicam diferenças significativas 
(p<0,05) em relação aos controles
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3.3.7  Avaliação  de  efeitos  genotóxicos  (Anormalidades  nucleares 
eritrocitárias)

As  anormalidades  nucleares  eritrocíticas  (ANE)  observadas  nos 

exemplares de  c. macropomum do grupo controle e dos grupos expostos às 

concentrações subletais de Cu+2 por 96 horas estão mostradas na figura 8. O 

percentual das ANE aumentou (p<0,05) nos grupos expostos a 50% da CL50 de 

Cu+2 e 50% da CL50 de Cu+2 + COD em comparação ao grupo controle. Não 

foram,  entretanto,  observadas  diferenças  significativas(p<0,05)  entre  os 

indivíduos submetidos ao estresse natatório em relação aos não submetidos 

(figura 9).

Figura 9. Anormalidades nucleares eritrocíticas (ANE) de exemplares de C. macropomum dos 
grupos controle e dos grupos expostos às concentrações subletais de Cu+2, no período de 96 
horas. As letras diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) em relação aos controles.
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3.3.8 Avaliação das enzimas antioxidantes 

A  avaliação  das  concentrações  das  enzimas  Glutationa  S-Transferase 

(GST)  e  Catalase (CAT)  (Figura 10)  foram utilizadas para  inferir  os  efeitos 

tóxicos causadas pela exposição do cobre, sobre o fígado de C. macropomum. 

Neste  estudo,  não  foram  observadas  diferenças  significativas  para  os 

indivíduos  submetidos  ao  estresse  natatório  em  relação  aos  demais  não 

submetidos, como também não obsevou-se diferenças entre os tratamentos e o 

controle (Figura 10A). 

Semelhante à atividade da GST, a atividade da CAT nos animais que 

foram  expostos  ao  estresse  natatório  apresenta-se  sem  diferenças 

significativas  (p<0,05)  em relação  ao  controle  (Figura  9B),  assim  como  os 

indivíduos submetidos às concentrações subletais e o controle (Figura 10B).
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Figura 10. (A) Atividade de Glutationa S-Transferase (GST) e (B) atividade de Catalase (CAT) 
em  exemplares  de  C.  macropomum  dos  grupos  controle  e  dos  grupos  expostos  às 
concentrações  subletais  de  Cu+2,  no  período  de  96  horas.  As  letras  diferentes  indicam 
diferenças significativas (p<0,05) em relação aos controles
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3.3.9 Acúmulo de cobre nos tecidos 

A  bioconcetração  do  íon  Cu+2 nos  tecidos  de  C.  macropomum  estão 

apresentados na Figura 11. Foi verificado aumento (p<0,05) na concentração de 

Cu+2 nas brânquias em todos os tratamentos em relação ao controle em pH 7, 

incluindo  o  controle  com  adição  de  COD.  O  mesmo  foi  observado  para  a 

concentração  de  Cu+2 no  fígado,  onde  foi  observado  aumento  significativo 

(p<0,05) entre as concentrações subletais e o controle em pH 7. Porém, não 

houve diferença significativa na concentração deste metal no rim dos indivíduos 

expostos às concentrações subletais em relação ao controle. 
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Figura 11. Acúmulo de cobre em brânquias, fígado e rim em exemplares de C. macropomum 
dos grupos controle e dos grupos expostos às concentrações subletais de Cu+2, no período de 
96  horas.  As  letras  diferentes  indicam  diferenças  significativas  (p<0,05)  em  relação  aos 
controles

4. DISCUSSÃO

4.1 Exposição aguda ao cobre

A toxicidade do cobre tem sido estudada e avaliada em diversas espécies, 

sendo a maioria  destes estudos realizados com espécies de clima temperado 

como Cyprinus carpio (Karan et al., 1998), Oncorynchus mykiss (Marr et al., 1998) 

e Sparus sarba (Wong et aI., 1999); com algumas espécies tropicais Prochilodus 

scrofa (Mazon & Fernandes, 1999),  Hyphessobrycon callistus  (Damato, 1997) e 

com  as  espécies  amazônicas  Hoplosternum  littorale  (Oliveira,  2001)  e  C. 

macropomum  (Oliveira,  2003).  Além  disso,  a  maior  parte  dos  trabalhos  foi 

realizada em pH neutro, dentre os poucos trabalhos realizados com pH ácido, 

está  o  estudo  com  a  espécie  de  clima  temperado  Oncohrynchus  mykiss 

(Cusimano et al., 1986); e a espécie tropical  Prochilodus scrofa (Carvalho et al., 

2004; Takasusuki et al. 2004).

Heath (1995) reporta que alterações nas condições ambientais ocasionam 

variações  comportamentais  dos  indivíduos  expostos,  associados  a  ajustes 

bioquímicos e fisiológicos. Em ambientes ácidos, a forma mais biodisponível do 

cobre é o cátion livre (Cu+2) (Tao et al., 2000ab; Láuren & McDonald,1985; 1986; 

Tao et al., 2002) que é considerada a forma mais tóxica para os peixes (Howarth 
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& Sprague, 1978); já em água com pH alcalino, a forma mais biodisponível é o 

complexo de hidróxido de cobre (Cu(OH)2) (Playle et al., 1992; Tao et al., 2002). 

Por isso, é esperada maior toxicidade do cobre em pH ácido e menor em pH 

alcalino.

Os  resultados  deste  trabalho  mostram  que  a  toxicidade  do  cobre  foi 

reduzida com a diminuição do pH, e foi menor ainda quando houve o aumento do 

pH. A espécie C. macropomum ao ser exposta ao cobre em pH 4 por 96 horas, 

apresentou valor de CL50 de 2,68mg/L, e este quando comparado ao encontrado 

em  pH  neutro,  cuja  CL50 foi  de  0,735  mg/L  (Oliveira,  2003),  apresentou  um 

aumento  de  quase  quatro  vezes.  Os  resultados  obtidos  neste  trabalho  foram 

diferentes dos encontrados para Prochilodus scrofa (Takasusuki et al., 2004) que 

apresentou maior sensibilidade ao cobre em pH 8 (15µg/L), se comparada com o 

valor  da  CL50 em  pH  4  (200µg/L)  e  a  Carvalho  et  al.  (2004),  que  também 

utilizaram esta espécie e encontraram um valor para a CL50 de 98 µg/L. Esta baixa 

toxicidade do cobre em pH 4 para o presente trabalho pode ser explicada pelo 

fato de que em um ambiente ácido, há uma alta concentração de íons hidrogênio, 

que  compete  com  o  íon  cúprico  (Cu+2)  pelos  mesmos  sítios  nos  epitélios 

branquiais (Laurén & McDonald, 1985). 

Com relação aos experimentos com pH 8, não foi possível determinar o 

valor da CL50 de cobre para a espécie  C. macropomum, pois não foi observada 

mortalidade em nenhuma das concentrações utilizadas. Nesse caso, a ausência 

de toxicidade do cobre pode ser explicada pela diminuição da solubilidade do 

metal, o que também foi observado no trabalho de Tao et al. (2002), além de uma 

produção excessiva de muco. Esta hipersecreção de muco tem sido citada em 

peixes expostos ao cobre em pH ácido e alcalino, como na espécie Prochilodus 
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scrofa (Takasusuki et al., 2004), que apresentou maior produção em pH 8 do que 

em pH 4,5. No presente estudo, foi observada uma hipersecreção de muco, para 

o tambaqui, durante a etapa de determinação da CL50 do cobre tanto em pH 4 

quanto em pH 8, sendo que nesta última situação, ocorreu produção de muco 

mais intensa. 

Exposição aguda a metais ativa a hipersecreção de muco nas brânquias, 

que serve como  um importante mecanismo de proteção  contra a absorção dos 

metais (McDonald & Wood, 1993) por meio da quelação (formação de complexo 

com o cobre de forma a reduzir sua toxicidade) e inibição de difusão (revisto por 

Heath,  1995).  Porém,  esse mesmo mecanismo benéfico  para  reduzir  o  efeito 

tóxico do contaminante, acaba sendo prejudicial para o peixe, pois pode impedir 

as  trocas  gasosas,  levando  o  indivíduo  à  hipoxia  (Lichtenfels  et  al.,  1996)  e, 

também,  causar  desordem  na  osmoregulação  e  na  regulação  iônica  (Heath, 

1995).

Em  situações  de  hipoxia,  o  tambaqui  apresenta  uma  expansão  labial 

tentando captar oxigênio na camada superficial da coluna de água (Almeida-Val & 

Val,  1995);  entretanto,  apesar  de  neste  estudo  os  níveis  de  oxigênio 

permanecerem  normais,  foi  observado  o  mesmo  comportamento  para  esta 

espécie sugerindo que este pode ter sido influenciado pelo ambiente ácido e/ou 

pelo cobre.

Segundo  Sprague  (1990),  a  maioria  dos  peixes  é  afetada  da  mesma 

maneira pelos mesmos agentes tóxicos ainda que alguns sejam mais sensíveis 

do  que outros.  A  espécie  C. macropomum apresentou baixa  sensibilidade  ao 

cobre  (2,68mg/L)  em  pH  4  se  comparado  com  outras  espécies  expostas  às 

mesmas  condições  (cobre  em  pH  ácido),  como Prochilodus  scrofa (98µg/L) 
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(Carvalho et al., 2004) e Oncorhynchus mykiss (4,2µg/L) (Cusimano et al., 1986) 

apesar de também apresentar uma alta secreção de muco quando exposto ao 

cobre.

Nesse contexto, é necessário ter cautela ao indicar uma espécie de peixe 

como bioindicadora, já que diversos fatores relacionados à qualidade de água e 

ao  estado  nutricional  devem  ser  levados  em  consideração  na  avaliação  da 

toxicidade de um contaminante (Sprague, 1990) e, somente a partir daí, inferir se 

uma espécie é mais sensível que outra. 

4.2. Determinação da Ucrit 

Exposição de peixes a poluentes pode causar redução no desempenho 

natatório do animal, pois acarreta distúrbios no transporte de oxigênio e diminui a 

capacidade  de  carreamento  do  oxigênio  no  sangue  (Beaumont  et  al.,  2000). 

Estudos  laboratoriais,  usando  Salmo  truta como  modelo,  tem  avaliado  o 

desempenho  natatório  após  exposição  ao  cobre  e  tem verificado  que  este  é 

responsável pela diminuição da taxa natatória (Beaumont  et al., 1995ab). Além 

disso, a Ucrit tem apresentado reduções de 35% quando os peixes são expostos 

a concentração de cobre por 96 horas (Waiwood & Beamish, 1978). 

 No presente trabalho,  a velocidade critica de natação apresentou uma 

redução significativa em todos as exposições às concentrações subletais de cobre 

com e sem adição de COD, incluindo o grupo controle com COD. O mesmo foi 

observado no trabalho de Beaumont et al. (2000), onde a espécie Salmo trutta foi 

submetida  a  exposição  ao  cobre  em  diferentes  concentrações  (0,08  – 

0,47µmol/L),  em  pH  5,  evidenciando  que  a  transferência  de  oxigênio  nas 

brânquias  é  um  fator  limitante  (Beaumont  et  al.,  1995a).  Essa  redução  da 

capacidade natatória pode ser explicada pela diminuição da capacidade do peixe 
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de  carrear  oxigênio  para  os  músculos  locomotores  devido  ao  aumento  da 

viscosidade sanguínea (Beaumont, 1995ab). As mudanças na viscosidade deve 

ter  afetado  o  exercício,  pois  houve  uma  redução  do  impulso  do  volume 

sanguíneo, e isso, por sua vez, provocou um maior esforço do músculo cardíaco 

(Randall & Brauner, 1991) ou a viscosidade poderia ter afetado a circulação local 

do sangue nos capilares periféricos (Wells & Weber, 1991). 

Os dados hematológicos  deste  trabalho  suportam a hipótese de que o 

aumento da viscosidade sanguínea causou hipoxia do tecido e, com isso, uma 

redução da velocidade crítica de natação. Vale ainda salientar, que mesmo não 

tendo sofrido a ação tóxica do cobre, os indivíduos do grupo controle com adição 

de COD apresentaram redução da Ucrit.  Há, portanto, a necessidade de mais 

estudos para explicar tais resultados.  

4.3 Parâmetros hematológicos

A exposição de peixes a condições estressantes resulta numa série de 

ajustes por meio de mecanismos homeostáticos (Val,  1995) e este estresse é 

refletido nos valores de um ou mais parâmetros hematológicos (Van Vuren, 1986). 

O  estresse  ácido  é  responsável  por  uma  grande  variedade  de  respostas 

hematológicas em peixes de água doce (McDonald  et al.,  1980), bem como a 

exposição  ao  cobre  (Nussey  et  al.,  1995;  Heath,  1995).  Dessa  forma,  há  a 

necessidade  do  uso  de  testes  hematológicos  para  identificar  os  distúrbios 

fisiológicos e metabólicos, pois o sangue reflete os processos vitais dos animais 

em função das variações internas ou ambientais (Nussey et al., 1995).  

O decréscimo do pH da água causa uma acidose sangüínea, em razão do 

aumento  da  pressão  arterial  de  CO2.  Esta  acidose  primeiramente  diminui  o 
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oxigênio  contido  no  sangue  e,  associado  a  um  acréscimo  nos  níveis  de 

catecolaminas circulantes, pode causar um rápido aumento na taxa de ventilação 

branquial dos peixes. A elevação da Hb, como também do RBC, pode ser uma 

forma  de  compensar  alguma  deficiência  que  ocorra  no  processo  de  trocas 

gasosas no epitélio branquial, graças a uma situação de acidose respiratória. A 

elevação  da  concentração  de  hemoglobina  de  C.  macropomum observada 

durante a exposição ácida deste estudo, sugere um caminho para aumentar a 

capacidade de transporte de oxigênio para os tecidos.

O  espessamento  do  epitélio  branquial  dificulta  as  trocas  gasosas 

predispondo  o  indivíduo  a  hipoxia.  Como  conseqüência,  os  parâmetros 

sanguíneos  são  alterados  de  forma  a  desenvolver  um  melhor  transporte  de 

oxigênio no sangue e sua liberação nos tecidos (Heath,  1995).  O cobre pode 

causar  hemoconcentração  massiva  em peixes,  ou  seja,  aumento  no  valor  de 

hematócrito, na concentração de hemoglobina e no número de eritrócitos (Heath, 

1995),  como  foi  observado  neste  trabalho,  onde  os  indivíduos  expostos  às 

concentrações subletais de cobre apresentaram estas alterações. Nussey  et al. 

(1995), ao exporem a espécie O. mossambicus a 0,16mg/L de cobre e Cerqueira 

& Fernandes (2002), ao submeterem a espécie  P. scrofa a 29µgCu/L, também 

observaram  aumento  nestes  parâmetros,  o  que  pode  indicar  uma  resposta 

compensatória da espécie para aumentar a capacidade de transporte de oxigênio 

pelo sangue. 

Os níveis de hematócrito e de concentração de hemoglobina aumentaram 

nos indivíduos submetidos ao estresse natatório. O primeiro parâmetro aumentou 

devido à necessidade do peixe ter que manter suas funções fisiológicas estáveis 

provocadas pelas alterações ambientais.  O peixe quando exposto ao estresse 
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natatório precisou adaptar seus mecanismos físico-químicos para suportar esta 

adversidade, levando-o a aumentar seus valores de hematócrito. A concentração 

de  hemoglobina  no  sangue  variou  de  acordo  com  estas  alterações,  e 

possivelmente outras mudanças físico-químicas tenham ocorrido nos eritrócitos 

que podem ter  alterado as propriedades de transportar  O2 (Randall  & Bruner, 

1991).

Os aumentos e reduções nos parâmetros hematológicos em resposta ao 

agente estressor  podem ocorrer  devido à perda ou ganho de água.  Assim,  a 

disfunção  osmorregulatória  pode  causar  anemia  aparente  ou,  em  oposição, 

policitemia (Heath, 1995). Uma diminuição nos níveis de VCM indica que houve 

aumento  de  eritrócitos  imaturos  que  tenham  sido  liberados  dos  tecidos 

eritropoiéticos (Larsson et al., 1985). O volume corpuscular médio (VCM) indica o 

tamanho das células vermelhas do sangue (Larsson  et al., 1985). O tratamento 

onde os exemplares de tambaqui foram expostos ao cobre apresentou tendência 

de aumento quanto aos valores de VCM. Um aumento nos níveis deste parâmetro 

indica  que  os  eritrócitos  sofreram  turgescência  devido  ao  estresse  osmótico 

(Nussey et al., 1995). 

No presente trabalho foi observado aumento nos níveis de hemoglobina 

corpuscular média (HCM) em indivíduos do grupo controle com adição de COD, 

incluindo indivíduos submetidos ao estresse natatório; e um aumento significativo 

na  concentração  de  hemoglobina  corpuscular  média  (CHCM)  em  todos  os 

tratamentos em relação ao controle e nos indivíduos do grupo controle em pH 7 

submetidos ao estresse natatório.  O aumento em tais parâmetros indica que a 

concentração  de  hemoglobina  nas  células  vermelhas  do  sangue  sofreu  um 

intenso aumento (Wepener et al., 1992 ab).  A CHCM é a taxa de concentração 
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de hemoglobina em relação ao hematócrito e não está influenciada pelo volume 

do sangue ou pelo número de células vermelhas no sangue. No entanto, este 

parâmetro pode ser interpretado de maneira incorreta, quando há, por exemplo, a 

liberação  na  corrente  sanguínea  de  células  vermelhas  imaturas  com  uma 

diferente concentração de hemoglobina (Soivio e Nikimaa, 1981). 

Com  relação  aos  níveis  de  metahemoglobina,  não  foram  observadas 

diferenças significativas nos tratamentos em relação ao controle, nem entre os 

indivíduos submetidos e os que não foram submetidos ao estresse natatório. Isso 

sugere que a exposição do tambaqui às concentrações subletais de cobre e ao 

túnel de natação não induziram à oxidação da hemoglobina para a formação de 

metahemoglobina que é a forma inativa da hemoglobina, incapaz de se combinar 

reversivamente ao oxigênio (Schimdt-Nielsen, 1996)

4.4 Parâmetros iônicos

A osmorregulação pode ser considerada o processo pelo qual a pressão 

osmótica  dos  fluidos  do  corpo  e  o  volume  de  água  em  um  organismo  são 

mantidos relativamente constantes. Peixes de água doce apresentam excesso de 

água que foi adquirida da osmose e que deve ser eliminada. Tal processo é feito 

pela produção de urina diluída. Para a perda de sal por difusão pelas brânquias e 

pele e uma menor parte pela urina, é necessário transportar os sais da água para 

o  sangue,  provável  função  das  células  ricas  em  mitocôndrias  nas  brânquias 

utilizando energia do ATP e catalisada pela enzima Na+,K+-ATPase. Mudanças na 

osmorregulação  em  peixes  expostos  a  agentes  estressantes  podem  ser 

elucidadas por estimativa dos eletrólitos do plasma sanguíneo e/ou por meio da 

osmolalidade total (Heath,1995).
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Os  exemplares  expostos  25%  da  CL50 de  Cu+2+COD,  bem  como  os 

indivíduos submetidos ao túnel de natação do grupo controle em pH 7 e do grupo 

com 50% da  CL50 de  Cu+2 apresentaram aumento  significativo  nos  níveis  de 

potássio plasmático. Este aumento pode ser resultado do efluxo de potássio vindo 

dos  compartimentos  intracelulares  (Wilson  &  Taylor,  1993).  Segundo  Heath 

(1995)  a  Na+,K+-ATPase  das  membranas  celulares  é  responsável  pela 

concentração diferencial de potássio entre os fluidos corporais e o citosol. O cobre 

pode  inibir  esta  enzima  em diversos  tecidos  do  corpo,  o  que  pode  causar  o 

aumento da concentração de potássio quando o peixe está exposto ao agente 

tóxico.  Este  autor  afirma  que  o  cobre  também  pode  agir  diretamente  nas 

membranas  celulares  inibindo  a  Na+,K+-ATPase,  responsável  pela  bomba  de 

sódio e potássio.  Tal  fato  pode permitir  que uma quantidade de potássio  nas 

células difunda-se passivamente para o sangue. 

Nos níveis de cálcio plasmáticos foi  observado aumento nos indivíduos 

expostos a 50% da CL50 de Cu+2.  Este aumento é dado pelo deslocamento do 

cálcio das áreas branquiais por cátions divalentes tais como o cobre (Eddy, 1981). 

Os  níveis  de  sódio  não  apresentaram  diferença  significativa  entre  os 

tratamentos, apenas uma tendência de diminuição, sobretudo para os animais 

expostos a 50% da CL50 de Cu+2. O mesmo aconteceu no trabalho de Nussey et 

al., (1995) ao exporem por 96 horas a espécie O. mossambicus a 0,16 mg/L de 

Cu+2. 

Os  níveis  de  cloreto  plasmático  aumentaram  significativamente  nos 

indivíduos submetidos ao estresse natatório do grupo contendo 25% de CL50 de 

Cu+2+COD. A baixa concentração de O2 no sangue, evidenciado com o aumento 

dos parâmetros hematológicos a fim de aumentar a capacidade de carreamento 
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do oxigênio, provocou o aumento na concentração de cloreto no plasma a fim de 

eliminar rapidamente o CO2 do sangue. Este gás é convertido a HCO3
- (forma em 

que é transportado dentro do eritrócito) e então ocorre a liberação do Cl-  para a 

entrada de HCO3
- no eritrócito (Gilmour, 1998). O custo energético da homeostase 

iônica é um fator importante a ser considerado, pois pode comprometer outros 

processos metabólicos dependentes de energia, como o crescimento, se tornando 

um entrave ao desenvolvimento natural destes vertebrados. 

4.5 Avaliação de estresse

Uma  das  principais  fontes  de  energia  utilizadas  pelos  peixes  é  o 

carboidrato,  que  estocado  no  fígado  como  glicogênio,  depende  da  demanda 

energética para ser degradado e transportado à musculatura por meio do sangue 

na forma de glicose (Soengas & Moon, 1995). Muitos peixes quando submetidos 

a situações de estresse realizam ajustes metabólicos que incluem a redução do 

metabolismo  basal  e  a  utilização  de  processos  como  a  glicogenólise,  que 

converte o glicogênio armazenado no fígado em glicose (Hochacka & Somero, 

1984).  Um  aumento  na  concentração  de  glicose  no  plasma  indica  que  o 

metabolismo de carboidrato está ativado. As mudanças que ocorreram na glicose 

devem refletir um aumento na demanda energética para manter a homeostase 

(Takasusuki, et al., 2004). 

Os  níveis  de  glicose  apresentaram-se  elevados  em  todas  as 

concentrações de cobre, incluindo aquelas com adição de COD e em todos os 

indivíduos submetidos ao estresse natatório. Este resultado é devido à condição 

em que os  peixes  foram submetidos,  já  que,  o  nível  de  glicose sanguíneo é 

freqüentemente citado como um indicador fisiológico sensitivo para o estresse em 

peixe (Wedermeyer & McLeay, 1981). Pelgrom et al. (1995) analisaram os efeitos 
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do  cobre  sobre  a  tilápia  Oreochromis  mossambicus e  verificaram  que  houve 

aumento  da  concentração  de  glicose  no  plasma  (hiperglicemia)  de  peixes 

expostos a altas concentrações deste metal. 

De  acordo  com  Alkindi  et  al. (1996), a  hiperglicemia  é  uma  resposta 

comum ao estresse em peixes de água doce e é considerada um indicador de 

poluição ambiental. Os aumentos observados nos níveis de glicose dos indivíduos 

expostos ao pH 4 e ao cobre, além daqueles submetidos ao estresse natatório 

podem ocorrer  devido ao  estresse causado por  mudanças nas características 

ambientais (Santos & Pacheco, 1996). Segundo Mazon (1997), esses aumentos 

podem ocorrer de forma mais severa, por alterações histopatológicas branquiais 

que podem interferir na respiração dos animais provocando uma hipoxia interna, 

que por sua vez, pode estimular o metabolismo anaeróbico.

Em situações estressantes, como ambientes com concentração de oxigênio 

reduzida,  determinados peixes  podem produzir  lactato  (Hochachka & Somero, 

1984). As concentrações de lactato plasmático, diferente do observado para os 

níveis de glicose, não apresentaram aumento em nenhum dos tratamentos, mas 

somente nos indivíduos submetidos ao estresse natatório. Esta situação indica 

que o estresse causado pela exposição a este metal não foi suficiente para ativar 

o metabolismo anaeróbico. Esse resultado condiz com os observados para os 

parâmetros  hematológicos  desses  indivíduos  que  sofreram  fadiga  (presente 

estudo). No caso dos demais indivíduos submetidos às concentrações subletais 

de cobre, foi evidente que o exercício excessivo foi capaz de ativar o metabolismo 

glicolítico  anaeróbico.  A  exposição  ao  cobre  não  promoveu  alterações  nas 

concentrações de lactato plasmático de indivíduos de Ictalurus punctatus (Griffin 

et al., 1999) e Oncorhynchus mykiss (Dethloff  et al., 1999) e na espécie  Salmo 
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trutta, submetida a exposição ao cobre (0,08 – 0,47µmol/L), e ao pH 5 (Beaumont 

et al., 2000). 

4.6  Avaliação  de  efeitos  genotóxicos  (Anormalidades  nucleares 
eritrocitárias)

Os  peixes  são  excelentes  organismos  para  se  estudar  o  potencial 

mutagênico e/ou carcinogênico de poluentes aquáticos (Al-Sabti, 1991; Farah et 

al.,  2003).  Peixes  expostos  a  determinados  metais  podem  apresentar 

micronúcleos e outras anormalidades nos núcleos dos eritrócitos (ANE) (Sanchez-

Gallan  et  al.,  1999;  2001).  Porém,  os  animais  podem produzir  anormalidades 

nucleares naturalmente, por um erro no processo de divisão celular (Heddle et al, 

1991).

Os micronúcleos surgem de fragmentos de  cromossomos que não são 

incorporados no núcleo  da  célula  depois  da  mitose (Heddle  et  al.,  1991).  No 

entanto,  Ayllón  &  Garcia-Vazquez  (2001)  afirmam  que  os  mecanismos  de 

formação das anormalidades nucleares não são completamente conhecidos. 

Micronúcleos  e  anormalidades  nucleares  têm  sido  utilizados  como 

biomarcadores  e  ou  indicadores  genotóxicos  de  contaminação  em  animais 

expostos a substâncias químicas que possuem capacidade genotóxica (Pacheco 

& Santos,  1998;  Sanches-Gallan  et  al.,  1999,  2001;  Ayllón & Garcia-Vazquez, 

2001). A principal aplicação desse modelo é a determinação da distribuição e do 

efeito químico do contaminante no ambiente aquático (Matsumoto & Cólus, 2000). 

A genotoxicidade do cobre foi evidenciada pelo aumento observado na freqüência 

de ANE nos exemplares de C. macropomum expostos às concentrações subletais 

de cobre. Esses resultados concordam com os observados por Oliveira (2003) 

que expôs essa mesma espécie a 0,365mg/L de Cu+2 por 96 horas em pH neutro. 
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4.7 Análises enzimáticas antioxidantes

A exposição  de  peixes  a  metais  induz  estresse  oxidativo  por  meio  da 

formação de espécies reativas e peroxidação lipídica. Para se proteger contra o 

estresse oxidativo, os organismos possuem defesas antioxidantes, por exemplo, 

as enzimas CAT e GST. Em situações de estresse, o sistema de detoxificação é 

ativado  para  agir  contra  as  modificações  químicas  e  são  essenciais  para  a 

sobrevivência dos organismos (Picada et al., 2003). 

No  presente  trabalho,  a  espécie  C.  macropomum não  apresentou 

diferenças  na  atividade  das  enzimas  GST  e  CAT  quando  exposta  às 

concentrações  subletais  de  cobre  e  com  adição  de  COD.  No  trabalho  de 

Dautremepuits et al. (2002) a espécie Cyprinus carpio foi exposta a 100 e 250µg 

de Cu/L na forma de CuSO4, e as atividades de GST apresentaram aumento. Já 

no  trabalho  de  Sanchez  et  al.  (2005),   a  espécie  Gasterosteus  aculeatus 

apresentou aumento nas atividades de CAT após ser exposta a 200 µg de Cu/L 

por  21  dias.  Segundo Van der  Oost  et  al.  (2003),  a  atividade da GST é  um 

parâmetro complexo devido ao fato desta enzima poder tanto ser ativada quanto 

inibida na presença de certos tipos de contaminantes. A atividade da catalase 

(CAT) pode ser ativada ou inibida sob estresse químico (Cossu et al., 2000), por 

exemplo,  tanto  uma resposta  quanto  outra  irá  depender  da  intensidade  e  da 

duração  do  estresse  aplicado  ao  organismo,  assim  como  da  susceptibilidade 

deste organismo ao agente estressor. A ativação pode ser considerada como uma 

adaptação do organismo a fim de enfrentar um estresse ambiental  prevenindo 

assim a toxicidade. A inibição poderia estar indicando uma maior susceptibilidade 

a contaminação química podendo ser esperado efeitos adversos neste caso. 
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Neste  trabalho  houve  a  necessidade  de  investigar  o  efeito  do  cobre  na 

defesa  antioxidante  de  C.  macropomum incluindo  a  susceptibilidade  à 

peroxidação lipídica. A espécie não parece ser sensível ao modelo para estudar o 

estresse oxidativo induzido pelo cobre.

4.8 Determinação do acúmulo do metal nos tecidos

A bioconcentração, processo de acumulação de um composto presente na 

água, pelos peixes ou outros organismos aquáticos tem grande importância nas 

avaliações da contaminação ambiental, principalmente em peixes, devido a esses 

organismos  serem  excelente  fonte  protéica  para  os  seres  humanos  (Mazon, 

1997).  A maioria dos metais é absorvida na forma iônica, podendo alcançar os 

tecidos por meio das brânquias e alimentação e pela tomada de água, no caso 

dos peixes marinhos. Já no interior dos organismos, estes elementos-traço são 

transportados pelo sangue ligados a proteínas, podendo ser acumulados dentre 

outros órgãos, nas brânquias, no rim e, em especial, no fígado (Heath, 1995). Em 

baixo pH o aumento no acúmulo de cobre nos tecidos de peixes pode ser devido 

ao  fato  de  que  baixo  pH  aumenta  a  solubilidade  do  cobre  e  a  perda  da 

capacidade do muco se ligar ao metal (Graney et al., 1984).

No presente trabalho, uma pequena parte do cobre presente na água foi 

absorvida pelos peixes, isso foi comprovado pela bioconcentração dos metais nos 

tecidos dos animais. Foi observada bioconcentração de Cu+2 nas brânquias e no 

fígado,  em  ordem  decrescente,  respectivamente,  de  exemplares  de  C. 

macropomum expostos às concentrações subletais  de cobre e com adição de 

COD. Para os três tecidos analisados, as maiores concentrações de cobre foram 

observadas no fígado e nas brânquias. O elevado acúmulo de cobre encontrado 

no fígado pode ter ocorrido porque é no fígado que ocorre a maioria das reações 
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bioquímicas, incluindo o metabolismo dos metais (Linde  et al.,1999), conhecida 

como processo  de  detoxificação  (Heath,  1995).  O  elevado  acúmulo  de  cobre 

encontrado nas brânquias pode ter ocorrido devido a complexação do íon cobre 

com o muco sobre a superfície lamelar (Wong et al., 1999). Os menores valores 

de cobre foram detectados nos rins.  Isso ocorre porque a bioconcentração do 

cobre depende da concentração e do tempo de exposição (Marr  et al.,  1996). 

Estudos  de  Hossain  &  Shariff  (1995)  sobre  a  bioacumulação  de  cobre  em 

Carassius auratus mostrou que o cobre se acumula em diferentes tecidos tais 

como rins, fígado, baço e músculo e estas taxas variam, dependendo do tempo 

de exposição e da concentração.
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5. CONCLUSÕES

1. A toxicidade do cobre apresentou-se menor em pH 4 em comparação ao pH 

neutro e não houve efeito letal para os indivíduos expostos ao cobre em pH 8, 

não sendo possível determinar sua CL50.

2.  O  valor  encontrado  para  a  CL50 de  cobre  em pH  4  para  a  espécie  C. 

macropomum foi de 2,68mg/L de Cu+2, valor maior que os valores de CL50 de 

outras espécies encontrados na literatura. 

3. A velocidade crítica de natação (Ucrit) apresentou-se reduzida em todas as 

concentrações subletais de cobre, o que indica um efeito negativo deste metal; 

no entanto,  a  Ucrit  também apresentou-se  reduzida  no  grupo controle  com 

adição de COD, sugerindo que outros fatores, que não o cobre, possam ter 

causado tal efeito implicando na necessidade de mais estudos.  

4. A exposição de  C. macropomum à concentração subletal de cobre causa 

distúrbios nos parâmetros respiratórios em C. macropomum.

5. As alterações nas concentrações dos íons plasmáticos K+, Ca+2
, Mg+2 e Cl- de 

C. macropomum evidenciam que a exposição ao cobre por 96 horas afeta a 

regulação iônica.
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6. O aumento na concentração de glicose nos indivíduos expostos ao cobre, 

além  daqueles  submetidos  ao  exercício  no  túnel  de  natação,  comprova  o 

estresse. No entanto, os níveis de lactato plasmático foram afetados apenas 

nos indivíduos que sofreram estresse natatório.

7. Apesar das altas concentrações de cobre utilizadas para este experimento, 

não  foram  suficiente  para  causar  alterações  nos  mecanismos  de  defesa 

antioxidante do organismo de C. macropomum. 

8. Foi evidente que a exposição às concentrações subletais de cobre e com 

adição  de  COD  foram  capazes  de  causar  efeitos  genotóxicos  em  C. 

macropomum. 

9. Os resultados deste estudo provêm evidências que a acumulação do cobre 

está  relacionada  à  toxicidade  do  cobre  e  que  o  pH  da  água  é  um  fator 

determinante neste processo. 

10. A bioconcentração de cobre foi evidenciada nas brânquias e fígado de C. 

macropomum, sendo o fígado o que apresentou maior acúmulo. 

11.  A  utilização  de  carbono  orgânico  dissolvido  neste  experimento,  não 

apresentou efeito atenuante na toxicidade do cobre. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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