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RESUMO

A avaliacdo dos efeitos subletais de contaminantes em espécies chaves, como o
robalo, € de suma importancia para a avaliagdo de alteragdes genéticas que
possam acarretar perturbacées populacionais, além da possibilidade de
transferéncia destes contaminantes por bioacumulacdo na cadeia trofica. Esta
pesquisa teve como objetivo avaliar a toxicidade aguda do cobre no robalo peva
(Centropomus parallelus) através do método de concentracao letal de cobre em
50% dos individuos (CLsg); determinar os efeitos subletais expondo os individuos
as concentragdes de 25 e 50% da CLsp; e avaliar a recuperagao dos organismos
que foram expostos a concentracdo de 50% da CLsy apos o retorno para agua
sem acréscimo de cobre por 96 e 240 h, observando situagdes de mutagénese
através do ensaio do cometa e teste do micronucleo. A concentracdo de cobre nas
branquias de Centropomus parallelus ocorrida nas primeiras 24 h obteve valores
proximos aos organismos expostos a 96 h, indicando uma saturagdao do metal no
tecido. O ensaio do cometa ndo apresentou diferenca significativa entre as
concentracoes de cobre, porém ambas tiveram diferenca em relacdo ao controle.
Mesmo para o intervalo de 24 h e a menor concentracdo, houve diferenga
significativa, demonstrando rapida resposta do organismo ao ensaio do cometa.
No teste do micronucleo foi encontrado valores em média trés vezes maiores entre
o controle e nas concentracdes de 25% e 50% da CL50 de cobre, demonstrando
ser um metal téxico para C. parallelus. Os efeitos genotoxicos do ensaio cometa e
teste do micronucleo sobre Centropomus parallelus frente a toxicidade do cobre
puderam ser evidenciados com clareza, indicando estes como bons
biomarcadores de toxicidade ao cobre para esta espécie. O ensaio cometa e teste
do micronucleo mostraram que houve recuperacao dos organismos submetidos a
um tempo de recuperagao por 96 e 240 h, evidenciando que o dano em C.
parallelus causado pela contaminacao por cobre é um processo reversivel, desde
que o ambiente deixe de receber aporte deste metal. O teste do micronudcleo
mostrou-se 0 método mais eficiente para avaliacao do impacto do cobre sobre C.
parallelus.



ABSTRACT

The assessment of sublethal effects of contaminants on key species such as sea
bass, is extremely important for the evaluation of mutagenesis and genetic
alterations that may involve disturbances of the population, besides the possibility
of transference of these contaminants for bioaccumulation in the food chain. This
study aimed to evaluate the acute toxicity of copper in the snook (Centropomus
parallelus) by the method of lethal concentration of copper in 50% of individuals
(CLsp) and determine the sublethal effects exposing individuals to the
concentrations of 25 and 50% the CLso and to evaluate the recovery of the bodies
which were exposed to concentrations of 50% of the LC50 after returning water
without addition of copper for 96 and 240 hours with situations of mutagenicity and
genotoxicity by comet assay and micronucleus test. The concentration of copper in
the gills of Centropomus parallelus occurred within 24 hours obtained values close
to those organisms exposed to 96 hours, indicating a saturation of the metal in the
tissue. The comet assay showed no significant difference between the
concentrations of copper, but both have difference with the control. Even for the 24
hours interval and the lowest concentration was significant, showing rapid
response of the organism to test the comet. The micronucleus test was found in
average three times higher among the control and the concentrations of 25% e
50% CL50 of copper, being a highly toxic metal to C. parallelus. The genotoxic
effects of the comet assay and micronucleus test on Centropomus parallelus the
toxicity of copper could be seen clearly, indicating these as good biomarkers of
copper toxicity for this species. The comet assay and micronucleus test showed
that there was recovery of bodies subject to a recovery time by 96 and 240 hours,
showing that the damage in C. parallelus caused by contamination by copper is a
reversible process, provided that the environment no longer receive funding this
metal. The micronucleus test proved to be the most efficient method for evaluating
the impact of copper on C. parallelus.
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INTRODUGAO GERAL
Robalo peva (Centropomus parallelus)

Os centropomideos distribuem-se na costa do Atlantico, desde a Carolina do
Norte (EUA) até a regiao sul do Brasil, e na costa do Pacifico, do sul do México
até o Peru (RIVAS 1986). As espécies do género Centropomus sao
estenotérmicas e estdo restritas as regides tropicais e subtropicais das
Américas sendo encontradas na regidao costeira, geralmente em aguas quentes
SHAFLAND; FOOTE, 1983). Caracterizam-se também por serem eurialinos,
estando presentes no mar e em aguas continentais, geralmente nas aguas
salobras de ambientes estuarinos, onde sdo encontrados em maior numero
(PEREZ-PINZON, 1991).

A salinidade tem um efeito profundo sobre a osmoregulacao e balancgo iénico
em peixes (MARSHALL; GROSELL, 2005), e pelo fato de Centropomus
parallelus ser eurialino, deve-se concentrar esforcos para o entendimento da
espécie frente aos poluentes, tanto em agua doce quanto em aguas estuarinas
€ marinhas.

Os robalos sdo animais de regime carnivoro, sendo peixes e crustaceos o0s
elementos mais importantes na sua alimentagdo (CARTER et al,1973). Os
crustaceos sdo os animais mais abundantes no conteudo estomacal dos
individuos jovens (GILMORE et al. 1983). Juvenis menores de robalo
alimentam-se principalmente de copépodes e pequenos camardes
(MCMICHAEL et al.,, 1989; e TEIXEIRA, 1997). Os adultos se alimentam
principalmente de peixes (CARVAJAL, 1975).

Na época da reproducdo, os peixes sdo encontrados geralmente nas
desembocaduras dos rios ou na zona costeira adjacente. Ap6s a reproducao os
adultos sdo encontrados em rios e lagunas, 0 que parece indicar que uma vez
efetuado o processo reprodutivo, estes se dirigem as aguas interiores, com
menor salinidade, assim como os peixes menores. Ainda que o robalo adulto
possa utilizar habitat de aguas continentais, eles ndo sao capazes de se
reproduzir em agua doce, pois 0s espermatozoéides ficam ativos somente em
aguas com salinidade elevada (LAU et al., 1982).

No Brasil, tendo em vista a grande exploracao deste recurso e com o objetivo
de proteger o estoque, tornou-se necessario implementar medidas de controle
da pesca. Em maio de 1992 o IBAMA, através da PORTARIA No 49-N
estabeleceu um periodo de defeso para a pesca do robalo no periodo de 15 de
maio a 31 de julho, no litoral e aguas interiores do Espirito Santo e da Bahia
(IBAMA, 1992).

TOXICIDADE

Andlises genotdxicas sdo consideradas um eficiente indicador de poluicao,
especialmente tendo em conta a sua sensibilidade e correlagdo com a
contaminacao ambiental. Além disso, os dados de genotoxicidade podem ser
utilizados como sinais de alerta precoce de degradacdo, permitindo a
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implementacdo de medidas de controle, sempre que seja detectado um risco
biolégico (PISONI et al., 2004).

O uso de peixes como modelo animal em testes laboratoriais esta aumentando
principalmente por atributos positivos como: a) o pequeno tamanho do corpo;
b) a existéncia de uma padronizacao e de técnicas validas para as culturas em
laboratério; c) o ciclo de vida relativamente curto e; d) a grande quantidade de
informacdes existentes relacionadas aos atributos bioldgicos e toxicol6gicos
basicos (AL-SABTI; METCALFE, 1995; MIRACLE; ANKLEY, 2005). Além do
fato que os peixes podem acumular substancias quimicas pela exposicao direta
aos poluentes presentes na agua ou indiretamente pela cadeia alimentar do
ecossistema em questdo (ATEEQ et al., 2002).

Os peixes sdo amplamente utilizados em testes de toxicidade, tanto in vitro
como in vivo, pois possuem vantagens como: a biodiversidade em relagédo as
outras espécies de vertebrados, a referéncia evolucionaria em estudos com
outros vertebrados, a ampla variedade de habitats, que por sua vez se
classificam de agua doce e salgada, oceanos polares ou em recifes tropicais,
em aguas superficiais ou em oceanos profundos com intensa presséao
(POWERS, 1989).

Dados provenientes de analises toxicolégicas em peixes sao utilizados para
uma variedade de programas regulatérios nos Estados Unidos, incluindo os
registros de novos pesticidas, os critérios de qualidade da agua no meio
ambiente e testes para classificacdo de quimicos especificos, como o0s
desreguladores endocrinos (MIRACLE; ANKLEY, 2005).

De acordo com Ramelow et al. (1989), Wooton (1990) e Fragoso et al. (1998),
0s peixes sao excelentes ferramentas no monitoramento de ambientes
aquaticos, servindo como importantes bioindicadores, pois estdo no topo da
cadeia trofica.

O primeiro 6rgao interno a ter contato com os poluentes aquaticos sdo as
branquias, devido ao constante contato com o ambiente externo
(FIGUEIREDO-FERNANDES et al.,, 2007). Por terem grande eficiéncia na
absorcao do O, da agua, os peixes utilizam a cavidade bucal e as camaras
branquiais, atuando alternadamente como bombas de succ¢éo e pressao, para
manter um fluxo continuo de agua sobre as branquias (MACHADO, 1999).

A bioconcentracao aplica-se principalmente a absorcdo de substancias
dissolvidas ou na forma coloidal na agua para o peixe, onde o contaminante
presente na agua atravessa as suas branquias, sendo transportado pelo
sangue para os diferentes tecidos (PERAZA et al., 1998). Sendo assim, o peixe
pode ser utilizado como um organismo indicador da qualidade do ambiente
guanto a metais pesados e na avaliacdo do seu potencial como eventual via de
acesso destes metais para o homem. Estes organismos participam ativamente
na ciclagem de metais retidos nos compartimentos abidticos de sistemas
aquaticos, remobilizando e exportando deste ambiente para o ambiente
terrestre via cadeia alimentar (PFEIFFER et al., 1985).
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TOXICIDADE DO COBRE

Com relacao a essencialidade dos metais para os organismos, eles podem ser
classificados em essenciais e ndo essenciais. Os essenciais sdo aqueles que
possuem funcdo bioldgica conhecida e sao constituintes obrigatérios do
metabolismo dos organismos, participando de processos envolvendo
compostos enzimaticos, fazendo parte do sistema aceptor/doador de elétrons.
Estes elementos sdo geralmente encontrados na natureza em pequenas
concentracdes, da ordem de partes por bilhdo (ppb) a partes por milhdo (ppm),
e sao conhecidos também como elementos traco. Mesmo elementos com
funcdo biolégica conhecida, quando em grandes concentragdes, podem
apresentar toxicidade aos organismos vegetais e animais (LACERDA et al.,
1989).

O cobre é amplamente distribuido na natureza no estado elementar, como
sulfetos, arsenitos, cloretos e carbonatos, e apresenta uma abundancia natural
de 2,5x10™ mg/litro nos mares. Varios processos influenciam a disponibilidade
do cobre no sistema aquatico, incluindo a complexacao a ligantes organicos e
inorganicos, adsorcao a o6xidos metdlicos, argila e material particulado em
suspensao, bioacumulagao e troca entre sedimento e agua. Estima-se que
mais de 75.000 toneladas sejam liberadas para a atmosfera anualmente, das
quais apenas um quarto procede de fontes naturais e o restante é decorrente
de atividades antropogénicas (WHO, 1998).

Na forma de sulfato, o cobre € mundialmente utilizado para inibir o crescimento
de algas em reservatérios, piscinas e sistemas de refrigeracdo industrial. E
ainda amplamente utilizado na agricultura, como também na producado de
preservantes de madeira, na galvanoplastia e na manufatura de corantes

(ATSDR, 1990).

O cobre, também sendo um metal pesado, em quantidade trago é essencial
para a vida, enquanto que em excesso é téxico. Sua importancia na saude e na
doenca € bem documentada (BHUNYA; JENA, 1996), sendo um elemento
essencial para a atividade de diversas enzimas biolégicas. Também é
predominantemente encontrado no nucleo e nas mitocéndrias de células vivas.
Encontra-se estabelecido na literatura que o chumbo e o cobre chegam a agua
de consumo como resultado de corrosdo dos materiais de encanamento.
Contatos com o cobre podem ocorrer na agricultura em decorréncia do uso de
fungicidas e algicidas e nas industrias de producao de cobre, de fabricacdo de
fungicidas e na fundicdo de metais (BANU et al., 2004). Um ndmero de metais
presentes no ambiente ocupacional tem sido reportado na carcinogénese
humana, entretanto n&o foi verificada correlacdo positiva entre exposicao ao
cobre e cancer (LINDER, 1983).

A clastogenicidade do sulfato de cobre in vivo vem sendo investigada ha
bastante tempo em diferentes sistemas teste, porém, os resultados tém se
mostrado inconsistentes (BHUNYA; JENA, 1996). De Flora et al. (1984)
reportaram sua propriedade nao-mutagénica em diversas linhagens de
Salmonella typhimurium e o seu resultado negativo nos testes de reparo do
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DNA com diversas linhagens de Escherichia coli deficientes em reparo. O forte
potencial clastogénico do cobre foi reportado em plantas (ROSEN, 1964).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA que € o 6rgao consultivo e
deliberativo do Sistema Nacional do Meio Ambiente do Brasil estabelece que 5
Mg/L de cobre dissolvido € a concentracao aceitavel em ambiente marinho e
permite um limite de 1mg/L para o lancamento de efluentes no oceano
(CONAMA, 2005). A grande variacao entre as espécies sensiveis ao cobre
dificulta o estabelecimento de limites maximos de langamento de metais no
meio ambiente. Nao é possivel testar todos os organismos, e assim agregar
toda a gama de sensibilidade. Considerando o grande numero de espécies
habitando um local especifico, &€ pouco provavel que as espécies mais
sensiveis e as mais tolerantes ja tenham sido identificadas (GROSELL et al.
2007).

ENSAIO DO COMETA

Nos ultimos anos, tem crescido o interesse cientifico no ensaio cometa para
demonstrar danos no DNA induzidos por contaminantes (VRZOC; PETRAS,
1997). O ensaio investiga danos no DNA ao nivel celular individual, através da
medicdo da migracdo em gel do DNA de células depois de uma corrida
eletroforética. O nome cometa refere-se a formacao de uma longa cauda com
os fragmentos de DNA deixados apds a passagem da corrente elétrica (SINGH
et al., 1988).

As quebras no material genético podem ocorrer através de um grande numero
de mecanismos como radiacdo ionizante nos locais alcali-labeis, entre outros.
Dessa forma, é importante reconhecer que as quebras podem ocorrer por vias
nao relacionadas diretamente com a genotoxicidade de um quimico. A ativacao
de enzimas como as endonucleases e as topoisomerases podem resultar em
um elevado numero de quebras bem como elevados niveis de compostos
reativos endoégenos, como radicais super-6xidos e 6xido nitrico. Assim, quebras
podem refletir efeitos diretos de substancias xenobibdticas bem como variacbes
nos niveis de compostos celulares normais. Entretanto, a natureza néo
especifica desse ensaio em se determinar quebras no DNA causadas por
agentes quimicos € compensada pela alta sensibilidade e aplicabilidade a
diversos tipos de células, o que o torna um teste ideal para monitoramento
ambiental, segundo Mitchelmore e Chipman (1998).

O ensaio do cometa tem sido descrito como vantajoso por varios fatores: a
avaliacao do dano é realizada em células individuais, um pequeno numero de
células é requerido para a realizagdo do teste, toda célula eucariética poder ser
utilizada e pelo fato do teste detectar lesbes no DNA em células viaveis,
mesmo que nao estejam em proliferacao (ROJAS et al., 1999).

Durante a ultima década, o ensaio do cometa foi extensivamente utilizado
como uma ferramenta bdasica em muitas areas de pesquisa, incluindo
biomonitoramento ambiental, genética toxicol6gica, radiagdo bioldgica,
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processos de reparo de DNA e ecotoxicologia genética (GONTIJO; TICE,
2003).

A revisao feita por Lee e Steinert (2003) com diferentes animais marinhos e
dulceaquicolas utilizando o ensaio cometa, destaca que este teste pode dar
resposta negativa a uma substancia que sabidamente é genotbxica. Neste
caso deve-se levar em consideracao que a dose poderia ndo ter sido suficiente
para dar a resposta positiva e/ou o tipo de célula utilizada nao foi apropriada
para o agente genotoxico.

Diversas publicagcbes provam que o ensaio cometa é realmente capaz de
detectar danos no DNA causados por diferentes classes de mutagénicos em
peixes. Pandrangi et al. (1995) demonstraram, utilizando o ensaio cometa,
aumento no dano no DNA em eritrocitos de Ameiurus nebulosus e de Cyprinus
carpio depois da exposicdo a ciclofosfamida; Devaux et al. (1997) também
mostraram o aumento no comprimento da cauda do nuclebide apés a
exposicdo de hepatocitos de Onchorynchus mykiss ao benzopireno e ao
peroxido de hidrogénio.

TESTE DO MICRONUCLEO

O teste do micronucleo foi originalmente desenvolvido por Schmid (1975) para
células da medula 6ssea de camundongos e foi adaptado por Hooftman e Raat
(1982) para o estudo de células sanguineas de peixes mantidos em
laboratérios. Esse teste é um método citogenético amplamente utilizado, sendo
aplicado em pesquisas com populacbes de células em proliferacao,
especialmente células eritropoiéticas de roedores, para avaliar dano
cromossémico in vivo (HAYASHI et al., 1998).

A analise de microndcleos foi proposta independentemente por HEDDLE
(1973) e SCHMID (1975) como uma alternativa simples para se avaliar danos
cromossémicos in vivo com populacdes de células em divisdo, tal como as da
medula éssea. O ensaio do micronucleo em medula éssea e sangue periférico
€ agora um dos mais estabelecidos ensaios citogenéticos in vivo no campo da
genética toxicoldgica. E evidente que micronucleos podem somente ser
expressos em células eucariéticas em divisdo, ou seja, 0 ensaio nao pode ser
usado eficientemente ou quantitativamente em populacées de células que nao
estejam em divisdao ou em populacdes de células em divisdo nas quais a
cinética da divisao celular ndo seja bem conhecida ou controlada (FENECH,
2000).

Por apresentarem cromossomos pequenos, em grande quantidade, irregulares
e com baixo indice mitético, a aplicacao do teste do micronucleo na maioria das
espécies de peixes tornou-se extremamente vantajosa quando comparada a
outros biomarcadores de mutagenicidade, tais como a troca entre cromatides
irmas e o teste de aberragdes cromossémicas (AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ,
2000).

AL-SABTI et al. (1995) afirmaram que eritrcitos de peixes sdo bastante
adequados para este teste, especialmente porque micronlcleos podem ser
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contados facilmente neste tipo celular. Em peixes, o sangue periférico é de facil
obtencdo, o que torna a técnica de micronulcleo bastante simples e rapida
(GRASSI, 2002).

Nos ultimos anos a aplicacdo do teste do micronucleo em peixes tem sido
bastante discutida e alguns problemas metodoldgicos tém sido descritos. Um
deles é a falta de sensibilidade demonstrada por algumas espécies. Hose et al.
(1987) utilizaram o teste do micronucleo em eritrocitos de peixes (Genyonemus
lineatus e Paralabras clathratus) de um rio do sul da Califérnia. Porém, os
autores mostraram que a presenca de DDT e PCB no ambiente ndo resultou
em um aumento significativo na freqiéncia de micronucleos. Além disso,
Phoxinus phoxinus mostrou-se pouco sensivel a diferentes produtos, tais como
metais pesados (SANCHEZ-GALAN et al, 1999) e Genyonemus lineatus
apresentou baixa sensibilidade a poluentes ambientais (CARRASCO et al,
1990).
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1. INTRODUCAO

Animais aquaticos sdo naturalmente expostos a uma variedade de metais, cuja
forma quimica e concentracdo na agua sado governadas pela natureza dos
processos geoquimicos e atividades antropogénicas (ROESIJADI; ROBINSON,
1994; SOUSA et al, 2007). Além disso, a mesma espécie geralmente
apresenta sensibilidade diferente para metais, de acordo com a fase
ontogenética, massa corporal e sexo (SERAFIM; BEBIANNO, 2001; MUBIANA
et al., 2006).

O cobre é considerado um elemento tragco essencial para o bom funcionamento
do organismo, participando da defesa contra radicais livres, na
neurotransmissao, no metabolismo celular e compondo enzimas envolvidas na
respiracao celular (MATSUO, 2004). As atividades de mineracdo, fundicéo e
industriais geram residuos na forma de material particulado ou soluvel
liberados para a atmosfera ou para os efluentes industriais, tendo em grande
parte os estuarios, mares e oceano como destino de metais e compostos
téxicos. O cobre € um elemento importante em muitos processos industriais e é
considerado altamente téxico para biota mesmo em baixas concentracdes
(WHO, 1998).

Diversos métodos vém sido empregados para determinagdo da contaminacao
do cobre sobre os organismos aquaticos (MONTEIH; VANSTONE, 1995;
MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998; SASAKI et al., 1997; BELPAEME et al.,
1996; LEMOS et al., 2005; MOLLER, 2006). O ensaio do cometa tem sido
indicado como um método capaz de detectar mudancas muito pequenas na
estrutura do DNA (KOPPEN et al., 1999; GONTIJO; TICE, 2003) e tem sido
aplicado com sucesso em eritrécitos de varias espécies de peixes, visto a
sensibilidade das células sanglineas destes animais aos efeitos genotdxicos
(NACCI et al.,, 1996; BELPAEME et al.,1996; MITCHELMORE; CHIPMAN,
1998; LEE; STEINERT, 2003; VAN DER OOST et al.,, 2003). Dentre as
inomeras aplicagdes deste ensaio, a eficiéncia da técnica para a detecgéo do
potencial genotéxico de contaminantes aquaticos tem sido descrita por muitos
autores (KOSZ-VNENCHAK; ROKOSZ, 1997; SASAKI et al.,1997; AVISHAI et
al., 2002, MATSUMOTO, 2004).

Uma das vantagens dos ensaios do cometa e micronucleo é de que ambos
podem ser utilizados para a avaliacao simultdnea de lesées no DNA em muitos
tecidos do mesmo animal, tracando um comparativo entre as suas respostas
sob idénticas condigcbes do tratamento. Assim, estas técnicas podem ser
utilizadas em conjunto para o rastreio de substdncias quimicas e assim
investigar suas implicacbes de lesbes no DNA e a sua recuperagdo de
espécies sentinelas tais como os peixes (ALl et al., 2009).

As espécies do género Centropomus sao estenotérmicas e estdo restritas as
regides tropicais e subtropicais das Américas, sendo encontradas na regiao
costeira, geralmente em aguas quentes, em torno de 24°C. O robalo peva
(Centropomus parallelus) habita as aguas costeiras rasas e estuarios do sul da
Flérida até a costa brasileira (dguas tropicais e subtropicais), e ndo realiza
grandes ciclos migratérios (RIVAS, 1962; FAO,1978; VASCONCELOS-FILHO
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et al., 1980; MARTIN; KING, 1991). Peixe carnivoro, situado no topo da cadeia
alimentar, possui como elementos mais importantes na sua alimentagao os
peixes e os crustaceos (CHAVES, 1963). A avaliacdo dos efeitos subletais de
contaminantes em espécies chaves, como o robalo, € de suma importancia
para a avaliacao de mutagénese e alteracdes genéticas que possam acarretar
perturbacées populacionais, além da possibilidade de transferéncia destes
contaminantes por bioacumulagcao na cadeia tréfica.

O presente estudo teve como objetivos: avaliar a toxicidade aguda do cobre no
robalo peva (Centropomus parallelus) através da determinacdo da
concentragdo letal de cobre para 50% dos individuos testados (CLso);
determinar a acumulacdao de cobre nas branquias e os efeitos subletais de
exposicao as concentragdes de 25 e 50% da CLso por 24 e 96 h; e avaliar a
recuperacado dos organismos que foram expostos a concentragdo de 50% da
CLsp por 96h apds o retorno para dgua sem acréscimo de cobre por 96 e 240 h.
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2. METODOLOGIA

A agua coletada no estuario do rio Piraqueacu utilizada nos experimentos
passou por um processo de filtragem em filtros tipo Cuno de 20, 10 e 5 ym e
esterilizagdo utilizando um sistema de filtragem por raios ultravioleta (UV). Os
parametros fisico-quimicos analisados foram temperatura, salinidade, pH e
condutividade, e os biolégicos foram tamanho e peso umido. Estes parametros
apresentaram as seguintes médias: temperatura de 24,6°C (+0,6); salinidade
de 32,2 (x1,1); pH de 7,58 (+0,38) e condutividade de 47,46 mS (x0,20). O
tamanho médio dos peixes foi de 6,8 cm (£1,3) e peso de 3,5 g (£1,7). Os
juvenis do robalo peva, Centropomus parallelus, foram adquiridos
comercialmente no laboratério Pandini Maricultura. Os experimentos realizados
sao descritos a sequir.

2.1. DETERMINACAO DA CLs

Exemplares do robalo peva, C. parallelus, foram aclimatados e acondicionados
por 25 dias em 2 tanques de 1000 L nos padrdes de qualidade de dgua acima
estabelecidos e alimentados diariamente com racdo comercial (Inve, Bélgica)
com 60% de proteina. Apds aclimatagdo, os peixes foram transferidos para
tanques de 30 L contendo 10 peixes em cada tanque, divididos em 5 diferentes
concentracdes de sulfato de cobre penta-hidratado CuS0O4.5H.0 (0,4; 0,8; 1,6;
3,2 e 6,0 mg/L de Cu) mais o controle (sem adicao de cobre na agua), todos
em triplicata, em sistema estatico e aeracao constante, perfazendo um total de
18 unidades experimentais.

Para a determinacao da CLs, foi observada a mortalidade a cada 24 h de teste
até 96 h. O critério de mortalidade adotado foi a auséncia de qualquer tipo de
movimento e reacdo a estimulos tateis. Os dados gerados foram analisados
utiizando-se o programa computacional Trimmed Spearman-Karber
(HAMILTON et al., 1977) para determinagéao da CLsg apds 96 h de exposicao.

2.2. EFEITOS SUBLETAIS

Apébs a determinacdo da CLsg, foi realizado outro experimento para determinar
os efeitos subletais do cobre sobre C. parallelus. O experimento foi fatorial com
trés concentracbes cobre e dois tempos de exposicdo. Cada combinacado de
concentracao e tempo de exposi¢ao teve dez repeticoes, perfazendo um total
de 60 unidades experimentais. Os peixes foram dispostos individualmente em
aquarios de 2 L, divididos em concentragdes de 0 (controle) 25 (0,47mg/L) e
50% (0,94mg/L) da CLso obtida no experimento anterior. Apés 24 e 96 h de
exposi¢cao ao cobre, os peixes foram individualmente retirados e colocados em
solucdo anestésica para coleta de sangue por meio de puncao da veia caudal,
com a utilizagdo de seringas heparinizadas, sendo este colocado em tubos
Eppendorf para posterior elaboracdo dos ensaios cometa e microndcleo, e
dissecacao das branquias com a finalidade de determinar a concentragao de
cobre no tecido. Para determinacdo da concentracdo de cobre na agua,
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amostras foram coletadas nos diferentes meios experimentais apés 2, 24 e 96
h de experimento.

2.3. RECUPERACAO

O terceiro experimento consistiu em submeter 48 peixes ao cobre (0.96 mg/L;
50% da CL50) durante 96 h. Os peixes foram divididos em 8 tanques com 6
peixes cada, sendo 4 tanques com a adicdo do metal e 4 tanques controle.
ApOs a exposigao, os peixes foram acondicionados em outros tanques de
plastico de 30 L com agua salgada (média de 32,2ppm) sem o poluente para
recuperacado. Apdés 96 h de recuperacao, foram coletados 3 peixes de cada
tanque, onde foram extraidas as branquias para determinagédo da concentracao
de cobre, e 0 sangue para o ensaio cometa e teste do micronucleo. Apds 240 h
de recuperacdo, 3 peixes de cada tanque foram coletados e 0s mesmos
procedimentos foram realizados. Coletas de agua foram feitas ap6s 2 e 96 h
apos a adicao de cobre, assim como para 96 e 240 h apds o inicio do periodo
de recuperacgao para a determinacao da concentracao de cobre.

2.4. PROCEDIMENTO ANALITICO

2.4.1. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE COBRE NA AGUA E
ACUMULO DE COBRE NA BRANQUIA

Amostras de dgua foram preservadas em acido nitrico 1% para determinacao
da concentracao de Cu por meio de espectrofotometria de absor¢cdo atémica
(limite de detecgdo = 10 pg/L, A = 324.7 nm, GBC Avanta 932, IL, USA). As
branquias foram extraidas com uso de pinca. Logo apo6s serem retiradas, foram
enxaguadas com EDTA (1 mM) para eliminar o cobre adsorvido a branquia. As
amostras foram pesadas em balanca digital de precisao e digeridas com acido
nitrico 10% em estufa a 80°C por 24 h. O volume de &cido nitrico foi constante,
sendo posteriormente calculada a diluigdo final da amostra digerida pelo peso
do tecido fresco. Em seguida, as amostras foram centrifugadas e uma aliquota
do sobrenadante foi diluida em HNO3 1% para leitura da concentragdo do metal
por meio de espectrofotometria de absorcédo atémica acoplada a forno grafite e
os resultados foram expressos em pg/g de cobre.

2.4.2. ENSAIO DO COMETA

Através de metodologia descrita por TICE et al.,, (2000), a analise de
fragmentos de DNA foi realizada utilizando-se o ensaio do cometa alcalino e
coloracdo com nitrato de prata. Para isso, laminas de microscopia, duas para
cada exemplar, foram previamente cobertas com agarose 1,5% (1,80 g de
agarose e 120 ml de tampao fosfato alcalino, pH 7,4). As amostras de sangue
foram diluidas 20 vezes em tampao fosfato e, posteriormente, 10 ul do sangue
diluido foi misturado com 100 pl de agarose de baixo ponto de fusdo (0,15 g de
agarose em 20 ml de tampéo fosfato alcalino, pH 7,4) a 40°C. As laminas foram
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recobertas com laminulas para o gel se espalhar até solidificar. Apos a retirada
das laminulas, os slides foram colocados na solucao de lise [146,1g NaCl (2,5
M), 37,2g EDTA (100 mM), 1,2g de Tris (10 mM), 1 L de agua destilada e o pH
da solucao foi ajustado para 13 com NaOH e, no momento do uso, foram
adicionados 1% de Triton X-100 e 10% DMSO] por no minimo 2 h, em
geladeira e protegidos da luz. Depois da lise, as laminas foram colocadas em
cuba eletroforética e mergulhadas em tampao eletroforético (300 mM NaOH e 1
mM EDTA em pH>13) por 20 min. Em seguida foi realizada a corrida
eletroforética em 25V e 300mA por 15 min. Apos esta etapa, as laminas foram
neutralizadas com tampao Tris e lavadas em seguida com agua destilada. As
laminas foram secas por 2 h a 37°C. Apds esse periodo, as laminas foram
fixadas em solugéo fixadora (15% de acido tricloroacetico, 5% de sulfato de
zinco heptahidratado, 5% de glicerol e 1 L de agua destilada) por 10 min. Apés
esta etapa, as laminas foram lavadas por trés vezes com agua destilada e
secas por 2 h a 37°C. Depois de secas, as laminas foram hidratadas por 5 min
com agua destilada e coradas com solugédo de coloragdo com prata [66 ml da
solucdo de carbonato de calcio (12,59 de carbonato de calcio para 250 ml de
agua) e 34 ml da solucao de nitrato de prata (50mg de nitrato de prata, 50 mg
de nitrato de ambénio, 250 mg de 4&cido tungstosalicilico e 125 ul de
formaldeido] por 15 min a 37°C.

Os danos no DNA foram avaliados em 100 células utilizando-se um
microscopio Optico (Nikon, Modelo 50i) e classificados posteriormente de
acordo com o tamanho da cauda do cometa em 4 classes: classe 0 — célula
ndo apresentava cauda; classe 1 — a cauda era menor que o diametro do
nucleo; classe 2 — cauda com variacdo de comprimento de 1x a 2x o diametro
do nucleo; classe 3 — cauda maior que 2x o didametro do nucleo (GRAZEFFE et
al., 2008). O indice de danos (ID) analisado pelo teste cometa foi avaliado
utilizando a somatéria do nimero de células danificadas multiplicado pelo valor
da classe de dano (0 a 3). Esses valores demonstram os danos verificados nos
tratamentos de acordo com Heuser et al., (2008).

2.4.3. MICRONUCLEO

O sangue foi coletado e gotejado sobre uma lamina para ser feito o esfregaco.
O material foi deixado secar durante a noite. Em seguida as laminas foram
submetidas a um banho de 30 min em metanol p.a. (100%) para fixagéo, sendo
coradas em seguida com uma solucao de Giemsa 5% por 40 min. O material
foi observado em microscopio éptico (Nikon, Modelo 50i) para contagem dos
micronucleos presentes e posterior anadlise dos dados. A andlise citogenética
foi realizada em microscépio éptico em resolugdao de 1000x, com contagem de
1000 células sanguineas (eritrocitos) por lamina (CAMPANA et al., 1999;
GRISOLIA, 2002; BUCKER et al., 2006). Os micronucleos foram identificados
seguindo o critério proposto por Fenech et al. (2003) e analisadas 2 laminas
por individuo para todos os tratamentos.

2.4.4 ANALISES ESTATISTICAS

As analises dos dados de concentracdes de cobre na dgua, nas branquias e do
ensaio do cometa e micronucleo entre os peixes expostos ao cobre e seus
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respectivos controles, foram determinadas utilizando o Teste U de Mann-
Whitney, teste estatistico ndo-paramétrico, utilizando-se o programa BioEstat
versao 5.0. O indice de danos do controle foi comparado com o das diferentes
concentracdes de cobre nos diferentes tempos de amostragem pelos testes de
ANOVA e de Dunnet’s (p<0,05). A diferenga entre 0 mesmo tratamento nos
dois tempos de amostragem foi determinada pelo teste-T (p<0,05).

3. RESULTADOS

3.1. DETERMINAGCAO DA CLs

O valor encontrado para a ClLso dos individuos expostos ap6s 96 h foi de 1,88
mg/L de cobre total, com um limite inferior de 1,67 mg/L e superior de 2,11
mg/L, valores estes dentro do intervalo de confian¢a de 95%.

3.2. EXPOSICAO SUBLETAL

3.2.1. CONCENTRACAO DE COBRE NA AGUA

A adicdo da concentracdo de cobre na agua para atingir valores préximos a
0,94 mg/L (50% da CLsg) ao longo dos experimentos (2, 24 e 96 h) esteve
dentro do desvio padrao aceitavel. A mesma proximidade ocorreu com a

concentracdo de 25% da ClLsy para 2, 24 e 96 h, que inicialmente foi de
0,47mg/L (Figura 1).
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Figura 1. Concentragdo de cobre total na dgua utilizada para testar os efeitos subletais do
metal no robalo peva (Centropomus paralellus) em condi¢gdes controle e de 25 e 50% da CL50
de cobre, apds 2, 24 e 96 h de experimento.

3.2.2. CONCENTRACAO DE COBRE NAS BRANQUIAS

Os resultados da concentracdo de cobre nas branquias estdo mostrados na
Figura 2, onde observa-se que apds 96 h de exposicdo, houve um aumento
significativo nas concentracdes de cobre nas branquias dos peixes expostos a
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25 e 50% da CLso. Apbs a extracao as branquias foram lavadas do EDTA e os
resultados foram calculados a partir do peso seco das branquias. Nao houve
diferenga significativa entre as duas concentra¢des de cobre testadas.
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Figura 2. Concentracé@o de cobre nas branquias do robalo peva (Centropomus paralellus) apds

96 h de exposicdo apds 0 25 e 50% da CLs,. *Indica diferenga significativa em relagdo ao
controle (p<0.01), utilizando-se o Teste U de Mann-Whitney.

3.2.3 ENSAIO DO COMETA

Ap6s 24 h de exposicdo ndo houve diferenga significativa entre as duas
concentracdes de cobre testadas (Tabela 1), sendo que o mesmo foi
encontrado para o indice de dano de DNA (Figura 3). Apds 96 h de exposicao,
houve diferenca entre o controle e a maior concentracéo e nao houve diferenca
entre as duas concentracées de cobre (Tabela 2). A Figura 4 apresenta a
visualizagdo das tabelas em forma de gréafico, permitindo uma comparacao
entre os controles, as concentracdes e os tempos de exposicao de 24 e 96 h.
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Tabela 1. Genotoxicidade do cobre baseado no ensaio do cometa em células sanguineas do
robalo peva (Centropomus parallelus) apés 24 h de exposicao.

Grupo Peixe Numero de
células com Classes de dano
cometa
0 1 2 3
Controle C11 83 17 35 20 28
ci12 62 38 35 15 12
C13 92 8 23 33 36
Ci4 84 16 21 18 45
C15 81 19 21 30 30
C16 86 14 39 15 32
C17 62 38 41 13 8
c18 92 8 21 27 44
C19 68 32 37 9 22
Cc20 66 34 26 23 17
x+D.P. 776+119 224+119 299+82 20.3+7.8 274 +12.6
25% CL50 B11 98 2 18 36 44
B12 99 1 8 19 72
B13 100 0 11 12 77
B14 98 2 5 24 69
B15 95 5 11 26 58
B16 93 7 16 48 29
B17 84 16 21 23 40
B18 98 2 5 12 81
B19 93 7 16 21 56
B20 91 9 15 27 49
x+D.P. 949+48* 51148 12.6 £5.5* 24.8+10.8 57.5+17.2*
50% CL50 A1l 100 0 6 40 54
A12 99 1 7 39 53
A13 89 11 19 27 43
A14 99 1 6 24 69
A15 100 0 3 31 66
A16 98 2 11 44 43
A17 95 5 16 26 53
A18 100 0 5 14 81
A19 91 9 20 49 22
A20 97 3 8 21 68

x*D.P. 96.8+3.9" 3.2+3.9" 10.1 +6.1* 31.5+11.1* 55.2+16.8"
* Diferenca significativa em relagdo ao controle (p<0.05), utilizando o Teste U de Mann-
Whitney. x = média; D.P. = desvio padrao.
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Tabela 2. Genotoxicidade do cobre baseado no ensaio do cometa em células sanguineas do
robalo peva (Centropomus parallelus) apés 96 h de exposicao.

Grupo Peixe Numero de
células com Classes de dano
cometa
0 1 2 3
Controle C1 85 15 22 28 35
Cc2 94 6 18 26 50
C3 89 11 14 38 37
C4 86 14 15 16 55
C5 90 10 25 22 43
cé 84 16 27 32 25
c7 88 12 21 25 42
c8 81 19 21 23 37
C9 88 12 14 20 54
C10 83 17 21 18 44
x+D.P. 86.8+38 13.2+38 19.8+45 24.8+6.6 422+9.2
25% CL50 Bf1 81 19 22 30 29
B2 91.5 9 12 35 44
B3 99 1 11 26 62
B4 98.5 1 14 23 62
B5 97 3 9 19 69
B6 86.5 14 21 28 37
B7 89.5 10 18 19 53
B8 92.5 8 9 27 56
B9 96 4 9 8 79
B10 78 22 33 26 19
xxD.P. 91.0+73 91+73 15878 24.1+74 51.0+18.7
50% CL50 A1 98 2 8 22 68
A2 99 1 4 9 86
A3 99 1 4 15 80
Ad T
A5 99 1 6 26 67
A6 98 2 9 38 51
A7 97 3 8 28 61
A8 91 9 14 37 40
A9 95 5 18 33 44
A10 90 10 15 30 45

x+D.P. 96.2+3.6* 3.8+3.5" 9.6+5.0°* 26.4+9.7 60.2+16.4"

* Diferenca significativa em relagdo ao controle (p<0.05). x = média; D.P. = desvio padrio; T
peixe morto durante o experimento.
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Figura 3. indice de danos de DNA sobre as células sanguineas apés exposicdo a 0 (controle),
25 e 50% da CL50 por 24 e 96 h no robalo peva (Centropomus paralellus). *indica diferenga
significativa do respectivo controle e as concentra¢des (p<0,05).
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Figura 4. Representagéo dos 4 niveis de dano do DNA observados no ensaio do cometa apés
exposi¢ao a 0 (controle), 25 e 50% da CL50 por 24 e 96 h no robalo peva (Centropomus

paralellus).
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3.2.4. TESTE DO MICRONUCLEO

Nao houve diferenca significativa entre as concentragdes de 0,47 mg/L (25%
da ClLsg) e 0,94 mg/L (50% da CLsp), porém houve diferenca entre estas e o
controle (Figura 5), mostrando que o dano é o mesmo para os tempos de
exposicao. Isto significa um dano rapido causado pelo cobre em 24 h que se
estende até pelo menos 96 h de exposicdao, sem diferenca significativa no
namero de células com a presencga de micronucleos.
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Concentragoes de cobre (mg/L)

Figura 5. Freqiiéncia de células com micronucleos apds 24 e 96 h de exposicao ao cobre.

*Indica diferenca significativa em relagéo ao controle (p<0.05) utilizando o Teste U de Mann-
Whitney.

3.3. RECUPERAGAO
3.3.1. CONCENTRACAO DE COBRE NA AGUA

No experimento de recuperacdo, a adicdo de cobre para a exposicdo dos
peixes por de 96 h foi de 1,034 mg/L, valor este dentro dos limites esperados
para a concentracdo de cobre na agua de 50% da CLsy (0,94 mg/L). Tanto o
controle quanto os experimentos de recuperacdo em 96 e 240 h, apresentaram
niveis muito baixos de cobre, variando desde niveis ndo detectados pelo
espectofotbmetro a, no maximo, 0,009 mg/L. Os valores encontrados sao
considerados muito baixos, mostrando que ndo houve contaminagcdo da agua
de recuperacao pelo cobre.
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3.3.2. CONCENTRAGAO DE COBRE NAS BRANQUIAS

A concentragdo de cobre nas branquias dos peixes expostos foi semelhante
entre os controles apdés 96 e 240 h de recuperacdo, nao havendo diferenga
significativa das concentracées, tanto para os tempos de exposicdo quanto
para os peixes controles e 0s peixes expostos ao cobre (Figura 6).
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Concentracao de cobre na branquia (pg/g)
N IS

o

Controle 96h Recuperagao 96h Controle 240h Recuperagéao 240h
Tratamento

Figura 6. Concentracéo de cobre nas branquias do robalo peva (Centropomus paralellus) apés
96 e 240 horas de recuperagédo em agua nao contaminada pelo cobre.

3.3.3 ENSAIO DO COMETA

Para os periodos de recuperagdo, ndo houve diferenca significativa de dano
em relacdo ao controle, mostrando que houve recuperacdo das células dos
organismos expostos a concentracao subletal de 50% da CL50 (0,94 mg/L), e
em seguida submetidos por um processo de recuperacdo de 96 e 240h em
agua sem acréscimo de cobre (Tabelas 3 e 4). Para o indice de dano, também
nao houve diferenca significativa entre as recuperacdes e o controle (Figura 7).
A Figura 8 apresenta a visualizacdo das tabelas em forma de grafico,
permitindo uma comparacao entre os controles e 0s organismos expostos e
submetidos a recuperacao nos tempos de exposicao de 96 e 240 h.
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Tabela 3. Genotoxicidade do cobre baseado no ensaio do cometa em células sanguineas do
robalo peva (Centropomus parallelus) apdés 96 h de recuperacdo em agua nao contaminada

pelo cobre.
Grupo Peixe Numero
de células
com Classes de dano
cometa
0 1 2 3

Controle CR1 85 15 23 25 37
CR2 78 22 19 13 46
CR3 93 7 12 24 57
CR4 77 23 16 28 33
CR5 81 19 25 32 24
CR6 96 4 22 24 50
CR7 68 32 28 15 25
CR8 88 12 23 23 42
CR9 89 11 11 43 35
CR10 79 21 22 35 22
CR11 97 3 6 36 55
CR12 T
x+DP. 846+90 154+9.0 188+6.8 27.1+9.0 38.7+123

Recup. 96hs  R1 84 16 22 24 38
R2 78 22 11 19 48
R3 97 3 23 25 49
R4 96 4 8 21 67
R5 92 8 4 25 63
R6 87 13 22 24 41
R7 100 0 2 22 76
R8 91 9 21 22 48
R9 89 11 9 21 59
R10 96 4 12 51 33
R11 98 2 3 23 72
R12 95 5 0 32 63
x+D.P. 919+65 8.1+65* 11.4+86* 258+8.6 54.8+13.9*

* Diferencga significativa em relagao ao controle (p<0.05). x = média; D.P. = desvio

padréo; T peixe morto durante o experimento.
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Tabela 4. Genotoxicidade do cobre baseado no ensaio do cometa em células sanguineas do
robalo peva (Centropomus parallelus) apos 240 h de recuperagdo em agua nao contaminada
pelo cobre.

Grupo Peixe Numero de
células com Classes de dano
cometa
0 1 2 3
Controle CR13 89 11 21 22 46
CR14 98 2 6 45 47
CR15 84 16 22 32 30
CR16 82 18 12 12 58
CR17 95 5 2 21 72
CR18 T
CR19 79 21 19 35 25
CR20 99 1 0 21 78
CR21 96 4 12 11 73
CR22 89 11 10 23 56
CR23 90 10 4 11 75
CR24 93 7 3 28 62

xxD.P. 91.0+72 90+72 10.0+80 23.7+10.7 57.3+18.4

Recup. 240hs R13 88 12 13 21 54
R14 97 3 2 17 78
R15 94 6 12 9 73
R16 99 1 1 8 90
R17 91 9 7 34 50
R18 84 16 12 28 44
R19 80 20 12 19 49
R20 89 11 22 23 44
R21 96 4 7 12 77
R22 98 2 1 9 88
R23 83 17 11 9 63
R24 100 0 1 6 93

x+tD.P. 916+6.8 84+68 84+£6.5 16.3+£8.9 66.9 £ 18.5
* Diferencga significativa em relagdo ao controle (p<0.05). x = média; D.P. = desvio

padréo; 1- peixe morto durante o experimento.
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Figura 7. indice de danos de DNA sobre as células sanguineas do robalo peva (Centropomus
paralellus) dos grupos controle e 50%da CL50 de cobre ap6s 96 e 240 h de recuperagdo em
agua nao contaminada com cobre.
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Figura 8. Freqiiéncia de ocorréncia dos 4 niveis de dano medido através do ensaio do cometa
em robalos peva (Centropomus paralellus) dos grupos controle e expostos a 50% da CL50 de
cobre apds 96 e 240 h de recuperagdo em agua nao contaminada com cobre.
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3.3.4. TESTE DO MICRONUCLEO

Nao houve diferenca significativa entre o controle e recuperacgéo para 96 e 240
h. A reducao significativa de células com presenca de micronucleos dos
organismos anteriormente expostos apresentou niveis préximos (sem diferenca
significativa) a freqiéncia de micronucleo do controle. A frequéncia de
micronucleos dos tempos de recuperacao foi reduzida a aproximadamente 50%
daquelas observada nos peixes expostos as concentracdes subletais de cobre.
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Figura 9. Freqiéncia de células com a presenca de micronucleos (%.) em células sanguineas
do robalo peva (Centropomus paralellus) apdés 96 e 240 h de recuperagdo em agua nao
contaminada pelo cobre.
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4. DISCUSSAO

Os testes de toxicidade aguda avaliam uma resposta severa e rapida dos
organismos aquaticos a um estimulo que se manifesta, em geral, num intervalo
de 0 a 96 h (RAND; PETROCELLI, 1985). Comparando a tolerancia ao cobre
entre Centropomus parallelus e juvenis de outros peixes marinhos, este
mostrou ser menos sensivel em relacdo a Trachinotus marginatus (MARTINS;
BIANCHINI, 2008) e menos sensivel ainda quando comparado com a grande
maioria de peixes dulcicolas como Pimmephales promelas, Lepomis
macrochirus, Carassius auratus e Poecilia reticulatus (PICKERING;
HENDERSON, 1966) Prochilodus scrofa (MAZON; FERNANDES, 1999),
Hyphessobrycon scofoli e Corydoras sp. (DUARTE et al, 2005), e
Paracheirodon axelrodi (SILVEIRA RODRIGUEZ, 2006).

A concentracao de cobre nas branquias de Centropomus parallelus observada
nas primeiras 24 h de exposicao ao cobre foi proxima aquela observada nos
peixes expostos a 96 h, indicando uma saturacdo do metal no tecido.
Resultado semelhante foi relatado por Martins e Bianchini (2008) para
Trachinotus marginatus expostos a uma concentracao letal (CLsy) de cobre
(0,369 mg/L) em que, apés 6 h de exposicdo, houve saturacdo da
concentracdo branquial de cobre, indicando que os sitios de ligacdo do metal
nas branquias podem ter sido completamente ocupados nas primeiras horas de
exposicao. Portanto, as branquias podem agir como um ligante bidtico
importante para o cobre, sendo um sitio primario de acimulo do metal na fase
dissolvida (ROMEO et al. 1994; ZIA; MCDONALD, 1994; MARTINS;
BIANCHINI, 2008).

De acordo com Hagger et al. (2006), C. parallelus pode ser considerado uma
espécie relevante em programas de monitoramento utilizando biomarcadores,
com o objetivo de identificar a ocorréncia de efeitos nocivos induzidos pelo
cobre na agua do mar. O teste cometa permite uma clara distingdo entre a
variabilidade natural e aquela induzida pelo estresse causado pelo
contaminante que apresentar genotoxicidade (LEMOS et al.,, 2005). Ha um
namero limitado de estudos utilizando o ensaio do cometa com espécies de
peixes marinhos, em comparacdo com aqueles que utilizam espécies de agua
doce (FRENZILLI et al., 2009). Neste estudo, 0 ensaio do cometa nao
apresentou diferenga significativa entre as concentragcdes de cobre, porém
ambas mostraram diferenca em relacédo ao controle. Mesmo para o intervalo de
24 horas e a menor concentracao, houve diferenca significativa, demonstrando
rapida resposta do organismo ao ensaio do cometa. Di Paolo (2006) aplicando
0 ensaio cometa, também em C. parallelus exposto a B-naftoflavona, encontrou
alta sensibilidade para este método, similar aos resultados obtidos por Villela et
al. (2006) em estudo realizado com o bivalve Limnoperna fortuna utilizando
diferentes concentracdes de sulfato de cobre.

Na maioria dos estudos de curto prazo em periodos de exposicao, variando
entre 24 e 96 h, foram observados micronucleos, sendo notificados como
biomarcador sensivel de genotoxicidade (CAVAS et al., 2005). Kirschbaum et
al. (2008) comparando a frequéncia de micronucleos em eritrécitos de C.
parallelus para um estuario considerado poluido (estuario de Sao Vicente SP) e
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outro conservado (estuario de Cananéia SP), encontrou valores até dez vezes
maiores do ponto poluido em relagdao ao controle, apontando o método como
satisfatorio para ser empregado em estudos de monitoramento ambiental de
ecossistemas marinhos e estuarinos. Para o presente estudo foi encontrado
valores em média trés vezes maiores entre o controle e as concentracdes de
0,47 e 0,94 mg/L de cobre, resultados inferiores aos encontrados por
Kirschbaum et al. (2008), porém de relevancia significativa para estudos com
substéncia unica de controle.

Diferente dos altos niveis de toxicidade encontrados em C. parallelus, Bueno
(2000) nao encontrou diferencas significativas para a espécie de agua doce
Geophagus brasiliensis, coletados em sitio referéncia e em local poluido,
utilizando como biomarcador citogenético a presenca de micronucleos em
células. Sanchez-Galan et al. (1999) relataram que Phoxinus phoxinus também
se mostrou pouco sensivel a diferentes poluentes, tais como metais pesados. A
grande variagdo de sensibilidade ao cobre entre as espécies sensiveis ao
cobre dificulta o estabelecimento de limites maximos de lancamento deste
metal no ambiente. Nao é possivel testar todos os organismos e, assim,
agregar toda a gama de sensibilidade. Considerando o grande numero de
espécies habitando um local especifico, € pouco provavel que as espécies
mais sensiveis e as mais tolerantes ja tenham sido submetidas a testes de
toxicidade (GROSELL et al., 2007).

O cobre demonstrou ser um metal toxico para C. parallelus pelo teste do
micronucleo, se comparado com outras espécies de peixes. Cavas et al. (2005)
submeteu 3 espécies de peixes de agua doce as concentracdes de 0,01 e 0,25
mg/L de cobre, onde Carassius gibelio apresentou freqiiéncia de micronucleos
na concentragdo de 0,25 mg/L semelhante aos encontrado no presente
trabalho. Em Cyprinus carpio foram encontrados valores praticamente quatro
vezes acima da frequéncia de MN de C. parallelus, e para a espécie Corydoras
paleatus houve mortalidade em ambas concentragoes.

De acordo com Grazeffe et al. (2008), o aumento da concentracao de
contaminante induz a ocorréncia de mais danos ao material genético. Contudo,
ao retirarmos o contaminante é esperado que o nivel de recuperacdo seja
acelerado. Diferente das mutacdes, as lesdes detectadas com o teste do
cometa sao passiveis de correcdo (GONTIJO; TICE, 2003), constituindo,
portanto, lesdes pré-mutagénicas (KAMMANN et al., 2001).

Tanto o ensaio cometa quanto o teste do micronlcleo nido apresentaram
diferencas significativas para os testes de recuperacdo, onde 0s organismos
que foram previamente expostos por 96 horas obtiveram padrdes de danos néao
significativos em relagdo ao controle, diferentemente dos testes de exposigéo
para 24 e 96 horas, onde houve diferenca em relacdo aos respectivos
controles. De acordo com Amado et al. (2006) em avaliacoes de recuperacao
de animais ap6s exposi¢cdo a contaminantes, quando a recuperacao € mais
rapida indica danos leves ocorridos € que o organismo foi capaz de se
defender, evidenciando entdo que C. parallelus é uma espécie capaz de se
defender rapidamente de uma ameaca fisioldgica.
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5. CONCLUSOES

Os efeitos genotoxicos medidos através do ensaio cometa e do teste do
micronucleo sobre Centropomus parallelus frente a toxicidade do cobre
puderam ser evidenciados, indicando estes como biomarcadores de toxicidade
ao cobre para esta espécie.

Os resultados do ensaio cometa ndo evidenciaram com clareza o impacto do
cobre sobre o robalo peva, enquanto o teste do micronlicleo mostrou que
houve recuperacdo dos organismos submetidos a um tempo de recuperacao
por 96 e 240 horas.

6. CONSIDERAGOES FINAIS

A toxicidade das substancias aos organismos depende da concentracédo e das
caracteristicas ambientais que tem papel na especiacdo do cobre (HEATH,
1995), onde sugere-se a aplicacao do Modelo do Ligante Bidtico (BLM), cuja
finalidade é avaliar a sensibilidade dos organismos, levando em consideracao
ndo s6 as caracteristicas fisicas e quimicas da agua, mas também o
componente biol6gico exposto a toxicidade dos metais (PAQUIN et al., 1999;
DI TORO et al., 2001). Este modelo teoriza que os ligantes abi6ticos, como
Ca?*, Mg®*, Na* e a matéria organica, juntamente com o ligante biético
competem pelos metais existentes no meio. Considera-se para os peixes que
estze ligante biético sdo as branquias, mas especificamente os canais de Na* e
Ca“".

SANTORE et al. (2001) prop6s uma versao deste modelo para o cobre, cuja
idéia € que sua toxicidade sobre o peixe ocorre quando o acumulo nas
branquias ultrapassa uma concentragdo critica. Para o presente estudo,
verificou-se que a menor concentracao sub-letal (25% da CL50) ja foi suficiente
para demonstrar a concentragcao critica do cobre sobre o robalo, onde a partir
desta concentracdo o nivel de dano deixa de ser exponencial até atingir um
nivel maximo de concentracao de cobre por grama de tecido nas branquias.

Como foi possivel evidenciar o impacto do cobre sobre C. parallelus, é de suma
importancia que outras linhas de pesquisas sejam desenvolvidas, onde seja
possivel detectar fontes de despejo de efluentes com altos teores de cobre, e
realizar experimentos de bioacumulacdo do metal nos tecidos e analisar efeitos
os de mutagénese e genotoxicidade. A relacdo de impacto do cobre sobre o
robalo deve ser apresentada aos programas governamentais regulatérios no
qgue tange a qualidade dos organismos marinhos com grande apelo comercial
que habitam areas poluidas.
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