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RESUMO

A contaminagao por mercurio desperta grande preocupagao ambiental, uma vez
que esse metal é considerado um poluente de alto risco por sua capacidade de
bioacumulagdo e biomagnificagcdo por entre os niveis da cadeia alimentar
aquatica. Sendo assim, os organismos predadores sdo 0s mais expostos aos
efeitos toxicos desse metal. No atual trabalho, a espécie Hoplias malabaricus
(traira), foi submetida a injecdo intraperitoneal contendo a mesma concentragéo
de mercurio organico (MeHg) e mercurio inorganico (HgCly), que foi de
0,75ug/0,1mL. Apds o periodo de 96 horas, os animais foram anestesiados.
Amostras de tecido muscular foram retiradas para a determinacdo da
concentragdo de Hg e para a analise da atividade da acetilcolinesterase. O grupo
exposto ao MeHg apresentou uma maior concentragao total em relagdo ao grupo
HgCl, e o grupo controle apresentando diferenga significativa (p<0,005) . As
variaveis biologicas, peso, comprimento e sexo nao apresentaram diferencas
significativas em relagdo a contaminagao por mercurio, tanto pela forma organica,
como pela forma inorganica. Nas analises bioquimicas foi observado, inibigdo da
atividade colinesterasica no musculo dos peixes expostos ao MeHg. Através do
presente trabalho, verificou-se que a acetilcolinesterase foi eficaz como
biomarcador em peixes expostos, via injegao intraperitoneal, pela forma orgénica,

apresentando sua atividade enzimatica inibida quando exposta ao MeHg.

Palavras-chave: mercurio, contaminagao intraperitoneal, musculo, peixe,

biomarcador, acetilcolinesterase



ABSTRACT

The contamination with mercury raises major environmental concern, since the
metal is considered a pollutant at high risk for its ability to bioaccumulate and
biomagnificate by between levels of the aquatic food chain, so the body predators
are most exposed to the toxic effects of the metal. In the current study the species
Hoplias malabaricus (traira) were subjected to intraperitoneal injection containing
the same concentration of organic mercury (MeHg) and inorganic mercury (HgCly)
0.75 pg/0,1mL . After the contamination the fish were placed in individual
aquariums remaining until the finish in the stipulated time of exposure in 96 hours.
After were anesthetized and samples of muscle tissue were removed for chemical
analysis and activity of acetylcholinesterase. The group exposed to MeHg, showed
a higher total concentration in the group HgCl, and the control group, showing
significant difference (p <0005). The biological variables, weight, length and sex
showed no significant differences in relation to contamination by mercury, both by
organic form, as the inorganic form. With the biochemical analysis, we observed an
inhibition of activity cholinesterase in the muscle of fish exposed to MeHg.
Through this work, it was found that acetylcholinesterase was as effective
biomarker in fish exposed via intraperitoneal injection, the organic and inorganic

form, presenting its enzymatic activity inhibited when exposed to MeHg.

Key words: mercury, intraperitoneal contamination, muscle, fish, biomarker,

acetylcholinesterase



APRESENTACAO

Este trabalho fez parte de um projeto maior, que teve como objetivo testar
experimentos in vitro em Hoplias malabaricus (BLOCK, 1794) via injegao
intraperitoneal. O tempo de exposicdo e as concentragdes utilizadas séao
referentes ao trabalho de Cristiane dos Santos Vergilio com o titulo de monografia,
“Efeito da contaminagcdo aguda in vitro por Cloreto de Mercurio em Gymnotus
carapo (TUVIRA- LINNAEUS) e caracterizagéo histologica”. Ao trabalho de Taise
Bomfim de Jesus, com o titulo de sua tese de Doutorado “Utilizacdo de
biomarcadores para avaliagdo de alteragdbes quimicas, bioquimicas,
hematolégicas e histolégicas em traira (Hoplias malabaricus) BLOCK, 1794, apos
exposicao aguda ao Metilmercurio e ao Cloreto de Mercurio”. E ao trabalho de
Priscila Gontijo Aguiar de Almeida com o titulo de sua monografia Avaliacdo da
concentragdo de Cloreto de Mercurio no tecido muscular de traira, Hoplias

malabaricus (BLOCK, 1794), apds intoxicagao aguda.

1-INTRODUGAO

1.1-Caracteristicas quimicas do mercurio

O mercurio (Hg), considerado um metal pesado, € o unico encontrado na
forma liquida em condi¢des normais de temperatura e pressao, formando vapores
incolores e inodoros, que normalmente sdo encontrados em dois estados de
oxidacdo. Além disso, o mercurio ocorre no meio ambiente associado a outros
elementos quimicos, formando compostos inorganicos ou sais (MOREL et al.,
1998). Dentre as formas quimicas encontradas, destaca-se o mercurio elementar
(Hg®), que é volatil e solubilidade relativamente baixa em agua, sendo passivel de
sofrer oxidac&o originando o fon mercuroso (Hg*') e o ion mercurico (Hg*?). Tanto
0 ion mercuroso como O mercurico, formam diversos compostos quimicos
organicos e inorganicos. As formas inorganicas podem se ligar a outros radicais,

como os halogénios (Br" e CI') e grupos metil (CH3), proporcionando um aumento



de sua solubilidade. As propriedades fisico-quimicas dos compostos mercuriais
inorganicos estio intimamente relacionadas ao anion ao qual se liga. Assim, o
Cloreto de mercurio — (HgCl, ) € bastante soluvel em solventes organicos e possui
grande lipossolubilidade quando comparado com a forma inorgénica divalente
(Hg*™®) o que facilita a sua permeabilidade pelas membranas bioldgicas.

O mercurio em sua forma organica (Metilmercurio - MeHg) € um composto
quimico bastante soluvel, sendo sua forma mais toxica. Possui grande
estabilidade quimica, tornando aliado a sua alta afinidade por lipidios (membranas
bioldgicas), o que conduz a um transito preferencial e estavel pela biota. Esta
espécie de mercurio possui uma ligagao covalente com um atomo de carbono,
sendo a forma de mercurio que apresenta maior risco aos organismos devido a
sua volatilidade e facilidade de atravessar a barreira hematoencefalica. Sendo um
poluente potencialmente perigoso para os sistemas biologicos devido a sua
capacidade de realizar fortes ligagdes covalentes com grupamentos sulfidrila (SH™)
de proteinas. Tal ocorréncia pode levar a alteragbes estruturais, a inibicdo de
enzimas, como a acetilcolinesterase (AchE), a butirilcolinesterase (BChE) e
metalotioneinas (MTs) (LACERDA et al., 1997) e provocar efeitos bioldgicos
adversos (hiperatividade, asfixia e ate a morte), quando presentes em
concentracgdes elevadas (DALLINGER & RAIMBOW, 2003).

1.2- Caracteristicas ambientais do mercurio

O mercurio raramente é encontrado como elemento livre na natureza, mas
encontra-se amplamente distribuido, porém em baixas concentracdes, por toda a
crosta terrestre(hidrosfera, litosfera, atmosfera e biosfera). (GOCHFELD, 2003;
ANDERSON et al., 2004).

As emissdes naturais mais significativas de mercurio sdao as de
gaseificagbes da Crosta terrestre, evaporagado de corpos aquaticos e as emissoes
de vulcdes (WHO, 1991).

O aumento acentuado em seus niveis no ambiente decorre principalmente

de agdes antropicas, notadamente aquelas relacionadas as atividades industriais
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(eletrodeposicdo, mineragdo, metalurgia, tintas, corantes, etc.) e agricolas
(CAVALCANTE et al., 1990).

Os depodsitos de mercurio podem ocorrer em qualquer tipo de rocha
(igneas, sedimentares ou metamorficas). Também podem ser encontrados na
atmosfera vapores de mercurio metalico ou compostos mercuriais organicos,
sendo as principais fontes os meios terrestres, podendo ser depositadas a uma
distancia relativamente grande do local de origem. Isto significa que aguas
localizadas em areas remotas e sem despejo direto desse metal podem ser
também potencialmente contaminadas.

Os produtos organomercurais podem atingir a atmosfera através das
atividades metabolicas dos microorganismos, das plantas e dos animais. O ciclo
se completa através da introdugcdo do mercurio no ambiente terrestre e aquatico
devido a deposic¢ao natural ou a precipitagdo atmosférica (BEZERRA, 1990).

O tempo de exposicao do metilmercurio nos peixes € relativamente alto,
pois € metabolizado muito lentamente. A toxicidade do mercurio aumenta com a
temperatura, diminui com a dureza da agua e € menos acentuada em sistemas
estaticos, como lagos, do que em rios, com fluxo constante de agua (BOENING,
2000).

A contaminagao por mercurio desperta grande preocupacgédo ambiental, uma
vez que esse metal é considerado um poluente de alto risco por sua capacidade
de bioacumulagdo e biomagnificagdo (aumento das concentragbes ao longo dos
niveis tréficos) por entre os niveis da cadeia alimentar aquatica (LINDQVIST et
al.,1991), e também pelo seu longo tempo de residéncia no solo e no sedimento.
Assim, o mercurio apresenta elevada toxicidade para os homens e outros animais.

Ha dois tipos de ciclos de transporte e distribuicdo do mercurio no
ambiente: um local (Figura 1) e um outro global (Figura 2). O ciclo de alcance
global compreende a evaporacdo do mercurio pela desgaseificacdo da crosta
terrestre (incluindo areas de terra e de agua como rios e oceanos), a circulagao
atmosférica de seus vapores e sua precipitacdo com as chuvas, retomando as
terras e as aguas. Esse ciclo normalmente é envolvido, na maior parte, com as

formas inorganicas. Essas formas ndao se acumulam em cadeias alimentares,
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exceto em fungos. A mudancga da forma inorgénica para a metilada € o primeiro
passo crucial no processo de bioacumulacdao aquatica (ENVIRONMENTAL
HEALTH CRITERIA 101, 1990).

O ciclo local é favorecido pelas fontes antropogénicas de emissdo do

mercurio e depende da metilagdo do mercurio inorganico (OMS, 1978).

Emissdes diretas
Lz.* = Para a atmosfera

dejetos Incineragio

prap—, pe-—— -y
.E " “lodo Disposigéo de dejetos no solo
dejetos Hiquidos

Figura 1. Intervengdo antropica. Mercurio pode alcangar a atmosfera através de
dejetos liquidos, solidos ou por emissbes diretas e através da precipitacdo da
chuva volta ao ambiente aquatico pela chuva. Fonte:WISCONSIN MERCURY
SOURCEBOO, 1977 apud AZEVEDO, 2003.
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Figura 2. Ciclo natural do mercurio. O Hg é liberado pela atividade vulcanica,
alcancando a hidrosfera e biosfera, que através da evaporacdo e decomposi¢ao
alcanca a atmosfera. Fonte: SACHINATH ,1986 apud AZEVEDO, 2003.

O fendbmeno da bioacumulagao (capacidade do mercurio de acumular no
individuo) permite que essas concentragdes sejam transferidas de um nivel tréfico
a outro, sofrendo biomagnificagdo, podendo chegar nos peixes, por exemplo, a
niveis, acima dos limites permissiveis para consumo humano. Pode-se dizer,
entdo, que os organismos aquaticos sdao otimos indicadores da presenca de
mercurio, € que as concentracoes desse metal podem aumentar a medida que o
nivel na cadeia trofica aumenta (herbivoro, iliéfago, onivoro e carnivoro) (EISINK,
1990).

1.3- Peixes como Bioindicadores no Monitoramento Ambiental
Os efeitos que os metais podem causar aos organismos podem ser
observados através do uso de bioindicadores, os quais s&o importantes no

diagndstico dos efeitos que estes elementos quimicos podem causar aos sistemas
bioldgicos (MELA, 2004).
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Bioindicadores sao organismos que reagem a alteragdes ambientais com a
modificagdo de suas funcgdes vitais normais e/ou da sua composicdo quimica,
refletindo o atual quadro ambiental. Os peixes sdo intensamente utilizados como
bioindicadores em avaliagbes de contaminagdo ambiental, pois pertencem a um
nivel trofico elevado. A absor¢ao do mercurio presente na agua por organismos
aquaticos é influenciada pela concentragcao desse elemento, pela taxa metabdlica
e pela eficiéncia de absorgéo (disponibilidade), determinada pelas caracteristicas
do ambiente aquatico. Este ultimo fator € o menos entendido e talvez seja a
condigdo mais importante que governa a absorgao do mercurio pelos peixes em
condi¢des naturais (ALBUQUERQUE, 2007).

O metilmercurio é facilmente absorvido por peixes e outros animais
aquaticos, o que provoca a deposi¢cao dessa substancia quimica nos tecidos
desses animais, a qual se acumula ao longo do tempo, atingindo na cadeia
biolégica concentragcbes bem maiores do que as originalmente encontradas no
ambiente (AZEVEDO et al., 2003).

Tanto o mercurio organico quanto o inorganico sao absorvidos diretamente
da agua como dos alimentos ou da ingestdo dos sedimentos (DRISCOLL et al.,
1994; MALM et al., 1995; 1998; SOUZA LIMA et al., 2000; SANTOS et al., 2002;
GOCHFELD, 2003), sendo que a ingestao de alimentos contaminados é uma das
rotas mais importantes de acumulo de mercurio em peixes (GONDSTEIN et
al.,1996; NIENCHESKI et al., 2001; KEHRIG et al., 2002; GOCHFELD, 2003).

A concentracao de mercurio em tecidos pode aumentar com a idade, peso,
produgdo microbiana, concentragdo e biodisponibilidade do mercurio no
ecossistema (ZHOW & WONG, 2000; ASCHNER, 2002).

A espécie alvo dessa pesquisa é a Hoplias malabaricus (Traira) (Figura 3),
familia Erythrinidae. Apresenta como caracteristica, um comprimento variavel,
podendo chegar a 50 cm de comprimento e peso de até 1,5 Kg (PLANQUETTE et
al; 1996). E um peixe carnivoro, predador, com dentes fortes. Sua cabega é
achatada, com a boca larga. As nadadeiras sao reforgadas por raios flexiveis
sendo a caudal arredondada. Tem constantemente uma grande quantidade de

secregao de muco por todo o corpo, muco este que transuda através dos
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numerosos poros que estio localizados por baixo das escamas, notando-se que
os da linha lateral expelem maior quantidade dele.

Possui uma ampla distribuicdo geografica para peixes de agua doce,
encontrada em quase todas as bacias desde a América Central até o rio Colorado
(Argentina), apresentando diferentes areas de endemismo. A traira habita
ambientes Iénticos e apresenta comportamento territorialista, com habitos
preferencialmente noturnos. Permanece junto a vegetagdo durante o dia, saindo
para cacgar durante a noite, periodo no qual, se alimenta através de predacao e
emboscada.

Um dado interessante relacionado ao habito predador da traira se faz notar
no movimento de outros peixes ao longo dos rios, pois esses ndo vao se
movimentar apenas devido as correntes e a temperatura, mas sim a presenca ou
auséncia do predador naquelas aguas (GILLIAN, 2001).

A traira ocupa niveis troficos superiores na cadeia alimentar e varios
trabalhos com essa espécie revelam uma intensa bioacumulagdo de metais
pesados, e também mostram que este € um excelente bioindicador de poluicdo
ambiental nesses ecossistemas, sendo uma espécie com resisténcia fisica
privilegiada, podendo sobreviver inclusive em ambiente pouco oxigenado (MELA,
2004).

Figura 3. Exemplar de Hoplias Malabaricus
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1.4- Biomarcadores

Os biomarcadores sao indicadores biolégicos capazes de indicar eventos
que precedem os efeitos irreversiveis de contaminantes ao ambiente e/ou aos
organismos, permitindo, por meio de analises relativamente simples, fornecerem
uma indicagcado geral prévia de contaminacdo. Sdo medidas de fluidos corporais,
células e tecidos, ou medidas realizadas sobre o organismo completo, que indicam
em termos bioquimicos, celulares, fisiolégicos, comportamentais ou energéticos a
presenca de poluentes ou a magnitude da resposta do animal exposto (LINDE,
2005).

Existem biomarcadores moleculares, celulares e ao nivel de individuo. As
duas caracteristicas mais importantes dos biomarcadores sdo: a) permitem
identificar as interacbes que ocorrem entre os contaminantes e os organismos
vivos; b) possibilitam a mensuracao de efeitos sub-letais. Esta ultima caracteristica
permite por em pratica agdes remediadoras ou, melhor ainda, a¢des preventivas.
Dai a importdncia e o interesse atual de incorporacdo da analise de
biomarcadores em programas de avaliagdo da contaminagdo ambiental (JESUS &
CARVALHO, 2008).

Podem ser classificados como de exposigao, efeito ou suscetibilidade. Os
biomarcadores de exposicdo s&o alteragbes bioldégicas mensuraveis que
evidenciam a exposigdo dos organismos a um poluente. Um exemplo de
biomarcadores de exposicdo sdao os parametros bioquimicos que tém sido
testados em peixes com relagao a suas respostas a substancias toxicas (JESUS &
CARVALHO, 2008).

Os biomarcadores de efeitos, em geral, ndo sao especificos em relagdo aos
estressores e nao fornecem informacbes sobre a sua natureza, mas €
caracteristico da ocorréncia de um estresse que podera ser reversivel tdo logo o
estressor cesse a atuagdo. Sao caracterizados pela indugdo de mecanismo de
defesa celular, que se iniciam sempre como uma resposta adaptativa em nivel
molecular-bioquimico. Entretanto, se esse mecanismo falha ou se sua capacidade

de resposta € ultrapassada, poderao ser desencadeadas alteracgdes fisioldgicas ou
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histolégicas, que podem ser irreversiveis, dependendo da capacidade do sistema
ou 6rgao em responder ao estressor. Assim, o organismo pode ter sua capacidade
afetada de reprodugéo ou crescimento. Alguns desses biomarcadores s&o 6rgao-
especifico como enzimas, que sao langadas na corrente sanguinea apds lesdo em
tecidos, como varias hepato-amino-acidos transaminases, indicativas de respostas
adaptativas a estressores que sao as envolvidas com a peroxidagao lipidica ou
estresse oxidativo (WINZER et al., 2001).

Os biomarcadores de suscetibilidade podem ser definidos como indicadores
de processos que causam variacbes de respostas ao longo do tempo e entre
exposicao e efeito (BARRET et al, 1997), determinando condigcbes como:
individuo sadio, compensagcdao do metabolismo, perturbagcdo das fungdes,
alteragdes morfologicas e morte. Estas condigdes aumentam a taxa de transigéo
entre esses dois extremos (exposigao e efeito). Os organismos, mesmo sendo da
mesma espécie, ndo respondem igualmente a exposi¢ao a xenobidticos. Sexo,
jejum, estresse pelo confinamento, tamanho e estadio de desenvolvimento sao
parametros de variacdo nas respostas a estressores, bem como o polimorfismo
genético de uma populagéo. Estes biomarcadores correspondem aos chamados
biomarcadores de efeito latente (FOSSI & LEONZIO, 1993), significando que um
organismo pode, em determinadas circunstancias, ter limitada a habilidade de se
adaptar ou sobreviver, 0 que pode ser determinado por mensuracao de respostas
fisiologicas que, analisadas em conjunto, expressam a diminuicdo da energia
disponivel para o crescimento (NASCIMENTO et al., 2006).

1.4.1- Acetilcolinesterase (AchE)

A Acetilcolinesterase € uma enzima que é responsavel pela hidrélise da
acetilcolina (um éster neurotransmissor) (Figura 4), tendo como produto o acetato
e colina, com liberacdo de um préton (VIANA, 2005; ROMANI et al., 2003). A
hidrolise ocorre t&do logo o neurotransmissor tenha cumprido seu papel, ou seja,
ligar-se ao receptor nicotinico da membrana pdés-sinaptica permitindo a abertura

de canais de ions Na+, e a consequente despolarizagdo da membrana, o que ira
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proporcionar um potencial de agao, propagando o impulso (STENESH, 1998).
Este processo evita a propagagao continua do impulso nervoso, que pode
acarretar efeitos comportamentais como hiperatividade, asfixia e morte (ROEX,
2003).

r N 5l
A 11
/- H,0
s je
O
~
+ H,t
O
Acetato

Figura 4. Clivagem das moléculas de acetilcolina (STRYER, 2002)

A Acetilcolina (ACh) é possivelmente a substancia neurotransmissora mais
bem conhecida nas sinapses quimicas. A enzima acetilcolinesterase esta sempre
presente e é responsavel pela hidrolise e portanto, remog¢ao do neurotransmissor.
A medida que diminui a quantidade de neurotransmissor, o potencial pos-sinaptico
diminui (SHIMIDT-NIELSEN, 1996).

A principal fungado da AChE ¢é a hidrolise da acetilcolina (ACh), o mediador
das sinapses colinérgicas no sistema nervoso, prevenindo continuas passagens

de impulsos, o que é vital para um normal funcionamento do sistema sensorial e
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neuromuscular. Na transmissao sinaptica colinérgica € essencial que a ACh seja
degradada rapidamente antes da chegada de um novo impulso elétrico, sendo tal
reacdo mediada pela AChE (STENESH, 1998).

A AChE é sensivel a exposi¢cao a organofosforados e carbamatos, sendo a
dosagem da sua atividade freqlientemente utilizada como biomarcador de efeito
para a verificagao dos efeitos primarios da contaminagdo em diverso organismos,
incluindo peixes, e na avaliagdo da qualidade das aguas.(VIANA, 2005; STIEN ei
al., 1998; SANCHO et al., 2000; LIONETTO et al., 2003).

Nas ultimas décadas tem sido relatada a inibicdo das colinesterases em
varias espécies por outros contaminantes ambientais que nao organofosforados e
carbamatos (GUILHERMINO et al., 2000). Quando a atividade de AChE é inibida
de alguma forma, ha bloqueio na transmissao de impulsos nervosos, paralisando
as fungdes vitais devido a sobreposicdo dos impulsos nervosos, causados pela
permanéncia dos canais de Na+ abertos (STENESH, 1998). Assim sendo, 0 uso
da AChE nos tecidos muscular e nervoso de peixes tem sido bastante utilizado
para avaliar os efeitos da contaminagdo marinha, pois esta enzima tem ampla
disponibilidade e grande quantidade nestes tecidos (STURM, 1999).

Em exposicdes especificamente relacionadas ao metilmercurio, o principal
orgao alvo é o sistema nervoso central em todas as espécies. O primeiro passo na
formacdo do complexo acetilcolina-AChE parece ser o estabelecimento de uma
ligacao eletrostatica entre a carga positiva do nitrogénio quaternario da colina do
acetil e o sitio anidénico da AChE (GALLO & LAWRYK, 1991). Assim, se o sitio
aniénico da enzima for ocupado pelo mercurio, a acetilcolina ndo sera capaz de
ligar-se adequadamente a enzima e esta ndo sera degradada.

O acumulo deste neurotransmissor provoca hiperexitagdo dos neurdnios
pos-sinapticos ou dos 6rgaos dependentes da agéo sobre receptores nicotinicos e
muscarinicos da acetilcolina, principalmente os musculos. Os efeitos tdxicos
envolvem o sistema parassimpatico, simpatico, motor e nervoso central (GRIPPO
& HEATH, 2003).

19



2- OBJETIVOS
2.1) Objetivo geral:

Este estudo tem como objetivo geral, avaliar a eficacia da
acetilcolinesterase como biomarcador bioquimico de contaminagdo por mercurio
em peixes.

2.2) Objetivos Especificos:

A) Determinar a capacidade de biocumulagdo de mercurio no tecido muscular da

traira;

B) Analisar os tecidos da traira quanto a biocumulagdo de mercurio em diferentes

formas (organica e inorganica);

C) Determinar a resposta mediada pela acetilcolinesterase a exposigdo ao

mercurio total;
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3- MATERIAS E METODOS

3.1) Coleta das Espécimes

Espécimes de Hoplias malabaricus foram coletadas entre os meses de
Janeiro a Abril de 2008, em acgudes localizados no municipio de Itaocara, noroeste
do Estado Rio de Janeiro (21°40'44”S e 42° 04’ 53” W). Os acudes séao
localizados dentro de uma fazenda particular que tem a pecuaria como atividade
econdmica sem registros de atividades de agricultura neste local.

A coleta das espécimes foram através de rede de arraste e apds a coleta
foram transportados dentro de um tanque de agua de 20 litros, para o laboratorio
da Universidade Estadual do Norte Fluminense- UENF- onde foram
acondicionados em tanques oxigenados por um periodo de aclimatagdo de 7
(sete) dias. Os animais que apresentavam condigdes saudaveis (escamas

brilhantes e auséncia de fungos) foram utilizados no experimento.
3.2) Design Experimental

Apds o periodo de aclimatagado dos peixes no laboratoério, os peixes foram
anestesiados com eugenol (1%). Os individuos foram divididos em trés grupos
tratados diferentemente obedecendo a forma quimica do mercurio a ser ministrado

(Tabela 1).

Tabela 1. Numero amostral de peixes utilizados no experimento e os diferentes

tratamentos.
Numero amostral
Controle 10
MeHg 12
HgCl, 6
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Para a diluicao dos reagentes de MeHg e HgClI, foi utilizada a solugéo
de PBS (Phosphate Buffer Solution), para os individuos controle apenas a
solugdo de PBS foi administrada. Em seguida, foram submetidos a injegéo
intraperitoneal contendo a més ma concentragdo de mercurio organico (MeHg) ou
mercurio inorganico (HgCl,), que foi de 0,75ug/0,1mL. Essa concentracgéao final foi
utilizada, pois foram realizados testes anteriores a nivel tréfico em que se
observou maior absor¢cdo ao tecido muscular com esse valor. O volume final
injetado nos individuos, em todos os tratamentos, foi de 0,1 mL. Apds o
tratamento, os peixes foram colocados em aquarios individuais permanecendo
nestes até finalizar o tempo de exposicao estipulado em 96 horas. Os maiores
valores encontrados de acumulagao de mercurio foram no tempo de 96h, por isso
a justificativa para a escolha do tempo de exposigao utilizado.
Apds completar 96h de exposigao, os individuos foram anestesiados com o
eugenol (1%) e dissecados para retirada do musculo, tecido utilizado nas analises
quimicas e bioquimicas. As amostras foram congeladas a -20°C para as

posteriores analises.

3.3) Atividade Colinesterasica no musculo

Amostras de musculo axial com aproximadamente 0,05g foram obtidas
através de incisdo proxima a linha lateral, na altura da nadadeira dorsal. As
analises foram realizadas no Departamento de Farmacologia, na UFPR. O
fragmento foi colocado em eppendorf de 2 mL em banho de gelo e, em seguida,
congelados a -20°C até a analise.

Para as analises, as amostras de musculo foram congeladas em banho de
gelo moido e em seguida homogeneizadas em 1 mL de tampéao fosfato 0,1M, pH
7,0, conforme STURM et al. (1999). Os homogeneizados foram transferidos para
eppendorf de 2 mL e centrifugados por 10 min a 4°C e a 10,0 ppm.

Os sobrenadantes foram utilizados para determinagdo da atividade

colinesterasica, segundo o método de ELLMANN et al., (1961), modificado para
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microplaca por SILVA DE ASSIS (1998), cujo principio é o desenvolvimento da
reacao colorida entre o reagente de cor DTNB e tiocolina.

Na microplaca de leitura em espectrofotdmetro foi adicionado 200 pL de
DTNB (5,5"-Ditio-bis-2-nitrobenzoato) a 0,75 mM, 50 pyL de proteina diluida 1:5 e
50 uL de iodeto de acetilticolina a 9 mM sobre cada aliquota.

Todas as absorbéancias consideradas para cada amostra de musculo,
inclusive na quantificagao protéica, serdo as médias de no minimo quatro valores.
Foi usado o espectrofotometro TECAN SUNSHINE para as leituras. A média dos
valores de absorbancia foi utilizada para o calculo da atividade especifica e o
resultado da atividade colinesterasica foi expresso em nmol.min"mg-1 de
proteina.

Para quantificagdo protéica (proteina total) foi utilizado o método de
BRADFORD (1976), adaptado por SILVA DE ASSIS (1998). Aliquotas (10 L) de
amostras diluida (1:5) em tampéao fosfato (0,1M, pH 7,5) foram pipetados em uma
micro placa. Em seguida, foram adicionados 250 uL de reagente de Bradford
diluido (Bio Rad®). A absorbéancia das amostras foi verificada a 650 nm.

Os valores finais da quantificagcdo colorimétrica foram obtidos em
miligramas de proteina por mililitros de amostra, utilizando-se uma curva padrao
pré-estabelecida com diferentes concentragdes conhecidas de soro de albumina
bovina (BSA).

3.4) Analise Quimica

Para determinagcdo da concentracdo de mercurio total, aliquotas de
aproximadamente 1,0 g (peso umido) foram retiradas amostras de musculos, para
serem submetidas a extragao acida, segundo a metodologia descrita por BASTOS
et al., (1998). As analises foram desenvolvidas no laboratério de Ciéncias
Ambientais (LCA).

O procedimento de extracdo quimica de mercurio total em amostras de

peixes descrita por BASTOS et al., (1998) segue o protocolo abaixo. A exatidao da
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metodologia usada foi checada e confirmada através do uso de material certificado
de referéncia — DORM - 1 (tecido muscular de Squalus acanthias) — preparado
pelo “Marine Analytical Chemistry Standarts Programs”, Canada. Maiores detalhes
podem ser obtidos em Ferreira (2004).

O protocolo de extragdo quimica do mercurio seguido nesse estudo foi

descrito por Bastos et al. (1998), segue abaixo:

1) 1,00 g de tecido;

2) 1,0 mL de H,0O, (Perdxido de Hidrogénio) concentrado em banho de

gelo;

3) 3,0 mL de HySO4 : HNO3 (acidos sulfurico e nitrico) (1:1) em etapas

de 1 mL, em banho de gelo;

4) Digestédo em bloco digestor a 60 °C (J4h);

5) 5,0 mL de KMnO,4 (Permanganato de Potassio) 5%;

6) Digestdo em bloco digestor a 60 °C (CJ30 min);

7) Adicao de NH,OH.HCI (cloridrato de hidroxilamina) 12 %;
8) Filtracdo em filtro Whattman ;

9) Afericao para volume final de 20 mL;

10) Determinagcdo em ICP-AES (Varian série Liberty 1I) com acessorio
gerador vapor frio (VGA 77). .
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3.5) Analises Estatisticas

O programa utilizado foi o Graphpad verséo 5.0. A analise de variancia
empregada foi ONE-WAY ANOVA (Repeated measures) com nivel de
significancia de 5% (p< 0,05), com objetivo de verificar possiveis diferengas na
concentragcdo de Hg no tecido muscular entre os diferentes tratamentos
utiizados e para avaliar a significancia da atividade colinesterasica nos

diferentes tratamentos.

Para descrever a dependéncia da variavel concentragao de Hg em relagao

a variavel peso, comprimento e sexo foram realizados a regressao simples.

4) RESULTADOS

4.1- Variaveis Biolégicas

Na tabela 2 sdo descritos os valores das médias dos paréametros biolégicos de
cada tratamento, que abrange peso e comprimento das trairas coletadas. Vale
ressaltar que as variaveis bioldgicas ndo apresentaram diferenga significativa
(p>0,05) entre os tratamentos, nao interferindo nesse caso nos dados, ja que as

médias foram muito préximas.

Tabela 2. Valores da média do peso e comprimento dos diferentes tratamentos

apos 96 h de exposicao.

Peso Comprimento
Controle 132,63 + 63,21 23,68 + 3,57
MeHg 157,81 £ 56,66 23,84 + 3,76
HgCl; 154,56 + 61,70 25,80 + 3,34
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Foram identificados os sexos dos individuos utilizados neste experimento,
porém em 4 individuos a identificagdo n&o foi possivel no grupo controle. Entre os
individuos que foi possivel a identificacdo, houve predominancia de machos em

todos os tratamentos, como mostrado na Figura 5.

Sexo dos Individuos

0 Macho

3 O Fémea

Numero Amostral
N
|

Controle MeHg HgCl2

Tratamentos

Figura 5. Relagdo de machos e fémeas de cada tratamento utilizado

4.2. Analise quimica

Os resultados apresentados na tabela 3 demonstram que depois de 96h de
exposicao as diferentes formas de mercurio, o tecido muscular apresentou a maior
meédia de concentracao de Hg no tecido muscular de individuos tratados com
MeHg, quando comparados com o HgCl, e em individuos controle.

O resultado apresentado na tabela 3, mostra que o tecido muscular, depois
de 96h de exposicdo ao xenobionte, apresentou uma maior tendéncia em

concentrar no musculo a forma organica (MeHg) do mercurio

26



Tabela 3. Média e desvio padrdo das concentragbes de mercurio total nos

musculo de trairas tratadas com MeHg, HgCl; e individuos controle.

Controle MeHg HgCl,
Média 76,48 121,09 103,92
Desvio 17,68 60,59 19,01

Na Figura 6, observa-se diferenca significativa (p<0,05) na concentragéo de

Hg nos musculos de individuos tratados com MeHg em relagdo aos individuos

tratados com HgCl; e individuos controle. Nao foi observada diferenga significativa

(p>0,05) entre o HgCl, e o Controle.

Concentracao de Hg total no musculo
150+
—_—
1004
o
50-
(] T
NV
Ry
Tratamento

Figura 6. Concentracdo média de Hg total em musculo de traira apdés 96h via

injecao intraperitoneal (p=0,005).
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4.3) Atividade Colinesterasica

Os resultados estdo expressos no grafico da Figura 7, onde pode ser
observada uma inibigdo significativa (p< 0,0001) da atividade colinesterasica nos

individuos expostos ao MeHg em relagao ao controle e ao HgCls.

ACHE
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‘Tg) 200- ;
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0- T Cas .:.:.;.:. ---- === T
& > & &
TRATAMENTOS

Figura 7. Atividade colinesterasica (n mol.min1.mg-1) no musculo axial de Hoplias

malabaricus apos exposi¢ao, via injecao intraperitoneal, ao MeHg e HgCls.

Em individuos contaminados por HgCl, ndo houve diferencga significativa

(p > 0,05) da atividade colinesterasica, quando comparado com os individuos

controle .
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5) DISCUSSAO

O aumento da quantidade de contaminantes ecossistema aquatico
necessita do entendimento do efeito biolégico de xenobiontes na biota aquatica. O
reflexo do comprometimento ambiental de um ecossistema aquatico pode ser
evidenciado utilizando peixes como uma espécie potencial de estudo, devido a
seu alto nivel tréfico e a sua grande importancia na dieta alimentar do ser humano.
Estas caracteristicas contribuem para que peixes sejam espécie alvo para
pesquisas de avaliagcao de impactos no ambiente e avaliacdo de risco, em que séo
utiizadas como marcadores biologicos, biomarcadores, que reflita o efeito do
poluente nos organismos (ALBUQUERQUE, 2007 ).

O tecido muscular de peixes representa a principal via de contaminacao
para a populagdo humana. Ele é considerado um bom monitor de exposigdo ao
mercurio, pois através do processo de bioacumulagdo ha um aumento na
concentracao desse metal pesado (AZEVEDO, 2003). No Brasil, muitos autores
tém utilizado o musculo para verificar o nivel de mercurio encontrado nesses
animais, inclusive em Hoplias malabaricus (PFEIFFER et al., 1989; BRABO et al.,
1999). Em estudos realizados por BRABO et al, ( 1999), para verificar a
concentracao de metilmercurio em peixes consumidos pela populagao indigena do
Para, observou—se que a traira € a segunda espécie de peixe mais consumida,
ficando também com o segundo lugar na concentragdo de metilmercurio (0,322
Mg.g-1).

Poucos estudos estdo relacionados com o contaminante HgCl, . Alguns
trabalhos mostraram que o musculo, quando contaminado com a forma
inorganica, apresentou as menores concentragbes de mercurio quando
comparado com os outros tecidos. Isso é explicado ja que o musculo atua como
um sitio de estoque de mercurio, nao expressando uma contaminacao recente.
Isso se confirmou no estudo realizado por ALMEIDA (2006) e também por
VIRGILIO (2007), que fizeram experimentos via injecdo intraperitoneal em traira e
sarapoa, respectivamente, e foram encontradas em mduasculos as menores

concentragcbes quando comparados com figado e branquias. Foi encontrada
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concentragcao total de Hg para o grupo controle 271 pg.Kg'1 e para o0 grupo
contaminado 502 pg.Kg™'. Outro trabalho realizado por MELA (2004) utilizando
trairas demonstrou que houve uma tendéncia de aumento na concentragdo de
metilmercurio nos tecidos analisados, musculo e figado. Porém, trairas né&o
apresentaram valores significativos em relagéao aos individuos do grupo controle. A
justificativa poderia ser o tempo de exposi¢cao e dose, que podem nao ter sido
suficientes. No presente estudo, os resultados da concentracdo de mercurio
demonstraram que ha uma tendéncia de aumento na concentragdo no tecido
analisado (musculo) na forma organica. Os valores encontrados foram para MeHg
121, 09 ug.Kg', para HgCl, 103,92 ug.Kg' e controle 76,48 ug.Kg”,
apresentando valores significativos (p<0,005) em relagdo ao grupo contaminado
por MeHg com o controle e HgCl,, diferentemente encontrado por MELA (2004). A
possivel justificativa seria a via de contaminagdo, no qual nesse trabalho foi
utilizado injecao intraperitoneal e no de MELA ( 2004) tréfica.

Em trabalhos realizados no campo como os de FERREIRA (2004) e
SOUZA (2005), foram encontrados 526 pg.Kg™ e 246,21 ug.Kg™' de concentracéo
de Hg, respectivamente, em musculo de traira na Lagoa do Campelo (ambiente
considerado contaminado) em Campos dos Goytacazes. Os valores de
concentracao de mercurio encontrados nos exemplares contaminados em ambos
os testes podem ser considerados baixos. CASTILHOS et al., (2005) também
realizaram trabalho no campo, coletando amostras de duas espécies de peixes
omnivoras (Geophagus brasiliensis e Oreochromis niloticus), em duas areas
consideradas contaminadas (Rio Guandu e Rio Paraiba do Sul) e compararam a
concentragao total de mercurio no musculo em ng/g. Foram encontrados valores
dos niveis de mercurio total estatisticamente diferentes, tanto para as duas
espécies, quanto para as duas areas estudadas.

Os valores das concentragcdes de mercurio ndo podem ser comparados
para condicdes de campo e laboratorio, pois no campo o tempo de exposi¢cédo ou o0
efeito sinérgico da mistura de contaminantes, podem influenciar a resposta ao

estresse dos organismos.
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Em muitos estudos, parametros como peso relacionado com a
concentragdo de mercurio sao considerados importantes na analise da
contaminagdo de Hg em peixes (CASTILHOS et al., 2001, BRABO et al., 1999;
BARBOSA et al., 2003; DOREA et al., 2003). No presente estudo, as variaveis
bioldgicas, peso, comprimento e sexo, obtiveram médias muito proximas entre os
individuos, refletindo a auséncia de diferenga significativa (p>0,005) entre estas e
as concentragdes de Hg obtidas. A auséncia de correlagdo obtida entre os
parametros comprimento e sexo pode ser devido a uma pequena variagcdo no
peso e comprimento da amostra, uma vez que o presente estudo realizou testes
em laboratérios, em que procurou selecionar animais de tamanhos aproximados,
nao abrangendo, portanto, diferentes classes de tamanho para possibilitar tais
correlagdes.

De acordo com BRABO et al., (2000), que realizaram o trabalho no campo,
foi encontrada uma relacao positiva entre a concentracido de mercurio e peso para
os exemplares utilizados nos testes, porém nao significativa, com um R%= 0,4385.
Da mesma forma que resultados encontrados por FERREIRA (2004), onde
somente a relagdo peso e comprimento foram considerados significativos. Porém,
tanto o trabalho de BRABO et al., (2000) e FERREIRA (2004) foi realizados no
campo, diferentemente do atual trabalho.

O uso de biomarcadores bioquimicos € uma 6tima ferramenta nos estudos
de toxicologia ambiental. Através destes, é possivel detectar os efeitos toxicos de
contaminantes nos niveis basicos de organizacdo biolégica, mesmo que tais
xenobiontes estejam em uma baixa concentragdo no ambiente, devido a grande
sensibilidade destes biomarcadores (STEGEMAN et al. 1992).

Em organismos aquaticos, existe uma relativa diversidade de propriedades
bioquimicas e distribuicdo das colinesterases, bem como na sua sensitividade a
agentes anticolinesterasicos (HABIG et al., 1998; BOCQUENE et al., 1990;
FLAMARION et al., 2002). Em adigdo a estes agentes anticolinesterasicos, o
mercurio tem mostrado ser causa de inibigdo (GILL, et al., 1990; GUILHERMINO
et al., 996; CAJARAVILLE et al., 2000), mas, apesar disso, 0 mecanismo

envolvido na inibicdo colinesterasica por metais pesados € ainda pouco
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conhecido. Em peixes, a enzima acetilcolinesterase, utilizada no atual trabalho, é
mais predominante no cérebro e em tecidos musculares. Esta enzima é
considerada um o6timo biomarcador quando esta exposta a algum tipo de
xenobionte, seja ele organofosforados ou metais pesados, confirmados por varios
trabalhos.

Poucos estudos sobre a atividade de enzimas e as respostas celulares
associadas tém sido realizados em peixes de agua doce brasileiros,
principalmente em relacdo ao efeito do contaminante cloreto de mercurio. Os
resultados obtidos na determinacdo da atividade enzimatica demonstraram que a
inibicdo da atividade colinesterasica em musculos de H. malabaricus foi
ocasionada pela grande susceptibilidade desta espécie ao Metilmercurio. O MeHg
afetou a atividade colinesterasica durante a exposicéo intraperitoneal, diminuindo
a acao catalitica desta enzima na traira. A resposta para esta inibigao € a de que o
mercurio possa ligar-se a grupos especificos desta proteina, alterando seu sitio
ativo (VIARENGO, 1989; SIMKISS et al., 1993). Estudo de ALBUQUERQUE
(2007) mostrou que a enzima é bastante sensivel a exposigéo a inseticidas OFs e
carbamatos, sendo sua atividade inibida com a presenca destes ou de seus
metabdlitos, o que permite que esta enzima seja utilizada como biomarcador de
efeito para a verificagao das sequielas primarias da contaminagao nos organismos
aquaticos e na avaliagao da qualidade das aguas.

Considerando a atividade enzimatica da acetilcolinesterase no atual
trabalho, houve uma diferenga significativa (p<0,005) quando relacionado ao
contaminante MeHg em relacdo ao controle e ao HgCl,. Mesmo comparando
trabalhos que n&o utilizaram injegao intraperitoneal, observa-se que a atividade
enzimatica foi inibida com algum xenobionte. No trabalho de LIAO et al., (2006),
utilizaram medaka (Oryzias latipes), que é um tipo de peixe japonés, e verificaram
que houve inibicdo da acetilcolinestase em todos os tecidos (figado, cérebro,
musculo e branquias) do medaka expostos ao MeHg.

No presente estudo, foi possivel mostrar que ndo houve uma diferenca
significativa do HgCl, e controle. Isso se deve, possivelmente, por ser uma forma

menos toxica quando comparadas com a forma organica, ja que a forma
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inorganica nao é excretada pelos organismos e a forma organica tem capacidade
de acumular-se nas cadeias troficas. O tempo de exposi¢cdo ou ainda o numero
amostral de peixes utilizados para o experimento com HgCl, foi pequeno, sendo
também possiveis justificativas para ndo haver diferenca significativa. Em estudos
realizados por LINDE et al., (2008) foram coletadas amostras de peixes invasivos
(Oreochromis niloticus), no rio Paraiba do Sul, em diferentes pontos (Barra Mansa,
Guandu, Paty do Alferes, Guapimirim). Esse rio sofre altos impactos de atividades
agricolas, despejos domésticos e industriais. As amostras de musculos dos peixes
coletados foram utilizadas para a atividade da acetilcolinesterase, sendo que no
ponto em Barra Mansa, a atividade da enzima foi menor, confirmando sua inibigao
e no ponto em Guandu, a atividade da enzima foi maior.

Baseados nos testes realizados nesse experimento pode-se observar que
estudos in vitro em laboratérios, utilizando injegao intraperitoneal, apesar de nao
possuirem carater realistico sdo importantes para testes toxicoldgicos pois
permitem o entendimento do comportamento enzimatico na presenca de um
contaminante, que neste caso € o mercurio. Os resultados encontrados sao
importantes para futuros trabalhos que utilizardo biomarcadores para avaliar um
ambiente que sofre com a presenca dos contaminantes, o que complementara os

dados obtidos nas analises quimicas.
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6 -CONCLUSAO

O biomarcador bioquimico utilizado respondeu positivamente para a forma
organica, ja que mesmo em pouco tempo de exposigédo foi possivel observar a
atividade da enzima acetilcolinesterase sendo inibida.

As medidas das concentragdes de Hg organico e inorganico no musculo,
confirmaram uma maior tendéncia do MeHg em acumular no tecido muscular,
apresentando as maiores concentragdes de Hg quando comparados com a forma
inorganica, que no mesmo tempo de exposicdo apresentou concentragdes
menores.

Através da realizacdo destes testes em laboratério, mesmo sendo via
injecao intraperitoneal, forma de carater ndo realistica, foi possivel conhecer como
as diferentes formas do mercurio (organica e inorganica) agem no tecido
muscular, apresentando capacidades diferentes de acumularem no musculo.

As medidas da atividade colinesterasica em musculo axial de trairas
expostas ao metilmercurio no tempo de 96h confirmaram a neurotoxicidade deste
metal em peixes; ja que os valores apresentados com relagdo a inibicdo da
atividade colinesterasica foram maiores, quando comparados com o HgCl, e ao
controle, o que permitiu avaliar os efeitos da contaminagao por metais e agentes

anticolinesterasicos.
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