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RESUMO

O ambiente aquatico esta exposto a processos de poluicdo causados
pela variedade e quantidade de metais que ingressam nele. Entre estes metais
destaca-se o Hg (mercurio) que é classificado como elemento ultra-traco, ou
seja, presentes no ambiente em quantidades infimas, desta forma suas
funcdes biologicas no corpo do animal, assim como seus mecanismos
regulatérios ndo sdo bem entendidos. As fontes antropogénicas de mercurio
incluem industrias de cloro-alcali, garimpagem de ouro, equipamentos elétricos,
tintas, fungicidas e produtos utilizados por dentistas. O mercurio possui uma
variedade de estados fisicos e quimicos (elemental/inorganico/organico). Com
propriedades toxicas intrinsecas a cada um destes. Para a melhor
compreenssdo dos efeitos do mercurio no estudo de Monitoramento Bioldgico,
que estad baseado na determinacdo do metal ou do seu metabdlito no meio
bioldgico, torna-se essencial o conhecimento de como a substancia é absorvida
pelas diferentes vias; posteriormente, de como é distribuida para os diferentes
compartimentos do organismo e, finalmente, de como é eliminada. Além de ser
necessario saber também se a substéncia se acumula ou ndo no organismo.
Para isso, foram realizados ensaios agudos laboratoriais através da injecéo
intraperitonial de cloreto de mercurio (forma inorganica) e metilmercurio (forma
organica) em peixes carnivoro da espécie Hoplias malabaricus conhecido
comumente por traira. Aléem do conhecimento toxicocinético, foram avaliadas
as respostas bioquimicas, histolégicas e hematologicas dos peixes tratados
com a forma organica e inorganica de mercurio. A ordem de acumulacéo do Hg
nos diferentes tecidos analisados variou com a forma quimica do mercurio ao
qual o animal foi submetido. Inibicdo enzimatica da SOD foi observada em
peixes tratados com ambas as formas quimicas do mercurio, porém a GR foi
inibida apenas em peixes tratados com cloreto de mercurio. As respostas
histopatoldgicas renais e hepaticas permitiram diferenciar os animais
contaminados por mercurio organico e inorganico dos animais controle. A
incidéncia de necroses e centros de melanomacréfagos, principalmente nos
rins, de peixes contaminados por mercurio (organico e inorganico) aponta para
o comprometimento deste tecido. Reduc¢des significativas (PCV, apds 72 horas,
de Hg, apos 48 horas, de WBC, apos 48 e 72 horas e dos linfocitos, apos 24 e
72 horas) em alguns pardmetros sanguineos nos individuos tratados com
MeHg foram observadas. Em individuos tratados com HgCl, apenas o WBC,
apos 72 horas, variaram significativamente. Estes resultados reforcam a
bibliografia que determina a forma quimica deste metal como a responsavel
pelos diferentes efeitos toxicos observados.
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ABSTRACT

The aquatic environment is exposed to cases of pollution caused by variety and
quantity of metals that enter it. Among these metals the mercury (Hg) is
classified as ultra-trace element, or in the environment in minimal quantities, so
their biological functions in the animals, as well as their regulatory mechanisms
are not well understood. The anthropogenic sources of mercury include chlor-
alkali industries, gold mining of gold, electrical equipment, paints, fungicides
and dentists. Mercury has a range of physical and chemical (elemental /
inorganic / organic). With toxics properties intrinsics to each of these. The best
understanding the effects of mercury in the study of Biological Monitoring, which
is based on the determination of the chemical or its metabolite in biological
environment, is essential the knowledge the path of absorption by different
rotes, subsequent, as distributed in different compartments of the organism, as
biotransformed and, finally, as eliminated. Moreover, it is necessary to know the
substance accumulates in organism or not. For this reason, acute laboratory
tests were performed by intraperitoneal injection of mercury chloride (HgCl,)
and methylmercury (MeHg) in the carnivorous fish Hoplias malabaricus “Traira”.
In addition to toxicokinetcs knowledge, the responses were evaluated
biochemical, histological and hematological fish treated with the organic and
inorganic form of mercury. It was observed that the different chemical forms of
mercury measured in this study showed pattern of accumulation and distribution
among different tissues of fish examined. Inhibition of the enzyme SOD
(superoxide dismutase) was observed in fish treated with both chemical forms
of mercury, but the GR (glutathion redutase) was inhibited only in fish treated
with mercury chloride. Responses histopathological kidney and liver have
clearly differentiated animals contaminated by organic and inorganic mercury in
control animals. The incidence of necrosis and melano-macrophages centers,
mainly in the kidneys of fish contaminated with mercury (organic or inorganic)
points to the involvement of this tissue. Significant reduction (haematocrit after
72 hours of Hg after 48 hours of white cells after 48 and 72 hours and
lymphocytes, after 24 and 72 hours) in some blood parameters in individuals
treated with MeHg was observed. In subjects treated with HgCl, only the white
cells, after 72 hours, varied significantly. These results reinforce the literature to
determine the chemical form of metal as responsible for various toxic effects
observed.
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1.0 CONSIDERACOES GERAIS

O crescimento populacional verificado nas ultimas décadas, acoplado ao
avanco tecnoldégico e ao aumento na geracdo de produtos industriais, inclusive a
manufatura de produtos quimicos como fertilizantes, inseticidas e herbicidas, tem
levado a economia global a uma expansdo de contaminantes organicos e
inorganicos no ecossistema aquatico. Tal fato vem contribuindo para a reducédo da
gualidade dos compartimentos ambientais, bem como para o comprometimento da
saude dos seres vivos que habitam esses ecossistemas (Cajaraville et al., 2000).

A Sociedade de Quimica demonstrou que ha cerca de 10 milhdes de metaiss
mencionadas na literatura cientifica. Estima-se que cerca de 70 mil sdo de uso
cotidiano, sendo que de 1000 a 2 000 novas substancias sdo adicionadas a essa
lista anualmente. Tendo em vista as dificuldades de estudos, apenas duas mil
dessas substancias tém seus efeitos toxicos conhecidos, o que aumenta a
dificuldade de resolucdes de problemas em casos de acidentes ambientais (Mozeto
& Zagatto, 2006).

No ecossistema aquatico o nivel de contaminacdo dos organismos Vvivos,
independentemente do seu nivel de complexidade biologica, sua posicdo nas
cadeias alimentares, estreitamente dependerd da biodisponibilidade do
contaminante presente no biétopo (Cairns Jr, & Van Der Schalie, 1990).

A biodisponibilidade e toxicidade do metal é fortemente ligada aos efeitos
diretos e indiretos dos fatores bidticos e abidticos que determinam a reacdo de
especiacdo quimica (complexacdo com diferentes ligantes inorganicos e organicos
dissolvidos e em fases de particulas) e o regime de exposi¢cdo (Boening et al., 2000).

Acessibilidade as barreiras bioldgicas, que separam 0s organismos de seu
meio envolvente, membranas celulares epiteliais e estruturas biolégicas como,
branquias, pele e tegumento, controlam a entrada e os processos de absorcédo que

dependem diretamente da biodisponibilidade do contaminante.

1.2 Mercurio

O mercurio é considerado um poluente de alto risco, sendo regulado pela
USEPA (United States Environmental Protection Agency). No Brasil, a Portaria 685,

de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), fixa os “niveis
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maximos de contaminates quimicos em alimentos”, registrando para o mercurio 0s
valores de 0,5 mg/kg (0,5 ppm) para peixes e produtos da pesca (exceto
predadores) e 1,0 mg/kg (1 ppm) para peixes predadores
(www.anvisa.gov.br/legis/portarias/685_98.htm).

O conhecimento da concentracdo, transporte e interagdo do mercurio no
ambiente € necessario para predizer o impacto potencial sobre os seres humanos,
bem como avaliar a qualidade de vida. Além disto, este metal tem sido detectado em
regibes que ndo apresentam fonte antropica de contaminacdo (Bisinoti & Jardim,
2004).

O mercurio encontra-se amplamente distribuido nos diversos compartimentos
na natureza, porém em baixas concentracBes. A conversdo entre as diferentes
formas € a base da distribuicAo do mercurio em ciclos locais e globais e de seu
enriquecimento biologico. Sejam quais forem os processos que regulam estes ciclos,
0 mercurio aportado pode apresentar-se como inorganico e/ou organico. Na forma
inorganica pode ser encontrado sob trés diferentes estados de oxidacdo: o Hg
elementar (Hg®), principalmente na forma de géas, o ion mercuroso (Hg?",), forma
pouco estavel em sistemas naturais, e o fon mercurico (Hg?"). Na forma organica, o
ion mercurico apresenta-se ligado covalentemente a um radical organico, sendo o
metilmercirico (CHsHg") e o dimetiimercirico ((CHs),Hg) os mais comuns
(Jardim,1988). O metilmercurio é a forma toéxica mais relevante das espécies de Hg;
nao esta presente em emissdes atmosféricas e sé pode ser produzido por atividade
bacteriana através do Hg®" (Kutter, 2006). Nota-se também que formas de mercdrio,
organicas e inorganicas, podem ter diferentes padrdes de acumulacdo nos 6rgaos
internos dos peixes (Leaner & Mason, 2001)

No meio ambiente, a exposicdo dos organismos ao mercurio ndo se da
apenas atraves da agua, mas também pode resultar da transferéncia materna e da
cadeia alimentar (Phillips et al., 1980; Driscoll et al., 1994). Além disso, sempre que
um organismo contaminado ocupa um nivel inferior em uma cadeia trofica, seu
predador absorverda aquele mercurio organico, mas revelard concentracoes
comparativamente aumentadas (biomagnificacdo) (Cabana et al., 1994).

O mercdario inorganico, ao sofrer o processo de alquilacdo (formacdo do metil
ou do dimetilmercurio, por processos biolégicos ou quimicos) ganha
lipossolubilidade, condicdo indispensavel para o facil transporte através de

membranas celulares, e, assim, pode se depositar nos tecidos de um organismo
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(processo conhecido como bioacumulacdo). As espécies inorganicas do metal
(excluindo-se o mercurio elementar) e o metilmercurio tém capacidade de reagir com
ligantes intracelulares, o que pode explicar o alto grau de acumulagdo desses
compostos (WHO, 1989). Mais de 90% do mercurio retido em peixes esta sob a
forma de metilmercurio, o que gera altos valores de FBC (Fator de bioconcentragao)
(Azevedo, 2003).

Estudos que investigam a contaminagao por Hg nos diferentes sistemas da
biosfera sdo de grande interesse, existindo um amplo nimero de trabalhos que
abordam esse tema. Tem-se conhecimento da contaminacdo por Hg em solos
(Mailman & Bodaly, 2005; Jesus et al., 2007), na agua (Altindag & Yigit, 2005; Primo
et al., 2004; Campbell et al., 2003) nos componentes atmosféricos (Munthe et al.,
2003; Pirrone et al., 2001; Fang et al., 2004), em diversos organismos como
vegetais: macroalgas (Coelho et al., 2005); e animais, como passaros (Saeki et al.,
2000), peixes (Dusek et al., 2005; Storelli et al., 2005; Mol et al., 2001), crustaceos
(Hui et al., 2005; Burger et al.,, 2002) e mamiferos, incluindo a espécie humana
(Legrand et al., 2005; Agusa et al., 2005; Gongalves & Gongalves, 2004)

Para a melhor compreensdo dos efeitos do mercario no estudo de
monitoramento biolégico, que esta baseado na determinacdo da metal ou do seu
metabdlito no meio bioldgico, torna-se essencial o conhecimento de como a metal é
absorvida pelas diferentes vias; de como é distribuida para os diferentes tecidos do
organismo; de como & metabolizada; e, finalmente, de como é eliminada. Além de
ser necessario saber também se a substancia se acumula ou ndo no organismo
(Lauwerys & Bernard 1986; Rudiger, 1999).

1.3 Peixes como bioindicadores

De um modo geral, a ictiofauna constitui um grupo muito sensivel as
modificacbes do ambiente em que vivem, por serem fisiologicamente mais
complexos se comparados com a maioria dos outros organismos aquaticos. Esta
caracteristica os credencia como excelentes indicadores da disponibilidade do Hg
presente no meio ambiente, em comparacdo com outros organismos como algas,
moluscos e crustaceos. (Ferreira, 2004).

Por vérias razdes, as espécies de peixes tém atraido consideravel interesse
em estudos biolégicos e avaliacdo das respostas bioquimicas aos contaminantes

ambientais (Powers, 1989). Para a avaliacdo da qualidade dos ecossistemas
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aquaticos, alguns critérios séo validos para inumeras espécies de peixes. Peixes
podem ser encontrados praticamente em todo 0 ecossistema aquatico e
desempenham um importante papel ecolégico na cadeia alimentar aquatica, devido
a sua funcdo como um transportador de energia a partir de niveis tréficos mais
baixos para os mais elevados (Beyer, 1996).

O uso de organismos aquaticos como indicadores de dose de Hg a qual esta
sendo exposta uma dada populacdo humana vem sendo utilizado em vérias partes
do mundo. No nordeste do Brasil, (Lacerda et al., 2000; Vaisman, et al. 2005; Costa,
2007), em rios da Amazonia (Bastos et al., 2005), na Baia de Sepetiba, SE do Brasil
(Marins et al, 1998), no Sul (Niencheski et al, 2001) e no Litoral do Maranh&o
(Carvalho et al, 2000).

Ao ingerir alimentos contaminados com mercurio, pode-se ter problemas de
ordem neuroldgica, pois 0 composto MeHg apresenta uma afinidade ao sistema
nervoso central e suas estruturas mais evoluidas, tal como o cortex cerebral,
causando problemas como disturbios visuais, ataxia, perda de audi¢éo, deterioracéo
mental, tremor muscular, hipertensdo, distirbios metabdlicos e em casos de
exposicao grave, paralisia e morte. O composto ao ser ingerido por mulheres
gravidas pode ocasionar problemas no feto, pois o MeHg tem a propriedade de
ultrapassar a barreira da placenta e a hematoencefalica, ocasionando desta forma
0s mesmos efeitos antes mencionados no feto (WHO, 1991; UNEP, 2002). Os
peixes coletados em mercados e centros de comercializacdo, também tém sido
usados como forma direta de estimativa do grau de exposicdo da populacéo
consumidora (Morales-Aizpurda et al., 1999; Maurice-Bourgoin et al., 2000; Burger &
Gochfeld, 2006).

A compreensédo dos efeitos toxicos da absorcédo, comportamento e respostas
no peixe, por conseguinte, pode ter uma alta relevancia ecoldgica. Os critérios para
utilizacdo de um biomarcador no monitoramento ambiental sdo perfeitamente
aceitaveis para os peixes (Stegeman et al., 1992). Entre diferentes espécies de
peixes, no entanto, uma variacdo consideravel nas funcdes fisiologicas basicas e a
capacidade de resposta aos biomarcadores ambientais no sentido de determinar a
poluicdo, podem tornar-se evidente.

Os peixes representam a principal via de exposicao dos seres humanos ao
MeHg (WHO, 1991). A maior parte dos casos de intoxicacdo por mercurio relatados

em alguns estudos (Paradis et al., 1997; Boischio & Henshel, 2000 e Santos et al.,
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2002) séo resultantes de peixes para o consumo, sdo devido ao metilmercurio,
porque apds a entrada do mercurio no sistema aquatico, este pode facilmente ser
metilado por processo bioldgicos ja explicado anteriormente. Acidentes como o Mal
de Minamata, ocorrido em 1956, foi devido ao consumo de peixes, moluscos e
camarbes da Baia de Minamata (Japdo) que estava contaminada por mercurio
provenientes de uma industria de cloro-alcali (Allen,1994).

Em estudos que avaliam a presenca de Hg em diversos tipos de peixes, em
ambiente contaminado, observou-se que o metal se concentrava mais intensamente
na medida em que as espécies ocupavam posi¢cdes superiores na cadeia tréfica: os
peixes herbivoros apresentavam 6,64 mg.Kg™; os peixes que se alimentavam de
invertebrados, 12,4 mg kg™; os onivoros, 26,6 mg kg, e os piscivoros, 40,2 mg kg™
(WHO, 1989; Boening, 2000).

A espécie utilizada nesse estudo, Hoplias malabaricus (Block, 1794),
conhecida comumente como traira (Figura 1), pertencente a Familia Erythrinidae, &
um peixe de agua doce com ampla distribuicdo no Sul da América. Ela é
considerada um bom modelo para estudo de contaminantes por via tréfica, devido ao
seu comportamento, facil adaptacdo a condigcdes experimentais, e a sua posi¢cao na
cadeia alimentar (Costa et al., 2007).

Durante a fase larval é planctéfago; os alevinos, cujo comprimento varia de 50
mm até 100 mm, sdo principalmente insetivoros e muito vorazes, suportando
menores periodos de jejum. Na fase juvenil, quando atingem em torno dos 140 mm
de comprimento total, sdo também ictiofagos, sendo que até este comprimento
ingerem graos de areia e pedras, sugerindo que se alimentam a custa de
organismos bentdnicos. Na fase adulta, a partir de 200 mm de comprimento padréo,
H. malabaricus € um peixe predominantemente ictiéfago (Paiva, 1974, Bistoni et al.,
1995, Gomes, 2007).

E um peixe sedentario, e em decorréncia desses habitos sedentarios, sua
freqliéncia alimentar é bastante variavel, podendo apresentar grande resisténcia aos
periodos de jejum, independentemente de estarem em fase reprodutiva (ao contrario
da maioria dos peixes). Desenvolve seu ciclo de vida inteiro dentro de uma area
geografica relativamente pequena, com uma resisténcia privilegiada é capaz de
afrontar variacdes climaticas e resistir a ambientes pouco oxigenados (Fernandes et
al., 1993), além de apresentarem grande periodo (x240 dias) com privacdo de
alimento (Rios et al., 2005).
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Figura 1. Hoplias malabaricus (Block, 1794), espécie utilizada no presente estudo

(www.pescabrasil.com.br/especies/traira.gif).

A espécies tem como caracteristicas corpo cilindrico, denticdo bem
desenvolvida, e habito alimentar carnivoro, sendo considerada topo de cadeia. Dai a
sua importancia em estudos de contaminacdo ambiental, pois através do processo
de biomagnificacdo hd um acumulo de mercuario em seus tecidos. Esta espécie ja é
utilizada em outros ensaios laboratoriais com eficiéncia (Mela et al., 2007, Rabitto et
al., 2004; Tanann et al., 2006).

1.4 Distribuicdo e acumulacdo de Hg no organismo

A distribuicdo de Hg nos 6rgaos dos peixes resulta da acéo e interacao entre
trés fatores ecotoxicoldgicos: (i) condicdo de exposicdo, a importancia da rota de
entrada (dgua/ingestao da presa) e formas quimicas do metal (mercurio inorganico,
Hg(ll)/MeHg); (ii) caracteristicas fisico-quimicas de biotopos (dgua e compartimento
do sedimento), que afetam a especiacdo quimica do mercurio, bioacumulacdo e
também funcbes fisiologicas e bioquimicas do organismo; (iii) propriedades
estruturais e funcionais dos 6rgdos dos peixes, que a depender das suas barreiras
biologicas 0 mecanismo de excrecao/depuracéo do peixe sera afetado (Régine et al.,
2006).

A parede intestinal do peixe é uma barreira eficaz a absorcéo de cloreto de
mercurio, mercurio inorganico, porém é facilmente permeavel ao MeHg, forma
organica, que € acumulada principalmente no tecido muscular. Esta acumul¢édo pode
chegar a cerca de 50% da dose ingerida (WHO, 1989). A barreira cerebral, em

peixes, € mais resistente para metilmercurio (Wobeser 1975a; Wester & Canton
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1992), que pode ser atribuido a capacidade regenerativa do tecido neural de peixes
teleosteos ao contrario dos mamiferos (Zupanc & Ott, 1999).

O Hg® mercario metalico é soltvel em lipidios, o que lhe permite atravessar
membranas celulares. Uma vez dentro da célula, o mercario metalico pode ser
oxidado a mercurio inorganico. A sua absor¢cédo no intestino € minima assim como a
absorcdo por via cutanea, pois formam grandes moléculas que dificultam sua
absorcédo por este 6rgdo (Hammond & Beliles, 1980). O vapor de mercurio se oxida
rapidamente a Hg** nos eritrocitos e depois se difundi pelos tecidos (com maior
afinidade pelo cérebro), por acdo da catalase que decompbe o peroxido de
hidrogénio (via priméaria da oxidacdo do vapor de mercurio nos eritrocitos e demais
tecidos), porém pode permanecer como Hg® no sangue durante um tempo curto mas
suficiente para atravessar a barreira hematoencefalica. A passagem através das
membranas celulares € facilitada por sua maior lipossolubilidade e pela auséncia de
cargas elétricas (Espanol, 2001).

No caso do Hg®*, a exposicdo pode ocorrer por oxidacdo do Hg°,
desmetilacdo do MeHg ou diretamente ao HgCl,. Uma vez no sangue, o mercurio
inorganico tem distribuicdo igual entre células e plasma. No plasma ele se une a
albumina. Esta forma quimica de mercurio € menos difundida pelas membranas
celulares que o mercurio metalico e tende a ter uma afinidade por camadas
epiteliais, incluindo as branquias e rim (Ribeiro et al., 2000) e baixa afinidade pelo
cérebro (Friberg, 1956; Lorenzon et al., 1984). Sua presenca em 6rgaos especificos
dos organismos induz a sintese de proteinas chamadas de metalotioneinas, que
formam complexos com o H*, dificultando sua agéo tdxica (Espénol, 2001).

Os compostos organicos, como o MeHg (metilmercurio) sdo altamente
soluveis em lipidios, possibilitando alta difusédo deste metal através das membranas
celulares. Cerca de 90% desta forma organica de mercurio € transportado pelas
células vermelhas do sangue. Uma vez dentro da célula, o MeHg € lentamente
metabolizado em Hg®* (Espanol, 2001). E amplamente distribuido em concentracdes
elevadas sendo relatados em branquias, figado, rim, baco, sangue e cérebro (McKim
et al., 1976).

O Hg, uma vez absorvido pelo peixe, é transportado pelo sangue até um
tecido de acumulacdo, como o figado, onde também ocorre acumulagdo ou

transformacao (Penteado & Vaz, 2001). Se ocorrer transformacéo pelo figado, pode
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ser excretado pela bile, ou pode voltar para o sangue para possivel excrecado pelos

rins ou, por fim, armazenado no tecido adiposo.

1.5 Biomarcadores

Os biomarcadores sdo comumente usados como indicadores bioquimicos,
fisiologicos, e histolégicos de exposicdo a xenobidticos ou de efeitos de
contaminantes quimicos (Huggett et al., 1992). Leonzio & Fossi (1993) ampliaram a
definicdo (e, consequentemente, o uso de biomarcadores) proposta pela National
Academy of Sciences, definindo o que propuseram chamar de biomarcadores
ecotoxicolégicos, como Vvariagcbes bioquimicas, celulares, fisiologicas e/ou
comportamentais que possam ser medidas em amostras de tecidos ou fluidos
organicos, em organismos ou populagdes, que possam evidenciar exposicao ou
efeitos de um ou mais poluentes quimicos ou radiacbes. Mais recentemente,
Decaprio (1997) definiu biomarcador como um indicador biolégico que evidencia
efeito resultante de exposicdo a um estressor, que pode ser interpretado como,
evento adaptativo ndo patogénico ou com séria alteracdo de um evento funcional,
dependendo da toxicocinética e do mecanismo de acdo do estressor.

Existem biomarcadores moleculares, celulares e ao nivel do animal. As duas
caracteristicas mais importantes dos biomarcadores sdo: a) permitem identificar as
interagbes que ocorrem entre 0s contaminantes e 0S organismos Vivos; b)
possibilitam a mensuracdo de efeitos sub-letais. Esta Ultima caracteristica permite
por em pratica acdo remediadora ou, melhor ainda, acdes preventivas. Dai a
importancia e o interesse atual de incorporagdo da analise de biomarcadores em
programas de avaliacdo da contaminacdo ambiental.

O mercurio e seus compostos sdo ativos quimicamente e, dependendo da
concentracdo atingida no tecido animal, pode desnaturar proteinas e inativar
enzimas e alterar a atividade celular tanto pela indugéo de genes especificos como
pela transmissdo ou influéncia de sinais de controle da expressdo génica
(Koropatnick & Zalups, 1997). Podem, ainda, modificar as membranas celulares com
prejuizo de suas funcdes, causando a morte celular e a destruicdo de qualquer
tecido com o qual entrem em contato.

Assim, a determinacdo de parametros biologicos selecionados, como

histologia, bioquimica e fisiologia, que sdo conhecidos por variar em resposta aos
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efeitos toxicos dos compostos mercuriais, Vvém sendo constantemente
recomendadas para avaliar o estado de saude ambiental de ecossistemas aquaticos.

A bioguimica toxicoldgica tem por objetivo a compreensdo dos mecanismos
envolvidos no estabelecimento do dano, com ou sem, morte celular, induzido por
xenobidticos. Quando as células sdo expostas a um estimulo nocivo e sua
capacidade de se adaptar ao mesmo tempo € ultrapassada, estabelece-se uma
condicao fisiologicamente alterada. A depender da severidade e da duracdo do
estimulo as células danificadas podem progredir até um estagio chamado de “ponto
de néo retorno” (Marzella & Trump, 1991).

Alguns desses processos envolvem o estresse oxidativo celular,
consequéncia da vida oxidativa, que ocorre quando a producdo de moléculas pro-
oxidantes (ERO) é maior que a velocidade de neutralizacdo (Sies, 1991). ERO, ou
melhor, radical livre pode ser definido como qualquer atomo ou molécula que possua
elétrons desemparelhados no seu orbital mais externo (Freeman & Crapo, 1982)
como anion superoéxido (Oy), peréxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH"),
podendo ser formado in vivo durante o metabolismo celular e, também, quando o
organismo € exposto a uma série de estimulos como, radiacdo ionizante e
biotransformacao de xenobidticos (Comporti, 1989).

Para proteger as células da toxicidade gerada por radicais livres, o organismo
possui um sistema antioxidante. As formas de defesa antioxidantes contra esses
radicais incluem as formas enzimaticas e ndo-enzimaticas. As formas de defesa
enzimaticas sao: catalase (CAT), glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase
dependente de selénio (Se-GPx), glutationa peroxidase selénio independente (GPx),
superéxido dismutase (SOD), glutationa S-transferase (GST) e a glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) (Hermes-Lima et al., 1998; Zaccaron da Silva et al., 2005).
As formas ndo enzimaticas de defesa antioxidante incluem: glutationa reduzida
(GSH), acido ascorbico, acido urico, vitaminas C, E, B — caroteno, polifendis e
bilirrubinas (Zanette et al., 2006).

Outros biomarcadores podem ser ainda destacados, pois permitem a
obtencdo de uma resposta global desses animais aos efeitos da contaminacao.
Entre eles estdo os parametros hematolégicos, neuromusculares, genotdxicos,
reprodutivos, enddcrinos, fisiohistopatoldgicos e morfologicos. Fatores de resisténcia
ao estresse ambiental e a uma variedade de condi¢cdes desfavoraveis como baixas

temperaturas, condicfes oxidativas, anoxia e condicdes desfavoraveis de salinidade,
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bem como resisténcia a altos niveis de poluentes como metais pesados, podem ser
verificados em diversas espécies de peixes. Esta resisténcia é conferida por um
grupo de proteinas que sado induzidas nas condigbes citadas anteriormente
(Stegeman et al., 1992; Peakall & Walker, 1994).

Os parametros hematolégicos  séo considerados indicadores
fisiohistopatoldégicos do corpo inteiro e consequentemente é um importante
diagndstico do status estrutural e funcional do peixe exposto a substancia téxica
(Adhikari et al., 2004).

A auséncia de estudos sobre a caracterizacdo de células sanguineas e outros
valores hematologicos em diferentes espécies de peixes, provavelmente seja a
maior barreira para se usar esta ferramenta na investigacdo do efeito de
contaminantes em peixes (Mela, 2004), assim como a escassez de métodos
padronizados, diferencas entre sexo e idade, qualidade da agua e métodos de
captura, podem ser variaveis que dificultam a interpretacdo dos dados. Por esta
razdo, é dificil comparar resultados com diferentes espécies e diferentes estudos
(Klinger et al., 1996).

O conhecimento dos constituintes sanguineos é de fundamental importancia
na condicdo fisiologica e fisiopatologica dos animais, devido as variagcbes nos
parametros sanguineos provenientes da inducdo por poluentes ou outros fatores
ambientais (Ishikawa, et al., 2007; Ranzani-Paiva, et al., 1997). Parametros
sanguineos como: hematocrito, hemoglobina, volume corpuscular, concentracdo de
hemoglobina corpuscular podem em situacfes especificas ser usado como
biomarcadores dos efeitos do toxico em peixes (Van der Oost et al., 2003).

Alterac6es hematoldgicas em peixes tratados com mercurio foram observadas
nas seguintes espécies: Oreachromis niloticus (Linnaeus, 1758) (Ishikawa et al.,

2007), Hoplias malabaricus (Oliveira Ribeiro et al., 2006), Tilapia mossambica
(Peters, 1852) (Menezes & Quasim, 1984), Channa punctatus (Bloch, 1793) (Sastry
& Sharma, 1980), Cyenopharyngodon idella (Valenciennes, 1844) (Shakoori et al.,
1994), Oreochromis aureus (Steindachner, 1864) (Allen, 1994). Desta forma, as

mudancas hematologicas dos peixes podem ser considerados indicadores da
contaminac¢do de mercurio no sistema aquatico.

O exame histopatolégico é reconhecido cada vez mais como uma ferramenta
valiosa para a avaliacdo do campo do impacto de poluentes ambientais em peixes

(Heath, 1995; Teh et al., 1997). LesBes especificas que ocorrem nos 6rgaos de
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peixes expostos as substancias toxicas sob condicbes de laboratério ajudam a
identificar biomarcadores de exposicao.

Muitos autores estudaram os efeitos histopatolégicos do mercuario nos peixes
expostos ao mercurio inorganico e metil mercurio na 4gua em tecidos como figado,
rins, em branquias e no epitélio olfatorio (Filenko et al.,1989; Skak & Baatrup, 1993;
Handy & Penrice, 1993; Allen, 1994; Banerjee & Bhattacharya, 1994; Oliveira Ribeiro
et al., 1995, 1996; Oliveira Ribeiro & Torres, 1995; Jagoe et al., 1996a; Samson &
Shenker, 2000).

A exposicdo aos metais pode consequentemente causar as mudancas
histolégicas no figado. De acordo com Hinton & Laurén (1990), o figado € um 6rgéo
detoxificador essencial para o0 metabolismo e a excre¢do de substancias toxicas
dentro do corpo. Bruslé et al., (1996), afirmam que estudos com histologia de figado
de peixes poderiam servir como um modelo para estudar as interacdes entre fatores
ambientais e estruturas hepaticas e suas funcgdes. O efeito prejudicial da poluicdo do
metal pesado na histologia do figado de peixes pode, entretanto, depender da
duracdo da exposicdo (crbnica ou aguda) e nivel de concentracdo do metal

especifico.

1.6 Ensaios Laboratoriais

Os experimentos laboratoriais e os estudos de campo séo utilizados como
ferramenta na avaliacdo da acao tdxica de contaminantes. Esta avaliagcdo € tambéem
chamada de biomonitoramento. Os experimentos laboratoriais séo utilizados para a
obtencdo de dados e padronizagcdo de metodologias e permitem prever e/ou avaliar
efeitos de um contaminante quimico, em determinada concentracdo ou dosagem,
em determinada espécie. Em contrapartida, estudos no campo possibilitam o
acompanhamento dos efeitos obtidos diretamente do local que esta sendo
analisado. Entretanto, apesar de serem gerados dados complementares, é
importante esclarecer que estes dados obtidos em condigbes experimentais n&o
podem ser intimamente relacionados com o ambiente natural.

Os ensaios laboratoriais cooperam no fornecimento de uma base de dados
gue venha a ajudar a entender os fatores que estdo interferindo na saude dos
organismos e/ou alterando as condi¢cdes do proprio ambiente, permitindo o estudo

dos efeitos toxicos de determinados contamiantes quimicos de forma isolada ou
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associados, minimizando a influéncia de diferentes variaveis ambientais. Dessa
forma, tanto estudos de campo como as utilizagcdes de bioensaios contribuem com
importantes informagbes para 0s estudos em toxicologia ambiental, sendo
ferramentas interessantes nos diagnosticos de areas impactadas.

Em ensaios de laboratorio, os métodos de exposicdo de peixes ao mercurio
sédo geralmente por via hidrica (quando o mercurio se encontra dissolvidos na agua)
(Walczak et al., 1986; Nepomuceno et al.,, 1997; Rouleau et al., 1999; Oliveira
Ribeiro et al., 2002; Liao et al., 2005; Mela et al., 2007), através de injecéo
intraperitoneal (Schultz et al., 1996, 1997; Perottoni et al., 2004; Santos et al., 2007)
com o mercurio que esta tendo sua toxicidade avaliada ou por via tréfica (Skak &
Baatrup, 1993; Boudou & Ribeyre, 1985; Oliveira Ribeiro et al., 1999, 2006; Drevinick
et al., 2006) nos quais os animais pesquisados sao alimentados com racles
preparadas com uma forma quimica do mercurio, ou ainda, sado oferecidos aos
animais pesquisados outros animais que fazem parte do seu cardapio alimentar,
porém estes sao tratados com quantidades conhecidas de mercurio.

Desta forma, € importante esclarecer que o tipo e o tempo de tratamento a
gue o animal é submetido, além da concentracdo do contaminante quimico devem

constar nos dados gerados pelos ensaios laboratoriais.

2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a distribuicdo e acumulo do metilmercurio e cloreto de mercurio em
traira (Hoplias malabaricus), apds exposicdo aguda, via injecdo intraperitonial,
visando conhecer 0s possiveis 6rgdos alvo e o potencial toxico deste metal em
figados, branquias, rins, cérebro e misculos das espécies tratadas e ndo tratadas

com mercurio, utilizando os biomarcadores como ferramenta de estudo.
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2.2 Objetivos especificos

- Determinar a ordem de acumulacdo do mercurio total nos tecidos de exemplares
de trairas, a partir da exposi¢do aguda, via injecdo intraperitonial, a forma organica
(HgCly) e inorganica (MeHg) do mercdrio.

- Elucidar alteragcdes hematoldgicas significativas de células e componentes do
sangue em exemplares de trairas, apds exposicdo aguda via injecdo intraperitonial
de HgCl, e MeHg.

- Avaliar a existéncia de estresse oxidativo gerado pela exposicédo aguda, via injecao
intraperitonial, a HgCl, e MeHg, no tecido hepatico de trairas através da

guantificacdo de enzimas antioxidantes.

- Qualificar e quantificar, através de analises histopatologicas, as possiveis lesdes
hepéticas, branquiais e renais nas trairas, ocasionadas da exposicdo aguda, via
injecdo intraperitonial, a forma organica (HgCl,) e inorganica (MeHg) do mercurio,

utilizando a técnica da microscopia de luz.
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Acute Intraperitoneal Mercury Chloride Contaminatiand Distribution in
Liver, Muscle and Gill of a Neotropical FidHoplias malabaricus§BLOCK,
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ABSTRACT- The present study deals with the distribution ofamec chloride in muscle, liver and gills of
Hoplias malabaricus contaminated throughtraperitonial injection for a period of24, 48, 72 and 96 hours
was investigated The liver, gill and muscle were analyzed for meyccwntent by an ICP/AES (Varian Liberty
II) with vapor generating accessory (VGA 77). Bsthdied tissues presented the same contaminaitiarp,
increasing concentrations in 12 and 24 hours ofosxpe with a decrease in Hg concentration with o2irs
and a new increase in Hg concentrations with 96reamf exposure. The Hg concentrations in contaneidat
organisms were always higher than the control altjto only for liver samples the difference was statally
significant. Liver samples always presented highgrcontents when compared with gill and muscle $esap

KEY WORDS:Inorganic mercury, liver,acute effects, intrapernital contamination

INTRODUTION rapidly eliminated than the excretion of an
absorbed dose(Glynn, 1991). Therefore, the
Aquatic carnivores located at the top of the foodiological half-life calculations after water orabr
web represent an important pathway betweedosing are probably biased downward because a
mercury pollution and human health due to thesignificant portion of the eliminated metal is
capacity of these organisms to concentrate amgtobably not internally absorbed. Consequently,
biomagnificate Hg in its tissues and the highintravascular injection is a more accurate method
consumption of this species by human population® characterize the persistence of these compounds
(Pfeiffer et al, 1989, 1991; Malmet al, 1995; in fishes, and also to improve the understanding of
Santoset al,, 2002). mercury distribution inside the organism (Schultz
Investigations on uptake and accumulation of et al, 1996).
xenobiotics, including heavy metals, are Although in the literature studies have already
essential in helping to understand the effects described mercury distribution, speciation and its
these chemicals have on specific organ/tissue effects in temperate fish species, data on tropical
systems in fish (Heath, 1995). The experimental species as well as its toxic effects are scarce
studies in laboratory using monospecific models (Oliveira Ribeiroet al, 2002).
allows the use of lower biological levels of The present study objectives are to determinate
organization and can monitor a large number of mercury (HgCJ) concentrations and distribution
parameters, providing a better understanding of along muscular, gill and hepatic tissuediafplias
ecotoxicological mechanisms (Boudou & malabaricus after acute exposition through
Ribeyre, 1997). intraperitonial injection in 24, 48, 72 and 96 haur
Metal distribution studies in fishes after water
exposure or oral dosing are less accurate dueeto tMATERIALS E METHODS
metal concentration is not entirely absorbed by the
organism, but part of it is externally adsorbed tdHoplias malabaricusspecimens were collected,
the gills or intestinal lumen, which may be morebetween July and October 2006, in lakes located at
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Itaocara municipality, northwest of Rio de Janeirovapor generating accessory (VGA 77). In order to
State (21°40'44”S e 42° 04’ 53” W). The lakesverify possible contamination of the extracts
are located within a forested area with very littlechemical blanks were prepared and analyzed for
influence of anthropogenic and point sources ogach group of 10 samples.

pollutants, no agricultural activities were pladed The precision of the methodology was tested
the surroundings and in the lake catchment. through the analysis of certified reference materia
After the sampling the specimens were transported DORM 1 — supplied by the “Marine Analytical
to the lab in plastic bags. In the lab the wounde@€hemical Standards Programs”, Canada. The
and sick specimens were discarded in order to usecovery of the certified value was 98.92%.

only health specimens in the experiment. Thén order to verify the differences among the Hg
organisms then were placed in aquariums witltoncentrations in the distinct tissues along all th
continuous water flux for seven days in order texposure times an ANOVA (Main effects), with
acclimatize them. Table 1 present the number, thagnificance level of 95% (p < 0.05) was used. A
average weight and standard length (with thé&tudent T Test was also used to compare the Hg
standard deviation) of the specimens used in th@ncentrations among the contaminated studied
experiment in each of the exposure times. tissues. The statistical software used was Statisti

for Windows version 6.

Table 1 Number of muscle (M), gill (G) and liver

(L) samples analyzed in each time exposur@ESULTS AND DISCUSSION

experiments with the average weight and standard

length (with standard deviation) of the usedThe average Hg concentration measured in liver
Hoplias malabaricuspecimens. was always higher (744 g.kg" thaln the

_ _ concentrations measured in gills (389.kg”) and

Time(h) M_L G Weight(g) Length(cm) i scle (68ug.kgY), and a significant difference (p
24 8 8 8 99+34 21£23 =22 x 10°) was observed between the studied

48 8 6 8 93x17 21+ 1,4  tissues. Similar results were obtained by Skak &
72 8 6 7 87+23 20+£1.8 Baatrup (1993), working with trout contaminated
96 8 4 4 116+11 23+2,1 with mercury chloride in its diet, with higher Hg

concentrations in kidney, followed by lower levels
The mercury chloride solution was preparedn liver and muscle. The higher concentration of
diluting 0,015g of HgGlin 0.5 mL of 4 N HCl and  total Hg observed in liver and gill when compared
completed to 250 mL with PB®KosphateBuffer ~ With muscle is probably due to the fact that muscle
Solution). This solution was used in the acutecould act as a storage site of Hg, and, therefore,
intraperitonial contamination experiment. TheNOt €xpressing recent contamination. On the other
concentration used was established according wiftfand, liver as the main pathway after intestinal
a previous study developed with trophic@bsorption presents Hg concentrations that

contamination with the same fish species (Ribeir@robably reflects recent contamination (Foster
et al, 2006). al., 2000) (Table 2).

The volume of mercury chioride solution that was'able 2. Average mercury concentratiopg.kg")
injected in to the peritoneal cavity of the studied” muscle, gill and liver oHoplias malabaricusn
fishes was 0.1mL with Gig of Hg. After the _&ll the studied exposure times.

injection of the Hg solution the fishes were placed E.T.* Liver Gill Muscle
in the aquariums and in the intervals of 24, 48, 72 Control 127424 54+13 5745
and 96 hours the specimens were measured, 24 370+156 276 + 108 58+6.4
weighted and necropsy in order to remove liver, 4g 7144248 267 + 27 90+13.9
muscular and gill tissue samples. During all time > 6334235 284 + 78 57+13.4

intervals control samples were also collected from
fishes that received an injection of 0.1 mL

containing only PBS. *Exposure time in hours; ** Average -calculated
Aliquots of approximately 1,000g (w.w.) of liver, without the control concentrations.

gills and muscle samples were submitted to strong
acid digestion in triplicate following a modified
version of the methodology described by Bagtos
al., (1998). All Hg determinations were done in
Varian ICP-AES (model Liberty 1) with cold

96 1260+753 529 + 273 68+12.0
Average** 744+379 339+ 126 68+15.3

Concerning the Hg concentration in muscle of the
organisms injected with the Hg solution, initially

g concentrations increased in the first 48 hours
of contamination (58 ug.Kgand 90 pg.kg).
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After 72 hours a decrease in Hg concentrations iRigure 2. Average mercury concentratiopng.kg
this tissue was observed (53.3 ugkand in the %) in fish gill (Hoplias malabaricuy at different
96 hours of exposure another increase in Hgjmes of exposure (hours).
concentrations was again observed (68.8 |1j.kg
(Fig 1). Mercury distribution in liver of contaminated
specimens follows the same pattern described for
muscle, although the observed concentrations were
100 - higher. Therefore an increase of Hg concentrations
%1 until 48 hours after the contamination was
observed (370 pg.Kgin 24 hours; 714 pg.Kgin
48 hours) with a decrease in concentrations after
72 hours of exposure (633 pgRgand a second
increase in Hg concentrations after 96 hours of
exposition time (1,260 pg.kg Figure 3). A
significant difference was observed when the
s concentrations of Hg in liver samples of
Time of exposure (hours) contaminated samples were compared with the
control (p= 2.7 x 19).

0 Control

m Contaminated

Concentrations mercury

Figure 1. Average mercury concentratiopg.kg
Y in fish muscle Koplias malabaricus at
different times of exposure (hours). 14007

1200 -
1000 -

No significant difference was observed (p=0.56
when Hg concentrations from contaminated an
control muscle samples were compared. Thi
observation is probably related with the fact tha
muscular tissue functions as a storage are L el EEI e
therefore its concentrations not only reflects the 2 18 72 %
recent contamination but also past ones. Time of expasure

The Hg concentration results in gills (Figure 2)Figure 3. Average mercury concentrationg.kg

showed a more homogeneous pattern of Hg in thse AN - : -
in fish liver Hoplias malabaricup at different
control samples (the average was 54.4 + 13.7 times of exposg_r'erzhours) b

g.kg®) as well as in the first three periods of

exposure (24 , 48 and 72 hours) (the average w : e TR
276 + 8.4). After 96 hours of exposure the gills%%e high affinity of Mercury with liver is probably

: : : due to the high blood flux during low activity
ShOV.Ved Hg concentrations 3 times h|gher tha_n thﬁeriod that drives the Hg towards this organ,
previous time of exposure and 10 “”!es highe ncreasing the mercury concentrations. On the
when compared to average concentrations of th@[her hand the muscular tissue did not present

control. When comparing _the gilis .Hg affinity with inorganic mercury form, although this
concentration of the contaminated specimenscq e is the main storage site of the organic

among the distinct exposure times a significanltnercury forms (Oliveira-Ribeiroet al, 1996;

difference (p=0.004293) was observed. AOIsonet al,1978:WHO, 1990)
significant difference was also observed when Hg o averalllge Hé obsérved (;oncentration in liver

concentrations in the control and contaminate nd muscle of the studied fishes differed

samples were compared (p = 5.79 X)10 significantly (p = 2.2 x 18). The average values
600 | were found in 744p g.kg' and 68p g.kg',

respectively (Table 2).
The average Hg concentrations obtained in the

3 Control present study in the contaminated organs followed

m Contaminated the present sequence: Liver>Gill>Muscle.
According to Régineet al, (2006) in a study
developed with carnivorous fish from the Amazon
region the concentrations in the organs followed a
distinct trend Liver>Muscle>Intestine>
Stomach>Gill. In other studies with temperate

800 4 & Control

600 m Contaminated

400 -

Concentrations mercury

200 4

500 -

w

l=1

t=}
L

Concentrations mercury

o =

24 48 72

Time of exposure (hours)
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fishes (rainbow trout; catfish; carp amctalurus 48 and 72 hourslhis behavior would normally be
melad exposed to HgGlin contaminated water interpreted as the result of excretion of the nsetal
kidney and gills presented the highestfrom the animal.

concentrations followed by liver and muscleAnother possibility for that reduction may be
(Walczaket al, 1986; Yediler e Jacobs, 1995; Eliaassociated with the release of metallothionein, an
et al, 2000; Eliaet al, 2003). In other study using enzyme that is responsible for the elimination of
contamination by food the Hg distribution was thethat element from the body. According to Caurant
following: Kidney>Liver> Gill>Muscle (Skak & et al, (1996) the presence of this enzyme in the
Baatrup, 1993). Therefore, the intraperitonialiver and kidney function is related to the disgosa
experiment results seem to follow the same trendf contaminants.

observed by the diet contaminated studies. Part of Hg eliminated by the bile in the intestine
Similar results were obtained by Liabal, (2005) suffers enterohepatic cycle and is probably
with higher Hg concentrations observed in livereabsorbed into the blood, this process is surely
followed by kidney and muscle. In both studiesesponsible for the decrease in the mercury
(present and Liaoet al, 2005) the Hg elimination rate and in the increase in its
concentrations observed in all the analyzed tissuegcumulation, and it also could explain the second
were a consequence of the exposure time and thee in concentrations observed in the 96 hours
injected concentration. exposure (WHO, 1990). Although Oliveis al.,
Schultz & Newman (1997), observed the samg¢l1996), studying the effect of the exposure of
trend as the present study, after the firsinorganic mercury in the diet dfrichomycterus
administration of inorganic Hg to channel catfishzonatus in successive daily doses, observed a
most of the Hg eventually becomes concentratecontinuous growth of the concentration of metal
in the liver with only trace quantities accumulgtin with the time of exposure, with no decrease in any
in skeletal muscle. of the exposure times.

The Hg distribution in fish results from the metal

movement inside the organism, starting by th&@ESUMO- O presente estudo teve como
distinct absorption routes (e.g. gills, skin, foodgbjetivo determinar a bioacumulacdo de
ingestion) reaching the blood and internal organgnercirio em diferente tecidos de peixes da
and, only after following one of this pathways sthi espécie, Hoplias malabaricus, contaminados

metal could be deposited in muscle tissue (storag r mercdrio inorganico (HgG) através de

or can be eliminated by the kidneys or bile. . . . D .
Apparently. mercury distribution took njecéo intraperitonial por um periodo de 24,

approximately 24 hours in most agencies, exce;ﬁ& 7,2_ e 96 horas. As ,Concentr(iu;oeg de
the head, where the peaks of radioactivity in af€rcurio acumuladas no figado, branquia e
experimental situation are only achieved in two offusculo foram determinadas com o auxilio do
three days (HSDB, 2000). This feature wag£dquipamento ICP/AES (Varian Liberty Il) com
important to determine the first time the exposurgeracao de vapor (VGA 77). Todos os tecidos
of fish to the metal in the experiment in question. estudados apresentaram o0 mesmo padréo
The increasing observed values of Hg in musclgontaminacio, aumentando a sua
and liver in the first exposures times (24h and)48rb0ncentragéo em 24 horas de exposu;éo com
of the studied fishes are probably due to the higlja diminui¢do na concentracdo de Hg apos
mercury availability in the blood after the injemti 72 horas de experimento e um novo aumento
in the peritoneal cavity. The release Ofdas concentracdes de Hg apés 96 horas de
detoxification enzymes that act in the

elimination/detoxification process is the probableeXpos'QaO' As  concentracbes de Hg

cause for the decrease in the mercur’9anismos contaminados eram
concentrations at the 72h of exposure. Variation§istematicamente superiores ao controle,
in the concentrations of Hg in both the liver and i €mbora apenas nas amostras de figado a
the muscle are common when animals aréiferenca fosse estatisticamente significativa.
subjected to a single dose of the contaminanAs amostras de figado apresentaram maiores
Schultz et al, (1996) had already observed ateores Hg quando comparadas com amostras
decrease in Hg concentrations in the muscle aftgfe hranquias e musculo.

24 hours of exposure in a study developed witlh|ayras-chave: mercurio inorganico, figado,

inorganic Hg intravascular administration in fish ¢ ; = L
Ictalurus punctatugRafinesque, 1818) for 12, 24, efeito agudo, contaminagao intraperitonial.

33



Julshammn, K., Ringdal, O., Braikkan, O.R. (1982),

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA Mercury concentration in liver and muscle of cod
(Cadus morinupas an evidence of migration between
waters with different levels of mercuryBull.
Environ.Contam. Toxicol29,544-549

Kamps, L.R., Carr, R. & Miller, H. (1972). Total

mercury-monomethylmercury content of several

species of fishBull. Environ.Contam. Toxicql.8,

273-279

Liao, C.Y., Zhou, Q.F., Shi, J.J.B. & Fu, G.B.,nia

(2005), Mercury Accumulation and Distribution in

Medaka after the Exposure to Sublethal Levels of

Methylmercury.Bull. Environ. Contam. Toxicgl75,

584-591

Malm, O., Branches, F.J., Akagi, H., Castro, M.B.,
Pfeiffer, W.C., Harada, M., Bastos, W.R., Kato, H.
(1995), Mercury and methylmercury in fish and
human hair from the Tapajos river baddnazil. Scie.
Total Environ.,175141-50

Oliveira Ribeiro, C.A., Belger, L., Pelletier, E.,
Rouleau, C. (2002), Histopathological Evidence of
Inorganic Mercury and Methyl-Mercury Toxicity in
the Arctic Charr $alvelinus alpinys Environ.
Research 90, 217-225

Oliveira Ribeiro, C.A., Filipack Neto, F., Mela, M.
Silva, P.H., Randi, M.A.F., Costa, J.R.A., Pelletie.
(2006), Hematological findings in neotropical fish
Hoplias malabaricus exposed to subchronic and
dietary doses of methylmercury, inorganic lead and
tributyltin chloride.Environ. Research29,101:74-80

Oliveira Ribeiro, C.A., Guimaraes, J.R., Pfeiffev,C.

d (1996), Accumulation and distribution of inorganic
mercury in a tropical fishTrichomycterus zonatys
Ecotoxicol. Environ. Saf34, 190-195

Oliveira Ribeiro, C.A., Rouleau, C., Pelletier, E.,
Audet, C., Tjalve, H. (1999), Distribution kinetic$
dietary methylmercury in the artic chai8alvelinus
alpinug. Environ. Science TechnoB3, 902-907

Oliveira Ribeiro, C.A., Schatzmann, M., Silva des’&s

H.C., Silva, P.H., Pelletier, E. (2002), Evalutioh

tributyltin subchronic effects in tropical freshwat

fish (Astyanax bimaculatys Linnaeus, 1758).

Ecotoxicology Environmental Safetf], 61-167

Oliveira M, Santos AM, Pacheco M (2004),
Glutathione protects heavy metal-induced inhibition
of hepatic microsomal ethoxyresorufin O-deethylase
activity in Dicentrarchus labrax L.Ecotoxicol.
Environ. Saf.58, 379-385

Olson, K.K., Squibb, K.S., Cousins, R.J. (1978}slie
uptake, subcellular distribution, and metabolism of
CHsHgCI by rainbow trout, Salmo gairdneri. J. Fish.

' Research Board Car35, 381-390

Pfeiffer, W.C., Lacerda, L.D., Malm, O., Souza,

C.M.M., Silveira, E.G., Bastos, W.R. (1989), Mergur

concentrations in inland waters of gold mining area

in Rondbénia, Brazil.The Science of Total Environ.,

87/88 233-240

Pfeiffer, W.C., Malm, O., Souza, C.M.M., Lacerda,
L.D., Silveira, E.G., Bastos, W.R. (1991), Mercimy
the Madeira River ecosystem, Rondobnia, Brazil.
Forest Ecol. and Manag38, 239-245

Anderson, H. A., Hanrahan, L. P., Smith, A., Drahei
L., Kanarek, M., Olsen, J. (2004), The role of r§po
fish consumption advisories in mercury risk
communication: a 1998-1999 12-state survey of
women age 18-4%nviron. Researcts, 315-324

Azevedo, F. A. (2003)Toxicologia do Mercurio Ed.
Rima, S&o Paulo

Baatrup, E. (1991), Structural and functional effeaf
heavy metal on the nervous systems including CNR
organs of fish.Comp. Biochem. Physiol1,00 253-
257

Bastos, W.R., Malm, O., Pfeiffer, W.C., Cleary, D.
(1998), Establishment and analytical quality contro
of laboratories for Hg determination in biologieald
geological samples in the Amazon, Brazilienc.
Cult., 50, 255-260

Berlin, M. (1986), Mercury. In:Handbook on the
Toxicology of Metals ed. Berlin, M. Elsevier,
Amsterdam

Boudou, A. & Ribeyre, F. (1985), Experimental study
of trophic contamination of salmo gairdneri two
mercury compounds Hg&bhnd CHHgCI — analysis
at the organism and organ levalater Air Soil
Pollut., 26, 137-148

Caurant, F., Navarro, M., Amiard, J.C. (1996), Meyc
in pilot whales: possible limits to the detoxifimat
processSci. Total Environ.186, 95-104

Drevnick, P.E., Sandheinrich, M.B., Oris, J.T. (D0
Increased ovarian follicular apoptosis in fathea
minnows Pimephales promelasexposed to dietary
methylmercuryAquat. Toxical 79, 49-54

Elia, A.C., Galarini, R., Taticchi, M.l., Dorr, AM.,
Mantilacci, L. (2003), Antioxidant responses and
bioaccumulation inlctalurus melasunder mercury
exposureEcotoxicol. Environ. Saff5, 162-167

Elia, A.C., Dorr, A.J.M., Mantilacci, L., TaticchM.I.,
Galarini, R. (2000), Effects of mercury on glutatté
and glutathione-dependent enzymes in catfish
(Ictalurus melas ). In: Trace elements- their
distribuition and effects in the environment: Trace
metals in the environmered. Market, B. & Friesa, K.
vol. 4. Elsevier Science, Amsterdam

Foster, E.P., Drake, D.L. & Didomenico, G. (2000),
Seasonal changes and tissue distribution of meioury
largemouth bass Micropterus salmoidgs from
Dorena Reservoir, OregonArchiv. of Environ.
Contamin and Toxicol, 38:78-82

Gochefeld, M. (2003), Cases of mercury exposure
bioavailability, and absorptiorEcotoxicol. Environ.
Saf. 56,174-179

HSDB - Hazardous Substances Data Bank. (2000),
Mercury. In; Tomes Cps Siystem. Toxicology,
occupational medicine and environmental series.
Englewwod: Micromedex. CD-ROM

Jensen, S. & Jernelov, A. (1969), Biological
methylation of mercury in aquatic organismiature
223753-754

34



Régine, M.B., Gilles, D., Yannick, D., Boudou, A. Skak, C., Baatrup, E. (1993), Quantitative and
(2006), Mercury distribution in fish organs and food histochemicaldemonstration of mercury deposits in
regimes: Significant relationships from twelve spec  the inner-ear of trout, salmo-trutta, exposed tdaty

collected in French Guiana (Amazonian basBgi. methylmercury and dissolved mercuric-chloride.
Total. Environ. 368 262— 270 Aquat. Toxicol.25, 55-70

Rudd, H.L. (1970),Chemicals in the environment Sorensen, E. (1991Mercury. CRC Press, Boca Raton,
California Medicine113 27-32 FL

Santos, L.S., Muller, R.C., Sarkis, J.E. (2000),Spry, D.J., Wiener, J. (1991), Metal bioavailagiknd
Evaluation of total mercury concetration in fish toxicity to fish in low alkalinity lakes: a critita
consumed in the municipality of Itaituba. Tapajés review.Environ. Pollut.,71, 243-304
River basin, para, Brazibci. Total. Environ.16, 1-8 Walczak, B.Z., Hammer, U.T., Huang, P.M. (1986),

Schultz, R.l.,, Newman, C.M. (1997), Methylmercury Ecophysiology and mercury accumulation of rainbow
Toxicokinetics in channel catfish Ictalurus trout (Salmo gairdneri when exposed to mercury in
punctatu3} and largemouth bass Micropterus various concentrations of chloride€Can. J. Fish.
Salmoidey after intravascular administration. Aquat. Sci.43, 710 — 714
Environ. Toxicol. and Chem6:(5), 990-996. WHO. (1990), World Health Organization.

Schultz, R.l.,, Peters, L.E., Newman, C.M. (1996), Environmental Health Criterid01. Methylmercury
Toxicokinetics and disposition of inorganic mercury Geneve, Switzerland: World Health Organization.
and cadmium in channel catfish after intravasculaiyediler, A., Jacobs, J. (1995), Synergistic effeofs
administration.Toxicol. and Apllied Pharm140, 39- temperature, oxygen and water flow on the
50 accumulation and tissue distribution of mercury in

carp Cyprinus carpi9. Chemosphere31, 4437- 4453

35



CAPITULO Il

Respostas Antioxidantes e Bioacumulacdo de Mercurio Organico e Inorganico
em Traira (Hoplias malabaricus — Block, 1794) ap6s Administracdo
Intraperitonial Aguda.
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Resumo

Visando um maior entendimento sobre a distribuicdo e acumulacdo do mercurio
em peixes e ainda compreender quais as possiveis enzimas antioxidantes
envolvidas na agdo do Hg no organismo, foi utilizado ensaios laboratorias de
exposicdo aguda (24, 48, 72, 96 e 120 horas) de traira (Hoplias malabaricus)
apos injecao intraperitonial de 0,1mL contendo doses de 0,75 ug (MeHg) e 75
Mg (HgCl,). Figado, rim, branquia, musculo e cérebro dos individuos tratados
com mercurio e de individuos controle (ndo tratados) foram analisados
quimicamente. Para a analise enzimatica, apenas o figado foi utilizado. A ordem
de acumulacdo de Hg foi diferenciada para forma orgéanica
(Cérebro>Rim>Figado>Musculo>Branquia) e inorganica (Figado> Branquia >
Cérebro >Musculo >Rim). Diferencas significativas (p<0,05) nas concentracdes
médias de mercuario foram observadas em tecidos dos individuos controle em
relacdo aos tecidos dos individuos tratados com HgCl, e MeHg, evidenciando o
processo de acumulacdo deste metal. Apenas a SOD apresentou reducéo
significativa (p<0,002) na sua atividade apO0s 72 horas de exposicdo em
individuos tratados com MeHg. J& em individuos tratados com HgCl,, além da
SOD (p=0,003), a GR (p=0,016) também apresentou reducdo significativa de
atividade ambas apds 120 horas de exposicdo. Com base nos resultados
apresentados foi possivel concluir que o figado, em individuos tratados
intraperitonialmente com HgCl,, € um tecido mais suscetivel a acumulagdo de
Hg, principalmente nas primeiras horas de exposicdo a este metal. Em
contrapartida, em individuos tratados com MeHg, o cérebro e os rins foram os
tecidos que apresentaram as maiores concentracdes de mercurio, corroborando
com a literatura que afirma que a depender da forma quimica do metal a qual os
individuos foram expostos, havera diferenca no seu padrdo de acumulacdo
pelos tecidos. Em relacdo as respostas enzimaticas no tecido hepatico dos
peixes, a IinibicAo da atividade da SOD estd relacionada ao mercurio
independentemente da sua forma quimica.
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Responses Antioxidant and Bioacumulation the Mercury Organic and Inorganic
in “traira” (Hoplias malabaricus — Block, 1794) after Acute Intraperitoneal
Administration.

Abstract

The objective of the present work have aimed to better understanding of the
distribution and accumulation of mercury in fish and still understand what the
possible antioxidant enzymes involved in the action of Hg in the fish, was used
laboratory tests of acute exposure (24, 48, 72, 96 and 120 hours) Trairdo
(Hoplias malabaricus) after intraperitoneal injection of 0.1 mL containing dose of
0.75 pg (MeHg) and 75 pg (HgCl,). Liver, kidney, gill, muscle and brain of
individuals treated with mercury and controls (not treated) were analyzed
chemically. For enzyme analysis, only the liver was used. The order of
accumulation of Hg was differentiated to form organic (brain> kidney> liver>
muscle> gill) and inorganic (liver> gill> brain> muscle> kidney). Significant
differences (p <0.05) in average concentrations of mercury were found in tissues
of control subjects in relation to the tissues of individuals treated with MeHg and
HgCl,, suggesting the process of accumulation of this metal. Only SOD showed
significant reduction (p <0002) in its activity after 72 hours of exposure in fish
treated with MeHg. Already in fish treated with HgCl,, in addition to SOD (p =
0,003), the GR (p = 0,016) also showed significant reduction of activity after 120
hours of exposure. Based on the presented results could conclude that the liver,
in fish treated intraperitoneal with HgCl,, a tissue is more susceptible to
accumulation of Hg, especially in the early hours of exposure to this metal. In
contrast, in fish treated with MeHg, the brain and kidneys are the tissues that
showed the highest concentrations of mercury, corroborating with the literature
that states that depend on the chemical form of the metal to which individuals
were exposed, there will be difference in their pattern of accumulation by tissues.
For answers enzyme in liver tissue of fish, the inhibition activity of SOD is related
to mercury irrespective of their chemical form.
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1.Introducéo

O ambiente aquético é particularmente vulneravel a efeitos toxicos de
poluentes, desde o consideravel aumento do uso de contaminantes quimicos
nas industrias, agricultura, e urbanizacdo (Sen & Semiz, 2007). No grupo dos
contaminantes quimicos estad inserido o mercurio (Hg), que €& largamente
conhecido fisiologicamente pela sua alta toxicidade quando encontrado em
areas metabolicas ativas, até mesmo em baixas concentragbes (Elia et al.,
2003). Devido a essa toxicidade e sua capacidade de biomagnificacdo ao longo
da cadeia tréfica, o mercurio possui alto risco ecotoxicologico para organismos
aquaticos (Pelletier, 1995). Além disso, as diferentes formas quimicas presentes
no sistema aquatico, mercurio inorganico ou metilmercurio, tém distintas
propriedades fisico-quimicas e capacidade de bioacumulagdo, variando
consideravelmente de acordo com fatores ambientais e modelos bioldgicos
(Stein et al., 1996; Morel et al., 1998).

Esse metal € bem conhecido por causar um estress oxidativo através
da producéo de H,O,, induzindo a diminuicdo dos niveis de glutationa (GSH), e
causar a peroxidacao lipidica (Stohs & Bagchi, 1995). A diminuicdo de GSH
pode reduzir a habilidade da célula de destruir radicais livres e espécies reativas
de oxigénio, mas em geral, aumenta o potencial oxidativo da célula.

Assim, a GSH e enzimas associadas tem o papel de proteger a célula.
De fato, a conjugagdo da GSH com o contamiante quimico, seja espontanea ou
catalizada pela GSH-S-transferase (GST), diminui a atividade do xenobionte e
torna essas moléculas mais sollveis na agua, e eles podem ser mais facilmente
eliminados (Boyland & Chasseaud, 1969).

Sistemas antioxidantes incluindo enzimas como a superoxido
dismutase, glutationa peroxidase, catalase e glutatione-S-transferase, estéo
localizadas em diferentes compartimentos celulares. Essas enzimas s&o
encontradas normalmente em todos os tecidos de vertebrados, mas em geral,
tem alta atividade no figado, maior 6rgdo de entrada de xenobidticos e

transformacfes enziméticas de radicais livres (Zakharov & Clarke, 19983;
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Lemaire et al., 1994). Algumas dessas enzimas podem constituir bons
bioindicadores moleculares para o estress oxidativo e podem também indicar a
magnitude da resposta em populacées cronicamente expostas ao mercurio
(Livingstone et al., 1993).

A traira (Hoplias malabaricus) tem sido utilizada em diversos ensaios
toxicoldgicos em laboratorio, por ser um animal topo de cadeia, esta presente
em grande parte dos rios brasileiros e ser de grande resisténcia fisica (Mella et
al., 2007).

A variagdo nos niveis de GSH e de enzimas associadas com a
exposicdo de mercurio tem sido estudada, mas as respostas foram largamente
variaveis dependendo da espécie analisada, tempo de exposicdo e
concentracdo do metal (Chatterjee & Bhattacharya, 1984; Heisinger & Scott,
1985; Di Simplicio & Leonzio, 1989; Maracine & Segner, 1998; Canesi et al.,
1999; Elia et al., 2000; Elia et al., 2003).

A analise da assimilacdo de metais nos diferentes tecidos pode
contribuir, aliado a parametros bioquimicos, no aperfeicoamento de
metodologias de bioindicacdo de poluicdo aquatica em areas reconhecidamente
poluidas ou nao.

Este trabalho reporta a distribuicdo e acumulo do mercurio organico e
inorganico em figado, rins, muasculo, branquias e cérebro de traira (Hoplias
malabaricus) apos injecdo intraperitonial, o efeito toxicolégico agudo e a
guantificacdo da atividade enzimatica antioxidantes presentes no figado apés o

ensaio agudo com Hg.

2. Material e Métodos

2.1 Coleta

Espécimes de Hoplias malabaricus foram coletadas, entre os meses de
julho de 2007 e julho de 2008, em acgudes, localizados no municipio de Itaocara,
noroeste do Estado Rio de Janeiro (21°40'44”S e 42° 04’ 53” W) (Apéndice 1).
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Os Acgudes séo localizados dentro de uma fazenda particular que tem a pecuaria
como atividade econOmica sem registros de atividades de agricultura neste
local.

Apoés a coleta os espécimes foram transportados para o laboratério da
Universidade Estadual do Norte Fluminense- UENF (Campos dos Goytacazes,
RJ) onde foram acondicionados em tanques oxigenados por um periodo de
aclimatacao de 1 (uma) semana. Os animais que nao apresentavam condi¢des
saudaveis (escamas brilhantes, auséncia de fungos ou mobilidade visivelmente

comprometida) foram descartados.

2.2 Experimento

Apoés o periodo de aclimatagdo dos peixes no laboratorio, 0s peixes
foram anestesiados com eugenol (1%) e em seguida, foram submetidos a
injecdo intraperitonial contendo mercurio organico (MeHg) em uma
concentracdo de 0,75 pg/0,1mL ( com base em experimentos por via tréfica
segundo Oliveira-Ribeiro et al., 2008) e mercurio inorganico (HgCl,) a uma
concentracdo de 75ug/0,1mL. Ambos os reagentes foram diluidos em PBS
(phosphate buffer solution). Apdés a injecdo, os peixes foram colocados em
aquaérios individuais (Apéndice Il) permanecendo nestes até finalizar o tempo de
exposicao estipulado em 24, 48, 72, 96, 120 horas.

Para os individuos controle foi injetado também na cavidade
intraperitonial uma solucdo de PBS (phosphate buffer solution) no mesmo
volume que os individuos contaminados. ApGs o tempo de exposi¢cao referido
acima, os peixes eram anestesiados, pesados (a média do peso total foi de 163
g £ 90 g) e necropsiados para a retirada do musculo, figado, rins, branquias e
cérebro (Apéndice IlI). Em seguida, o figado foi acondicionado a uma
temperatura de -80° C, até a andlise enzimética e os demais foram

acondicionados a uma temperatura de -20°C até a an élise quimica.
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2.3 Analise Enzimatica

2.3.1. Dosagens enziméticas

2.3.1.1. Preparacgao das amostras biolégicas

Os tecidos biologicos foram homogeneizados (1:4; peso/volume), em
tamp&o de homogeneizacéo (pH 7,6), e centrifugado a 9.000 x g a 4C por 30
min. O sobrenadante foi separado em aliquotas e estocado em freezer - 80 C
para as demais analises bioquimicas. Toda a analise enzimatica foi realizada no
Laboratério de Biomarcadores de Contaminacdo Aquética e Imunoquimica,

Departamento de Bioquimica, CCB, UFSC, Florianépolis, SC.

2.3.1.2. Glutationa redutase (GR)

Ao reduzir o substrato GSSG a GR oxida NADPH, que pode ser
monitorado pelo decréscimo de absorbancia no comprimento de onda de
340nm. A velocidade de consumo de NADPH, em condi¢cdes de saturacéo,
expressa em U/mg de proteina, a atividade enzimatica da Glutationa redutase
(Carlberg & Mannervik, 1985).

2.3.1.3. Glutationa peroxidase (GPx)

E acompanhada indiretamente pelo desaparecimento do NADPH. A
enzima ao utilizar GSH para degradar um peréxido organico, como o peréxido
de tert-butila (t--BOOH), gera glutationa oxidada (GSSG), que por sua vez €
reduzida pela glutationa redutase com a oxidagdo de NADPH. Este consumo de
NADPH é acompanhado espectrofotometricamente em comprimentos de onda
de 340nm, similar a determinacdo de GR (Wendel, 1981). A atividade da

glutationa peroxidase foi expressa em U/mg de proteina.
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2.3.1.4. Glutationa-S transferase (GST)

A determinacdo da atividade da glutationa S-transferase total foi
realizada segundo o ensaio descrito por Keen et al. (1976), que se baseia na
velocidade de formacéao do conjugado CDNB-GSH. Foi realizada a leitura em
espectrofotdmetro (Ultrospec 3000) em comprimentos de onda de 340 nm,
durante 2 min. A atividade enzimatica foi expressa em unidades de GST por mg
de proteinas (U/mg de prot ), sendo que uma unidade enzimatica corresponde a

guantidade de enzima que conjuga 1 mol de CDNB por min a 25 T.

2.3.1.5. Catalase (CAT)

A CAT é uma enzima que promove a decomposi¢édo do H,O, em H,0 e
O,. A técnica empregada para medir sua atividade foi a descrita por (Aebi,
1984), que quantifica a velocidade de decomposicdo da H,O, pela enzima,
através do decréscimo de absorbancia a 230 nm ( 0,071 mM-1.cm-1) a 37 T. O
meio de reacdo continha H,O, 10 mM, Tris 0,1 M e EDTA 0,5 mM, pH 8,0. Os
valores de atividade da CAT foram expressos em U/mg de proteina. Uma
unidade de CAT corresponde a quantidade de enzima que hidrolisa 1 mol de
H,O, por minuto, a 37C, em pH 8,0.

2.3.1.6. Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH)

A G6PDH catalisa a oxidacdo da (glicose-6-fosfato a 6-
fosfogliconolactona que, rapida e espontaneamente, se hidrolisa formando 6-
fosfogliconato. No processo catalitico esta enzima utiliza NADP* como aceptor
de elétrons, gerando equivalentes reduzidos NADPH que mantém parte do
poder redutor intracelular.

A atividade da G6PDH foi determinada através do aumento de
absorbancia provocado pela reducdo de NADP* a NADPH, no comprimento de
onda de 340 nm (6,22 mM-1.cm-1) (Glock & McLean, 1953). O meio de reacéo
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continha MgCl, 0,2 M, NADP* 0,2 mM, Tris-HCI 0,1 M, EDTA 0,5 mM, pH 8,0 e
glicose-6-fosfato 0,6 mM. A seguir foram adicionados ao meio de reacéo
volumes variaveis de sobrenadante. Os resultados foram expressos em U/mg de

proteina.

2.3.1.7. Superoxido dismutase (SOD)

A SOD catalisa a reacdo de dismutacdo do radical superoxido em
oxigénio e peroxido de hidrogénio. Esta enzima foi determinada segundo o
meétodo descrito por McCord & Fridovich (1969). A reacdo catalisada pela
xantina oxidase promove a transformacdo da xantina em ac. Urico, e transfere
um elétron para o O, molecular, produzindo O,, medindo-se assim o aumento
da absorbancia em comprimento de onda de 550 nm, a 25C. A adicdo de
superoxido dismutase (SOD) inibe a velocidade de reduc¢&o do citocromo ¢, uma
vez que a SOD compete com este citocromo pelo O, dismutando-o a H,0,. O
meio de reacdo continha Citocromo ¢ 10 pM, Xantina 50 uM, EDTA 100 uM,
KCN 20 uM, KBP 0,05M, pH 7,8. Os resultados foram expressos em U/mg de

proteina.
2.3.2 Numero Amostral
A Tabela 1 apresenta o numero de individuos utilizados nas analises

enzimaticas em cada tempo de exposi¢do. No total 52 peixes foram utilizados
para este trabalho.
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Tabela 1. Nomero amostral de figados de H. malabaricus analisados,

tratados com mercurio organico e inorganico e individuos controle.

Tratamento Controle Tempo de Exposicao (horas)
24 48 72 96 120

MeHg 4 6 6 6 6 3

HgCl; 4 5 5 5 4 3

2.4 Analise Quimica

O numero amostral de tecidos dos individuos tratados com MeHg,
HgCl, e controle, utilizados nas analises quimicas estdo apresentados na
Tabela 2. Apos o tempo de tratamento pré-estabelecido neste estudo, os
individuos foram necropsiados e os tecidos utilizados para o estudo foram
separados e pesados em aliquotas de aproximadamente 1,0g (peso Umido). Em
tecidos como cérebro e rins, esta massa nao foi alcangada, logo foram pesados
e analisados na sua totalidade. Em seguida, os tecidos sofreram digestéo acida,
segundo Bastos et al., (1998) para a determinac¢do de mercurio total por ICP-
AES da Varian (modelo Liberty II) com acessorio de geragéo de vapor frio (VGA-
77).

Testes de precisdo foram realizados através da determinacdo do
mercurio em amostra padrao certificado de peixe - DORM 1- (tecido muscular
de Dogfil Squalus sp) fornecida pela Marine Analytical Chemistry Standards
Programs, Canada. A concordéancia entre o resultado analitico do material de

referéncia determinado e seu valor certificado foi de 99%.

Para verificacdo de possiveis contaminacbes, foram analisados
brancos para cada grupo de dez amostras. As concentracdes de Hg
determinadas nas amostras foram corrigidas pela média dos valores
determinados para o0s brancos cujos valores determinados ndo foram
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significativos (abaixo do limite de deteccdo do aparelho), indicando que a

contaminacédo durante a manipulacdo das amostras foi minima.

A precisdo da metodologia empregada foi garantida pelo uso de
triplicatas analiticas no caso do muasculo e branquias. As amostras que
apresentaram coeficiente de variacdo [CV (%) = (Desvio padréo / Média) x 100]
entre as réplicas superiores a 10% foram novamente analisadas. O mesmo
procedimento néo foi possivel de ser adotado para o figado, cérebro e rim em
funcéo da reduzida massa de cada amostra. Especificamente para estes tecido,

foram utilizadas réplicas analiticas.

O limite de deteccdo do meétodo calculado foi de 17,93 pg/kg. O
calculo seguiu a metodologia descrita por Lima (1997) de acordo com a

equacao:

LD=3.s/a
onde, s € igual ao desvio padrao de 10 leituras do branco da curva e a é igual
ao coeficiente angular da curva analitica (Lima, 1997).

Tabela 2. NUmero amostral de tecidos de H. malabaricus tratados com

mercurio organico e inorganico e individuos controle utilizados nas analises

quimicas.
Figado Rim Mdusculo Branquia Cérebro
MeHg 19 15 18 21 22
HgCl, 20 16 17 16 21
Controle 16 7 7 7 6

2.4 Analise estatistica

Diferencas significativas entre os tempos de exposicdo e as atividades

enzimaticas, assim com, as diferencas significativas nas concentracdes de Hg total
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entre os diferentes tempos de tratamento, foram observadas utilizando o ANOVA
one-way e, a posteriori o teste de Tukey. Para avaliar a correlacdo entre as
enzimas antioxidantes analisadas foi adotado o teste de correlacéo de Pearson. O
programa estatistico utilizado para esta analise foi 0 GRAPHPAD versédo 5.0. A

significancia foi testada ao nivel de 5% (p<0,05).

3. Resultados

3.1. Acumulagéo de mercurio total em diversos tecidos de traira.

As médias das concentracdes de mercurio e o desvio padrdo dos peixes
tratados com MeHg e HgCl, e dos peixes ndo administrados com mercurio
(controles) estdo apresentados na Tabela 3. Os dados mostram que a acumulagéo
do metal pela espécie estudada devido ao aumento significativo da concentragéo
do mercurio total em todos os tecidos em relacdo aos controles.

A distribuicdo decrescente de mercurio nos tecidos de H. malabaricus
tratados com a forma organica foi, Cérebro>Rim>Figado>Musculo>Branquia. Em
relacdo aos individuos tratados com mercurio inorganico a distribuicdo foi
diferenciada Figado> Branquia>Cérebro> Musculo > Rim (Tabela 3).

Nos individuos controle a ordem decrescente de acumulagdo foi, Rim >
Figado > Cérebro > Branquia > Musculo (Tabela 3). Porém as médias de
concentracdo de Hg nos individuos controle foram proximas, ndo diferindo
significativamente entre os tecidos.

Ao comparar a acumulacao de Hg entre os 6rgaos de trairas tratadas com
HgCl,, o figado, foi 0 Unico 6rgdo que apresentou diferenca significativa em relacéo
aos demais tecidos. Em trairas tratadas com MeHg, o rim, o figado e o cérebro

diferenciaram significativamente das branquias e musculo (Tabela 3).
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Tabela 3. Acumulacéo de Hg (ug kg™) nos diferentes tecidos de H. malabaricus tratados com mercurio organico e

inorganico e individuos controle.

Tratamento  Figado Rim Musculo Branquia Cérebro
MeHg 401 + 2262 469 + 802" 130 +30 112 + 33¢ 526 + 362"
HgCly 48086 + 212007 443 +188° 784 + 331° 2472 + 1580° 2060 + 1479°
Controle 52 +19 96 + 35 49 +14 50+16 51+20

Letras diferentes significam diferencas significativas (p<0,05)
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3.1.1- Figado

Para os peixes tratados com HgCl,, os tempos de exposicdo de 24 e 96 horas
apresentaram maior acumulacdo de Hg (68810 pg kg' e 44652 pg kg*
respectivamente) (Figura 1), né&o diferenciando significativamente entre eles.
Diferencas significativas (p<0,05) foram observadas entre os demais tempos de
exposicdo e ainda, entre os tempos de exposicdo ao HgCl, e as amostras controle,

estas obtiveram concentracdes variando de 52 + 19 pg kg™.
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Figura 1. Concentracdes médias de mercurio (ug kg*) em figado de H. malabaricus

controle e tratados com HgCl, (a) e MeHg (b), respectivamente, por até 96 horas.

A acumulacdo de Hg em trairas tratadas com MeHg foi crescente com o
tempo de exposicdo, alcancando a maior concentracdo apds 96 horas (774 ug kg™
(Figura 1). Este tempo de exposicéo apresentou diferencas significativas (p<0,05) com
os demais tempos de exposicdo. Apesar desta tendéncia de aumento de concentracao
com o aumento do tempo de exposicdo a pequena variagdo na média das
concentracdes de Hg nos tempos iniciais (24, 48 e 72 horas) refletiram na auséncia de

diferenca significativa entre eles (Apéndice III).
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3.1.2 Cérebro

O armazenamento de Hg neste tecido apresentou comportamento
diferenciado em relacdo as diferentes formas do mercurio. Os peixes administrados
com HgCl, apresentaram uma oscilagdo na acumulagcdo de Hg no cérebro (Figura 2).
Em individuos tratados com mercurio inorganico, maiores concentracdes de Hg foram
evidenciadas apés 24 horas (2699 ug kg?), ap6és este tempo foi observado um
decréscimo nessas concentracdes e ap6s 72 horas (3962 ug kg™*) um novo acréscimo
(Figura 2).
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Figura 2. Concentracdes médias de mercurio (ug kg™) em cérebro de H. malabaricus

controle e tratados com HgCl, (a) e MeHg (b), respectivamente, por até 96 horas.

N&o foi observada diferenca significativa na acumulacdo de Hg em cérebro de
trairas tratadas com HgCl, entre os tempos 24 e 72 horas, 24 e 96 horas e 48 e 96
horas. Com relagcéo a concentracdo de Hg nos individuos controle todos os tempos de
exposicdo foram significativamente diferentes das concentragcbes nos organismos
contaminados (Apéndice IlI).

A acumulacdo de Hg em cérebros de peixes tratados com mercurio organico
foi crescente em relacdo aos tempos de exposicdo, assim como ocorreu em figados
tratados com mercurio organico (Figura 2).
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Nao foi observado diferencas significativas na acumulagdo de Hg em
cérebros de trairas tratadas com MeHg entre os tempos de 24 e 48 horas, assim como
entre 72 e 96 horas. Com relacdo aos individuos controle todos os tempos de

exposicao foram diferentes significativamente (Apéndice lIl).

3.1.3 Rins

As meédias das concentracdes de Hg observadas em rins de trairas tratadas
com HgCl, apds 24, 48 e 96 horas de exposicao foram similares (1454, 1504 e 1368 ug
kg™' , respectivamente). As concentraces mais elevadas foram observadas apés 72
horas de experimento (3138 pg kg™ ) (Figura 3).

N&o houve diferenca significativa na acumulacdo de Hg em rins de traira
administradas com HgCI, entre os tempos de 24 e 48 horas, 24 e 96 horas e 48 e 96
horas. Diferencas significativas entre os tempos de exposicdo e rins de trairas néo

tratadas com mercurio (controle) (Apéndice III).
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Figura 3. Concentracdes médias de mercirio (ug kg™') em rim de H. malabaricus

controle e tratados com HgCl, (a) e MeHg (b), respectivamente, por até 96 horas.
Nos tecidos renais de trairas tratadas com MeHg, maiores concentracoes

de Hg foram observadas ap6s o periodo final do experimento (96 horas - 663 ug kg™ ),

assim como observado em figados e cérebros de trairas tratados com mercurio
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organico (Figura 3). Nao foram observadas diferencas significativas entre 24 e 72
horas, 24 e 96 horas e 72 e 96 horas de exposi¢cdo. Diferengas significativas foram

observadas ao comparar os rins administrados com MeHg e os rins de trairas controle.

3.1.4 Musculo

A oscilacdo na concentracdo de Hg no musculo € comum as duas formas
quimicas (Figura 4).
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Figura 4. Concentracdes médias de mercurio (ug kg™ ) em musculo de H. malabaricus

controle e tratados com HgCl, (a) e MeHg (b), respectivamente, por até 96 horas.

Em trairas tratadas com HgCl, houve um pico na acumulac¢do de Hg apos 72
horas (1333 pg kg™) do tratamento (Figura 4). Esse tempo de exposicéo diferenciou
significativamente dos demais (Apéndice IlI).

Em trairas tratadas com MeHg, a variacdo da acumulacdo de Hg nos tempos
de exposicéo foi diminuta (24 horas — 140 g kg™; 48 horas - 153 ug kg*; 72 horas —
129 ug kg™). Reducgdes na acumulacdo do Hg apés 96 horas de tratamento, foram
observados em individuos tratados com MeHg e HgCl, (Figura 4).

Diferencas significativas nas concentracdes de Hg nos musculos dos individuos
tratados com MeHg foram observada apenas no tempo final de exposicédo 96 horas em

relacdo aos demais tempos. Diferencas significativas também foram observadas entre
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musculos dos individuos tratados com MeHg e musculos dos individuos controle, em
todos os tempos de exposicéo (Apéndice Ill).

3.1.5 Branquias

As maiores concentracbes médias de Hg em branquias de trairas tratadas com
MeHg e HgCI, foram observadas no tempo inicial (24 horas) (Figura 5). Em branquias
de trairas tratadas com HgCl, a média foi de 4940 ug kg™. Para branquias de trairas

tratadas com MeHg essa média foi de 140 ug kg™ .
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Figura 5. Concentracbes médias de mercurio (ug kg'*) em branquia de H. malabaricus

controle e tratados com HgCl, (a) e MeHg (b), respectivamente, por até 96 horas.

Apdés 24 horas de exposicdo ao HgCl, houve diminuicdo significativa na
acumulacdo de Hg. Todos os tecidos de branquias tratados com o HgCl, diferiram
estatisticamente das branquias controle (Apéndice Ill).

No tratamento com mercuario organico, houve reducdo na acumulacdo de
mercurio apdés 24 horas de exposicdo. Com 96 horas de exposicdo, as concentracdes
de Hg voltaram a aumentar, diferindo significativamente das concentracfes observadas
apos 72 horas de exposicao (Apéndice ).

53



3. Andlise Enzimatica

A atividade da SOD no figado dos peixes, diferiu significativamente (p=0,002)
apos 72 horas de exposicdo ao MeHg em relacdo aos figados dos peixes controle
(Tabela 4).
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Tabela 4. Atividade das enzimas analisadas nos tecidos hepaticos de trairas controle e tratadas com mercurio

organico em diferentes tempos (horas).

Enzimas Controle 24 48 72 96 120
SOD (U/mg de prot) 11,6 2,88 10,7+ 3,6 10,2+1,6 9,5+1,2% 8,1+19 9417
GST (mU/mg de prot) 144 + 24,6 128 £+ 14,4 145 + 33,5 136 £+ 32,4 111 + 20,6 127 £ 16,2
CAT (U/mg de prot) 440 + 101 648 + 180 540 + 86,3 517 + 90,4 483 +127,6 552 + 95,6
GR (mU/mg de prot) 32,9+18,2 27,8 +18,8 39,4+19,9 30,0 £10,6 20,6 £5,4 31,2+7,3
G6PDH (mU/mg de prot) 29,4+9,8 39,4+20,4 47,0 £ 15,9 39,2 £27,2 47,1 +22,7 37,4 £26,2
GPx (mU por mg de prot) 58,6 +14,1 63,4 + 18,7 63,8 +11,9 70,3223 48,8 +17,5 63,6 +21,6

Valores médios + desvio padréo. * indica diferenca em relagcédo ao controle (p<0.05). Prot= proteinas
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Correlacéo positiva e significativa pode ser observada entre as atividades da
GST e da GR, no figado de individuos tratados com MeHg (Tabela 5).

Tabela 5. Correlacao das enzimas analisadas nos tecidos hepéticos de trairas tratadas

com mercurio organico.

CAT GST G6PDH GR GPx SOD
CAT 1,00
GST 0,10 1,00
G6PDH 0,20 0,16 1,00
GR 0,05 0,50* 0,36 1,00
GPx 0,10 0,23 -0,24 0,09 1,00
SOD 0,13 0,35 -0,18 0,29 0,30 1,00

*Valor diferente significativamente p<0,05

As atividades da SOD (p=0,003) e GR (p=0,016) nos figados de peixes

tratados com HgCl,, foram inibidas apds o periodo total do tratamento (120 horas)

(Tabela 6).
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Tabela 6. Niveis totais das enzimas analisadas nos tecidos hepéticos de trairas controle e tratadas com mercurio

inorganico em diferentes tempos (horas).

Enzimas 0 24 48 72 96 120
SOD (U/mg de prot) 11,6 2,9 12,1+2,5 8,4+1,9 11,0 £2,9 8,5+1,0 6,1 +1,3*
GST (U/mg de prot) 144 +24.6 129 +31,2 132 + 23,4 118 +20,3 149 + 25,8 131 +24,2
CAT (U/mg de prot) 440 + 101 634 + 144 567 + 46,5 611 + 227 515 + 35,2 419 +47,1
GR (U/mg de prot) 32,9+18,2 22,6+9,5 19,3 +6,9 28,8 + 8,4 21,3+7,1 16,3 + 9,5*
G6PDH (U/mg de prot) 29,4 +9,8 20,6 + 8,3 48,5+ 14,5 54,6 + 27,6 46,6 +7,2 475+9,7
GPx (U/mg de prot) 58,6 + 14,1 74,8 + 14,9 70,7+21,3 63,8 + 14,0 65,7 + 19,6 53,7+9,3

Valores médios + desvio padrdo. * Valores significativamente diferentes em relacdo ao controle (p<0,05). Prot=

Proteinas.
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Foram observadas correlagdes positivas significativas entre as atividades
enzimaticas dos figados tratados com HgCl,. As correlacdes significativas (p<0,05)
foram entre SOD-CAT, SOD-GR e GST-GR (Tabela 7).

Tabela 7. Correlagcdo das enzimas analisadas nos tecidos hepaticos de trairas

tratadas com mercurio inorganico.

CAT GST G6PDH GR GPx SOD
CAT 1,00
GST 0,25 1,00
G6PDH -0,09 0,39 1,00
GR 0,20 0,41* 0,39 1,00
GPx 0,32 0,08 -0,03 -0,10 1,00
SOD 0,67 0,12 0,05 0,44* 0,25 1,00

*Valor diferente significativamente p<0,05

4. Discussao

Normalmente os peixes podem acumular MeHg e HgCl, em seus tecidos
do corpo a partir de ambientes aquaticos. As concentracdes no peixe sao
comumente mais elevadas que a correspondente no sistema aquatico (Boudou &
Ribeyre, 1989; Baeyens et al., 2003).

A forma de contaminacéo utilizada nesse trabalho ndo tem carater realistico,
pois neste trabalho os peixes foram submetidos a inje¢des intraperitoniais do
contaminante, dado que, esta forma de contaminacdo nao ocorre no sistema
aquatico. Porém, é evidente a necessidade de entender o comportamento das
diferentes formas de mercurio que séao lancadas no ambiente, nos diferentes tecidos
do peixe a partir de concentracdes conhecidas, e a inje¢do intraperitonial é
comumente utilizada em trabalhos laboratoriais com exposi¢cdo aguda a algum tipo
de metal, pois este é rapidamente absorvido devido a superficie da cavidade
peritoneal ser relativamente grande e ao seu rico suprimento sanguineo (Casarett &

Doull's, 2001). Esta rapida absor¢cdo promove interagdes entre as formas quimicas
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de Hg e as barreiras biolégicas que sdo importantes para o entendimento dos
mecanismos de bioacumulacéo e efeitos toxicologicos.

Em trabalhos que utilizam mercurio na dieta alimentar contaminada ou
através da exposicdo pela agua, ndo h& seguranca para evidenciar que a
concentracdo exposta seja absorvida pelo peixe, ainda que tenham carater
realistico. Essa afirmacdo pode ser evidenciada nas diferentes porcentagens de
assimilacdo do MeHg por peixes carnivoros destacadas nos trabalhos de, Wiener &
Spry (1994) que varia de 65-80% e de Boudou & Ribeyre (1997) que varia de 41-
92%. Neste ultimo trabalho as taxas de assimilacdo de MeHg apresentaram grandes
variacfes dentro da mesma espécie de peixe submetidas as mesmas concentracao
do contaminante. As diferentes taxas de assimilacao irdo influenciar na distribuicao
e acumulacao das formas orgéanicas e inorganicas do mercurio, podendo demonstrar
uma falsa realidade nas concentracdes de Hg nos diferentes tecidos.

Schultz et al. (1996) apdés administracdo intraperitonial de mercurio
inoganico em peixes por até 300 horas, concluiram que a maioria do Hg absorvido
pelo organismo do peixe esteve concentrado no figado e quantidades tracos deste
Hg foram acumuladas no musculo. O presente estudo corrobora com os resultados
de Schultz et al. (1996), apresentando maior acumulagdo de Hg (inorganico) no
tecido hepatico e em niveis mais inferiores, no tecido muscular. O mercurio
inorganico assim como todas as outras substancias que sao digeridas e passam
através da parede intestinal, sdo transportados primeiramente para o figado, via veia
porta. Esta veia € responsavel pelo transporte de todo material absorvido no
intestino para o figado, com excecéo de parte dos lipidios. O figado exerce um papel
importante na metabolizagdo e na acumulacdo de mercurio inorganico com
proteinas de ligacdo que sequestram esse metal neutralizando-o e impedindo que
ele circule em outros tecidos.

Metalotioneinas (proteinas de baixo peso molecular, capazes de
sequestrar metais) tém uma elevada afinidade pelo mercuario inorganico, mas nao
pelo MeHg (Wiener & Spry, 1996). Tem sido demonstrado que o figado de peixes
tem papel regulador desta proteina em resposta a exposicdo de mercurio (Schlenk
et al., 1995). Segundo Drevnick et al. (2008) avaliando a toxicidade do mercurio em
peixes do norte da llha de Royale (USA) concluiram que em peixes rapidamente
expostos a uma quantidade suficientemente elevada de mercurio inorganico sao

capazes de sequestrar no figado o que foi recolhido através do intestino, isso
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possivelmente explica a maior quantidade de mercurio inorganico no figado. Desta
forma, a alta dose de HgCl, administrada nos individuos do presente estudo
contribuiu para que se observassem altas concentra¢des durante o tempo inicial do
tratamento (24 horas).

As menores concentracbes de Hg observadas no tecido muscular de
individuos tratados com HgCl,, foi explicada devido a baixa afinidade deste tecido
com a forma inorganica de Hg (Oliveiro-Ribeiro et al., 1996; Olson et al.,1978;WHO,
1990). As oscilagdes nas concentracdes de Hg total nos diferentes tempos de
exposicao foi comum as duas formas quimicas de mercurio ao qual os animais
foram tratados, diferentemente dos demais tecidos, a explicacdo para tal
semelhanca € devido a fungéo exercida por este tecido que € de acumulacgéo, o que
diminui a disponibilidade do metal para a corrente sanguinea.

Segundo Esparfiol (2001) altas concentracdes de Hg encontradas em
figados administrados com HgCl,, em relacdo aos demais tecidos, foi devido a esse
tecido ser o primeiro 6rgdo a atuar na biotransformacédo de xenobiotico e excrecao
de alguns metais através do ciclo entero-hepatico além do fluxo sanguineo elevado
em situacdo de repouso (tipico de trairas), o que direciona o Hg presente no
organismo para esse 0rgao, elevando os valores de concentracao.

A acumulacéo de mercurio em trairas tratadas com MeHg e HgCl,, resultou
em um aumento dos niveis deste metal em todos os tecidos com relacdo aos
tecidos nao tratados (controle). Esse resultado esta de acordo com outros estudos
feitos com espécies de clima temperado como |. mellas (Elia et al., 2003) carpas
(Yediler & Jacobs, 1995) tilapias (Walczak et al., 1986) e peixe gato (Elia et al.,
2000) todos expostos ao cloreto de mercurio diretamente solubilizado na agua em
diferentes condicbes experimentais. Os estudos anteriores apresentaram maiores
concentracbes de Hg em rins e branquias em relacdo a figado e musculo. Esse
mesmo padrao foi observado em estudos com administracdo intraperitonial (Serra et
al., 1996; Schultz et al., 1996; Liao et al., 2005).

Menores concentracdes de Hg em rins observadas neste trabalho em
individuos tratados com HgCI, foi explicada pela parte do rim escolhida para as
analises quimicas, que foi o rim anterior. Segundo WHO (1991), o rim posterior
possui alta afinidade por mercuario inorganico, devido ao seu papel na eliminagéo
desta forma de mercurio (Allen et al., 1988). Os trabalhos que observaram maiores

concentracdes no rim quando comparados com outros tecidos podem ter utilizado o
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rim posterior, uma vez que ja foi referenciando sua importante relacdo com esta
forma quimica de Hg, ou a dose utilizada nesse estudo ndo atingiu o rim posterior,
ou ainda, os mecanismos envolvidos com a detoxificacdo e/ou imobilizagdo deste
metal sejam mais eficientes.

Existe uma caréncia de trabalhos experimentais com base na acumulacéo
de metilmercurio em tecidos de peixes. E como foram observadas nesse estudo, as
formas de mercurio, orgénicas e inorganicas, tem diferentes padrdoes de acumulacao
nos Orgaos internos dos peixes, fendmeno esse também observado por Leaner &
Mason (2001). Isto tem sido atribuido a capacidade lipofilica do metilmercurio para
difundir no organismo, enquanto que 0 mercurio inorganico € mais lentamente
transferido para os orgaos internos (Boudou & Ribeyre, 1985; Oliveira e Ribeiro et
al., 1999).

Nesse estudo, valores decrescentes de acumulacdo de Hg em trairas
tratadas com MeHg foram observados em cérebro, rins e figado. Esses oOrgaos
também foram avaliados por Berntssen et al. (2003) em tratamentos de exposi¢cao
trofica de peixes ao MeHg, porém, o padrdo de acumulacdo do metilmercurio nos
orgaos examinados foram, em ordem decrescente, figado>rins>cérebro. O cérebro
nao é um o6rgdo comunmente analisado em trabalhos de bioacumulacdo de Hg,
desta forma, possiveis comparagfes séo limitadas. Altas concentragdes observadas
em cérebros de traira tratadas com MeHg foram atribuidas a sua elevada lipofilia, ou
seja, esta forma quimica de Hg é capaz de se difundir através da membrana celular
sem a necessidade de qualquer sistema transportador especifico, dada a sua
afinidade com os grupamentos sulfidrilicos livres em fluidos biolégicos, além disso,
tem sido proposto, um processo ativo de transporte de MeHg pela membrana
celular. O MeHg forma complexos com a cisteina plasméatica, e este complexo
resulta em uma molécula semelhante a metionina, que sera entao transportado pelo
sistema de transportes de aminoacidos da membrana celular (Zheng et al. 2003).

Um exemplo das concentragcbes meédias de mercurio em cérebros de
trairas encontradas no meio ambiente foi relatado em Gomes (2007), que apés
analises das concentracdes de mercurio total em cérebros de trairas das lagoas de
Cima e do Campelo (Campos dos Goytacazes-RJ), verificou concentracdes médias
de 303,3 ug kg™ e 415,3 ug kg, respectivamente. Estes valores estdo acima das
concentracbes médias de Hg encontradas nos individuos controle do presente

estudo (50,86 pg kg™t + 19,94 pg kg?) e sdo préoximas as médias observadas em
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cérebros de individuos tratados com MeHg. Desta forma, os dois ambientes
avaliados por Gomes (2007) podem estar sofrendo com a contaminag&o mercurial.

Segundo Espafol (2001), a maior parte dos compostos organomercuriais
se distribuem amplamente por todo o organismo e com maior uniformidade nos
diferentes tecidos do que o0 mercurio inorganico e a maior parte destes
organomercuriais vai para o cérebro, figado e rins. Essa afirmativa explica a ordem
de acumulacao encontrada nesse estudo em trairas tratadas com MeHg. Esta forma
de mercurio € a de maior deposicao cerebral, atingindo até 98% do total absorvido.
Por essa razdo, o sistema nervoso central € o ponto critico do organismo na
exposicao ao metilmercurio (Azevedo, 2003).

Segundo Hursh et al. (1985), a toxicidade relativa do mercurio inorganico
esta vinculada a suas taxas de absorcdo. ApGs exposicfes agudas e cronicas de
animais e homens a estes compostos, por vias intravenosas, subcutaneas ou orais,
as maiores concentracfes de mercurio aconteceram nos rins e depois no figado.
Assim como encontrado em trabalhos que utilizaram exposic¢ées tréficas para trutas
(Oncorhynchus mykiss) expostas ao metilmercurio (Boudou & Ribeyre, 1985; Skak &
Baatrup, 1993), diferentemente do observado neste trabalho que em individuos
tratados com mercurio inorganico através da injecao intraperitonial, o tecido que
apresentou maiores concentracdes foi o figado seguido pelas branquias e cérebros.

Oscilagbes na acumulagdo de Hg, nos diversos tecidos estudados, sao
encontradas em trabalhos experimentais que utilizam doses Unicas deste metal
(Schultz et al.,, 1996). Estas oscilacbes sao interpretadas como tentativa de
eliminacdo do metal pelo organismo, ou ainda, a associacdo de metais com
diferentes ligantes celulares podem influenciar sua biodisponibilidade dentro da
célula. Por exemplo, metais sequestrados por proteinas citosolicas como as
metalotioneinas ou estocados nos lisossomos sao considerados detoxificados, e nao
mais biodisponiveis a alvos celulares (Hogstrand & Haux, 1991). Porém, a ligagcédo
metalotioneina-mercurio, é rapidamente desfeita (Goyer, 1986) e, desta forma, este
metal € novamente disponibilizado para a corrente sanguinea.

Estresse oxidativo € uma condi¢do induzida pelo oxigénio e derivados de
oxigénio (superoxido (O,*), hidroxila (OH®), peréxido de hidrogénio (H.O,), e de
oxido nitrico, comumente conhecidos como radicais livres de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Normalmente, os niveis adequados de antioxidantes celulares,

principalmente superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
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(GPx) e glutationa redutase (GR) mantém os potenciais radicais livres no organismo.
A situacdo em que ha uma mudanca em direcdo a este equilibrio de pro-oxidantes,
quer devido a geracdo de ROS ou a diminuicdo excessiva da capacidade
antioxidante, é referido como estado de estresse oxidativo (OSS) (Davidson, et al.,
2007).

O mercurio é um conhecido agente pro - oxidante que tem como um dos
principais mecanismos de toxicidade a geragéo de estresse oxidativo pelo aumento
na producdo de H,O,. O aumento desta espécie reativa de oxigénio resulta em
alguns efeitos a nivel celular, como diminuicdo dos niveis glutationa (GSH),
peroxidacao lipidica, oxidacao de proteinas e danos no DNA (Stohs & Bagchi, 1995).

Nesse estudo foi observada uma diminui¢do na atividade da SOD no figado
de trairas tratadas com MeHg, apenas apds 72 horas de tratamento, quando
comparadas com a atividade desta enzima em figados de trairas controle. Em
trairas tratadas com HgCI, também foi observada uma diminuicdo na atividade da
SOD, porém essa reducao foi significativa apenas ap6s 120 horas de exposicao. As
reducdes das atividades da SOD tanto em individuos tratados com MeHg quanto
para individuos tratados com HgCl,, e da GR em individuos tratados com HgCl,,
indicam uma maior susceptibilidade das biomoléculas das células hepaticas,
sobretudo hepatdcitos, a danos oxidativos.

Diminuic&o significativa da atividade da GR, em relacdo a atividade desta
enzima no figado de individuos controle, foi observada apenas em individuos
tratados com HgCl,, apés 120 horas de tratamento. A enzima glutationa redutase
(GR) atua na recilagem da glutationa (GSH), que por sua vez € utilizada pelas
enzimas antioxidantes glutationa peroxidase e glutationa peroxidase selénio
dependente. A reducdo de GSH é ocasionada pela formagcdo de conjugados de
GSH-S com formas ibnicas de Hg, formando complexos lineares covalentes
(Rabenstein, 1989). O complexo GSH-S atua como um agente quelante intracelular,
que impede a interacdo nucleofilica dos metais com as principais estruturas
celulares (Maracine e Segner, 1998). Como consequéncia, a diminuicdo nas
concentracfes de GSH ocorre uma queda na capacidade antioxidante celular, uma
vez gque esta molécula representa um importante antioxidante ndo-enzimatico. Além
disso, a GSH também é utilizada como coenzima em varias reacdes enziméaticas
(ex: glutationa peroxidase e glutationa S-transferase). Assim, GSH e suas enzimas

associadas desempenham um papel protetor dentro da célula.
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Elia et al. (2003) observaram variacfes nos niveis de GSH e nas atividades
enzimas associadas com a exposicdo de mercurio, mas as respostas foram
amplamente varidveis dependendo da espécie animal utilizada, do tempo de
exposicéo (estudos em laboratorio) e da concentracéo do metal.

O padréao de variacao nos niveis de GSH, em animais experimentais, tem
variado com a forma quimica do metal, com espécies diferentes de peixes (Elia et
al., 2003). Em Anabas testiduneus, expostos a 166 pg/L de mercurio inorganico, os
niveis GSH diminuiram apds 24 horas e ap6s 48 horas observou-se um aumento
desses niveis (Chatterjee & Bhattacharya, 1984). Em Mugil cephalus tratados com
200 pg/L de mercurio por 7 dias, os niveis hepaticos de GSH aumentaram (Thomas
& Wofford, 1984). O mercurio forma complexos com GSH, e em doses moderadas
de HgCl, observa-se um aumento na concentragdo de GSH (Lash & Zalups, 1996).
No entanto, em doses toxicas de HgCl,, como foi o caso do presente estudo, ha
deplecdo de GSH que ocorre a partir do rim, resultando na oxidacdo de porfirinas
reduzidas, uma caracteristica tipica da toxicidade do mercurio. Esta deplecédo de
GSH ocorre a partir do rim, resultando no estresse oxidativo (Gstaunthaler et al.,
1993; Woods et al., 1990 a, b).

A inibicdo da atividade das enzimas analisadas também foram observados
por Mella et al. (2008) em trairas tratadas com a mesma concentracdo de MeHg
apos 70 dias de exposicdo trofica e por Sen & Semiz (2007), em peixes
contaminandos por Hg inorganico. Ambos autores citados anteriormente, afirmam
gue estas inibicdes enzimaticas tém como consequencia uma situacao de estresse
oxidativo.

Sen & Semiz 2007, ainda comparam a atividade enzimatica em peixes
tratados com diferentes metais (Ni, Cd, Cu, Zn, Sbh, Fe*?, Co, Al e Fe*®) e concluem
gue o Hg é o metal que apresenta maior efeito na diminuicdo da atividade da GST.
Existem indicios de que a atividade da glutationa S-transferases (GST) esta
envolvida na conjugacdo de Hg?* (Brambila et al., 2002; McGuire et al., 1997). Em
contrapartida, Elia et al., (2003) observaram aumento da atividade da GST em
peixes tratados com 35, 70 e 140 pg/L de mercurio na agua por 10 dias de
exposicdo. Este autor conclui que o aumento do nivel GSH hepéatico em peixes é
provavelmente devido a adaptacdo metabdlica em condigbes continuas de

exposicao a altos niveis desse elemento.
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No presente estudo, ndo foi observada diferenca significativa na atividade
da GST nos individuos tratados com MeHg e HgCl; e os individuos controle, porém
foi observado corelagdo positiva significativa entre a atividade de GR (inibida
significativamente) e a GST, para individuos tratados com as duas formas quimicas
do Hg.

Relatos de estudos de campo como os observados por Larose et al.,
(2008), em peixes de um lago no Canada contaminado por mercurio, apresentaram
a inibicdo da atividade da GST e da GR.

Apesar da auséncia de significancia na atividade da CAT em figados de
trairas tratadas com Hg em relacdo a figados de individuos controle, foi possivel
observar correlagdo significativa positiva entre a atividade da CAT e a atividade da
SOD, em figados de trairas tratadas com o mercurio inorganico. Estas enzimas tém
um importante papel na detoxificacdo de radicais em moléculas nédo reativas,
enquanto a SOD cataliza a conversdo de anions superéxidos (O,*) em perdxido de
hidrogénio (H,0O,) a CAT metaboliza esas moléculas de peroxido formadas em O, e
H,O (Van der Oost et al., 2003).

O presente estudo, ndo teve como intencdo, comparar as atividades
enzimaticas nas diferentes formas quimicas nas quais, as trairas foram submetidas

uma vez que as concentracdes utilizadas no tratamento foram distintas.

5. Conclusdes

Analisando os resultados apresentados no presente estudo em conjunto, €
possivel afirmar que as analises quimicas refletiram a capacidade de bioacumulacéo
do mercurio organico e inorganico nos tecidos analisados, apesar das diferencas
nas concentracdes de Hg que variaram conforme a fungéo do tecido e a forma
guimica do mercurio a qual o peixe foi tratado. Os biomarcadores bioquimicos
responderam de forma semelhante para as formas organica e inorganica de Hg,
através da inibicdo da atividade da SOD (superéxido dismutase), porém o tempo de
exposicao foi um fator importante para diferenciar significativamente a inibicdo desta
enzima indicando que maiores tempos de exposicdo devem resultar numa maior
confiabilidade no uso da atividade da SOD como ferramenta para 0 monitoramento
ambiental do mercurio. A inibicdo significativa da GR (glutationa redutase) apenas

em peixes tratados com mercurio inorganico permite a utilizacdo da sua atividade

65



como ferramenta de biomarcadores bioquimicos especificos para esta forma
guimica do Hg. Porém, os ensaios laboratoriais devem ter continuidade uma vez

gue diferentes respostas foram observadas nos trabalhos citados neste estudo.
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Abstract

Mercury is a highly toxic metal found in sites where metabolically active. Because of
this ability and also the possibility toxic to biomagnify along the food chain, this metal
is considered of high ecotoxicological risk to aquatic organisms. In this study,
individuals of the species Hoplias malabaricus, Traira, were treated by intraperitoneal
injection with organic mercury (MeHg) and inorganic mercury (HgCl,) for up to 96
hours of exposure. To evaluate the toxic effects of Hg were control groups of
individuals are treated. The objective was to evaluate the occurrence of histological
and hematological effects caused by acute treatment with MeHg and HgCl,.
Responses histopathological kidney and liver have clearly differentiate animals
contaminated by organic and inorganic mercury in control animals. Injuries and
damages to tissues suggest too slow defense mechanisms to immobilize or eliminate
exposition methylmercury and mercury chloride, demonstrating that sensitivity of fish
cells to MeHg and HgCl, exposure. Significant reduction (PCV after 72 hours of Hg
after 48 hours of WBC after 48 and 72 hours and lymphocytes, after 24 and 72
hours) in some blood parameters in individuals treated with MeHg was observed. In
individuals treated with HgCl, only the WBC, after 72 hours, varied significantly.
These results indicate that the toxic effects caused by Hg depend on the chemical
form of metal and that the biomarkers used in this study give efficient responses to
contribute in the environmental monitoring in areas impacted by mercury.
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Resumo

O mercurio é um metal altamente toxico quando encontrado em sitios
metabolicamente ativos. Dada a essa capacidade toxica e também a posibilidade de
se biomagnificar ao longo da cadeia alimentar, este metal é considerado de alto risco
ecotoxicolégico para 0os organismos aquaticos. Neste trabalho individuos da espécie
Hoplias malabaricus, traira, foram tratados através de injecdo intraperitonial com
mercurio organico (MeHg) e mercurio inorganico (HgCl,) por até 96 horas de
exposicao. Para avaliar os efeitos toxicos do Hg foram feitos grupos controle de
individuos néo tratados. O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de efeitos
histolégicos e hematologicos ocasionados pelo tratamento agudo com MeHg e
HgCl,. As respostas histopatoldgicas renais e hepaticas permitiram diferenciar
claramente os animais contaminados por mercurio organico e inorganico dos
animais controle. A incidéncia de necroses e centros de melanomacréfagos,
principalmente nos rins, de peixes contaminados por mercurio (organico ou
inorganico) aponta para o comprometimento deste tecido. Reducao significativas
(hematdocrito, apés 72 horas, de Hg, apos 48 horas, de leucdcitos, apos 48 e 72
horas e dos linfocitos, ap0s 24 e 72 horas) em alguns pard@metros sanguineos nos
individuos tratados com MeHg foram observadas. Em individuos tratados com HgCl,
apenas os leucdcitos, apds 72 horas, variaram significativamente. Estes resultados
indicam que os efeitos toxicos ocasionados pelo Hg dependem da forma quimica
deste metal e que os biomarcadores utilizados nesse estudo séo eficientes para
auxiliar nas respostas ao monitoramento ambiental em areas impactadas por
mercurio.
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1. Introduction

Mercury has no known biological functions in the animal body and is described
as an ultratrace element (Lall, 1989; Allen, 1994; Azevedo, 2003). Consequently,
there is no well defined regulatory mechanism present in the animal body and
mercury tends to accumulate readily when available in an animal's environment.
Sources of mercury include the chloroalkali industry, the manufacture of electrical
equipment, paint, fungicides and dentistry (Micaroni et al., 2000). The use of mercury
in the gold mining industry has caused extensive pollution in the Amazon Basin
(Lacerda, 1990). Whether fish take up organic or inorganic mercury, most of it
accumulates in the tissues in the organic form. Most cases of mercury poisoning
arising from fish consumption are due to methylmercury because mercury entering
the aquatic system rapidly becomes methylated. Minamata disease in humans was
first reported in 1956 due to consumption of contaminated fish and shellfish from
Minamata Bay. Therefore it is important to monitor the mercury content of fish which
are caught or farmed for human consumption. Since many commercial animal feeds
contain a fish meal component, monitoring is important from the aspect of
contamination of farm animals intended for human consumption (Allen,1994).

Carnivorous fish tissues are sensitive indicators of aquatic pollution and have
a high mercury bioaccumulation capacity for both organic and inorganic forms
(Gochefeld, 2003). Although many reports on mercury distribution and speciation,
accumulation and effects in non-tropical freshwater fish species are available,
experimental study of data on mercury in tropical fish and its toxic effects on fish
tissues and organs are scarce (Mella et al. 2007; Oliveira Ribeiro et al. 2002). Traira,
Hoplias malabaricus (Bloch), is a freshwater carnivorous fish widely distributed in
South America. This species is an interesting biological model for experimental study
of dietary exposure to contaminants due to its voracious behavior, its ability to adapt
to experimental conditions, and its food chain position. In addition, H. malabaricus
have one of the greatest tolerances to food deprivation recorded, surviving for
periods of up to 180 days without reduction in metabolic rates (oxygen uptake)
(Costa et al. 2007; Rios et al., 2005).

According to Hinton & Lauren (1990), the liver is a detoxification organ and is

essential for both the metabolism and the excretion of toxic substances in the body.
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Exposure to metals may therefore cause histological changes in the liver and a
histological investigation of exposed specimens may therefore produce meaningful
results. Bruslé & Gonzélez Anadon (1996) state that fish liver histology could serve
as a model for studying the interactions between environmental factors and hepatic
structures and functions. The harmful effect of heavy metal pollution on fish liver
histology may, however, depend on the duration of the exposure (chronic or acute)
and the concentration level of the specific metal.

Many authors have studied the histopathological effects of mercury on fish
exposed to water-borne inorganic mercury on liver, kidneys, gills, olfactory
epithelium, and spleen (Filenko et al.,1989; Skak & Baatrup, 1993; Handy &
Penrice,1993; Allen, 1994; Banerjee & Bhattacharya, 1994; Oliveira Ribeiro et al.,
1995, 1996; Oliveira Ribeiro & Torres, 1995; Jagoe et al., 1996a; Samson & Shenker,
2000). Another biomarker used in diagnoses is the hematological profile. This can be
used to study the normal cell pattern (morphology and percentages) (Garcia-
Navarro,1994; Ranzani-Paiva et al., 1999), alterations in blood parameters revealing
lesions in other organs or tissues (Garcia-Navarro, 1994), or to help breeding, given
that changes in the hematological profile may indicate infestations and infections or
even environmental changes (Ranzani-Paiva et al., 1999). According to Serpunin &
Likhatchyova (1998), the blood parameters of a fish species are true indicators of the
health state of the organism, and white blood cell tests play an important role in the
monitoring of contaminated surface waters (Trombickij & Gorbunenko, 1993 apud
Modra et al., 1998).

This study aimed to assess the influence of the acute exposition of organic
and inorganic mercury, through intraperitonial injection on fish. The specie H.
malabaricus were used as a bioindicator; the hematological profile and morphological

alterations in liver, kidney were used as biomarkers.

2. Materials and Methods

2.1 Animals

Hoplias malabaricus specimens were monthly collected, between July and

October 2007, in lakes located at Itaocara municipality, northwest of Rio de Janeiro
State (21°40'44”S e 42° 04’ 53” W). The lakes are located within a forested area with
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very little influence of anthropogenic and point sources of pollutants, no agricultural
activities were placed in the surroundings and in the lake catchment.

After the sampling the specimens were transported to the laboratory in plastic
bags. In the laboratory the wounded and sick specimens were discarded in order to
use only health specimens in the experiment. The organisms were placed in
aquariums with continuous water flux for seven days for acclimatization. Table 1
present the number of the specimens used in the experiment in each of the exposure

times.

2.2 Experimental design

A solution of methylmercury (MeHg) was intraperitonially injected in fish
administrated in an unique doses of 0.75ug in a 0.1 mL volume, and mercury chloride
(HgCl,) solution was also administrated in an unique doses of 75 pg. The
concentration used was established in a previous study with the same fish specie
(Ribeiro et al., 2006). The concentration used was established according with a
previous study developed with trophic contamination with the same fish species
(Oliveira Ribeiro et al., 2006). Intraperitoneal injection of toxicants into laboratory
animals is also a common procedure. This method the exposition results in rapid
absorption of chemical substances because of the rich blood supply and the relatively
large surface area of the peritoneal cavity (Casarett & Doull’s, 2001).

After the injection of the Hg solution, fishes were placed in aquariums and at
24, 48, 72 and 96 hours the specimens were measured, weighted and necropsy in
order to remove tissue samples from liver, gills and kidney. During all time intervals
control samples were also collected from fishes that received only an injection of 0.1
mL of PBS.

2.3 Tissue Sampling and Processing for Histological Analysis
Liver, gills, and kidney were collected, and preserved in Alfac fixative solution
for 16 h (85 mL the ethanol 80%; 10 mL the formol 40% and glacial acetic acid-5 mL,

for each 100 mL solution). Tissue were dehydrated in a alcohol graded series,

cleared in xylene, infiltrated and embeded in Paraplast Plus resin (Sigma). The sliced
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sections (5um) were stained in hematoxilin/eosin and observed in Zeiss Axiophot
photomicroscope.
Table 1. Number of kidney, gill and liver samples analyzed in each time exposure

experiments of the used Hoplias malabaricus specimens.

Liver Kidney Gills

MeHg 5 5 S
HgCl, 5 5 5
Control 10 10 10

2.4 Blood Sampling and Analysis

Blood analyses were carried out after each exposition period (Table 2.). Blood
was collected by caudal vein with heparinized disposable syringes. Erythrocytes
count (RBC), packed cell volume (PCV), hemoglobin concentration (Hb), white blood
cell count (WBC) and differential white cell count in blood smear, stained with May
Grunwald-Giemsa, were carried out. Erythrocyte indices such as mean corpuscular
volume (MCV) and mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) were

calculated. All steps followed the methodology described by Campbell (2004).

Table 2. Number of samples analyzed in each time exposure experiments of the

used Hoplias malabaricus specimens.

Treatments Time exposure (hours)
24 48 72 96
MeHg 5 5 5 5
HgCl, 5 5 5 5
Control 5 5 5 5

3. Results

3. Hematologic Profile Analyses

The hematological parameters of the specimens of H. malabaricus receiving
organic or inorganic mercury did not differ significantly with respect to time after
treatment of specimens with mercury. However, when compared alone in times of
exposure different treatments showed some significant differences in the control
(Table 3 and 4).
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In specimens exposure with methilmercury the PCV and lymphocytes were

lower in the 72 hours group. Fishes from the 48 hours group presented lower levels

of hemoglobin. WBC values decreased in 48 and 72 hours groups respectively.

Beside there was no significant differences between the values, a decrease in PCV,

RBC, Hb and WBC was noted on fishes treated for 48 and 72h.

Table 3. Blood pattern analyzed in each time exposure methilmercury

experiments of the used H. malabaricus specimens

Blood Pattern

Time exposure (hours)

Control 24 48 72 96
0,
PCV (%) 22,6+2,2 19,9£5,7 16,0 +2,2 152+2,6* 19,8460
6 3
RBC (.10°/mm’) 1,5+0,3 1,3+0,5 1,0+0,3 1,0+0,4 1,7+0,3
Hb (g/dL) 50+0,8 41+1,0 3,4 +0,8* 39+10 48+11
MCV (fL) 154 + 35,7 155 + 24,1 170 + 48,1 168 73,3 1174321
0,
MCHC (%) 226+438 22,2+3,0 21,4+3,4 25,3+33 253+ 5,6
3 3
TB (.10%mm?) 4204191 27.0+104 41,7 +8,9 32,6+11,1 43,7 +133
3 3
WBC (-107/mm’) 4,4£1,0 32:14 3,116 25£04%  3,6+20
0,
Lymphocytes (%) 76,4+ 4,3 67,2 +4,1% 69,8 5,2 68,0+46*  72,6+50
Lymphocytes
(.10%/mm?3) 3,4+0,7 2,2 +1,0* 22+1,4 1,7 £0,4% 2,7+1,7
0,
Monocytes (%) 40£29 6,2+2,8 54+2,7 44%29  40£07
Monocytes
(.10¥/mm?) 0,2+0,1 0,2+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1
i
Neutrophilis (%) 18,5+6,1 25,6 +3,0 23,8 3,7 26,6+18 228+ 44
Neutrophilis
(.10%mm?3) 0,9+0,4 0,8+0,3 0,7+0,3 0,6 +0,1 0,8+0,3
Eosinophils (%) 1,0+1,2 0,8+0,8 1,0+1,0 1,0+1,4 0,6+0,9
Eosinophils
(.10%/mm?) 0,04 + 0,05 0,02 + 0,03 0,02 + 0,02 0,02+0,03 0,02 +0,04
Basophils (%) 01:04 02+04 0 0 0
Basophils
(.10%mm?3) 0,01 +0,01 0,002 + 0,004 0 0 0

* significantly different in relation to control, p<0,05

In “trairas” contaminated with mercury chloride for 72 hours presented lower

values for WBC. Like the methilmercury group, a decrease of PCV, RBC and TB
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values was detected at the 24, 48, and 72 hours group. But a slight increased in

MCHC and MCV was noted in these groups.

Table 4. Blood pattern analyzed in each time exposure mercury chloride experiments

of the used H. malabaricus specimens

Blood pattern

Time exposure (hours)

Control 24 48 72 96
0,
PCV (%) 226 +2.2 19.4+34 19.8+43 104+73 278+ 9.4
6 3
RBC (107mmY) 15,03 1,0 +0,3 1,2+0,2 1,0+0,4 1,4+0,6
Hb (g/dL) 5,0+0,8 3,9+0,7 4,9+12 55+1,4 53+24
MCV (fL) 154 +357 2094528 173+271 187 +14.9 2094532
0,
MCHC (%) 226448 20,6+4.3 246+13 297+43 192+ 58
3 3
TB(107/mmY) 501101  42,9+19.6 4244124 390+115 29.4+9.4
3 3
WBC (107mm3) 44410 41+13 35412 30+05* 35+14
0,
Lymphocytes (%) 764443 75,0 £ 4,8 68,2 3,6 70,8 7,9 73,4+ 4,0
Lymphocytes
(.10%/mm?®) 3,4+0,7 31+1,1 2,3+0,8 2,1+0,5 25+0,9
0,
Monocytes (%) 4051209 18+16 42425 34425 34+17
Monocytes
(.10%/mm?) 0,2+0,1 0,1+0,1 0,2+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1
ili 0,
Neutrophilis (%) 155,61 23.0 +4,7 27.0+3,2 256 +5,9 222+28
Neutrophilis
(.10%mm?) 0,9+0,4 0,9+0,2 0,9+0,3 0,8+0,2 0,8+0,4
Eosinophils (%) 15445 02404 04+05 02404 08+11
Eosinophils
(.10%/mm?) 0,04 + 0,05 0,01 +0,01 0,01 +0,02 0,01 +0,01 0,04 +0,05
Basophils (%) 01+04 0 02+04 0 02404
Basophils
(.10%mm?®) 0,01 +0,01 0 0,01 +0,02 0 0,01 +0,03

* significantly different in relation to control, p<0,05

3.2 Histopathological Analyses

Gill epithelium of control group was similar to that of other teleostean fishes. In

“trairas” experimental group (MeHg and HgCl,) did not show gill histopathological

alterations.
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The normal liver parenchyma of both species had the teleost fish pattern, in
which polygonal cells, similar to liver cells, were arranged in irregular cell cords
separated by sinusoids (Figure 1A). The liver of H. malabaricus presented
melanomacrophage centers. Fatty and hydropic degeneration, eosinophilic
hepatocytes were not observed, but vacuolization and necrosis (Figure 1F) were
present in the experimental group (MeHg and HgCl,) when compared to the control
group (Table 5). Also the presence of MMCs (Figure 1E) was not significantly higher
in the experimental group (MeHg and HgCl,) than in the control group (Figure 2.).

Figure 1. Cross-section of liver of Hoplias malabaricus stained with hematoxilin/eosin:
A (control - normal liver parenchyma), B (trated with HgClI, — spacing of the tissue), C
(control — uniformity the external layer parenchyma), D (trated with HgCl, — spacing
the external layer parenchyma) e F (treated with MeHg — necrosis areas), Scale bar=
100 um. E (treated with MeHg — presence de MMCs) e f (treated with MeHg —
necrosis areas), Scale bar= 20 um.
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Table 5. Injuries observed in the liver of “trairas” treated and control (in brackets

shows the number of tissues examined).

Liver
Injuries Control HgCl, | MeHg
Necrosis 3 (10) 3(5) 5(5)
MMCs 3(10) 4 (5) 4 (5)
MM 1(10) 2 (5) 4 (5)
Vacuolization 0 (10) 1(5) 0 (5)

MMCs/mm 2
P
Q

o
a1
1

0.0

Treatment

Figure 2. Summary of liver damages after MeHg e HgCI, exposure and control

showing the incidence of melano-macrophage center (MMCs/mm?).

The head kidney of H. malabaricus is composed by a variety of cells including

parenchymal, lymphoid and haematopoietic, interregnal and chromaffin glands, and

also groups of melano-macrophages. After the organic and inorganic mercury

inocution the presence of necrosis areas were not observed (Table 6) absent in the
control group (Figure 3A). Also the presence of MMCs was not significantly higher in

the experimental group (MeHg and HgCl,) than in the control group (Figure 4).
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Figure 3. Cross-section of kidney of Hoplias malabaricus stained with
hematoxilin/eosin: A (control - normal kidney parenchyma), B (treated with HgCl, —
melano macrophage free) e D (treated with MeHg — necrosis areas), Scale bar= 100
pm. C (treated with MeHg - presences de MMCs) e d (treated with MeHg), Scale bar=
20um.
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Table 6. Injuries observed in the kidney of “trairas” treated and control (in brackets

shows the number of tissues examined).

Kidney
Injuries Control HgCl, MeHg
Necrosis 3(10) 3(5) 5(5)
MMCs 2 (10) 4 (5) 5 (5)
MM 5 (10) 5 (5) 5 (5)
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Figure 4. Summary of kidney damages after MeHg e HgCl, exposure and control

showing the incidence of melano-macrophage center (MMCs/mm?).

4. Discussion

Blood parameters are considered an important resource in physiopathologic
evaluation and consequently a great tool in fish intoxication diagnoses (Adhikari et al.
2004).

The heterogeneity in fish blood cells morphology and parameters could be
explained by the large distribution of this class in different habitats around the world
(Silva, 1987). Thus, the establishment of hematological parameters for one spice

requires attention and good sense, once those values could be influenced by many
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factors such as season, injuries, management and capture technique, beside all the
environmental factors (Heath, 1987).

According to many authors, fresh water fishes from lentic habitat presents less
hemoglobin concentration than migratory species from lotic habitat (Silva, 1987).
Paiva et al. (2000), studying species from Parana River in State of Paranda, Brazil,
found larger values of Hb in migratory species, from 7,3 to 9,7 mg/dL, as Prochilodus
lineatus, Serrasalmus marginatus and Pimelodus maculatus, compared to some
siluriforms of sedentary habits (4,0 to 4,6 mg/dL). Others authors registered main Hb
for fresh water fishes around 6,6 mg/dL and 13 mg/dL for migratory species from lotic
habitat (Pitombeira, 1972; Ribeiro, 1978; Ranzani-Paiva e Godinho, 1985). In this
way, main Hb of “trairas” from the control group fit inside the medium values
previously registered, as normal, for species from lentic habitat. In fact, those fishes
were captured in small dams, with typical characteristic of lentic habitat. As well, the
exposition to chemical polluents or hypoxia can cause changes in this parameter. In
this work, H. malabaricus exposed to MeHg over 48 hours presented a significantly
(p<0,05) decrease in Hb compared to the control group, porém there was no
difference in fishes treated with HgCl,. However, a little decrease was noticed in 24
hours after contamination with HgCl..

Mela (2004) observed an increase in RBC, WBC, PCV, Hb and thrombocytes
after exposition trophic to methilmercury. Dawson (1990) observed a lightly increase
in PCV and decrease of Hb in Scophthalmus aquosus submited to differents
concentrations of HgCl, in water. Micryakov & Lapirova (1997) besides the decrease
in Hb level, noticed an increase in WBC in Acipenser baeri.

In the other hand, this study showed a decrease in all these parameters. While
there was no significant difference of RBC and Hb between control group and fishes
contaminated with both types of mercury.

So, Shakooriri et al. (1994) studyng Ctenopharyngodon idella exposed to
HgCl, (0,0005 mg.L™* Hg, in water), observed a decrease in RBC, PCV and Hb on the
first two weeks after contamination, but an increase in MCV was noticed on the fourth
week after exposition. Similar results were obtained by Beena & Viswaranjan (1987)
and Hilmy et al. (1980) for Cyprinus carpio e Aphanius dispar, respectively. O’'Connor
& Fromm (1975) related the diminuition in levels of RBC and PCV with the hemolytic
process occurred during the intoxication by Hg. Fletcher & White (1986) explain this

parameters break down by the spleenmegaly observed in toxicity experimentation
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with HgCl, in Pleuronectes platessa, since this organ is responsible for erythrocytes
recycling. According to his results the decrease of PCV is related to spleen mass
increase. In the other hand, some authors affirm that the diminuition on PCV in this
type of experimentation could be related to stress in confinement process or starving
(Benfey & Biron, 2000; Affonso et al, 2002). As all groups passed by an acclimation
period those hypothesis are discarded.

Different and diverging results can occur due to some factors as body size,
species, contaminant concentration and period of exposition (Fletcher & White,
1986). In similar experiments conduced with Channa punctatus (Juneja & Mahajan,
1983) and rainbow trout (O’Connor & Fromm, 1975) was noted an elevation on RBC
and PCV. These last authors observed a decrease on PCV in the beginning of the
experiment, but this value increase in the end of 12 weeks. O’'Connor & Fromm
(1975) mentioned the possibility that was stimulation on the erythropoietic tissue in
response to the diminuition on RBC caused by the exposition. Moreover, Oliveira-
Ribeiro et al. (2000) related that fishes exposed to inorganic Hg dissolved in water
present hypoxia, caused by the hyperplasia of secondary gills lamella reducing the
gas change surface. Due to this respiratory difficulty, there is an increase on RBC,
Hb and MCHC to raise the oxygen transportation to the tissues (Affonso et al., 2002).
Thus, the blood parameters alteration is a secondary factor to the damage on qill
caused by mercury. In the present study it was not observed alterations in the gill
probably because the form of exposition.

Leukocyte population changes as reflex in stimulation or suppression of the
immune system during the Hg exposition have great importance since affect fish
susceptibility to diseases. Roméao et al. (2006) evaluated hematological parameters
of two species (Geophagus brasiliensis and Hoplias malabaricus) captured in
polluted and reference areas. Fishes collected on polluted areas presented lower
levels for PCV, Hb and erythrocytic index.

In the present paper there was a significant decrease in WBC in animals
treated with MeHg and HgCl, when compared to control group. This result support
Kotsanis et al. (2000) work, where leukocytes response environmental alterations
changing their morphology and distribution. This decrease occurred mainly in 24 and
72 hours groups contaminated with MeHg. The reduction in the number of leukocytes
observed in “trairas” treated with MeHg reflects the reduction in the number of

lymphocytes, because there was increase in number of neutrophils and monocytes.
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The significant decrease in the number of lymphocytes was observed only in animals
treated with MeHg (24 hours-67.2 = 4.1% and 72 h-68.0 £ 4.6%) when compared
with control anmals (76.4 + 4.3%). Since the lymphocyte cells are the main defenses
in fish (Ranzani-Paiva & Eiras, 1992). The linfocitopenia of “traira”, will certainly
damage the immune response of these agents, making them more susceptible to
diseases (Mela, 2004).

Oliveira Ribeiro (2006) working with H. Malabaricus sub chronically exposed to
MeHg did not observe any alteration on erythrocytes. Nevertheless, an increase on
Hb, PCV, WBC, neutrophils and monocytes was noted in exposed fishes.
Experimental exposure of Channa punctatus to 0.3—1.8 mg/L HgCl, has been shown
to produce a number of pathological alterations such as reductions in blood
hemoglobin content, erythrocyte count, and body weight/protein contents (Sharma,
1984).

Monocytes presented a lightly increase in beginning of experiment, but
decreased in the end. Anyway, there was no significant difference between the
treatments. Ishikawa et al., (2007) did not observed any difference on monocyte
population studying tilapia exposed to HgCl, on water. Basophils and eosinophils
were rarely found. Because of this, the real effect of mercury contamination on these
cells was difficult to measure. This same difficulty was broached by Ishikawa et al.,
(2007). The monocytes in “traira” are not frequent, representing approximately 10%
of leukocytes (Ranzani-Paiva & Eiras, 1992). Metals such as lead, may cause
necrosis in many tissues and increase the melano-macrophage centers (MMCs)
(Rabitto et al., 2004). The macrophages to remove the damaged tissue possibly from
monocytes are stored in certain organs.

In this study, the number of thrombocytes in animals treated with HgCl, was
reduced in the final days of exposure (72 and 96 hours) compared with the numbers
of thrombocytes in control animals. In animals treated with MeHg, the number of
thrombocytes decreased after 48 and 72 hours, but after the days following the
reduction, the number of thrombocytes was recovered in relation to the control
animals. This reduction of thrombocytes can prejudice the coagulation system, which
is required in cases of tissue necrosis and lesions in vascular system. Sorenses
(1991) observed a 42% increase in the number of thrombocytes in the blood of fish
after acute exposure to inorganic mercury by 24 and 48 hours, this author

characterized this case as from acute intoxication by mercury.
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Eosinophils and basophils were found in a few fish, why we could not see the
possible effects of Hg on these cells. The difficulty in view of the possible effects of
Hg on eosinophils and basophils was also discussed by Ishikawa (2003) to expose
treated with MeHg and HgCl,. However, no significant difference in the quantity of
these cells between treated and control groups.

Based on these results it is possible to affirm that the exposition to Hg, mainly
MeHg, can induce alterations on hematological profile. However, those effects should
be analyzed combined with other contamination indicators, considering that
increases and decreases on some hematological parameters were observed in both
groups treated with different forms of Hg, however they appear on different time and
type of exposure.

Histopathological alterations on fishes are biomarkers of exposure to
environmental stress that signalizes the resulting effects of exposure to one or more
toxics agents (Hinton et al., 1992).

In the present study, the kidney and liver histopathological responses have
clearly different the animals exposition by organic and inorganic mercury animal
control. According to Schmalz et al. (2002) the presence of necrotic areas in liver of
Fundulus heteroclitus exposed to mercury and other metals was related to the
increase of an inflammatory response and formation of melano-macrophage centers
(MMCs). These structures are large hepatic granulomas formed exclusively by
macrophages surrounded by a thin layer of fibrous tissue with some lymphocytes
(Ferguson, 1989). According to Agius (1980), their function is capture and eliminates,
by fagocytosis, strange particles from apoptosis or cell death. These structures can
store some pigments such as melanin, lipofuscin and ceroides.

The quantitative increase of MMCs in individuals expose treated with MeHg
and HgCl, observed earlier in the kidney, suggests that there is a tendency of
melano-macrophage free to focus on center, although it was not observed significant
difference of these structures in animals treated. Mela (2007) may also observe an
increase in the number of MMCs in livers and kidneys of treated “trairas” through
diet, with MeHg, compared to control subjects. Wolke (1992) and Manera et al.
(2000), describing the melano-macrophage free and MMCs are biological parameters
that can be influenced by exposure to contaminants in the diet of fish.

Previous studies have related to the occurrence of MMCs: aging, degradation

of tissues, food conditions, iron metabolism and hemoglobin, pollution, disease and
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inflammatory conditions, immunological processes and deprivation of food (Agius &
Roberts, 1981; Grover, 1968; Hartley et al., 1996; Vogelbein et al., 1987; Secombes
& Manning, 1980; Brown & George, 1985; Rios, 2001).

The presence of necrosis observed in livers and kidneys of treated animals
with MeHg and HgCI, is corroborated by Simenova (1999). The author relates the
high number of neutrophils found in head kidney and leukocyte infiltration in liver of
individuals exposed to MeHg suggest the secretion of tumoral factor by resident
macrophages in harmed tissues. The increase in the number of neutrophils in the
blood of individuals treated with MeHg and HgCl,, the answer may be related to

injuries observed in the liver and kidneys examined in this study.

5. Conclusion

Based on the results obtained by this hematological study it is possible to say
that exposure to mercury, primarily in its organic form can cause haematological
effects, but these effects should be analyzed together with other indicators of
contamination, because increases or decreases are observed in individuals treated
by the same chemical form of metal, however, in different times and forms of

exposure.
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3.0 DISCUSSAO GERAL

A exposicao constante da biota aquatica a substancias toxicas lancadas no
meio ambiente, como mercurio e suas espécies quimicas, € capaz de interagir
com o organismo vivo causando mudltiplas alteracdes que podem gerar graves
consequéncias em populagdes, comunidades ou ecossistemas, dependendo do
grau de contaminacao e do tempo de exposicao (Jesus & Carvalho, 2008)

Os testes de toxicidade com organismos aquaticos em condigbes de
laboratorio possibilitam a qualificacdo e a mensuracdo dos efeitos dos produtos
toxicos sobre a biota e a estimativa dos riscos de intoxicacdo ao ambiente. Esses
testes de toxicidade utilizam como ferramenta a determinacdo de parametros
biolégicos selecionados, como histologia, bioquimica e fisiologia, que s&o
conhecidos por variar em resposta aos efeitos toxicos, que no caso desse estudo
€ 0 mercurio sob a forma orgénica e inorganica.

A avaliacdo biologica da exposicdo a metaiss sO0 é possivel quando
estiverem disponiveis informagfes toxicoldgicas suficientes referentes aos
mecanismos de acdo e/ou a toxicocinética dos agentes quimicos aos quais 0Ss
individuos estdo expostos. Dentre essas informac¢des as analises quimicas
realizadas posteriormente aos ensaios laboratoriais podem responder a questdes
como: absorcéo da substancia por diferentes vias e distribuicdo para os diferentes
compartimentos do organismo. Além de ser necesséario saber também se a
substancia se acumula ou ndo no organismo (Bernard & Lauwerys 1986; Rudiger
1999).

As analises quimicas realizadas nesse estudo confirmaram a capacidade
de acumulacdo de Hg pelos peixes, uma vez que, a concentracdo de Hg nos
tecidos tratados com MeHg e HgCI, foram superiores significativamente em
relacdo aos individuos controle. Essa capacidade de acumulagdo também foi
observada em outros ensaios laboratoriais utilizando anélise quimica de tecidos de
peixes principalmente de clima temperado como carpas (Filenko et al., 1989),
tilapias (Handy et al.,1993), Salvelinus alpinus (Oliveira Ribeiro et al., 1999).

Dentre as espécies de clima tropical que ja demonstraram ter capacidade de
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acumulagédo ao mercuario em ensaios laboratoriais estdo: o Trichomycterus zonatus
(Oliveira Ribeiro et al., 1995; 1996).

Uma vez absorvido pela cavidade peritonial, que como ja foi dito
anteriormente proporciona uma rapida absorcdo do Hg devido ao enriquecimento
sanguineo deste local, o Hg entra na corrente sanguinea do peixe, porém no
sangue, o mercurio inorganico tem distribuicdo igual entre células e plasma, ja o
MeHg acumula-se preferencialmente nas células, penetrando na membrana do
eritrécito e se unindo a hemoglobina. Essa alta afinidade do MeHg pelas células
do sangue tem sido observada em vérias espécies de peixes (Espafiol, 2001). As
diferencas no padrdo de afinidade entre as células sanguineas possivelmente
refletem nos resultados dos efeitos hematoldgicos observados nesse estudo, onde
apenas as concentracdes de leucécitos foram reduzidas (apos 72 horas) quando
comparado com as concentragdes de leucocitos dos individuos controle. Ja nos
individuos tratados com MeHg, variaveis hematolégicas como, hematdcrito,
hemoglobina, linfocitos e leucdcitos, foram reduzidas significativamente quando
comparados com os individuos controle.

Apoés o Hg ter sido absorvido pelo peixe, este metal é transportado pelo
sangue até um tecido de acumulacao, principalmente o figado, onde também
ocorre acumulagdo ou metabolizacdo (Penteado & Vaz, 2001). Esta afirmativa
corrobora o resultados de ordem de acumulacdo de Hg em individuos tratados
com HgCl,. Schultz et al. (1997), também observaram que apOs injecdo
intraperitonial de mercurio inorganico em individuos da espécie catfish a maioria
do Hg iniciava sua acumulacdo no figado e somente quantidades tracos deste
metal foram observadas no musculo. O rim também é um 6rgéo de detoxificacdo e
por isso refletiu maior acumulacdo de Hg em individuos tratados com MeHg,
seguido pelo cérebro devido a facilitacdo da passagem pela membrana celular,
através de mecanismos ja discutidos anteriormente.

Um metal, como o mercurio, pode sofrer metabolizacdo no figado, e ser
armazenado, ou entdo pode ser excretada pela bile ou fezes, podendo ainda
passar a corrente sanglinea para possivel excrecdo pelos rins ou ficar

armazenada nos tecidos extra-hepéticos (Penteado & Vaz, 2001).
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A distribuicdo do mercurio nos diferentes 6rgdos de um peixe apos a
exposicdo por um determinado tempo depende simultaneamente, de varios
processos dindmicos como a forma quimica, a concentracdo do Hg e o tempo de
exposicdo (Leaner & Mason, 2001). Neste trabalho, a forma de exposicdo, via
intraperitonial, possibilitou a utilizagcdo do teste agudo, uma vez que a cavidade
intraperitonial € ricamente vascularizada permitindo a rapida distribuicdo para os
tecidos relacionados com a metabolizagdo, eliminacao e afinidade as formas
guimicas. Por isso padrbes diferentes foram observados em individuos tratados
com MeHg e HgCl..

A acumulacao de Hg pelo figado e pelos rins dos individuos tratados com
MeHg e HgCl; refletiu nos efeitos histolégicos observados como aumento dos
centro de melano macréfagos e principalmente a presencga de necrose. De acordo
com Manahan (1991) a ocorréncia de necrose € também uma consequéncia da
inibicdo enzimética, ocasionando danos na integridade da membrana celular e
disturbios na sintese de proteinas e metabolismo de carboidrato. O MeHg é
largamente reconhecido por causar estresse oxidativo elevando as concentragbes
de anions superdéxido, radicais hidroxilas e peroxido de hidrogénio (Limke et al.,
2004). Desta forma, as inibic6es das enzimas SOD (individuos tratados com MeHg
e HgCl,) e GR (individuos tratados com HgCl,), podem ter contribuido no processo

de necrose dos tecidos acima mencionados.
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4.0 CONCLUSOES GERAIS

- O MeHg intefere nos padrdes sanguineos ap0s a exposi¢cdo por injecao
intraperitonial a um volume de 0.75ug/0,1 mL no tempo de até 96 horas, apesar
destes individuos ndo apresentarem concentracdes de Hg nos seus tecidos tédo

elevadas quanto os individuos tratados com HgCl,.

- O HgCl, nédo interfere nos padrbes sanguineos na mesma propor¢cao que o
MeHg, apesar das maiores concentracdes de Hg terem sido observadas nestes
individuos. Isso indica que deve existir um mecanismo de defesa de toxicidade

mais eficiente para a forma inorganica do mercurio.

- Foi gerado estresse oxidativo nos individuos tratados com MeHg e HgCl,, via
injecdo intraperitonial, uma vez que foi constatada a inibicdo da SOD (HgCl, e

MeHg) e da GR (MeHg) em relacdo aos individuos néo tratados com mercurio.

- A forma de exposicdo dos individuos (carater ndo realistica) e as diferentes
formas quimicas de mercurio utilizadas nesse trabalho, via inje¢éo intraperionial,
influencia no padréo de acumulacdo de mercurio em suas diferentes formas

guimicas.

- O figado teve destaque na acumulacdo de mercurio em individuos tratados com
HgCl,, enquanto que em individuos tratados com MeHg o cérebro foi o tecido que

apresentou maior concentracdo de mercurio.

- O MeHg e o HgCI, provocam injarias nos tecidos de figado e rins apos a
exposicao por injecao intraperitonial a um volume de 0.75 pg/0,1 mL no tempo de
96 horas, como necrose e um numero elevado de centros de melanomacrofagos.
Estas alteragfes foram diminutas em individuos controle, o que confere as duas

formas quimicas de Hg testadas efeito toxico nos tecidos estudados.
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5.0 RECOMENDACOES

Existe uma necessidade crescente de novas abordagens utilizando
biomarcadores em experimentos laboratoriais e, portanto, a continuidade dos
estudos laboratoriais e a comparagdo com as respostas encontradas em
individuos no campo, sejam outras espécies de peixes, ou ainda, outros espécies
de bioindicadores, utilizando os biomarcadores relatados nesse estudo para
oferecer a comunidade, um conjunto de técnicas alternativas para a monitorizagédo

ambiental.
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RESUMO

Oestudo dos biomarcadores é uma ferramenta deagdalido efeito toxico de substancias
poluentes em ecossistemas aquaticos, que atravéssdovolvimento e aplicacdo de técnicas de
exposicdo ou efeito em trés niveis de complexidautdividual, celular e molecular), tornando
possivel a elucidacdo da relacdo causa-efeitoeeafefio na avaliacao de risco a saude. Omercurio
e seus compostos sdo considerados importantesnedusmbientais e sdo quimicamente ativos, e,
dependendo da concentracdo atingida nos tecidosaenipodem desnaturar proteinas e inativar
enzimas e alterar a atividade celular. No monitersm aquatico, os peixes funcionam como bons
indicadores de poluicdo, e o grau de eficiénciacdda biomarcador depende do organismo
(tamanho, sexo e idade) e da posicdo deste naactuwdica, por isso, estudos de qualidade
ambiental que utilizam os mais diversos tipos aenbircadores refletem com melhor precisédo os
efeitos do possivel contaminante no organismo.

Palavras-chave:Ecossistema aquatico, indicadores de poluicadpefieiico, monitoramento.
ABSTRACT

USING BIOMARKERS IN FISH TO DETECT ENVIRONMENTAL CO NTAMINATION

BY MERCURY. Biomarkers can be used to evaluate the toxic effettpollutants to aquatic
environments. Through studying the effects of eypeso pollutants in three levels of complexity —
individual; cellular and molecular — the actual IHeaisk related to causes/ doses/ effects can be
evaluated. Mercury and its derivates are considéargmbrtant environmental pollutants that are
highly reactive, which upon certain concentratiomghin tissues can denature proteins and
inactivate enzymes, thus impairing cellular adiat Fish can be suitably coupled with biomarkers
to serve as indicators of pollution in aquatic eowiments. The efficiency degree of each biomarker
will depend of the fish used (e.g. its size, sexd age) and on its trophic position in the system.
This way, environmental quality studies that empdowide range of biomarkers more are capable
of returning a precise evaluation of the possiffieces of a contaminant on a given organism.
Keywords: Aquatic ecosystems, pollution assessement, indiafgoollution, toxic effects
INTRODUCAO

O crescimento populacional verificado nas Ultim&sadias, acoplado ao aumento do avanco
tecnolégico e ao aumento na geracdo de produtostimls, inclusive a manufatura de produtos
guimicos como fertilizantes, inseticidas e herlgisidem levado a economia global a uma expanséo
do nivel de compostos xenobibticos no ecossistequati@o. Tal fato vem contribuindo para a
reducdo da qualidade dos diversos compartimenttseatais (agua, sedimento, ar e solo), bem
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como para o comprometimento da salde dos seres \jue habitam esses ecossistemas
(Cajaravilleet al. 2000).

Através das primeiras discussdes cientificas misid@bre prevencédo de impactos ambientais, em
1992, a USEPAIlancou uma nova abordagem, intitul2daliacdo de risco”. Esta abordagem
incorpora informacdes derivadas cientificamenten queocupacgdes sociais e econdmicas, para
projetar as conseqiiéncias da acao de estressooegel® antropica sobre o ambiente e, com base
nesse modelo projetado, poderem definir acBesgyétidlas.

A exposigdo constante da biota aquatica a subasmadkicas langadas no meio ambiente, como
mercUrio e suas espécies quimicas, € capaz dagiiteom o organismo vivo causando multiplas
alteracdes que podem gerar graves conseqiéncigomutacdes, comunidades ou ecossistemas,
dependendo do grau de contaminacao e do tempgdsiedio, como pode ser observado na Figura
1. Para avaliar o efeito nocivo de um contamin&arieado no ambiente quando este esta abaixo do
limite legislado, utilizam-se testes de toxicidaalealisados por estimativa de pontos, normalmente
expressos por concentracdes letais, efetivas obidoras que causam, respectivamente,
mortalidade, anormalidade ou inibicdo a 50% doswtiggnos expostos. Entretanto, Denédral
(1994) provaram, com base em uma série de dadesp qualor aproximado, a partir do qual o
efeito comega, est4 sempre abaixo de 25%, o qoa foavaliacdo de riscos com base em valores
de 50%, uma temeridade (Nascimeatcal. 2006). A impossibilidade de confian¢ca dos dados de
toxicidade, ainda utilizados hoje, torna o uso biosnarcadores mais promissores para a deteccéo
preventiva de efeitos adversos.

Biomarcadores séo hoje definidos como respostédégitas adaptativas a estressores, evidenciadas
como alteracdes bioquimicas, celulares, histol§gifiaiolégicas ou comportamentais (Depledge
1992, Depledge 1993). Em 1987, quando o termo sufigji proposta uma definicdo, sendo estabe-
lecido que biomarcadores fossem “indicadores gqamaavam eventos em sistemas ou amostras
biolégicas sob exposicdo a contaminantes quimicdéhfase era o efeito em humanos. Adams
(1990) modificou a definicdo original para incluiespostas de organismos, populacbes e
comunidades aquaticas, e Depledge (1994) ampliodefinicdo, introduzindo respostas
comportamentais a definicAo e outras perspecticasoxicologicas criticas, como diversidade
genética.

Os biomarcadores sdo comumente usados como indisadmioquimicos, fisiolégicos, e
histolégicos de exposicdo a xenobidticos ou deasfaie contaminantes quimicos (Hugggtal.
1992). Leonzio & Fossi (1993) também ampliaram find@io (e consequentemente o uso de
biomarcadores) proposta pélational Academy of Sciencagefinindo o que propuseram chamar
de biomarcadores ecotoxicoldégicos, como variagOegjubmicas, celulares, fisiolégicas ou
comportamentais que possam ser medidas em amdstitasidos ou fluidos orgénicos, em orga-
nismos ou populagBes, que possam evidenciar edmosig efeitos de um ou mais poluentes
qguimicos ou radiacdes. Mais recentemente, Decaf@®®7) definiu biomarcador como um
indicador biol6gico que evidencia efeito resultadte exposicdo a um estressor, que pode ser
interpretado como evento adaptativo ndo patogénitocomo séria alteracdo de um evento
funcional, dependendo da toxicocinética e do meoamide acao do estressor.

Existem biomarcadores moleculares, celulares éwsb de individuo. As duas caracteristicas mais
importantes dos biomarcadores séo: a) permitentifidan as interacdes que ocorrem entre 0s
contaminantes e os organismos Vvivos; b) possifilita mensuragdo de efeitos sub-letais. Esta
Ultima caracteristica permite pdor em prética a¢tewediadoras ou, melhor ainda, acdes
preventivas. Dai a importancia e o interesse atgahcorporacdo da analise de biomarcadores em
programas de avaliacdo da contaminacdo ambiental.
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CLASSIFICACAO DOS BIOMARCADORES

Os biomarcadores podem ser classificados comopmsig&o, efeito ou suscetibilidade.

Os biomarcadores de exposi¢do sdo alteracdes iombdgensuraveis que evidenciam a exposi¢édo
dos organismos a um poluente. Um exemplo de biadares de exposi¢cdo sdo os parametros
bioquimicos que tém sido testados em peixes coagdela suas respostas a substancias toxicas.
Entre os indicadores mais investigados nesses eniesido as enzimas presentes no tecido
hepético, envolvidas na detoxificacdo de xenolétie seus metabdlitos, englobando as enzimas de
biotransformacéo de fase | e fase Il e cofator@s enzimas antioxidantes (Lech & Vodicnik 1985),
como por exemplo, a inducdo do citocromo P-4501 RTCA) monoxidase, sob exposi¢do a
hidrocarbonetos poliaromaticos (Bucheli & Fent 19%sses biomarcadores sdo muito sensiveis e
especificos para os compostos referidos. Uma daslgs vantagens do uso desses biomarcadores é
0 baixo custo, que chega a ser 100 a 200 vezesbaeso em relacdo ao de analise quimica
(Schlenk 1999).

Os biomarcadores de efeitos, em geral, ndo saaifisps em relacdo aos estressores e nao
fornecem informagBes sobre a sua natureza, masasacteristicos da ocorréncia de um estresse
que podera ser reversivel tdo logo o estressoe @essuacio. S&o caracterizados pela inducéo de
mecanismo de defesa celular, que se iniciam sewqm® uma resposta adaptativa em nivel
molecular/ bioquimico. Entretanto, se esse mecanifaiha ou se sua capacidade de resposta é
ultrapassada, poderdo ser desencadeadas alterfigidficas ou histologicas, podendo ser
irreversiveis, dependendo da capacidade do sistendagdo em responder ao estressor. Assim, o
organismo pode ter afetada sua capacidade de rtg@r@dou crescimento. Alguns desses
biomarcadores sao érgao-especifico como enzimas@mdancadas na corrente sanguinea apoés
lesdo em tecidos, como varias hepato-amino-acidmssdaminases, indicativas de respostas
adaptativas a estressores sdo as envolvidas coeroaigacdo lipidica ou estresse oxidativo
(Winzeret al.2001).

Os biomarcadores de suscetibilidade podem seridefincomo indicadores de processos gque
causam variacdes de repostas ao longo do temptreeexposicdo e efeito (Barredt al 1997),
determinando condi¢des como: individuo sadio, coreggio do metabolismo, perturbacdo das
funcbes, alteracdes morfologicas e morte. Estadigies aumentam a taxa de transicdo entre esses
dois extremos (exposicdo e efeito). Os organismmeEsmo da mesma espécie, ndo respondem
igualmente a exposicdo a xenobidticos. Sexo, jegstiesse pelo confinamento, tamanho e estadio
de desenvolvimento sdo parametros de variacdo esBostas a estressores, bem como o
polimorfismo genético de uma populacdo. Estes hicatres correspondem aos chamados
biomarcadores de efeito latente (Fossi & Leonzi®3)9significando que um organismo pode, em
determinadas circunstancias, ter limitada a haikdde se adaptar ou sobreviver, o que pode ser
determinado por mensuracdo de respostas fisioBgjoa, analisadas em conjunto, expressam a
diminuicdo da energia disponivel para o crescim@bascimentat al 2006).

Alguns autores (Fossi & Leonzio 1993) defendem aoutiassificacdo que incluiria, além dos
citados, os biomarcadores de exposicao e efeit,além de indicarem a ocorréncia de exposicao a
determinados poluentes, podem ligar, com espedafiE, essa exposicao ao efeito evidenciando, de
modo a caracteriza-lo. Ainibicdo da acetilcolinemte (AChE) é o melhor exemplo. Essa enzima
hidrolisa a acetilcolina, impedindo a ac¢do contifauadlessa substancia sobre seus receptores em
nivel das sinapses, propiciando, assim, um contr@e transmissdo do impulso nervoso.
Organofosforados e carbamatos inibem a acetilsilinese, causando hiperestimulacdo dos
receptores de acetilcolina, o que impede a cordgragscular normal. Por ser especifica para esses
praguicidas, a inibicdo dessa enzima € considesatdebiomarcador de exposi¢do e de efeito
(Nascimentcet al. 2006).

O primeiro desafio para o cientista ambiental dsarea investigacdo de biomarcadores apropriados
para o melhor diagnéstico possivel. Para essahesdele-se levar em consideracao principalmente
0 contaminante a ser estudado e o melhor moddiagigo.

121



Os peixes constituem um grupo de grande importarasaavaliacdes de toxicidade ambiental, pois
além de estarem presentes em varios ambientesseamrem ampla distribuicdo geogréfica, parti-
cipam ainda, de diferentes niveis tréficos da @admentar, sendo considerados como excelentes
modelos biolégicos de estudo (Rodrigues 2003). Ccim® e seus compostos sdo ativos quimi-
camente e, dependendo da concentracdo atingidacito tanimal, pode desnaturar proteinas e
inativar enzimas e alterar a atividade celularagmtla inducdo de genes especificos como pela
transmisséo ou influéncia de sinais de controlexgaiesséo génica (Koropatnick & Zalups 1997).
Podem, ainda, modificar as membranas celularesprejunizo de suas func¢des, causando a morte
celular e a destruicdo de qualquer tecido com bepteem em contato.

Assim, a determinacdo de parémetros biologicoscisel@dos, como histologia, bioquimica e
fisiologia, que séo conhecidos por variar em respass efeitos toxicos dos compostos mercuriais,
vém sendo constantemente recomendadas para avak#do de salde ambiental de ecossistemas
aquaticos. Os biomarcadores mais utilizados atudbmgara o estudo da contaminacédo de peixes
por mercurio (Hg) estao descritos a seguir.

PARAMETROS QUIMICOS

A exposicdo pode ser avaliada por medida da corggt do agente quimico em amostras
ambientais, como ar (monitorizacdo ambiental), tavés da medida de parametros biol6gicos
(monitorizacao biol6gica), denominado indicadorgddigicos ou biomarcadores. AMonitorizacéo
biol6gica da exposicao aos agentes quimicos signifimedida da substancia ou seus metabdlitos
em varios meios bioldgicos, como sangue, urina&xatado e outros (por exemplo, mercario na
urina) (Amorim 2003).

A avaliacdo biologica da exposicdo a substancidsiigas s6 é possivel quando estiverem
disponiveis suficientes informacdes toxicoloégicagenentes aos mecanismos de acgdo e/ou a
toxicocinética dos agentes quimicos aos quais ahvifuos estdo expostos. Quando a
monitorizag&o biolégica esta baseada na deternmondg&ubstancia quimica ou do seu metabolito
no meio biolégico, torna-se essencial o conhecimel® como a substancia é absorvida pelas
diferentes vias; posteriormente, de como é diddtdoypara os diferentes compartimentos do
organismo; de como é biotransformada; e, finalmetgecomo é eliminada. Além de ser necessario
saber também se a substancia se acumula ou naoganismo (Bernard & Lauwerys 1986;
Rudiger 1999).

A distribuicdo de Hg nos 6rgdo dos peixes resuliaagdo e interacdo entre trés fatores
ecotoxicologicos: (i) condicdo de exposicdo, a irtfpeia da rota de entrada (agual/ingestdo da
presa) e formas quimicas do metal (mercurio indcgarHg (II) /MetilHg); (ii) caracteristicas
fisico-quimicas de bidtopos (agua e compartimeatsediimento), que afetam a especiagéo quimica
do mercario, bioacumulacdo e também funcdes figich® e bioquimicas do organismo; (iii)
propriedades estruturais e funcionais de diferezgpécies de peixes que poderia afetar as barreiras
biol6gicas e 0 mecanismo de excrecao/depuracaeide (Régineet al 2006).

Desta forma, torna-se imprescindivel o estudo qudrdas concentracdes deste metal nos bidtopos
e em espécies aquaticas de habitos alimentareserdifados, uma vez que o MeHg é um
organometdlico que além de se bioacumular tambérbigmagnifica ao longo das cadeias
alimentares, ou seja, 0os organismos do topo deiacéei®m concentracdes mais elevadas do que
aqueles do inicio da cadeia (Campleelhl 2003; Duselet al 2005; Hammerschmidt & Fitzgerald,
2006).

PARAMETROS GENOTOXICOS
Estudos recentes apontam que metais como o mertgmao, cobre e cromo atuam em ciclo redox,

produzindo espécies reativas de oxigénio (ERO®hES& Bagchi 1995). As EROs e 0 estresse
oxidativo gerado por estas induzem a peroxidacdoligidios, danos ao DNAe alteram a
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homeostasia de diversos minerais esséncias. Adlonemte, o estresse oxidativo afeta diversas
rotas metabdlicas, incluindo aquelas envolvidageparo de danos ao DNA, conhecidos como
efeitos genotoéxico (Pt al 2006).

Oemprego de parametros genotéxicos, principalmemnteorganismos aquaticos como forma de
avaliacdo da qualidade hidrica, permite avaliafeiteedos poluentes no meio hidrico, bem como
alteracdes de seu potencial toxico ou genotoxiés ageracdo com o ambiente.

Ao nivel celular se podem utilizar, pelo menossdipos de bioindicadores como indicativos de
dano ao material genético: o teste do micronlcleemsaio cometa,.

Os micronlcleos sdo massas de cromatina citoplasmé@m o aspecto de pequenos nucleos,
constituidos principalmente por fragmentos cromms$sds ou por cromossomos retardados durante
a migracdo anafasica, que se detectam em célutatiBicas mediante técnicas simples de colo-
racdo, aparecendo no citoplasma como pequenosédragmbasofilos. Em células de mamiferos,
0s micronucleos sdo conhecidos ha muito tempog e€ls@imados de corpusculos de Howell-Jolly.
Os micronucleos podem aparecer por varias causae elas por falha mitética, tanto de
fragmentos acéntricos de cromossomos, gerados ygoura (clastogenicidade), quanto de
cromossomos completos (aneuploidia), como consejégeralmente, de enfermidades genéticas
(Portoet al 2005).

No Brasil, existem poucos estudos que utilizamstetde micronicleos (MNTS) para estabelecer o
efeito mutagénico e o efeito clastogénico do mércém peixes. (Nepomucenet al 1997,
Grisolia & Cordeiro 2000, Matsumoto & Coélus 2000asnnenhum desses estudos avaliou os
efeitos genotéxicos na distribuicdo dos micron(gleo ambiente ou nos peixes em diferentes
niveis tréficos, um fator critico na avaliacdo ides da exposicao.

Oensaio cometa é uma técnica capaz de detectas dandNAem células individuais. E um teste
relativamente novo, mas amplamente aplicado emi@stpor ser facilmente manipulavel, por ter
baixo custo e pelo tempo reduzido para obtencaesidtados. Este ensaio permite a deteccéo de
danos diretos no DNA(Pax-Y-Miret al 2002).

Estudos recentes realizados em peixes submetidosdicdes experimentais mostraram diferentes
conclusdes quanto a eficiéncia do ensaio cometaocbiomarcador. Poleza-Lopes (2004),
trabalhando comHoplias malabaricussubmetidos a contaminacdo na agua por MeHg, nao
observou diferenca significativa entre o grupcatiatcom MeHg e o grupo controle. Bomleibl
(2001), estudaram eritrécitos de peixes contamimadon diferente concentrac6es de perdxido de
hidrogénio. Neste estudo, o ensaio cometa apraséifarenca significativa entre o grupo controle
e 0S grupos contaminados. Ferraoal (2004), aplicaram o0 ensaio cometa para testss doi
contaminantes diferentes, TBT e chumbo, tambéntHemalabaricus ndo encontraram diferenca
significativa entre o grupo controle e o grupo eamhado em peixes tratados com TBT, porém,
nos peixes tratados com chumbo foi encontradaetifer significativa entre os grupos.

As explicacOes para tais diferencas podem sersyatésde dosagem do xenobidtico a que o animal
foi submetido 0 que faz com que este ndo provoguesidiretos ao DNAe as proteinas do sistema
de reparo (Ferraret al 2004), ou ainda, diferencas na idade e no sesopd#ixes expostos
(Polenza-Lopes 2004).

Em trabalhos realizados em areas consideradasntioaidas, com diferentes animais marinhos e
dulciquolas, foram demonstradas as vantagens @soecsmeta na avaliacdo de danos no DNA,
porém, estes estudos enfatizam que comparacdes érgas contaminadas ndo podem ser
realizadas facilmente (Lee & Steinert 2003, SouZzofitanetti 2006).

PARAMETROS HEMATOLOGICOS
Os parametros do sangue sdo considerados indisafisi@histopatologicos do corpo inteiro e

consequentemente € um importante diagnoéstico tissstatrutural e funcional do peixe exposto a
substancia téxica. (Adhikaet al 2004).
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A auséncia de estudos sobre a caracterizacdo wlascéhnguineas e outros valores hematol6gicos
em diferentes espécies de peixes, provavelmerdeasejaior barreira para se usar esta ferramenta
na investigacdo do efeito de contaminantes em pdiMela 2004), assim como a escassez de
métodos padronizados, diferencas entre sexo e,idp@didade da agua e métodos de captura,
podem ser variaveis que dificultam a interpretag@® dados. Por esta razao, é dificil comparar
resultados com diferentes espécies e diferentedas{Klingeret al 1996).

O trabalho de Vocciat al. (1994) descreve que a capacidade fagocitica deddeas, como
macrofagos e granuldcitos, presentes no rim-cef@@Oncorhynchus mykideram inibidos ap6s
exposicdo destas espécies de peixes a concentrsglddstais de Hg (0,5ppb), provavelmente
devido a citotoxicidade do Hg. Os mesmos autorexrdgem que o potencial citotéxico do
metilmercurio para leucécitos da truta foi 10 vemesor que a do mercurio inorganico, atuando
nos principais tecidos leucopoiéticos. Aacdo desttal parece estar relacionada a interrupgéo do
processo fagocitario em uma de suas etapas: sigatizquimica, ligacdo com o alvo, ingestao
celular, degranulacdo, “morte” intracelular e digesintracelular (Ferreira 2004Mela (2004)
observou um aumento nas células no nimero totalitlécitos, leucécitos e trombdcitos, no grupo
de peixes expostos a metilmercurio em relagéo @mogeontrole, assim como aumentou o valor do
hematocrito e hemoglobina. Alteracdes na populdedleucdcitos como reflexo da estimulagéo ou
supressao das defesas naturais (ex. leucdcitosifi@gs) frente & exposicdo ao Hg, sdo de impor-
tancia ecotoxicologica, uma vez que tém o potemgahfetar a susceptibilidade dos individuos a
doencas. Romaet al (2006) avaliou os pardmetros sanguineos de dspécies de peixes
(Geophagus brasiliensisH. malabaricu$ coletados em areas consideradas poluidas e e dee
referéncia. Foram observados indices hematolédjgpeisamente menores em individuos coletados
na area considerada poluida (hematécrito, hemaglabindices de eritrécitos).

Uma linhagem de enzimas especificas do sangue, emrmoansaminases, podem indicar uma
disrupcdo da membrana celular em certos organi€huiros parametros hematolégicos menos
especificos como hemoglobina, dosagem de hematGgnibteinas e glicose, podem ser mais
sensiveis a certos tipos de poluentes, ou aindajsntle homdnios esterdides no sangue ou
proteinas normalmente induzidas por esses horm@mioem também indicar certos efeitos
reprodutivos devido a disrupcao enddcrina (VanQizstet al 2003).

Low & Sin (1996) chegaram a descrever um aumentatina@ade de liso-enzimas plasméticas e
renais do peixdrichogaster trichopteruguando submetidos ao Hg. Liso-enzimas sdo enzio&s q
compdem a defesa humoral ndo especifica de peixestdo presentes no muco, soro, 6rgaos
hematopoéticos e células fagociticas. Possuem datigi bactericida, variando sua
estimulag@o/producdo diretamente em funcéo dacgitude estresse do organismo. Sua inibigcdo
pode ser perigosa para 0s peixes uma vez queppgrat a imunidade ndo especifica de inGmeras
espécies da ictiofauna, qualquer fator externogegosicao ao Hg) que provoque uma diminui¢céo
da resisténcia imunoldgica frente a patdégenos, pesldtar em uma alta taxa de infec¢éo levando
inclusive a morte de uma populacéo.

Na Tabela | estdo citados alguns trabalhos qu&ardim os parédmetros hematol6gicos como
biomarcador. Ferreira (2004) ao realizar a contagdarencial de leucdcitos de peixes de duas
lagoas, uma contaminada e outra considerada coordmu@ctada, ambas localizadas na Regido
Norte Fluminense (RJ), concluiu que a lagoa comtada mostrou uma linfocitopenia e uma
trombocitose evidente. Também foi constatado unug@eg aumento no nimero de granuldcitos
circundantes no sangue demalabaricus

Oliveira- Ribeiroet al 2006, ao trabalhar com padrdo hematoldgictddenalabaricusexpostos
sub-cronicamente ao metilmercurio, ndo observoeretiica significativa entre os eritrécitos dos
individuos controle e contaminados por MeHg, porfainpossivel notar o aumento de leucdcitos,
da concentracdo de hemoglobina, do hematdécritonedéréfilos e mondcitos dos individuos
contaminados em relacédo aos individuos controle.
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Tabela I. Alguns trabalhos que utilizaram os biaradores hematolégicos para avaliar a contaminagéimercurio do peixeoplias
malabaricus
Table I. List of papers that employed hematologitainarkers to evaluate contamination by mercurhimfish Hoplias malabaricus

Referéncia Parametros hematolégicos

Mela (2004) Contagem de células do sangue, hemoglobinometria,
determinac&o do hematdcrito, indices hematimétecos
morfometria de eritrécitos, no sanguetHianalabaricus
apo6s contaminacgdo vivo por metilmercario.

Ferreira (2004) Contagem diferencial de leucocitostdemalabaricugpara
diferenciar o grau de contaminagéo de dois amtsente
lacustres

Oliveira-Ribeiroet al.(2006) Estudos de possiveis diferengas hematokgitte

espécies del. malabaricusxpostos sub-cronicamente ao
metilmercurio.

PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os parametros bioquimicos tém sido largamentedestam peixes com relagdo a suas respostas a
substancias téxicas. A Tabela Il demonstra alguns ttabalhos cientificos que utilizaram
diferentes enzimas para avaliar a acdo de um cormdate especifico em peixes. Entre os
indicadores mais investigados nesses animais és&aenzimas presentes no tecido hepatico,
envolvidas na detoxificagdo de xenobioticos e segtabdlitos, englobando as enzimas de
biotransformacéo de fase |, fase Il, cofatores enasnas antioxidantes (Lech & Vodicnik 1985).

Tabela Il. Biomarcadores enzimaticos usados atudthesuas respectivas referéncias.
Table Il. Enzymatic biomarkers currently used teedecontamination in fish with respective referenc

Enzima Contaminante Referéncias

ALAD Chumbo Hodsoret al 1977, Goyer
&Clarkson 2001, Gurer-Orhaat
al. 2004

EROD PAHs e PCDD/Fs, Stegeman & Hahn 1994, Bucheli

policlorodibenzeno-para-dioxinas g, Fent 1995
e furanos, e PCBs
(policlorobifenis)
GST Xenobibticos em geral George 1994
LDH Oleo cru e condigdes de hipoxia Gagnon & Holgd/899,
Cooperet al. 2002

O mercurio € um metal de alta toxicidade, pois pratbo organismo espécies oxigenada altamente
reativa como o kb (peréxido de hidrogénio), que induz ao decréscim® wiveis de glutationa
(GSH) e causa a peroxidacéo lipidica (Stohs & Bat@b).

A diminuicdo da glutationa pode reduzir a capaadadlular de destruir os radicais livres e
espécies reativas de oxigénio, de modo que aurngméencial oxidativo da célula. Assim, GSHe
suas enzimas associadas exercem um papel prowitoo dla célula. De fato, a conjugacdo da
glutationa com os xenobidticos, seja espontdneaatalizada pela glutationa-S-tranferase (GST),
diminuem a acao dos xenobidticos e tornam essaécoiak mais sollveis na agua, e elas podem
ser mais facilmente eliminadas (Boyland & Chasseii69). Variacdes nos niveis de glutationa e
enzimas envolvidas em atividades associadas aiefipode mercurio tém sido estudadas, mas as
respostas foram varidveis e dependentes das espécigo de exposicdo, e concentragdo do metal
(Chatterjee & Bhattacharya 1984, Heisinger & St88&5, Di Simplicio & Leonzio 1989, Maracine

& Segner 1998, Canest al 1999). Filipak-Netoet al (2008) submeteram hepatdcitos e
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malabaricusa diferentes concentragbes de DDT e MeHg, alémasdaciacdo entre estes dois
contaminantes e concluiram que em todos os tratamess atividades das enzimas, catalase
(CAT), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)tajlana redutase (GR) e superédxido dismutase
(SOD) foram alteradas.

A inibicdo da atividade da acetilcolinesterase (BLtem sido largamente usada como diagndstico
da exposicdo por compostos anticolinesterases comanofosforados, carbamatos e pesticidas
(Fulton & Key, 2001). Mais recentemente, estudadicearam que esse biomarcador é também
sensivel a outros compostos, incluindo alguns metaurfactantes (Gidt al 1990, Labroet al
1996, Guilherminoet al 1998). Rabittoet al (2005) verificaram inibicdo da atividade
acetilcolinesterase em peixes expostos a chumb@&mponesse mesmo estudo peixes foram
expostos ao TBT e ndo apresentaram alteracBesividadé desta enzima. Costh al (2007)
também observaram inibicédo na atividade da acktiksierase em peixes expostos ao MeHg.

PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS

O exame histopatolégico € reconhecido cada vez i@iso uma ferramenta valiosa para a
avaliacdo do campo do impacto de poluentes amisesta peixes (Heath 1995, Tehal 1997).
LesBes especificas que ocorrem nos 6rgaos de migestos as substancias toxicas sob condicdes
de laboratério ajudam a identificar biomarcadoreseaposi¢cdo. Muitos autores estudaram 0s
efeitos histopatoldgicos do mercurio nos peixestqs ao mercurio inorganico e metil mercario
na dgua em tecidos como figado, rins, em brangumesepitélio olfatorio (Filenket al1989, Skak

& Baatrup 1993, Handy & Penrice 1993, Allen 1994nBrjee & Bhattacharya 1994, Oliveira
Ribeiroet al 1995, Oliveira Ribeir@t al 1996, Oliveira Ribeiro & Torres 1995, Jageieal 1996,
Samson & Shenker 2000, Mada al 2007, Oliveira Ribeiret al 2008). Estes estudos mostraram
gue as branquias e o epitélio olfatério estdo entato direto com os poluentes na agua, e podem
ser usados como indicadores sensiveis da toxicidddiiva do metil mercirio nos ecossistemas
aquéticos devido as interacdes do mercurio comuaed branquial dos gases e dos eletrélitos
(Heath, 1995) e ocorréncias de problemas morfabSg{dagoeet al 1996, Oliveira Ribeire@t al
1996, 2000). Poucos dados estdo disponiveis naatlita sobre os aspectos histoldgicos e
ultraestruturais do tecido muscular esqueléticoteledsteos frente a contaminacdo por Hg.
Notadamente, a maior parte dos trabalhos publicadtere-se aos aspectos biogquimicos e
alteracdes metabolicas provocadas pela exposicéiro de culturas de mioblastos ao Hg ou de
experimentos com musculo estriado cardiaco de aslfblialbach 1990, Usukt al.2001). Por sua
vez, Sewryet al. 2002 afirmam que apesar do uso da microscopigdele&r de transmissado para
observacdo de alteracbes no musculo esqueléticdingnuindo nos dltimos anos devido a
aplicacdes de técnicas de biologia molecular e auitmquimica, ainda assim o autor destaca o
papel da técnica no diagndstico de bidpsias digstele tecido.

De acordo com Hinton & Laurén (1990), o figado é @rgao desintoxicador essencial para o
metabolismo e para a excrecdo de substancias sostecalentro do corpo. Aexposicdo aos metais
pesados pode conseqiientemente causar as mudastdégltas no figado e uma investigacao
histolégica de espécimes expostos podem conseqiemti® produzir resultados significativos.
Brusléet al (1996) afirmam que estudos com histologia dedfigale peixes poderiam servir como
modelos para estudar as interagfes entre fatorbe@ais e estruturas hepaticas e suas fungdes.
Oefeito prejudicial da poluicdo do metal pesaddtistologia do figado de peixes pode, entretanto,
depender da duracdo da exposicao (cronica ou agudegl de concentracdo do metal especifico.

PARAMETROS IMUNOLOGICOS

Varios pesticidas sdo conhecidos por afetarentensssimune resultando em alteracdes na resposta
humoral e celular. As alterac6es imunoldgicas podessultar em doencas auto-imunes,
hipersensibilidades ou alergias, enquanto que 1@ssg§io do sistema imune pode levar ao aumento
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da incidéncia de doengas infecciosas e até megraasiormacdes neoplésicas (Deaml, 2001).
Sendo assim 0 uso de biomarcadores imunolégicosité il na avaliacdo do risco toxicolégico
(Stiller-winkler et al 1999). Nos mamiferos, foi observado que tantoiaedpor célula e humoral
(anticorpo - mediada) imunidade pode ser deprimigopoluentes tais como os HPA, PCB, PBB,
OCPs (dieldrina, lindano, DDTs e HCB), organomefaiex. metilmercudrio eorganoestanios) e
metais pesados como Pb e Cd (Von der @pat 2003).

Osistema imune de peixes é bem desenvolvido e gdeomparado em varios aspectos ao sistema
imune de mamiferos (Ellis 1982). Desta forma pasapor que a sensibilidade das fun¢des do
sistema imune frente & contaminacdo ambiental gadivel entre diferentes espécies. Afuncéo
imune natural ndo especifica dos organismos ofeme@meras possibilidades como fonte de
marcadores biol6gicos na ecotoxicologia.

Varios parametros imunoldgicos podem potencialmsatem utilizados como biomarcadores nos
peixes, por exemplo, células brancas sanguineaso(i#os), status de linfocitos (contagens das
células sanguineas ou diferenciais) e fatores fesalendo especificas (tais como os niveis de
atividade lisossomal aguda e proteinas de fluidoparais), peso e morfologia de leucécitos
produzidos em 6rgdos, como o baco, timo e o rimirae de melanomacrofagos (nimero, tamanho
e exame histopatolégico) (Metd al 2007, Mirandaet al 2008), funcdo macréfago (quimiotaxia,
fagocitose, pinocitose e quimioluminescéncia), ummento da susceptibilidade a infec¢Bes
bacteriana, e outros (Weeltsal 1992, Westeet al 1994).

Bussolaroet al (2008) expuseram camundongos a diferentes caagées de chumbo por 72h e
concluiram que mesmo em baixas concentracdes e8esinios macréfagos eram afetadas através
da reducédo do indice fagocitico, producdo de Oridtiico, estabilidade do sistema endosomal /
lisossomal e da adeséao celular.

Convém, no entanto, salientar que o sistema imgrmdpode ser influenciado por uma grande
variedade de estressores, o que implica em queabtaiores imunolégicos podem ser Uteis e
sensiveis, mas muitas vezes inespecificos (Weteks1992).

PARAMETROS REPRODUTIVOS E ENDOCRINOS

Anecessidade de se conhecer os efeitos potenagidisreguladores endocrinos tem conduzido a
uma demanda por métodos de ensmastro ein vivopara identificar os efeitos biolégicos de uma
grande variedade de substancias naturais e sggdtiesentes no meio ambiente.

Recentes estudos experimentais tém investigadparidade de baixas doses de metais pesados
(c&dmio, mercurio, zinco, chumbo) de causaremagifers nas funcdes do sistema enddécrino. Sao
relatadas alteracBes no sistema reprodutivo emlagims de espécies de peixes, distlrbios na
sintese de cortisol em peixes, indugdo da sinee88' & (Leblondet al 1999, Fossét al 2004).

Os resultados dos trabalhos existentes que relui@ieitos reprodutivos e enddcrinos causados
por Hg e do MeHg na ictiofauna (Who 1990, Wieetal 2003) mostram que peixes submetidos a
diferentes concentracbes de Hg apresentam alterdgdenonais e reprodutivas, e ha efeitos
adversos sobre o desenvolvimento larval (Who 1996)ificou-se também que o MeHg pode
prejudicar a reproducdo dos peixes por afetar emedvimento gonadal e 0 sucesso de desova dos
adultos (Wiener & Spry 1996), além de reduzir cesgo de incubacéo dos ovos e da sobrevivéncia
dos estagios embriolarvais (Mckimt al 1976, Friedmanret al 1996, Latif et al 2001,
Hammerchimdet al 2002).

Os interferentes endécrinos podem exibir tanto omportamento estrogénico como androgénico.
Estrogénios séo esterdides hormonais que reguumtentam o desenvolvimento sexual feminino
e suas funcbes reprodutivas. Ja os androgénioses@ndides hormonais responsaveis pelo
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secasadasculinas (Hoffmaet al 2003).
Adeterminacdo da proteina vitelogenina (VTG) emanigmos aquaticos, principalmente peixes,
tem sido bastante utiizada na investigacdo portacoimantes. Avitelogenina é uma
fosfolipoglicoproteina sintetizada por todas asdéside oviparos durante o ciclo reprodutivo; é
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produzida no figado e secretada na corrente sagyuionde € transportada até os ovarios,
acumulando-se nos ovAcitos em crescimento pararsi&ig, utilizada como precursora das reservas
nutricionais necessarias para o desenvolvimentsegjilente dos embrides. Em individuos imaturos
ou em machos, a codificacdo do gene para estaimaotéio existe ou € muito fracamente
expressada. Assim, a presenca desta proteina rguesatestes organismos representa um
biomarcador de exposic¢éo, pois sua sintese demplendeesenca de xenobidticos (Reis Fithal
2006).

A sintese de vitelogenina (VTG), é afetado peloadgtl. Foi demonstrado que peixes expostos a
PCBs foram menos capazes de produzir VTG (Sgtied 1990). Ocomprometimento da funcao
reprodutora pela diminuicdo dos niveis plasméataes/TG foi reportada para as trutas fémeas
expostas ao Cd (Hawet al 1988). Asintese de VTG também pode ser induzid@e&ixes do sexo
masculino expostos a substancias quimicas peror@mddo sistema endécrino, como a
alquilfendis, conduzindo assim a uma chamada femjdio dos peixes machos (Gimestoal
1996).

O merclrio (inorganico ou metilado) causa lesGestopatolégicas nas células de Leydig
(responsaveis pela sintese de andrégenos)Charias sp. expostos cronicamente. Isso veio
acompanhado pelo decréscimo dos teores de coleglasmatico, sugerindo um estimulo do
catabolismo hepéatico ou uma inibicdo da sintesemdécula. Ochumbo foi relatado como
supressor da liberacdo de gonadotropinas em pegxesavelmente por alterar os niveis de
dopamina no hipotdlamo, o que inibe a espermatesgéae producdo de andrégenos, bem como
reduz o crescimento gonadal e os niveis de estradidémeas (Heath 1995). Porém, no estudo
realizado por Alves Costa (2006) em peixes contadda por chumbo inorganico divalente nao foi
observado nenhum efeito antiestrogénico detectdekl método empregado (imuno-deteccéo),
apos bioensaio (administracéo via intraperitoneal).
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Apéndice Il. Localizagdo dos acudes de coleta dos espécimes de trairas
utilizada nos experimentos.

Faz: Barra do/Pomba

Googk 3

Flgura 1 Locallza(;ao dos agudes na Fazenda Barra do Pomba mun|C|p|o de
Itaocara, noroeste do Estado Rio de Janeiro (21°40'44”S e 42° 04’ 53” W).
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Apéndice Ill. Experimento laboratorial e retirada das amostras para analise.

Figura 2. Metodologia do experimento, (a) manutencao dos peixs no sistema de aquarios para
0 ensaio agudo, (b) coleta de sangue das trairas, (c) biometria das trairas controle e tratadas
com MeHg e HgCl,, (d) necropsia das trairas, (e) retirada das branquias, (f) retirada do
musculo, (g) retirada do rim anterior, (h) biometria do cérebro.
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Apéndice IV. Niveis de significAncia na acumulacdo de Hg pelos tecidos
analisados de trairas tratadas com HgCl, e trairas controle, nos diferentes
tempos.

Tabela 1. Nivel de significancia na acumulacdo de Hg pelo figado de trairas

tratadas com HgCl, e trairas controle, nos diferentes tempos.

24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas

24 horas 0,001* 0,010* 0,071
48 horas 0,672 0,430
72 horas 0,666
Controle 0,001* 0,001* 0,001* 0,001*

Valores com * correspodeioncentracdes significativamente diferentes

Tabela 2. Nivel de significancia na acumulacdo de Hg pelo figado de trairas

tratadas com MeHg e trairas controle, nos diferentes tempos.

24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas

24 horas 0,627 0,101 0,001*
48 horas 0,319 0,002*
72 horas 0,003*

Controle 0,001* 0,001* 0,001* 0,001*
Valores com * correspada concentracdes significativamente diferentes

Tabela 3. Nivel de significancia na acumulacado de Hg pelo cérebro de trairas
tratadas com HgCl, e trairas controle, nos diferentes tempos.

24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas

24 horas 0,032* 0,275 0,065
48 horas 0,001* 0,592
72 horas 0,003*
Controle 0,006* 0,001* 0,001* 0,001*

Valores com * corredpm a concentragdes significativamente diferentes

Tabela 4. Nivel de significAncia na acumulacado de Hg pelo cérebro de trairas
tratadas com MeHg e trairas controle, nos diferentes tempos.

24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas

24 horas 0,238 0,016* 0,018*
48 horas 0,024* 0,023*
72 horas 0,721
Controle 0,002* 0,001* 0,001* 0,001*

Valores com * capedem a concentragfes significativamente difesente
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Tabela 5. Nivel de significancia na acumulacdo de Hg pelo rim de trairas

tratadas com HgCl, e trairas controle, nos diferentes tempos.

24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas

24 horas 0,833 0,001* 0,738
48 horas 0,003* 0,610
72 horas 0,002*
Controle 0,001* 0,001* 0,001* 0,001*

Valores com * correspoda concentragdes significativamente diferentes

Tabela 6. Nivel de significancia na acumulacdo de Hg pelo rim de trairas

tratadas com MeHg e trairas controle, nos diferentes tempos.

24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas

24 horas 0,000* 0,258 0,085
48 horas 0,643 0,027*
72 horas 0,053

Controle 0,001* 0,001* 0,001* 0,001*
Valores com * copedem a concentragdes significativamente diferentes

Tabela 7. Nivel de significancia na acumulacdo de Hg por musculos de trairas

tratadas com HgCl, e trairas controle, nos diferentes tempos.

24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas

24 horas 0,101 0,007+ 0,188
48 horas 0,002* 0,006*
72 horas 0,009*

Controle 0,001* 0,001* 0,001* 0,001*
Valores com * corredpm a concentrac¢des significativamente diferentes

Tabela 8. Nivel de significAncia na acumulacdo de Hg por musculos de trairas

tratadas com MeHg e trairas controle, nos diferentes tempos.

24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas

24 horas 0,298 0,522 0,000*
48 horas 0,164 0,000*
72 horas 0,035*
Controle 0,001* 0,001* 0,001* 0,001*

Valores com * correspodenvacentracdes significativamente diferentes
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Tabela 9. Nivel de significancia na acumulacdo de Hg em branquias de trairas

tratadas com HgCl, e trairas controle, nos diferentes tempos.

24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas

24 horas 0,000* 0,000* 0,001*
48 horas 0,018* 0,079
72 horas 0,428

Controle  0,001* 0,001* 0,001* 0,001*

Tabela 10. Nivel de significancia na acumulacédo de Hg em branquias de trairas
tratadas com MeHg e trairas controle, nos diferentes tempos.

24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas

24 horas 0,222 0,001* 0,314
48 horas 0,270 0,683
72 horas 0,039*

Controle  0,001* 0,001* 0,001* 0,001*
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