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RESUMO

Estudos pretéritos em H. malabaricus revelaram a existéncia de contaminacdo ambiental
por mercdrio em lagoas da regido norte Fluminense, onde a lagoa do Campelo apresentou
maiores concentra¢@es de Hg no tecido muscular e hepético, enquanto a lagoa de Cima
apresentou as menores concentragdes deste metal. O objetivo deste estudo foi caracterizar
as alteracOes sofridas pelo tecido nervoso de H. malabaricus frente a contaminacéo
ambiental pelo Hg, avaliando a utilizacdo deste tecido como bioindicador da
contaminagdo por este metal. Amostras do tecido nervoso central foram coletadas e
preparadas para microscopia de luz e eletronica de transmisséo e para a determinagdo de
Hg total, além do tecido nervoso, também foram amostradas aliquotas de tecido
muscular. Na lagoa de Cima, a concentragdo média de Hg no tecido muscular foi de
273,2 pug.Kg™t e no tecido nervoso, 303,3 pg.Kg™, enquanto na lagoa do Campelo os
valores foram de 49,7 ug.Kg™ e 4153 pg.Kg™, respectivamente. Quando comparadas
amostras de tecido nervoso central de espécimes coletados na lagoa do Campelo com os
da lagoa de Cima, foi possivel observar uma descompactacdo tecidual e o nucléolo mais
eletrondenso. A analise estrutural das amostras da lagoa do Campelo confirmou a
presenca destes nucléolos eletrondensos com a fragmentacdo da cromatina,
caracterizando células apoptdticas. Estes resultados demonstram que mesmo com
concentracdo de Hg estatisticamente semelhantes, as alteragdes foram observadas apenas
nas amostras da lagoa do Campelo. Isto deve estar relacionado ao tempo de exposicédo
dos individuos ao metal, onde individuos com maior tempo de exposi¢cdo sofrem
alteracdes mais evidentes. Este estudo parece indicar que o tecido nervoso de H.
malabaricus € um bom indicador de contamina¢Ges ambientais pretéritas de Hg.

Palavras-Chave: contaminacdo ambiental, mercurio, tecido nervoso, H. malabaricus,

alteracOes histologicas e ultraestruturais.



Previous studies with H. malabaricus showed the existence of Hg contamination in lakes
from the North of Rio de Janeiro State, where Campelo Lake was the lake where the
highest mercury concentrations were found in muscle and hepatic tissues in contrast with
Cima Lake that was the lowest concentrations of this metal. The objective of the present
study is to characterize the alterations in the nervous system of Hoplias malabaricus
caused by mercury contamination, as well as to test the possibility of using this tissue as a
bioindicator. Central nervous system samples were collected and prepared for optical and
electronic microscopy and for total mercury determination. Muscle tissue were sampled
to mercury determination. The Cima Lake average Hg concentrations was 273.2 pg.Kg™
in muscular tissue and 303.3 in the nervous system. In the samples from Campelo Lake
the average Hg concentration in muscle was 49.7 pg.Kg™ and 415.3 pug.Kg™ in nervous
system. When comparing the histological aspects of the nervous system from both the
studied areas the Campelo Lake samples presented larger tissue spaces and a more
condensed nucleus when compares with the Cima Lake samples. The structural analysis
revealed cells with apoptotic nucleus, a more fibrous extra cellular matrix and increased
cellular space. Although no difference in mercury concentrations was observed between
both studied areas, only in the Campelo Lake evident alterations were observed. This fact
is probably related with the time exposure. This study reinforces the use of the nervous
system as bioindicator also for past contaminations with Hg, being possible to detect

them through an ultrastructural and histological study of the fish (H. malabaricus) brain.

Key words: environmental contamination, mercury, nervous system, H. malabaricus,

histological alterations, ultraestrutural alterations.
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1-) Introducao
1.1-) Consideragdes gerais

Metais pesados ocorrem na natureza, de um modo geral, em pequenas
concentracOes, da ordem de partes por milhdo a bilhdo (ppm a ppb). Alguns metais
pesados como Fe, Zn, Mn, Cu e Co, sdo essenciais aos seres vivos, ainda que em
pequenas concentracdes, e tém importante papel no metabolismo dos organismos
aquaticos. Outros metais pesados, como Hg, Pb, Cd, Ag e Ni, entretanto, ndo tém
funcdo bioldgica conhecida e sdo geralmente toxicos a uma grande variedade de
organismos. Mesmo aqueles com funcgéo bioldgica definida podem, quando em grandes
concentracOes, apresentar alta toxicidade aos organismos em geral (Scott & Sloman,
2004).

Dentre os metais pesados, 0 mercurio destaca-se por apresentar caracteristicas
gue o tornam muito peculiar como agente contaminante e toxico para 0s organismos. O
mercUrio resiste a processos naturais de degradacdo, podendo permanecer por muitos
anos sem perder sua toxicidade (Camara et al., 1998). Dependendo da forma quimica, o
Hg apresenta afinidade a grupos tiol (SH-) de proteinas, formando um complexo
estavel. Esta condicdo permite que o Hg atravesse membranas e acumule em tecidos
alvos. Sua capacidade de bioacumular e biomagnificar ao longo da cadeia trofica o
destaca como um poluente de alto risco para os organismos (Clarkson, 1997).

As propriedades do mercurio (incluindo a sua forma quimica) resultam em larga
dispersdo e em elevada exposicdo ambiental, mesmo sob condi¢des naturais. Portanto,
perturbacfes, mesmo que pequenas, em etapas chave de seu ciclo biogeoquimico (ex:
taxa de deposicdo atmosférica; acimulo na biota), poderdo resultar em aumentos
significativos na exposicdo/ incorporacdo do mercurio em populacbes humanas e
componentes de nivel trofico elevado de cadeias alimentares (Lindberg, 1985; Lacerda,
1990).

O mercurio ¢ um dos poucos poluentes que ja provocou a morte de seres
humanos devido a ingestdo de alimentos contaminados. Um episddio de intoxicacao
coletiva por mercurio ocorreu em Minamata, Japdo, quando residuos provenientes de
efluentes industriais foram lancados na Baia de Minamata, contaminando a agua e o
pescado, principal alimento da populacdo local (Azevedo, 2003; lrukayama et al.,
1961). Sabe-se que, no homem, o mercurio afeta o sistema nervoso central (Carta et al.,
2003) e os rins de forma irreversivel. A seriedade da situacdo ocasionou um intenso
controle das emissdes de Hg na maioria dos paises. Esta atitude resultou em uma queda
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substancial nas emissdes globais de mercirio para 0 meio ambiente (Lacerda &
Salomons, 1991).

Basicamente dois ciclos controlam a distribuicdo e, eventualmente, a
disponibilidade do mercurio langado no meio ambiente: o ciclo atmosférico e o ciclo
hidrogeoquimico (Figura 1). Na atmosfera, o mercurio elementar (Hg®) é oxidado a
mercdrio inorganico (Hg*?) quando em contato com substancias oxidantes como o
0zo6nio (Og3), a hidroxila (OH") e o cloro (Cl,). O tempo de residéncia do mercdrio na
atmosfera varia de dias a anos em fun¢do de suas reagdes quimicas. Nos solos a maior
parte do mercurio estd complexada a matéria organica deste, sobretudo ao material
himico, e pode sofrer processos de eluigdo. Por essa razdo, o tempo de retencdo do
mercurio no solo pode ser longo, resultando no seu langamento para a superficie das
aguas e para outros meios por longos periodos, possivelmente centenas de anos
(Azevedo, 2003).

Nas &guas, em aerobiose, a distribuicdo do mercdrio dissolvido varia de acordo
com a época do ano e com a profundidade da coluna de agua. Préximo a interface ar-
4gua a concentracdo de Hg’ é alta, j& a concentracdo total de mercdrio inorganico e
metilmerclrio é alta préximo ao sedimento (Morel et al., 1998). Também ha a
possibilidade do mercdrio se complexar na superficie da agua com formas de enxofre e
se ligar a &cidos humicos. Por meio dessa ligacdo com carbono organico dissolvido, o
mercurio pode ser mobilizado e transportado (Morel et al., 1998).

Nas camadas superiores do sedimento, que s@o biologicamente ativas, o
mercario bivalente é, em parte, metilado por bactérias a metilmercurio e depois a
dimetilmercuario (Figura 1), o que eleva sua capacidade para atravessar membranas
bioldgicas. Nas camadas inferiores do sedimento o mercirio € complexado,
principalmente sob a forma de sulfeto. O metilmercdrio ira se integrar nas cadeias
tréficas ou, se as condi¢bes de pH forem apropriadas, dara origem ao dimetilmercdrio, o
qual por ser insoluvel e volatil passard a atmosfera e sera recolhido nas aguas das
chuvas. Se estas forem acidas, o dimetilmercurio ira se transformar no metilmercurio,

retornando ao meio aquatico e, assim, completando o ciclo (Azevedo, 2003).
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Figura 1. Ciclos atmosférico (aguas/solos — atmosfera) e hidrogeoquimico (solos —

HgCH,/Hg(CH,),

coluna d’agua — sedimento) do mercurio no meio ambiente, indicando suas principais

rotas.

1.2-) Acumulo na biota

O acumulo de mercurio nos seres vivos e deslocamento através da cadeia
alimentar atestam sua toxicidade para a biosfera, sendo 0os organomercurais muito mais
toxicos do que o mercdrio inorgénico (Souza,1994).

O mercdrio pode contaminar a agua, sedimento (Rodrigues Filho & Maddock,
1997; Hylander et al., 2000a), organismos bentdnicos e peixes (Hylander et al., 2000b;
Yokoo et al., 2001; Weech et al.,, 2004). Os peixes sdo importantes agentes
concentradores e, por isso, sdo usados como indicadores de contaminagdo por mercurio
em sistemas aquaticos (Clarkson, 1998). A posic¢do trofica de uma determinada espécie
¢ um importante fator na bioacumulacdo de mercdrio nos tecidos dos peixes (Sweet &
Zelikoff, 2001). As espécies carnivoras de peixe sdo as que apresentam maior potencial

de bioacumulacdo (Ddérea et al., 2004; Durrieu et al., 2004), pois estdo posicionados no
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topo das cadeias alimentares, possuindo, assim, maior probabilidade de afetar a saide
do homem pelo consumo de pescado contaminado (Yokoo et al., 2001; Mergler, 2002).

Os peixes sdo abundantes, diversificados e possuem larga distribuicédo
geogréfica e, por isso, sdo muito utilizados na alimentacdo humana como fonte de
proteina (Yokoo et al., 2001). Além disso, atualmente, 0 consumo de peixe estd sendo
estimulado, devido ao seu baixo nivel de colesterol em relacdo as carnes vermelhas,
principalmente a bovina. E um elemento comprovadamente mutagénico (Porto et al.,
2004) e teratogénico. Nos peixes, niveis elevados induzem a morte. Concentragdes
subletais podem afetar o crescimento, 0 comportamento e 0 sucesso reprodutivo
(Mergler, 2002; Carta et al., 2003). Essa preocupacdo com a contaminacdo dos peixes
por mercurio constitui motivo de estudo de autores de muitos paises (Mergler, 2002;
Kehrig et al., 2002; Weech et al., 2004; Dorea et al., 2004).

As principais vias de acesso do Hg para os peixes sdo através da absorcao direta
pelas branquias e da cadeia trofica. Os organismos que ocupam o topo da cadeia tendem
a apresentar concentracdes mais elevadas de Hg quando comparados com organismos
situados em niveis inferiores. Este fendmeno é conhecido como biomagnificacao.
Segundo Morel et al., (1998), o nimero de niveis troficos dentro de uma cadeia
alimentar, é diretamente proporcional ao acimulo de Hg pelos membros situados nas
posicdes mais elevadas da cadeia. Como resultado final, certos tecidos tendem a
apresentar valores de concentracdes mais elevados do que na agua em que estes
organismos vivem, o que 0s credenciam como monitores biolégicos de exposicéo
ambiental para Hg e outros metais pesados.

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 0s
credencia como excelentes indicadores da presenca do Hg no ambiente, em comparagéo
com outros organismos como moluscos, crustaceos e anelideos (Paiva, 1989).

Teledsteos sob exposicdo cronica de pequenas doses de Hg tendem a apresentar
mecanismos de protecdo celular que antecedem aos efeitos total ou parcialmente
deletérios que o mercurio pode provocar no organismo como um todo. De acordo com
Schramm et al., (1999), em sistemas bioldgicos as reacbes de biomarcadores ocorrem
em uma ordem sequencial de resposta ao poluente estressante. Efeitos a niveis
hierarquicos superiores (celular, tecido e organismo) sdao sempre precedidos por

mudancas em processos bioldgicos anteriores (molecular e subcelular). Eventualmente,
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tais mecanismos de protecdo celular/tecidual tendem a resultar numa homeostase aos

estresses provocados pela exposi¢do ao poluente (Tom et al., 1998).

1.3-) Histdrico da contaminacgao por mercario no Norte Fluminense

Cémara (1986), em um estudo realizado com duas populagdes de agricultores
em Campos (com e sem contato direto com o fungicida organomercurial), constatou que
apesar dos agricultores ndao mais manipularem o produto desde 1980, estes ainda
apresentavam elevadas concentracdes deste elemento no cabelo, assim como distdrbios
e seqlielas causados pela contaminacdo direta ou indireta pelos fungicidas. Neste mesmo
trabalho o autor também cita ndo haver diferencas estatisticas entre os dois grupos de
agricultores. Desta forma, ambos 0s grupos estariam sofrendo a contaminacdo, apesar
de apenas um destes ter contato direto com o produto. Este fato parece corroborar a
conclusdo do estudo que indica que as possiveis vias de contaminacdo da populacéo
seriam duas: a) ingestdo de agua ou alimentos contaminados e/ou b) a manipulacdo do
solo contaminado com mercurio (Camara, 1986; 1990).

Lacerda et al., (1993) em estudo realizado na plataforma continental em frente a
foz do rio Paraiba do Sul, detectaram concentragdes de mercdrio de cinco a sete vezes
acima dos niveis de base para areas tropicais ndo impactadas. O autor cita a utilizacéo
em grande escala de fungicidas organo-mercuriais e a presenca de antigas areas de
garimpo de ouro na regido como as possiveis principais fontes deste elemento para o
ambiente costeiro. Os valores observados foram superiores aos valores de base
sugeridos por Salomons & Forstner (1984) assim como mais elevados que os valores de
areas controle dentro da propria bacia de drenagem estudada.

Estudos realizados por Souza (1994) na bacia de drenagem do rio Paraiba do Sul
determinaram Hg em peixes de habitos carnivoros, encontrando elevadas concentragoes
deste metal nos exemplares desta regido. Este rio apresenta um canal que o liga
diretamente a lagoa do Campelo, podendo ser um fator que influencia a contaminacéo
da lagoa.

Yallouz et al.,(2000) analisaram tecido muscular de vérias espécies de peixes da
regido Noroeste do Estado do Rio de Janeiro que compreende o trecho, com cerca de 60
km, do baixo curso do Rio Paraiba do Sul, que abrange os Municipios de Itaocara,
Cambuci e S8o Fidélis. Foram observados os valores mais elevados de Hg nos
espécimes de habito carnivoro, tendo o dourado e a traira as maiores concentragoes

médias, 301 pg.kge 151 ug.kg™, respectivamente.
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Sousa (2000) determinou a concentragcdo de Hg nos sedimentos e solos de lagoas
do norte do Estado do Rio de Janeiro. Os valores encontrados foram de 158,4 ug.kg™ de
mercdrio no sedimento da lagoa de Cima e 213,1pg.kg™” no sedimento da lagoa do
Campelo. Posteriormente, Ferreira et al.,(2003), analisaram exemplares de H.
malabaricus em quatro lagoas da regido Norte Fluminense, determinando as
concentracfes de Hg nos tecidos hepatico e muscular dos organismos coletados. Dentre
as lagoas, foram observados espécimes com maiores concentracGes de Hg na lagoa do
Campelo, 525,8 pg.kg™ no tecido muscular e 540,2 pg.kg™ no tecido hepético. A lagoa
de Cima apresentou 0s espécimes com as menores concentragdes de mercurio, 138,9
ng.kg® e 56,40 pg.kg™® nos tecidos muscular e hepético, respectivamente, sendo

considerada a area controle do presente estudo.

1.4-) O sistema nervoso dos teledsteos

O sistema nervoso dos peixes se caracteriza pelo cérebro dividido em cinco
partes: o mielencéfalo, metaencéfalo, mesencéfalo, diencéfalo, telencéfalo e a medula
espinhal (Figura 2). O telencéfalo tem funcéo olfativa; o diencéfalo nos peixes origina o
tdlamo, o centro para impulsos olfativos e visuais. Do diencéfalo surgem duas estruturas
medianas; anteriormente surge o corpo parietal, e na regido posterior, o corpo pineal
(Prechtl et al., 1998). Nos cicléstomos existem as duas estruturas, enquanto que na
maioria dos peixes ocorre somente o corpo pineal. O mesencéfalo dos peixes é o centro
de coordenacdo nervosa. Esta estrutura desenvolve a partir da regido dorsal dois lobos
Opticos. O metencéfalo d& origem ao cerebelo, o centro de coordenagdo muscular, sendo
mais desenvolvido nos tubardes, peixes de movimentos muito rapidos. O mielencéfalo
forma o bulbo do encéfalo, que, em todos os vertebrados estd relacionado com os
centros de atividades vitais, como a respiracdo, batimento cardiaco e metabolismo. Nos
peixes esta regido é o centro do sistema da linha lateral e do ouvido interno. Da mesma
maneira que os anfibios os peixes possuem 10 nervos cranianos (Lagler et al., 1977;
Prechtl et al., 1998).
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Figura 2. Caracterizacdo anatbmica do encéfalo de curimbata (Prochilodus linealus),

um peixe teledsteo. A. vista dorsal; B. vista ventral. (Hofling et al.,1995, p. 199).

1.5-) Mercurio no tecido nervoso de teledsteos

De acordo com Berntessen et al., (2003) e Baatrup (1991), tanto o mercurio
organico quanto o inorganico causam danos no sistema nervoso central (SNC) de
teledsteos. O mercdrio organico (MeHg), metilado, atravessa prontamente a barreira
hematoencefalica e é considerada a forma mais neurotdxica deste metal. O mercurio
inorganico pode ser metilado no limen intestinal antes de ser absorvido ou absorvido
diretamente, se unindo a grupos sulfidrilas de proteinas e enzimas. Em peixes 0
mercurio provoca patologias em regides do cérebro e mudangas no comportamento.

O cérebro parece ser 0 o6rgao mais sensivel aos danos oxidativos provocados
pelo mercdrio quando comparado com outros 6rgdos em peixes expostos ao MeHg via
oral. Embora o rim e o figado acumulem a maioria do MeHg, as injarias oxidativas
ocorrem no cérebro devido a pequena capacidade de regeneracgdo, e ndo no figado e nos
rins, como esperado (Berntssen et al.,2003).

O Hg, bem como outros metais pesados, produz a deplecdo dos principais
agentes antioxidantes celulares como a glutadiona (GSH) peroxidase, superéxido
dismutase (SOD), monoamina oxidase (MAQ), principalmente os que contém grupos
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tidlicos (Ercal et al.,2001). Ele pode aumentar a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (reactive oxygen species — ROS), como os radicais hidroxila, os radicais
superdxido ou o perdxido de hidrogénio. Esta maior producdo de oxigénio reativo
provoca o estresse oxidativo, uma vez que perturba o mecanismo de defesa antioxidante
intrinseco das células (Stohs & Bagchi, 1994).

Por apresentar um alto metabolismo oxidativo mitocondrial, os tecidos cerebrais
de peixes e mamiferos requerem elevada quantidade de ATP para o processamento
neural. Além disso, os tecidos nervosos de mamiferos e peixes tém um alto contetdo de
acidos graxos poliinsaturados facilmente oxidaveis, quando comparados a outros
tecidos. Estes aspectos juntos com a pronta difusao atraves da barreira hematoencefalica
devem explicar o motivo pelo qual o contetdo lipidico do tecido nervoso €
particularmente suscetivel ao MeHg induzindo danos peroxidativos peixes,
principalmente no tecido nervoso (Berntssen et al.,2003).

O mesmo pesquisador observou que a toxicidade do Hg em cérebro de
mamiferos é caracterizada por injurias na regido posterior deste 6rgédo, resultando em
perdas de células piramidais, geralmente as células de Purkinje, e também na
proliferacdo de astrocitos. Estes astrocitos normalmente funcionam para preservar o
ambiente local do tecido durante danos cerebrais, realizando com algum sucesso durante
a exposicdo do salméo ao Hg inorgénico, porém, durante a exposi¢do ao MeHg, falha na

prevencdo de danos (Berntssen et al., 2003).

2-) Objetivos:
O presente estudo tem como principais objetivos:

- Caracterizar histologicamente possiveis altera¢cdes no tecido nervoso de Hoplias
malabaricus quando da contaminagdo por Hg;

- Caracterizar ultraestruturalmente o tecido nervoso de H. malabaricus e comparar
possiveis alteracbes citoldgicas nas amostras coletadas nas lagoas de Cima
(controle) e do Campelo (contaminada).

- Avaliar a eficacia da utilizacdo do tecido nervoso como bioindicador da

contaminagdo ambiental por mercdrio em H. malabaricus.

3-) Justificativa
O tecido nervoso parece ser o tecido mais sensivel aos danos oxidativos quando

comparados a tecidos de outros 6rgdos de teledsteos. As células deste tecido s&o sitios
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de acumulo de metais pesados e as injdrias nele provocadas podem causar danos
irreparaveis.

Respostas celulares e bioquimicas ao estresse ambiental provocadas pela
exposicdo ao Hg podem freqlientemente ser detectadas antes de estar aparentes na
fisiologia do organismo. A respeito disto, tais alteracbes devem representar um “sinal
precoce de adverténcia” para deteccdo rapida e sensivel de distdrbios ambientais. O
estudo destas respostas bioldgicas induzidas pelo mercario em H. malabaricus

possibilitaria uma forma de avaliar o impacto antropogénico na ictiofauna da regié&o.

4-) Material e métodos:
4.1-) Area de estudo:

A lagoa do Campelo (Figura 3) é a maior lagoa de restinga do norte do Estado
do Rio. Esta localizada na latitude 21° 38” S e longitude 41° 08’W, entre a foz dos rios
Paraiba do Sul e Itabapoana. Situada no segmento setentrional da restinga norte, ela
acompanha a direcdo dos corddes arenosos, dispostos paralelamente a linha da costa.
Trata-se de uma lagoa cercada por brejos, pastagens e plantacdes de cana-de-agUcar.
Atualmente a pesca estd em acentuado declinio, fato relacionado, principalmente, as
alteragcdes ambientais sofridas pela lagoa (Bidegain et al., 2002). Sua comunica¢do com
o rio Paraiba do Sul é feita pelo canal do Cataia, cuja corrente oscila de acordo com o
nivel do rio e em funcdo da vegetacdo que nele cresce. Relatos de Barroso e Bernardes
(1995) destacam que a diminuicdo da pesca na lagoa estd provavelmente relacionada as
alteragdes ambientais sofridas pela lagoa, associada a ineficiente renovagdo de suas
aguas.

A lagoa de Cima (Figura 3) possui uma &rea de 15 km?, com largura maxima de
4 km e comprimento maximo de 7 km. Esta localizada na latitude 21° 46’ S e longitude
41° 31’ W. Constitui um sistema hidrolégico primariamente controlado pelos rios Imbé
e, de menor contribuicdo, o rio Urubu. De grande importancia socio-econdmica, dela
depende grande parte das comunidades adjacentes, que basicamente sdo compostas por
pescadores. Outras atividades sdo desenvolvidas junto a lagoa, como agropecuaria, a
agricultura com a monocultura da cana-de-aglcar, a extracdo de rochas para a

construcdo civil e, mais recentemente, o turismo (Sousa, 2000).
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Figura 3. Mapa da area de estudo com contorno azul destacando a lagoa do Campelo e

o vermelho, a lagoa de Cima.

Figura 4. Fotos das lagoas. a-) Lagoa do Campelo e; b-) Lagoa de Cima
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4.2-) Descricao da espécie

H. malabaricus (Figura 5) é um peixe de corpo alongado e cilindrico,
irregularmente manchado; dentes caninos no maxilar; lingua com denticulos asperos.
Possui as caracteristicas adaptativas de todos os carnivoros: boca relativamente grande,
dentes caninos (numerosos e resistentes), estbmago de tamanho médio com paredes
musculosas ndo muito reforcadas e com Unica cavidade e intestino curto (Barbieri et al.,
1982; Moyle& Cech 1996).

E um peixe sedentério, e desenvolve seu ciclo de vida inteiro dentro de uma
area geografica relativamente pequena (Bialetzki et al., 2002). 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 grdos de areia e pedras, sugerindo
que se alimentam a custa de organismos bentdnicos (Paiva, 1974; Bistoni et al., 1995).

Na fase adulta, a partir de 200 mm de comprimento padrdo, H. malabaricus é
um peixe predominantemente ictiéfago, parecendo ingerir indiscriminadamente peixes
que estejam disponiveis. Esta espécie é um predador agressivo; de habito noturno e que
costuma espreitar, quase imovel, a aproximacdo de sua presa. Em decorréncia dos
habitos sedentarios, sua frequéncia alimentar é bastante variavel, podendo apresentar
grande resisténcia aos periodos de jejum, independentemente de estarem em fase
reprodutiva (ao contrério da maioria dos peixes). (Paiva, 1974; Barbieri et al., 1982;
Bistoni et al., 1995; Reid et al., 2000; Rios et al, 2002).

Além de sua importancia ecoldgica, H. malabaricus possui 6tima aceitacdao pelo
mercado consumidor de pescados. Este peixe destaca-se por sua carne ser considerada
de baixo teor de gordura saturada e alto valor nutricional, principalmente em relagdo ao

seu teor proteico (Santos et al., 2000).



22

Figura 5. Foto de um exemplar de Hoplias malabaricus (traira).

4.3-) Coleta, preparo e digestdo das amostras

Na coleta dos organismos foram utilizadas duas estratégias de amostragem: a)
coleta através de anzdis e redes de espera nas Lagoas de Cima e Campelo; b) compra
direta dos pescadores locais que trabalham nas lagoas. No total, foram amostrados 38
peixes na lagoa de Cima e 40 na lagoa do Campelo. Os espécimes foram coletados no
periodo de marco de 2005 a junho de 2006.

Os dois maiores espécimes de cada lagoa foram anestesiados pela imersdo em
solucdo de Oleo de cravo (1:2000) para a retirada de pequenas aliquotas de tecido
nervoso (Figura 6) que foram imediatamente fixados para microscopia 6tica e eletronica
de transmissdo. Aliquotas de tecido muscular também foram retiradas para andlise de
Hg total.

Todos os individuos coletados foram devidamente identificados, medidos
(comprimento padrdo, em cm) e pesados (massa total em g) no laboratério. Apds esta
etapa, foram retiradas amostras de tecido muscular e de tecido nervoso central de cada
individuo, sendo armazenados em freezer (-5°C) até o momento das analises. Ainda no
laboratdrio os tecidos nervoso e muscular foram submetidos & extracdo &cida para

determinacdo da concentracao de mercurio total.
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Figura 6. Foto do cérebro de traira (Hoplias malabaricus).

O procedimento para extracdo quimica de mercurio total tem como base a
metodologia descrita por Bastos et al., (1997). Aliquotas de 0,5 a 1g de tecido®
muscular de peixe Umido foram retiradas e, transferidas para tubos identificados.
Adicionou-se 1ml de H,O, 30% (em gelo) e em seguida adicionou-se 3 ml, em etapas
de 1 ml, de uma solugdo H,SO4(conc) : HNO3(cone) (1:1) . Apds essa etapa os tubos foram
para o bloco digestor a 60 °C até completa solubilizacéo, sequido da adicdo de 5 mL de
KMnO, 5% e aquecimento & 60 °C em bloco digestor por 30 minutos. Ap6s o
resfriamento, as amostras foram tituladas com solucédo de cloridrato de hidroxilamina
12% e filtradas. Aferiu-se o volume a 20 mL utilizando-se dgua desmineralizada.

O controle da qualidade analitica foi garantido através de triplicatas de padrdes
de referéncia “interna” cedido pelo Instituto de Biofisica da UFRJ. O padréo utilizado
foi AFPX - 5130 - masculo peixe. O percentual de recuperagdo do Hg foi de 88%,
confirmando a confiabilidade do método.

A precisdo do método foi determinada avaliando-se a reprodutibilidade dos
resultados entre as triplicadas de musculo, obtendo um coeficiente de variagédo entre as
réplicas de, no maximo, 10%.

Para verificacdo de possiveis contaminagdes, foram analisados brancos para
cada grupo de dez amostras.

Todas as determinagGes de mercurio em amostras de tecido muscular e nervoso
foram realizadas por ICP-AES da Varian (modelo Liberty Il) com acessério de geracao
de vapor frio (VGA-77).

! Para o tecido nervoso sé foi obtido uma aliquota de aproximadamente 0,1g.
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O limite de detec¢do do método utilizado foi de 17,93 pg/kg , de acordo com a
seguinte férmula descrita abaixo:
LD=3.s/a
Onde s é desvio padrdo das intensidades dos brancos e a € o coeficiente angular da reta
de calibracdo (Skoog & Leary, 1992).

4.4-) Preparo da amostra para microscopia

O preparo para microscopia seguiu protocolo de rotina com fixagdo das amostras
em solucdo contendo tampédo de cacodilato de sédio 0,1 M e sacarose 5% em pH 7,0,
formaldeido recém-preparado 4% e glutaraldeido 2,5% por aproximadamente 2 horas.
Ap0ds esta etapa, as amostras foram pos-fixadas com tetroxido de 6smio 1% por 1 hora e
desidratadas sucessivamente com acetona (50% / 70% / 90% / 100% comum / 100%
super seca). A infiltracdo foi realizada em resina Epoxi : Acetona (1:3, 1:2; 1:1; 2:1, 3:1,
resina epoxi pura), posteriormente polimerizada em estufa a 60° C (48 h).

As amostras obtidas foram cortadas no ultra-microtomo em se¢des semi-finas de
50 nm, montadas sobre ldmina e laminula apds colora¢do com solucdo de azul de
toluidina 1% e boérax 1% . Estas amostras foram observadas em microscopio éptico de
campo claro (ZEISS - Axioplan).

Para microscopia eletrénica de transmisséo, se¢des ultra-finas de 80 nm foram
obtidas, contrastadas com acetato de uranila 5% e citrato de chumbo para posterior
analise em Microscépio Eletronico de Transmissdo (Zeiss TEM 900).

As amostras de cérebro destacadas para microscopia foram divididas nos
componentes especificos (mielencefalo, metaencéfalo, mesencéfalo, diencéfalo e
telencéfalo) e subdivididas em regides medulares e corticais a fim de determinar,
comparativamente, as areas que apresentavam alteracdes histoldgicas. Cortes semi-finos
de cada uma destas areas foram observados no microscépio 6ptico e as regides medular
do metencéfalo e corticais do mesencéfalo e telencéfalo do tecido nervoso da traira

foram as selecionadas para o presente estudo.



5-) Resultados

5.1-) Mercurio nos tecidos muscular e nervoso
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No total foram coletados 78 espécimes que apresentaram comprimento superior

a 20 cm e massa superior a 82g (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios, desvio padrdo, minimo e méaximo das varidveis massa,

comprimento padrdo e concentracdo de Hg nos tecidos muscular e nervoso dos

exemplares de Hoplias malabaricus coletados.

Comprimento

Massa Total padréo Hg musculo Hg cérebro
Lagoas _n © (cm) (H9.Kg™) (Hg.Kg™)
Cima 38 450 +404 27,1+ 7,8 273,2+ 94,2 303,3+188,2
82 - 1580 20-49 62,8 — 484,2 91,3-937,4
Campelo 40 357+ 223 25,6 +4,1 49,7 + 28,4 415,3+ 586,6
189 — 1343 21-41 <179-151,3 <17,9-3025

As medidas do comprimento padrdo obtidas dos peixes na lagoa de Cima

variaram de 20cm a 49 cm (27,1 cm de média) e na lagoa do Campelo de 21cm a 41 cm

( 25,6 cm de média). O teste ndo paramétrico de Mann- Whitney revelou ndo haver

diferenca significativa entre as duas populacfes das areas amostradas. A massa dos

espécimes da lagoa de Cima variou de 82g a 15809 e na lagoa do Campelo de 189g a

1343g (Tabela 1). Também ndo foram observadas diferengas significativas entre as

massas das duas popula¢des amostradas (Figura 7).
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Figura 7. Graficos comparando as lagoas quanto a-) a massa total e b-) o comprimento

padrdo dos espécimes coletados.

A concentragdo de Hg total no tecido muscular variou de 62,8 pg.kg™ a 484

ug.kg? de peso Gmido, com média de 273 ug.kg™ na lagoa de Cima. Na lagoa do
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Campelo variou de 11 pg.kg™ a 151 pg.kg™, com média de 49,7 ug.kg™. O teste néo
paramétrico de Mann-Whitney (p<0,05) revelou haver diferenca significativa entre as
concentracfes médias de Hg entre as lagoas estudadas (Tabela 1).

No cérebro, as concentragdes variaram de 91,3 ug.kg™*a 937 pg.kg™ (com média
de 303 pg.kg™) de peso imido na lagoa de Cima. Na lagoa do Campelo os valores
variaram entre <17,9 e 3025 ug.kg™ (com média de 415 pg.kg™) de peso Gmido. Os
valores minimo e maximo foram observados na lagoa do Campelo, que apresentou o
maior desvio padrdo entre as duas lagoas (Tabela 1). A analise estatistica ndo
paramétrica de Mann- Whitney (p<0,05) revelou ndo existir diferenca significativa entre

as meédias das concentracdes de Hg no tecido nervoso dos especimes coletados nas duas

lagoas (Figura 8).
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Figura 8. Gréficos comparando as concentragfes de Hg total dos tecidos muscular (a) e

nervoso (b) nas lagoas de Cima e do Campelo.

Comparando-se as médias das concentracdes de Hg nos tecidos muscular com a
concentracdo de Hg no tecido nervoso de uma mesma area de estudo, a lagoa de Cima
ndo apresentou diferenca significativa. Por outro lado, a lagoa do Campelo apresentou
diferenca significativa entre as médias de Hg total dos tecidos estudados (Figura 9).
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Figura 9. Comparacdo das médias de concentracdo de mercurio nos tecidos muscular e

nervoso dos espécimes coletados a-) na lagoa de Cima e b-) na lagoa do Campelo.
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Correlagbes positivas significativas foram observadas entre o comprimento
padrdo e a massa total nas duas lagoas (Figura 10), apuradas através da correlacdo de

Spearmann (p<0,05).
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Figura 10. Relacdo entre massa e comprimento padrdo nas lagoas a-) de Cima e b-) do
Campelo.

As correlagbes entre massa e concentracdo de Hg total no musculo, massa e
concentracdo de Hg total no cérebro nas duas lagoas ndo foram significativas (Figura
11). Também ndo foram significativas as correlagbes entre comprimento padrdo e

concentracOes de Hg total nos tecidos muscular e nervoso (Figura 12).
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Figura 11. Graficos exibindo as correlacdes entre as concentra¢des de Hg nos tecidos e
as respectivas massas. Massa x Hg]musculo a-) na lagoa do Campelo; b-) na lagoa de

Cima e massa X Hg cérebro c-) na lagoa do Campelo, e d-) na lagoa de Cima.
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b-) Lagoa de Cima
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Figura 12. Relagéo entre comprimento padrdo e [Hg] nos tecidos muscular (itensae c) e
nervoso (b e d) nas lagoas de Cima e do Campelo.
Quando correlacionadas as concentra¢fes de mercdrio no musculo e no cérebro

(Figura 13), ndo se observa correlacdo significativa (p<0,05) para os peixes das duas

lagoas.
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Figura 13. Graficos de correlagdo relacionado a concentragdo de mercdrio no tecido

muscular vs cérebro nas lagoas a-) de Cima e b-) do Campelo.
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5.2-) Aspectos histoldgicos e ultraestruturais
Aspectos histoldgicos

Na Figura 14 (itens A e B) € possivel visualizar cortes semi-finos do tecido
nervoso dos peixes da lagoa de Cima que, caracteristicamente, possuem grande
quantidade de matriz extracelular, onde as células estdo distribuidas homogeneamente.
Nas amostras de tecido nervoso dos espécimes coletados na lagoa do Campelo foi
observada na mesma regido uma descompactacdo tecidual, onde a matriz se apresentava

descontinuada (Figura 14, itens C e D).

Os espécimes provenientes da lagoa de Cima apresentaram tipica distribuicao
histologica onde ndcleos celulares estavam presentes no seu aspecto normal, com
nucléolo pouco eletrondenso (Figura 15, itens A e B e C). No entanto, amostras de
tecido nervoso de trairas da lagoa do Campelo apresentaram nicleos celulares com
nucléolos eletrondensos na mesma regido observada nas amostras da lagoa de Cima
(Figura 15, itens E, F e G).
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Figur 14. Fotoicrrafia de tecido nervoso de Holias malabaricus provenientes da
lagoa de Cima (14A e 14B), e lagoa do Campelo (14C e 14D). O circulo indica a

descompactacéo tecidual.
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Figura 15. Fotomicrografia do tecido nervoso de Hoplias malabaricus provenientes da
lagoa de Cima (15A, 15B e 15C), e lagoa do Campelo (15D, 15E e 15F). As setas
indicam o nacleo com o nucléolo.
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Aspectos ultraestruturais

SecOes ultra-finas do tecido nervoso dos peixes da lagoa de Cima (Figura 16)
foram comparadas quanto aos aspectos ultraestruturais, com as amostras coletadas nos
peixes da lagoa do Campelo (Figura 17). E possivel visualizar nas células nervosas dos
individuos coletados na lagoa de Cima os nucléolos pouco eletrondensos, confirmando

0 observado na microscopia optica.

As amostras de tecido nervoso dos espécimes coletados na lagoa do Campelo

apresentaram uma elevada frequéncia de células com nucleos apoptéticos, onde se

observa a fragmentacdo da cromatina (Figura 17).

Figura 16. Eletromicrografia do tecido nervoso de H. malabaricus proveniente da lagoa

de Cima, destacando o nucleo (N).
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Figura 17. Eletromicrografia do tecido nervoso de H.malabaricus do individuo da lagoa

do Campelo. O nucleo apoptético esta destacado (N).
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6-) Discussédo
6.1-) Mercurio nos tecidos muscular e nervoso

O fator sexo ndo foi considerado no nosso estudo, uma vez que Ferreira (2004)
observou que ndo havia diferenca estatistica significativa entre machos e fémeas de H.
malabaricus para os parametros bioldgicos nas lagoas de Cima e Campelo. O mesmo
foi observado por Liao et al., 2006, em Oryzias latipes, que mostrou 0 mesmo acumulo
de Hg em ambos sexos. Porém, estudos de Foster et al., (2000), apresentaram diferencas
significativas na concentracdo de Hg entre os sexos, sendo um parametro que necessita
de maiores investigacoes.

As relagbes positivas significativas entre massa e comprimento padrdo
demonstram que o animal ganha massa de forma regular. O mesmo n&o ocorre quando
se estabelece relacGes entre massa e concentragdo de Hg total no tecido muscular e
tecido nervoso, cuja relagcdo ndo foi significativa. A auséncia de correlacdes entre as
variaveis biométricas e de concentracdo, sugerem que o0s individuos capturados
apresentavam o mercurio se redistribuindo nos tecidos analisados, ndo apresentando
ainda sua forma de acomodacdo e acumulacdo final, conforme descrito por Oliveira—
Ribeiro (1996). Tal fato também poderia ser atribuido a reduzida varia¢do de tamanho e
massa em funcéo da padronizacdo do esforco de pesca (Ferreira, 2004).

Os espécimes de H. malabaricus coletados nas lagoas estudadas apresentaram,
em sua maioria (85% dos peixes), 0 estbmago vazio. A mobilizacdo de contaminantes
durante o periodo de jejum é documentada em varias espécies de peixes e mamiferos
(Jorgensen et al. 1999; Stewardson et al. 1999), mas ainda ha pouca informacéo sobre a
dindmica do Hg no musculo de peixe durante este periodo. A hipdtese é que em
condigdes de subnutrigdo o peixe cataboliza o tecido muscular para obtencdo de energia,
a quantidade total de massa muscular é reduzida mais rapidamente que as ligagdes do
MeHg, aumentando efetivamente a concentracdo de Hg no tecido remanescente. Esta
bioconcentracdo interna é essencialmente o oposto da biodiluicdo. E possivel que o
MeHg seja liberado quando o musculo do peixe é metabolizado, sendo redistribuido
parcialmente ao musculo remanescente, onde existe uma alta afinidade pelo Hg devido
ao grupo sulfidrila das proteinas (Olsson, 1976).

Um estudo realizado por Yallouz et al.,(2000) no baixo curso do rio Paraiba do
Sul, que abrange os Municipios de Itaocara, Cambuci e S&o Fidélis, os autores

encontraram valores de mercdrio em tecido muscular de traira de 151ug.kg™, variando
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de 75 a 235 pg.kg™. Em Florianépolis-SC, Kitahara et al., (2000) observaram uma
média de 260 + 29 pg.kg™ de mercurio nos espécimes coletados de traira. Estes valores
estdo proximos aos observados no presente estudo nos individuos capturados na lagoa

de Cima e de 4-5 vezes maiores que aos da lagoa do Campelo (Tabela 2).

Tabela 2. Tabela comparativa dos valores medios de Hg em tecido muscular de traira
obtidos no presente estudo com os obtidos na literatura, com seus respectivos autores e

area de coleta.

Concetracdo média

Autor (es) Hg pg.kg?! Local
Yallouz et al.,(2000) 151 Itaocara, Cambuci e S&o Fidélis (RPS)
Kitahara et al., (2000) 260 Florianépolis -SC
Ferreira (2004) 525,8 lagoa do Campelo
Ferreira (2004) 138,9 lagoa de Cima
presente estudo 49,7 lagoa do Campelo
presente estudo 273,2* lagoa de Cima
WHO 500
ANVISA 1000

A maioria dos dados relacionados a quantificacdo da bioacumulacdo dos niveis
de mercurio nos peixes estd baseada na determinacdo nos tecidos musculares dos
mesmos, uma vez que, em termos de massa, este € o maior compartimento (60% da
massa do peixe), tem acesso mais facil para a amostragem e, em particular, porque esta
mais associado aos riscos de contaminagéo via consumo de peixe. Na maioria dos casos,
apenas o tecido muscular é consumido, motivo pelo qual os valores limites de mercurio
em pescado é definido para o musculo (500 pg/kg, peso umido—WHO, 1990 e 1000
ug/kg, peso umido — ANVISA, 1998). Os valores de mercurio no tecido muscular de
peixes carnivoros nas lagoas estudadas situam-se abaixo do limite maximo determinado
pela Anvisa e WHO para concentragdes de mercurio neste tecido.

A concentracdo de mercurio na maioria das espécies aumenta com o tamanho e
massa do individuo (Lathrop et al., 1991; Neumann e Ward, 1999), tendéncia ndo

observada no presente estudo. Provavelmente este fato ocorre devido a maioria dos
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peixes estarem dentro de uma faixa de tamanho e massa que dificultam a dispersdo dos
dados.

A metilacdo do Hg, cuja transformacdo € a mais significante do ponto de vista
toxicoldgico no ciclo biogeoquimico, aumenta a exposi¢cdo da vida selvagem e de
populacdes humanas via dieta de peixes carnivoros/onivoros (Morel et al., 1998;
Wiener et al., 2002). De fato, a forma organica é absorvida eficientemente através da
barreira digestiva (49%) e eliminada bem lentamente (Boudou e Ribeyre, 1997; Wiener
et al., 2002). Estudos de Gilmour et al., 1992; Rudd, 1995; Guimarées et al., 1998; King
et al., 2001, reforcam o papel chave da metilacdo do Hg (II) inorganico, baseado nas
vias bioticas e abidticas, embora a metilacdo microbiana e, mais especificamente,
bactéria redutora de sulfato, sdo consideradas as mais importantes produtoras da forma
organica nos sistemas aquaticos. Dados recentes do rio Tapajés no Brasil foram
concordantes com numerosos estudos conduzidos no hemisfério norte: 15% do Hg total
esta na forma de metilmercurio no fitoplancton, 44% no zooplancton, e 85% em
especies diversas de peixes (Roulet et al., 2000; Roulet e Maury-Brachet, 2001; Watras
e Bloom, 1992; Mason et al., 2000; Meili, 1997; e Tremblay et al., 1996).

Aschner (2002) observou em seu estudo a porcentagem de 75 a 95% de todo o
mercUrio encontrado nos tecidos dos peixes encontra-se na forma de metilmercurio.
Cizdziel et al.,2003, observaram no lago Little Rock (Wisconsin, USA), que a
quantidade de mercdrio organico acumulado no peixe é equivalente a 65% do Hg total
estimado na coluna d’agua (Watras et al., 1994). As concentracdes de MeHg na fracéo
dissolvida representa menos que 5% do Hg total, exceto em regides aquaticas onde a
metilacdo do Hg inorganico é mais intensa (ambientes andxicos em reservatorios
naturais ou artificiais, planicies alagaveis, zona de raizes de macrofitas aquaticas)
(Coquery et al., 2003; Guimarées et al., 1998; Roulet et al., 2000).

A distribuicdo de mercdrio nos 6rgdos do peixe é resultado da acédo e interacéo
entre trés grupos de fatores ecotoxicologicos: (i) condi¢es de exposi¢do, notavelmente
a importancia de rotas de entrada (agua/ingestdo de presas) e formas quimicas do metal
(Hg inorgénico, Hg(l1)/MeHg); (ii) funcdes fisioldgicas e bioquimicas dos organismos
vivos; (iii) propriedades funcionais e estruturais das diferentes espécies de peixes que
podem afetar a entrada através das barreiras biologicas comoa parede do intestino e
brénquias, processos de estocagem nos tecidos e células e mecanismos de

depuracao/excrecdo (Boudou e Ribeyre, 1997; Jackson, 1998; Wiener et al., 2002).
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O presente estudo observou uma alta concentracdo de Hg no tecido muscular,
variando significativamente entre as lagoas, enquanto o tecido nervoso ndo apresenta
variacdo significativa entre as lagoas. Estes fatos podem ser explicados segundo a
hipotese de Wiener & Spry (1996) de que os estados de estocagem de MeHg no
musculo esquelético serve como um mecanismo de protecdo do peixe, cujo seqiiestro do
musculo reduz a exposicdo do sistema nervoso central ao MeHg. No estudo de
Gonzalez et al., (2005) seus resultados revelaram que o musculo foi afetado pelo MeHg
em paralelo ao alto nivel de bioacumulagdo do MeHg no cérebro.

A alta concentracdo do Hg no tecido muscular dos individuos coletados na lagoa
de Cima, quando comparados aos valores obtidos por Ferreira (2004), parece indicar
uma recente contaminacdo de mercdrio, que resultaria nas elevadas concentracfes deste
metal observada no musculo dos peixes analisados no presente estudo. A provéavel
origem do Hg seria o solo da floresta do Imbe, na qual a lixiviagdo provocada pela
chuva carrearia 0 metal para o rio Imbé, que é o principal controlador hidrolégico da
lagoa de Cima. A precipitagdo no periodo da coleta (1347mm?) do presente estudo é
maior que a no periodo da coleta de Ferreira (2004), que foi de aproximadamente
700mm*. Assim, uma maior carga do metal poderia entrar no sistema, aumentando a
concentracdo do Hg na coluna d’agua e, conseqlientemente, na biota.

Em contraste com o mercuario inorganico, o MeHg atravessa prontamente as
membranas bioldgicas, sendo capaz de acumular no tecido muscular esquelético, o que
poderia alcangar concentracdes observadas comumente em outros érgdos como o figado
e o rim (Boudou & Ribeyre, 1997; Simon & Boudou, 2001; Wiener, et al., 2003). Apds
0 acumulo no musculo de peixe, principalmente na forma de complexos cisteina-tiol
(Harris et al., 2003), o MeHg é excretado bem lentamente: a estimativa sugere uma
meia-vida de 400 dias (Downs et al., 1998).

Outro fator que influenciaria na meia-vida do Hg nos tecidos seria o fato do
MeHg apresentar altas taxas de absorcao através da barreira do intestino. Este composto
organico é transportado via sanguinea, principalmente pelas hemécias, para todos os
orgaos e tecidos, distribuindo aos diferentes compartimentos internos, produzindo uma
alta concentracdo no musculo esquelético, similar aos medidos em figado e cérebro.
Apds a exposicdo do peixe via direta ou via trofica, a transferéncia inter-6rgaos produz

um acumulo de MeHg no tecido muscular esquelético, que atua como um

2 Dados obtidos na UFRRJ.
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compartimento receptor com alta capacidade de estoque e baixas taxas de depuragéo
(Ribeyre e Boudou, 1997; Downs et al., 1998; Wiener et al., 2003).

Na truta, a molécula de hemoglobina aparentemente funciona como a principal
proteina transportadora de metilmercdrio, transportando cerca de 90% deste
organometal e também transferindo MeHg para grupos SH™ localizados em outras
células (Giblin & Massaro, 1975). Porém, opostamente ao que se espera, a ligacdo do
MeHg com a hemoglobina ndo neutraliza sua toxicidade, e sim aumenta seus efeitos
toxicos, facilitando a distribuicdo do xenobionte para os tecidos, sendo a ligacao
MeHg-hemoglobina reversivel (Giblin & Massaro, 1975).

Tais observacOes sugerem que uma parte do mercurio liberado pode nao ser
excretado imediatamente, e sim retido pela hemoglobina e redistribuido novamente para
os tecidos, o que acaba resultando em um longo tempo de permanéncia do MeHg no
organismo (Friberg & Vostal, 1972; Giblin & Massaro, 1975).

Atchison et al.,, (1996) quando descrevem os efeitos dos metais no
comportamento de peixes, concluem que a exposi¢ao a estes compostos neurotoXicos
produz danos comportamentais, 0s quais podem dificultar a sobrevivéncia do individuo.
Neste aspecto, um grande nimero de estudos tem demonstrado a dificuldade de fuga
predatéria em organismos expostos a metais (Sullivan et al., 1978; Kraus & Kraus
1986; Little et al., 1993). Isto indica que metais pesados podem afetar o desempenho
natatorio e comprometer a habilidade desses organismos de escapar dos predadores ou
de procurar sua presa. O desempenho natatério € um comportamento que além de
implica¢des ecoldgicas como a fuga predatéria é também importante na manutencdo da
posicdo do individuo na agua.

Foi descrito por Babcock, (1985) que peixes expostos a MeHg apresentaram
uma diminuicdo na recepgdo quimiosensorial com provaveis consequéncias no
comportamento alimentar, reprodutivo e defesa. Dificuldades de locomocdo de captura
da presa também foram observadas em larvas de Fundulus heteroclitus expostas ao
MeHg quando ainda embrides (Weis & Weis 1995a; 1995b). Isso vem demonstrar de
forma mais direta a interferéncia desse metal na sobrevivéncia dos organismos
aquaticos associada ao potencial neurotoxico do metal.

Muitos estudos envolvendo a neurotoxicidade do MeHg tém dado importancia a
laténcia dos sintomas neurolégicos (Berlin et al., 1973; Evans et al., 1997). A duracao
desta fase depende da frequéncia de administracdo do MeHg, quantidade da dose e

tamanho do organismo utilizado.
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Gonzalez et al., (2005) realizaram um experimento em que 0s peixes foram
contaminados por mercurio organico via alimentar com 13,5pg.g™ de Hg (massa seca).
Os peixes foram alimentados durante 63 dias com racdo contaminada e seus tecidos
foram usados para determinacdo de Hg total. As amostras de cérebro apresentaram
média de 63,5 + 4,4 ug de Hg.g™* (massa seca), 0 que correspondeu a concentragdo duas
vezes maior que os niveis de bioacumulacdo medidos no musculo esquelético. Neste
estudo foi observada uma maior concentracdo de Hg no tecido nervoso do que no
muscular dos individuos coletados em ambas lagoas, fato que corrobora o estudo de
Gonzalez et al., 2005. No musculo esquelético hd uma tendéncia de acumulacao durante
0s primeiros 21 dias na condi¢cdo alimentar estudada. Entre 21 e 63 dias, a taxa de
actmulo reduziu, resultando uma bioacumulagéo final 32,7+3 pg de Hg. g™ (peso seco).
As maiores concentracdes de Hg total foram encontradas no cérebro apds 63 dias de
contaminagdo e representa 4,6 vezes a concentragdo de mercdrio na racdo. O fato do
cérebro ser capaz de acumular grandes quantidades de mercurio devido ao seu maior

teor lipidico, poderia explicar a neurotoxicidade associada a contaminacgdo por MeHg.

6.2-) Aspectos histologicos e ultraestruturais

Os peixes dependem de um sistema nervoso intacto, incluindo os 6rgdos dos
sentidos, para realizar comportamentos relevantes para a sua sobrevivéncia como a
busca de alimento, reconhecimento de predadores, comunicagdo e orientacdo.
Infelizmente o sistema nervoso é o mais vulneravel ao mercdrio devido ao seu elevado
conteddo lipidico e elevada atividade mitocondrial, na qual injurias a este tecido deve
mudar drasticamente o comportamento e, consequientemente, a sobrevivéncia do peixe
(Baatrup, 1991).

O mercurio afeta a integridade do sistema nervoso dos peixes estruturalmente,
fisiologicamente e bioquimicamente. Por isso, 0 uso de biomarcadores a nivel
ultraestrutural permitiria determinar mecanismos pelo qual a célula estd sofrendo o
dano. Baseada neste conhecimento é possivel fornecer informagBes sobre efeitos
potenciais secundarios e iniciar estratégias de biorremediacdo antes que o dano
ambiental se torne irreversivel (Schram et al., 1999 e Cajaraville et al., 2000).

As regides em que foram observadas alteracGes no presente estudo sdo as areas
responsaveis pelo olfato (telencéfalo), visdo (mesencéfalo) e centro de coordenagdo
nervosa (metencéfalo). Baatrup et al.,(1990), observaram que o mercUrio organico

provoca a vulnerabilidade do sistema olfatorio de salmédo e déficit visual em truta
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(Hawryshyn et al., 1982 apud Baatrup et al.,1990). Tal fato é corroborado pelo presente
trabalho, uma vez que as alteragdes observadas se encontravam nas mesmas regides que
as citadas anteriormente. Além disso, orgaos periféricos do olfato de peixes possuem
uma pronunciada atividade de biotransformacdo que (Smolowitz et al.,1992; Monod et
al.,1994; Saucier et al., 1999 apud Ortiz-Delgado et al.,2002), juntamente com o
contato direto e constante destes rgdos com o ambiente externo, as células do sistema
olfativo seriam alvos mais suscetiveis a entrada, metabolismo e acdo de xenobidticos
(Saucier et al., 1999 apud Ortiz-Delgado et al.,2002). Além disso, o fato dos neurénios
receptores do olfato possuirem seus dendritos apicais terminando no epitélio sensorio e
seus axonios terminando no bulbo olfativo, permitiria o acesso direto do contaminante
ao SNC, contribuindo para os efeitos neurotoxicos (Ortiz-Delgado et al., 2002).

Os dados disponiveis na literatura sobre aspectos histoldgicos e ultraestruturais
de tecido nervoso de teledsteos tropicais contaminados por Hg in vivo sdo escassos. A
maior parte dos trabalhos publicados refere-se aos aspectos bioquimicos e alteracdes
metabolicas provocadas pela exposicdo in vitro de cultura de células nervosas
especificas de cobaias, contendo um tipo celular apenas (Sakaue et al., 2005; Liao et al.,
2006; Berntssen et al., 2003).

No presente estudo foram observadas algumas alteracdes teciduais no cérebro de
H. malabaricus na lagoa do Campelo, quando comparadas as trairas da lagoa de Cima,
provavelmente associadas a exposi¢do in vivo por mercurio. Estas alteracdes estariam
relacionadas aos efeitos secundarios da contaminacdo, ou seja, aos mecanismos de
adaptacao celular frente a contaminagdo no ambiente.

A descompactacdo tecidual observada na microscopia Optica no presente estudo
pode ser devido ao processo de morte celular, ndo sendo possivel definir o provavel
processo pelo qual teria sido deflagrado. Porém, as micrografias dos espécimes
coletados na lagoa do Campelo apresentaram caracteristicas de morte celular apoptética
e ndo necrética. Apoptose é uma forma de morte celular caracterizada pela reducéo
celular progressiva. Geralmente atinge células individuais e separadas. Estas células
sofrem a condensacdo nuclear e citoplasmaética, resultando no aparecimento de nucleos
picnoticos e subsequliente fragmentacdo nuclear (Robertson e Orrenius, 2000). Estas
alteracdes levam a formacao de corpos apoptoticos com fragmentos nucleares rodeados
por organelas celulares circundadas pela membrana plasmatica. Estes chamados corpos
apoptéticos sdo rapidamente fagocitados por macrofagos, ndo ocorrendo inflamacao.
Uma vez que a integridade da membrana plasmatica é mantida durante a apoptose, o
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que previne a liberacdo do contetdo citosélico ao meio extracelular, esta forma de
morte celular ndo esta associada com resposta inflamatdria. J& a necrose, que é uma
forma passiva de morte celular associada a inflamacdo, afeta tipicamente um grupo de
células continuas, que sofrem o rompimento da membrana plasmatica e das organelas,
liberando enzimas lisossomais e o contetdo celular (Robertson e Orrenius, 2000).

Estudos anteriores (Kunimoto, 1994) usando sistemas de cultura in vitro de
células nervosas tém mostrado a toxicidade do metilmercurio e que este composto pode
induzir a morte apoptética das células a baixas concentragfes, uma vez que altas
concentragfes induzem a morte celular por necrose. MeHg provoca a morte celular
neuronal devido a quebra da homeostase intracelular, alterando a concentragéo de Ca**
intracelular, inibindo a sintese dos microtubulos e aumentando a formacao de espécies
reativas de oxigénio (Sakaue et al., 2005).

Estresse oxidativo tem sido sugerido como um importante mecanismo através do
qual o mercurio exerce seus efeitos neurotoxicos iniciais (Stohs e Bagchi, 1995). O
mercurio pode aumentar a formacdo de especies reativas de oxigénio que induzem a
oxidacdo de lipidios, proteinas e DNA (Yee e Choi, 1994), aumentando a peroxidacdo
lipidica em varios tecidos e reducdo dos niveis de glutadiona (GSH). Entretanto, células
vivas desenvolveram inumeros mecanismos de defesa para neutralizar os efeitos
deletérios dos radicais livres. O sistema de defesa antioxidante tais como a superdxido
dismutase (SOD), glutadiona peroxidase (GSH-Px) e outros compostos detoxificantes,
tais como GSH, ascorbato e vitamina E (Huang et al., 1996; Freeman e Crapo, 1982;
Frei, 1999). A indugéo destas enzimas antioxidante indica uma resposta adaptativa do
sistema de defesa redox para o estresse oxidativo (Zhang et al., 2004).

Antioxidantes sdo quaisquer substancias que, quando presentes em pequenas
concentragBes, comparadas com aqueles substratos oxidaveis, que significativamente
retardam ou inibem a oxidacdo deste substrato e podem agir em diferentes niveis da
sequéncia oxidativa. Gershman & Gilbert (1954) apud Zhang et al., (2004) propuseram
que a maioria dos efeitos danosos causados pelas concentracdes elevadas de oxigénio
nos organismos vivos pudesse ser atribuida a formacédo de radicais livres.

O efeito toxico do Hg reside na forte interacdo com grupos R-SH e R-S-S-R de
proteinas, causando alteragdes estruturais e inibicdo de enzimas. A reducgédo dos grupos
livres sulfidrilas leva a inducdo de estresse oxidativo, resultando em danos teciduais. O
mercUrio causa a reducgdo da atividade da superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e glutadiona peroxidase (GSH-Px), enzimas responsaveis pela protecdo das células
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contra a acdo peroxidativa de anions superdxido e hidroperoxidos (Baatrup, 1991). Ha
uma evidéncia na qual a glutadiona (GSH) exerce um papel chave na detoxificacdo das
especies reativas de oxigénio (ROS). A deficiéncia de GSH esta ligada a um nimero de

desordens neurodegenerativas, aumentando o efeito toxico do mercurio (Ji et al., 2006).

7-) Consideracdes Finais

Os exemplares de H. malabaricus coletados na lagoa do Campelo apresentaram
valores médios de concentragdo de mercdrio no tecido muscular de 49,7 pg.kg™, valor
inferior ao limite maximo estabelecido pela ANVISA para consumo humano de peixes
carnivoros (1000 pg.kg™), e 415,3 pg.kg™ no tecido nervoso central. Para os individuos
coletados na lagoa de Cima, o valores observados foram de 273,2 pg.kg™ no tecido
muscular e 303,3 pg.kg™. Os individuos de H. malabaricus coletados nas duas lagoas
ndo apresentam risco para consumo humano.

Foram observadas alteracfes histologicas e ultraestruturais no tecido nervoso
nos individuos de H. malabaricus coletados na lagoa do Campelo, quando comparados
com o tecido nervoso de individuos da lagoa de Cima. Apesar das concentracdes de
mercurio no tecido nervoso em dos espécimes das duas lagoas serem estatisticamente
iguais, apenas os individuos da lagoa do Campelo apresentaram alteracdes histologicas
e estruturais. Provavelmente o fato dos individuos coletados na lagoa do Campelo
estarem expostos a uma elevada concentracdo de Hg ambiental por um periodo maior
que os da lagoa de Cima deve ter influenciado as injdrias observadas.

As principais alteracfes histoldgicas observadas foram: nucléolos celulares
condensados e descontinuidade tecidual. As alteracdes estruturais foram células com
nacleos apoptoticos. Este estudo parece indicar que o tecido nervoso é um bom
indicador de contaminacgdes pretéritas de Hg, sendo possivel detecta-las através de

estudos histoldgicos e ultraestruturais do cérebro de H. malabaricus.
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Tabela 3. Valores da concentracdo de Hg nos tecidos muscular e nervoso, comprimento

padréo e peso total de cada exemplar coletado na lagoa de Cima.

massa | Comp.padrdo | [Hg] Musculo [Hg] Cérebro
(9) (cm) (H9/Kg) (9/Kg)

1479 40,5 407,1 *
1442 42,0 378,8 513,4
702,4 33,0 323,1 *
597,1 33,0 86,2 *
1403 49,0 293,2 *
834,9 43,0 226,7 *
547,1 32,0 2225 276,7
792,2 34,0 62,9 255,7
191,0 21,0 213,0 281,6
305,7 26,0 191,3 155,1
307,5 26,0 175,1 240,9
714,5 32,0 215,5 *
306,8 25,0 301,4 *
228,7 22,0 375,4 *
111,4 18,0 459,4 *
228,4 23,0 286,8 *
257,8 25,0 365,2 527,1
299,8 25,0 237,3 187,1
82,0 17,0 310,4 105,1
130,9 19,0 199,5 *
476,2 30,0 291,3 169,5
325,7 26,0 321,9 4449
325,3 25,0 220,3 375,7
303,5 26,0 * 937,4
263,7 24,0 358,1 229,2
256,0 24,0 323,6 497,6
147,2 19,5 1721 148,0
514,6 29,0 315,3 423,0
251,6 23,0 185,7 91,3
243,0 24,0 355,7 248,4
148,7 20,0 274.,6 199,5
201,6 22,5 175,6 180,7
168,1 21,0 289,5 188,0
299,8 24,5 162,1 118,1
190,4 20,0 284.,9 472,0
326,8 27,0 484,2 182,8
117,8 18,0 288,8 437,0

* Nao analisados
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Tabela 4. Valores da concentracdo de Hg nos tecidos muscular e nervoso, comprimento

padréo e peso total de cada exemplar coletado na lagoa do Campelo.

massa | Comp.padrdo | [Hg] Musculo [Hg] cérebro
(9) (cm) (H9/Kg) (9/Kg)
1038 37,0 86,19 130,5
330,0 30,0 21,77 *
487,9 29,0 Nd 357,8
236,2 22,5 45,02 1107
189,2 21,0 23,96 268,6
380,1 27,0 44,33 457,3
340,0 26,0 22,72 402,2
1343 41,0 34,75 *
331,6 26,0 35,87 376,4
218,3 21,0 27,24 88,51
301,0 25,0 41,81 243,9
241,9 24,0 20,03 130,9
479,3 27,0 80,60 271,2
359,4 25,0 68,88 99,54
208,0 21,0 27,28 nd
291,5 24,0 59,18 287,9
241,2 23,0 80,11 64,62
756,1 33,0 42,59 217,6
485,5 29,0 45,03 52,37
259,4 24,0 64,54 342,8
275,2 23,0 40,11 92,61
410,3 27,0 42,03 165,3
295,8 26,0 91,44 259,8
254,5 23,0 61,70 272,6
319,6 26,0 33,52 151,7
253,3 23,0 48,38 407,3
390,0 27,0 37,44 120,4
4441 29,0 102,67 3025
219,3 22,0 50,22 732,4
208,9 22,0 37,95 167,3
228,1 23,0 22,70 *
308,3 25,0 27,51 *
216,0 22,0 37,84 218,2
288,6 24,5 151,34 *
235,9 23,0 60,98 *
301,5 25,0 62,80 365,9
321,2 26,0 38,86 *
236,0 23,0 98,51 1578
258,1 24,0 Nd *
324,0 26,0 36,06 *

* Nao analisados
nd — ndo detectavel



Tabela 5. Valores de P (probabilidade) do teste U para as médias das variaveis
observadas.

Mann- Whitney

(valor de P)
Mdsculo <0,0001***
Cérebro 0,5587
Musculo x Ceérebro (L. Cima) 0,8139
Musculo x Cérebro (L. Campelo) <0,0001***
Massa 0,9150
CP 0,8650

Tabela 6. Valores dos coeficientes de correlacdo de Spearman (r) e valores de P
associados.

Correlagdo Spearman (r) P
[Hg] musculo x CP (L.Campelo) 0,0559 0,7315
[Hg] musculo x CP (L.Cima) 0,0355 0,8368
[Hg] cérebro x CP (L.Campelo) 0,0478 0,7982
[Hg] cérebro x CP (L. Cima) 0,2552 0,2082
[Hg] musculo x massa (L.Cima) 0,0494 0,7747
[Hg] musculo x massa (L.Campelo) 0,1066 0,5128
[Hg] cérebro x massa (L. Campelo) 0,0076 0,9674
[Hg] cérebro x massa (L.Cima) 0,2411 0,2355
[Hg] cérebro x [Hg] musculo
(L.Cima) 0,4469 0,0251*

[Hg] cérebro x [Hg] musculo
(L.Campelo) 0,2512 0,1728
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