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RESUMO

O mercurio esta entre os poucos poluentes que se acumula em organismos topo de
cadeia, através dos niveis tréficos inferiores, e sendo assim os organismos predadores séao
0s mais expostos aos efeitos toxicos deste metal. Neste trabalho a espécie Hoplias
malabaricus (traira) foi utilizada para avaliar experimentalmente o efeito subcrénico do
metilmercurio (MeHg) por via tréfica. Nove exemplares foram utilizados como controles e
nove foram expostos ao organometal através de doses consecutivas de 0,075 ugMeHg/g
peixe, onde exemplares vivos de Astyanax sp. foram utilizados como veiculo. Apos 14 doses
administradas a cada 5 dias, totalizando 70 dias de exposicdo, os peixes foram
anestesiados e amostras foram coletadas para analises quimicas, hematoldgicas,
bioquimicas e morfolégicas (Microscopia de Luz e Microscopia Eletrénica de Transmissao).
Os dados histopatolégicos mostraram a presencga de infiltragdo leucocitaria € um aumento
centro de melanomacréfagos no figado. Além disso, através da ultraestrutura foi possivel
identificar outros tipos de alteragdes como: a presenca de vacuolizagdo celular nas células
endoteliais dos sinusoides, granulos eletrodensos no citosol dos hepatdcitos, bem como
areas de necrose. A diminuicdo do numero de microvilos dos hepatédcitos no espaco de
Disse e necroses nesta regido também foram alteragdes observadas. O rim anterior exibiu
areas de necrose e um aumento do numero de centro de melanomacrofagos. Houve
também um aumento do espago entre as células do parénquima e das areas fagociticas. Foi
observado ainda a presenga de células atipicas no grupo exposto ao contaminante. Os
parametros hematolégicos apresentaram algumas variagdes. O grupo exposto ao MeHg
mostrou um aumento no numero de eritrécitos, leucécitos, neutrdéfilos, trombdcitos e também
nos valores do hematécrito, hemoglobina e Volume Corpuscular Médio, no entanto o
nuamero de linfocitos diminuiu no grupo tratado. Com as analises bioquimicas, foi observado
uma inibicdo da atividade colinesterasica no musculo dos peixes expostos. A concentracio
total de MeHg em musculo e figado mostrou uma tendéncia de acumulo de metilmercurio,
porém esta nao foi estatisticamente significativa. Através do presente trabalho, verificou-se
que a dose trofica e subcrénica do metilmercurio € potencialmente toxico para a espécie
Hoplias malabaricus, acrescentando dados que auxiliam a compreensao dos mecanismos

de toxicidade deste importante organometal.
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ABSTRACT

Mercury (Hg) is a toxic heavy metal able to concentrate in aquatic food chains, mainly in
predatory fish, where the effects are more evident. In the present work a fish species,
Hoplias malabricus (thraira), was used to evaluate the effects of subcronic and throphic
exposure to methylmercury (MeHg). A group of nine individuals was used as control and
another group received an organometal dose each five days (0,075 uygMeHg/g w.w.) through
living Astyanax sp. After 14 doses have been administrated, corresponding to 70 days of
exposure time, the fishes were anesthetized and samples were collected to perform
chemical, haematological, biochemical and morphological (light and transmission electron
microscopy) analyses. Some morphological findings were evident in liver tissue as:
Leukocytes infiltration, melano-macrophages centers and the presence of necrosis area. The
ultrastructure investigation showed some alterations on cells from liver as: the vacuolization
of endothelial cells in the sinusoids vessels, elecron-dense granules within the citosol of
hepatocytes and a decrease in the number of hepatocytes membrane projections near to the
sinusoids barrier. Also, the head kidney presented necrosis areas and an increase of
melano-macrophages centers. The space between parenquimal cells increase in the organ,
as well as the phagocytic areas. The presence of necrosis areas were also found at head
kidney of exposed individuals. In addition, atypical cells were observed in head kidney of
individuals from treated group. The hematological parameters presented some interesting
variations. Individuals from the exposed group showed an increase of erythrocytes,
leukocytes, neutrophils and trombocytes numbers. Also, the hematocrit, hemoglobin and
MCV values increased the respective values, despite of the lymphocytes number that
decreased in the individuals from the treated group. The biochemical analyses showed an
inhibition of acetilcolinesterase activity in muscle confirm the neurotoxicity of the
organometal. The chemical analysis presented a tendency of bioconcentration in muscle and
liver also confirming the characteristic of methylmercury accumulation in fish organs and in
muscle. According to the present results, we confirm the toxicity of metylmercury and in
addition, this work was the first to show experimentally the effects of trophic and subchronic

doses in tropical fish species Hoplias malabaricus.



1 INTRODUGAO

Os ecossistemas aquaticos ha algum tempo tém sido utilizados como locais
para o despejo dos residuos provenientes da atividade humana e, até recentemente,
pensava-se que esses ecossistemas tinham capacidade infinita de absorver tais
dejetos. Em outras palavras, a diluigdo foi considerada a solugé&o para a poluicéao.
Assim, a falta de preocupacdo no passado, com o despejo de residuos,
principalmente os mais toxicos, como o mercurio (Hg), podem ter contribuido para a
entdo concepcido de que ambientes aquaticos seriam um receptaculo sem limites
(JOBLING, 1995).

O despejo de residuos antropogénicos nos rios, lagos e aguas costeiras €
ainda praticado em varias regides do planeta, sendo que esses produtos, muitas
vezes toxicos, podem ser biotransformados, podendo assim, aumentar sua
biodisponibilidade e, consequentemente, seu potencial toxico. Por outro lado, alguns
produtos podem percorrer grandes distancias, provocando muitas vezes efeitos em
lugares distantes da sua origem. Moléculas de mercurio, sdo transportadas pela
atmosfera, podendo ser depositadas a uma distancia relativamente grande do local
de origem. Isto significa que aguas localizadas em areas relativamente remotas e
sem despejo direto deste metal podem ser também potencialmente contaminadas
(LINDQUIST, 1994).

Embora seja cada vez mais evidente que os ambientes aquaticos apresentem
uma capacidade limitada de absorver e degradar residuos derivados da atividade
antropogénica, uma quantidade muito grande de diversos produtos toxicos continua
sendo langada nos ambientes aquaticos anualmente. Apos a revolugéo industrial no
inicio do século passado, a industria tornou-se cada vez mais dependente do uso de
novos produtos quimicos, sendo que até 1995 mais de nove milhdes de substancias
quimicas tinham sido registradas e estima-se que destas 75 a 80 mil sdo utilizadas
diariamente (JOBLING, 1995). Segundo o mesmo autor, muito pouco se conhece
sobre o potencial toxico desses produtos neste tipo de ecossistema.

Como consequéncia, danos em diferentes niveis de organizagédo biologica
(bioquimicos, morfoldgicos e fisiologicos) dos organismos aquaticos expostos a
estes produtos, dentre eles os peixes, podem ser observados, podendo estes atingir



também a espécie humana (JOIRIS et al., 1999; COUNTER & BUCHANAN, 2004).
Isso pode levar a uma série de transformagdes que, ao longo do tempo, podem
comprometer a permanéncia da espécie no ecossistema (JOBLING, 1995). O
prejuizo ecologico pode atingir proporgdes mais amplas se a comunidade for afetada
como um todo.

Os dados histéricos e os contemporaneos indicam que os teores atmosféricos
de Hg aumentaram de duas a cinco vezes a partir da era industrial (NIENCHESKI et
al., 2001; ANDERSON et al., 2004). Assim, devido ao fato de apresentar um longo
periodo de permanéncia na atmosfera, e por ser a contaminacido das cadeias
alimentares aquaticos pelo mercurio bastante difundidas geograficamente, o
mercurio é visto como um problema global que desafia esforgos internacionais,
nacionais e locais.

Uma vez absorvido por organismos, os metais pesados sdo geralmente
retidos por proteinas e ent&do transportados pelo sangue até tecidos onde podem ser
estocados, ou biotransformados. Porém, a concentragdo de metais encontrada em
diferentes organismos expostos a um ambiente afetado por estes poluentes,
depende também de fatores ambientais e biolégicos do animal que vao interferir nos
processos de biodisponibilidade (HEATH, 1995).

Quando a velocidade de absor¢do de um xenobionte, seja por exposi¢céo
através da agua ou do alimento, excede a velocidade de eliminagdo do mesmo,
ocorre um acumulo do composto, processo conhecido como bioconcentragdo ou
bioacumulagao. Isso no entanto vai depender de alguns fatores como: forma quimica
do composto, concentragdo na agua ou alimento, habito alimentar, nicho ecolodgico,
espécie envolvida, tempo de exposicdo e meia vida biolégica nos tecidos
(JONSSON,1991). A bioconcentragdo ocorre mais intensamente em niveis tréficos
superiores. O termo biomagnificagcdo € reservado principalmente para processos
onde ocorre uma bioacumulacdo associada aos diferentes niveis troficos, sendo os
que peixes podem estar sujeitos a ambos processos: bioconcentragdo diretamente
da agua ou alimento e biomagnificagdo através da cadeia alimentar (HEATH, 1995).

Informacgdes importantes sobre o potencial toxico dos metais pesados podem
ser obtidas diretamente através dos ambientes contaminados e através de estudos
de simulagdo em laborat6rio, estes diferindo quanto ao objetivo e metodologias de



avaliacdo. Estudos em toxicologia ambiental devem considerar alguns aspectos
importantes: escolha do modelo de estudo (bioindicador), escolha dos parametros
analisados (biomarcadores) e o tipo de desenho experimental (campo ou
laboratério). Somente assim sera possivel contribuir com informagdes que
possibilitem uma melhor compreensao e a solugdo dos problemas ambientais.

Numa visdo mais ampla do problema, a geracdo de dados obtidos em
experimentos sob condi¢gdes controladas se validados em campo, possibilita
contribuir de maneira significativa com informagbes sobre os niveis maximos
permissiveis da presencga dos diferentes contaminantes no ambiente natural.

Os peixes constituem um grupo de grande importancia nas avaliagdes de
toxicidade ambiental, pois se encontram em varios ambientes e apresentam ampla
distribuicdo geografica, participando ainda, de diferentes niveis tréficos da cadeia
alimentar. Sendo assim, sao considerados como excelentes modelos biolégicos de

estudo.

1.1 Metais pesados

Entre os contaminantes mais intensamente estudados em ambientes
dulcicolas, estuarinos e marinhos estdo os metais pesados (PALENZUELA et al.,
2004). Devido a sua toxicidade para os sistemas biolégicos e sua persisténcia no
ambiente, os metais sdo considerados potencialmente perigosos (KEHRIG et al.,
2002; COUNTER & BUCHANAN, 2004).

Os metais apresentam uma longa e bem conhecida intimidade com a historia
da humanidade, seja por uma beleza ou por caracteristicas imediatamente uteis em
cada periodo. Foram fundamentais na construgdo de ferramentas que permitiram
grandes saltos tecnolégicos, no entanto estiveram também presentes em processos
de magia, nas artes e na ciéncia. Os metais pesados s&o, portanto,
indubitavelmente, parceiros do homem nas suas grandes conquistas.

Mas apesar de tanta e tdo extensa convivéncia, nem todos os registros sao
positivos. Esses fatos negativos ndo derivaram de malignidades inerentes aos

metais, porém de usos inadequados que, por varias vezes, deles foram feitos.



Todos os tipos de metais sdo considerados potencialmente téxicos, capazes,
portanto de provocar efeitos biologicos adversos quando presentes em
concentragdes elevadas (DALLINGER & RAIMBOW, 1993). A presenca de altas
concentragbes de metais pesados no ambiente constitui hoje um problema global
devido a dimensdo dos langamentos de origem antropogénica e o seu continuo
aumento nos diferentes ecossistemas, atribuido em grande parte a industrializagao e
ao desenvolvimento urbano.

Para LELAND & KUWABARA (1985), quando falamos em metais, a
expressao "metais tragos" é frequentemente utilizada, isso se refere ao fato de que
muitos metais s&o requeridos para fungdes fisiologicas em organismos vivos. Dentre
os metais considerados como nutrientes essenciais para o organismo estdo: o
Sodio, Potassio, Manganés, Ferro, Cobre, Zinco, Calcio, etc. Outros como o
Arsénico, Cadmio, Chumbo e Mercurio, ndo tém funcdo conhecida no metabolismo
animal ou vegetal, prejudicando os organismos quando ocorrem em teores acima
dos normais (BEVERIDGE et al., 1997; MANAHAN, 2000).

A contaminacdo do ambiente aquatico por metais pesados pode ser
considerada critica, devido aos potentes efeitos deletérios dentro da cadeia
alimentar provocada por alguns deles. Além disso, temos os problemas de saude
publica, associados a contaminagcdo da agua ingerida e através da ingestdo de
alimentos provenientes destas regides (WALKER et al., 1989; WARREM & HAACK,
2001). Os altos indices de toxicidade de alguns metais para os organismos, mesmo
em baixas concentracdes, associados a sua relativa facilidade de entrar e
permanecer na cadeia trofica por longos periodos refor¢ga a importéncia dos estudos
gue determinem suas concentragdes maximas permissiveis em ambientes aquaticos
(AZCUE, 1987).

A tendéncia dos metais pesados em se acumular em tecidos de peixes e sua
alta afinidade e interagdo com um grande numero de ligantes e macromoléculas
(VALLEE & ULMER, 1972; CLARKSON, 1986), faz destes elementos um dos grupos
mais potentes de agentes neurotoxicos (SUTTERLM, 1974; HARA et al., 1983). Para
JOBLING, (1995) a toxidade dos metais pesados decresce na seguinte ordem Hg,
Cd, Cu, Zn, Ni, Pb, Cr, Al e Co. No entanto, esta sequéncia esta sujeita a

modificagcdes dependendo das condigdes fisico-quimicas do ambiente, que afetam



diretamente a especiagcdo quimica destes elementos, como temperatura, pH e
dureza da agua (SUNDA et al., 1990; JOBLING, 1995). A eliminacdo de metais
pesados por organismos aquaticos também depende de diferentes fatores
ambientais e bioldgicos.

Na agua, nem todos os metais pesados sdo igualmente toxicos ou
disponiveis. Além disso, as associagbes de metais sdo dinamicas e irreversiveis,
refletindo mudancgas nas condig¢des fisico-quimicas do meio (WARREN & HAACK,
2001). O mercurio € um dos metais que podem ser biologicamente metilizados nos
ambientes naturais principalmente nos sedimentos (CAMPBELL et al., 1988;
NIENEHESKI et al., 2001; ANDERSON et al., 2004). A metilagdo de metais nos
sedimentos através de reagdes abioticas ocorre pela transferéncia de grupos metil
para os metais pesados. No entanto, esta reacdo € mais importante quando é
biologicamente mediada, uma vez que é mais eficiente, aumentando
significativamente a disponibilidade dos metais para a cadeia alimentar.

A demetilacdo dos metais no sedimento tem recebido pouca atencido se
comparado com a metilagdo, no entanto € também importante, pois pode reduzir a
biodisponibilidade do metal. A maioria das informacdes sobre demetilacdo, vem de
estudos utilizando culturas de bactérias resistentes ao mercurio, € pouco se sabe
como isto ocorre no sedimento natural e com outros metais pesados (OLIVEIRA
RIBEIRO, 1995).

Os agentes quelantes sdo muito importantes na imobilizagdo de metais nos
sedimentos. Fungos, bactérias e algas podem liberar uma variedade muito grande
de moléculas organicas nos ambientes aquaticos que pode ligar-se a diferentes
metais funcionando como agentes quelantes (CAMPBELL et al., 1988). Raizes de
plantas aquaticas também podem liberar substancias capazes de se ligarem
fortemente ao cadmio, cobre, chumbo e zinco (GADD, 1993; BURGSTALLER &
SCHINNER, 1993).

Os efeitos que os metais podem causar aos organismos podem ser
observados através do uso de bioindicadores, os quais sdo importantes no
diagnodstico dos efeitos que estes elementos quimicos podem causar aos sistemas

bioldgicos.



1.2 Mercurio: ocorréncia, uso e fontes de exposicao

O contato do homem com o mercurio, remonta das civilizagbes orientais
antigas, que ja manipulavam o metal, tendo sido também encontrado no interior de
tumbas egipcias. Nesta época, o mercurio era utilizado como pigmento, na forma do
mineral cinabrio, formado basicamente por sulfeto de mercurio (HgS), um composto
de coloragédo vermelha intensa, constituindo a forma mais estavel do mercurio na
natureza.

Cinco séculos mais tarde o médico grego Dioscorides escreveu que o cinabrio
era indicado para tratamento de doenga dos olhos, porém perigoso quando ingerido.
Mais tarde, no inicio da era crista, ja se sabia que compostos como o Oxido de
mercurio (HgO) tinha propriedades que hoje definimos como germicida e fungicida.
Também se produzia mercurio metalico a partir do cinabrio, através de aquecimento
a seco, em um processo denominado ustulagdo. Pouco depois, 0 mercurio ja era
empregado para separar metais preciosos, como a prata e o ouro, de outros
minerais aos quais aparecem associados na natureza, através da técnica de
amalgamacédo na qual o mercurio se liga ao metal precioso, isolando-o0 das
impurezas.

Com o advento da Revolugao Industrial e a difusdo do uso do mercurio em
varias atividades humanas como agricultura, industria eletrdbnica e medicina,
observou-se um grande aumento nos niveis de mercurio no ambiente em nivel
global. Durante séculos, o mercurio foi ingrediente importante em numerosos
medicamentos, como: diuréticos, anti-sépticos, anti-sifiliticos, laxantes, solugcdes
conservadoras de lentes de contato, vacinas e contraceptivos. Hoje € usado
principalmente como catalisador na produgéo eletrolitica do cloro e da soda caustica
na industria de cloro-alcali. E também utilizado em baterias, em varios tipos de
lampadas elétricas, incluindo as fluorescentes e as de descarga de alta densidade,
em interruptores, nandémetros, barébmetros, e outros tipos de instrumentos de
pressao, medicdo e calibracdo usados em laboratérios analiticos, de pesquisas
quimicas, fisicas e biolégicas, em amalgamas dentarios, em pigmentos, em
explosivos, no tratamento de minérios de ouro e prata e para refino de metais, na

producdo de acido acético e acetaldeido a partir de acetileno, na taxidermia, em



fotografia, na pintura e na producdo de seda artificial (KLAASSEN, 1990;
CHEMINFO, 2000; CLARKSON, 2002; COUNTER & BUCHANAN, 2004), o que
acarreta em perdas significativas para o ambiente.

S&o varios os produtos mercuriais usados em formulagdes farmacéuticas
onde cerca de 200 destes encontram-se registrados nos EUA. S&o utilizados
principalmente, como conservantes em solugdes nasais, oftalmicas, vacinas e
produtos injetaveis. Entretanto, esse uso tende a diminuir com a substituicdo por
outros conservantes (FDA, 1997) e com o banimento dos produtos mercuriais em
varios paises. No inicio de 2001, varios medicamentos desse tipo foram banidos do
mercado brasileiro e substituidos por outros mais eficazes e que ndo contem o
mercurio (AZEVEDO, 2003).

O mercurio deixou de ser usado, ou teve seu uso banido, como desinfetante
em sementes de alimentos, como biocida, em pinturas como antidesfolhantes, em
camada de revestimento em espelho, na produgdo de alguns tipos de vidros, no
tratamento de feltro e como fungicida em papéis, devido aos seus efeitos nocivos em
trabalhadores expostos e a populagao passivel de exposigao (WHO, 1989; SIMON
et al., 1990; DE VITO, 1995; CHEMINFO, 2000).

O uso do mercurio no Brasil, em processos de mineragcdo, pode ser
estimado através de dados do Ministério de Minas e Energia, DNPM-DEM (2000),
onde a producdo nacional de ouro em 1999 foi de cerca de 41 toneladas, 17,4%
menor que a verificada 1998. Outras fontes admitem que, no Brasil, no processo de
producéo de amalgama de ouro, o uso do mercurio € grande, estimando-se que, no
minimo 50 a 70 toneladas de mercurio metalico sejam langadas no ambiente
anualmente devido a atividade de garimpo, nos diversos locais de mineragdo do
territorio brasileiro (PFEIFER et al.,, 1990; QUEIROZ, 1995; MALM, 1998; SOUZA
LIMA et al., 2000; SANTOS et al., 2002).

O simbolo moderno do mercurio encontrado na tabela periddica, Hg, é
derivado do nome grego Hidrargyrium, o qual significa prata liquida, sendo este o
unico metal no estado liquido a temperatura ambiente (HOFFMAN et al., 1995). As
formas quimicas na qual o mercurio pode ser encontrado naturalmente s&o: Mercurio
metalico (Hg®); merctirio monovalente (1) e mercurio divalente (II), onde os atomos

perdem um ou dois elétrons, respectivamente, formando o mercurio mercuroso



(Hg>™") e o mercario mercurico (Hg'™"). Estes dois ultimos, formam diversos
compostos quimicos organicos e inorganicos. Os compostos formados a partir do
mercurio (II) sdo mais abundantes que aqueles formados a partir do mercurio (), e
s&o encontrados na forma de cloretos, nitratos e sulfatos (AZEVEDO, 2003).

Os sais mais importantes industrialmente s&o o cloreto de mercurio HgCl,, um
sublimado corrosivo muito toxico, cloreto mercuroso Hg.Cl,, calomelano,
ocasionalmente ainda usado na medicina, fulminato de mercurio Hg(CNO),,
detonador utilizado em explosivos, e sulfeto de mercurio HgS, de cor vermelha,
usado como pigmento em tintas (HSDB, 2000).

Formam, também, uma classe de inegavel importancia que €& a dos
organomercuriais, ligados a pelo menos um atomo de carbono originando compostos
do tipo RHgX RHgR’, onde R e R’ representam compostos organicos e X uma
variedade de anions. E importante ressaltar que os compostos organomercuriais s3o
os mais considerados, do ponto de vista toxicoldgico, por sua toxicidade. Os que
causam maior preocupagao sao os ligados aos radicais alquila de cadeia curta, onde
0 mercurio se liga aos grupos metila, etila e propila (WHO, 1989). Os compostos
organomercuriais tém aparéncias distintas e odores que variam de acordo com os
radicais alquilas aos quais estéo ligados (NIOSH, 1997).

O termo genérico metilmercurio (MeHg) é usado para representar os
compostos monometilmercuriais. Em alguns casos, a identidade exata destes
compostos ndo é conhecida, exceto que contem o cation metilmercurio, CHzHg" ,
associado tanto a um simples anion como o cloreto, ou a moléculas de alto peso
molecular, tais como proteinas, com cargas positivas ou negativas (WHO, 1990).

O mercurio raramente é encontrado como elemento livre na natureza, mas
encontra-se amplamente distribuido, porém em baixas concentracdes, por toda a
crosta terrestre (GOCHFELD, 2003; ANDERSON et al., 2004). As fontes mais
importantes sdo as do minério cinabrio (HgS), encontrado em roxas proximas de
atividades vulcanicas recentes, em veios ou fraturas minerais e em areas proximas
de fontes de aguas termais.

As emissdes naturais mais significativas de mercurio sdo a gaseificagdes da
crosta terrestre, evaporagao de corpos aquaticos e as emissdes de vulcdes (WHO,
1991). Admite-se que as emissdes naturais sejam da ordem de 25.000 a 125.000



toneladas por ano. As emissdes antrépicas se devem principalmente pela atividade
das industrias, sendo estas contribuintes em cerca de 55% da produgéao total de Hg
(WHO, 1989).

Vale a pena lembrar também a importancia da contribuicdo de emissées na
queima de carvéo, Oleo e gases naturais, na produ¢do de cimento, no tratamento de
minérios de enxofre, na incineragao de lixo e na disposigéo de rejeitos de processos
metalurgicos. Apesar de sua alta densidade, o mercurio liquido tem uma elevada
pressao de vapor. Assim, atividades que envolvem o manuseio e o transporte desta
substéncia, automaticamente implicam numa perda para o ambiente. Esta
contaminagdo € observada em ambientes distantes das fontes de emisséo, tais
como no gelo da Antartica e da Groelandia e nos oceanos, onde podem ser
encontradas concentracbes de mercurio acima dos niveis considerados normais.
Estas constatagcbes comprovam a importancia dos processos de transporte de
mercurio no ambiente (WHO, 1978,1991; QUEIROZ, 1995).

Segundo AZEVEDO (2003), uma parcela do mercurio encontrado na agua €&
de origem natural, embora possa parcialmente ser de origem atmosférica e ter sido
gerada também por atividade antropogénica. Portanto, € dificil avaliar
quantitativamente as contribuigdes relativas a atividade antropogénica e a natural
em relagcdo aos produtos mercuriais que sofrem lixiviagdo do solo para a agua. A
tabela 1 apresenta as formas de mercurio mais comumente encontradas na natureza
e as geradas por meio das atividades antropogénicas.

No Brasil, porém o garimpo de ouro ainda é a maior fonte de emissao,
embora esta atividade tenha se reduzido muito na ultima década (MALM, 1998;
MAURO et al., 1999; GUIMARAES et al., 2000; SANTOS et al., 2002). As minas de
Almadén, na Espanha, estdo em operagao desde 400 d.C. Além destas, existem
outras de consideravel expressao que ainda encontram-se ativas: Monte Amianta na
Italia, varias minas na Russia, México, Ameérica do Norte, Japao, Filipinas, Canada,
China, Turquia e na Irlanda (BIESTER & MULLER, 1999).

Através do estudo do ciclo global do mercurio, verificou-se que este metal
vem se bioacumulando através da cadeia tréfica muito antes do surgimento do
homem. O fato de que niveis de mercurio foram muito altos nos primeiros anos da

historia da terra, onde o oxigénio ainda n&o tinha aparecido na atmosfera, sustenta
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esta hipotese. Formas de vida deste tempo arcaico tiveram que se proteger do
oxigénio que estava por vir e do mercurio que caia através da chuva. Isto pode
explicar a presenga de proteinas e moléculas antioxidantes na maquinaria celular
dos organismos atualmente como protegcdo ao oxigénio e ao mercurio elementar e
ao inorganico, mas nao ao metilmercurio (CLARKSON, 1995).

Até o final dos anos 60, considerava-se que os compostos de mercurio, e
especialmente o mercurio elementar liberado eram simplesmente assimilados pelo
ambiente sem causar problemas. Mais tarde foi demonstrado que o mercurio
inorgénico podia ser metilado no sedimento de agua doce, formando mono e
dimetilmercurio. Esta metilagdo era favorecida por certos organismos vivos. Aqueles
experimentos forneceram a primeira evidéncia de que a conversido dos compostos

de mercurio podia envolver microorganismos aerobicos (CLARKSON, 1997).

Inorgéanicas

-Metalico Hgo

-Sais mercurosos Hg2Cl>

-Sais mercuricos HgCl,
Organicas

-Compostos de alquilmercurio CH3HgCl
-Compostos de arilmercurio CeHsHgCI
-Compostos de alcoxiarilmercurio CH>OCH2HgCI

Fonte - QUEIROZ, 1995.

Tabela 1 - Formas orgéanicas e inorganicas do Mercurio

1.3 Transformagao do mercurio no ambiente

O mercurio sofre muitas transformagdes quimicas na natureza, em particular
no meio aquatico. O mais relevante une o merctirio inorganico (ions Hg*?) a radicais
metil (CH3;), formando o composto organometalico CHzHg", (MeHg), considerado a
forma mais toxica desse metal (GOCHFELD, 2003). A formagdo do metilmercurio
aumenta a dispersdo do Hg no ambiente aquatico. Tendo menor afinidade com as
superficies minerais do sedimento que o ion Hg*?, o MeHg é liberado para a coluna
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d'agua e entra na cadeia alimentar (MAURO et al., 1999). Nos organismos, liga-se a
proteinas e passa a ser acumulado, atingindo altos niveis nos tecidos dos peixes
predadores. Segundo os mesmos autores, mesmo peixes predadores oceanicos,
como atuns, tubardes ou marlins, mesmo vivendo longe de areas contaminadas,
exibem niveis relativamente elevados de MeHg.

A formagdo biologica enzimatica do metilmercurio foi inicialmente descrita
como ocorrendo em sedimentos organicos anaerobicos. Os estudos iniciais
indicavam que o MeHg era formado a partir de Hg*? por microorganismos
anaerdbicos dependendo da disponibilidade da metilcobalamina. A metilcobalamina
€ capaz de transferir o grupo metila para o ion Hg*z, e pode estar disponivel em
quantidades significativas no ambiente, porque é uma coenzima produzida pelas
bactérias tanto aerdbicas quanto anaerdbicas. Contudo, estudos mais recentes
demonstram que a metilagdo do mercurio ocorre principalmente como processo
microbiano aerébico (QUEIROZ, 1995; PELLETIER, 1995; BALDI, 1997).

O mercurio também pode ser metilado no intestino e muco dos peixes, nos
lodos de esgoto, no intestino de ratos e humanos, mas ndo no rumem de bovinos.
Certos microorganismos do solo também metilam o mercurio (QUEIROZ, 1995).

A taxa de sintese do metilmercurio € determinada, principalmente, pela
concentragdo e forma quimica de Hg disponivel no ecossistema aquatico, assim
como pela composicdo das espécies microbianas e o tamanho e atividade da
populagao natural capaz de metilar. Esta capacidade pode ser observada em muitas
espécies de bactérias (QUEIROZ, 1995).

Em qualquer ambiente aquatico, somente uma pequena por¢ado do mercurio
total existe como metilmercurio, geralmente menos que 0,1%. A metilagdo ocorre,
principalmente, nos dois centimetros superiores do sedimento, porque a maioria da
populagdo microbiana responsavel pela sintese do CHsHg" esta localizada nesta
camada (D’ITRI, 1972).

O potencial de metilacdo do mercurio em sistemas aquaticos depende do tipo
de comunidade bacteriana presente e da disponibilidade de Hg inorganico. Esses
fatores, por sua vez, estdo ligados a aspectos fisicos e quimicos do ambiente, como
temperatura, potencial de oxirredugcdo, pH, condutividade elétrica e outros.

Interacdes entre esses fatores podem aumentar ou reduzir a taxa de metilagao.
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A capacidade de converter os compostos de mercurio inorgénico em
metilmercurio, ndo é restrita as bactérias aerdbicas e anaerdbicas. Por exemplo, um
fungo (Neurospora crassa) nado depende da metilcobalamina para sintetizar
aerobicamente o CHsHg* a partir de ions Hg™, isto é realizado por um ou mais
passos na biosintese da metionina (QUEIROZ, 1995).

Enquanto alguns microorganismos metilam os metais nos sistemas aquaticos,
outros podem demetila-los. Esta interconversao, metilagdo/demetilagdo, pode
estabelecer um sistema ecologicamente dinamico de reagdes competitivas que
produzira uma concentragcido equilibrada, entre os varios metais e metaldides e suas
formas metiladas no ambiente. Contudo, a introdugdo de quantidades adicionais
pelas atividades antropogénicas, pode romper este equilibrio (D’ITRI, 1990 apud
QUEIROZ, 1995).

A concentracdo de metilmercurio encontrada nos peixes demonstra que o
processo de demetilagdo natural ndo consegue degradar o CH3Hg" na mesma
velocidade com que ele € produzido nos sedimentos, na coluna d’agua, ou no
intestino dos peixes, e assimilado por estes (QUEIROZ, 1995).

Independente da origem, o mercurio na forma organica ou inorganica pode
sofrer transformagdes no ambiente, o que torna sua distribuicdo ambiental bastante
complexa. Em geral o ciclo biogeoquimico do mercurio exibe um equilibrio dinamico,
mas ag¢des humanas podem introduzir elementos ou compostos mais rapido e em
nivel maior que os processos naturais, alterando os padrées dos ciclos e as
condi¢des as quais a flora e a fauna estdo adaptadas (MAURO et al., 1999).

Do ponto de vista toxicolégico, € muito importante distinguir entre a forma
inorgénica e orgénica do mercurio devido as diferengas de absorg¢ao, distribuicdo
corporal e efeito téxico. Em peixes, praticamente todo o mercurio apresenta-se na
forma de metilmercurio. Este passa rapidamente pela barreira hematoencefalica, e
devido as caracteristicas lipofilicas, tende a se acumular no tecido nervoso. O
metilmercurio &, portanto a forma quimica mais neurotéxica do mercurio (JOIRIS et
al., 2000; GOCHFELD, 2003; ANDERSON et al., 2004).

A interacdo entre o mercurio e um tipo especifico de proteinas, as
metalotioneinas (proteinas de baixo peso molecular e ricas em aminoacidos

cisteina), merecem destaque, uma vez que podem desempenhar um importante
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papel principalmente na imobilizagdo intracelular do mercurio (maior na forma
inorganica que organica) (KLAVERKAMP et al., 2000). As metalotioneinas sao
proteinas ligantes de metais que podem ser encontradas nos vertebrados,
invertebrados e microorganismos (KAGI & KOGINA, 1987; KLAVERKAMP et al.,
2000). O aumento dos niveis de metalotioneinas em células, fluidos fisiologicos,
seguidos da exposi¢ao a metais pesados, tem sido bastante estudadas nos ultimos
30 anos na tentativa de estabelecer o potencial destas como biomonitor a exposicao
a tais metais (FOWLER, 1984; HENNING, 1986; KLAVERKAMP et al., 2000).
Estudos tém demonstrado que as indugdes da sintese de metalotineinas em peixes
por mercurio, cadmio e zinco fornecem um valioso processo de monitoramento para
avaliar a viabilidade biologica (biodisponobilidade) e o impacto desses metais nos
ambientes aquaticos KLAVERKAMP et al. (2000).

1.4 Formas tdxicas do mercurio e efeitos a saude

Constituindo a sexto elemento quimico mais toxico em um universo de seis
milhdes, os efeitos do mercurio sobre os organismos vivos ainda nao foram
totalmente desvendados pela ciéncia. Conhecer os reais danos a saude dos
organismos em diferentes niveis de organizagdo biologica frente a uma exposi¢céo
cronica ao metal, encontrar formas eficazes de recuperar as areas ja degradadas
pelo poluente ou decifrar o seu ciclo global ou biogeoquimicos sado algumas das
lacunas a serem preenchidas.

O mercurio exerce agdes tdxicas importantes sobre os organismos vivos,
principalmente através de ag¢des sobre a maquinaria enzimatica celular, onde o
metal se liga com facilidade a proteinas, especialmente enzimas, gracas a afinidade
com os radicais sulfidrilas (SH) dessas moléculas. Tais a¢des, agudas e crdnicas,
sdo descritas principalmente sobre os rins (forma ibnica) e sistema nervoso (forma
organica) (TUBINO & MAGALHAES, 1997) onde alteragbes nas fungbes das
enzimas (VASSALLO et al., 1996), na configuragao das purinas, pirimidinas e acidos
nucléicos, além da interferéncia na integridade estrutural e nas propriedades fisicas
da membrana celular (BAATRUP et al., 1990) constituem fatores importantes no seu

mecanismo de toxicidade.
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Para CLARKSON (1990b), as formas quimicas do mercurio que provocam
alteragdes nos seres vivos sdo o mercurio elementar (Hg®), vapor ou liquido, néo
reativo; sais ou minerais mercuriais inorganicos (cloreto de Hg) e mercuriais
organicos (metilmercurio). Todas estas formas de mercurio se interconvertem no
ambiente, como ja foi visto, e o contato com qualquer dos tipos de mercuriais pode
produzir toxicidade sistémica (WHO, 1978).

Dentre as formas de mercurio a elementar € a mais volatil, e pode ser captada
pelas vias respiratorias devido as suas caracteristicas de alta difusibilidade e
solubilidade em lipidios (MAGOS et al., 1987; GOCHFELD, 2003). Grande parte do
vapor inalado permanece na corrente sanguinea e atravessa as barreiras hemato-
encefalica e placentaria livremente. No entanto, a tolerdncia do homem ao vapor de
mercurio deve-se a alguns mecanismos celulares como a agdo das enzimas
catalases e Dismutases, onde ambas atuam para eliminar a molécula de peréxido de
hidrogénio da célula. Nesta reagdo, o mercurio é transformado em mercurio
inorgénico o qual € mais rapidamente eliminado pelos rins (CLARKSON, 1972; 1994)

Segundo VASSALLO et al. (1996), o mercurio inorganico, apds ser absorvido,
distribui-se de forma bastante heterogénea, sendo encontrado em niveis mais altos
nos rins. A forma inorganica do mercurio ocupa praticamente todos os sitios
sulfidrilas das proteinas de membrana, diferente da forma orgénica, que interage
apenas com 20% do total (ROTHSTEIN, 1981), assim o efeito também pode ser
diferente. Isto se deve a liposolubilidade da forma orgénica, que pode ocupar sitios
das proteinas localizadas mais internamente na membrana que a forma inorgénica
(BOUDOU et al., 1983; GOCHFELD, 2003). Esta forma de mercurio modifica a
estrutura das proteinas e dependendo da regido da molécula em que isso ocorre,
altera de forma irreversivel a funcado estrutural ou enzimatica da molécula,
constituindo assim um efeito toxico altamente especifico. Sendo assim, o mercurio
inorgénico, menos lipossoluvel, concentra-se mais no plasma do que nos eritrécitos
(USEPA, 1997)

A forma orgénica é encontrada nos compostos de mercurio que possuem uma
ligagcédo covalente a um atomo de carbono sendo a forma de mercurio que apresenta
maior risco aos organismos devido a sua volatilidade e sua facilidade de atravessar

a barreira hematoencefalica. Trata-se de um grupo bastante heterogéneo, cuja
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poténcia varia de um composto a outro. O mecanismo de neurotoxicidade do MeHg
ainda nao é totalmente conhecido. Seus efeitos s&o variados e irreversiveis: inibe a
sintese protéica, altera a atividade enzimatica e age como potente neurotoxina
(MAURO et al., 1999). Sao mais absorvidos através do trato gastrointestinal do que
a forma inorganica, porque possui maior solubilidade em lipidios e exerce acgéo
corrosiva menos intensa sobre a mucosa do intestino (DILERMANO, 1983;
GOCHFELD, 2003). Sabe-se, no entanto que o MeHg pode formar complexos com a
cisteina, mimetizando estruturalmente uma metionina, a qual € um aminoacido
neutro e atravessa a membrana biologica (CLARKSON, 1994; NEWLAND, 2002) Na
forma organica, o mercurio liga-se aos eritrocitos, onde sua depuragéo é de cerca de
80 dias. Da corrente circulatéria atinge os demais tecidos sendo carreado para o
cérebro e feto sem nenhuma barreira; musculo, rins onde uma pequena parte é
eliminada pela urina; cabelo, onde € acumulado; e figado onde volta ao intestino e é
reabsorvido através do ciclo entero-hepatico (CLARKSON, 1994). Sabe-se no
entanto que a distribuicdo do metilmercurio no organismo é lenta, levando cerca de
cinco dias para atingir um equilibrio (USEPA, 1997).

O metilmercurio € transportado pelas células vermelhas (95%) e o restante,
ligado a proteinas plasmaticas. A distribuicdo do Hg entre os eritrocitos depende da
forma do metal, sendo que a razdo Hg-eritrocitos/Hg-plasma é de 1 para o Hg
inorgéanico, de 2 para o Hg elementar e de 10 a 20 para o Hg orgénico, como o
metilmercurio (USEPA, 1997).

Dentre todos os organismos vivos, a espécie humana é a que apresenta
maior ineficiéncia na defesa contra o efeito téxico do metilmercurio o qual produz
diversas disfungdes, principalmente musculares e nervosas, que podem levar a
lesdes irreversiveis ou fatais (BOISCHIO & HENSHEL, 2000; NIENCHESKI et al.,
2001; CARTA et al., 2003; LINDBERG et al., 2004). Pessoas expostas a esse metal
apresentaram doengas crbénicas degenerativas do sistema nervoso, como
Parkinsonismo mercurial, doenga de Alzheimer e esclerose multipla, pois o cérebro é
o local onde se encontra uma alta concentracdo de proteinas, tornando-se o
principal alvo. Essa contaminagao tem efeitos duradouros, ja que o metilmercurio
permanece no organismo por longo periodo de tempo (CLARKSON, 2002). Segundo
CLARKSON (1990a), a meia vida biol6égica do metilmercurio no homem é em torno
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de 70 dias e um adulto precisaria de mais ou menos um ano para eliminar todo o
mercurio proveniente de uma unica dose (cinco meias vidas).

Em exposicdes especificamente relacionadas ao metilmercurio, o principal
orgéo alvo é o SNC em todas as espécies estudadas, inclusive no homem (CARTA
et al., 2003). A neurotoxicidade do metilmercurio é bem evidente no desenvolvimento
embrionario e fetal, sendo a exposi¢ao intra-uterina muito eficaz. No caso de
Minamata, onde gestantes expostas ao metilmercurio através da ingestao de peixes
contaminados, os efeitos neurolégicos foram bem evidentes, comprovados por casos
de microcefalia e retardo mental (WHO, 1990; AXTELL et al., 2000).

Os primeiros indicios de intoxicacdo causada por mercurio datam ainda do
século XVI, em minas de cinabrio. O "mercurialismo", caracterizado por tremores,
parecia ser consequéncia da inalagdo constante do vapor de mercurio pelos
mineiros. Mesmo quando se descobriu que o metal podia ser nocivo a saude em
outras circunstancias, nenhuma restricdo ao seu uso foi adotada. A toxicidade do
elemento so ficou evidente, em especial para a opinido publica, com o incidente da
Baia de Minamata, no Japao, nos anos 50, quando foi identificado o primeiro caso
de lesdao no sistema nervoso central, em moradores de vilas proximas a cidade de
Minamata. Os doentes eram, em sua maioria, pescadores ou consumidores de
peixes capturados na baia que abastecia a cidade. Mais de 800 pessoas morreram,
inclusive com casos de enfermidade neurologica congénita, conhecida como
“doenca de Minamata” (TUBINO & MAGALHAES, 1997). A causa disto foi a
descarga de dejetos industriais na baia, o qual continha compostos de mercurio
organico usado como catalisador na producéo de plastico (CLARKSON, 2002). Este
composto em sua forma metilada foi langado no ambiente entrando na cadeia
alimentar e acumulando-se nos peixes, consumidos pela populacdo local
(VASSALLO et al.,, 1996). O impacto desta contaminagdo, inicialmente, foi pouco
compreendido, pois na época a capacidade do mercurio em ultrapassar as barreiras
placentarias hematoencefdlica ndo era muito conhecida. De acordo com
SAKAMOTO et al. (2000), os principais sintomas da doenga de Minamata incluem,
descontrole dos membros, perda de equilibrio, redugao da visao, da fala, do olfato e

da audicao, além de disturbios mentais, danos cerebrais crdnicos, retardo mental,
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disturbios de desenvolvimento, danos hepaticos, tremores, convulsdes, hipertensao
e disturbios metabdlicos.

Hunter e Russell descreveram a inalagao e intoxicagao por metilmercurio em
quatro trabalhadores de uma industria produtora de fungicidas mercuriais. A autopsia
de um dos trabalhadores revelou acentuada lesdo neuronal e atrofia cerebral com
perda cortical. Assim, esse tipo de intoxicagdo por mercurio orgéanico passou a ser
conhecido pela Sindrome de Hunter-Russell (SWENSSON & ULFARSSON, 1963).

Em 1972, no Iraque, compostos mercuriais foram usados na agricultura como
fungicidas. Pessoas foram intoxicadas e muitas morreram como consequéncia da
ingestdo do mercurio pelos graos tratados com mercurio organico, utilizadas na
fabricagdo do p&o caseiro. Também na metade dos anos 50 evidéncias de danos
ambientais surgiram a partir de gréos tratados na Suiga, onde passaros predadores
estavam desenvolvendo desordens neurolégicas (CLARKSON, 2002).

Devido ao efeito negativo do mercurio no meio ambiente amplamente
documentado, e o continuo aumento deste no ecossistema, € desejavel que as
emissdes de mercurio sejam duramente reguladas e diminuidas através de leis mais
severas de protecdo ambiental (LINDQVIST, 1994). LINDBERG (1998), na
publicagdo dos artigos apresentados na 4 Conferéncia Internacional sobre o
Mercurio como um poluente ubiquo, realizada em Hamburgo em 1996, discute a
crescente preocupagao com este contaminante. Particularmente durante a ultima
década do século XX, cientistas, legisladores, politicos e o publico em geral se
conscientizaram da poluicdo ambiental causada pelo mercurio. Sugere-se que as
emissdes antropogénicas permitiram o aumento da contaminagcdo de Hg em escala

local, regional e global.

1.5 Fontes de contaminagdo ambiental pelo mercurio no Brasil

No Brasil, a intoxicagdo por mercurio ocorre com maior frequéncia que em
outros paises, devido ao seu amplo emprego nas areas de garimpo, principalmente
na regidao do Rio Tapajos e Madeira na Amazénia onde € usado para separar 0 ouro
das impurezas (amalgamagao). O Hg forma amalgama com ouro, prata, cadmio e

latdo, sendo que esta caracteristica € responsavel por uma das causas de
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contaminagao ambiental desse composto (HSDB, 2000). De acordo com NRIAGU et
al. (1992), mais de 650.000 pessoas estiveram envolvidas na atividade garimpeira
na Amazobnia, resultando em uma descarga anual de 90 a 120 toneladas de
mercurio dentro do ecossistema local. Nesta época o Brasil foi o principal produtor
de ouro, sendo que 90% dessa produgdo era realizada de maneira ilegal e
clandestina (MALM, 1998). PFEIFFER & LACERDA (1988) e LACERDA et al.,
(1989), sugerem que 45% deste mercurio foi langado nos rios e 55% na atmosfera.

A corrida do ouro na Amazébnia acarretou a contaminagdo por mercurio na
regido em cerca de 1.000 toneladas, apenas no lado brasileiro, nos ultimos 10 anos.
Aproximadamente 2g de mercurio sdo usados na produgao de 1g de ouro, dos quais
50% sao introduzidos nos rios por meio de suspensdes em efluentes. Alguns
estudos de pesquisadores brasileiros demonstram que ocorre grave contaminagéo
dos sedimentos, dos rios e aguas proximos de zonas de mineragdo, além da
evidéncia de contaminagdo dos peixes carnivoros da regido, que s&o consumidos
pela populagao ribeirinha (OLIVEIRA SANTOS et al., 2000; BOISCHIO & HENSHEL,
2000; SANTOS et al., 2002). Também se observa, nesta regido, elevada exposigcéo
humana ao mercurio elementar, entre os mineiros e comerciantes de ouro, resultante
da queima do amalgama de Au/Hg. (PFEIFFER et al., 1990).

De acordo com MEECH et al. (1997); MALM (1998); DOREA (2003), a
poluicdo da Amazdnia pelo mercurio representa um grave problema ambiental, pois
70 a 170 toneladas de Hg sao langadas anualmente no meio ambiente devidos as
atividades informais de mineragdo do ouro, além dos incéndios em que a vegetagao
queimada constitui igualmente uma fonte primaria de emissdes do metal.

Existem duas formas de contaminag&o por mercurio na regido amazdnica que
podem afetar a saude humana: primeiro a exposicdo ocupacional através da
inalagédo direta do vapor de mercurio durante a queima do amalgama, e segundo
pelo consumo de peixes contaminados através da liberagdo e bioacumulagdo de
mercurio em ambientes aquaticos (BARBOSA et al., 1995; AKAGI et al., 1996;
MALM, 1998; SOUZA LIMA et al., 2000; SANTOS et al., 2002).

A poluigdo ambiental por mercurio que ocorre na Amazénia é diferente da que
acontece no Jap&o e no Iraque. Nestes locais, o efluente industrial ja continha o
mercurio sob forma metilada (AKAGI et al., 1995). Na Amazobnia o metal € langado
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no meio ambiente como mercurio elementar liquido ou vapor. A forma elementar
liquida é praticamente n&o reativa; o mercurio se dispersa no ambiente, entra em um
complexo ciclo atmosférico e praticamente ndo se incorpora a cadeia alimentar local.
Ja a forma de vapor, ap6s oxidacdo na atmosfera, retorna sob forma idnica (Hg*?)
pela precipitagdo atmosférica. Esta ultima é altamente reativa, podendo ser metilada,
principalmente em lagos de varzea, reservatorios hidroelétricos e rios.

Sabe-se hoje que 90% da populagdo ribeirinha da Amazbnia esta
contaminada por mercurio, sendo 17% em estado alarmante. Entre os peixes, a
maioria das espécies carnivoras estudadas apresentam algum grau de
contaminagao (JARDIM & FADINI, 2001).

As caracteristicas ecologicas da regido amazdnica bem como a saliéncia do
ciclo do mercurio na floresta tropical, aumenta a complexidade dos estudos sobre a
contaminagao por mercurio e também dificulta avaliagdo da exposi¢ao e os riscos a
diferentes populagdes da regido (HANCON et al., 1997). As caracteristicas
levemente acidas e a grande atividade bacteriana encontrada nos sedimentos
facilitam a oxidagdo do mercurio da forma elementar para a forma ibnica,
favorecendo uma metilagdo mais intensa nestes tipos de ecossistema (PFEIFFER &
LACERDA, 1988; AKAGI et al., 1995).

Varios fatores influenciam a exposicdo da populagao ribeirinha ao mercurio
como dieta, incluindo a frequéncia na ingestdo de peixes, preferéncia por certas
espécies, tamanho e posigédo trofica do peixe consumido (PARADIS et al.,1997;
BOISCHIO & HENSHEL, 2000; SANTOS et al., 2002). Com isso existe um aumento
na preocupagao com populagdes ribeirinhas, especialmente grupos indigenas que
se alimentam basicamente de peixes, sendo consumido até trés vezes ao dia
(BARBOSA et al., 1998; SOUZA LIMA et al., 2000; BOISCHIO & HENSHEL, 2000;
DOERA, 2003).

Embora em algumas regides da Amazbnia a extragdo do ouro possa em
certos casos explicar as contaminagdes por mercurio, essa hipétese deve ser
descartada na Bacia do Rio Negro, onde ndo existem garimpos. Segundo ROULET
& LUCOTTE (1998), nesta regido foram realizadas analises que apontaram que os
solos locais sao naturalmente contaminados, tendo entre trés a cinco vezes mais

mercurio que o registrado em outros. Ainda, segundo os mesmos autores, na
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Amazobnia o solo tem mais de 30 mil anos e ndo passaram por um periodo glacial,
como no Canada, onde o gelo cobriu a terra e formou uma camada de protecéo
contra o mercurio proveniente dos vulcdes. No solo, o metal pode ter tido origem
também nas queimadas e outras formas como a devastagao das florestas, ficando
neste caso a terra desprotegida, fazendo com que as chuvas que caem na
Amazdbnia durante seis meses levem o mercurio para os rios, comegando o ciclo que
leva o metal a contaminar microorganismos que servem de alimento aos peixes, que
por sua vez s&o o principal alimento de milhares de pessoas que vivem as margens
dos rios da Amazobnia.

Para JARDIM & FADINI (2001), este ecossitema é extremamente dinamico,
com altas concentragdes naturais do metal, o que exige um cuidado todo especial no
manejo e na conservagao ambiental. Assim as atividades de extracdo do ouro
devem ser inibidas na regido, pois levariam ao langamento de quantidades
adicionais de mercurio em um ecossistema ja bastante contaminado, além disso, a
atividade do garimpo esta sempre acompanhada de desmatamento, perturbagdes
nas barrancas e assoreamento de rios, 0 que intensifica o aporte, nas aguas ja

impactadas da regido pelo mercurio proveniente dos solos.

1.6 Contaminagao ambiental em peixes

A absorgdo do mercurio presente na agua por organismos aquaticos, é
influenciada pela concentracdo desse elemento, pela taxa metabdlica e pela
eficiéncia de absorgdo (disponibilidade), determinada pelas caracteristicas do
ambiente aquatico. Este ultimo fator € o menos entendido e talvez seja a condigéo
mais importante que governa a absor¢do do mercurio pelos peixes em condigdes
naturais

Os sedimentos de rios, lagos e do mar poluidos com mercurio, s&do perigosos
porque o mercurio confinado pode permanecer ativo para a metilagdo por cerca de
100 anos, mesmo quando a fonte de poluicdo é eliminada. A persisténcia do
metilmercurio nos peixes € relativamente alta porque ele € metabolizado muito
lentamente. A meia-vida do metilmercurio em peixes ocorre em funcdo da espécie,

variando geralmente de um a trés anos. A forte ligagdo do metilmercuro com os
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peixes ndo é destruida pelo cozimento ou fritura. A meia vida dos compostos
fenilmercuricos e a do mercurio inorgénico sdo geralmente menores que a do
metilmercurio (QUEIROZ, 1995).

A toxicidade do mercurio aumenta com a temperatura e diminui com a dureza
da agua e € menos acentuada em sistemas estaticos, como lagos, do que em rios,
com fluxo constante de agua (BOENING, 2000).

Tanto o mercurio organico quanto o inorganico sdo absorvidos diretamente da
agua como dos alimentos ou da ingestdo dos sedimentos (DRISCOLL et al., 1994;
MALM et al., 1995; 1998; SOUZA LIMA et al., 2000; SANTOS et al., 2002;
GOCHFELD, 2003), sendo que a ingestao de alimentos contaminados é uma das
rotas mais importantes de acumulo de mercurio em peixes (GONDSTEIN et al.,
1996; NIENCHESKI et al., 2001; KEHRIG et al., 2002; GOCHFELD, 2003). No
entanto, o metilmercurio acumula-se mais eficientemente do que o mercurio
inorgénico na maioria dos organismos aquaticos Esse processo de acumulagéo
provoca a concentracdo de mercurio em quantidades cada vez maiores nos animais
que ocupam niveis tréficos superiores da cadeia alimentar. Isto tem sido observado
através de seus habitos alimentares, onde peixes piscivoros, com posi¢cédo elevada
na cadeia alimentar, frequentemente acumulam altos niveis de mercurio, quando
comparados a peixes onivoros e planctivoros (FRANCESCONI & LANANTON, 1992;
GOLDSTEIN et al., 1996; BOISCHIO & HENSHEL, 2000; NIENCHESKI et al., 2001;
KEHRIG et al., 2002; ANDERSON et al., 2004). Porém, a concentragdo de mercurio
em tecidos também pode aumentar com a idade, peso, producdo microbiana,
concentragdo e biodisponibilidade do mercurio no ecossistema (ZHOW & WONG,
2000; ASCHNER, 2002).

Estudos conduzidos por LACERDA et al. (1994), demonstraram que as
concentragdes de mercurio total no musculo de 12 espécies de peixes coletadas na
regido mineradora de Carajas, no sul do Para, estavam relacionados com o habito
alimentar do peixe. Os carnivoros apresentavam concentragcdes de mercurio maiores
gue os herbivoros e onivoros, Os peixes carnivoros maiores apresentavam maior
concentragdes que os menores e o metilmercurio corresponde a cerca de 91,7% do

mercurio total nos peixes analisados.
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Outro estudo realizado por MAURICE-BOURGOIN et al. (2000), em peixes da
regido de mineragdo da bacia do rio Madeira, mostrou que os peixes piscivoros da
regido do rio Beni apresentaram concentragbes de 0,33 a 2,30 pg/g, enquanto nos
onivoros e naqueles que se alimentam de lama estes teores variam de 0,02 a 0,19
Mg/g, sendo que O mercurio acumulado pelos peixes carnivoros encontrava-se
principalmente na forma organica de metilmercurio e representou 73 a 98% do total
analisado.

PFEIFFER et al. (1989) observaram que, na regido de mineragédo de
Rondbnia, as concentragdes nas aguas de rios tributarios de florestas variam de 0,1
a 8,6 pg/L, enquanto, no sedimento, atingiam concentragdes de até 19.800 ug/L.
Nas partes comestiveis de peixes desses rios, a concentracdo de mercurio atingia
até 2.700 pg/g de peso seco, ou seja, acima do recomendado pela Agéncia de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para consumo humano (1.000 pg.Kg).

A distribuicdo do mercurio em peixes resulta do movimento do metal, a partir
das diversas vias de absorg&o (branquias, pele e trato digestivo). Uma vez vencida a
barreira biolégica, as fases seguintes incluem basicamente o transporte para o
sangue e orgaos. No entanto, as interacbes entre o mercurio e as membranas
biologicas, vado depender das caracteristicas fisico-quimicas do meio como
mencionado anteriormente (BOUDON et al., 1983; DIRCOLL et al., 1994).

OLIVEIRA RIBEIRO et al. (1999), em experimento com Salvelinus alpinus,
demonstrou que o movimento do metilmercurio entre os compartimentos do corpo é
surpreendentemente baixo, levando 27 dias para sua completa transferéncia do
intestino para o sangue e 48 dias para restante do corpo. Isto provavelmente ocorra
pela limitagdo de transferéncia de MeHg dos eritrécitos, para o plasma e tecidos,
devido a baixa concentragao plasmatica de ligantes sulfidrila.

Como dito anteriormente a parede intestinal dos peixes funciona como uma
barreira efetiva ao mercurio inorganico, mas € permeavel ao metilmercurio, o qual
acumula principalmente no tecido muscular e nervoso (AKAGI, 1995;
RICHARDSON et al., 1995). Acima de 95% do metilmercurio ingerido pelos peixes é
absorvido pelo trato gastrointestinal, entretanto, o local exato da absorgdo nao é
totalmente conhecido. OLIVEIRA RIBEIRO et al. (2002) mostram que existem sitios
especificos onde se concentram quantidades maiores de MeHg para o processo de
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absorcdo. Isto sugere uma preferéncia do MeHg por determinadas regides do
epitélio intestinal. Trabalhos com auto-radiografia do intestino de S. alpinus
mostraram que o MeHg parece se concentrar em alguns pontos do epitélio intestinal
antes de ser absorvido. Possivelmente tais pontos de concentragcdo do MeHg
identificados pela técnica de auto-radiografia, poderiam representar sitios de
absorcado da molécula organica de mercurio. Segundo CERNICHIARI et al. (1995),
apos 30 horas, cerca de 5% do metilmercurio absorvido € encontrado nas células do
sangue e 20% no cérebro. A concentracdo encontrada nas células sanguineas é
vinte vezes maior que a concentragao encontrada no plasma.

Os efeitos toxicos do mercurio variam de acordo com a espécie considerada,
o tempo e o modo de exposi¢cdo, o desenvolvimento de tolerancia fisioldgica, os
teores de metal e com fatores ambientais locais. A tolerancia fisiologica ao metal
pode ser adquirida pelo individuo ou controlada por expressdo génica hereditaria
(PAIN, 1995).

PELLETIER & AUDET (1995) verificaram que peixes que ingeriram mercurio
na forma organica, via trofica, mostraram maior acumulo nos tecidos do tubo
digestivo, figado e sangue nas primeiras horas de exposi¢cdo e posteriormente no
musculo e tecido nervoso. Segundo os mesmos autores o rim também apresenta
concentracdes altas, mas estas estdo sempre menores quando comparadas com a
contaminagao pelo HgCl, dissolvido na agua. O musculo tem sido indicado para
estimar o nivel de contaminagdo de mercurio em peixes de ambientes impactados,
devido a preferéncia do metilmercurio por este tecido (AKAGI, 1995; RICHARDSON
et al., 1995).

Peixes que foram cronicamente expostos ao metilmercurio exibiram uma
tipica série de sintomas, incluindo reducdo na sensibilidade visual, coordenagao
motora anormal e variagdes no comportamento. Isto se correlaciona com uma
distinta distribuicdo regional de metilmercurio no cérebro, principalmente nas areas
relacionadas com o campo visual e motor (EVANS et al., 1975; SHAW et al., 1975;
WEIS & WEIS, 1998). Para HAWRYSHYN & MACKAY (1979), os diferentes tecidos
dos animais possuem capacidades variadas de absorver e eliminar o metilmercurio

apresentando diferentes danos patologicos.
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Para FJELD et al. (1998), o metilmercurio € um perigoso neurotdxico, para
embrides, pois este interfere no desenvolvimento do SNC, promove danos na
formagdo dos microtubulos de neurbnios e astrocitos, sugerindo que o efeito
neurotéxico do mercurio pode interferir na locomogéo de peixes contaminados, € no
comportamento alimentar. Estudos realizados por estes autores, com peixes
expostos ao metilmercurio durante a embriogénese, mostraram como consequéncia
um prejuizo permanente relacionado a sua alimentagéo e habilidade competitiva.

Peixes de localidades suscetiveis a contaminagcdo que recebem deposicao
atmosférica de mercurio podem acumular metilmercurio em suas gbnadas,
resultando na reducédo da desta atividade e comprometendo o sucesso reprodutivo
da espécie (FRIEDMANN et al., 1996).

Para o mercurio inorgénico dissolvido na agua, ocorre maior concentragao
nos rins, seguido das branquias, figado e bago (OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 1996).
Nas branquias, se observa alteragdes morfologicas nas lamelas respiratorias,
diminuindo a capacidade de trocas gasosas com o meio. Acredita-se que a
hipoxemia seja a principal consequéncia da exposicdo ao mercurio dissolvido na
agua. De acordo com HEATH (1995), a combinagcdo de hipoxemia e outras
disfungdes como a falta de regulagao iénica, podem causar a morte do animal.

A eliminagdo do metilmercurio de organismos aquaticos e em peixes € lenta,
podendo levar meses ou anos (BEYER et al,, 1996). A eliminagdo de mercurio
inorgénico é rapida e assim a maior parte é retida como metilmercurio (WHO, 1989).
A meia-vida biolégica do mercurio em peixes é de aproximadamente dois a trés anos
(USEPA, 1997)

1.7 Bioindicador

Us bioindicadores sdo conhecidos como espécies sentinelas e sao utilizados
como os primeiros indicadores de efeito do estress causado por contaminantes
(ADAMS, 2002).

Ao escolher um bioindicador, deve-se observar algumas caracteristicas
importantes, de acordo com o estudo que sera desenvolvido. Um bioindicador ideal

deve sobreviver em ambientes saudaveis, mas também apresentar resisténcia
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relativa ao contaminante que esta exposto. Outros aspectos que podem facilitar

(o]

desenvolvimento de um estudo € a abundancia dessa espécie no ambiente e

Q

facilidade em adaptar-se aos ensaios laboratoriais (AKAISHI, 2003).

Neste estudo foi utilizada a espécie Hoplias malabaricus (Traira), a qual é
abundante no ambiente aquatico dulcicola da América do Sul, ocupa niveis troficos
superiores da cadeia alimentar aquatica e adaptam-se bem as condi¢cdes
laboratoriais. Além disso, existem hoje poucas espécies tropicais ou subtropicais
brasileiras que sao utilizadas ou que se apresentem como um modelo de estudo
nesta area. Assim, faz-se necessario a introducdo de uma espécie que represente

nossos ecossistemas dulcicolas neste tipo de investigagéo.

1.7.1 Caracterizagéo do bioindicador Hoplias malabaricus

Os peixes sdo importantes recursos vivos, seja pelo seu potencial comercial
ja que em varios paises sao a principal fonte de proteina da populagao, seja pelo
aspecto ecologico, ndo menos importante para os ecossistemas aquaticos. Varios
trabalhos utilizam estes vertebrados para avaliar efeitos toxicos de diversos
contaminantes dentre eles os organofosforados, carbamatos e metais pesados
(SILVA FILHO et al., 2000).

SANTOS (1981), descreve a traira (Characiformes, Erythrynidae) como um
peixe com o corpo cilindrico com ligeira compreensao lateral. A cor varia do negro na
parte dorsal, ao pardacento na lateral que vai clareando até o ventre perfeitamente
branco, notam-se manchas escuras e irregulares pelo corpo. A cabeca é achatada e
a boca larga com maxilar inferior saliente (Figura 1). Possuem dentes fortes,
principalmente quatro incisivos. Pode alcangar até 50 centimetros de comprimento.
As nadadeiras sao reforgadas por raios flexiveis sendo a caudal arredondada. Tem
constantemente grande secrecdo de muco por todo o corpo, muco este que
transuda através dos numerosos poros que estdo localizados por baixo das
escamas, notando-se que os da linha lateral expelem maior quantidade dele; assim
a traira é conhecida como o peixe de escamas mais lisas de nossos rios.

A traira € uma espécie com ampla distribuicdo geografica, que abrange todas
as bacias hidrograficas da América do Sul, com exce¢ao da area transandina e dos
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rios da Pataglnia, apresentando diferentes areas de endemismo (FOWLER, 1950).
Segundo HENSLEY & MOODY (1975), se os critérios para o sucesso de uma
espécie for abundancia e distribuicdo ampla, H. malabaricus pode ser considerada
bem sucedida devido a sua grande plasticidade ecoldgica. Durante os primeiros
anos de seu desenvolvimento sdo onivoras alimentando-se de microcrustaceos,
algas e insetos aquaticos, na fase adulta tornam-se essencialmente carnivoras,
alimentando-se preferencialmente de peixes de pequeno porte como os lambaris
(Astyanax sp.) (MAGALHAES, 1931). E considerada um predador noturno, que se
alimenta através de predagdo e emboscada (ALMEIDA & HAHN, 1999; PAIVA,
1972).

Devido ao fato da traira ocupar niveis troficos superiores da cadeia alimentar
e de que varios trabalhos com esta espécie mostram uma intensa bioacumulagao de
metais pesados, esta tem se mostrado um excelente bioindicador de poluicdo
ambiental nesses ecossistemas.

Esta espécie conta com uma resisténcia fisica privilegiada, capaz de afrontar
variagdes climaticas das regides que passa a habitar vencendo o frio e calor intenso.
A traira pode sobreviver em ambientes pouco oxigenado o que explica sua grande
capacidade de dispersédo e ajuste (FERNANDES et al., 1993; SUNDIN et al., 1999)
além de apresentarem grande resisténcia aos periodos de privagdo de alimento
(PAIVA 1972; 1974; MACHADO et al., 1989; RIOS, 2001; RIOS et al., 2002), no
entanto, poucas informagdes sobre respostas metabdlicas envolvidas neste

processo sao encontradas na literatura (RIOS, 2001; RIOS et al., 2002).

Figura 1 - Representagédo de um exemplar de traira - Hoplias malabaricus (BRITZKI et al., 1999).
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1.8 Biomarcadores

Um biomarcador pode ser uma resposta bioquimica, fisiolégica ou um
parametro morfologico alterado, como consequéncia da exposigao de um organismo
a um xenobionte (MELANCON, 1995). Os biomarcadores s&o sensiveis aos agentes
estressores e podem rapidamente ajudar a identificar os mecanismos basicos da
relagcdo causal entre o estressor e seus efeitos (ADAMS, 2002; STEGEMAN et al.,
1992; BAINY, 1993).

O estudo de toxicologia ambiental ideal, seja ele um bioensaio ou um
biomonitoramento, seria aquele que utilizasse um conjunto de biomarcadores tendo
dessa forma uma visdo mais ampla dos efeitos toxicos de contaminantes no
organismo estudado (HINTON et al., 1992).

1.8.1 Colinesterases

Nos vertebrados existem dois grupos homdélogos de colinesterases (ChEs),
que correspondem a dois genes distintos: a acetilcolinesterase (AChE) e a
butirilcolinesterase (BChE), também conhecida como pseudocolinesterase ou
colinesterase ndo especifica. As duas enzimas podem ser distinguidas por suas
afinidades através de varios inibidores seletivos (MASSOULIE et al.,1993). AChE e
BChE sé&o reguladas separadamente e podem diferir em suas respostas ao ambiente
e fatores biologicos. A AChE é essencial para a neurotransmissdo colinérgica,
entretanto o papel fisiologico da BChE permanece obscuro (STURM et al., 1999).

Neste trabalho, nenhuma distincdo foi feita entre os dois tipos de
colinesterases, mas existem evidéncias de que o musculo de peixes possui
principalmente AChE (HABIG et al., 1988; LUNDIN, 1962; LEIBEL, 1988; STURM et
al.,, 1999). Assim, como a AChE esta envolvida em fungdes criticas neurais e
neuromusculares, assume-se que ela seja a mais importante das esterases né&o
especificas (PAYNE et al., 1996). Segundo o mesmo autor, ainda assim, isto néo
pode ser estabelecido com total garantia, até que a fungcdo das esterases seja

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

A principal fungdo da AChE é a hidrdlise da acetilcolina (ACh), o mediador
das sinapses colinérgicas no sistema nervoso, prevenindo continuas passagens de
impulsos, o que é vital para um normal funcionamento do sistema sensorial e
neuromuscular. Na transmissao sinaptica colinérgica € essencial que a ACh seja
degradada rapidamente antes da chegada de um novo impulso elétrico, sendo tal
reacdo mediada pela AChE (STENESH, 1998). A AChE catalisa a hidrdlise da ACh
que é entdo transformada em colina e acetato, com a liberagcdo de um préton. A
hidrolise ocorre tao logo o neutrotransmissor tenha comprido seu papel, ou seja,
ligar-se ao receptor nicotinico da membrana pds-sinaptica permitindo a abertura de
canais de ions Na’, e a conseqliente despolarizacdo da membrana, o que ira
proporcionar um potencial de agao, propagando o impulso. Quando a atividade de
AChE é inibida de alguma forma, ha bloqueio na transmissao de impulsos nervosos,
paralisando as fungdes vitais devido a sobreposicdo dos impulsos nervosos,
causados pela permanéncia dos canais de Na* abertos (STENESH, 1998).

Durante muito tempo a inibigdo das colinesterases foi usada como
biomarcador especifico para organofosforados e carbamatos, pois estes sado
inibidores especificos do sitio de ligagdo da AChE e muito ja se conhece sobre seus
efeitos (GALGANI & BOCQUENE, 1990; GUILHERMINO et al., 2000).

Nas ultimas décadas tem sido relatada a inibicdo das colinesterases em
varias espécies por outros contaminantes ambientais que ndo organofosforados e
carbamatos (GUILHERMINO et al., 2000). Segundo os mesmos autores, 0 grupo
dos metais foi provavelmente a primeira classe de poluentes ambientais incluida
como agentes anti-colinesterasicos, sendo que o potencial de alguns metais como
Mercurio, Cobre, Zinco, Cadmio e Chumbo em diminuir a atividade desta enzima em
peixes e invertebrados tém sido mostrada em varios estudos, tanto em condigdes in
vivo quanto in vitro (GILL et al., 1990; PAYNE et al., 1996; GUILHERMINO et al.,
1998; RABITTO et al., 2004).
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Segundo SILVA FILHO et al. (2000), embora a AChE seja uma enzima de um
unico substrato, sua eficiéncia de catalise € uma das mais altas, o que torna a
reacao tao rapida que a velocidade total € bastante influenciada pela difusao dos
reagentes e produtos. Essas caracteristicas levaram a escolha da AChE como uma
enzima biomarcadora em programas de vigilancia de efeitos de contaminantes,
sendo considerada um dos mais antigos biomarcadores ambientais (PAYNE et al.,
1996). Atualmente alguns trabalhos tém utilizado a inibigdo da atividade das ChE’s
como um biomarcador de contaminag&o em peixes (RABITTO, 2004).

Além de interferir na atividade das ChE’s, o mercurio também parece exercer
um outro tipo de efeito neurotdxico. Ha evidencias fisiologicas de que cations
divalentes como o mercurio atue como bloqueador de canais de calcio, impedindo o
influxo deste cation em terminais nervosos, o que inibe a liberacdo do
neurotransmissor na fenda sinaptica (MANALIS & COOPER, 1975; COOPER &
STEINBERG, 1977). Isso ocorre porque o Ca'™ ¢ requerido para a fusdo de
vesiculas intracelulares na membrana pré-sinaptica, com a liberacdo de
neurotransmissores na fenda sinaptica, quando um potencial de agcdo chega nos
terminais nervosos (COOPER & STEINBERG, 1977).

1.8.2 Parametros hematoldgicos

Em ecotoxicologia, a aplicagao de diferentes biomarcadores para investigar o
efeito de contaminantes in vivo € um requisito para entender seus mecanismos e
também indiretamente avaliar a adaptagdo dos organismos a condi¢gdes de estresse.
Estudos hematoldgicos sdo frequentemente aceitos e considerados como de rotina
no diagnostico de doencas em mamiferos (RANZANI-PAIVA et al., 2000) e também
em aquicultura para avaliar a relacdo entre dieta e niveis de nutrientes, porém
poucas investigagcdes tém sido realizadas para avaliar o efeito de contaminantes em
peixes de espécies neotropicais (AFFONSO et al.,, 2002). A auséncia de estudos
sobre a caracterizagcdo de células sanguineas e outros valores hematolégicos em
diferentes espécies de peixes, provavelmente seja a maior barreira para se usar esta
ferramenta na investigac&o do efeito de contaminates em peixes. A falta de métodos

e nomenclatura padronizada, assim como diferengcas nas espécies, idade, sexo,
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qualidade da agua e métodos de captura podem constituir variaveis e dificultar a
interpretacdo dos dados. Por esta razdo, é dificil comparar resultados com diferentes
especies e diferentes estudos (KLINGER et al., 1996).

O conhecimento da composi¢céo do sangue é de fundamental importancia na
avaliacdo das condigbes fisioldégicas do peixe, pois, ha variagdes morfoldgicas e
quantitativas dos elementos sanguineos frente a condigbes enddégenas e exdgenas
(SOIVIO & OIKARI, 1976). Porém, segundo RANZANI-PAIVA et al. (2000), a
identificagdo das células sanguineas em peixes deve ser considerada com reserva,
devido ao fato de que as células indiferenciadas ou anormais serem comumente
encontradas na corrente sanguinea, mesmo estando o peixe em condigdes normais
de saude.

Alguns autores observaram que existem relagbes entre os parédmetros
hematologicos e a disponibilidade de metais pesados na agua (DE WILDE &
HOUSTON, 1967; MOLNAR & TAMASSY, 1970). Sendo que as caracteristicas dos
ambientes em que os peixes vivem, podem afetar o processo de formacado de
células sanguineas (ROTHMANN et al., 2000). ALBERT & ANDERSON (1998),
sugerem o uso de parametros hematolégicos como biomarcadores de exposicdo ao
mercurio.

RANZANI-PAIVA et al. (2000); RIOS (2001) tém descrito alguns valores
hematoldgicos para Hoplias malabaricus, porém nenhum destes descreve o efeito de
metais pesados na hematologia desta espécie.

1.8.3 Histopatologia

A histopatologia é uma ferramenta utii que pode demonstrar efeitos
decorrentes da exposi¢ado a estressores nos individuos, representando um nivel
intermediario de organizacao biologica. As lesbes detectadas em células, tecidos ou
orgaos representam uma integracdo dos efeitos cumulativos dos estressores em
nivel fisiolégico e bioquimico e potencialmente em niveis mais altos de organizagéo
biolégica (MYERS & FOURNIE, 2002).

A histopatologia, juntamente com os parametros bioquimicos, permite analisar

as respostas fisiolégicas dos individuos, assim como estabelecer o grau de
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toxicidade dos contaminantes (AKAISHI, 2003). Recentemente vem ocorrendo o
enriquecimento e a implementagcdo da literatura relacionada ao uso de
biomarcadores histopatologicos de estresse ambiental. Isto tem aumentado os
argumentos quanto ao uso deste biomarcador como indicador de adversidades,
efeitos crénicos subletais e injurias para vertebrados aquaticos (especialmente
peixes) em ambientes biomonitorados ou mesmo em experimentos em laboratorios
(MYERS & FOURNIE, 2002).

De acordo com HINTON & LAUREM (1990), existem muitas razbes para
selecionar o figado como um importante 6rgao em estudos de toxicologia. O figado &
a maior glandula em qualquer vertebrado e € o primeiro 6rgdo a atuar na
biotransformagado de xenobiontes e excregdo de alguns metais pesados, atua na
estocagem de carboidratos (glicogénio) e, especialmente em ciclostomata e peixes,
acumula lipideos. Além disso, produz grande parte do vitelo transferido aos évulos e
no periodo embrionario e de peixes adultos, pode ter fungdo hematopoiética, libera
substancias envolvidas na coagulagdo sanguinea, processa ou estoca vitaminas e
esta envolvido com o metabolismo de horménios esterdides (HEATH, 1995; POUGH
et al., 1999). Produz a bile que é coletada por um sistema de ductos e liberada no
trato digestivom, auxiliando na digestao extracelular (POUGH et al., 1999).

Nos teledsteos, o rim localiza-se dorsalmente, junto a coluna vertebral e é
dividido em rim anterior, que contém na grande maioria dos peixes, tecido
hematopoiético e rim posterior que possui as unidades filtrantes e os diversos
tubulos (HEATH, 1995). Segundo o mesmo autor, em algumas espécies de peixes e
anfibios, a estrutura renal € um pouco mais complexa, com néfrons apresentando
segmentacédo bem definida. A estrutura morfolégica do rim dos teledsteos em geral,
€ caracterizada por apresentar néfrons com corpusculos renais (glomérulos e
capsula de Bowman).

Nos vertebrados terrestres, o rim € o Unico 0Orgado responsavel pela
manutencdo da homeostase dos fluidos corporais. Nos peixes, este 6rgao €
auxiliado nesta tarefa pelas branquias e outros tecidos como o eséfago, intestino e
epitélio opercular. Nas varias classes de vertebrados, encontramos diversos tipos de

rins, adaptados ao ambiente onde o animal vive (HEATH, 1995).
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Na maioria dos peixes, o lugar predominante da hematocitopoiese esta
localizado no rim anterior. A maior parte deste 6rgdo € composta por células
formadoras do sangue, suportado por células reticulares e fibras do tecido conjuntivo
(LEENHUER, 1969). Também s&o encontradas neste orgdo células indiferenciadas
e células de defesa. No tecido hematopoiético encontram-se os melandforos, os
quais podem se apresentar como centros de melano-macréfagos (MMCs),
localizados difusamente pelo tecido (ROBERTS, 1975). De acordo com o mesmo
autor estes centros de melano-macrofagos podem apresentar grau de pigmentagéo
variada, dependendo da espécie, idade e estado de saude do peixe.

Nos peixes teledsteos n&do existe uma glandula adrenal tipica, tal como ocorre
em outros vertebrados. Nestes os tecidos interrenal e cromafin estdo presentes na
regido proximal do rim (MATTY, 1985). Nos teledsteos, a distribuicdo e a associagao
destes dois tecidos é variavel, as células interrrenais acham-se dispostas ao redor
dos ramos das veias cardiais posteriores do rim cefalico e as cromafins,
entremeadas com as interrenais (MATTY, 1985). A glandula ou tecido interrenal dos
peixes, secreta glicocorticoides, cujo principal representante € o cortisol, com agdes
relevantes durante todos os tipos de estresses (DONALDSON, 1981; BALM et al.,
1995). As células cromafins sintetizam por sua vez as catecolaminas (JONSSON &
HANSSON, 1984; VERMA & MISRA, 1992), além de outras substancias, como o
peptideo natriurético atrial e o neuropeptideo Y (WOLFENBERGER et al., 1995). A
adrenalina e noroadrenalina nos peixes, da mesma forma que em outros
vertebrados, tem acdo sobre o metabolismo dos carboidratos, promovendo a
glicogendlise-hepatica e o aumento dos niveis de glicose no sangue. Sobre o
metabolismo lipidico, atuam acentuando a quebra das gorduras, proporcionando
assim, substratos energéticos (MATTY, 1985). DIXIT & AGRAWALA (1975) sugerem
mudangas na morfologia das células cromafins, bem como na sintese das
catecolaminas pelas mesmas, em fungdo da sazonalidade, maturidade sexual e fase
do ciclo reprodutivo (FARIAS et al., 1989). Estudos mostram que a morfologia das
células cromafins e tecido interrenal é freqientemente variavel, mesmo quando se

examinam espécies filogeneticamente proximas (HOOLI & NADKARNI, 1975).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral:

Este estudo teve como objetivo analisar o efeito téxico do metilmercurio em
traira (Hoplias malabaricus, Bloch, 1794), visando conhecer o potencial toxico deste
composto sobre alguns mecanismos biologicos, através de exposicédo trofica e
subcrénica da espécie em condi¢cdes experimentais.

2.2 Objetivos especificos:

\ Descrever eventuais alteracdes hematoldgicas de células e componentes do

sangue devido a presencga deste contaminante.

\ Analisar o efeito neurotdxico do metilmercurio através da determinagdo da

atividade colinesterasica no musculo axial da traira.
\ Analisar o acimulo de mercurio total em musculo axial e figado.
\ Avaliar, através de andlises histopatoldgicas, o efeito do metilmerctrio no rim e

figado da traira, apds exposi¢cdo subcrbnica e trofica, utilizando técnicas de

microscopia de luz e eletrénica de transmisséo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho experimental — bioensaios

O estudo teve inicio a partir da coleta de 18 exemplares de Traira, capturados
na estacéo de piscicultura de Toledo — PR (Setembro de 2002) e transportados para
o Laboratorio de Bioensaios do Departamento de Biologia Celular, onde cada
individuo foi colocado em um aquario de 30L, contendo agua filtrada em filtro de
resina e carvao ativado e aeracédo constante realizada através de um sistema de
bombas de ar. A temperatura foi controlada e mantida através de aquecedores
controlados por termostatos a uma temperatura média de 23°C. Um sistema de timer
permitiu manter um fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro.

Os aquarios foram mantidos limpos através de sinfonagem regular do fundo
para retirada de fezes e residuos e troca de dois ter¢cos da agua (20 L) com limpeza
manual das paredes dos aquarios dois dias depois de cada alimentacdo. Filtros
internos de agua foram utilizados e trocados durante a limpeza dos aquarios. Essas
medidas visaram minimizar a adicdo de variaveis que pudessem interferir nos
resultados.

Antes do inicio do experimento, os exemplares foram pesados e divididos em
2 grupos de nove animais cada um. Um grupo foi utilizado como controle e o outro
foi exposto ao MeHg via alimento. Apds serem pesados, a dose a ser injetada em
cada presa foi calculada baseando no peso de cada exemplar.

A contaminagao trofica e subcrdnica foi realizada através de exemplares vivos
de Lambaris (Astyanax sp.), 0s quais receberam intraperitonealmente um volume
solugdo aquosa de MeHg correspondendo a uma dose de 0,075 pg/g de traira. A
contaminacgao tréfica foi realizada durante um periodo de 70 dias, correspondendo a
14 doses, aplicados apos periodo de 120 horas de jejum. Os animais controle foram
alimentados com a mesma espécie (Astyanax sp.) os quais receberam injecéo
intraperitoneal de agua destilada. A dose testada de metilmercurio foi baseada em

concentragbes do organometal encontradas em espéciesde forrageiras de lambaris
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provenientes de ambientes impactados por este contaminante (OLIVEIRA RIBEIRO,
1995).

Apods 70 dias de exposicao ao MeHg, cada exemplar foi anestesiado com
MS222 0,02% (acido etil-éter-3-amino-benzodico, Sigma®) e dissecado para retirada
do material biologico utilizado nas analises. Foram coletadas amostras de sangue
(através de puncdo caudal) e imediatamente utilizadas para as analises de
hematologia. Amostras de musculo axial foram congeladas a -20°C para posterior
analises da atividade colinesterasica e para a quantificacdo de mercurio total em
musculo e figado. Amostras de figado e de rim anterior e posterior foram fixadas em
Alfac por 16 horas para Microscopia de Luz e em Karnovsky por 2 horas, para
Microscopia Eletronica de Transmissdo. O material fixado foi processado através de

metodologias de rotina, cujos protocolos encontram-se em anexo.

3.2 Hematologia

3.2.1 Obtencgao e analise de extensdes sanguineas

Logo apdés a coleta, foi colocada uma gota de sangue em uma lamina,
distendendo-a com o auxilio de uma lamina limpa. Apds a distensio pronta e seca,
utilizou-se a coloragéo de May-Grunwald-Giemsa (CARVALHO, 1994) (protocolo em
anexo).

As extensbes sanguineas foram utilizadas na contagem diferencial de
leucacitos, contagem de trombadcitos e para a analise de morfometria dos eritrocitos

sob microscopia de luz (protocolo em anexo).
3.2.2 Contagem de células do sangue
Foi utilizado o método manual com auxilio da Camara de Newbauer, onde

foram contados os eritrocitos e leucocitos totais de acordo com a metodologia
descrita por CARVALHO (1994) (protocolo em anexo).
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3.2.3 Hemoglobinometria

Para a determinagédo da concentragdo de hemoglobina foi utilizado o método
colorimétrico descrito por HOUSTON (1990), o qual baseia-se na conversdo da
hemoglobina em cianometa-hemoglobina, passando do estado ferroso para o férrico

observado pela mudancga de coloragao (protocolo em anexo).
3.2.4 Determinagao do hematocrito

Para a determinacdo do hematdcrito foi utilizado o método do micro-
hematocrito proposto por CARVALHO (1994) (protocolo em anexo).

3.2.5 Determinagao dos indices hematimétricos

A partir da contagem dos eritrocitos (Er - 10° células. mm™), determinacéo da
concentragdo de hemoglobina (Hb - g.dL™"), valor do hematécrito (%) calculou-se os
seguintes Indices Hematimétricos: Volume Corpuscular Médio (VCM - umd),
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM - pg.uL™") e Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM - g.dL™). Os indices foram obtidos de acordo com as
seguintes equagdes descritas por CARVALHO (1994):

VCM = (Ht/ Er).10

HCM = (Hb / Er).10

CHCM = (Hb / Ht).100

3.2.6 Morfometria dos eritrocitos

A captura de imagens das extensbes sanguineas (12 campos por lamina)
ocorreu no microscopio BX51 acoplado a uma cédmera através do programa Image-
Pro Express. A morfometria dos eritrécitos foi determinada através do programa de
analise de imagens UTHSCSA ImageTool, sendo analisados aproximadamente 200
eritrocitos por exemplar.

Especificagdes das caracteristicas analisadas:
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Area: superficie ocupada pela célula

Elongacdo: equivale ao comprimento do eixo menor pelo eixo maior, gerando
valores entre zero e um.

Esfericidade: calculada como ( 4 x 11 x area)/perimetro gerando valores entre zero e

um.

3.2.7 Fragilidade osmatica dos eritrocitos

Avaliou-se o comportamento dos eritrocitos em meios de tonicidades
diferentes, observando a ocorréncia de hemolise nestas células. A metodologia
utilizada foi proposta por (CARVALHO, 1994) (protocolo em anexo).

3.2.8 Analise estatistica

Para todas as analises hematolégicas, houve a preocupacéo de identificar a
influéncia da variavel peso nas respostas das outras variaveis em estudo, e para
tanto foi utilizada uma analise de correlagdo para obtencdo do coeficiente de
correlacéo entre a variavel peso e a variavel de interesse (covariavel). ldentificando
a existéncia de uma correlagao entre estas variaveis os dados foram submetidos a
uma analise de covariancia (ANCOVA), onde depois de incluida a variavel peso,
pode-se medir a influéncia desta variavel. Esta analise foi realizada através do
programa estatistico R. Em nenhuma das variaveis foi identificada a influéncia da
variavel peso nos efeitos das variaveis principais e portanto a analise se
desenvolveu com a aplicacdo do teste t de Student para comparar os resultados
dos peixes contaminados com os grupo controle. Para este teste utilizou-se o
programa estatistico GraphPad Instat V.3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA) e a
normalidade dos dados foi testada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.

Os dados da fragilidade osmotica foram analisados utilizando o teste nao
paramétrico de Kruskal Wallis e realizado o ajuste de um modelo de regresséo o
qual descreve o comportamento da porcentagem de hemdlise ocorrida em fungéo da
concentragao de NacCl.
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3.3 Atividade colinesterasica no musculo

Amostras de musculo axial (200 a 300 mg) foram obtidas através de incisdo
proxima a linha lateral, na altura da nadadeira dorsal. O fragmento foi colocado em
eppendorf de 2 mL em banho de gelo e, em seguida, congelados a -20°C até a
analise.

Para as analises, as amostras de musculo foram descongeladas em banho de
gelo moido e em seguida homogeneizadas em 3 mL de tampao fosfato 0,1M, pH
7,5, conforme STURM et al. (1999). Os homogeneizados foram transferidos para
eppendorf de 2 mL e centrifugados por 10 min a 4°C e a 10.000g. Os sobrendantes
foram utilizados para determinagdo da atividade colinesterasica, segundo o método
de ELLMANN et al. (1961), modificado para microplaca por SILVA DE ASSIS (1998),
cujo principio € o desenvolvimento da reac&o colorida entre o reagente de cor DTNB
e tiocolina. Na microplaca de leitura em espectrofotometro, foi adicionado 200 pL de
DTNB (5,5'-Ditio-bis-2-nitrobenzoato) a 0,75 mM, 50 pyL de proteina diluida 1:8 e 50
pL de iodeto de acetilticolina a 9 mM sobre cada aliquota.

Todas as absorbancias consideradas para cada amostra de musculo,
inclusive na quantificagdo protéica, foram as meédias de no minimo trés valores. Foi
usado o espectrofotdbmetro TECAN SUNSHINE para as leituras. A média dos valores
de absorbancia foi utilizada para o calculo da atividade especifica e o resultado da
atividade colinesterasica foi expresso em nmol.min”".mg™ de proteina.

Para quantificacdo protéica (proteina total), foi utilizado o método de
BRADFORD (1976), adaptado por SILVA DE ASSIS (1998). Aliquotas (10 yL) de
amostras diluida (1:20) em tampéo fosfato (0,1M, pH 7,5) foram pipetados em uma
microplaca. Em seguida, foi adicionado 250 pyL de reagente de Bradford diluido (Bio
Rad®). A absorbancia das amostras foi verificada a 650 nm. Os valores finais da
quantificagdo colorimétrica foram obtidos em miligramas de proteina por mililitros de
amostra, utilizando-se uma curva padrdao pré-estabelecida com diferentes

concentragdes conhecidas de soro de albumina bovina (BSA).
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3.3.1 Analise estatistica

Para a analise dos dados foi utilizado o programa estatistico R. A normalidade
dos dados foi testada pelo teste de Shapiro Wilks e a Homocedasticidade das
variancias pelo teste de Bartlett. Como o pressuposto da Homocedasticidade nao foi
atendido, foi feita uma correcdo da escala dos dados originais através da
transformacéao logaritmica BOX-COX. Em seguida aplicou-se o teste t para comparar
os grupos. Para esta variavel também foi observada a influéncia da covariavel peso

nos resultados.

3.4 Analise quimica analitica em musculo e figado

Uma parte de tecido foi removida de cada animal e individualmente congelada
para posterior analise de mercurio total nestes tecidos. As amostras foram lidas em
espectrofotbmetro de absorbancia atémica ICP-EAS da Varian - modelo liberty Il
com um acessorio de geragao de vapor a frio (VGA 77). O procedimento de extragéo
quimica de mercurio total em amostras de tecido de peixe utilizada, foi descrita por
Bastos et al. (1998). As analises foram desenvolvidas no Centro de Ciéncias e
Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense — RJ no laboratorio de
Ciéncias Ambientais. (Protocolo em anexo)

3.4.1 Analise estatistica

A concentragdo total de metilmercurio foi analisada estatisticamente apenas
nas amostras de musculo, pois o resultado apresentado para figado corresponde a
concentragdo de um pool de animais. Utilizou-se o programa estatistico GraphPad
Instat V.3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). A normalidade dos dados foi
testada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, foi aplicado o teste t de
Student para comparar os resultados.
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3.5 Avaliagao histopatolégica das lesdes

As alteracdes histopatologicas observadas no figado e rim anterior de todos
os exemplares utilizados neste trabalho foram avaliadas de acordo com o método
descrito por BERNET et al. (1999). Estas foram consideradas de acordo com o0s
seus respectivos fatores de importancia (Tabela 2), onde: (1) importancia patolégica
minima, a lesdo é facilmente reversivel; (2) importadncia moderada, reversivel em
muitos casos e (3) importancia marcante, geralmente irreversivel, levando a
diminuicdo das fungbes do orgdo. De acordo com o grau de ocorréncia, foram
atribuidos valores para as alteragdes observadas em cada tratamento, sendo: (0)
Inalterado, (2) Ocorréncia Ocasional, (4) Ocorréncia Moderada e (6) Ocorréncia
severa (lesdo difusa). O indice de les&o (IL) foi calculado de acordo com a seguinte
equacgao:

IL= Zpr Dalt (a X W)

Onde : pr = padrao de reacgao, alt = alteragdo, a = valor atribuido a alteracdo e w =
fator de importancia.

Padrao de Unidade Alteracao Fator de
Reacao Funcional importancia
Alteracdes regressivas  Figado e Rim A. Necrose 3
Inflamagao Figado e Rim A. Ativacado do sistema reticulo-endotelial (CMM) 1
Figado Infiltrag&o leucocitaria 2

Tabela 2 - Altera¢des histopatoldgicas analisadas em Figado e Rim anterior com seus respectivos

Fatores de importancia (modificado a partir de Bernet et al., 1999).
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3.5.1 Analise estatistica

Utilizou-se o programa estatistico GraphPad Instat V.3.0. A normalidade dos
dados foi testada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, foi aplicado o
teste t de Student para comparar os resultados de rim e o teste ndo paramétrico de

Mann Whitney para figado.

3.6 Analise quantitativa dos centros de melanomacréfagos e melanomacréfagos

livres

Os centros de melanosmacréfagos e melanomacréfagos livres foram
contados através de um sistema-teste quadriculado acoplado a uma das oculares do
microscépio, cuja area era de 1mm? onde cada quadrado media 0,01 mm?. Foram
analisadas 15 campos escolhidos aleatoriamente em laminas de rim anterior de
todos os individuos utilizados no estudo, coradas em H.E. através de microscopia de
luz. O numero de melanomacrofagos livres foi considerado como sendo aqueles que
continham de 1 a 4 células pigmentadas e os centros de melanosmacréfagos os que
continham um numero igual ou superior a 5 células pigmentadas. Os resultados da

contagem dos melanosmacréfagos foram apresentados por mm? (RABITTO, 2004).
3.6.1 Analise estatistica
O numero de melanosmacrofagos foi analisado estatisticamente pelo teste t

Student’s no Programa GrapPad InStat. A normalidade dos dados foi testada pelo

teste de Kolmogorov-Smirnov.
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4 RESULTADOS
Ndo houve mortalidade de Hoplias malabaricus durante o bioensaio de
exposi¢ao subcronica, e os individuos testados permaneceram aparentemente

saudaveis até o final do experimento.

4.1 Analises Hematoldgicas:

A contagem das células do sangue dos individuos expostos ao metilmercurio

revelou um aumento no numero total de eritrocitos, leucécitos e trombdcitos em
relagdo ao grupo controle. Houve também aumento no valor do hematdcrito e
hemoglobina. A contagem diferencial de leucdcitos revelou um aumento significativo
no numero de neutrdéfilos , porém reducado no numero de linfécitos e manutencéo no
numero de mondcitos nos individuos contaminados. Das constantes corpusculares,
apenas o VCM apresentou elevagdo. A analise da morfometria dos eritrocitos
demonstrou que o parametro area celular, elongagao e a esfericidade mantiveram-se
inalterados em relagdo ao grupo controle. Resultados expressos na Tabela 3.
Com os dados apresentados na Figura 2, para a fragilidade osmética dos esritrocitos
€ possivel concluir que em nenhuma das concentracdes testadas ha evidéncias
estatisticas de que a hemodlise do grupo controle difere da hemolise do grupo
tratado, sendo que a porcentagem de hemolise ocorrida em fungdo da concentragéo
de NaCl, segue um modelo exponencial.

Fragilidade osmética dos eritrocitos
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Controle MeHg

Figura 2 - Fragilidade osmoética dos eritrocitos de Hoplias malabaricus apds exposigao tréfica e

subcrénica ao metilmercurio.
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Controle MeHg
Eritrécitos 1,63 + 0,06 1,91 + 0,06*
Leucocitos 3,96 £ 0,35 6,40 + 0,22***
Trombocitos 0,53 £ 0,09 1,06 £ 0,12***
Hematécrito 25,33 £ 1,45 36,22 £ 0,87***
Hemoglobina 5,07 £ 0,15 6,02 £ 0,13***
Neutrofilos 19,33 + 2,61 32,22 + 2,53***
Linfocitos 75,61+2,18 61,88 + 4,55*
Monécitos 7,22 + 1,01 5,88 + 1,11
VCM 155,80 +4,83 | 185,78 +2,63***
HCM 31,89+0,83 31,44 £ 0,90
CHCM 17,80 £ 0,53 17,25 + 0,49
Area 46,29 + 0,27 46,34 + 0,23
Elongacao 1,43 + 0,008 1,45 + 0,007
Esfericidade 0,91 £ 0,002 0,91 £ 0,001

Tabela 3 — Valores Hematolégicos de Hoplias malabaricus (Média + erro padrdo da média). * p<0,05,
* p<0,01, *** p<0,001. Numero de eritrocitos (10° células.mm™); nimero de leucocitos (10*
células.mm™); numero de trombdcitos (10° células.mm™); hematdcrito (%); hemoglobina (g.dL™);
neutrdfilos, linfocitos e mondcitos (%); VCM (Volume Corpuscular Médio (pm®)); HCM (Hemoglobina
Corpuscular Média (pg.pl™)); CHCM (Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média (mg.100g

/dL™)); area (um?); elongacéo e esfericidade (unidades adimensionais).

4.2 Atividade Colinesterasica

A atividade colinesterasica € um importante biomarcador de exposicao e foi
utilizada neste trabalho para verificar o efeito neurotoxico do metilmercurio em
Hoplias malabaricus apés exposicao trofica e subcrdnica. Os resultados estdo
expressos no grafico da Figura 3, onde é observada uma inibigdo significativa

(p <0,05) da atividade colinesterasica nos individuos expostos ao metilmercurio.
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Figura 3 - Atividade colinesterasica (n mol.min1.mg'1 proteina) no musculo axial de Hoplias

malabaricus apos exposigao trofica e subcronica ao metilmercurio (média + erro da média).

4.3 Analise quimica da concentracédo total de Metilmercurio

Os resultados apresentados na tabela 4 demonstram que depois de 70 dias de
exposicdo ao xenobionte, os tecidos analisados apresentam uma tendéncia de

concentrar mais mercurio em relacao aos controles.

Concentragao de MeHg

Controle MeHg
Musculo 6,01 10,69
Figado <0,67 1,45

Tabela 4 - Analise quimico analitica em musculo e figado de Hoplias malabaricus, exposta ao
xenobionte.Os valores estdo expressos em |Jg.kg'1 de peso umido, sendo 0,67 o limite de deteccao

do método.

4.4 Contagem dos centros de melanomacrofagos e melanomacrofagos Livres

Os resultados da contagem dos centros de melanomacréfagos (CMM) e
melanomacroéfagos livres (ML) no rim anterior de Hoplias malabaricus, demonstram
que os CMMs estéo presentes em maior numero (p < 0,05) nos individuos expostos
ao metilmercurio, enquanto que os MLs mantiveram numero semelhante nos dois

grupos (Figura 4).



45

Melanomacroéfagos

*%

e

CMM ML

O =~ N WA~ O

O controles @ MeHg ‘

Figura 4 - Analise quantitativa dos centros de melanomacréfagos (CMM/mm?) e melanomacréfagos

livres (ML/mm?) em rim anterior de Hoplias malabaricus.

4.5 Analises morfologicas

4.5.1 Organizagao estrutural do figado de Hoplias malabaricus

Os cortes histologicos de figado do grupo controle de Hoplias malabaricus,
corados com hematoxilina/eosina e observados em microscopia de luz, mostraram
constituigdo normal, havendo predominio de hepatodcitos. Estas células sdo grandes,
poliédricas com nucleos arredondados, cromatina dispersa e nucléolos evidentes
(Figura 7A;7B). Na traira, é possivel observar nitidamente que o maior
armazenamento de glicogénio ocorre nas células da periferia do 6rgdo (Figura
8A;8B). nas demais células, provavelmente ha acumulo de lipidios, que também, é
uma importante fonte de reserva na traira (RIOS, 2001).

O citoplasma ¢é fortemente eosinodfilo devido a numerosas mitocéndrias, com
uma fina granulagédo basofilica devido a grande quantidade de ribossomos livres e
reticulo endoplasmatico granular (Figura 11B). Quanto a sua organizagdo, o0s
hepatodcitos apresentam-se paralelamente arranjados em torno de vasos sinusoides
(Figura 7A), formando fileiras ao longo dos mesmos. Os sinusodides originam-se da
margem do lobulo e seguem entre as placas de hepatdcitos para convergir para a
vénula hepatica terminal. As células endoteliais que revestem os sinusoides (Figura
10A) sao facilmente distinguidas dos hepatdcitos por seu nucleo condensado,

achatado, fusiforme e com citoplasma pouco corado. O parénquima hepatico
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apresenta vasos de diferentes tamanhos distribuidos por toda sua extenséo. (Figura
7C).

Os ramos terminais da artéria hepatica e veia porta hepatica estao localizados
nos angulos formados por I6bulos vizinhos em um espago chamado, espago porta
(Figura 8E). Do espago porta, o sangue converge para uma Vvénula hepatica
terminal (vénula centrolobular) de cada lobulo através de sinusodides que passam
entre laminas de hepatdcitos (Figura 7B). As vénulas hepaticas terminais drenam
para a veia hepatica. Os ductos biliares sao identificados com facilidade (Figura 7A).
Estes se apresentam de tamanho variavel, revestidos por epitélio cubico ou cilindrico
e geralmente estdo associados a veias distribuidas pelo parénquima hepatico. Na
figura 8D, é possivel observar a disposi¢ao do tecido conjuntivo nesta estrutura.

Os individuos do grupo exposto ao MeHg (Figura 7G) apresentaram
hepatdcitos com baixa acidofilia e contornos celulares fortemente corados. No
entanto esta caracteristica variou entre os individuos do mesmo grupo. Esta
coloracdo na periferia dos hepatocitos deve-se a presengca do reticulo
endoplasmatico granular (REG) o qual distribui-se geralmente ao longo das
membranas e ao redor do nucleo, corando fortemente os contornos celulares,
caracteristica comum no tecido desta espécie e de outros teledsteos ja estudados.

Depois dos 70 dias de exposi¢gdo ao mercurio, o indice de lesdo calculado
para cada individuo (Figura 5) apresentou-se mais elevado nos individuos expostos
que no grupo controle, refletindo o conjunto das alteragées observadas no tecido.
Foram encontradas areas com tecido alterado (Figura 8C), dentre estas algumas
areas com caracteristicas necroticas (Figura 7D; 10C). Estas areas geralmente estédo
acompanhadas de infiltragdo leucocitaria e por centros de melanomacréfagos
(Figura 7D; 7E), no entanto alguns individuos também demonstraram infiltracdo
leucocitaria (Figura 7F) e centros de melanosmacrofagos isoladamente (Figura 7G).
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Figura 5 - indice de lesdo (BERNET et al., 1999) no figado de Hoplias malabaricus, apbs exposigéo

ao metilmercurio (média  erro da média).

4.5.2 Organizagao estrutural do rim posterior de Hoplias malabaricus

Através dos cortes histoldgicos obtidos de Rim posterior, observou-se que na
traira este & composto por tubulos e ductos coletores, glomérulos bem
desenvolvidos e distribuidos no parénquima renal (Figura 9A). Em meio a estas
estruturas, observamos células sanguineas preenchendo os espagos do parénquima
e alguns centros de melano-macr6fagos no parénquima renal.

Nenhuma alteracdo morfoldgica foi observada no rim posterior dos individuos
expostos ao MeHg. A morfologia dos tubulos, glomérulos, capsula de Bowman e
espaco glomerular foram analisados e apresentam-se sem alteragcdes evidentes
(Figura 9B).

4.5.3 Organizacéo estrutural do rim anterior de Hoplias malabaricus

No rim anterior de individuos do grupo controle, observou-se que o
parénquima possui um aspecto heterogéneo, o qual € composto por diferentes tipos
celulares. Pequenos grupos de eritrécitos sao vistos em pequenos capilares,
caracterizando um tecido altamente irrigado. Estes capilares estdo em meio a uma
grande diversidade de leucdcitos e células indiferenciadas (Figura 9C). Observa-se
também a presenca de centros de melano-macréfagos (Figura 9E). Dispostas entre

as células do parénquima, encontram-se as células interrenais ao redor de veias
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cardinais, formando duas ou trés camadas de células, onde o nucleo €& central e o
nucléolo evidente (Figura 9E). As células cromafins s&do encontradas entre as células
interrenais (Figura 9C) ou entre as células do tecido hemocitopoiético, proximo as
interrenais. Sua acidofilia é bastante alta em relacédo a estas células, permitindo
desta forma sua localizacdo com facilidade.

O tecido interrenal e as células cromafins dos individuos do grupo exposto ao
metilmercurio, ndo apresentaram alteracdes evidentes em relacdo aos controles,
porém depois da exposicdo ao mercurio, o indice de lesdo calculado para cada
individuo (Figura 6) apresentou-se mais elevado nos individuos expostos que no
grupo controle, refletindo o conjunto das alteragbes observadas neste tecido.

Areas de necrose foram identificadas no rim anterior (Figura 9D; 9F; 10B),
estas areas estédo dispersas no tecido e apresentam centros de melano-macréfagos
e melano-macréfagos livres (Figura 9D; 10B), além de leucécitos.

indice de Lesdo - Rim Anterior

N

Controle MeHg

Figura 6 - Indice de lesdo (BERNET et al., 1999) em rim anterior de Hoplias malabaricus, ap6s

exposi¢ao ao metilmercurio (média + erro da média).

4.6 Analises ultraestruturais

4.6.1 Organizacgao ultraestrutural do figado de Hoplias malabaricus

As observagdes ultraestruturais revelam que tanto os individuos do grupo

controle quanto do grupo contaminado apresentam estruturas basicas dos

hepatocitos. Estas células tém formato aproximadamentehexagonal, nucleo unico
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que tende ser esférico e central, eucromatina clara e homogenea e heterocromatina
bastante reduzida, confirmando a alta atividade metabdlica desta célula. No grupo
controle, a ultraestrutura da interface entre dois hepatdcitos (Figura 11B), revela o
estreito espago intercelular entre os hepatécitos. E evidenciada também a nitida
associagao do reticulo endoplasmatico granular com a membrana plasmatica do
hepatocito. Entre as lamelas do REG encontram-se distribuidas varias mitocéndrias
de diferentes tamanhos e formas (Figura 11A; 11B). Agregados de grénulos de
glicogénio sao observados espalhados no citoplasma (Figura 11B). Outra
caracteristica dos hepatocitos de traira € a formacao de canaliculos biliares que se
organizam a partir de dois a quatro hepatocitos (Figura 11E). Observa-se a
superficie apical dos hepatdcitos voltada para o canaliculo biliar, que apresenta
varios microvilos digitiformes em sec¢é&o transversal e/ou longitudinal. A estrutura do
canaliculo é mantida por desmossomos que selam a regido baso-lateral superior dos
hepatocitos (Figura 11E).

A ultraestrutura da regido perinuclear dos hepatocitos das trairas controles
(Figura 11A) apresenta um unico nucléolo eletrodenso e eucromatina abundante, a
heterocromatina apresenta uma distribuicdo maior na periferia da organela. Sao
observadas regides equivalentes aos complexos protéicos que formam os poros
nucleares (figura 11A). Proximo ao nucleo encontra-se mitocdondrias e o REG. Na
interface do figado com o sangue € observado o espago de Disse (Figura 11C; 11D),
regidao onde os hepatdcitos entram em contado com as células endoteliais. Nesta
regido a superficie dos hepatdcitos apresenta microvilos (Figura 11D) e as células
endoteliais fenestras (Figura 11C), o que otimiza as trocas entre o parénquima
hepatico e a luz do sinusdide. Mitocéndrias e REG frequentemente estdo presentes
no citosol voltado ao espago de Disse. Vesiculas com material eletrodenso s&o
observados no citoplasma (Figura 11F).

A ultarestrutura dos individuos expostos ao Metilmercurio também evidencia a
associagao do reticulo endoplasmatico rugoso com a membrana plasmatica dos
hepatocitos e deste com as varias mitocéndrias encontradas no parénquima (Figura
12B), porém nestes individuos observa-se uma tendéncia de diminuigdo do numero
de organelas no citoplasma destas células, seguido de uma desorganizagcdo do

reticulo, o qual apresenta-se muitas vezes concentrado em regides especificas da
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célula, caracterizando uma completa desorganizagdo celular. Alteragdes
morfologicas dos nucleos dos hepatocitos foram recorrentes como perda de
esfericidade (Figura 12C). Ocorre também aumento de vesiculas lipidicas
espalhadas pelo citoplasma (Figura 12F).

Outro fato importante € que podemos observar eritrocitos e glébulos brancos
invadindo o tecido hepatico por diapedese (Figura 12E; 12G). Este fato pode estar
relacionado a intensa migragcdo destas células para o parénquima, possivelmente
devido a uma resposta inflamatério recorrente da presenga do contaminante.

No espago de Disse (Figura 13A) € possivel observar uma tendéncia de
reducdo dos microvilos dos hepatécitos contaminados com MeHg (Figura 13C),
necroses (Figura 12H; 13B) e vacuolizagdo das células endoteliais (Figura 13B,;
13D), demonstrando que o tecido apresenta-se bastante afetado pela presenca do

contaminante nas células préximas aos sinusodides.

4.6.2 Organizacgéo ultraestrutural do rim anterior de Hoplias malabaricus

As observagdes ultraestruturais do rim anterior das trairas controles e
contaminadas, revelam que o parénquima como ja observado na microscopia de luz,
possui um aspecto heterogéneo, o qual é composto por diferentes tipos celulares
(Figura 14A). Apresenta leucdcitos do tipo eosindfilos (Figura 14B), neutrdfilos
(Figura 14E), linfocitos (Figura 14A), além detrombdcitos (Figura 14B), eritrocitos
(Figura 14D; 14E; 15C) e uma grande quantidade de células indiferenciadas (Figura
15A; 15B).

As analises ultraestruturais do rim anterior dos individuos expostos ao
Metilmercurio revelam que o parénquima sofreu algum dano. Uma alteragao
evidente é que as células aparecem mais espalhadas no parénquima (Figura
15A;15B), presenga de algumas areas de necrose (Figura 15D;15G) e um aumento
das areas fagociticas (Figura 15H). Observa-se ainda a presenga de algumas
células atipicas ndo encontradas no material do grupo controle como: células ou
estruturas eletrodensas mostrando a presencga de varias “vesiculas” ou projegdes

citoplasmaticas de formato vesicular e células grandes apresentando regides
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regulares de heterocromatina, confundindo-se com células em processo de morte
celular (Figuras 15E;15F).
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Figura 7 - Organizacdo estrutural do figado de Hoplias malabaricus. A (controle) - sinuséide (K),
ducto biliar (+); B (controle) — veia centro lobular (%*); C (controle) - parénquima hepatico (*), vaso
(€); D (MeHg) - area de necrose (%), leucocitos (¥), eritrocitos (#); E (MeHg) — necrose (+); F
(MeHg) - infiltragdo leucocitaria (”); G (MeHg) — Centro de melano-macréfago (€), melano-
macroéfagos livre (w). Escalas A ; D e F- 100um, B; C; E e G - 50 um. Coloragao H.E.
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Figura 8 - Organizagao estrutural do figado de Hoplias malabaricus. A (controle) — hepatécitos com
acumulo de glicogénio (), parénquima hepatico (*); B (MeHg) - glicogénio (), vaso (). Escalas:
A — 100 ym, B- 50 pym. Coloragéo PAS. C (MeHg) — area com tecido alterado (+), tecido conjuntivo
(N); D (controle) — ducto biliar com evidencia de tecido conjuntivo (); E (controle) — espago porta

(). Escalas: C, D e E — 50 pym. Coloragao: Tricréomico de Mallory.



55

| ey X e
Sy

Sy
A




56

Figura 9 - Organizagéo estrutural do rim posterior de Hoplias malabaricus. A (controle) — glomérulo
(R), espago glomerular (&), capsula de Bowman (%), ducto coletor (%), tubulo (A); B (MeHg) -
glomérulo (€). Escalas: A e B —50 um. Coloragéo: H.E.

Organizacgao estrutural do rim anterior de Hoplias malabaricus. C (controle) — parénquima renal (%),
células cromafins (=); D (MeHg) — centro de melano-macréfago (K), area de necrose (%); E
(controle) - arranjo das células interrenais, dispostas ao redor de uma veia (<), centro de melano-
macroéfagos (K); F (MeHg) — presenga de varias areas de necrose ditribuidas pelo tecido (<>).
Escalas: C, D e F — 50 ym, E — 100 um. Coloragao: H.E.
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Figura 10 - Organizagao estrutural de figado de Hoplias malabaricus. A (controle) - célula endotelial

(€), eritrocitos (P), leucécito (A); C (MeHg) - necrose (*); D (MeHg) — centro de melano macréfago
(=») proximo a area de necrose (#+). Escalas: A e D — 160 ym, C — 50 ym. Coloragéo: Azul de

toluidina borificada.

Organizagao estrutural do rim anterior de Hoplias malabaricus. B (MeHg) — area necrosada (%),

centros de melano-macrofagos (»). Escala: 50 um. Coloragéo: Azul de toluidina borificada.
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Figura 11 - Organizagéo ultraestrutural do Figado de Hoplias malabaricus. Controles. A — nucleo (N),
poros nucleares (+), mitocondria (-); B — membrana do hepatécito (W), reticulo endoplasmatico
granular (%), mitocondria (»), glicogénio (%); C — espago de Disse (), luz do sinusoéide (*); D —
espago de Disse (&), prolongamentos dos hepatécitos (=); E — canaliculo biliar (%), microvilos
digitiformes do canaliculo (=), desmossomos (P); F — vesicula citoplasmatica contendo material

eletrodenso desconhecido (= ).
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Figura 12 - Organizagao ultraestrutural do figado de Hoplias malabaricus. MeHg. A — estrutura
eletrodensa desconhecida (N); B — reticulo endoplasmatico granular (=), mitocondria envolta por
reticulo (*); C — nicleo com perda da tendéncia a esfericidade (N); D - vesiculas eletrodensas (¥); E
— hepatdécitos em necrose (%), eritrécito invadindo o tecido do figado por diapedese (7); F — vesiculas

lipidicas (A); G — leucécito invadindo o parénquima hepatico (»). H — area de necrose (k).
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Figura 13 - Organizagao ultraestrutural do figado de Hoplias malabaricus. MeHg. A — estreito espacgo

intercelular entre os hepatécitos e as células endoteliais - Espago de Disse (K); B — areas de necrose
no espaco de Disse(*), vacuolizagdo das células endoteliais (€); C — rompimento das células
endoteliais (<),espaco de Disse (*) proje¢cdes dos hepatdcitos (<); D célula endotelial vacuolizada
(V).



63

Figura 14 - Organizagao ultraestrutural do rim anterior de Hoplias malabaricus . Controles. Observar a

diversidade de células — A linfocito (4); B - trombdcito (i), eosindfilo (¥); C — grupo de eritrécitos

(v); D — detalhe de mitocdndria de eritrocito em diferenciagéo (N); E — neutrdfilo (<).
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Figura 15 - Organizacdo ultraestrutural do rim anterior de Hoplias malabaricus. MeHg. A — nitida
separagao entre as células (N); B — grupo de eritrocitos(R); C- vaso sanguineo (&), eritrécito (»); D —
area de necrose (4); E — célula alterada e nao identificada (*); F — regido de alta atividade fagocitica

(<); G — area de necrose (%); H — area de alta atividade fagocitica (%).
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5 DISCUSSAO

A relacdo causalefeito entre a presenga de xenobiontes e lesdes em peixes é
dificil de ser estabelecida nos estudos toxicolégicos, pois envolvem muitas variaveis
ambientais e evolutivas (ICES, 1986). A interagao entre a pesquisa de laboratorio e a
aplicacdo pratica, relacionando os biomarcadores com os altos niveis de
organizagao bioldgica, representam um desafio para os estudos de toxicologia
ambiental atual e futuros (WESTER et al., 1994; MOORE, 2002).

O metilmercurio é absorvido e bioacumulado pelos peixes através da cadeia
alimentar e/ou diretamente através da agua ao longo do seu ciclo de vida. Assim
peixes predadores apresentam uma concentragdo maior que aqueles de niveis
troficos inferiores (ASCHNER, 2002). De acordo com o mesmo autor, 75 a 95% de
todo o mercurio encontrado nos tecidos dos peixes encontra-se na forma de
metilmercurio. Assim, informagdes sobre os habitos alimentares dos peixes séo
fatores importantes a serem avaliados nos processos de bioacumulagdo e
concentragéo de mercurio (BRADO et al., 2000).

Muitos dados sobre o acumulo de mercurio em peixes de climas temperados
tém sido relatados, porém dados sobre peixes de climas tropicais ainda sao
escassos e no Brasil concentra-se em algumas regides onde este metal € mais
amplamente utilizado, como a regido norte do pais na extragdo do ouro. Sendo
assim, no Brasil muitos autores tém utilizado o musculo de peixes para verificar o
nivel de mercurio encontrado nesses animais, inclusive em Hoplias malabricus
(PFEIFFER et al., 1989; BRADO et al., 2000). Em estudos realizados por BRADO et
al. (1999), para verificar a concentragcdo de metilmercurio em peixes consumidos
pela populacdo indigena do Para, este observou que a traira € a segunda espécie
de peixe mais consumida, ficando também com o segundo lugar na concentragao de
metilmercurio (0.322 pg.g-').

Os resultados da concentragdo de mercurio em musculo e figado demonstram
que ha uma tendéncia de aumento na concentragdo de metilmercurio em ambos os
tecidos analisados. Porém, esta ndo apresentou valores significativos em relagéo
aos individuos do grupo controle. Isto pode estar relacionado com o tempo de

exposi¢cao ao metilmercurio utilizado neste trabalho, uma vez que o tempo e a dose
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podem nao ter sido suficientes para se observar um acumulo significativo nestes
animais. Os resultados de bioacumulagcdo aqui apresentados mostram que as
concentragdes encontradas nos exemplares expostos estdo muito abaixo do limite
maximo estabelecido pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) para
consumo humano.

A funcado das células sanglineas em peixes ainda n&do esta completamente
elucidada, os trabalhos encontrados na literatura, na grande maioria, referem-se a
peixes de clima temperado. Desta forma os resultados nem sempre podem ser
comparados aos de nossas espécies (RANZANI-PAIVA, 1995, RANZANI-PAIVVA et
al., 2000). Assim sugere-se que futuros estudos devam ser realizados antes de
utilizar este parametro para avaliar o efeito de poluentes na saude dos peixes
nativos do territério brasileiro.

Uma das dificuldades no estabelecimento do estado hematolégico em
populagdes naturais de peixes tem sido a escassez de referéncias seguras das
condi¢gdes sanguineas “normais”. AFFONSO et al. (2002), relata o uso de
parametros hematologicos como um biomarcador aceitavel nos estudos da saude de
peixes. Entretanto, sugere que a hematologia deve ser usada em conjunto com
outros biomarcadores, com o objetivo de verificar e melhorar a adaptabilidade das
respostas em peixes.

Por outro lado, o conhecimento da composi¢cdo do sangue é de fundamental
importancia na avaliagdo da condi¢ao fisiolégica dos peixes, pois, ocorre uma
variagdo morfolégica e quantitativa dos elementos sanguineos frente as condi¢des
endogenas, como: sexo (RANZANI-PAIVA & GODINHO, 1983), estagio de
maturagcdo gonadal (MANAJAN & DHEER, 1979), idade (BOYAR, 1962), peso e
comprimento (PITOMBEIRA et al., 1968), estado nutricional (SPECKNER et al.,
1989; COLE et al., 2000; RIOS, 2001), doengas (MANAHAM, 1991) e atividade
muscular (HEATH, 1987); ou frente a condi¢des exdgenas, como: temperatura
(PANDEY, 1977; PICKERING, 1996), concentracbes de CO, e O, dissolvidos
(AMADIO, 1985), presenca de aménia (COLE et al., 2000), ciclo sazonal (MANAJAN
& DHEER, 1979), estresse (SOIVIO et al., 1976) e poluentes (AFFONSO et al.,
2002). AFFONSO et al. (2002), adiciona que o sistema endocrino controla o sistema
imunologico nos peixes, lembrando que o estudo de danos hematoldgicos
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encontrados sem a investigacdo de outros parametros poderia n&o ser
representativo.

Ainda assim, as variagdes do quadro hematico podem depender também das
condigdes ecologicas das espécies. Neste aspecto, os ecdlogos tém-se voltado,
cada vez mais para investigacdes fisiologicas, no sentido de melhor compreender
como os organismos estdo adaptados aos seus ambientes (RANZANI-PAIVA &
GODINHO 1983).

Em peixes, assim como em outros vertebrados, as células do sangue
possuem importantes fungdes no controle de doencas infecciosas, e sendo assim,
alteracdes observadas no sangue periférico de diversos grupos animais tém sido
bastante uteis no diagndstico de certas doengas. Além disso, segundo AFFONSO et
al. (2002), peixes expostos a xenobiontes podem apresentar também alteragdes nos
valores hematoloégicos.

Segundo RANZANI-PAIVA & GODINHO (1983); RANZANI-PAIVA et al.
(1987), os eritrocitos da traira assemelham-se aos de outros teledsteos de agua
doce. Embora tenham sido observadas células imaturas (eritroblastos) no sangue
periférico desta espécie, as analises realizadas no presente estudo revelaram que os
eritrocitos circulantes de H. malabaricus sdo em sua maioria maduros. Segundo
DACIE & LEWIS (1963), a contagem do numero de eritrocitos é bastante usada em
pesquisas hematologicas, mas dificilmente é feita sem erro.

Para BALLATORI (1991), no sangue, o mercurio inorganico tem distribuicdo
igual entre células e plasma, ja o MeHg acumula-se preferencialmente nas células.
Essa alta afinidade do MeHg pelas células do sangue tem sido observada em outras
espécies de peixes (CLARKSON, 1972; FRIBERG & VOSTAL, 1972), sendo os
eritrocitos os elementos responsaveis pela concentracdo do metal neste tecido
(FRIBERG & VOSTAL, 1972). No entanto, MANAHAM (1991), confirma estes dados
também para outros metais demonstrando que o sangue pode ser um grande sitio
de acumulo de metais toxicos no organismo. GIBLIN & MASSARO (1975),
observaram que na truta, e em outras espécies de teledsteos, os eritrocitos
acumulam MeHg rapidamente e em altas concentragdes. Isto sugere que o acumulo
aparentemente seja mediado pela alta concentragdo de grupos sulfidrilas presente
nestas células. Ha de considerar ainda que a entrada do MeHg nas células pode
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também estar sendo facilitada pelas caracteristicas quimicas do composto, o qual
apresenta propriedades lipossoluveis e pode ser facilmente carreado. Os mesmos
autores sugerem ainda que a concentragdo do mercurio encontrada nos eritrocitos
de diferentes espécies poderia ser determinada pelo numero de grupos sulfidrilas
por molécula de hemoglobina. A hemoglobina da truta possui quatro grupos
sulfidrilas por molécula pelos quais o MeHg tem alta afinidade. Ja a hemoglobina de
humanos, cavalos e coelhos apresentam apenas duas. Assim, os eritrécitos de
diferentes espécies exibem variagdes de afinidade pelo mercurio. Isto pode explicar
as diferencas de toxicidade do mercurio encontrada entre espécies (GIBLIN &
MASSARO, 1975). Na truta portanto, a molécula de hemoglobina aparentemente
funciona como a principal proteina transportadora de metilmercurio, transportando
cerca de 90% deste organometal e também transferindo MeHg para grupos SH
localizados em outras células (GIBLIN & MASSARO, 1975). No entanto, ao contrario
do que se imagina, a ligagdo do MeHg com a hemoglobina ndo neutraliza sua
toxicidade, e sim aumenta seus efeitos toxicos, uma vez que facilita a distribuicdo do
xenobionte para os tecidos, visto que esta ligagcdo MeHg-hemoglobina é reversivel
(GIBLIN & MASSARO, 1975).

Tais observagdes 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).

Nenhuma relacdo foi encontrada na literatura referente a ligagéao
Hemoglobina-MeHg e alteragbes no transporte de oxigénio. No entanto,
considerando que a ligacdo do mercurio a hemoglobina possa prejudicar de alguma
forma a fungdo da molécula, a presenga do metal na corrente sanguinea dos peixes
expostos ao metilmercurio poderia consequentemente induzir o aparecimento de
mais eritrocitos, na tentativa de suprir o provavel prejuizo no transporte de oxigénio
para as células e tecidos. Segundo AFFONSO et al. (2002), o aumento no numero
de eritrocitos ocorre devido a um aumento na necessidade do sangue transportar
oxigénio ou como resultado da contragcdo esplénica, resposta comum ao estresse
(HEATH, 1987; MOURA et al., 1997). Estudos realizados por ALLEN (1994) com

Oreochromis aureus durante intoxicagdo com mercurio, mostra uma significativa
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elevagao do numero de eritrocitos e de leucdcitos depois de 24 horas de exposicao.
Mas como citadas anteriormente algumas variagbes sao encontradas devido a
fatores enddgenos ou exdgenos. Segundo RANZANI-PAIVA et al. (2000), altos
valores no numero de eritrécitos sao caracteristicas de peixes migratorios. Estes
dados, no entanto ndo corresponde aos encontrados na traira, espécie de habitos
sedentarios, que apresenta valores relativamente altos quando comparados com
peixes de outras espécies. No entanto a traira € uma espécie que se locomove muito
rapidamente no momento que sai a procura da presa, o que poderia confirmar
parcialmente a hipotese de RANZANI-PAIVA et al. (2000). Outra hipotese é o fato
desta espécie viver em locais onde a concentracdo de oxigénio € muito baixa e
possuir uma grande area de superficie branquial.

RANZANI-PAIVA & GODINHO (1983), relacionaram o valor médio de
eritrécitos com o estagio de maturagcdo gonadal. Esta média é mais elevada entre os
individuos jovens, diminuindo em diregdo aos estagios de maturagdo gonadal mais
avangados, observando ainda, um menor numero entre individuos esgotados. A
variagdo da média do numero de eritrocitos foi mais constante entre os machos nos
diferentes estagios de maturagdo gonadal. Ja entre as fémeas notou-se um declinio
bastante acentuado do jovem para o esgotado. Provavelmente, como relatam
MANAJAN & DHEER (1979), isso se deve a maior atividade das fémeas na época
da desova. Neste experimento o parametro de estagio de maturagdo gonadal n&o foi
levado em consideracido, porém nao se descarta a hipotese de que este possa ter
influenciado nas respostas hematoldgicas da traira no presente experimento,
entretanto apenas estudos futuros com esta espécie poderiam esclarecer melhor
esta questao.

RANZANI-PAIVA (1995), observou uma pequena tendéncia de elevagao no
Hematdcrito, taxa de hemoglobina e numero de eritrocitos com o aumento do
tamanho dos exemplares estudados por este autor. AMADIO (1985), admite que os
valores de eritrocitos aumentem na medida em que o peixe cresce, para atender a
uma crescente necessidade metabdlica, estabilizando-se quando os peixes sao mais
velhos e menos ativos. Observa-se que, apesar do aumento da atividade geral, com
o crescimento do peixe ha um ajuste no sentido de manter a homeostase do

organismo.
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O significativo aumento no numero de eritrocitos das trairas contaminadas
com metilmercurio, consequentemente causou um aumento no valor do hematécrito.
ALLEN (1994), também observou um hematocrito ligeiramente superiore nos
individuos expostos ao mercurio inorganico por uma semana sem que, no entanto,
houvesse diferenga entre eles. Embora o VCM indique um aumento no tamanho dos
eritrocitos, o estudo de morfometria destas células nao indicou alteragdes no seu
tamanho (area) e forma (elongagao e esfericidade). Analisando os demais dados, é
possivel concluir que o VCM esta indicando um falso valor, possivelmente devido a
uma variagao relativa no numero de eritrocitos que pode ter prejudicado o calculo do
referido indice. Um aumento real do VCM, sem aumento do HCM, certamente
provocaria uma diminuigdo do CHCM, a qual n&o foi observada. Para AFFONSO et
al. (2002),0 aumento do VCM observado nos individuos expostos ao MeHg,
provavelmente ocorreu devido ao mecanismo prolongado de reposicdao dos
eritrocitos, resultando em uma ampla quantidade de eritrécitos velhos e grandes,
refletindo um alto VCM. CARVALHO (1994) recomenda a comparagéo da morfologia
dos eritrocitos na extensdo sanguinea com os resultados dos indices
hematimétricos, pois os considera como dados complementares.

Segundo RANZANI-PAIVA & GODINHO (1983), os indices hematimétricos
também podem ser afetados pelo sexo, idade e peso do animal. Dos trés indices o
que apresenta um resultado mais preciso € o CHCM, que é calculado a partir da taxa
de hemoglobina e hematdcrito. Os outros indices VCM e HCM devem ser
interpretados com algum cuidado, pois sdo ambos calculados a partir do numero de
eritrocitos, que como ja foi discutido acima pode apresentar erros na sua estimativa.
De acordo com WINTROBE (1934), o valor do VCM é sempre mais elevado nos
peixes que nos mamiferos, devido ao maior tamanho dos glébulos vermelhos,
explicaveis pela presenca de nucleo nos mesmos.

Uma vez que ndo houve alteragcdo no tamanho dos eritrocitos (area), nem
tampouco na quantidade de hemoglobina por célula (HCM), a elevagdo na
concentragdo de hemoglobina por mL observada neste estudo pode ser um reflexo
da diminuigdo no volume do plasma devido ao aumento do hematdcrito.
Provavelmente o organismo reagiu liberando mais eritrocitos no sangue periférico

para que o transporte de oxigénio n&o fosse prejudicado. Essa liberagdo pode ter
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ocorrido por contragao esplénica (que ocorre de imediato), como dito anteriormente
ou por eritropoiese (fenbmeno que leva algumas semanas), sendo possivel neste
caso ja que o experimento teve duragéo de 70 dias.

Em carpa (Cyprinus carpio) exposta ao Cobalto, FROVOLA, (1960) observou
um aumento no numero de eritrécitos e na concentracdo de hemoglobina, enquanto
que o numero de leucdcitos diminuiu. O mesmo resultado foi observado em peixes
expostos ao mercurio inorganico por 15 dias (PANDEY, 1977). Segundo
KORZHUEV et al. (1982), para Salmo salar, ha uma tendéncia clara de elevacéo de
hemoglobina com o curso da ontogénese. Como regra os peixes jovens temde 1,5 a
duas vezes menos hemoglobina que os adultos, porque necessitam de um grande
suprimento de energia durante a reproducgao.

RANZANI-PAIVA & GODINHO (1983), em analises realizadas em diferentes
estagios de maturagdo gonadal, mostraram que ha um aumento da média da taxa
de hemoglobina em peixes na época de reprodugdo, diminuindo nos estagios
esgotado e repouso, ocasido na qual os peixes se encontram em menor atividade.
Observacao semelhante foi feita por PANDEY (1977), para Heteropneustes fossilis.
Ja, MANAJAN & DHEER (1979), verificaram que a taxa de hemoglobina das fémeas
de Channa punctatus, diminui na época da reproducdo, permanecendo baixa
durante esse periodo e apresentando valores mais altos apds a desova.

Neste estudo, apenas o peso do peixe foi utilizado como uma covariavel nas
analises estatisticas, mostrando este nao influenciar nos resultados. As outras
variaveis como sexo, estagio de maturacdo e comprimento do animal n&o foram
correlacionadas. Fisiologicamente, os resultados apresentados neste trabalho
sugerem que a traira foi capaz de se adaptar a situagado de um provavel estresse, ou
seja, se o transporte de oxigénio estava prejudicado ela foi capaz de normaliza-lo.
Nao é possivel dizer, no entanto, que a funcdo de transporte foi completamente
restabelecida, mas é provavel que sim. Assim, supde-se que no aspecto transporte
de gases (principal fungdo dos eritrocitos) o mercurio ndo tenha causado prejuizo
aos individuos expostos. O fato de n&o ter sido observado efeito na fragilidade
osmotica dos eritrécitos dos individuos expostos ao MeHg (que avalia o estado
fisiolégico dos mesmos), refor¢a a idéia de que a atividade destas células continua

normal, e que provavelmente n&do devem ter ocorrido alteragdes iGbnicas importantes
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no plasma. Porém, isso s6 poderia ser confirmado através de estudos de
osmorregulacéo.

A investigagdo morfolégica usando analises de imagens é um novo parametro
que permite a visualizagdo de alguns detalhes ndo visiveis com as técnicas de
microscopia classicas. Este método € usado para estudos comparativos de alguns
aspectos morfologicos de eritrocitos, para melhor entender o efeito de contaminantes
em peixes. Segundo ALLAN et al. (1982), a forma dos eritrécitos pode ser
modificada se a concentracao intracelular de calcio aumentar ou se a concentragao
intracelular de ATP diminuir (NIKINMAA & HUESTIS 1984). Ambos os danos podem
ser causados pelo cadmio, com inibicdo da bomba de calcio em eritrécitos humanos,
como descreve VERBOST et al. (1989), e com a reducdo de ATP em eritrocitos de
truta arco-iris (BUSHNELL et al., 1985). Danos na forma dos eritrocitos de peixes
também podem ser causados por chumbo, onde pequenas irregularidades sao
formadas na superficie da célula (SORDYL, 1990), seguida de vacuolizagbes
citoplasmaticas (BUCKLEY et al., 1976). Entretanto nenhuma referéncia especifica
foi encontrada na literatura sobre o uso de analise de imagens como um indicativo
do efeito toxico do mercurio.

FILIPAK NETO (2001), observou que em trairas expostas ao chumbo
(21ug.g™") este contaminante levou a um aumento da area, elongagao e esfericidade
celular. Segundo o mesmo autor, 0 aumento da area celular pode estar relacionado
a um aumento metabdlico provocado pela presenca deste xenobionte. Ja 0 aumento
na elongacéao e esfericidade, a principio, ndo apresenta significado bioldgico, a n&o
ser mudancgas do formato celular as quais podem ser o reflexo de outras alteracdes
como o arranjo de proteinas que determinam seu formato.

A fisiologia dos leucécitos e os mecanismos de controle do funcionamento do
sistema leucocitario em peixes sdo semelhantes ao dos vertebrados superiores
(VOLKOV, 1978). Diferentemente dos eritrocitos, os leucocitos ndo tém fungé&o no
interior da corrente sanguinea, mas a utilizam como meio de transporte de uma para
outra regido do corpo (GANTNER & HIATT, 1997). De acordo com PUCHKOV
(1964), o numero de leucocitos nos peixes varia muito, dependendo da idade,

estacdo do ano e maturagdo gonadal, sendo que diversos autores tém encontrado



74

variagbes hematologicas correlacionadas com o ciclo reprodutivo em muitas
espécies (MANAJAN & DHEER 1979; RANZANI-PAIVA 1981).

Para WEDEMEYER et al. (1990), alteragcdes observadas no numero de
leucdcitos sdo reconhecidas como um indicador sensivel ao estresse e da saude
sendo que uma elevacdo no numero de leucécitos sinaliza para a presenca de
infecgbes. Concordando com o descrito acima, os resultados referentes aos
leucocitos sugerem que o MeHg afetou a saude de H. malabaricus apés a
exposicao.

Eosindfilos e basdfilos ndo sdo encontrados com frequéncia no sangue de
peixes. O relato esporadico de um ou outro tipo de leucécito pode ser atribuido a
pequena porcentagem desses tipos celulares podendo muitas vezes passar
despercebido (RANZANI-PAIVA, 1995). Neste estudo n&o foram observados
eosinofilos e basdfilos em individuos tanto do grupo controle como do grupo teste.

No sangue aqui analisado, os neutrofilos foram os unicos granuldcitos
observados e, assim como o verificado por FORESTI et al. (1977), € o segundo tipo
de leucécitos mais encontrados na traira e sao bastante frequentes no sangue
periférico de peixes. A elevagdo no numero de leucocitos observada na traira reflete
o0 aumento do numero de neutrofilos, pois houve redugcdo no numero de linfocitos e
manutengdo no numero mondcitos. JANINI & JANINI FILHO (1990) sugerem que a
elevada neutrofilia ocorra em casos de intoxicagdo. Em mamiferos, estes mesmos
autores, comentam que o aumento de neutréfilos pode ser causado por
envenenamento por varios agentes quimicos ou drogas.

MAHAJAN & DHEER (1979), sugerem que os neutréfilos sdo os leucocitos
mais importantes nos peixes e mostram grande sensibilidade a modificagées do
meio em que vivem. Deste modo sua caracterizacao e identificacido sao importantes
na avaliagdo das alteragdes do estado fisioldgico em peixes. Segundo RANZANI-
PAIVA (1995), os neutrofilos apresentam uma faixa de variagdo muito grande, sendo
que tais variagdes podem constituir uma resposta aos fatores ambientais, como a
presenga do mercurio, por exemplo. Para GARCIA-NAVARRO & PACHALY (1994),
um aumento no numero de neutréfilos circulantes pode ocorrer por envenenamento

por mercurio. O rim dos teledsteos contém um numero muito grande de neutrdfilos,
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sendo possivel que estes sejam liberados para a circulagdo sob estimulo apropriado
(RANZANI-PAIVA, 1995).

A fagocitose realizada pelos neutréfilos de peixes ainda nao foi
completamente elucidada. No entanto, segundo MaCARTHUR et al. (1985), a rapida
mobilizagdo dos polimorfonucleares e dos mononucleares para o local da injuria
serve para minimizar a expansdao de doencgas e iniciar a resposta imune. Para
YASUTAKE & WALES (1983); TAKASHIMA & HIBIYA (1995), os neutréfilos ocorrem
em baixa porcentagem em peixes relativamente sadios, mas aumentam em numero
com a ocorréncia de lesbes hepaticas. Pode—se sugerir que as lesdes hepaticas
causadas pelo MeHg devem ser a principal causa para um aumento no numero de
neutrofilos nos individuos expostos ao organometal.

Os monécitos na traira sao pouco frequentes, representando
aproximadamente 10% dos leucocitos (RANZANI-PAIVA & EIRAS, 1992). Para
alguns autores estas células apresentam uma moderada propriedade fagocitica,
representando os principais fagocitos em peixes (THUVANSER et al. 1987;
DOGGETT et al., 1987). Metais pesados como o chumbo, podem causar necrose
em muitos tecidos e aumento dos centros de melanomacréfagos (RABITTO et al.,
2004). Os macrofagos necessarios para remover os tecidos danificados
possivelmente sdo oriundos de mondcitos estocados em determinados 6rgéos. Os
resultados do presente estudo ndo indicam uma ampla producdo de novos
monadcitos, uma vez que o numero destes granuldcitos no sangue periférico das
trairas contaminadas com metilmercurio manteve-se em taxas semelhantes ao grupo
controle.

Dependendo da espécie e das caracteristicas do ambiente, os linfocitos
podem ser o primeiro ou o segundo tipo de leucocitos de maior frequéncia no
sangue de peixes (RANZANI-PAIVA & EIRAS 1992). Neste estudo, os linfocitos
foram os leucocitos mais abundantes no sangue periférico da traira, conforme
previamente observado em outros estudos (PITOMBEIRA, 1972; RIBEIRO 1978;
RANZANI-PAIVA & EIRAS, 1992; RANZANI-PAIVA et al., 1997; RIOS, 2001).

Uma vez que os linfécitos constituem as principais células de defesa em
peixes, a linfocitopenia da traira, certamente trara prejuizos a resposta imune destes

organismos, tornando-os mais suscetiveis a doengas (WEDEMEYER et al., 1990). A
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imunossupressao em peixes foi também relatada para a exposicao de tributilestanho
(TBT) no peixe neotropical Astyanax bimaculatus (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2002).

Neste trabalho, o numero de trombdcitos foi semelhante ao observado em
Hoplias malabaricus por FORESTI et al. (1977), sendo que a forma fusiforme
observada nestas células € considerada tipica para teledsteos (RANZANI-PAIVA &
EIRAS 1992). As trairas expostas ao metilmercurio apresentaram um aumento no
numero de trombdcitos. Isso pode estar relacionado com a necessidade de aumento
na taxa de coagulacédo do sangue desses individuos, provocada possivelmente pela
necrose observada em alguns tecidos ou lesdes nos proprios vasos sanguineos.
Exposicdo aguda ao mercurio inorganico por 24-48 horas mostram causar
trombocitose, com um aumento de 42% do numero de trombocitos (SORENSES,
1991), caracterizando um aspecto da intoxicagdo aguda pelo mercurio.

O uso de biomarcadores bioquimicos € uma 6tima ferramenta nos estudos de
toxicologia ambiental. Através destes, €& possivel detectar os efeitos toxicos de
contaminantes nos niveis basicos de organizagdo bioldgica, mesmo que tais
xenobiontes estejam em uma baixa concentracdo no ambiente, devido a grande
sensibilidade destes biomarcadores (STEGEMAN et al., 1992). A associagdo de
alguns biomarcadores altamente especificos com outros menos especificos,
possibilita uma integragcdo e um melhor resultado das respostas do organismo frente
o contaminante. Portanto, o uso conjunto de diferentes tipos de biomarcadores
constitui uma valiosa estratégia no estudo do impacto de contaminantes sobre os
sistemas naturais (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2002).

Poucos estudos sobre a atividade de enzimas e as respostas celulares
associadas tém sido realizados em peixes de agua doce brasileiros, principalmente
em relacdo ao efeito de contaminantes. Estudos com a espécie Astyanax
bimaculatus exposta ao TBT, foi um dos poucos trabalhos que utilizou a atividade
das colinesterase (ChE) em peixes tropicais e relacionou-a com a exposicdo de
contaminantes. Em organismos aquaticos, existe uma relativa diversidade de
propriedades bioquimicas e distribuicdo das colinesterases, bem como na sua
sensitividade a agentes anticolinesterasicos (HABIG et al., 1998; BOCQUENE et al.,
1990, FLAMARON et al., 2002). Varios estudos tém utilizado a inibigdo da atividade
destas enzimas no diagnostico do efeito de pesticidas organofosforados e
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carbamatos, ou de metais pesados em peixes (GALGANI & BOCQUENE 1990;
BEYERS & SIKOSKI, 1994; PAYNE et al., 1996; GUILHERMINO et al., 1998;
RABITTO, 2004). Em adicdo a estes agentes anticolinesterasicos, o mercurio tem
também mostrado ser causa de inibicdo (GILL, et al., 1990; GUILHERMINO et al.,
1996; CAJARAVILLE et al., 2000), mas, apesar disso, 0 mecanismo envolvido na
inibicdo colinesterasica por metais pesados € ainda pouco conhecido.

Os resultados obtidos na determinacdo da atividade enzimatica
demonstraram que o metilmercurio afetou a atividade colinesterasica durante a
exposi¢cao subcrbnica e trofica sob baixas doses, diminuindo a atividade catalitica
desta enzima na traira. A hipétese mais aceita para esta inibicdo é a de que o
mercurio possa ligar-se a grupos especificos desta proteina, alterando seu sitio ativo
(VIARENGO 1989; SIMKISS et al., 1993). O primeiro passo na formagao do
complexo acetilcolina-AChE parece ser o estabelecimento de uma ligagéo
eletrostatica entre a carga positiva do nitrogénio quaternario da colina do acetil e o
sitio anionico da AChE (GALLO & LAWRYK, 1991). Assim, se o sitio anidnico da
enzima for ocupado pelo mercurio, a acetilcolina ndo sera capaz de ligar-se
adequadamente a enzima e esta n&do sera degradada. Concordando com isto,
diferengas no potencial de inibicdo da AChE entre metais pode ser esclarecida por
propriedades, como: tamanho i0nico, capacidade de formagdo do composto,
eletronegatividade e potencial de redugcédo (GUILHERMINO et al., 1998; GRIPPO &
HEATH, 2003).

A inibicdo da acetilcolinesterase impede a hidrolise da acetilcolina. O acumulo
deste neurotransmissor provoca hiperexitagdo dos neurdnios pds-sinapticos ou dos
orgaos dependentes da acdo de receptores nicotinicos e muscarinicos da
acetilcolina, principalmente os musculos. Os efeitos toxicos envolvem os sistemas
parassimpatico, simpatico, motor e nervoso central (GRIPPO & HEATH, 2003).

ATCHISON et al. (1996), quando descreve os efeitos dos metais no
comportamento de peixes, conclui que a exposicao a estes compostos neurotdxicos
produz danos comportamentais, os quais podem dificultar a sobrevivéncia do
individuo. Neste aspecto, um grande numero 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 deixa claro que metais



78

pesados podem afetar a desempenho natatério e comprometer a habilidade desses
organismos de escapar dos predadores ou de procurar sua presa. O desempenho
natatorio € um comportamento que além de implicagdes ecolégicas como a fuga
predatoria é também importante na manutengédo da posi¢édo do individuo na agua.
Foi descrito que peixes expostos a MeHg apresentaram uma diminuicdo na
recepcao quimiosensorial com provaveis consequéncias no comportamento
alimentar, reprodutivo e defesa (BABCOCK, 1985). Dificuldades de locomogao 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 neurotéxico do organometal.

O comportamento locomotor em peixes expostos ao Cobre foi estudado por
SCAFE et al. (1982), sendo que algumas espécies mostraram hipoatividade, e
outras hiperatividade. Segundo este autor, o grau de alteragcdo no comportamento
locomotor de peixes expostos a metais peados depende principalmente do tempo de
exposicao ao 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 duragdo desta fase depende da frequéncia de administragdo do
MeHg, quantidade da dose e tamanho do organismo utilizado.

A inibicdo da atividade colinesterasica em musculo de H. malabaricus mostra
a grande susceptibilidade desta espécie ao metilmercurio. RABITTO et al. (2004),
estudaram a atividade das ChE em musculo de Hoplias malabaricus, expostos ao
tributilestanho (TBT) e chumbo (Pb™), e demonstraram que, para o organometal
TBT, o musculo ndo apresentou diferengas significativas em relagdo ao grupo
controle, porém para o contaminante Pb™" as andlises estatisticas revelaram uma
diminui¢do significativa na atividade enzimatica.

Existe uma preocupagdo com a padronizagdo do peso, do comprimento dos
individuos e das condigcdes ambientais, a fim de diminuir estas variaveis e assim
poder apresentar resultados mais precisos. FLAMMARION et al. (2002), sugere a
utilizacdo de bioensaios para o completo entendimento da atividade das
colinesterases e para validagdo das metodologias da relagdo atividade/peso, ja que

0 uso do bioensaio é uma forma de diminuir as variaveis que podem ocorrer. No
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entanto, uma vez utilizado este biomarcador sugere-se a utilizagdo de uma série de
outros biomarcadores a fim de auxiliar o entendimento do impacto de contaminantes
sobre os organismos vivos em ambientes contaminados (FLAMARION et al., 2002).

O uso da histopatologia como biomarcador no estudo da toxicidade de
contaminantes contribui para a determinacédo de danos primarios e permite avaliar as
consequéncias para as fungdes vitais dos organismos expostos, como por exemplo
crescimento e reproducdo (ADAMS, 2002). Além disso, o estudo histopatoldgico
pode ainda colaborar com o diagnostico da saude do individuo, objetivando a
identificagdo da presenca de danos irreversiveis ao organismo o que poderia levar a
morte dos mesmos ou colocar em risco a extingdo da espécie. De acordo com
HINTON et al. (1992), a histopatologia € um dos mais rapidos e eficientes métodos
para detectar o nivel dos efeitos toxicos em 6rgéos e tecidos. Entretanto, os efeitos
histopatoldgicos, quando utilizados de forma isolada, ndo s&o suficientes para um
diagnostico preciso sobre a agdo de contaminantes téxicos, fazendo-se necessario a
associagao com outros biomarcadores presentes em outros niveis de organizagéo
biologica. Apesar da importancia destes estudos, existem poucos dados sobre o
efeito de metais e outros agentes toxicos em peixes nativos brasileiros (COSTA,
2001).

O estudo dos tecidos em peixes tem sido utilizado por diversos autores na
identificacdo e avaliagdo dos efeitos toxicos de contaminantes, especialmente o
figado (CHLIAMOVICH & KUHN, 1977; SCHIEWE et al., 1991; SCHWAIGER et al.,
1992; JOHNSON et al., 1993; KHAN et al., 1994, HONGXIA et al., 1998; OLIVEIRA
RIBEIRO et al, 1996; OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2002; COSTA 2001; RABITTO,
2004). TEH et al. (1997), em particular detectaram alteragdes no figado de peixes de
agua doce quando expostos a diferentes contaminantes potencialmente toxicos. Em
estudos com Salvelinus alpinus apés exposicao trofica, OLIVEIRA RIBEIRO et al.
(1999) verificaram que depois do musculo, o figado foi o tecido que mais
bioacumulou MeHg, seguido pelas brénquias, bagco e cérebro. No entanto, para
REZENDE & LACERDA, (1986) e CHAPMAN et al. (1996), a toxidade de cada metal
€ bastante variavel e dependera das caracteristicas de cada elemento, como:

biodisponibilidade, concentragao e forma quimica.
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A microscopia de luz mostrou uma tendéncia a diminuigdo da acidofilia dos
hepatdcitos nos individuos expostos ao contaminante, o que foi também observado
por OLIVEIRA RIBEIRO et al. (2002) em S. alpinus exposto troficamente ao MeHg
na mesma concentragéo. A presencga de areas de necrose observadas no figado de
individuos expostos ao MeHg, pode ser apoiada pelas observagcées de SIMENOVA
(1999), em que o autor relaciona o fator de necrose tumoral como elemento
importante em condi¢des de toxicidade, sugerindo necroses e apoptoses em tecidos
alvos. Segundo MANAHAM (1991), a presenga de necrose, € uma consequéncia de
um conjunto de disturbios causados por substancias toxicas como inibigdo
enzimatica, alteracdo na membrana celular, disturbios na sintese de proteinas e no
metabolismo de carboidratos. No figado, agentes toxicos de diferente natureza
quimica, frequentemente causam necroses focais, isto devido a concentragdo de
xenobidticos durante o processo de detoxificagdo desempenhada por este 6rgao
(ROBERTS, 1989).

O fator de necrose tumoral pode ser secretado também por macrofagos
residentes no tecido lesado, o qual estimula a infiltracdo de leucdcitos (neutrdfilos)
na mesma area (SIMEONOVA, 1999). Neste caso, pode-se explicar a presencga de
um numero alto de neutrdéfilos encontrados nos peixes expostos ao MeHg, podendo
este quadro estar relacionado com as lesdes observadas no figado e rim analisados
neste trabalho. HINTON (1994) descreve que a presenga de células de defesa no
parénquima hepatico de peixes € muito comum.

Em casos de lesdes celulares, diferentes tipos de leucocitos sdo atraidos para
o local, dependendo da natureza do agente agressor. Porém, de uma forma geral,
suas fungdes sao neutralizar e destruir a fonte agressora e realizar a limpeza do
tecido, retirando o agente agressor e células mortas, além de induzir a recuperagéo
do tecido lesado. Esta infiltracdo € caracterizada pela presenca de um ou mais tipos
de leucdcitos entre as células de um ou mais tecidos do 6rgao em questéo
(ROBERTS, 1989).

Areas com lesbes necrdticas foram observadas em todos os individuos
analisados no tecido hepatico de Fundulus heteroclitus, os quais vivem em uma
regido contaminada por mercurio e outros metais pesados. O figado destes

individuos também apresentou aumento de infiltragdo leucocitaria e do numero de
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centros de melano-macréfagos (SCHMALZ et. al,, 2002) sendo esses efeitos
atribuidos & exposicdo ao mercurio. Areas de necrose também foram observadas
por OLIVEIRA RIBEIRO et al. (2002), em Salvelinus alpinus exposto ao MeHg via
trofica por 30 dias, e em Trichomycterus brasilienses (OLIVEIRA RIBEIRO et al.,
1996), exposto ao mercurio inorganico dissolvido na agua.

A necrose ndao € um processo natural em células saudaveis, nas quais a
remogao celular dos tecidos se da por apoptose, um processo morfologicamente
distinto (TAKASHIMA & HIBIYA, 1995). A evidéncia de multiplas areas de necroses
observadas no figado expostas a doses de metilmercurio confirma a grande
capacidade tdéxica desta forma e quimica do mercurio quando oralmente
administrado. Assim as altera¢des encontradas no figado sdo grandes e podem ser
utiizadas como uma forte evidéncia do potencial toxico do MeHg em traira.
Entretanto os mecanismos envolvidos para estas alteragdes a presenca do
metilmercurio s&o ainda pouco conhecida.

As areas de necrose foram confirmadas com a microscopia eletronica de
transmissao. Os estudos com ultraestrutura também revelaram que os hepatdcitos
das trairas contaminadas apresentam uma redugdo no numero de organelas
citoplasmaticas e alteragcbes na organizagdo do reticulo endoplasmatico.
Provavelmente isso esteja relacionado a uma desorganizagdo do citoesqueleto,
interferindo nos processos de organizagdo e movimento de organelas e vesiculas,
pois se sabe que o MeHg é capaz de interagir com as tubulinas globulares e assim
interferir na polimerizagdo dos microtubulos (HEATH, 1995). Os resultados
mostrando a dispersdao das organelas podem interferir no metabolismo dos
hepatodcitos de traira, uma vez que segundo HEATH (1995), estas células séo
normalmente ricas em reticulo endoplasmatico granular e mitocéndrias, indicando
uma alta atividade metabdlica.

A organizagédo de organelas no citosol deve-se a presencga do citoesqueleto
que por associagao com proteinas motoras posicionam estas organelas dentro do
citosol (ALBERTS et al., 2002). Sendo assim, a desorganizagcado do citoesqueleto
afetaria diretamente o trafego de vesiculas, disposicdo e movimentagdo das
organelas, trazendo como consequéncia danos na secregdo e metabolismo celular,

e principalmente nos processos de detoxificacdo celular. Para HEATH (1995), o
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reticulo endoplasmatico pode apresentar reorganizagéo ou proliferagdo em resposta
a um poluente e isso pode ser atribuido a indugcado da sintese de enzimas do sistema
P450, sendo esta indugédo considerada uma adaptacgéo fisiologica e ndo um efeito
patolégico, o que envolve custos energéticos a célula.

A invasdo de leucdcitos observados no figado das trairas contaminados
parece ter acompanhado a evolucdo das necroses, como uma resposta do
organismo a presenga do tecido lesado. Alteragdes nucleares também foram
observadas, como a perda de esfericidade dos nucleos. Para COSTA (2001), tal
efeito é interpretado como uma alteragdo morfologica do figado com o contaminante,
conclusao retirada de evidencias de que o0 nucleo acumule metais mais
intensamente que outros compartimentos celulares devido a presencga de proteinas
acidas intranucleares (GOYER & MOORE, 1974). Mudangas na forma do nucleo em
peixes expostos a diversos poluentes foram também citadas na literatura (HEATH
1995).

Na microscopia eletrénica observou-se corpusculos altamente eletrodensos
distribuidos pelo citoplasma. TAKASIMA & HIBIYA (1995) analisando figado de
trutas ndo contaminadas, observaram que a estagnacgéo da bile leva a formacéo de
granulos amarelos amarronzados. Conclui-se que a ocorréncia destes gréanulos
eletrodensos observados aqui ndo parecem estar relacionados com a presencga do
MeHg nos hepatdcitos.

Foi observado no citoplasma dos hepatdcitos um aumento de vesiculas
lipidicas nos grupos expostos ao MeHg. Este tipo de alteragédo foi descrita também
por OLIVEIRA RIBEIRO et al. 2002, em Salvelinus alpinus exposto ao mercurio
organico por trinta dias, e por MURCHELANO & WOLKE (1991) em peixes
provenientes de uma regido portuaria impactada por metais pesados. O acumulo de
lipideos foi associado com a presenca de necrose e exposi¢ado ao mercurio por
WEIS & WEIS, (1998). Essa deposigao lipidica pode indicar uma possivel alteragédo
no metabolismo lipidico destas células (ARELLANO et al.,1999).

A barreira entre o sangue e o tecido hepatico é realizada pelas células
endoteliais. Nos individuos do grupo exposto ao MeHg estas células mostraram-se
vacuolizadas e parcialmente destruidas, o que pode estar alterando
significativamente a troca de componentes do plasma com o espago intersticial do
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parénquima hepatico. Uma autometalografia realizada em sapos (Rana ridibunda)
expostos ao mercurio inorganico, demonstrou que depois de seis dias 0 mercurio
absorvido encontra-se todo concentrado nas células de Kupffer e nas células
endoteliais. Isto pode acontecer porque as células endoteliais sdo as primeiras a
atuarem na protecéo deste tecido, funcionando como uma barreira para a entrada no
parénquima hepatico (LOUMBOURDIS & DANSCHER, 2004). Com a alteracéo
estrutural destas células o mercurio encontrado no sangue destes animais nao teria
mais uma barreira e poderia entrar facilmente no parénquima hepatico. Peixes
expostos ao Cobre também apresentaram vacuolizagdo e alteracdes nas células
endoteliais (ARELLANO et al., 1999).

Como dito anteriormente, o rim posterior de H. malabaricus néo apresentou
alteragcdes morfologicas nas condigbes testadas. Este 6rgdo é responsavel pela
excrecao de metabdlitos nos peixes, porém grande parte do metilmercurio ingerido
pelos peixes ndo € eliminado e sim estocado em outros tecidos. Assim, a forma
organica do mercurio dentro das doses utilizadas neste experimento pode nao ter
atingido o rim posterior destes animais, ou 0os mecanismos envolvidos com a
detoxificagdo e/ou imobilizagdo sejam mais eficientes neste tecido. Por outro lado, a
falta de dados sobre esta regido do 6rgdo em H. malabaricus poder estar
relacionado a forma de mercurio utilizada (MeHg), ja que os danos no rim posterior
tem sido mais relacionados com a exposicdo ao mercurio inorganico (BAATRUP et
al. 1986; ; BANERJEE & BHATTACHARYA 1994; OLIVEIRA RIBEIRO et al., 1995;
1996; HOFFMAN & HEINZ 1998; OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2002). WHO (1991),
relata a alta afinidade do rim posterior pelo mercurio inorganico, sendo que este tem
um importante papel na eliminagdo desta forma de mercurio (ALLEN et al., 1988).

As analises de microscopia de luz revelaram que o rim anterior também
apresentou importantes areas de lesdes necroéticas e consequentemente destruigcao
do tecido, o que pode comprometer as importantes fungdes hematopoiéticas deste
orgao. Observou-se também um aumento no numero de centros de melano-
macrofagos nos individuos do grupo exposto, uma provavel consequéncia da morte
celular e/ou reposigao de células do sangue danificadas.

A fungdo basica dos melanomacrofagos € remover, através de fagocitose,
particulas estranhas derivados da degradagao celular (ELLIS et al., 1976; HERRAEZ
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& ZAPATA, 1991; MESEGUER et al., 1994; RAVAGLIA & MAGGESE, 1995). Para
estes autores, os macrofagos sdo os principais componentes dos CMMs,
independente da espécie ou 6rgdo considerado. Na traira, a presenga de melano-
macrofagos proximos aos focos de necrose no figado e rim sugere que estes
fagodcitos estejam envolvidos na remog&o de células necroticas e contribuam para o
aumento dos CMMs.

O aumento quantitativo dos CMMs nos individuos contaminados com MeHg e
observados no rim anterior, sugere que existe uma tendéncia dos
melanomacréfagos livres se concentrarem em centros, uma vez que houve
diferencas significativas destas estruturas nos individuos contaminados. BLAZER et
al. (1987) e RABITTO et al. (2004) propéem que a diferenga no numero destas
estruturas possa ser utilizada como um biomarcador de poluicdo aquatica e de
saude em peixes, o tem sido reforgcado por WOLKE (1992), e MANERA et al. (2000),
0s quais descrevem que o numero de melanomacrofagos livres e de CMMs sé&o
parametros biolégicos que podem ser influenciados pela exposi¢ao a contaminantes
na dieta de peixes.

A literatura relaciona ainda os CMMs com: o envelhecimento (BROWN &
GEORGE, 1985), degradacéo de tecidos (AGIUS, 1979; AGIUS & ROBERTS, 1981),
condi¢gbes alimentares (AGIUS & ROBERTS, 1981; MOCCIA et al., 1984),
metabolismo de ferro e hemoglobina (GROVER, 1968), poluicdo (HARTLEY et al.,
1996; THIYAGARAJAH et al, 1998), condicdes patologicas e inflamatorias
(ROBERTS, 1975; 1976; ELLIS 1981; MATHIESSEN & ROBERTS 1982;
VOGELBEIN et al., 1987), processos imunolégicos (ELLIS et al., 1976; ELLIS, 1980;
SECOMBES & MANNING, 1980) e privagao de alimento (RIOS, 2001).

Em peixes a principal localizagdo dos melanomacréfagos € observada na
derme, hipoderme, rim, figado e pequenos grupos de células do sangue e vasos
linfaticos (AGIUS & ROBERTS, 1981). Porém alguns estudos mostram que estes
também ja foram observados em cérebro, branquias e gbénadas (FERGUSON,
1989).

Histologicamente os melanomacrofagos contém hemosiderina, melanina,
lipofusina e cerdides HERRAEZ & ZAPATA, 1986; RABITTO et al., 2004), porém a
origem destes pigmentos € variavel e pouco conhecida (WOLKE et al., 1985). Sua
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morfologia e composi¢ao variam com diferentes condigbes como a inani¢gao (AGIUS
& ROBERTS, 1981; RIOS, 2001), idade (BROWN & GEORGE 1985), doencgas
(ROBERTS, 1975), alteragdes teciduais (AGIUS, 1979), poluicdo da agua
(ARELLANO et al., 1999) e mecanismos de defesa (ELLIS et al., 1976; FERGUSON,
1989).

RABITTO et al. (2004), concluiram que os melanomacrofagos do rim anterior
de Hoplias malabaricus contém predominantemente melanina e
mucopolissacarideos neutros, porém nao apresenta pigmentos férricos. A melanina
parece desempenhar um papel ativo na neutralizagado de radicais livres, produzidos
durante a fagocitose de tecidos mortos contendo lipidios polinsaturados (AGIUS &
AGBEDE, 1984; AGIUS, 1985; LAVAGNO et al., 1992). No figado, predomina a
presenga de hemosiderina (pigmento contendo ferro proveniente da degradacao de
eritrocitos), sendo que a melanina e os mucopolissacarideos aparecem em menor
quantidade. Segundo os autores, estas diferengas nos tipos de pigmentos indicam
que apesar de serem estruturas morfologicamente muito parecidas, possivelmente
tenham fungdes diferentes, relacionadas com o tipo de pigmento que concentram.

De acordo com RIOS (2001), na traira os grandes CMMs apresentam um
revestimento, formado por uma monocamada de células achatadas. MESEGUER et
al. (1994), através de observagdes citoquimicas e ultraestruturais, as classificou
como células reticulares semelhantes a fibroblastos. Segundo HERRAEZ & ZAPATA
(1991) e MESEGUER et al. (1994), todos os agregados de macrofagos inclusive os
CMMs menores, devem evoluir para uma condi¢ao encapsulada.

Pode-se concluir que estudos in vivo em laboratério utilizando doses
realisticas sdo importantes do ponto de vista toxicolégico, pois permitem obter dados
sem as interferéncias ambientais. Estas informacdes podem ser utilizadas para
auxiliar o monitoramento ambiental, desde que observadas as variacdes e realizadas
as devidas adaptagdes. Futuros estudos utilizando biomarcadores in situ em regides
afetadas pela presenca do mercurio, poderdo complementar este trabalho,
resultando em um diagnodstico mais completo dos efeitos do mercurio e seus

derivados na espécie Hoplias malabaricus.
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6 CONCLUSOES

O desenho experimental utilizado neste experimento foi satisfatério para os
objetivos propostos no estudo;

A espécie Hoplias malabaricus foi considerada um bom modelo biolégico para
este estudo, pois adaptou-se bem as condi¢cdes laboratoriais € a manipulagéo
durante o experimento;

Os resultados descritos para Hoplias malabaricus mostram que alteragdes
hematolégicas podem ser potencialmente utilizadas como biomarcadores na
avaliacao do efeito em peixes expostos ao metilmercurio;

As medidas da atividade colinesterasica em musculo axial de trairas
expostas ao metilmercurio, confirmou a neurotoxicidade deste metal em
peixes;

A anadlise da concentragdo de mercurio em musculo e figado mostra que a
traira teve uma tendéncia em acumular metilmercurio durante o tempo de
exposi¢cao o que possibilita uma avaliagao da relagdo dose/efeito;

A contagem de centros de melanomacrofagos e melanomacréfagos livres
demonstraram que esta estrutura pode vir a ser utilizada como um parametro
a mais no estudo de toxicologia ambiental;

Os dados obtidos através do estudo histopatologico do figado e rim de
individuos expostos ao metilmercurio, demosntrou que este contaminante &
téxico na dose e tempo de exposicao testado, causando uma variedade de
lesdes nos tecidos e 6rgaos dos organismos expostos;

Os danos causados pelo metilmercurio podem comprometer a qualidade de
vida dos organismos expostos bem como a qualidade do ambiente aquatico;
Apesar de realizado em laboratorio, este trabalho possibilitou avaliar uma
condigao realistica, fornecendo portanto dados inéditos que possibilitam uma
compreensao melhor do potencial toxico do metilmercurio em peixes tropicais

brasileiros.
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8 ANEXOS



Coloragao May-Grunwald-Giemsa: Sobre a lamina adicionou-se o corante May-
Grunwald por 3 minutos. Sem retirar o corante, colocou-se agua tamponada (pH =
7.0) por 1 minuto, a qual impede a precipitacdo do corante.Retirou-se o corante May-
Grunwald e colocou-se sobre a Iamina o corante Giemsa diluido (1 gota para cada
1mL de tamp&o) durante 20 minutos. Retirou-se o corante e em seguida lavou-se a

ldmina em agua corrente.

Contagem de Células do Sangue

Eritrécitos: Preparou-se a suspensao de células diluindo 10ul de sangue em 2ml de
Formol Citrato. Homogeneizou-se a suspensédo e preencheu-se a cémara de
Neubauer, ja com a laminula aderida. Em seguida contou-se as células em
microscopio otico (aumento de 400X ). Calculos:

Eritrécitos por yl de sangue = E.c x 5 x 10 x 200

Ou seja: nimero de eritrécitos contados em 1/5 de mm?x 10.000

E.c = nimero de eritrécitos contados em 1/5 de mm?

5 = fator de conversao para 1 mm?

10 = fator de converséao para 1 pl

200 = fator de conversao da diluicdo

Leucécitos: Preparou-se a suspenséo de células diluindo 20ul de sangue em 1,6 ml
de solugéo de Natt e Henrick' s com violeta de metila (NATT e HERRICK, 1952). Em
seguida homogeneizou-se e preencheu-se a Camara de Newbauer. A contagem foi
realizada em microscopio de luz. Calculos:

Leucdcitos por pl de sangue = L.c. x 20 x 10/4

Ou seja: Numero de leucdcitos contados em 4 mm? x 50

L.c. = nimero de leucécitos contados em 4 mm?

10 = fator de converséao para 1 pl

20 = fator de conversao da diluicao

4 = fator de conversao para 1 ul

Contagem diferencial de Leucoécitos: Foram contados 200 leucécitos de cada

animal. Todos os leucdcitos (Neutrofilos, Eosindfilo, Basoéfilo,Mondcitos e Linfocitos)



presentes foram considerados. Em seguida calculou-se a porcentagem de cada tipo

celular em relacao ao total de leucdcitos.

Contagem de Trombécitos: Os trombdcitos foram contados juntamente com os
leucocitos (contagem diferencial). O numero total de trombdcitos foi calculado em

relacdo ao numero total de leucécitos contados na Camara de Newbauer.

Hemoglobinometria: Aliquotas de 10ul de sangue foram diluidas em 2ml de
solucédo de Drabkin. A absorbancia da solucédo foi medida em espectrofotdmetro de
onda de 540nm apos 3 a 5 min. Foi feita uma curva padrdo com hemoglobina
humana (Labtest® Cat.47).

Determinagcao do Hematocrito: Os capilares foram preenchidos com sangue,
aproximadamente 2/3 do tubo capilar. Em seguida centrifugou-se as amostras em
1500 rpm por 5 minutos. A leitura foi feita com auxiliu da escala de leitura.

Determinacao da Fragilidade Osmética: Foram utilizados 12 tubos de ensaio para
cada animal (controle e teste) em cada tubo foi adicionado uma concentragéo
diferente de solugéo salina tamponada, nas seguintes concentracdes, 0,10% no tubo
1 seguido de 0,20% tubo 2 / 0,30% tubo 3 / 0,35% tubo 4 / 0,40% tubo 5/ 0,45%
tubo 6/ 0,50% tubo 7 / 0,55% tubo 8 / 0,60% tubo 9 / 0,65% tubo 10 / 0,75% tubo 11
e 0,85% no tubo 12. Em seguida adicionou-se em cada um dos 12 tubos de ensaio
exatamente 0,05 mL de sangue. Misturou-se bem e deixou-se em repouso por 30'.
Em seguida misturou-se novamente e centrifugou-se a 2.000 rpm por 10 min.
Removeu-se o0 sobrenadante para tubos do fotocolorimetro. O aparelho foi zerado
usando os tubos numero 12 (concentragédo de 0,85%) como brancos para cada série
de tubos.

Em cada caso o tubo numero 1 (concentracdo de 0,10%) foi considerado
100% de hemdlise. Fez-se a leitura dos tubos (540 nm) e os calculos como segue o
exemplo:

Tubo 12.......cevvee. 0 (branco)

Tubo 1. 250 (100% de hemalise)



Tubo 5. 125 (50% de hemalise)

O mesmo calculo foi feito para todos os tubos.

Extragao quimica de mercurio em musculo e figado
- 1,009 de tecido;
- 1,0mL de H202 concentrado;
- 3,0mL de HySO4 : HNO3(1:1);
- Solubilizagdo em bloco digestor a 60°C (4h);
- 5,0mL de KmnO4 5%j;
- Solubilizagdo em bloco digestor a 60°C (30 min);
- Titulagdo com NH4OH.HCL 12%
- Filtracao em filtro Whattman;
- Afericdo para volume final de 25mL;

- Analise em ICP-AES com acessorio gerador vapor frio.



Processamento das pecas de rim e figado, para observagao por Microscopia
de Luz.
Fixador utilizado - Alfac
Técnica utilizada - Imersao
Tempo de fixacdo - 16 horas
Desidratacao - alcool 80% por 1:30 hora
alcool 90% por 1:30 hora
alcool 95% por 1:30 hora
alcool 100% por 30 min. 3 vezes
Diafanizacao - xilol + alcool por 1 hora
Xilol puro por 1 hora
Xilol puro por 15 min.
Inclusdo - permanece na estufa por 2 horas.
Emblocagem - permanece na bancada por 2 horas
Trimagem - remove-se o0 excesso de parafina em torno do material.
Microtomia - obtencgéo dos cortes (5um).
Montagem das laminas permanentes:
Desparafinizagao - xilol por 5 min. 2 vezes.
Hidratac&o - alcool 100% por 5 min. 3 vezes
alcool 90% por 5 min.
alcool 70% por 5 min.
alcool 50% por 5 min.
agua destilada por 1 min.
Coloragao - Hematoxilina por 1 min
Eosina por 30 Seg.
Desidratagao_- alcool 90% por 5 min.
alcool 100% por 5 min. 2 vezes
alcool + xilol por 5 min
Xilol puro por 5 min. 2 vezes

Montagem - coloca-se uma laminula sobre o corte.



Processamento das pecgas de rim e figado para observagao por Microscépio
Eletréonico de Transmissao.
Fixador utilizado - Karnovisk
Técnica utilizada - Imerséo
Tempo de fixacéo - 2 horas
Lavagem do fixador - lavar por 10 min. 3 vezes com tamp&o Cacodilato.
Pés-Fixacdo( Tetroxido de Osmio) - pds-fixagdo com 6smio por 1 hora
Lavagem pés-fixagéo - lavar as pecgas por 10 min. em tamp&o cacodilato 0,1M.
- lavar as pecgas por 10 min. em agua destilada 2 x.

Pdés fixagao( acetato de uranila) - pds fixagdo com uranila por 1 hora
Lavagem do pos fixador — lavar por 10 min. em agua destilada 3 vezes.
Desidratacao - alcool 30% por 10’

alcool 50% por 10'

alcool 70% por 10'

alcool 95% por 10'

alcool 100% por 20' 3X
Preparo das pecas a inclusao - 6xido de propileno por 10" 3 vezes.
Inclusdo - 6xido de propileno 1:1 resina por 1 hora

oxido de propileno 1:2 ou overnight.
resina pura 30'.

Emblocagem - polimerizar em estufa a 60°C por 24 horas.
Trimagem - remove-se o excesso de resina em volta do material.
Ultramicrotomia - obten¢ao dos cortes.
Contrastagao - Uralina 5% por 20'".
Lavagem do material contrastado com uranila - lavar 3 vezes com agua destilada,
mergulhando cada telinha 10 vezes em cada beaker.
Contrastacao - Reynolds por 20';
Lavagem do material contrastado com Reynolds - o mesmo procedimento usado

para uranila.



