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RESUMO

Parametros enzimaticos (CAT, GPx, GST, AChE e CbE), niveis de peroxidacdo lipidica,
teste de inibicdo in vitro da AChE e CbE foram analisados no figado de Pterygoplichtys
anisitsi e Oreochromis niloticus expostos a 100 pg/L de cloreto de merctirio por dois e dez
dias. Varidveis hematoldgicas (eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito, VCM e CHCM) em
P. anisitsi foram avaliados adicionalmente. A atividade da AChE em P. anisitsi e O.
niloticus ndo apresentou diferencas significativas, mas in vitro esta enzima apresentou um
decréscimo em altas concentragcdes testadas (0,01 e 0,1 mM). O HgCl, ocasionou um
decréscimo da CbE em peixes expostos por dois dias (P<0,05). Com relagdo aos parametros
hematolégicos, ocorreu uma diminuicdo nos indices de eritrécitos em cascudos apds dois e
dez dias. Em P. anisitisi foi observado um decréscimo na atividade enzimatica da GST apds
dez dias de tratamento, enquanto que, em O. niloticus observou-se um aumento na GST
apds dez dias de exposi¢do. Os niveis de peroxidagdo lipidica também aumentaram em
tilipias expostas por dez dias. O presente estudo teve a finalidade de nos fornecer
informagdes sobre a aplicabilidade dos métodos enziméticos e varidveis hematoldgicas para
fins de biomonitoramento de metais toxicos, em mananciais, utilizando organismos

bioindicadores.

Palavras-chave: poluicio da 4dgua, contaminacdo ambiental, Pterygoplichtys anisitsi,
Oreochromis niloticus, mercurio.
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ABSTRACT

Enzymatic activities (CAT, GST, GPx AChE and CbE), lipid peroxidation levels, and in
vitro inhibition tests were analyzed in the liver of the Pterygoplichtys anisitsi and
Oreochromis niloticus exposed to 100 nug/L of mercury chloride (HgCl,) for two and ten
days. Haematological variables (erythrocyte, hemoglobin, hematocrit, MCV and MCHC)
were evaluated additionally in P. anisitsi. AChE activity was not affected in P. anisitsi and
O. niloticus exposed to mercury chloride but a decreased at the highest concentrations tested
(0,01 and 0,1 mM) was found in vitro. CbE activity was decreased in fishes exposed to
mercury for two days (P<0,05). With respect to the haematological parameters, decrease in
the erythrocyte was observed after two days and ten days. In P. anisitsi GST was decreased
after ten days exposure, while this enzyme was higher in O. niloticus exposed to HgCl, for
the same period; lipid peroxidation levels was also increased after ten exposure days in O.
niloticus, indicating the involvement of oxidative stress in HgCl, toxicity. The present study
aimed to supply data about potential use of the enzymatic methods and haematological

variables as biomarkers of the presence of mercury contamination in biomonitoring studies.

Key words: pollution of water, environmental contamination, Pterygoplichtys anisitsi,
Oreochromis niloticus, mercury.
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1. INTRODUCAO
1.1 A poluicao das aguas e a bioacumulacio

O modelo de desenvolvimento estabelecido desde a Revolugdo Industrial, no final do
século XIX, baseado no lucro imediato sem o devido planejamento das a¢des humanas, € o
principal fator de agressdes ambientais. A crescente demanda e diversificagdo no uso dos
recursos hidricos, gerados principalmente pela intensificacdo industrial, contribuiram
consideravelmente para o aumento da poluicio dos mananciais em decorréncia da
negligéncia em relacdo ao tratamento das dguas industriais antes de langéd-las nos corpos d’
dgua (POLUICAO DAS AGUAS, 2006). Como os sistemas aquéticos sio os principais
receptores finais da emissdo de lixos industriais e urbanos, o objetivo fundamental da
ecotoxicologia consiste na avaliagdo de riscos para organismos aqudticos e populacdes
humanas, por meio do uso de bioindicadores para a investigacio dos efeitos € mecanismos
toxicos de agentes contaminantes (RIBEIRO, et al., 2006).

O constante despejo de poluentes nos afluentes dos mananciais possibilita a
formacdo de um processo denominado bioacumulacido, que é o fendmeno no qual os
organismos vivos retém em seus sistemas bioldgicos determinadas substincias toxicas, sem
conseguir elimind-las na mesma velocidade da ingestdo e incorporacio (MAGOSSI &
BONACELLA, 2003).

O presente trabalho direciona-se para a problemdtica dos efeitos do descarte de
residuos de metais toxicos sobre o ecossistema, particularmente, o lancamento de mercurio
em 4guas naturais. E de extrema urgéncia que nos conscientizemos dos mecanismos que
provocam a degradacdo ambiental, para entdo, implantarmos um sistema de monitoramento
confidvel e precoce, no intuito de frear os impactos bioldgicos desencadeados por acdes
antropogénicas, mantendo dessa forma, as emissdes dentro dos padrdes permitidos, ou até

sugerir uma revisao desses padrdes.
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1.2 O fendomeno da biomagnificacdo e o destino dos metais pesados

De acordo com Baird (2002), algumas substincias possuem o efeito da
biomagnificacdo, ou seja, suas concentragdes aumentam progressivamente no decorrer da
cadeia alimentar. Um exemplo de metal téxico com alta capacidade de provocar esse
processo € o mercurio. Ainda segundo Baird (2002), em ostras e mexilhdes, o nivel de
mercirio e ciddmio encontrados em seus organismos pode apresentar taxas cem vezes
superiores as dguas nas quais habitam. Em outro estudo que mostra o processo de
biomagnificacdo, avaliando a presenca de mercirio em vdrias espécies de peixes com
procedéncia de ambientes contaminados, observou-se que niveis do metal em peixes
vegetarianos eram de 6,64 pg/L; em peixes que se alimentavam de invertebrados, esses
niveis subiam para 12,4 pg/L; peixes onivoros apresentavam valores de 26,6 ng/L e por fim,
peixes piscivoros 40,2 pg/L. (BOENING, 2000; OLIVERO et al., 1997; WHO, 1989). No
Brasil, a Portaria 685, de 1998, da Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabelece
limites maximos de contaminantes quimicos em alimentos, registrando para o mercurio os
valores de 0,5 mg/kg (0,5 pg/L) para peixes e produtos da pesca e 1,0 mg/kg (1 pg/L) para
peixes predadores.

Metais toxicos como Hg, Cd, Zn e Cr chegam aos sistemas aquiticos como
consequéncia das agles antropogénicas, como atividades industriais e a agricultura, que
utiliza compostos orgdnicos de mercdrio como fungicidas e praguicidas. Em 1965, o
consumo mundial para tais propésitos foi de 2.100 toneladas. Deste total, o Japdo consumiu
1.600 toneladas de compostos organicos de mercirio como fungicidas (QUEIROZ, 1995).
De acordo com a UNEP (2002), o cloreto de mercurio € utilizado como praguicida para
tratamento de sementes, em paises como India e Guiné. No Brasil, o Ministério da

Agricultura proibiu o uso de fungicidas alquilmercuriais (metil e etil) (AZEVEDO, 2003).
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O actimulo de metais pode promover danos oxidativos devido ao aumento da
concentracdo celular de vérias espécies reativas de oxigénio (EROS), como o peréxido de
hidrogénio, radical anion superéxido e radical hidroxil, além de reducdo da capacidade
antioxidante celular em organismos expostos (ATLI et al., 2006). Como resultado do
contato com o solo, compostos de mercurio sdo degradados, e este elemento permanece
retido sob a forma insolivel mediante a fixacdo dos grupos de enxofre das argilas e da

matéria organica, em plantas de cultivos (BAIRD, 2002).

1.3 Fontes emissoras de mercurio e sua transformaciao no meio ambiente

O conceito de “poluente global” pode ser aplicado ao mercurio, pois este possui
como caracteristica marcante, relacionado aos outros metais, a capacidade de ser emitido ou
reemitido para a atmosfera, particularmente, na forma de vapor de mercurio (Hgo). Por
apresentar propriedades como baixa reatividade e baixa solubilidade na presenca de
umidade, o Hg’ evidencia um tempo de permanéncia na atmosfera da ordem de meses ou até
anos, permitindo, dessa maneira, a sua distribui¢do e deposicao no ambiente em proporcdes
globais (JORNAL DA UNICAMP, 2006; AZEVEDO, 2003).

As fontes de mercurio possuem duas origens principais, as naturais e antropogénicas.
As fontes naturais mais significativas de mercurio sdo a desgaseificacdo da crosta terrestre,
emissdes vulcinicas e volatilizacdo das superficies das dguas e dos solos (AZEVEDO,
2003). As fontes antrépicas sdo provenientes de baterias, lampadas florescentes,
termOmetros, garimpo do ouro e mineracdo da prata, queima de carvdo, incineracdo de
residuos domésticos e hospitalares, producdo de desinfetantes (cloro-soda), amdlgamas
odontoldgicos, entre outros (KOJADINOVI, et al., 2006; UNEP 2002). No decorrer do
século XX, todas estas fontes de origem antrépica foram apontadas como as responsaveis

pela elevacdo significativa das concentracdes desse metal poluente no ecossistema, e
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estima-se que a emissdo anual total de mercurio no ambiente, proveniente destas fontes
exceda 10.000 toneladas (BAIRD, 2002).

Quando chega ao ambiente, o mercurio inorginico pode ser metilado por dois
mecanismos: biolégico, por microrganismos, e quimico. A maior fragio de fons Hg™*
encontra-se fixado a particulas suspensas em dguas naturais. Uma vez presente nos
sedimentos dos rios ou lagos, especialmente sob condi¢des anaerdbias, estes fons sofrem o
processo de metilacdo, ou seja, transformacdo por acdo de bactérias bénticas a
metilmercirio e posteriormente a dimetilmercurio, ganhando lipossolubilidade, uma
condicdo essencial para atravessar com facilidade as membranas bioldgicas, e dessa forma
depositar-se nos tecidos de um organismo. Tanto o metilmercurio quanto o dimetilmerctrio,
sao formados a partir de Hg2+, por microrganismos que produzem uma coenzima
denominada metilcobalamina, capaz de transferir o grupo metila, dando origem ao
metilmercirio CH;Hg" e ao dimetilmercirio (CH3),Hg tanto em condi¢des aerdbicas quanto
anaerébicas. (BALDI, 1997; QUEIROZ, 1995). A metilagdo quimica do merctrio pode
ocorrer de varias maneiras, como por exemplo, o que ocorre com o material himico, no qual
os 4cidos fidlvico e himico do solo doam grupos metila para o Hg**, formando CH;Hg* . O
mercurio também pode ser metilado no intestino e muco de peixes, e no intestino de ratos e

humanos (AZEVEDO, 2003; QUEIROZ, 1995).

1.4 Mecanismo de toxicidade

A forma metilada, metilmercirio, possui a propriedade de acumular-se nos
organismos ao longo da cadeia alimentar, sendo absorvida eficientemente pelo trato
gastrointestinal de alguns animais e humanos, podendo atravessar tanto a barreira hemato-
encefélica quanto a barreira placentdria, o que representa um risco duplo (HALLIWELL &

GUTTERIDGE, 1999; CHANG, 1996). Uma vez no cérebro, os compostos de merctrio
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podem interromper a funcdo de proteinas, que contém os grupos tidlicos (-SH), como foi
observado na isoenzima monoamina oxidase (MAQO-B), a qual é predominante no cérebro;
esses compostos interagem com grupos -SH, levando a uma eventual morte celular e perdas
de fungdes neurolégicas (STAMLER et al., 2006).

Outra forma, HgCl, é uma espécie reativa particulada, solivel em agua, corrosiva e
muito toxica, que se origina da seguinte reacdo quimica:

* Hg o+ C12 (g) > HgC12 () [branco]

(1 =liquido; g = gasoso; s = sélido)

De acordo com Azevedo (2003), o cloreto de mercirio foi empregado como
catalisador na industria quimica, sendo parcialmente eliminado nos efluentes liquidos
industriais. Como exemplo, temos o HgCl, que catalisava a sintese de acetaldeido, e, a
fabricacdo de uma tonelada do produto, liberava de 30 a 100 g de mercurio no ambiente.
Atualmente ndo ha indicacdo desse uso. Outros compostos de mercurio s@o utilizados como
catalisador na produgdo de poliuretano e outros polimeros, em paises como Finlandia,
Australia e Irlanda (UNEP, 2002).

Segundo Ercal et al., 2001, o merctrio pode produzir deplecdo dos principais
sistemas antioxidantes celulares, principalmente das enzimas que contém grupos tidis que
podem sofrer alteracdo, dessa forma, a atividade enzimética pode ser comprometida,
levando ao acimulo e geracdo das espécies reativas de oxigénio (EROS), como os radicais
hidroxil (HO"), os radicais superéxido (O,¢) ou o peréxido de hidrogénio (H,0O,). Danos
celulares induzidos por metais toxicos estdo geralmente associados com a formacdo de

EROS (LEONARD et al., 2004; VERLECAR et al., 2007).

* O Hg** pode se complexar com fons cloreto dependendo do pH e da concentracio de cloreto.
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Do ponto de vista bioquimico, a atividade enzimética é afetada devido a forte
afinidade dos fons metdlicos pelo enxofre. Dessa forma, os grupos tidlicos, - SH, que
ocorrem comumente nas enzimas, unem-se com extrema rapidez aos grupamentos i0nicos
dos metais toxicos ingeridos ou a moléculas contendo tais metais. A enzima ndo atua com
normalidade, em consequéncia da ligacdo metal-enxofre resultante que afeta a sua funcio
parcial ou completa, resultando em injirias moleculares e/ou celulares (FARINA et al,
2003). Além de combinar-se com grupos tidlicos, o merctrio € também capaz de ligar-se a
outros grupamentos quimicos de relevancia bioldgica, na seguinte ordem decrescente de
afinidade: sulfidrila (SH) > amida (CONH,) > amina (NH;) > carboxila (COOH) > fosfato
(POs) (HAYES, 1983). Tais interacoes podem resultar em alteracdes da atividade de
enzimas e da estrutura de proteinas e membranas (NORSETH, 1967).

Para proteger contra os efeitos deletérios das EROS, as células possuem sistemas de
defesa antioxidantes, enzimdaticos € ndo enzimaticos, que podem ser considerados como
biomarcadores bioquimicos. O uso de diversos biomarcadores enzimdticos e suas respostas
tem sido estudado em animais expostos a contaminates metalicos, tanto em pesquisa de

campo quanto de laboratério, como indicativos da qualidade do ambiente (ATLI, 2007).

1.5 Os organismos bioindicadores e biomarcadores bioquimicos

Os bioindicadores sdo definidos como organismos ou comunidades que respondem a
poluicdo ambiental por meio de diversas alteragdes como, morfofisiolgicas, anatdmicas,
bioquimicas, genéticas, comportamentais e também queda da quantidade e variabilidade das
espécies. Tais organismos podem ser utilizados como instrumentos ecoldgicos para a
avaliacdo da saude e qualidade ambiental, integridade ecoldgica e preservacido de
ecossistemas terrestres e aqudticos. Estudos para a identificacio de bioindicadores da
poluicdo de dgua tém sido amplamente efetuados em sistemas animais, particularmente em

peixes (FATIMA & AHMAD, 2005).
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O trabalho realizado por Bonilla-Rodriguez (1989) utilizando o molusco gastrépode
Ampullaria canaliculata, mostrou resultados em seu uso como organismo bioindicador, por
apresentar capacidade de acimulo dos metais toxicos, cddmio e chumbo, quando
submetidos a esses poluentes.

A utilizacdo de organismos bioindicadores oferece uma forma eficaz para a
avaliacdo das condi¢des do meio em que habitamos. O uso de vertebrados pode apresentar
vantagens significativas nas investigagdes ecotoxicoldgicas, como a detec¢do de riscos
imediatos para a populacdo humana e seus efeitos toxicos em nivel molecular, em um
individuo ou comunidade, além de atender outras demandas, tais como: as respostas sao
facilmente avaliadas; facilidade na manipulag¢do e tratamento; os efeitos da avaliacdo sdo
quantificdveis; as respostas podem ser analisadas estatisticamente.

Estes animais podem ser expostos, em laboratdrio, por periodos determinados e
doses varidveis de poluentes, objetivando o estudo de biomarcadores bioquimicos que
indiquem os efeitos causados pelos contaminantes e que possam ser utilizados em estudo de
campo como indicativo da presenca de poluentes relacionados ao ambiente. Analisando-se
multiplos biomarcadores, pode-se também obter importantes informacdes a respeito da
exposicdo dos organismos aos contaminantes. Geralmente, um estresse ocasionado por
poluentes ativa uma cascata de respostas bioldgicas, as quais, em teoria, podem ser
consideradas cada uma como um biomarcador (ALMEIDA, 2003). Dentre os sistemas
enzimdticos e ndo enzimdticos que podemos considerar como biomarcadores, estdo as
enzimas catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S transferase (GST),

esterases (AChE e CbE) e niveis de peroxidacio lipidica, objetos deste estudo.
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A CAT e a GPx sdo os principais componentes de defesa antioxidante, que protegem
os animais do estresse oxidativo, por converter o peréxido de hidrogénio a oxigénio e dgua,
sendo que, a GPx utiliza a glutationa reduzida (GSH) como doadora de elétrons para a

reducdo do H,0,, além de outros peréxidos organicos (ALMEIDA et al., 2007).

CAT
2 H202 d 02 +2 H2O

GPx
H,O0, +2 GSH — GSSG + 2 H,O

Os xenobidticos podem ser biotransformados no figado de acordo com mecanismos
que podem ser subdivididos em fases I, II e [Il (COMMANDEUR et al., 1995). Na fase I,
ocorre alteragdo (oxidagdo, reducdo ou hidrélise) da molécula original, a qual serd entdo
conjugada na fase II e catabolizada na fase III. Durante o processo de biotransformacio de
xenobidticos, ocorre a producdo de compostos que devem ser ligados a moléculas
enddgenas por meio de reacdes de conjugacdo. Uma das enzimas importantes neste processo
¢ a glutationa S-transferase (GST), a qual catalisa rea¢des de conjugagdo da GSH com uma
grande variedade de xenobidticos, dando continuidade ao processo de detoxificagdo na fase
I (PATHIRATNE, 2008). Este mecanismo bioquimico de defesa serve para aumentar a
hidrossolubilidade dos produtos na fase III e, dessa maneira, facilitar a sua excrecdo (VAN
DER OOST et al., 2003).

A acetilcolinesterase ¢ uma enzima que estd envolvida na transmissdo sindptica dos
impulsos nervosos (RANK et al., 2007). De acordo com Almeida (2003), poluentes como
organofosforados e inseticidas do tipo carbamatos, inibem a atividade desta enzima,

ligando-se ao sitio catalitico da mesma. As carboxilesterases representam um grupo
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heterogénio de isoenzimas que catalizam a hidrélise de uma ampla gama de ésteres de
xenobidticos, amidos e tioésteres (WILCZEK et al., 2003; HUANG et al., 1997).

A peroxidacdo lipidica € um exemplo de lesdo biologica (PEREIRA, 1996) que pode
ser induzida por espécies reativas de oxigénio (EROS), levando a formagio de produtos
altamente reativos, como os hidroperoxidos que causam danos a membrana celular

(ALMEIDA, et al., 2003; TORRES & NETO, 2007).

1.6 Pterygoplichthys anisitsi — Generalidades

Os loricariideos correspondem a uma familia de Siluriformes neotropicais
distribuidos pelas dguas doces da América do Sul e parte da América Central, com alguns
casos de tolerdncia a bidtopos salobros. Os membros dessa familia apresentam corpo
recoberto por escudos dérmicos e a boca ventral em forma de ventosa. Sdo conhecidas no
grupo mais de 600 espécies, agrupadas em cerca de 70 géneros e seis subfamilias. A familia
Loricariidae abrange aproximadamente 24% de todos os Siluriformes descritos, acima de
2.200 espécies ao total (ARAUJO, 1994).

Pterygoplichthys anisitsi, o cascudo-cinza, € muito comum na bacia do Rio Preto,
afluente do Rio Turvo, localizado na regido noroeste do estado de Sdo Paulo. Este
loricariideo neotropical de grande porte, alcanca cerca de 50 cm de comprimento total e
peso de até 1Kg. O macho desempenha cuidado parental ao construir sua loca e proteger a
desova e as fases iniciais das larvas (GARUTTI & GARUTTI, 2000).

De acordo com Cruz & Langeani (2000), os machos de cascudo-cinza iniciam a
constru¢do dos ninhos ou reformas de ninhos remanescentes de estacdes reprodutivas
anteriores, normalmente ap6s o periodo de chuvas continuas e regulares (dezembro a
janeiro). O processo de construcdo das locas e deposicdo de ovos pode durar de 1 a 2 dias.
Os ninhos de P. anisitisi tem a forma de galeria quase cilindrica, 82 cm de comprimento e

17 a 22 cm de largura, com uma abertura dnica, e sdo construidos nos barrancos dos rios.
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Alguns loricariideos eclodem em um estdgio muito precoce, assemelhando-se aos adultos.
Todavia em Pterygoplichthys anisitsi, as larvas, apesar de eclodirem em um estdgio menos
avancado, permanecem na loca por um periodo que as possibilita atingir certo grau de
desenvolvimento.

O comportamento territorial exibido pelos machos de P. anisitsi no decorrer da
estacdo reprodutiva, indica que a espécie possui uma organizag¢do de dominéncia baseada no
tamanho dos individuos. Os machos maiores asseguravam para si, a0 menos no inicio da
estagdo, a exclusividade na utilizacdo de recursos, tais como parceira sexual e sitio para a

desova e protecdo da prole (CRUZ & LANGEANI, 2000).

1.7 Oreochromis niloticus — Generalidades

Oreochromis niloticus, conhecida como tildpia do Nilo, é uma espécie nativa da
Africa, bastante agressiva e de hdbito alimentar onivoro. A tildpia representa hoje um
grande problema com a sua introducio, pois se reproduzem precocemente, competindo por
espaco e alimento com espécies nativas, podendo até utiliza-las como presas. Pertencente a
familia Cichlidae (SANTQOS, 1977) apresenta coloracdo cinza azulada, corpo curto e alto,
cabeca e cauda pequenas (GALLI & TORLONI, 1984). Possui crescimento rapido,
atingindo comprimento médximo, publicado, de 60 cm e peso mdximo de aproximadamente
4,3 Kg. A caracteristica principal que distingue Oreochromis niloticus é a presencga de listras
verticais por todo comprimento da nadadeira caudal (COSTA-PIERCE, 2003).

As espécies pertencentes ao gé€nero Oreochromis proliferam-se rapidamente,
podendo iniciar a reproducdo a partir do quarto més de idade. O macho é quem constréi o
ninho, cujo tamanho varia de acordo com o espago disponivel em seu habitat, geralmente o
diametro pode variar de 20 a 90 cm e a profundidade € de 5 cm. Apds a corte, 0s ovos s@o

depositados no ninho e logo em seguida sdo fecundados pelo macho. Posteriormente a
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fecundac@o, a fémea recolhe os ovos na boca, para incubacgdo, eclosdo e protegcao das larvas.
O ndmero de alevinos produzidos depende do tamanho da fémea e varia de 100 a 500

(GALLI & TORLONI, 1984).

1.8 Consumo de peixes contaminados por mercirio

As populacdes ribeirinhas da regido do Tapajos, no Estado do Pard, utilizam o
pescado como fonte principal de alimentagdo. Pesquisas demonstraram que os peixes da
regido apresentaram teores de mercurio acima do recomendavel para o consumo humano,
estabelecendo nessa populagdo um grupo de risco de contaminagdo ambiental pelo mercurio
(FALCO et al., 2006). Os estudos nas comunidades foram baseados em amostras de cabelo,
local em que a concentragdo média de merctrio total apresentou um resultado acima do
limite de tolerancia bioldgica, de 10 pg/g, estabelecido pelo International Programme of
Chemical Safety. Os niveis totais de mercurio nas amostras de cabelo variaram entre 2,9 a
71,5ug/g (PINHEIRO et al., 2000). A tabela 1 ilustra os valores limites ambientais para a
exposicdo de mercurio.

Andlises realizadas na dgua e no solo em determinados pontos da regido do mangue
de Cubatio, também apresentaram valores de concentragdo de mercdrio além dos niveis
permitidos. Os estudos evidenciaram concentracdes de 0,01 e acima de 0,06 pg/L. Apesar
do nivel de mercdrio estar abaixo do limite méiximo, as caracteristicas do mangue
favoreceram a sua disponibilidade, elevando o risco de contaminacdo (BERNARDES,
2002). A tabela 2 mostra outros exemplos de locais contaminados por mercurio.

A exposicdo a longo prazo a forma orginica do mercurio - o metilmercurio - pode
resultar em efeitos téxicos irreversiveis no sistema nervoso central. E indispensivel a
monitoracdo das concentracdes das espécies quimicas organica e inorganica desse metal
associados a medidas de prevencdo e controle ambiental, visando minimizar ou evitar o

surgimento de doengas em comunidades expostas a esse risco.
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Tabela 1: Limites ambientais para a exposicdo ao mercirio

Compartimento Limite Fonte
Ar urbano < 15 pg/m’ (24 horas de exposicio) Goyer (1986); Organizacdo Mundial da Satide
Agua
Potéavel 1,0 ug/L (valor guia) Brasil. Portaria 56 MS; OPS (1985)
Fluvial 0,2 ng/L Galvao e Corey (1987)
Maritima 0,3 ng/L Galvao e Corey (1987)
Alimentos — peixes
Peixes carnivoros 1 png/L Legislacdo brasileira, Portaria 685, 27/08/1998
Peixes néo carnivoros 0,5 pg/L ANVISA
Pescados fluviais <200 pg/kg Galvao e Corey (1987)
Pescados maritimos (exceto < 150 pg/kg Galvao e Corey (1987)

grandes peixes carnivoros)

Fonte: Azevedo (2003)
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Tabela 2: Locais contaminados por mercurio.

Estado Cidade/Rio Contaminacio Concentracao Fonte Referéncia
SP Mogi-Guagu Peixes carnivoros ~ Limite méx. Industrias Boldrini., 1983
(Rio) p/consumo humano de curtumes

PB Recife/Rio Botafogo Aguas Limite méx. Fébrica de Meyer et al., 1998
cloro-soda

SP Cubatdo/Rio Cubatido Sedimentos 1,8 —21,4 ug/L Hg Inddstrias Greenpeace 1998
Carbocloro

Rondonia Rios Aguas 0,1 -8,6 ug/L Regido de Pfeiffer et al., 1988
mineracgao

Para Rio Tapajos Peixes 500 pgle e Pinheiro et al., 2000

SP Baia de Sao Vicente Aguas 1,66 — 2,14 pg/L Efluentes Ferreira et al., 1979
do pélo

Peixes (10%) 170 — 860 ng/Kg industrial

de Cubatio

Fonte: Azevedo (2003)
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1.9 Efeitos da intoxicacdo por mercirio em humanos

O merctrio e seus compostos podem causar diversos danos a sadde, tanto em
situacdes de exposi¢do aguda (a curto prazo) quanto cronica (a longo prazo) (AZEVEDO,
2003). Do ponto de vista ecotoxicoldgico, € importante lembrar que na natureza, o merctrio
se apresenta em trés categorias quimicas distintas: (1) mercurio inorginico elementar, vapor
ou liquido; (2) sais ou minerais inorgénicos; e (3) mercurio organico. O contato com
qualquer forma mercurial pode produzir toxicidade sist€tmica (GRAEME & POLLACK,
1998).

As intoxicacdes agudas descritas na literatura estdo vinculadas as altas concentracdes
de vapores de mercurio formadas ap6s aquecimento que induzem o aparecimento de efeitos
nocivos nos sistemas nervoso, digestivo, respiratério e renal (WHO, 1991). Sdo também
evidentes, em exposicoes a altas concentracdes de vapores de mercurio, alguns sintomas que
podem surgir em poucas horas: efeitos associados ao sistema nervoso central, como
tremores, instabilidade emocional, irritabilidade e nervosismo, perda da meméria, fraqueza
muscular e alucina¢des (HSDB, 2000; WHO, 1991).

Os sais de mercurio inorgdnico sdo corrosivos, seu contato com membranas mucosas
produz efeito inflamatério, vesicular e necrético. Dessa forma, a ingestdo de sal inorganico
de mercirio como o cloreto de mercurio (HgCl,), produz aspecto cinza escuro na boca,
faringe e intestino (HAMMOND, 1980).

O rim € o 6rgdo alvo na intoxicagdo aguda pelo fon merctrio. Ocorre extensa
necrose de células epiteliais e do tibulo contornado proximal. Elevadas concentragdes de
mercurio presente no filtrado glomerular podem danificar as fun¢des dos tibulos, gerando
perda de grandes quantidades de moléculas essenciais para o organismo, como a glicose e
aminoacidos (AZEVEDO, 2003). Segundo Azevedo (2003), dentre os diferentes compostos

de mercirio, o cloreto de merctirio é o que se revela especialmente nefrotéxico.



A intoxicacdo cronica resulta da exposi¢do permanente e por periodos prolongados a
pequenas quantidades de mercuirio. Podem ser encontradas em pessoas que trabalham em
atividades que utilizam o mercdrio orginico ou inorganico, como em garimpos
(AZEVEDO, 2003).

O sistema nervoso central (SNC) € especialmente atingido na intoxicacdo cronica
por merctrio elementar (FRIBERG & VOSTAL, 1972). Os sinais clinicos relatados sao
mudanca comportamental, tremor, distirbios sensoriais e dificuldades auditivas e visuais
(VASSALLOQO et al.,, 1996). Em trabalhadores da inddstria de termOmetros, expostos a
baixas concentracdes de vapores de merctrio, foram detectados alteracdes
psiconeuroldgicas, que se manifestavam por ansiedade, depressao, deficiéncia de memoria e
perturbagdes na coordenacdo motora (MILLER et al., 1975). Soleo et al., (1990) também
observaram sinais de depressdo e alteracdes de personalidades em trabalhadores expostos a
pequenas concentracdes de mercurio inorganico.

A exposicdo cronica ao mercurio metilico pode levar ao surgimento de distdrbios na
funcdo reprodutora feminina. Sikorski et al., (1987) em pesquisas com mulheres expostas ao
merctrio elementar em razdo de sua atividade, encontraram relacdo positiva significativa
entre os niveis de mercudrio no cabelo e a ocorréncia de insucesso na reprodugdo, como
aborto espontaneo, natimortos e malformagao congénita.

As toxicidades do metilmercirio e do etilmercirio (alquilmercuriais) se devem
principalmente por: serem absorvidos completamente pelo trato gastrointestinal, sendo
lentamente eliminados; cruzarem a barreira hematoencefélica e agirem no SNC; cruzarem a
barreira placentdria e se acumularem no feto, além de serem eliminados no leite materno
(HSDB, 2000).

Em todas as espécies estudadas, inclusive no homem, o érgéo alvo da acdo do

metilmercurio é o sistema nervoso central (AZEVEDO, 2003). A sintomatologia das
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intoxicacdes a curto e longo prazo para o metil e o etilmercirio sdo similares e de natureza
sensomotora, ¢ se manifestam por alteracdes visuais, como redugdo do campo visual e
cegueira (SABELAISH & HILMI, 1976), alteracdes do olfato e paladar, além de provocar
distirbios emocionais, tremores musculares e perturbagdes no movimento. Em caso de

exposicdo grave podem ocorrer paralisia € morte (KLAASEN, 1986).

2. OBJETIVOS

O presente estudo teve o objetivo de fornecer informacdes sobre a aplicabilidade de
métodos enzimdticos em alguns sistemas bioquimicos, candidatos a biomarcadores de

contaminag¢ao, para fins de biomonitoramento ambiental.

Com a finalidade de avaliar a toxicidade do mercirio por meio de anélises
bioquimicas dos peixes submetidos ao metal, e relaciona-los ao seu respectivo controle
(T2C x T2T; T10C x T10T), algumas hip6teses foram testadas:

= Verificar se o HgCl, causa inibi¢@o de esterases na concentracao utilizada;

= Analisar se o HgCl, causa estresse oxidativo, evidenciado por alteracdes nos

niveis de antioxidantes e aumento da peroxidagéo lipidica;

= Verificar se o HgCl, causa inibi¢do ou indugdo da GST e da GPx devido as suas

funcdes de decompor o H,O, formado durante o estresse oxidativo;

= Analisar se o HgCl, causa mudangas na atividade da CAT na concentragdo e tempo

utilizados;

= Verificar se o HgCl, causa alteragdes na contagem celular sanguinea de peixes

cascudos.

27



3. MATERIAL E METODO

3.1 Coleta e Manutencao dos animais
Foram adquiridos no campus da UNESP de Jaboticabal (CAUNESP) 24 exemplares

de P. anisitsi, com peso médio de 74,67 £ 2,89 gramas e comprimento médio de 16,25 +
0,17 centimetros. Vinte e quatro espécimes de O. niloticus foram cedidas pela empresa
Tilapias do Brasil com peso médio de 75,5 + 3,37 gramas e comprimento médio de 13,0 +
0,24 centimetros.

Os peixes permaneceram em aqudrios de 100 litros, divididos em quatro grupos: dois
controles e dois testes, sendo seis exemplares para cada grupo. Os aqudrios foram mantidos
em temperatura ambiente e, durante o experimento, os animais foram alimentados com
racdo comercial. Antes de iniciar o experimento, os animais permaneceram em um periodo

de adaptacdo de sete dias.

3.1.1 Procedimento para exposicao dos residuos

Os efeitos do contaminante foram avaliados, separadamente, por meio da exposi¢éo
de peixes das espécies Pterygoplichthys anisitsi e Oreochromis niloticus (fotos 1 e 2) a 100
pg/L de cloreto de mercurio por dois e dez dias, e somente o figado (fotos 3 e 4), foi

retirado para as andlises bioquimicas.

Apés o periodo de adaptacdo de sete dias, dois grupos de peixes (teste) foram
submetidos a solucdo estoque do metal (cloreto de mercirio) em concentragdes de 100 pg/L
adicionados diretamente a 4gua, enquanto que o grupo controle ndo foi submetido a nenhum
tipo de tratamento.

Apés dois dias de exposicdo, foram retirados de cada um dos quatro aquérios trés
peixes, sendo ao todo seis controles e seis testes, os quais foram medidos o comprimento e

pesados em balanga digital. Os animais foram anestesiados em baldes plasticos contendo
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2mL de fenoxietanol/L de agua e posteriormente o figado foi removido, por meio de um
corte na regido ventral, com o auxilio de uma tesoura de tamanho médio. Transcorridos dez
dias, o restante dos peixes foram mortos utilizando-se o mesmo método descrito

anteriormante.
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Foto 1: Vistalateral de Prerygoplichthys anisitsi Foto2: Vistalateral de Oreochromis niloticus

Foto 3: Aspectos do figado de Prerygoplichthys anisitsi Foto4: Aspectos do figado de Oreochromis niloticus
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3.1.2 Disposicao dos residuos

Apds o experimento, a d4gua contaminada foi alcalinizada com NaOH (até pH 10,0)
para neutralizacdo do mercurio, e entdo passada em filtro de carvido ativado para retengdo do
contaminante remanescente, seguindo assim as normas internacionais de descarte para este
residuo. As carcacas dos animais foram encaminhadas para a coleta do lixo bioldgico da

UNESP.

3.2 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi feita somente em Pterygoplichthys anisitsi. Através de
puncdo cardiaca, apds os peixes serem anestesiados, foram colhidas aliquotas de 2 mL de
sangue, com o auxilio de seringas contendo o anticoagulante heparina comercial. O sangue

destinou-se a determinagéo da concentracio de hemoglobina, do hematdcrito e eritrdcitos.

3.3 Avaliacao dos parametros hematologicos

A metodologia baseou-se na realiza¢do de hemograma do grupo de peixes cascudos
controles e expostos a cloreto de merctirio, como um trabalho complementar. Para isso,
foram feitos a contagem de eritrécitos (glébulos vermelhos - GV) em camara de Neubauer,
apds diluicdo, e a determinacdo do hematdcrito pelo método do microhematdcrito,
(GOLDENFARSB et al., 1971). A concentragdo de hemoglobina total foi determinada pelo
método da cianometahemoglobina descrito por Collier (1944). Em posse de tais resultados
foram calculados os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM) e a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), segundo Wintrobe (1934). Tais
indices associados a contagem de eritrécitos (GV), determinagdo do hematdcrito e
concentragdo de hemoglobina, constituem o hemograma.

Para calcular os indices hematimétricos como o VCM e CHCM, foram aplicadas as

seguintes férmulas:
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= Volume Corpuscular Médio (VCM)
VCM (fL) =Ht + GV x 10
Onde: fL= fentolitros
Ht= hematdcrito*

GV= glébulos vermelhos

* Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)
CHCM (g/dL) = Hb + Ht x 100

Onde: g/dL= gramas por decilitro
Hb= hemoglobina

Ht= hematdcrito

Para o célculo da Taxa de Hemoglobina usada na férmula anterior:

Hb (g/dL) =F x A 540 x 64,500 + 44,0 xd x 10

Onde: Hb= hemoglobina

g/dL= gramas por decilitro

F = fator de dilui¢do = 250

A= 540 = absorbancia da solucdo em 540 nm

64,500 = massa molecular da hemoglobina

44,0 = coeficiente de extin¢do milimolar da hemoglobina

d =1 cm (equivale a cubeta)

* O hematdcrito corresponde ao volume ocupado pelos eritrcitos contidos numa certa
quantidade de sangue total, e € dado em porcentagem.
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3.4 Atividade enzimatica — esterases (AChE e CbE )

As atividades das duas esterases (AChE, e CbE) foram medidas e caracterizadas
seguindo a metodologia descrita por Ellman et al. (1961). Foram pesados aproximadamente
100mg do figado e diluidos em quatro vezes o volume do tampao Tris 100mmol/L pH 8.0 a
4°C e entdo homogeneizados.

Posteriormente & homogeneizacdo do tecido, o material foi centrifugado por 30
minutos a 9.168g a 4°C. Apds o processo, foi retirada uma aliquota do material
sobrenadante e congelado a uma temperatura de -80°C para andlises posteriores.
Acetiltiocolina e feniltioacetato foram usados como substrato para as atividades da
acetilcolinesterase (AChE) e carboxilesterase (CbE), respectivamente.

Para testar a toxicidade in vitro do HgCl, da atividade das esterases, extratos de
amostras controle de figado foram unidas em um pool, e entdo separadas em 12 aliquotas de
100uL. A cada 3 aliquotas foram adicionados HgCl, nas seguintes concentracdes: O
(controle); 0.1; 0.01 e 0.00lmmol/L (concentracdo final). Apés a adicdo do HgCl,, as
amostras foram incubadas a 30°C por 30 minutos e entdo medidas as atividades da AChE e

CbE. Os dados estdo expressos como médias + desvio padrdo em porcentagem.

3.5 Enzima Catalase (CAT) e Glutationa S Transferase (GST)
A atividade da CAT foi medida pelo método de Beutler (1975), quantificando a

velocidade de decomposicio do peréxido de hidrogénio pela enzima, por meio do
decréscimo de absorbancia em 240nm, a 30°C.

A atividade da GST foi medida pelo método de Keen er al., (1976). A amostra foi
adicionada em um meio de reagdo contendo 100mmol/L de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno

(CDNB), 100mmol/L de GSH, e o aumento de absorbancia foi acompanhado a 340nm.
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3.6 Analise da Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi medida pela técnica descrita por Sies et al. (1979). Este
método se baseia na medida do decréscimo de absorbancia, promovido durante a reducdo da
glutationa oxidada (GSSG), catalisada pela glutationa redutase (GR), em presenca de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH). O meio de reacdo continha
tampao fosfato de potdssio 0,1M, acido etilenotriaminotetraacético (EDTA) Smmol/L, pH
7.0, NADPH 20mmol/L , GR 0,1U/mL e glutationa reduzida 0,1mol/L. O decréscimo na

absorbancia foi registrado no comprimento de onda de 340nm, a 30°C.

3.7 Analise de peroxidacao lipidica

A técnica para a avaliagdo da peroxidagdo lipidica foi descrita por Hong et al.
(2000), e baseia-se na avaliagdo do produto de peroxida¢do malondialdeido (MDA) por
espectrofotometria. Cerca de 75mg de figado foram homogeneizados em 300uL de solugdo
de sacarose 250mmol/L. Em seguida foram adicionados SOUL de uma solucdo de detergente
dodecil sulfato de s6dio (SDS) 10% e 150uL de solucdo de dcido tiobarbitirico (TBA) 0,4%
diluido em HCI 0,2 M, e as amostras foram entdo incubadas por 30 minutos a 90°C. A esta
temperatura, o MDA reage com o TBA formando um composto com forte absorcdo em
535nm. Em seguida as amostras contendo o complexo MDA-TBA extraidas com 1 mL de
n-butanol, centrifugadas a 825g por 3 minutos e o sobrenadante foi diretamente medido em
espectrofotometro a 532nm. A quantificagdo do composto foi baseada em uma curva padrao

de MDA preparada da mesma forma, com concentragdes conhecidas do composto.
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3.8 Quantificacao de proteinas
A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (1976) que
utiliza albumina bovina como padrdo. As leituras das atividades enzimdticas e também

niveis de peroxidagao lipidica foram feitas por espectrofotometria.

3.9 Analises estatisticas dos resultados

Os dados foram expressos como Média + DP. Andlises estatisticas foram
apresentadas usando teste t-Student’s da SigmaStat, versdo 3.10, com valores de P<0,05
considerados estatisticamente significantes. A avaliacdo dos efeitos toxicos foi baseada em

métodos comparativos com o respectivo grupo controle.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Catalase (CAT)

As figuras 1 e 2 mostram a atividade da catalase em P. anisitsi e O. niloticus,
respectivamente. Ndo foram observadas diferengas significativas em ambas espécies,
sugerindo que a CAT ndo é afetada pela concentracio de mercdrio utilizada neste
experimento. Verlecar et al. (2007) realizou um estudo com o mexilhdo Perna viridis,
submetido, simultaneamente a mercurio e calor durante sete dias, e relatou que ndo

ocorreram diferencas significativas na atividade da catalase, nas branquias, em relacdo ao

grupo controle.

35



1600 CAT

1400
1200
1000

800

600 Ocontrole

400 M tratado
200

Ufmgproteina

2 10
Periodo de exposicdo (dias)

Figura 1 - Atividade da catalase em cascudos P.
anisitsi expostos a cloreto de mercurio.
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Figura 2 — Atividade da enzima catalase em O. Niloticus
expostos a cloreto de merctirio.
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A CAT participa da detoxificacio de H,O,, convertendo-o a oxigé€nio e 4gua,
reduzindo dessa forma os riscos de lesdes oxidativas provenientes das EROS (PEREIRA,
1996). Em outro estudo Verlecar et al., (2008), mostrou que a atividade da CAT em
glandulas digestivas de mexilhdes, foi quase similar ao controle durante os primeiros 10
dias de exposicdo a mercurio, e foi observado um aumento apds 15 dias de exposigao.

Em estudo com grupos de O. niloticus, expostos a diversos metais, observou-se que
a atividade da enzima, foi inibida quando exposta a zinco, sofreu indug@o na exposicio a
cadmio e ainda nio sofreu mudanca significativa quando exposta a cobre. (ATLI & CANLI,
2007). Estes autores concluiram que mesmo antes do metal exibir um significante actimulo
no figado, ele pode ocasionar estresse oxidativo.

Em cascudos e tildpias a atividade da CAT ndo sofreu alteracdo, sugerindo que a

concentragdo ou tempo de exposicdo testados, ndo afeta a enzima.

4.2 Glutationa Peroxidase (GPx)

Niao foram observadas diferengas significativas na atividade da GPx em grupos de
cascudos (figura 3) e tildpias (figura 4). Elia ef al. (2002) em seu trabalho com o peixe
Ictalurus melas, relatou que em peixes expostos a diferentes concentracdes de mercirio, a
atividade enzimética da GPx ndo sofreu alteracdes estatisticamente significativas. Verlecar
et al., (2007), mostrou que em mexilhdes Perna viridis expostos a mercurio, a atividade da
GPx foi similar ao grupo controle estudado durante 10 dias de exposi¢do, porém apds 15

dias, a atividade da enzima aumentou devido a produc¢do continua de radicais livres.
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Figura 3 — Atividade da GPx em figado de cascudos
P. anisitsi expostos a cloreto de mercturio.
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Figura 4 — Atividade da GPx em figado de tilapias O.
niloticus expostas a cloreto de mercurio.
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A glutationa peroxidase protege os organismos contra o estresse oxidativo,
catalizando a reducg@o de hidroper6xidos a dgua e peréxido organico e de peréxido organico
a alcdois, usando a glutationa reduzida (GSH) como doadora de elétrons (VERLECAR et
al., 2007). A auséncia de diferencgas significativas na atividade da GPx pode ser relatada por
aumento da tolerdncia dos animais diante a exposi¢cdo do contaminante ou pela acio de
outros mecanismos de defesa antioxidantes.

Em P. anisitsi e O. niloticus, a atividade da GPx ndo sofreu alteracdo, isso pode ser
devido a ativagcdo de outros sistemas antioxidantes a fim de proteger o organismo da

exposicdo do contaminante testado.

4.3 Acetilcolinesterase (AChE)
Tanto em cascudos (figura 5), como em tildpias (figura 6), ndo foram encontradas

diferencas significativas na atividade enzimatica da acetilcolinesterase.
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Figura 5 — Atividade da AChE no figado de cascudos
expostos a HgCl,.
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Figura 6 — Atividade da AChE no figado de til4pias O.
niloticus expostas a HgCl,.

Acredita-se que colinesterases sejam sensiveis a exposi¢cdo por mercurio; diferentes
organismos expostos a concentragdes subletais do metal mostraram um decréscimo
significativo na atividade de colinesterases em diversos 6rgaos (EL-DEMERDASH, 2001;
DEVI & FINGERMAM, 1995). No entanto a indu¢@o de colinesterases pela exposicdo ao
mercurio também té€m sido observada (SANZ & REPETTO, 1995).

Alguns estudos ja demonstraram que a exposicdo aguda por metais, ocasiona
aumentos significativos na atividade da AChE. Guill et al. (1991), observou um aumento
significativo da atividade da AChE em peixes expostos a ciddmio. Bainy et al. (2006)
observou também um aumento significativo na atividade desta enzima em mexilhdes Perna
perna expostos a cidmio e chumbo.

Estudos mostram que a acetilcolinesterase pode ser utilizada como biomarcador de
contaminag@o ambiental ocasionados por uma ampla variedade de contaminantes quimicos

(KOPECKA et al., 2006; SCHIEDEK et al., 2006), tais como, metais toxicos,
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hidrocarbonetos, detergentes e principalmente pesticidas organofosforados e carbamatos
(MACHREKI-AJMI et al., 2007).

Em mexilhdes (Mytilus edulis) coletados em areas contendo agentes toxicos, como
metais téxicos, entre outros, a atividade da AChE revelou-se induzida (RANK et al., 2007).
Os autores concluiram que em bivalves a atividade da AChE também pode ser alterada por
fatores abidticos como temperatura e salinidade.

Embora a literatura citada apresente os efeitos de metais sobre colinesterases, neste
trabalho, ndo foram observadas as alteragdes enzimdticas que retratam a literatura,
possivelmente pela acdo de outros mecanismos de defesa, porém, estudos mais detalhados
referentes a tempo de exposi¢cdo ou diferentes concentracdes, devem ser realizados para uma
melhor determinagdo dos reais efeitos do cloreto de mercdrio na atividade da enzima

acetilcolinesterase.

4.4 Carboxilesterase (CbE)

A habilidade de um organismo de se adaptar a um ambiente alterado por
contaminagdo quimica depende principalmente dos mecanismos efetivos de detoxificagdo
de viarios componentes enddgenos e exdgenos. Entre as enzimas responsdveis por
neutralizar xenobidticos estdo as carboxilesterases (TOUNG et al., 1990; WILCZEK et al.,
2003).

Em relacdo a atividade da CbE, notamos que houve uma inibicdo significativa em
peixes cascudos expostos por dois dias ao mercurio (figura 7). A figura 8 mostra que em
tilipias ndo foram observadas diferencas significativas na atividade da CbE. Esses
resultados mostram que diferentes organismos respondem a contaminacdo de maneira

distinta, devido a diferengas no metabolismo de uma espécie para outra.
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Figura 7 — Atividade da CbE em cascudos P. anisitsi.
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Huang et al., (1997) analisou figados de peixes da espécie Lepisosteus oculatus
coletados em rios poluidos com multiplos contaminantes, inclusive metais, e observou um
decréscimo significativo na atividade da CbE. Este resultado ¢ mais um indicativo de que a
exposicdo a compostos toxicos como metais pode afetar de forma significativa a atividade
de esterases em organismos aquaticos.

De acordo com Frasco et al., (2007), metais sdo capazes de ligar-se a cadeias laterais
de grupamentos de histidina e metionina. Além de outros grupamentos, as enzimas
carboxilesterases, possuem grupos de histidina em seu sitio catalitico (WHEELOCK et al.,
2008). Em cascudos a inibicao da atividade da CbE pode ser devido a interacdo do mercirio
com o grupamento de histidina, no sitio ativo da enzima, uma vez, que ocorre a participago
dessa enzima no processo de detoxificacdo de xenobidticos. A CbE pode ser considerada
um biomarcador de contaminacdo ambiental por metal mercirio, quando utilizado o

organismo P. anisitsi.

4.5 Inibicao in vitro AChE e CbE

Em relag@o a inibicdo in vitro das enzimas AChE e CbE, evidenciou-se que a AChE
em cascudos (figura 9) foi bastante afetada nas concentragdes de 0,01lmM e 0,1mM,
entretanto, o0 mesmo ndo ocorreu com a CbE (figura 10). Porém, a incubagdo com a maior
concentracdo levou a uma tendéncia para a inibi¢do com relacdo ao controle (P=0,077 pelo
teste estatistico t, ndo atingindo o nivel de significincia para P<0,05) na CbE na
concentracdo de 0,ImM. Em tildpias ndo foram observadas mudancas significativas (figuras

11e 12).
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Estudos in vitro mostram que o mercurio ndo inibe a AChE diretamente em seu sitio
ativo. Um modelo proposto para a inibi¢do da AChE por mercirio é o mesmo utilizado para
o efeito do mercudrio em proteinas. A habilidade do HgCl, de romper as pontes dissulfetos
(R-S-CI + CI-Hg-S-R) (BROWN & EDWARDS, 1969) de proteinas promove um disttirbio
em sua estrutura tercidria e, consequentemente, ocorre a inativacdo da enzima, visto que, as
pontes dissulfetos (S-S) s@o essenciais para a manutenc¢do dessa estrutura (FRASCO et al.,
2007).

Os mecanismos de inibi¢do propostos para a acetilcolinesterase, também dependem
da presenca ou auséncia de cisteinas livres, que varia de acordo com a espécie. Residuos de
cisteina contém grupos tidlicos que interagem com fons metalicos, levando a uma inibigéo
da enzima (KREIMER et al., 1994; STEINBERG & SILMAN, 1990). Frasco et al., (2007)
estudaram a atividade da acetilcolinesterase na raia do Pacifico Torpedo californica exposta
a cloreto de merctrio, estes autores observaram que o metal inibiu a enzima, devido a
ligacdo do fon mercdrio com o grupamento tiol da cisteina (Cys231) presente neste
organismo, levando-na a uma inativacao irreversivel.

No presente estudo foi observado que, a enzima AChE mostrou-se susceptivel ao Hg
in vitro em cascudos, fato que ndo foi observado em tildpias sob as mesmas concentragdes
testadas, indicando que a inibi¢do de colinesterases por mercurio, depende fortemente das
espécies, pelo fato de que a presenca ou auséncia de grupos tidis das cisteinas variam de um

organismo para o outro.

4.6 Peroxidacao lipidica (PL)
Nio ocorreram diferengas significativas na peroxidacdo lipidica em cascudos (figura
13). Em tildpias, observou-se um aumento significativo na peroxidacéo lipidica em peixes

expostos a 10 dias de tratamento (figura 14), sugerindo que os animais estavam sob efeito
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de estresse oxidativo, em conseqiiéncia do aumento de espécies reativas de oxigénio
produzidas durante a exposicdo do mercurio. A particularidade de cada animal pode
influenciar no modo como ele responde quando submetido a determinados estressores, isto
pode explicar as diferengas nos niveis de PL em cascudos e tildpias. Verlecar et al., (2007)
mostrou que a exposicdo de mercdrio associado a alta temperatura causou aumentos
significativos na peroxida¢ao lipidica em mexilhdes Perna viridis. Esses autores atribuiram

tal aumento devido a produgdo de EROS.
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Figura 13 — O gréfico mostra os niveis de peroxidacio
lipidica em figado de cascudos.
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Figura 14 — O grifico mostra os niveis de peroxidagdo
lipidica em figado de tildpias. * indica diferengas
estatisticas para P<0,05 pelo teste t.

Almeida et al., (2003) mostraram em estudos, que mexilhdes Perna perna
transplantado em local poluido com altos niveis de metais, apresentaram aumento nos niveis
de peroxidagdo lipidica comparados a animais controles de um local de referéncia. Neste
mesmo contexto, a exposi¢do de peixes por cloreto de mercurio (0,20 mg/L) por 30 dias

resultou em um significante aumento na peroxidagdo lipidica em figado, cérebro e musculo

(STOHS & BAGCHLI, 1994).

Lund et at., (1993), demonstraram que a administracio de cloreto de mercurio (1,5
ou 2,25 mg/Kg) em ratos, resultou em aumento na formagdo de peréxido de hidrogénio,
deplecdo na glutationa e peroxidagdo lipidica na mitocondria do rim, além de induzir
alteracdes na homeostase do cdlcio. Resultados indicam que o HgCl, é responsével por
aumentar o cdlcio intracelular, por causar despolarizagdo da membrana e assim promover

um infuxo de calcio extracelular.
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O merctrio, assim como cadmio e chumbo, provoca alteracdes em diversos sistemas
antioxidantes celulares, principalmente os que contém grupos tidis (-SH), possibilitando
assim maior nimero de lesdes. A maior producdo de radicais livres pode induzir a
peroxidacdo lipidica, que é um exemplo de les@o bioldgica que pode resultar na condigdo

conhecida por estresse oxidativo (AZEVEDO, 2003).

4.7 Glutationa S Transferase (GST)

Os nives da atividade da GST em P .anisitsi expostos a 10 dias diminuiram de
maneira significativa em relagdo ao controle (figura 15), sugerindo uma menor capacidade
de detoxificagdo nos figados desses peixes. Em O. niloticus expostos a 10 dias de
tratamento, a atividade da GST aumentou significativamente em relagdo ao controle (figura
16). Essa alta atividade pode estar relacionada a uma maior capacidade de detoxificagdo
nos figados das tilapias, quando comparados aos cascudos. Esses resultados corroboram
com a literatura. O trabalho de Salomao et al., (2007), mostra que das espécies de peixes
estudadas pelos autores, para a avaliacdo de estresse ambiental, o figado de corvina foi o
que apresentou menor capacidade antioxidante, quando comparado com os figados das
outras espécies. Em trabalho publicado por Pathiratne et al., (2008) com a tildpia do nilo (O.
niloticus) os autores mostraram através da andlise do figado dos peixes coletados em local
poluido por metais, que a atividade da GST havia aumentado significativamente em relagéo
a peixes coletados em local de referéncia, porém, peixes coletados em periodos diferentes e
outro local também contaminado por metais e outros contaminantes t6xicos, mostraram um

decréscimo da atividade da GST em relacdo ao controle.
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Figura 15 — Atividade da enzima GST no figado de
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Quando o organismo entra em contato com compostos xenobidticos, seja por via
alimentar, por inalacdo ou acidentalmente, ocorre uma reacdo de conjugacio do grupo tiol
da glutationa (GSH), com os grupos eletrofilicos desses xenobidticos, no processo de
detoxificagdo. Essa reagdo catalizada pela GST, ocorre no processo de detoxificacio da fase
II, e dessa forma os produtos da reagdo se tornam mais hidrossoliveis, menos téxico e de
facil excressao (TORRES et al., 2004).

Elia et al., (2003) expds peixes (Ictalurus melas) a quatro concentra¢des diferentes
de mercurio e observou que houve um aumento significativo da atividade desta enzima em
todas as concentragdes utilizadas. Estes autores concluiram que a glutationa S-transferase é
um importante componente na protecio contra o estresse oxidativo, podendo ser utilizada
como indicador de contaminantes no ambiente aquético. Canesi et al., (1998) mostrou que a
exposicdo a mercirio aumenta a atividade da GST em branquias de mexilhdes. De acordo
com o autor, metais pesados induzem isoformas de GST, que também pode exercer
atividade de peroxidase.

Neste estudo, o aumento da GST durante a exposi¢do do cloreto de mercurio pode
representar o Unico sistema de defesa antioxidante contra o estresse oxidativo ativado apds
10 dias de exposicdo, também evidenciado pelo aumento dos niveis de peroxidagdo lipidica
nestes animais ap6s 10 dias, visto que existem evidéncias que esta enzima possui a atividade
de peroxidase (FIANDER & SCHNEIDER, 1999; VEAL et al., 2002; PRABHU et al.,
2001; COLLINSON & GRANT, 2003; AMICARELLI et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005)
com a func¢do de decompor o perdxido de hidrogénio produzido. O aumento na atividade da
GST em branquias foi proposto como resposta ao estresse oxidativo quando a atividade de
outras enzimas antioxidantes estio baixas (POWER & SHEEHAN, 1996; SHEEHAN &
POWER, 1999; MANDUZIO et al., 2004). Ambos os peixes mostraram alteracdes na

atividade enzimatica da GST, porém diferentes organismos respondem de diversas maneiras
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quando entram em contato com contaminantes téxicos, como o observado neste trabalho,
onde em cascudos observou-se um decréscimo da atividade da GST, enquanto que, em

tilapias, foi observada uma alta atividade.

4.8 Parametros hematolégicos — Prerygoplichtys anisitsi
Os valores médios e a amplitude de variacdo da contagem de eritrdcitos,
hemoglobina, hematécrito, VCM e CHCM em P. anisitsi estdo relacionados na tabela 3.
Diferencas significativas foram encontradas em grupos de peixes com dois e dez dias
de tratamento com cloreto de mercurio, tais como, nimero significativamente menor de
eritrécitos em relacdo ao grupo controle, o que sugere a ocorréncia de anemia nos peixes.
Tavares-Dias et al., (1999) caracterizam como surgimento de anemia em peixes, a redugéo

na concentragdo de hemoglobina e/ou reducdo do niimero de hematdcrito e eritrécitos.
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Tabela 3. Dados hematoldgicos dos cascudos usados no experimento de exposicdo a mercirio. Hb=hemoglobina; Ht=hematdcrito; VCM=volume corpuscular

médio; CHCM=concentra¢do de hemoglobina corpuscular média; AV=amplitude de variacdo. * indica diferenca estatistica (P<0,05) pelo teste t.

Tempo Eritrécitos AV Hb (g/dL) AV Ht (%) AV VCM (fL) AV CHCM AV
(dias) (10%uL) (g/dL)

Tempo 2 1,25+0,18 1,06£1,42 6,82+1,16 5,7948,09 30,33+4,16 27+35 243,17£13,49  228,344254,71 22,49+2,28 19,96+24,40
(Controle)

Tempo 2 0,59+0,40* 0,17+£0,97 4,0+2,45 1,90+6,70 17,0+11,0 628  324,21+136,87 175,25+444,44 27,73+£14,05 12,14+£39,41
(Tratado)

Tempo 10 | 1,99+0,41 1,61£2,44  5,15+1,10 4,10+6,30 33,33£3,05 30+36 170,41+26,91 139,34+186,33 15,40+2,70 13,66+18,52
(Controle)

Tempo 10 | 1,17+0,55% 0,78+1,56 4,99+1,59 3,15+£5,93  23,0+2,82 21£25 214,74£77,06  160,25+269,23 19,30+6,08 15,04+23,06

(Tratado)

9
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Exames hematoldgicos realizados em trairas e cards, habitantes de areas de garimpo
na Amazdnia, revelaram que essas espécies tiveram uma diminuicio no numero de
eritrocitos devido aos elevados niveis de mercurio encontrados em seus tecidos, levando
esses animais a uma anemia do tipo regenerativa, devido a presenca de células jovens
(CASTILHOS et al., 2004).

Gioda et al. (2007) em estudo com peixes Leporinus obtusidens, observaram que,
em animais expostos a zinco e cobre durante 45 dias, ocorreu um decréscimo nos indices de
hematdcrito, hemoglobina e nimeros de eritrécitos em relagdo ao controle. De acordo com
a literatura, o hematdcrito € um bom indicador dos efeitos adversos ambientais aos quais 0s
peixes estdo sujeitos, pois € o indice do eritrograma com menor coeficiente de variagéo
observado em O. niloticus (TAVARES-DIAS & FAUSTINO, 1998).

No estudo hematoldgico com P. anisitsi, os valores normais da taxa de hemoglobina,
eritrocitos, hematdcrito, VCM e CHCM foram semelhantes a peixes encontrados na
literatura, tais como as espécies de Ramdia quelen, o bagre sul americano (TAVARES-
DIAS et al., 2002; MABILIA & SOUZA, 2006), Leporinus macrocephalus, o piaucu
(MARTINS et al., 2004) e Tilapia rendalli (TAVARES-DIAS & MORAES, 2003).

Baixos indices de eritrécitos observados em cascudos revelam que os peixes estavam
com anemia, provavelmente, do tipo regenerativa, quando expostos por dois e dez dias,
devido a presenca de um discreto aumento nesses niveis aos 10 dias de exposicao, indicando
uma possivel regeneracdo das células, visto que, os peixes eram considerados jovens. A
principio o mercurio agiu na medula dos peixes destruindo suas células sanguineas, mas
como se tratavam de individuos jovens ocorreu uma discreta regeneracdo nas células que

poderia ser melhor notada caso o tempo de exposi¢do fosse maior.



5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que:
A enzima catalase e glutationa peroxidase ndo s@o sensiveis a essa concentragdo ou
ao tempo de exposicdo testados em ambas espécies de peixes estudadas.
A atividade da enzima acetilcolinesterase em cascudos e tildpias ndo apresentou
alteragdes significativas, porém estudos mais detalhados como diferentes tempos de
exposicdo ou concentracdo podem ser necessdrios para concluir se o uso desta
enzima como biomarcador de contaminacio por cloreto de mercirio é adequado.
Ja a analise in vitro da acetilcolinesterase em cascudos, nas concentracdes de 0,01 e
0,1 mM, confirmou o que alguns estudos anteriores mostraram, ou seja, que esta
enzima pode ser inibida por metais.
A sensibilidade da enzima carboxilesterase analisada em figado de cascudo,
exposto por dois dias, mostrou que ela pode ser considerada como um biomarcador
de contaminagdo ambiental por mercurio.
A glutationa S transferase mostrou ser o melhor sistema antioxidante em cascudos e
tildpias, expostas por dez dias a cloreto de mercurio; o decréscimo desta enzima
observado em cascudos, mostra que o metal € capaz de inibir sua atividade, ja o
aumento da atividade em tildpias, sugere que o organismo estava sob efeito do
estresse oxidativo, também evidenciado pelo aumento nos niveis de peroxidacio
lipidica, e que consequentemente a GST foi acionada de modo a protegé-lo contra
possiveis danos.
O aumento nos niveis de peroxidagdo lipidica em tildpias, expostas por dez dias, é
um forte indicio de que ocorreu a formagdo de radicais livres durante a exposicao,

acarretando em estresse oxidativo.
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Em relacdo ao exame hematoldgico realizado em cascudos, o decréscimo nos
indices de eritrécitos em peixes expostos por dois e dez dias, revelou que tais
indices sdo muito importantes e essenciais para avaliar o impacto da contaminacéo
ambiental por metais e seus reflexos na satde.

A particularidade de cada espécie, como os peixes cascudos que aparentam
serem menos ativos ou os peixes tildpias que sdo mais ativos, e, dessa forma,
apresentam diferentes metabolismos, entre outros fatores tais como alimentacio, pH,
temperatura, concentracdo de amonia na dgua, taxa de oxigénio, idade e sexo, fazem
com que suas respostas bioldgicas sejam diversificadas, o que pode explicar as
diferencas nas atividades enzimaticas observadas de um organismo para o outro.

De modo geral Pterygoplichtys anisitsi € Oreochromis niloticus podem ser
utilizados como organismos bioindicadores, devido ao fato de que, estes peixes sdo
bastante resistentes, uma vez que durante todo o trabalho o indice de mortalidade foi
nulo, considerando que foi utilizada uma concentragdo de merctirio 100 vezes
superior ao limite ambiental, visto que, tal limite € de 1,0ug/L, de acordo com o

Ministério da Saude.
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