UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA CENTRO DE
AQUICULTURA DA UNESP CAMPUS DE JABOTICABAL

EFEITO DO SELENIO SOBRE A TOXICIDADE DO
CLORETO DE MERCURIO (HgCl,) EM TILAPIA, Oreochromis
niloticus (LINNAEUS, 1757)

Jakeline Galvao de Franca

Jaboticabal -SP
maio/2005



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA CENTRO DE
AQUICULTURA DA UNESP CAMPUS DE JABOTICABAL

EFEITO DO SELENIO SOBRE A TOXICIDADE DO
CLORETO DE MERCURIO (HgCl,) EM TILAPIA, Oreochromis
niloticus (LINNAEUS, 1757)

Jakeline Galvao de Franca

Orientadora Prof® Dr* Maria José T. Ranzani Paiva

Co-Orientador Dr. Julio Vicente Lombardi

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-graduaciao em
Aqiiicultura da UNESP (CAUNESP), como parte das exigéncias
para a obtencio do Titulo de MESTRE em Aqiiicultura, area de

concentracio em Agqiiicultura de Aguas Continentais.

Jaboticabal -SP
maio/2005



DEDICATORIA

Dedico esta obra,

a minha Mde

e ao amor da minha vida
Alexandre

pelo grande apoio e incentivo



i1

Agradecimentos

Agradeco primeiramente a professova, pesquisadora e orientadora Dra. Mavria José T.
Ranzani Paiva e ao pesquisador e co-orientador Dr. Julio V. Lombardi, pelo carinho,

paciéncia, ensinamentos e pela amizade, sendo estes de grande valor.

A minha grande amiga e irmd de coracdo Solange de Carvalho pela sua valiosa amizade

e pelo grande apoio em todos os momentos dificeis ou alegres.
Aos colegas Nilton M. Ishikawa (Paraca), Adriano Gongalves e Flavia M. Andreguetto
pela amizade, pelos momentos divertidos e pela grande ajuda durante a realizacdo deste

trabalho.

Aos pesquisadores e funciondrios do Instituto de Pesca de Sdo Paulo, pela amizade

auxilio e convivio.
Ao pesquisador José Roberto Ferreira pela amizade e pelo apoio prestado.

Aos estagidrios do Instituto de Pesca de Sdo Paulo: Silmara, Robson, Dani, Fernanda,

Elma e Thaise, pela grande ajuda prestada pava a realizacdo deste trabalho.
Ao Instituto de Pesca de Sdo Paulo, por tornar possivel a realiza¢do deste estudo.
Ao Centro de Aqiiicultura da UNESP, pela oportunidade de realizacdo do curso.

A Fundacdo de Amparo d Pesquisa do Fstado de Sdo Paulo (FAPESP), pelo auxilio
creditado no Projeto 00/14460-3.

Ao CNPq pela bolsa de estudo concedida.
As pisciculturas Aquabel e Aguas Claras pelo fornecimento dos peixes.

A todos, que direta ou indiretamente, contribuiram para o éxito deste trabalho.



SUMARIO

RESUITIO ...ttt e et e e et e e e st eeesabbeeessnsbeeeesnnsaeeesnnsees 1
AADSITACK . ..ttt ettt et ettt et e et e et e e et e e et e e sab e e e abeesabbeesbbeesbeeeas 2
| B (110 (T4 L 1o 1 J O PSP TPPPRRR 3
2- Revisa0 BIblIOGIATICA . ...cccueiiiiiiiieiciieeeeece e e 6
B ODJELIVO .t iiiieeeiieeeiee et e ettt e et e et e e st e e sttt e e taeeeabeeeabeeenbaeeenaeeeesbee e nbeeenbeeetaeeenaeeeraeens 15
4- Material € MELOAOS. ....ccouueiiiiiieiiie ettt ettt et es 16
4.1- DeSCTICAO GEIAL.....ueiieiiiiiciiieeiie ettt et e et e e te e et e e saae e s abeeeenbeeesaeeennneesnseeas 16
4.2- Condug@0 dOS BIOENISAIOS ...ccuuveieiiieiiiieiiieeeite ettt ettt ettt st e s 16
4.3- Teste de Toxicidade AZUda.........cceeeiiiieiiiieiiieeiie et e e 18
4.4- Teste de Toxicidade CrONICA.......c.ueeeriiieriiiiieiieeriie ettt ettt e s s 20
5= RESUITAAOS ittt et e e e st e e e sttt e e s s abe e e e e sabbeeeeeabaaeeennns 23
5.1- ToxXic1dade AGUAA ......cocueemiieiiiiiiiieeeeeee ettt 23
5.2- TOXICIAAAE CIOMICA ....veeeviieeiieeeiieeeieeeieeesteeeieeeetee e aeeesereeesaaeessseeessseeessseeesseesnsneenns 25
0= DISCUSSAO ...ttt ettt et ettt e e bt e st e e bt e e e ab e e s bt e e sabteesabeeeabeesbbeesabaeenas 29
7= CONCIUSOES ..vveeeveeeirieeiieeeitieeetteesteeesiteeestteeeateessaeessseeeasseeanssaeassseessseesnsseeensseesnsseensaeenns 35

8- Referéncias BibliografiCas.. ......eoovuiiiiiiiiiiiiiiiiiecieceeeeee et 36

11



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 - Varidveis fisicas e quimicas da 4dgua no teste de toxicidade aguda em

Oreochromis niloticus exposta a0 HZ € @0 S€......oeiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e

Tabela 2 - Varidveis fisicas e quimicas da 4dgua no teste de toxicidade aguda em

Oreochromis niloticus exposta a0 HZ € 0 S€......eeiviiiiiiiiiiiiiiiiieieeteeeeeeee e

Tabela 3 - Mortalidade média acumulativa (%) em tilapia, Oreochromis niloticus em

func¢do do tempo no teste de toxicidade aguda com Hg e Se .......ccoeoveiviiiiniiiiniiinncenen.

Tabela 4 - Varidveis fisicas e quimicas da 4gua no teste de toxicidade crdnica em

Oreochromis niloticus exposta a0 HZ € @0 S€ .....eevviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeteeee e

Tabela 5 - Varidveis fisicas e quimicas da dgua no teste de toxicidade crdnica em

Oreochromis niloticus exposta a0 HZ € a0 S€ ....ovvviiiiiiiiiiiiiiieeeceeteeee e

iv



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 — Ciclo do Merclrio N0 ambiente ..........c.ceecuveeriuieeriieenieeenieeeseeesneeesieeesveeennneens 8

Figura 2 - Alevino de tildpia, Oreochromis niloticus, utilizado no experimento de
toxicidade aguda com HZ € S€ ....cccuviiiiiiiiiiicieeeeee e 18

Figura 3 - (a) Vista da bateria de aqudrios utilizados no teste de toxicidade aguda com Hg
e Se, (b) sistema de aeragao artificial utilizado durante o experimento de toxicidade aguda
COM HE © SC..oiniiiii ettt ettt ettt et e s e eaaees 19

Figura 4 - Jovem de tilapia Oreochromis niloticus, utilizada no experimento de toxicidade
Cronica COM HEZ € Se€.....ooiiiiiiiiiie e 20

Figura 5 - Aquérios utilizados para o teste de toxicidade cronica realizado com tildpia
Oreochromis niloticus contaminada com HZ € Se .........cccooviiiiiiiiiiiiiiiicece, 21

Figura 6 - Coleta de sangue por pun¢io caudal em jovem de Oreochromis niloticus ....... 22

Figura 7 - Variacdo dos valores médios dos parametros hematoldgicos de tildpia, O.
niloticus, exposta as concentracdes de mercurio, selenito e selenato de sédio, nos
diferentes MOMENLOS A€ COLELA ........oovvviiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27

Figura 8 - Variacao dos valores médios dos indices hematimétricos de tildpia, O. niloticus,
exposta as concentracdes de mercurio, selenito e selenato de sédio, nos diferentes momentos
AE COLELA .o 28



RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar se as duas formas de selénio (selenito de sédio —
Se** e selenato de sédio- Se®") tém efeito antagdnico a acdo téxica do cloreto de mercirio (HgCly)
através da toxicidade aguda (96h) e cronica (14 dias), utilizando a tildpia, Oreochromis niloticus
como organismo teste. Para os dois tipos de testes os tratamentos consistiram na seguinte
composicdo: I) grupo controle; II) somente Hg; III) somente Se**; IV) somente Se®*; V) Se** +
Hg e VI) Se® + Hg. Para o teste de toxicidade aguda, foram utilizados alevinos submetidos 2
concentracdo de 0,4 mg Hg . L (considerada concentracdo letal média — CLsg) e & concentracdo
de 1,0 mg Se . L (considerada concentracio de efeito letal ndo observado — CELNO) para o
selenito de soédio (NaSe4+03) e o selenato de sodio (NaSe6+03). O teste de toxicidade cronica foi
conduzido por 14 dias com a utilizag@o de jovens de tildpia expostos as seguintes concentragdes:
0,08 mg Hg . L™", 0,4 mg Se** . L' e 1,4 mg Se® . L. A avaliacdo dos efeitos cronicos sub-letais
foi realizada através dos parametros hematologicos: nimero de eritrécitos (Er), taxa de
hemoglobina (Hb), hematdécrito (Ht) e dos indices hematimétricos (VCM, HCM e CHCM). No
teste de toxicidade aguda ndo ocorreu diferenca significativa (P>0,05) nos indices de mortalidade
observados entre os tratamentos de mercuirio e nas associagdes (Hg + Se* e Hg + Se®). Nas
andlises hematoldgicas verificou-se diferenca significativa (P<0,05) para CHCM da concentragdo
de associacdo do mercturio + selenato de s6dio (Hg + Se®) no décimo dia de coleta. Os resultados
demonstraram que as duas formas de selénio utilizadas no teste agudo ndo foram eficientes para
minimizar os efeitos toxicos do mercirio. No teste de toxicidade crOnica o tratamento de

associacao mercurio + selenato de s6dio provocou alteracdes no sangue da tildpia.



ABSTRACT

This work had as objective to evaluate if the two forms of selenium (sodium selenite —
Se** and sodium selenate — Se®*) have antagonistic effect to the toxic action of mercury chloride
(HgCl,) through the acute toxicity (96h) and chronic (14 days), using the tilapia, Oreochromis
niloticus. For the two types of tests the treatments had consisted of: I) control group; II) only Hg;
III) only Se**; IV) only Se®*; V) Se** + Hg and VI) Se®* + Hg. For the test of acute toxicity, was
used juveniles submitted to the concentration of 0.4 mg Hg . L (considered mean lethal
concentration - CLsp) and in the concentration of 1.0 mg Se . L-1 (considered concentration of
non observed effect of lethality - NOEL) for the sodium selenite (NaSe4+O3) and the sodium
selenate (NaSe®"O3). The test period of chronic toxicity was 14 days with young tilapia in the
following concentrations: 0.08 mg Hg . L, 0.4 mg Se*. L™ and 1.4 mg Se®*. L. The evaluation
of the sub-lethal chronic effect had been carried through the hematological parameters: erytrocyte
count (Er), hemoglobin level (Hb), hematocrit (Ht) and for the hematimetric indices (MCV, MCH
and MCHC). In the test of acute toxicity significant difference (P>0.05) in the mortality indices
between the mercury treatments and in the associations did not occurs (Hg + Se** and Hg + Se®).
In the hematological analyses significant difference (P<0.05) for MCHC of the concentration of
association of mercury + selenate of sodium (Hg + Se®) in the tenth day was verified. The results
had demonstrated that the two used forms of selenium in the acute test were not efficient to
minimize the mercury toxicity. In the test of chronic toxicity the treatment of association mercury

+ selenate of sodium provoked alterations in the blood of the tilapia.



1- INTRODUCAO

Entre as substancias toxicas que chegam aos ecossistemas aquaticos, os metais pesados
merecem atengdo especial devido a sua agao residual (baixa biodegradabilidade) e principalmente
pelo seu efeito acumulativo na cadeia tréfica (PEALEZ-RODRIGUEZ et al., 2002).

A concentragdo de metais pesados em ecossistemas aquiticos e a sua concomitante
aquisicdo pelos organismos que vivem neste ambiente estdo aumentando, devido ao crescimento
populacional e a intensificacdo de atividades antropogénicas, ameacando ndo somente a biota
aqudtica, mas também os organismos que dependem dela para sua nutricdo, reproducdo e
sobrevivéncia (HUNN et al., 1987).

Os efeitos dos metais pesados nos ecossistemas aquaticos se caracterizam por uma
discreta reducao nas taxas de crescimento e de reprodugdo, aumento da taxa de mortalidade e até a
eliminacdo completa da biota (MAZON et al., 2002).

Conseqilientemente, a aqiiicultura se encontra vulnerdvel aos poluentes, uma vez que
utiliza no seu sistema de producdo dgua proveniente de rios, represas ou fontes que possivelmente
possam estar contaminadas com mercurio. Em anos recentes, tem crescido a aten¢do do efeito do
mercurio sobre a satde dos peixes. Este aspecto é de grande importancia para o desenvolvimento
de pesqueiros que muitas vezes estdo localizados em 4guas sujeitas a industrializagcdo, a préticas
agricolas ou de mineragao (ALLEN, 1994).

Segundo HAMILTON (2004), pequenas quantidades de selénio sdo necessarias para o
crescimento e desenvolvimento normal dos organismos; concentracdes moderadas podem ser
estocadas e utilizadas na manutengdo das funcdes homeostiticas e em quantidades elevadas
podem resultar em efeitos téxicos.

Muitas pesquisas tém sido direcionadas ao estudo da poluicdo aqudtica, mas as
conseqiiéncias de interacdes simultdneas entre dois ou mais poluentes no mesmo organismo

aqudtico ainda sao pouco conhecidas.



De acordo com RAND e PETROCELLI (1985) os testes de toxicidade com organismos
aquéticos realizados em laboratérios permitem avaliar os efeitos de agentes toxicos que podem
provocar alteracdes na dgua e prejudicar os organismos ali existentes, sendo os testes de
toxicidade aguda e cronica os mais utilizados.

Para avaliar as alteracdes provocadas nos peixes pela contaminacdo ambiental sdo
freqiientemente realizados estudos com sangue e 6rgaos dos animais expostos aos contaminantes
em doses sub-letais. O estudo do sangue facilita a deteccao de alteracdes patoldgicas no
organismo e ajuda a identificar a extensdao e a natureza dos desvios das condi¢cdes normais
(STOROZHUK e GULEVA, 1983).

Segundo OLIVEIRA-RIBEIRO et al. (2000), através das alteracdes hematoldgicas é
possivel obter informacdes importantes correspondentes aos efeitos causados na biota de
determinado ecossistema, em ambiente natural.

Virios autores enfatizam que o conhecimento das anormalidades existentes no sangue
constitui um meio auxiliar muito valioso e seguro na avaliacdo das condi¢des bioldgicas,
bioquimicas e patoldgicas nos peixes (KAVAMOTO et al., 1983, RANZANI-PAIVA e
GODINHO, 1985, RIBEIRO et al., 1999, TAVARES-DIAS e MORAES, 2004, RANZANI-
PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

Poucos estudos foram realizados sobre a interacdo entre merctrio e selénio no sangue de
organismos aqudticos, sendo o primeiro realizado por KAI et al. (1988) em duas espécies de
atum, Thunnus albacares e T. obesus, onde observaram a relacdo concentracdo molar entre
selénio e o mercurio total no sangue destes organismos. J4, estudos referentes a esses metais
separados sao mais abundantes. Neste sentido, DAWSON (1990) determinou leve aumento no
hematdcrito e diminui¢do na taxa de hemoglobina em Scophthalmus aquosus submetido a
diferentes concentragdes de cloreto de merctirio. MICRYAKOV e LAPIROVA (1997) relataram

que a intoxicagdo por cloreto de mercurio causou diminuicao do conteiido de hemoglobina e no



nimero de leucocitos no esturjao, Acipenser baeri. GONCALVES (2004) verificou que o selenito
de sédio provoca alteracdes no sangue de tildpia, produzindo anemia com linfocitose. Entretanto,
ISHIKAWA (2004), também utilizando tildpia em testes de toxicidade com Hg, ndo verificou
alteracdes sanguineas que pudessem ser atribuidas a a¢do toxica deste metal.

A tildpia apresenta grande potencial industrial, devido a suas caracteristicas zootécnicas
e a alta qualidade de sua carne e por apresentar boa aceitagcdo pelo mercado consumidor.
Atualmente € explorada em 22 Estados do Brasil, excecdo feita apenas para alguns Estados da

Regido Norte (OSTRENSKY et al., 2000).

A agqiiicultura depende dos ecossistemas aquaticos, ja que grande parte de suas criagdes
sao dependentes de rios e lagos, conseqiientemente a contaminag¢ao por mercurio e selénio nestes
ambientes torna-se uma ameacga para a aqiiicultura. Por este motivo e devido a escassez de
literatura especifica sobre o assunto este estudo buscou avaliar o efeito do mercirio e da sua
associacdo ao selenito de sodio (NaSe4+O3) e ao selenato de sodio (NaSe6+03) para a tildpia,
Oreochromis niloticus, espécie que tem sido intensamente utilizada na piscicultura mundial e esta

hoje entre as espécies mais indicadas para o cultivo intensivo nas regides tropicais.

Este estudo foi baseado em trabalhos anteriores desenvolvidos por ISHIKAWA (2003) e
GONCALVES (2004), que determinaram as CLsg.96, € as alteragdes hematoldgicas induzidas pelo
Hg e Se, separadamente e fazem parte do projeto “Consideracdes Biogeoquimicas e
Ecotoxicoldgicas relativas ao Merctrio e ao Selénio, presentes nas Represas de Barra Bonita e
Bariri, Sao Paulo, SP”, desenvolvido pelo Instituto de Pesca de Sdo Paulo, com auxilio financeiro

concedido pela FAPESP, no processo n°. 00/14460-3.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

A aqiiicultura atual, como uma atividade economicamente emergente, encontra-se
inteiramente dependente dos ecossistemas nos quais estd inserida. Os peixes vivem em contato
estreito com o seu meio, e por isso sdo afetados pelas mudangas causadas por diferentes agentes
fisicos, quimicos e bioldgicos (VALENTI er al., 2000). Assim, a exploracdo econdmica dos
peixes requer conhecimentos bdsicos dos principais fatores que direta ou indiretamente estao
ligados ao meio ambiente.

O sucesso da piscicultura estd associado ao ambiente favoravel livre de fatores nocivos
que possam acarretar danos aos animais, comprometendo a producdo. Os fatores que podem
prejudicar a piscicultura sao cada vez mais alvos de estudos, com a finalidade de se obter maior
conhecimento sobre essa atividade.

Os agentes toxicos entram nos ecossistemas aquaticos através da contaminagao da dgua do
lencol fredtico e da drenagem urbana, ou pela descarga de efluentes domésticos e industriais
(DAMATO, 2000). Segundo este mesmo autor, a toxicidade € a propriedade relativa de uma
determinada substancia quimica que se refere ao seu potencial de causar efeitos danosos a uma
populacdo de seres vivos. Ela € funcdo da concentracdo da substancia quimica e do tempo de
exposicdo. A emissdo antropogénica representa a principal fonte de vestigio de elementos toxicos
no meio ambiente.

Diferentes formas de poluicdo e suas causas sao indicativos da importancia da preservacao
dos recursos hidricos, de modo que possam ser utilizados para o consumo, para recreagdo € que
possam garantir a vida dos organismos aquaticos (TURNER, 1990). Esses aspectos impdem que a
concentracdo, os efeitos e o comportamento desses poluentes possam ser previstos (TURNER,
1990; STUMM e MORGAN, 1981). Dentre essas espécies quimicas, metais pesados como Hg e

Se, sdo de grande importancia nos ecossistemas aquaticos (NRIAGU e PACYNA, 1988).



Ap6s os acidentes de Minamata e Niigata, no Japao, durante as décadas de 1950 e 1960, o
uso do Hg e seus efeitos sobre o ambiente tornaram-se uma preocupacao (EYSINK et al., 1988).
Dessa forma, foram estabelecidos limites de ocorréncia para este metal, que para compartimentos
de ecossistemas aqudticos, situam-se entre 0,5ug.L”' para dgua e 1,0ug/g para sedimento
(JARDIM, 1988). De acordo com as normas do CONAMA (1986), o limite maximo de merctrio
aceito para dgua utilizada na criagdo natural ou intensiva de espécies destinadas a alimentacdo
humana, é de 0,0002 mg.L'1 Hg.

As fontes de mercurio sdo classificadas em naturais (emissoes vulcanicas, gaseificacdo da
crosta terrestre e evaporacdo de corpos d'dgua) e artificiais (inddstrias, mineracdo de ouro,
extragdo de mercurio, queima de combustiveis fosseis e laboratérios). As fontes naturais sdao
imensas, sendo superior as artificiais. No entanto, estas ultimas podem ter considerdvel
importancia em termos de contaminacao local (CASTRO, 1991). Segundo NRIAGU e PACYNA
(1988), a emissao artificial de Hg mundial tem representado uma das principais fontes deste metal
pesado liberado em lagoas e rios. Além das industrias, a mineracdo de ouro e a extragdo do
mercdrio representam outras formas importantes de liberacdo e contaminagdo das aguas,
atingindo vdrias populagdes como, por exemplo, as que se alimentam de peixes da bacia
Amazonica e do pantanal mato-grossense brasileiro (SOUZA e BARBOSA, 2000; PORVAR]I,
1995; BOURGOIN et al., 2000 e HYLANDER et al., 2000).

O mercurio € distinto em duas classes de compostos: inorganicos, na forma metélica ou
elementar (Hgo), mercurio | (ng) e mercurio II (Hg), estados nos quais o dtomo de merctrio
perde um e dois elétrons, respectivamente; e organicos: o mercurio € ligado ao 4&tomo de carbono
de um grupo metil, etil ou propil (WHO, 1989).

Nesta biotransformacdo o metal é encontrado no sedimento (lodo) sob a forma de Hg" em
equilibrio com a forma Hg**. Na forma Hg" sofre acdo bacteriana sendo convertido em mercirio

metalico, que é pouco volatil e permanece no sedimento ou em metilmercirio, que € altamente



téxico e se acumula na cadeia alimentar. Esta transformacao do fon mercurio em metilmercurio se
faz por intermédio de processos metabdlicos com a participagdo da vitamina Bi,. As bactérias
permitem a transferéncia do grupamento metil da vitamina B, ao merctrio, formando dimetil-
mercuirio, que abandonando o sedimento é convertido sob a acdo dos raios ultravioleta em

metano, etano e mercurio metalico, o qual retorna ao sedimento (Figura 1).
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Figura 1-Ciclo do Merctrio no ambiente

Uma caracteristica importante deste metal € que ele pode ser transportado e depositado a
longas distancias, resultando em contaminagdes de regides distantes do local da fonte de polui¢do
(HERMANSON, 1998). Conseqiientemente, este fendmeno tem representado uma ameaca

iminente a aqiiicultura, pois grande parte desta atividade é dependente da dgua dos rios e lagoas.



Uma vez presente na dgua, as formas lipossoltiveis de Hg apresentam afinidade pelos grupos
sulfidrilas das proteinas, atravessando as membranas celulares dos organismos vivos e incorporando-
se as células e, conseqiientemente, as cadeias tréficas (CETESB, 1986).

Os peixes sdo concentradores naturais de mercurio e o absorvem diretamente da 4gua,
através das suas membranas branquiais e pela sua alimentacdo (MATHERS e JOHANSEN, 1985
e MORAES et al., 1997). O conteido de Hg nos peixes € particularmente importante, porque este
¢ o primeiro caminho da contaminacdo do homem que os consome (GRAY et al., 2000). A
quantidade acumulada nos peixes depende da quantidade ingerida de alimento contaminado, da
idade, do tamanho e, principalmente, do seu nivel tr6fico, ocorrendo acimulo maior de merctrio
em peixes carnivoros (HOLSBEEK et al., 1997 e SOUZA e BARBOSA, 2000). WATRAS et al.
(1998) acrescentam que condi¢des exdgenas como a concentracdo de mercdrio na dgua, pH,
dureza, quantidade de matéria organica e temperatura determinam a bioacumulacdo desse metal
pesado nos ecossistemas e nos peixes. O tempo de exposicdo e a taxa de metabolismo ou
eliminacgdo do tecido também influenciam nesse processo (OLSON et al. 1978).

A influéncia do pH na bioacumulacdo foi demonstrada por WREN e MACCRIMMON,
(1983) em peixes coletados no centro-sul de Ontério. A taxa de crescimento € a concentragdo de
mercurio total foram determinadas em tecido muscular de Lepomis gibbosus. A média do pH da
agua variou entre 5,6 e 8,4. A taxa de crescimento foi relacionada positivamente com o pH do
lago, enquanto o nivel de merctrio no peixe foi mais alto em pH baixo, mostrando que a reducao
no pH aumenta a absor¢do de mercirio pelo peixe. A dureza da dgua também influencia a
toxicidade do mercirio, RODGERS e BEAMISH (1981) demonstraram que a absorcdo de
metilmercurio por trutas foi menor com dureza da dgua de 385 mg CaCOs/L do que com 30 mg

CaCOgs/L.
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Os peixes atuam, entdo, como um importante recurso, exercendo a funcdo de bio-
indicadores de dreas possivelmente contaminadas com o mercurio de origem natural ou artificial
(PORVARYI, 1995 e HYLANDER et al., 2000).

A contaminac@o por Hg nos peixes leva a alteragdes indesejaveis a saide do animal, tais
como a inibi¢ao dos processos metabdlicos, redugao da fecundidade e da taxa de sobrevivéncia e
alteracdo da capacidade de defesa celular e humoral (MIKRYAKOV e LAPIROVA, 1997). A
intoxicacdo resulta em severos danos branquiais, hepdticos e renais (PANDEY et al., 1996 e
BANO e HASAN, 1990).

O selénio é um micro nutriente essencial em animais (EISLER, 2000), que desempenha
papel importante nos sistemas biolégicos e seu carater toxico depende da concentracdo, absor¢ao
e biodisponibilidade (DfAZ et al., 1996). Ocorre nos estados de oxidacdo -2, 0, +4 e +6. Este
ultimo, conhecido como selenato, é a forma de maior interesse em poluicdo ambiental. Os
compostos nos quais o selénio apresenta-se no estado de oxidac@o +4, conhecido como selenito,
sdo os de menor solubilidade, diminuindo a disponibilidade deste elemento para a biota. Agentes
moderadamente redutores como o SO, e o acido ascorbico convertem o selenito em selénio. O
selénio, quando ligado com metais pesados, principalmente mercurio, torna-se muito insoldvel,
podendo ser este 0 maior mecanismo de detoxificacdo do mercurio pelo selénio presente na dieta
(NAS, 1976). Nos organismos, sua forma quimica serd dependente tanto da quantidade fornecida,
quanto da forma do elemento ingerido e de sua associagdo com as proteinas nos tecidos animais e
vegetais (UNDERWOOD, 1971). Sua biodisponibilidade serd influenciada pela presenca de
microorganismos nos solos e sedimentos (BRINCKMAN e IVERSON, 1975).

O selénio € liberado na dgua em seu meio natural através da dissolu¢do ou oxidagdo de
rochas e sais soldveis e estes processos sdo controlados por fatores bioldgicos e microbioldgicos
(DIAZ et al., 1996). Segundo WATANABE e SATOH (1997), os minerais sdo essenciais para os

processos da vida e os peixes os retiram da dgua para sua alimentacdo e para manter as atividades
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metabodlicas das células e tecidos. O selénio em baixos niveis é benéfico para as funcdes
metabdlicas, como a sintese da glutationa peroxidase (GUNBY, 1981), e atua como antioxidante
intracelular, na prevencao da peroxidacdo de lipidios das membranas celulares dos eritrécitos e de
outras células contra danos provocados pelos radicais livres (STADTMAN, 1980). Nos peixes,
grande parte do selénio é absorvida pela membrana branquial e pelo intestino, depois € estocado
nos tecidos, principalmente no figado, sob a forma inorganica (WATANBE e SATOH, 1997;
LOW e SIN, 1998).

Este elemento € um metaldide de significancia industrial, ambiental, bioldgica e
toxicoldgica (BISWAS et al., 1997). As industrias utilizam o selénio para fabricacdo de vidros,
células fotoelétricas, componentes e retificadores, semi-condutores, medicamentos e inseticidas
(GERMAN, 1992).

O nivel minimo requerido de selénio para dieta dos peixes encontra-se entre 0,2 e 0,5
mg/kg (STEFFENS, 1989). Para o Se a diferenca entre toxicidade e essencialidade ocorre em um
intervalo estreito de concentragdo, sendo esta em funcdo de sua lipossolubilidade (SCHWARZ e
PATHAK, 1975), das espécies envolvidas, da via de entrada no organismo e da quantidade ingerida.
Sao recomendados valores maximos de 0,01 mg/L para a manutencdo da vida aquética e de 0,05 a
0,25 mg/L para 4dguas destinadas ao abastecimento (DeMAYO et al., 1979).

Assim, como o mercurio, o selénio também sofre metilacao (NAS 1976) e bioacumulagdo
(SANDHOLM et al., 1973). A magnitude dessa bioacumulacdo dependendo tanto de fatores
endégenos (p. ex.: estado fisiologico, idade e habito alimentar dos organismos presentes no
ambiente) como exdgenos (p. ex.: O D, temperatura, pH e alcalinidade da dgua; velocidade de
fluxo; tipo de sedimento; presenca de elementos contaminantes € Vvivos no meio)
(REINCHENCBACK-KLINKE, 1982). Apesar de ainda ndo se ter definido a toxicidade deste
elemento para a ictiofauna, sabe-se que 3,0mg/kg de Se ja é téxico para pequenos mamiferos

(DeMAYO et al., 1979).
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Segundo GATLIN e WILSON (1984), a contaminagdo dos ecossistemas aquaticos por
selénio causa efeitos toxicos em peixes, tais como, reducao do crescimento e mortalidade.

Os efeitos sub-letais prevalentes em peixes expostos a alta concentragdo de selénio, inclui
reducgdo nos niveis de hematdcrito e hemoglobina, edemas, degeneracio do foliculo ovariano e do
figado, aparecimento de aberra¢des cromossdmicas e complicacdes no miocardio e pericardio
(PETERS et al., 1999; DEAKER e MAHER, 1997).

A manifestacao primdria da toxicidade do selénio € a falha no processo de sintese protéica.
Quando em excesso, o selénio substitui erroneamente o enxofre, resultando em compostos que
impedem a formacdo de ligacdes importantes. O resultado disso sdo enzimas e moléculas
protéicas distorcidas e disfuncionais, que impedem processos bioquimicos normais das células. A
substituicdo do enxofre pelo selénio prejudica a formacdo de proteinas, tanto em peixes jovens
como em adultos, sendo que muitos 6rgaos e tecidos internos desenvolvem processos patoldgicos
cronicos, assintomaticos (LEMLY, 2002).

Muitas pesquisas tém sido direcionadas ao estudo da polui¢do aqudtica, mas as
conseqiiéncias de interacdes simultdneas entre dois ou mais poluentes no mesmo organismo
aqudtico ainda sdo pouco conhecidas. Uma forte suposicdo a respeito da acdo antagbnica do
selénio sobre o efeito téxico do mercirio vem sendo investigada e demonstrada em pesquisas
sobre interagdo de poluentes em diversos organismos (STOEWSAND et al., 1974; JORGENSEN
e HEISINGER, 1987; CUVIN e FURNESS, 1988).

Numerosos estudos tém sido realizados sobre a interagdo mercurio-selénio, mas o
mecanismo de desintoxicagdo do mercurio ndo tem sido bem definido. Além disso, a agdo
antagdnica do selénio contra o merctrio € bastante complexa e é altamente dependente da fonte
alimentar e da forma quimica do selénio (CAPPON e SMITH, 1982).

Uns dos primeiros estudos sobre o efeito antagénico do selénio sobre a toxicidade do

mercurio foram conduzidos por PARIZEK e OSTADALOVA (1967) em ratos de laboratorio.
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Este estudo induziu numerosas investigagdes sobre a interacdo do mercurio e selénio em outros
organismos (CUVIN e FURNESS, 1988). Em estudos com peixes, o tratamento com selénio
dissolvido diretamente na dgua simultaneamente com o mercurio resultou em baixa mortalidade,
em relacdo aqueles submetidos ao tratamento somente com mercirio (CUVIN e FURNESS,
1988).

Mesmo com todas as teorias apresentadas, o mecanismo de interacdo Se-Hg ainda é
desconhecido e, portanto, a maioria delas € especulativa (CRAIG, 1986).

Os testes de toxicidade com organismos aqudticos em condi¢des de laboratdrio
possibilitam a qualificagcdo e a mensura¢do dos efeitos dos produtos toxicos sobre a biota e a
estimativa dos riscos de intoxicacdo ao ambiente. Os organismos representativos do ambiente sao
utilizados como organismos teste, sendo submetidos a diferentes concentracdes do agente téxico,
por um determinado periodo de tempo (GHERARDI-GOLDSTEIN et al., 1990). De acordo com
SOARES (1991), os testes de toxicidade servem de base para a politica adequada de gestdo dos
recursos ambientais, constituindo um instrumento fundamental na preservacdo do ambiente.

Para efeito de monitoramento de um corpo de 4gua possivelmente contaminado com
substancias toxicas, os testes mais utilizados sdo os de avaliacdo das toxicidades aguda e cronica.
Nos testes de toxicidade aguda sdo utilizadas diferentes concentracdes de dada substancia, dentro
de condicdes pré-estabelecidas. O efeito observado ao final de 96 horas de exposicdo € a
imobilidade ou a mortalidade dos organismos. Com os dados de mortalidade obtidos, determina-se a
CLsp (Concentracdo Letal Média), isto é, a concentracdo que causa mortalidade em 50% dos
organismos em 96 horas (CETESB, 1999). Nos testes de toxicidade cronica o tempo de exposicao
envolve periodos mais longos com concentragdes sub-letais, no qual se avaliam os parametros de
comportamento e as alteracdes fisioldgicas e morfoldgicas. Assim, o impacto dos poluentes sobre os
organismos aqudticos pode ser estimado e monitorado por testes de toxicidade em condi¢Oes de

laboratorio (RAND e PETROCELLI, 1985).
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Desta maneira, os estudos da relagdo dos componentes bidticos e abidticos do ecossistema
constituem uma importante ferramenta para assegurar a qualidade do meio ambiente, da produgdo

aqiiicola e principalmente da satide publica.
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3- OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo:

- analisar por meio de teste de toxicidade aguda (96 h) a capacidade do selénio em
reduzir o efeito de letalidade causado pelo mercurio em tildpia.

- analisar por meio de testes de toxicidade cronica utilizando-se as andlises
hematoldgicas, as alteragdes provocadas pelas duas formas de selénio (selenito de sddio
(NaSe4+03) e selenato de sdédio (NaSe6+03)) e se estas tém efeito antagdnico ou minimizam a

toxicidade do cloreto de mercurio (HgCl,) para a til4pia.
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4- MATERIAL E METODOS
4.1- Descricao Geral

Neste trabalho foram realizados testes de toxicidade aguda e cronica, utilizando-se
alevinos e jovens de tildpia, O. niloticus, adquiridos de pisciculturas comerciais. Nos testes de
toxicidade aguda os alevinos foram expostos ao merctrio e ao selénio a fim de se avaliar o efeito
do selénio na reducdo da toxicidade causada pelo mercirio. Nos testes de toxicidade crdnica
foram utilizados jovens de tildpia expostos a concentragdes sub-letais de mercurio e selénio para
avaliar, através de andlises hematoldgicas se o selénio tem efeito antagdnico ou minimiza a

toxicidade do mercurio.

4.2- Conducio dos Bioensaios

A metodologia para condug¢do de bioensaios foi padronizada de acordo com as
recomendacdes expressas por Standard Methods for the Examination of Walter and Wastewater —
APHA (1998).

Os experimentos foram realizados no laboratério de Patologia de Organismos Aquéticos,
do Instituto de Pesca — SP, em ambiente climatizado (fotoperiodo 10L : 14 E e temperatura:
25°C).

Os peixes utilizados nos testes de toxicidade aguda e cronica foram aclimatados por um
periodo de duas semanas, em tanque com agua declorada com capacidade de 250 L. Durante este
periodo, os peixes foram alimentados com racdo comercial e ficaram sob observacdo a fim de
verificar possiveis sinais de doengas, estresse, presenca de parasitas, danos fisicos e mortalidade.
Em seguida os mesmos foram transferidos em aquarios de 40 L e aclimatados novamente por 48
horas, nas mesmas condi¢des de bioensaio (local x densidade).

A 4gua utilizada tanto nos experimentos quanto para a preparagdo e diluicdo das

concentracoes testadas, era proveniente do abastecimento urbano. O cloro residual desta fonte foi
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eliminado por meio do processo de filtragem (filtros tipo cuno em duas séries de substrato de
carvao), seguido de forte aeracao.

As substancias quimicas utilizadas foram: cloreto de mercurio (HgCl,), selenito de sddio
(NaSe**03) e selenato de sédio (NaSe® 03), todos do laboratério Synth®.

Solugdes estoques das substancias quimicas utilizadas foram previamente preparadas. O
cloreto de mercurio foi diluido na propor¢do de 0,1354g em 1000 mL de 4dgua MILLI-Q,
resultando em uma solugdo concentrada de 100mgHg . L. O selenito de sédio e o selenato de
soddio foram diluidos na proporcao de 1,666g e 1,197g respectivamente em 500 ml de dgua MILLI-
Q resultando em concentragdes de 1000 mgSe . L.

Estas solu¢des foram pipetadas e diluidas diretamente nos aqudrios, em quantidade
suficiente para proporcionar as concentracoes testadas. Logo apds a adicdo da substincia quimica,
a dgua foi agitada para promover a homogeneizagdo das solugdes.

As seguintes varidveis fisicas e quimicas da 4gua foram monitoradas no inicio e a cada 24
horas, durante os experimentos: temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade elétrica. A
andlise da dureza pelo método titulométrico do EDTA, alcalinidade (mg CaCOs/L) por
titulometria e amonia total (mg NH4/L) pelo método colorimétrico do reagente de Nessler, foram

realizadas no inicio e ao final dos experimentos.
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4.3- Teste de Toxicidade Aguda
Para este teste foram utilizados alevinos de tildpia, O. niloticus, com peso médio de 0,33 +

0,08 g e comprimento total médio de 2,9 + 0,29 cm (Figura 2).

Figura 2 — Alevino de tilapia, Oreochromis niloticus, utilizado no experimento de
toxicidade aguda com Hg e Se

Os alevinos foram transferidos para aquérios com sistema de aeragdo artificial, contendo 5
L de solucdo-teste.. A densidade foi de 2 alevinos / L e o sistema utilizado foi o semi-estatico,
onde a solugdo era substituida a cada 24 horas. Os aqudrios eram revestidos internamente com
sacos pldsticos transparentes para evitar a contaminacdo destes com as substincias quimicas
utilizadas. O periodo total de exposicdo foi de 96 horas, durante os quais os peixes ndo foram
alimentados (APHA, 1998).

A concentracdo de mercurio utilizada neste experimento foi definida em testes
preliminares, considerada concentragdo letal média — CLsy (0,4 mg Hg . L"). Essa concentragao
foi associada a 1,0 mg Se . L' de selenito de s6dio (NaSe4+03) e de selenato de sédio (NaSe6+03),
definidas como concentracdo de efeito letal ndo observado (CELNO), a partir das observacdes feitas
no estudo desenvolvido por GONCALVES (2004).

Os tratamentos consistiram na seguinte composicdo: I) grupo controle; II) somente Hg
(CLsp); III) somente Se**(CELNO); IV) somente Se® (CELNO); V) Se*" (CELNO) + Hg (CLso) e

VI) Se®* (CELNO) + Hg (CLsy).
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Os aquaérios foram dispostos em quatro repeti¢des, contendo cinco tratamentos diferentes e

mais o grupo controle, totalizando 24 aquérios (Figura 3).

Figura 3 — (a) Vista da bateria de aqudrios utilizados no teste de toxicidade aguda com Hg e Se, (b)
sistema de aeracdo artificial utilizado durante o experimento de toxicidade aguda com Hg e Se

A ocorréncia de mortalidade foi registrada nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas de
exposi¢do, com a retirada dos organismos mortos.
Os resultados foram avaliados através da aplicacdo do teste estatistico “ANOVA” e teste

Tukey para verificar a existéncia de diferencas significativas entre os tratamentos. (ZAR, 1996).
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4.4- Teste de Toxicidade Cronica
Foram utilizados jovens de tildpia, O. niloticus, adquiridos de uma piscicultura comercial

com peso médio de 32,04 + 5,35 g e comprimento médio de 10,27 + 1,39 cm (Figura 4).

B i e S e LT v
TP

Figura 4 - Jovem de tildpia Oreochromis niloticus, utilizada no experimento de
toxicidade cronica com Hg e Se

Ao final do periodo de aclimatacdo, os jovens foram transferidos para aqudrios revestidos
internamente com sacos plésticos transparentes, contendo 40 L de solucdo-teste e providos de
aeracdo artificial. Os aquarios eram revestidos internamente com sacos pldsticos transparentes
para evitar a contaminacao destes com as substancias quimicas utilizadas. O sistema utilizado foi
o semi-estatico, onde 1/3 da solucdo era substituida a cada 3 dias.

Os aquarios foram dispostos em trés repeticdes, contendo cinco tratamentos diferentes

com concentragdes sub-letais de Hg e Se e mais o grupo controle, totalizando 18 aquarios (Figura

5).
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Figura 5 — Aquarios utilizados para o teste de toxicidade cronica realizado com
tildpia Oreochromis niloticus contaminada com Hg e Se

As concentracdes de selenito de sédio e selenato de sédio usadas foram definidas a partir
dos resultados observados por GONCALVES (2004) e a concentragdo de mercurio a partir dos
resultados de ISHIKAWA (2003), por meio do teste de toxicidade cronica em tildpia, O. niloticus.
As concentracdes testadas neste estudo foram: 0,08 mg Hg . L' 04 mg Se** . L'e 14 mg Se®* .
L

Os tratamentos consistiram na seguinte composicdo: I) controle; II) somente Hg; III)
somente Se**; IV) somente Se®; V) Se** + Hg e VI) Se® + Hg. No inicio do experimento,
coletou-se sangue de seis individuos antes da distribuicdo de peixes nos aquérios, sendo
denominados como momento zero. O experimento foi conduzido durante 14 dias, na densidade de
16 peixes por aqudrio, com amostragem de dois individuos por tratamento, de cada repeticdo,
totalizando seis individuos por tratamento, nos intervalos de 0, 3, 7, 10 e 14 dias. Nos periodos de
coleta os peixes eram alimentados diariamente com ra¢do extrusada, com 30% de proteina bruta,
seguido de sifonagem do excedente e de excretas e substituicao de 1/3 da dgua, por uma solugdo

previamente preparada e de mesma concentracao.



22

Para as andlises hematoldgicas, os peixes foram retirados dos aquérios, anestesiados com
benzocaina e o sangue coletado por pung¢do caudal, com auxilio de seringas descartdveis,

heparinizadas (Figura 6). Apds a retirada do sangue os peixes eram sacrificados e descartados.

Figura 6 - Coleta de sangue por pungdo caudal em jovem de Oreochromis
niloticus

Com as amostras de sangue foram determinados: nimero de eritrécitos (Er), contados em
camara de Neubauer, utilizando-se o diluente de Hayem, hematdcrito (Ht), pela técnica de
microhematdcrito, segundo GOLDENFARB et al. (1971), taxa de hemoglobina (Hb) pelo método
de cianometahemoglobina, segundo COLLIER (1944) e calculados os indices hematimétricos
VCM (volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média) e CHCM
(concentragdo de hemoglobina corpuscular média), segundo WINTROBE (1934).

Os dados obtidos nas andlises hematoldgicas foram submetidos ao teste estatistico
“ANOVA” e teste Tukey, comparando a diferenca entre as médias dos tratamentos, por tempo e

entre as concentragdes (ZAR, 1996).
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5- RESULTADOS
5.1- Toxicidade Aguda

As varidveis fisico-quimicas da dgua utilizada durante o periodo de bioensaio de
toxicidade aguda (Tabelas 1 e 2) ndo apresentaram alteracdes que pudessem interferir nos
resultados obtidos, estando todas dentro dos niveis ideais recomendados por BOYD (1982) para a

manutencao de peixes em sistemas de cultivo.

Tabela 1 — Média das varidveis fisico-quimicas da dgua no teste de toxicidade aguda em Oreochromis
niloticus exposta ao Hg e ao Se

Tratamento Alcalinidade Dureza total Amonia nao

(mg.L’l) (mg CaCO;.L™") (mg CaCO;.L™") ionizada

(mg L
Controle 13.32 20.58 0.021
CELNO Se** 11.42 19.60 0.016
CELNO Se** 13.32 19.60 0.014
Hg 13.32 19.60 0.035
Hg + CELNO Se* 13.32 19.60 0.014
Hg + CELNO Se* 13.32 21.56 0.033

CELNO - Concentracio de Efeito Letal Nao Observado

Tabela 2 — Média e desvio padrao das varidveis fisico-quimicas da 4gua no teste de toxicidade aguda em
Oreochromis niloticus exposta ao Hg e ao Se

Tratamento pH Condutividade Oxigénio Oxigénio Temperatura

(mg.L’l) elétrica (pScm’l) Dissolvido Dissolvido °C)

(mg.L’l) (% saturacdo)

Controle 7,50 + 0,32 69,13 + 3,70 7,42 + 0,20 96,30 + 1,52 23,30+ 0,75
CELNO Se** 7,76 £ 0,19 73,01 + 3,37 7,76 + 0,19 97,35 + 0,99 22,64 + 0,27
CELNO Se®* 7,87 +0,14 72,60 + 2,60 7,47 + 0,20 96,25 + 1,44 23,38+ 0,71

Hg 7,86 + 0,12 71,04 + 3,33 7,51 +0,21 97,31 + 0,87 23,56 + 0,69
Hg + CELNO Se** 7,93 +0,19 70,21 + 6,36 7,93 + 0,19 97,05+ 1,28 23,46 + 0,74
Hg + CELNO Se** 7,85 +0,17 73,09 + 4,99 7,50 + 0,20 97,50 + 1,03 23,51+ 0,74

CELNO - Concentracao de Efeito Letal Nao Observado

Os resultados de mortalidade das tildpias expostas aos diferentes tratamentos de mercurio

e selénio, por 96 horas, sdo apresentados na Tabela 3.
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Ap6s 24 horas de exposicdo, nos tratamentos que continham mercirio, os peixes
apresentaram sinais clinicos de intoxicagdo tais como: hiperatividade, escurecimento da pele,
natacdo desordenada, maior batimento das nadadeiras, aumento nos movimentos operculares,
dispnéia e morte.

Nao houve diferenca significativa (P>0,05) nos indices de mortalidade entre o tratamento
com apenas Hg e os que o associavam ao Se (Hg + CELNO Se* e Hg + CELNO Se®). Os
tratamentos com apenas Se nao diferiram do grupo controle, evidenciando que as concentragdes

usadas sdo realmente concentracdes de efeito letal ndo observado.

Tabela 3 — Mortalidade média acumulativa (%) em tilapia do nilo, Oreochromis niloticus em fungdo do
tempo no teste de toxicidade aguda com Hg e Se

Tempo (horas)

Tratamentos 24 48 72 96
Controle 0,0 5,0 5,0 5,0°
Hg 7,5 15,0 32,5 50,0
CELNO Se** 2,5 5,0 5,0 7,5
CELNO Se** 0,0 0,0 2,5 15,0°
Hg + CELNO Se** 2,5 5,0 25,0 32,5°
Hg + CELNO Se®** 15,0 25,0 37,5 55,0

Os valores na coluna com a mesma letra (a., b) ndo diferem estatisticamente entre si

CELNO - Concentracio de Efeito Letal Nao Observado



25

5.2- Toxicidade Cronica

As varidveis fisico-quimicas da dgua utilizada durante o periodo de bioensaio de
toxicidade cronica (Tabelas 4 e 5), ndo apresentaram altera¢des que pudessem interferir nos
resultados obtidos, estando todas elas dentro dos niveis ideais recomendados por BOYD (1982)

para a manutenc¢ao de peixes em sistemas de cultivo.

Tabela 4 — Valores médios das varidveis fisico-quimicas da dgua no teste de toxicidade cronica em
Oreochromis niloticus exposta ao Hg e ao Se

Tratamento Alcalinidade Dureza total Amonia nao
(mg.L'l) (mg CaCOs/L)  (mg CaCOs/L) ionizada
(mg.L')
Controle 21,80 21,12 0,034
Hg 22.30 22.52 0,034
Set* 23,78 21,11 0,035
Se®* 23,84 21,11 0,034
Hg + Se** 22,37 23,21 0,032
Hg + Se®* 21,65 21,11 0,035

Tabela 5 - Valores médios e desvio padrdo das varidveis fisico-quimicas da dgua no teste de toxicidade
crdnica em Oreochromis niloticus exposta ao Hg e ao Se

Tratamento pH Condutividade Oxigénio Oxigénio Temperatura

(mg.L'l) elétrica Dissolvido Dissolvido °C)

(pScm’l) (mg.L’l) (% saturacdo)

Controle 7,63 + 0,38 148,97 + 42,46 6,52+ 0,91 85,00 + 10,30 24,02 + 1,32
Hg 7,80 + 0,25 136,56 + 37,30 6,36 + 1,03 83,00 + 11,85 23,72 + 1,31
Se*t 7,77 + 0,23 143,55 + 43,55 6,15+ 0,82 80,00 + 09,33 23,78 + 1,34
Se* 7,83 + 0,00 150,00 + 45,60 6,40 + 0,90 83,00 + 10,00 23,60 + 0,90

Hg + Se* 7,85+ 0,20 141,40 + 36,50 6,50 + 1,00 85,00 + 08,05 23,90 + 0,90

Hg + Se* 7,76 + 0,00 130,30 + 36,59 6,40 + 0,80 83,00 + 09,10 23,80 + 0,90

Analisando os dados obtidos através da andlise estatistica para as diferentes caracteristicas
hematoldgicas foi observado que somente os peixes do tratamento contendo a associa¢do
mercurio + selenito de s6dio ndo apresentaram diferenca significativa ao longo do tempo,

demonstrando menores variacdes durante o periodo de experimentacio (Figuras 7 e 8).



26

No final de 14 dias os valores médios de eritrocitos, em todas as concentracdes testadas,
apresentaram maiores valores do que no inicio do experimento (Figura 7 a). Nos tratamentos de
mercurio e de associacdo mercurio e selénio houve diminui¢do nos nimeros de eritrécitos, nos
primeiros dias de experimento.

Pela Figura 7 b e c verifica-se que os valores médios do hematdcrito e da taxa de
hemoglobina reduziram-se em todas as concentragdes testadas, durante os trés primeiros dias de
experimento.

O valor médio de VCM no inicio do experimento foi de 182,50 W’ sendo que no final de
14 dias demonstrou reducd@o nos peixes de todos os tratamentos, com média de 150,50 o’ (Figura
8 a).

No final do experimento os valores médios de HCM dos peixes de todos os tratamentos
também demonstraram reduciao em seus valores com média de 42,38 ug se comparado ao inicio
do experimento com valor médio de 52,2 ug (Figura 8 b).

A média de CHCM dos peixes mantidos na concentracdo mercurio + selenato de sodio
apresentou diferencga significativa (P<0,05) em relacdo aos do grupo controle no décimo dia de
coleta (Figura 8 c). Entre o décimo e décimo quarto dia de coleta os peixes desse mesmo

tratamento mostraram aumento no CHCM.
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6- DISCUSSAO

De acordo com MIKRYAKOV e LAPIROVA (1997) a contaminag¢do por mercirio nos
peixes leva a alteracdes indesejaveis para saide do animal, tais como a inibi¢do dos processos
metabolicos, baixa fecundidade, pequena taxa de sobrevivéncia e alteracdo da capacidade de
defesa celular e humoral. Os sinais clinicos de intoxica¢do causados pelo mercurio verificado no
teste de toxicidade aguda do presente estudo, também foram observados por BOLDRINI e
PADUA (1983), os quais relataram rigidez do corpo, estiramento das nadadeiras, movimentos
lentos, perda de equilibrio, asfixia e morte.

O selénio tem sido sugerido como recurso para reduzir a intoxicacdo causada pela
contaminagdo por mercurio (RUDD et al., 1980), e o seu uso tem sido investigado em diversas
pesquisas devido a forte suposicdo do seu efeito antagdnico sobre a acao téxica do mercurio.

STOEWSAND et al. (1974), adicionando selénio numa concentracdo de 5 ppm na racao
de Coturnix coturnix japonica observaram efeito antagénico do selénio contra a intoxicagao
causada pelo metilmercirio (20 ppm), resultando em apenas 21% de mortalidade, sendo que na
dieta com racao contendo somente metilmercurio apresentou 92,2% de mortalidade.

Em estudos realizados por CURVIN e FURNESS (1988) expondo Phoxinus phoxinus ao
selenato de sédio (0,3 mg . L") em combinacdo com o cloreto de mercirio (0,3 mg . L™)
dissolvidos na dgua, mostraram taxas de sobrevivéncia significativamente altas em relacdo
aqueles organismos expostos somente a0 mercurio.

Porém com base nos resultados obtidos no presente trabalho nao foi observado tal efeito
(Tabela 3), pois ndo foi encontrada diferenca significativa entre os tratamentos de mercurio € nas
associacdes, demonstrando que tanto o selenito de s6dio quanto o selenato de sddio ndo
manifestaram efeito antagdnico sobre a acdo téxica do mercturio, apresentando grande mortalidade

dos peixes expostos aos tratamentos de associacdo destes elementos.
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PEDERSEN et al. (1998) observaram que a exposi¢do de selenito e selenato de sddio
dissolvidos na dgua ndo afetou a absor¢ao de metilmercurio através do epitélio branquial de truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e nao apresentou mudancga na taxa pelo qual o este metal é
liberado das branquias, sugerindo que quaisquer interagdes entre selénio e mercirio na dgua nao
influenciam diretamente a absor¢cdo ou a liberagdo do mercirio das branquias. Estes autores
sugerem ainda que a absorcao de selénio dissolvido na dgua através das branquias ocorre muito
lentamente e o curto tempo de exposi¢cao nao afetou a absor¢ao ou liberacao do metilmercurio.

Em relacdo as diferentes caracteristicas hematologicas, nos trés primeiros dias de
experimento (Figura 7 a, b, ¢), verifica-se que houve diminui¢do no nimero de eritrocitos apenas
nos tratamentos de associacdo de mercurio e selénio. J4 para o hematdcrito e a taxa de
hemoglobina ocorreu redu¢do em todas as concentracdes. Resultados semelhantes foram
encontrados por FLETCHER e WHITE (1986) para Aphanius dispar exposto ao cloreto de
mercurio. Estes autores afirmam que a diminui¢@o de eritrocitos e hematdcrito estio relacionadas
com o processo de hemdlise das hemdcias em conseqiiéncia da toxicidade do mercirio ou do
selénio. Por outro lado esta reducdo nos valores dos parametros sangiiineos logo no inicio do
experimento se deve provavelmente ao estresse do confinamento e da manipulagdo, como foi
observado por AFFONSO et al. (2002) em Colossoma macropomum, exposto ao H,S por 96
horas e por ISHIKAWA (2003) e por GONCALVES (2004) em Oreochromis niloticus expostas
ao Hg e ao Se, respectivamente.

No presente trabalho os valores médios de eritrdcitos, taxa de hematdcrito e taxa de
hemoglobina nio apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle (Figura 7 a, b, c).
Entretanto, ao final de 14 dias o ndmero de eritrdcitos, em todas as concentragdes testadas,
apresentaram maiores valores do que no inicio do experimento (Figura 7 a). Em estudos
realizados com Channa punctatus (JUNEJA e MAHAJAN, 1983) e em truta arco-iris

(O’CONNOR e FROMM, 1975) expostos ao Hg, foi notado aumento do niimero de eritrdcitos e
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hematdcrito. Estes tltimos autores observaram no inicio do experimento, queda de hematdcrito e
ao final de 12 semanas, constatou o oposto. Os autores mencionam a possibilidade de que tenha
ocorrido estimulagdo dos tecidos eritropoiéticos em resposta a diminui¢do de eritrocitos
ocasionados pela hemolise destas células como conseqii€éncia da exposi¢do ao mercurio. Além
disso, OLIVEIRA-RIBEIRO et al. (2000) relatam que peixes expostos ao mercurio inorganico
dissolvido na dgua apresentam processo de hipdxia, determinado pela hiperplasia celular nas
lamelas secunddrias das branquias, diminuindo a superficie de troca gasosa. Em resposta a
dificuldade respiratéria, o organismo estimula o aumento de eritrécitos, da hemoglobina e do
CHCM como mecanismo para aumentar o carreamento de oxigénio correlacionando assim, as
alteracdes sangiiineas como fator secunddrio da lesdo do mercurio nas branquias dos peixes
(AFFONSO et al., 2002).

A reduc¢do nos valores de VCM no final de 14 dias sugere anemia microcitica onde houve
diminui¢do do diametro dos eritrécitos, provavelmente devido a hipoxia, estresse. Isto € resultado
da diminui¢do da taxa de hemoglobina e da quantidade de hemoglobina dentro dos eritrdcitos
(HCM) (Figura 8). Segundo NUSSEY et al. (1995), o decréscimo do VCM ¢ resultado do grande
nimero de células vermelhas imaturas liberadas na circulagdo sangiiinea para conter uma agdo
patogénica. Além disso, o volume corpuscular médio d4 uma indicac@o do estado ou do tamanho
das células vermelhas e reflete a divisdo celular anormal durante a eritropoiese (LARSSON et al.,
1985).

Embora os valores médios de CHCM dos peixes expostos a concentra¢do de associagdo do
mercurio + selenato de s6dio tenham apresentado diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle no 10° dia de coleta (Figura 8 c), verificou-se que este indice pouco se alterou ao longo
do tempo. Isto pode estar indicando que a concentracdo de hemoglobina dentro dos eritrdcitos
permaneceu a mesma, a despeito dessas células apresentarem alteracdo em seu tamanho talvez em

conseqiiéncia da dificuldade respiratéria causada por este tratamento. Além disso, nos dltimos
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dias de experimento os peixes do tratamento Hg + Se®* apresentaram aumento de CHCM, da taxa
de hemoglobina e também do nimero de eritrécitos como possivel mecanismo para aumentar o
carreamento de oxigénio (AFFONSO et al., 2002).

Segundo FLETCHER e WHITE (1986) a causa mais provavel da toxicidade do mercurio é
a sua afinidade aos grupos sulfidrila nas proteinas da membrana das células, afetando a sua
conformagdo e permeabilidade. RIBAROV e BENOV (1981) sugeriram que a peroxidacdo da
membrana lipidica é também um possivel mecanismo de dano para as membranas dos eritrocitos
na hemolise induzido pelo metal.

De acordo com CRAIG (1986), cada molécula de selénio pode induzir a formagao de um
grande complexo selenioproteico capaz de se ligar a varios &tomos de merctrio. Este mesmo autor
concluiu que o selénio pode alterar a distribuicdo do mercurio nos tecidos por deslocar este metal
do complexo formado com o grupo sulfidrila das proteinas, a causa principal de sua toxicidade. O
selénio pode, ainda, juntamente com a vitamina E, agir como antioxidante, contra atacando o
efeito dos radicais livres produzidos pela acdo téxica do mercirio nas membranas celulares
(SORENSEN, 1991).

A ineficdcia do selénio na reducdo do efeito téxico do mercurio no presente estudo se deve
provavelmente ao curto tempo de exposi¢do, uma vez que a absor¢do do selénio da dgua se d4
muito lentamente (PEDERSEN er al., 1998), ou a concentracdo de selénio utilizada nao foi
adequada para combater o efeito téxico do mercurio. Por outro lado, se concentracdes altas de
selénio fossem utilizadas neste experimento, talvez este proprio elemento pudesse causar mais
efeitos toxicos.

Segundo STOEWSAND et al. (1974) a propor¢do 1:1 de mercurio e selénio foi a mais
eficaz na reducdo dos sintomas neuroldgicos e na morte em Coturnix coturnix japonica

intoxicados pelo metilmercirio. CUVIN e FURNESS (1988) encontraram que a concentragao
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molar de aproximadamente 1,5:1 de mercurio e selénio foi eficiente no combate da mortalidade
causada pelo mercurio inorganico em Phoxinus phoxinus.

RUDD et al. (1980) sugerem que a propor¢cdo mercurio e selénio na biota de sistemas de
dgua doce contaminada com mercurio poderdo ser favoravelmente ajustados. Portanto a
bioacumulacdo do selénio pelo peixe poderd ser muito promissora, mas antes deste elemento ser
usado como meio para combater o efeito toxico do mercurio € necessario investigar
cuidadosamente os aspectos diretos e indiretos da toxicidade do selénio ndo s6 aos organismos
aqudticos, mas também ao homem. Certos aspectos deste estudo podem proporcionar manejos
alternativos para combater os problemas causados pelo mercurio e outros metais pesados.

As interacdes entre o selénio e 0 mercuirio em organismos aquaticos sdo certamente uma
realidade, mas o verdadeiro antagonismo entre estes dois elementos ainda ndo foi claramente
demonstrado no ambiente aquatico (PELLETIER, 1985). Assim como no presente estudo, o
melhor conhecimento quimico e bioquimico da interacdo mercurio-selénio em organismos
aqudticos poderd levar a aplicagdes praticas muito importantes.

Com os resultados obtidos em relacdo aos parametros sangiiineos percebeu-se que as
alteracOes sangiiineas nao foram afetadas significativamente pelo mercurio. Supde-se, entdo, que
essa espécie € resistente aos efeitos toxicos do Hg nesta concentragdo no periodo estudado e
mais vulnerdvel ao estresse. Portanto, fica dificil afirmar se a alteracdo sangiiinea causada
pela concentragdo de associagdo mercurio + selenato de sddio foi devido a ineficacia do
selénio ou se a sua presenca foi prejudicial, j& que as duas formas de selénio também ndo
causaram alteracOes significativas. Acredita-se, portanto, que seja necessario a utilizacdo de
concentracdes mais altas de mercurio ou de maior tempo de exposi¢do em pesquisas futuras.

Mesmo nio tendo apresentado diferenca significativa entre os tratamentos de mercurio e
nas associacdes no teste de toxicidade aguda, observou-se que o tratamento de mercurio + selenito

de sddio apresentou menor mortalidade (32,5%) do que o tratamento de mercurio + selenato de
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sodio (55%) e somente mercirio (50%), sugerindo que o selenito de s6dio associado com o
mercurio parece reduzir o efeito de letalidade causada pelo merctirio.

Observando os resultados do teste de toxicidade crOnica, o tratamento de associacdo
mercirio + selenito de sddio apresentou menores variacdes nos parametros sanguineos se
comparado com os demais tratamentos (Figuras 7 e 8), este tratamento (selenito + mercurio) foi o
unico que nao apresentou diferenca significativa ao longo do tempo, sugerindo que o selenito de

sodio parece ter uma leve tendéncia na reducdo da toxicidade causada pelo mercurio.
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7- CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou no experimento de toxicidade aguda que as duas formas de
selénio (selenito e selenato de s6dio), nas concentra¢des usadas ndo provocaram efeito antagdnico
ao mercurio, pois este causou efeitos toxicos mesmo em associa¢ao ao selénio.

No experimento de toxicidade cronica a concentracdo de mercurio utilizada ndo provocou
alteracoes significativas nas varidveis sangiiineas. As altera¢des observadas devem ser atribuidas
mais ao estresse do experimento do que a toxicidade dos metais pesados empregados nos

experimentos.
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