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RESUMO

O mercurio (Hg) e seus compostos organometalicos sdo considerados altamente
toxicos para o ecossistema aquatico. O metilmercurio (MeHg), especificamente, é
considerado o mais toxicos dentre as formas de Hg e pode se acumular em
organismos topo de cadeia. Neste trabalho, as espécies Oreochromis niloticus
(peixe) e Rattus norvergicus (mamifero) foram utilizadas para avaliar
experimentalmente o efeito do MeHg por via tréfica. Os peixes foram distribuidos em
3 grupos, sendo dois alimentados com ragao contaminada (concentragcao 1 = 1,03 £
0,15 e concentragdo 2 = 8,27 + 1,25 ugHg.g™') e um grupo alimentado com dieta sem
o metal, como grupo controle. O experimento foi conduzido por 42 dias e foram
avaliadas as variaveis sangliineas, bioquimicas, relacdes hepato e
esplenossomaticas e a bioacumulagdo do metal em musculatura, figado, rim, bago e
encéfalo. Posteriormente, a musculatura de peixes contaminados e peixes controles
(concentragdo 1 = 0,31 + 0,03; concentracdo 2 = 3,04 + 0,94 ugHg.g™; controle =
concentracao abaixo do limite de deteccédo) foram triturados e fornecidos a ratos
Wistar por gavagem, durante 28 dias de experimentagéo. Nesta etapa, foi utilizado o
mesmo delineamento anterior e realizada as mesmas analises. Nos peixes, o0 MeHg
mostrou-se altamente bioacumulativo nas duas concentracbes testadas,
principalmente no rim e no figado, e provocou discretas alteragdes nos quadros
hematolégico e hepatossomatico. Nos ratos, as varidveis sangiineas, bioquimicas e
relagbes somaticas nao apresentaram diferenca significativa entre os diferentes
grupos avaliados. Por outro lado, ratos alimentados com musculatura de peixes com
nivel mais elevado de Hg apresentaram maior acumulo de Hg no rim, figado, bago,
musculatura e encéfalo em comparagdo ao grupo alimentado com a menor
concentracao de Hg. Com estes resultados estimou-se a relacdo do 6rgao mais
sensivel para o menos sensivel a bioacumulagdo do Hg: rim > figado > bago >

musculatura = encéfalo.



ABSTRACT

Mercury (Hg) and its organometallic compounds belong to the most toxic substances
for aquatic ecosystems. Methylmercury (MeHg) is the most hazardous Hg species
know, and is a toxicant that is accumulated by aquatic organisms and biomagnified
along food chains. In this work aimed to assess the toxic influence of the MeHg by
food in Oreochromis niloticus (fish) and Rattus norvergicus (mammal). Two groups of
fish were fed with diet contaminated (concentration 1 = 1.03 £ 0.15 and concentration
2 = 8.27 + 1.25 ugHg.g™"), and one group were fed without MeHg (control group).
This experiment was conducted for 42 days and was analysed hematological
parameters, blood chemistry, relations hepato and splenossomatic, and
bioacumulation of Hg in muscle, liver, kidney, spleen and brain. Afterwards, Wistar
rats were fed fish-muscle diets contaminated (concentration 1 = 0.31 £ 0.03 and
concentration 2 = 3.04 + 0.94 ugHg.g™') by gavagem for 28 days, and one group
were fed with fish control. In this stage were utilize the same experiment design and
analyses applied in fish test. The results obtained in fish shows that Hg is mainly
accumulated in the tissues of kidney and liver. The effect toxicity of Hg shows a
slight alteration in hematological parameters and hepatossomatic in fish. In rats the
hematological parameters, blood chemistry, relations somatic did not differ among
the experimental control. On the other hand, rats fed the highest level of Hg had a
significantly higher kidney, liver, spleen, muscle and brain Hg contamination
compared to rats fed the lower Hg diet and control group. With this results can be
ranked from most to least sensitive to biacumulate Hg: kidney > liver > spleen >

muscle = brain.



1. INTRODUCAO

A aquicultura € um dos sistemas de producdo que mais cresce no mundo.
Baseado em estatisticas da FAO (1998), a produgdo mundial tem aumentado na
proporgcao de 10% ao ano, na ultima década. Os dados revelam que a atividade

cresce ainda mais rapidamente nos paises em desenvolvimento (NEW, 1998).

A contribuicao brasileira representa apenas 10% da produgédo aquicola da
América Latina, que por sua vez € responsavel por aproximadamente 1,8 % da
producédo global (OSTRENSKY et al., 2000). No entanto, a aquicultura comega a
desempenhar importante papel econbmico e social no cenario nacional,
consolidando-se como atividade em expansao, gerando alimentos, empregos,

impostos e divisas (BORGHETTI e OSTRENSKY, 1998).

A tilapicultura vem se desenvolvendo de maneira rdpida e consistente, sendo
uma das mais importantes atividades aquicolas em muitas regides tropicais e sub-
tropicais do mundo. Calculos recentes da Organizacdo das Nagdes Unidas para a
Agricultura e a Alimentagao (FAO) indicam que o cultivo mundial de tilapias produz

mais de um milh&ao de toneladas por ano (CONROY e CONROQY, 2007).

Segundo VALENTI et al. (2000), a produgdo aquicola € inteiramente
dependente do ecossistema no qual esta inserida, pois 0s peixes vivem em contato
estreito com o seu meio e, por isso, sdo afetados pelas mudangas causadas por
diferentes agentes fisicos, quimicos e biol6gicos. Sendo assim, a exploragcédo
econémica dos peixes considerada um investimento, que requer conhecimentos
basicos dos principais fatores que direta ou indiretamente estejam ligados ao

ambiente aquatico.

A presenca de mercurio (Hg) nos ecossistemas naturais vem assumindo
dimensdes preocupantes, principalmente em decorréncia de suas multiplas fontes,

dentre elas, as naturais: gaseificacdo da crosta terrestre, depdsitos minerais,



emissdes vulcanicas e oceanicas; e antropogénicas: industrias, mineragéo de ouro,
laboratérios e queima de combustiveis fésseis (RENZONI et al., 1998;

BYCZKOWSKI e LIPSCOMB, 2001).

Todas as formas quimicas do Hg sdo consideradas toxicas. Porém, entre as
diferentes formas, o Hg organico ou metil-mercurio (MeHg) é particularmente a mais
importante, devido a sua alta toxicidade e a capacidade de acumulagédo no
organismo (QUEVAUVILLER et al., 1996; SANGA et al., 2001; DOMMERGUE et al.,
2003). Esta forma orgéanica tem origem do Hg inorganico (pouco bioacumulativo)
através da metilacdo por atividade bacteriana presente no ambiente aquatico

(SANGA et al., 2001; CARRINGTON e BOLGER, 2002).

Segundo RENZONI et al. (1998), o MeHg possui afinidade pelo grupamento
sulfidrila, ligando-se as proteinas e enzimas, podendo se acumular nos organismos
e aumentar a sua concentracdo ao longo da cadeia alimentar (biomagnificagéo).
Além disso, esta forma quimica é altamente neurotdxica para os mamiferos e pode
atravessar facilmente a barreira hemato-encefélica (SANGA et al., 2001). BLOOM
(1992) menciona que aproximadamente 95% do Hg absorvido pelo trato intestinal é
na forma de MeHg, sendo a exposicdo oral uma adequada via de estudo da
contaminag&o do organismo.

O impacto da toxicidade do MeHg foi observado pela primeira vez em
Minamata (Japao), em 1955, como conseqliéncia da ingestdo de peixes
contaminados com o metal. No Iraque, em 1970, ocorreu intoxicacdo devido ao
consumo de farinha de trigo que havia sido tratada com fungicida a base de MeHg.
No Brasil, estima-se que as populagdes ribeirinhas da bacia Amazénica e do
pantanal, que se alimentam de peixes, apresentem niveis de Hg acima dos
recomendados (LACERDA et al., 1991; PORVARI, 1995; SOUZA e BARBOSA,

2000; BOURGOIN-MAURICE et al., 2000; HYLANDER et al., 2000).



Na aquicultura, além do risco da existéncia do Hg no ambiente de criagéo, a
contaminacao pode ocorrer através da utilizacdo da farinha de peixe contaminada
com o metal, sendo que, em alguns casos, na elaboragdo das dietas este
ingrediente pode ter inclusao de até 20%.

Atualmente, varios autores preocupam-se com o elevado risco a que se
expde a populagdo pelo consumo de organismos aquaticos contaminados pelo Hg
(RENZONI et al, 1998; GINSBERG e TOAL, 2000; MYERS et al., 2000;
STEUERWALD et al., 2000; MERGLER, 2002; CARRINGTON e BOLGER, 2002;
FLAHERTY et al., 2003).

A intoxicacdo pelo MeHg em humanos, mesmo em baixos niveis, leva a
alguns sinais neurolégicos clinicos como: disturbio sensorial das extremidades,
ataxia, desequilibrio, constricao visual, dificuldade na fala e locomocgéao, fraqueza
muscular, tremor, perda da audigdo e disturbios mentais (ETO, 2000). Segundo
MERGLER (2002), foram registrados varios casos de criancas expostas ao MeHg
ainda no utero das maes contaminadas pela ingestao de peixes, sendo que estas
ndo apresentavam sintomas de intoxicagao.

Em vista do alto risco deste produto toxico ao ambiente e a saude publica, foi
determinado em 1975 pelo Ministério da Saude do Brasil o limite maximo de 0,5 ug
Hg.g" em peixes destinados ao consumo humano. A resolugcdo 357 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005) recomenda a concentracao maxima
de 0,0002 mgHg.L " nas aguas destinadas a criacéo de organismos aquéticos. RICE
et al. (2003) mencionam que a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA), estimou a dose de ingestao oral diaria de referéncia em 0,1 pgHg.kg™.dia™.
Sendo assim, regibes de risco aconselha-se limitar a ingestdo de peixes,
principalmente por mulheres gravidas e criangas (LIPFERT et al., 1996; SCHOBER
et al., 2003).

Nos peixes, a contaminagdo causa alteracGes indesejadas, tais como a

inibicdo dos processos metabdlicos, baixa fecundidade, diminuicdo na taxa de



sobrevivéncia e alteragcbes da capacidade de defesa celular e humoral

(MIKRYAKOV e LAPIROVA, 1997).

De acordo com OLIVEIRA-RIBEIRO et al. (1996), estudos de toxicidade
utilizando peixes em condi¢cdes controladas permitem, através de avaliagbes da
mortalidade, alteracées de comportamento e danos nos tecidos, obter informacdes
importantes correspondentes aos efeitos dos poluentes na biota de um ecossistema

aquatico natural.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Analisar a toxicidade do MeHg em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
visando conhecer o potencial téxico deste composto sobre alguns parametros
biolégicos, através de exposicdo tréfica em condicbes de laboratério. E
posteriormente avaliar o risco da biomagnificacdo deste poluente em ratos Wistar

(Rattus norvergicus).

2.2 Objetivos especificos
2.2.1 Oreochromis niloticus

- Descrever as alteragbes hematolégicas e de componentes do sangue
devido a presenca deste contaminante;

- Avaliar a relagao hepato e esplenossomatica;

- Determinar o acumulo de Hg em musculatura, figado, baco, rim e encéfalo,

por espectrometria de absor¢édo atémica de vapor frio.

2.2.2 Rattus norvergicus

- Descrever as alteragbes hematoldgicas e de componentes do sangue em
resposta a presenca deste contaminante.

- Avaliar a relagéao hepato, espleno, nefro e encéfalossomatica.

- Determinar o acumulo de Hg em musculatura, figado, bago, rim e encéfalo,
por espectrometria de absor¢édo atémica de vapor frio.

- Avaliar o processo de biomagnificacao deste poluente.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O Mercurio

O Hg é um metal que segundo a classificagdo dos elementos, encontra-se
juntamente com o cadmio e o zinco no grupo Il B da Tabela Periddica. O elemento
Hg é representado pelo simbolo universal (Hg) derivado do Hidrargyrum do latim.
Este metal, na forma elementar, possui algumas caracteristicas interessantes. Além
de inodoro € o Unico metal conhecido que se apresenta no estado liquido em
temperatura ambiente, gracas ao seu alto ponto de ebulicdo +356,72 °C e o baixo
ponto de fuséo -38,87 °C, que o tornam altamente estavel (WHO, 2003).

No meio ambiente 0 Hg encontra-se associado a outros elementos. O mais
comum é o enxofre, com quem forma o minério cindbrio (HgS) caracteristico pela
coloragdo vermelha ou preta. Além de seu estado elementar (Hg metélico), pode
existir nas formas: inorganica ou organica. Na forma inorgéanica pode ser encontrado
sob trés diferentes estados de oxidagdo: o Hg elementar (Hg®), o qual se encontra
principalmente na forma de gas; o ion mercuroso (Hg.**), forma pouco estavel em
sistemas naturais e o ion mercurico (Hg®*). Na forma organica, o ion mercirico
apresenta-se ligado covalentemente a um radical orgénico, sendo o metilmercurio
(CH3Hg") e o dimetilmercurio ((CHs).Hg) os mais comuns; ou ainda, com ligantes
organicos naturais (MICARONI et al., 2000).

Os sais mais importantes industrialmente sado: cloreto de mercurio (HgCly),
um sublimado corrosivo altamente téxico; cloreto mercuroso (Hg.Cl,), calomelano
ocasionalmente usado na medicina; fulminato de mercurio (Hg(CNO),), um tipo de
detonador usado em explosivos e o sulfeto de mercurio (HgS), de cor vermelha,

usado como pigmento em tintas (HSDB, 2000).



3.2 Contaminacao do Ambiente

O Hg encontrado no ambiente pode ser oriundo de fontes naturais e
antropogénicas. As fontes naturais sdo imensas, sendo superior as causadas pelo
ser humano. No entanto, estas ultimas podem ter consideravel importancia em
termos de contaminacao local do ambiente (CASTRO, 1991; SUNDERLAND e
CHMURA, 2000; AZEVEDO, 2003).

AZEVEDO (2003) relata que o Hg ocorre naturalmente nos varios
compartimentos da natureza: hidrosfera, litosfera, atmosfera e biosfera. O Hg €
emitido principalmente na forma de vapor elementar (Hg°) (WHO, 2000). Estima-se
que a emissao natural seja na ordem de 2700 — 6000 toneladas por ano. As fontes
mais significativas sdo provenientes dos processos de desgaseificacdo da crosta
terrestre, das emissdes vulcanicas e pelo processo de evaporacdo de corpos
aquaticos (WHO, 1991).

Com o desenvolvimento da humanidade, particularmente apds a revolugao
industrial do século XIX, as fontes antropogénicas tém contribuido significantemente
para a emissdao de mercurio ao ambiente (WHO, 2003). Segundo estimativas a
atividade humana libera para a atmosfera aproximadamente 3000 toneladas por ano
de Hg (WHO, 1991). Grande parte é liberada por industrias de cloro-alcalis, de
equipamentos elétricos, de tintas, de lampadas, de baterias, de cimento, de ferro e
aco, de pesticidas e de equipamentos médicos (WHO, 1991; MICARONI et al., 2000;
AZEVEDO, 2003; McGRARY et al., 2006; FOSTIER e MICHELAZZO, 2006;
RALDUA et al., 2007). Além dessas, é importante considerar a ocorréncia da queima
de combustiveis fésseis, incineragdo de lixo, esgoto urbano, mineragdo de ouro,
amalgamacao odontolégica e produtos farmacéuticos (MICARONI et al, 2000;
DURRIEU et al., 2005; CASTILHOS et al., 2006; DONKOR et al., 2006).

De acordo com estimativas de JAFFE et al. (2005), existe indicagdo que o

continente asiatico é responsavel por mais de 50% das fontes antropogénicas de Hg
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no mundo. Na China, em particular, emite para a atmosfera cerca de 12% do total de
todas as fontes antrépicas mundiais (HORVAT et al., 2003).

De acordo com os estudos realizados por SUNDERLAND e CHMURA (2000),
na costa maritima do Canada, estes estimaram que a emissao antropogéncia de Hg,
no periodo entre 1880 e 1995, foi de aproximadamente 327 a 448 toneladas, com
picos de liberagdo nos anos 1945, 1965 e 1970, com teores superiores a 1750 e
2600kg por ano.

Na Sibéria, a emissdao de Hg por fontes antropogénicas e naturais foi
estimado por VASILIEV et al. (1998), na ordem de 340 e 70 toneladas por ano,
respectivamente.

Segundo a estimativa de PIRRONE et al. (2001), a Europa, a Africa e a
América do Norte, respectivamente, sdo responsaveis pelas liberagbes de
aproximadamente 250, 210 e 214 toneladas por ano, de Hg de origem
antropogénica para o meio ambiente.

No Brasil, o garimpo do ouro € considerado ainda a maior fonte de emisséo,
embora esta atividade tenha se reduzido muito nas ultimas décadas (SANTOS et al.,
2002). De acordo com calculos, a exploracao de ouro no Brasil resultou na liberagédo
de aproximadamente 3000 toneladas de Hg na regido amazdnica nas ultimas
décadas (VEIGA et al., 1995; LACERDA, 2003; FARIAS et al., 2005).

Segundo LACERDA e MARIN (1997), a estimativa total de emissao de Hg
para a atmosfera no Brasil é de aproximadamente 116 toneladas por ano, onde a
industria de cloro-alcalis e a industria de aco e ferro contribuem com 12
toneladas/ano, cada uma. A queima da vegetagdo natural, para formar pastos ou
fazendas agricolas representa em torno de 9 toneladas por ano. As industrias de
tintas, as eletrénicas e a produgédo de energia a partir do petréleo contribuem com

5,1 toneladas por ano.
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3.3 Transformacao e Transporte do Mercurio no Ambiente

O Hg do ambiente de origem natural ou artificial, se apresenta em varios
estados fisicos e quimicos. No ambiente aquatico é descarregado principalmente na
forma inorganica. Uma variedade de compostos organomercuriais € também
descarregada no ambiente como resultado das atividades humanas. Tanto a forma
inorganica como organica do Hg estao sujeitas a conversdo no ambiente (CASTRO,
1991).

No ambiente aquatico, mais especificamente na camada superior do
sedimento, onde é biologicamente mais ativo, o0 Hg na forma inorganica une-se a
radicais metil (CH3), formando o metilmercuario (CHzHg = MeHg) e posteriormente em
((CH3),Hg = Me,Hg) dimetilmercurio, sendo estes considerados as formas mais
toxicas desse metal (FOSTIER e MICHELAZZO, 2006). Nas camadas inferiores do
sedimento, o Hg é menos ativo, e se encontra principalmente na forma de sulfeto. O
MeHg formado ir4 se integrar nas cadeias tréficas ou, se as condigdes de pH forem
apropriadas, dara origem ao Me,Hg, que por ser insolavel e volatil passara a
atmosfera e sera recolhido nas aguas das chuvas (AZEVEDO, 2003).

A metilagdo do Hg inorganico no sedimento pode ocorrer principalmente por
duas vias, uma biolégica mediada por microorganismos e fungos e outra abiética ou
quimica. A metilacao biol6gica pode ocorrer tanto em situacdes de aerobiose como
de anaerobiose (AZEVEDO, 2003).

Para a formagado do MeHg em condigbes bidticas, existe a necessidade da
presenca da metilcobalamina, que é uma coezima produzidas por bactérias aerébias
e/ou anaerdbias, sendo mais predominante nas primeiras (FILIPELLI e BALDI, 1993).
Este composto é capaz de transferir o grupo metila para o ion Hg?*. Neste caso,
ocorre a transferéncia do grupo metila como um ion carbanion e um radical metil,
para produzir o MeHg e o Me,Hg.

A metilagdo quimica ou abibtica pode ocorrer por trés vias principais. A

primeira pela via da reacdo de transmetilagdo, onde o MeHg pode ser formado
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quimicamente pela reacdo de transalquilacao, na presenga de radiagao ultravioleta
envolvendo derivados organicos doadores do grupo metila. A segunda maneira é
pela reagdo com &cidos fulvico e humico do solo, que podem doar grupos metila
para o Hg. E a ultima, seria pela mistura de acetaldeido com Hg e NaCl (AZEVEDO,
2003; NASCIMENTO e CHASIN, 2001).

A metilagdo pode ocorrer também no intestino e no muco dos peixes, nos
lodos de esgoto, no intestino de mamiferos. Certos microorganismos do solo
também metilam o Hg (QUEIROZ, 1995).

O processo de metilacao é influenciado por fatores tais como: temperatura,
concentracao de bactérias presente no meio, pH, tipo de solo e sedimento,
concentracao de sulfeto, condigdes de oxirreducdo do meio e a variagdes sazonais
(FURUTANI e RUDD, 1980). Segundo GILMOUR e HENRY (1991) e XUN et al.
(1987) os baixos valores de pH podem proporcionar maior liberagdo de Hg, que
pode atravessar a membrana das células das bactérias mais efetivamente, tornando
possivel maior formacao de MeHg. Além disso, WASSERMAN et al. (2002) relatam
que em pH béasico o Hg tem afinidade pela fracdo mineral, desfavorecendo a
formagéao do MeHg.

Segundo BISINOTI e JARDIM (2004), ambientes com alta concentragéo de
matéria organica, com elevadas taxas de decomposicdo e ricas em carbono
organico dissovido (COD) favorecem o processo de metilacdo do Hg por bactérias.
Estas informagbes sé&o corroboradas por HYLANDER et al. (2006), que avaliaram o
impacto ambiental da construcdo de usina hidrelétrica na regiao norte do Brasil.
Estes autores concluiram que os niveis de Hg nos peixes aumentaram durante os
primeiros trés anos apos o alagamento e que a provavel causa seria 0 aumento do
processo de metilacdo no sedimento, em conseqiéncia da maior concentracdo de
COD, em decorréncia da decomposicao de matérias submersas.

Concomitante ao processo de metilagcdo, ocorre reagdes de decomposicao

do MeHg de forma bidtica ou abidtica. Esta interconversdao metilagdo/desmetilacéo,
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pode estabelecer um processo que regula a concentracdo de MeHg nas matrizes
ambientais (BISINOTI e JARDIM, 2004).

A degradagdo do MeHg na é&gua e sedimento pode ser mediada
microbiologicamente por bactérias aerébias e anaerébias (GUIMARAES et al, 1998).
Os principais produtos desta degradacdo sdo o Hg®° e o metano. Além disso, de
acordo com estudos, 0 MeHg pode ser decomposto fotoliticamente na superficie das
aguas, sendo este processo uma etapa importante no ciclo aquatico do Hg
(VANDAL et al., 1991; NRIAGU, 1994). SELLERS et al. (1996) relatam que o
processo de fotodegradacao do MeHg é abibtico e de primeira ordem com relagdo a
concentracdo de MeHg e a intensidade da radiacdo solar. A luz solar, no
comprimento de onda de 290-400 nm, pode transformar o MeHg em Hg?* e Hg° ou
Hg* em Hg° (NRIAGU, 1994). Desta maneira, ocorre a diminuicdo do Hg?* para a
metilacdo e aumenta o fluxo de Hg® para a atmosfera.

Segundo MAURO et al. (1999), tanto o Hg na forma organica como na
inorganica sofrem transformagées no ambiente, o que torna sua distribuicdo
bastante complexa. Em contexto geral, o ciclo biogeoquimico do Hg exibe um
equilibrio dindmico, porém as fontes antropdgenicas podem introduzir elementos
mais rapidos e em nivel maior que os processos naturais, alterando os padrdes dos
ciclos e as condi¢des as quais a flora e a fauna estao adaptadas.

No processo de transporte e distribuicdo do Hg para o ambiente, acredita-se
que estejam envolvidos dois tipos de ciclos. O primeiro seria de extensao global,
onde envolveria a circulagdo atmosférica de Hg elementar de fontes continentais e
oceanicas. O segundo seria um ciclo local dependente do processo de metilagao do
Hg inorganico proveniente principalmente de fontes antropogénicas (BOENING, 2000).

A contaminagdo ambiental pelo Hg pode ocorrer por varias formas quimicas
e pode ser transportada pelo ar, agua, sedimentos de rios e por organismos da

cadeia trofica (WHO, 2003).
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Na atmosfera, a maior parte do Hg é provavelmente transportada como vapor
na forma elementar (Hg°), podendo ser levado a grandes distancias (CASTRO,
1991; BOENING, 2000). Além disso, na atmosfera o Hg apresenta baixa taxa de
oxidacao e longo tempo de residéncia, normalmente na ordem de um (SPROVIERI e
PIRRONE, 2000) a seis anos (USEPA, 1984). Portanto, o Hg na atmosfera pode ser
transportado a longas distancias antes de ser depositado em lagos, rios, oceanos e
solos (BARBOSA et al., 2004).

De acordo com os estudos de GLASS et al. (1991), o Hg pode ser
transportado por mais de 2500 km, em apenas 72 horas. SPROVIERI e PIRRONE
(2000) relatam a presenga de Hg na troposfera em areas remotas e livres de fontes
poluidoras, como o Artico e o Antartico. BOENING (2000) relata que célculos
baseados na presenca de Hg nas calotas de gelos na Groenlandia apresentaram
aumento a partir de 1900, o que sugere ser em conseqiéncia das chuvas
contaminadas por fontes antropogénicas.

O Hg uma vez na agua pode formar grande quantidade de complexos e de
quelantes com o material orgénico, aderindo-se as particulas em suspensao ou ao
sedimento (MUCCI et al., 1995). Segundo AZEVEDO (2003), no sedimento de rios,
lagos e mares poluidos, o Hg é altamente estavel e perigoso, uma vez que pode
permanecer ativo para o processo de metilacdo por cerca de 100 anos, mesmo
quando a fonte de poluicao é eliminada.

Assim, os efeitos negativos associados a essa acumulagao na biota também
se arrastardo por longos periodos. BJORNBERG et al. (2005) afirmam que na Suica
a poluicao pelo Hg foi reduzida significamente nas Ultimas décadas, no entanto a
presenca do poluente nos lagos e costa maritima mantém-se em niveis altos em
consequéncia da liberagdo do Hg acumulado a véarios anos no sedimento.

A contaminacado dos sedimentos e agua no processo de exploracao do ouro
apresentam niveis decrescentes a jusante da area de contaminagdo (MACKLIN,

1996). Este declinio é atribuido aos seguintes fatores: (1) decorrente da mistura e
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diluicdo do poluente em areas nao contaminadas; (2) absorgao por plantas aquaticas
e ao longo cadeia alimentar; (3) transporte seletivo, uma vez que particulas maiores
e pesadas permanecem prdoximas ao local de contaminacdo por longo periodo
(MILLER, 1997).

Por outro lado LECHLER et al. (2000) relatam que os niveis de Hg
permanecem constantes por 400 Km a jusante da fonte poluidora. MASON et al.
(1994) estimam que o transporte global de Hg dos rios para os oceanos € de
aproximadamente 200 toneladas.ano™. Assim, areas distantes de fontes poluidoras
podem apresentar altas concentracées de Hg em conseqiiéncia do deslocamento do
Hg inorganico na atmosfera, na &agua e pelo processo de metilacdo local

(FITZGERALD et al., 1998).

3.4 Contaminacao por mercurio em peixes

O importante fator de impacto do Hg no ambiente aquatico é a sua
capacidade de se acumular nos organismos ao longo da cadeia alimentar,
biomagnificando-se (UNEP, 2002). Este processo pode levar a aumento da
concentracao de Hg, em quantidades cada vez maiores nos animais que ocupam
niveis troficos superiores na cadeia alimentar. Isto tem sido observado atraves de
seus habitos alimentares, sendo que peixes piscivoros, freqlientemente acumulam
maiores niveis de Hg, quando comparados a peixes onivoros e planctéfagos
(DUSEK et al., 2005; DURRIEU et al., 2005; FARIAS et al., 2005; DOREA et al.,
2006; BASTOS et al., 2006). Além disso, a concentragdo de Hg nos tecidos pode
também aumentar com a idade, peso e comprimento dos animais (EVANS et al.,
2005; DURRIEU et al., 2005; DUSEK et al., 2005; BELGER e FORSBERG, 2006;
JULSHAMN et al., 2006; CASTILHOS et al., 2006).

Por outro lado, CAMPBELL (1994), observou maiores niveis de Hg em
peixes bentoéfagos (Lepomis microlophus) do que em peixes carnivoros (Lepomis

macrochirus). Os maiores niveis de Hg e MeHg foram detectados por STORELLI et
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al. (2005) na espécie bentdéfaga Mullus barbatus do que na espécie pelagica
Merluccius merluccius. Assim, para interpretar o nivel de contaminagéao do Hg, existe
a necessidade de se conhecer além do nivel tréfico, o habito alimentar dos
organismos aquaticos (BURGER et al., 2002).

A absorcdo do Hg presente na agua pelos organismos é influenciada pela
concentracao deste elemento, pela taxa metabdlica e pela eficiéncia de absorgao,
determinada pelas caracteristicas do ambiente aquatico (AZEVEDO, 2003). Os
peixes podem absorver Hg diretamente pelo contato com a agua contaminada; pela
respiracao branquial e pela absor¢ao no trato digestivo.

Na maioria dos organismos aquaticos o MeHg acumula-se mais
eficientemente do que o Hg inorganico. A parede intestinal dos peixes funciona
como uma barreira eficaz impedindo a absor¢céo da forma inorganica, no entanto, é
facilmente permeavel ao MeHg, acumulando-se principalmente no tecido muscular,

onde este pode chegar a cerca de 50% do total da dose ingerida (WHO, 1989).

3.5 Risco da exposicao humana ao mercurio

O conhecimento da toxicidade do Hg ficou evidente, em especial para a
opiniao publica somente apds o incidente ocorrido na baia de Minamata (Japao) nos
anos 50, quando foi identificado o primeiro caso de lesdo no sistema nervoso em
moradores de vilas proximas a cidade de Minamata. A causa foi a descarga de
residuo contendo Hg nas aguas da baia, pela empresa Chisso Quimica, uma das
maiores industrias de plastico do Japao, que operou entre 1920 e 1960. Os doentes
eram, em sua maioria, pescadores e consumidores de peixes capturados na baia

que abastecia a cidade de Minamata.

Em pesquisa realizada por TAKIZAWA e OSAME (2001) com mulheres
residentes em Minamata durante o periodo da doenga, as concentragées de Hg no

cabelo variaram de 4,30 a 63,14 ugHg.g™', e no cabelo de suas criangas de 0,01 a
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43,31 ugHg.g". Indmeras mortes e casos de enfermidades neurolégicas e
congénitas foram atribuidos a esta contaminacdo. Segundo os estudos de ETO
(2000), nos registros até o ano de 1999 havia 2.263 casos confirmados da doenca

de Minamata, registrados nas prefeituras de Kumamoto e Kagoshima.

Sendo assim, na auséncia da contaminagdo ocupacional, a exposicao da
populacao humana ao Hg ocorre principalmente pela ingestao de moluscos e peixes
contaminados (BARREGARD et al., 1994; CARTA et al., 2003; BISINOTI e JARDIM,
2004; CREPET et al., 2005; MARQUES et al., 2007). As espécies de topo de cadeia
como o0s peixes predadores, normalmente apresentam maiores niveis de MeHg
(RENZONI e ZINO, 1998; BARANY et al., 2003; LINDBERG et al., 2004; VIRTANEN
et al., 2007). A forma metilada do Hg é facilmente absorvida pelo trato
gastrointestinal e é rapidamente distribuido pelo sangue aos 6érgaos. O Hg pode
também atravessar com facilidade a barreira placentaria e atingir o feto com
concentragdes, no minimo, iguais as maternas (RENZONI e ZINO, 1998; CASTOLDI

et al., 2003; AZEVEDO, 2003; BOUZAN et al., 2005; MARQUES et al., 2007).

O estudo da toxicidade do Hg em populagdo humana é muito farto
mundialmente. Na Suica, BJORNBERG et al. (2005) relatam que a concentragéo de
Hg total no cabelo e o MeHg no sangue em mulheres gravidas aumentou
proporcionalmente em relacdo ao consumo de peixes. VAHTER et al. (2000)
observaram em mulheres gravidas, a correlagao positiva entre a concentracéo de Hg

no cordao umbilical e a intensidade do consumo de peixes pela mae.

Ja GRANDJEAN e WEIHE (1993) observaram uma correlagéo positiva entre
a concentragdo de Hg no corddo umbilical e aumento do periodo de gestagao
influenciando no peso dos bebés ao nascimento. Assim, fetos expostos a alta
concentracao de Hg tendem a aumentar o periodo de gestagdo como uma forma de
evitar o nascimento com baixo peso, que comumente esta relacionado com riscos

neurocomportamentais.
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Segundo RENZONI e ZINO (1998) os organismos aquaticos do mar
Mediterraneo apresentam altas concentragdes de Hg. Em pescadores da regido
foram observados niveis acima de 50 ugHg.g™" no cabelo. Em alguns destes casos
tem-se associado os nivies de Hg com o aumento de danos no DNA de células
sanglineas. A correlacdo positiva foi observada entre concentracdo de Hg no

sangue e freqiiéncia de micronucleos nos eritrocitos.

Neste mesmo contexto, PORTO et al. (2005) avaliaram os efeitos da
genotoxicidade da poluicdo pelo Hg em peixes. A presenca de micronucleos foi
observada em trés espécies de peixes coletadas em dois rios da bacia Amazénica: o
rio Madeira (area poluida) e o rio Solimdes (area nao poluida). Os micronucleos
presentes em Prochilodus nigricans (dentritivo), Mulossoma duriventris (omnivoro) e
Hoplias malabaricus (piscivora) do rio Madeira foram significativamente maiores do
que as espécies do rio Solimbes. E, além disso, a espécie piscivora com maior nivel
de contaminagdo apresentou a freqiéncia média, aproximadamente cinco vezes

maior que as espécies dentritivas e omnivoras.

Na regido Amazdnica, GONCALVES e GONGCALVES (2004) avaliaram a
contaminacao pelo Hg por meio da exposicdo ocupacional dos garimpeiros, €
revelaram que ndo soO estes, mas também seus familiares, apresentavam taxas de
Hg na urina estatisticamente distintas das observadas em populagdo controles. Os
indios da regido também foram analisados e 24% deles apresentavam niveis de
MeHg superior a 10 pgHg.g™, contra 6% dos garimpeiros. Apesar de os indios nao
terem contato direto com o processo do garimpo, estima-se que a contaminacao

pelo Hg ocorreu pela ingestao de peixes contaminados pela agua.

MERGLER (2002) avaliou os efeitos neurocomportamentais associado a
alimentacao com peixes provenientes do rio St. Lawrence (Quebec, Canad4) e do rio
Tapajos (bacia Amazobnica, Brasil). Os niveis de Hg em peixes piscivoros sao

similares nas duas regides, porém no Amazonas o peixe constitui a principal dieta da
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populagdo, enquanto que em Quebec o consumo € ocasional. Consequientemente, a
exposicdo na populagdo amazénica foi superior apresentando maiores niveis de Hg
no sangue (28ug.L™) e no cabelo (11ugHg.g™) do que a populagdo canadense. Para a
populagdo amazbnica, 0 aumento nos niveis de Hg foi associado com as seguintes
sintomatologias de intoxicacdo: redugdo de campo visual, movimento ocular

desordenado, diminuigéo da agilidade e de movimentos delicados.

Outra forma de exposicao da populagdo ao Hg de forma nao ocupacional é
através de amalgamacéao dentéria. Neste processo pode ocorrer liberacao de vapor
de Hg (Hg®), que pode ser absorvido pelo organismo e posteriormente ser oxidado e

formar Hg inorganico divalente (WHO, 1997; BARANY et al., 2003).

BJORNBERG et al. (2005) observaram que em mulheres gravidas na Suica,
além da contaminacéo pela ingestdo de peixes, a concentracao de Hg inorganico no
sangue aumentou relativamente com o nimero de amalgamas nos dentes. VAHTER
et al. (2000) observaram também, esta relagdo entre os niveis de Hg no cordao

umbilical de fetos e 0 nUmero de amalgamas dentarios das maes.

Segundo os estudos da Agéncia de Substancias Toxicas dos Estados Unidos,
niveis de Hg no sangue acima de 50 pg.I" sdo associados com sinais clinicos como
problemas visuais, hipertensdo e tremores (KNOBELOCH et al., 2006). Segundo
este mesmo autor, em 1994 a Divisdo Publica de Saude de Wisconsin (EUA),
relatou que um homem de 40 anos com altos niveis de Hg no cabelo (12 ugHg.g™,)
e no sangue (58 ugHg.L™") apresentava distdrbios de sono e dificuldade para se
concentrar. Depois de ampla investigagéo, concluiu-se que a fonte era a ingestéo de
peixes contendo alto nivel de MeHg. Ap6s a exclusao do alimento contaminado da

dieta, os niveis retornaram ao normal. A vida média do Hg neste caso foi de 63 dias.

O acumulo de Hg no organismo humano também pode ser associado com

aumento do risco ao infarto agudo do miocardio (GUALLAR et al., 2002). Segundo
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VIRTANEN et al. (2007), os efeitos adversos do MeHg ao coragédo séo observados
em concentragbes abaixo das associadas com as alteragdes neuroldgicas.
PEDERSEN et al. (2005) observaram significativo aumento da pressao sangiinea
em individuos com maior concentragao de Hg no sangue. De acordo com STERN
(2005) esta relacdo do Hg com doencgas cardiacas pode ser em consequéncia da
aparente interacao antagénica entre o MeHg e &acido graxos n-3 presente nos peixes.
Nesta relagéo, além do efeito do estresse oxidativo dos lipideos causado pelo MeHg,
afeta também a propriedade antioxidante do &cido graxo n-3.

Em geral agéncias nacionais de saude tém limitado a concentragdo de Hg

nos peixes para consumo humano como forma a proteger a populagéo.

A Agéncia de Administragdo de Droga e Alimentos (FDA, 2001) recomenda a
concentracdo maxima de 1ugHg.g™' de Hg no peixe para consumo e estabelece a

dose diaria de referéncia de 0,5 pg.dia'kg™.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda a concentragao limite
de Hg nos peixes de 0,5 ng.g” para amostra de peso Umido (PU) e 2,5ug.g” para
amostra de peso seco (PS). E, em 2003, estabeleceu a dose diaria toleravel para o
MeHg de 0,23 pg.dia™.kg™”, valores préximos dos recomendados pela a Agéncia de
Satde do Canada de 0,2 ug.dia’kg' e pela Agéncia de Protecido Ambiental

Americana de 0,1 ug.dia™.kg™.

No Japdo, a concentracdo méaxima permitida é de 0,4 pg.g' de Hg para
peixes destinado a alimentagdo humana (STORELLI et al., 2005). Para a Unido
Européia, o limite maximo para os filés de peixes da maioria das espécies é de
0,5ugHg.g™”, e para algumas espécies de predadores é de 1,0 ngHg.g", porém é

recomendado o baixo consumo destes.
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria Brasileira (ANVISA) determinou
em 1998, a concentragdo maxima destinada ao consumo humano de 0,5 pg.g” Hg

para peixes e produtos da pesca e 1 ug.g"' Hg para peixes predadores.

Em geral, existe um grande incentivo por 6rgaos de saude para o consumo
de peixes, principalmente devido aos seus beneficios nutricionais, porém os érgaos
governamentais de saude tém recomendado que mulheres gravidas e criangas
mudem o habito alimentar retirando os peixes da dieta, de preferéncia os das
espécies carnivoras com o objetivo de reduzir a exposi¢cdo ao MeHg (BOUZAN et al.,

2005; BJORNBERG et al.,2005; CREPET et al., 2005; KONIG et al., 2005).

3.6 Bioindicadores

3.6.1 Peixes

Espécies bioindicadores sdo conhecidas como biomonitores e sdo utilizados
como os primeiros indicadores de efeito do estresse causado por contaminantes
(ADAMS, 2002).

Varios autores tém utilizado os peixes como espécies bioindicadoras de
poluicdo do ambiente aquatico. O monitoramento da poluicdo por Hg foi relatado em
regides préximas a areas de exploracdao de ouro (MAURICE-BOURGOIN et al.,
2000; HYLANDER et al., 2000; DONKOR et al., 2006; DURRIEU et al., 2005;
FARIAS et al., 2005; CASTILHOS et al., 2006; GAMMONS et al., 2006; BASTOS et
al., 2006); em ambiente aquatico proximo a grandes industrias (BURGER et al.,
2002; SCHMITT et al., 2005; DUSEK et al., 2005; RALDUA et al., 2007); em regides
alagadas (PORVARI, 1995; EVANS et al., 2005; HYLANDER et al., 2006; McCRARY
et al. 2006 ; IKINGURA et al., 2006); em peixes marinhos (AFONSO et al., 2007;
JULSHAMN et al., 2006; STORELLI et al., 2005); em peixes comercializados em

mercados (BURGER e GOCHFELD, 2006; BURGER e GOCHFELD, 2005).
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Os peixes sado também utilizados como espécie bioindicadora em testes em
condi¢des de laboratério. De acordo com OLIVEIRA-RIBEIRO et al. (1996), estudos
de toxicidade utilizando peixes em condi¢cdes controladas, permitem, através da
avaliagdo da mortalidade, alteracdes de comportamento, alteragbes fisiologicas e
danos nos tecidos, obter informagdes importantes correspondentes aos efeitos de
poluentes sobre biota de um ecossistemas aquaticos naturais

Assim, os efeitos da toxicidade do HgCl, foram observados em
Trichomycterus zonatus (OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 1996; OLIVEIRA-RIBEIRO et al.,
2000), em Trichomycterus brasiliensis (OLIVEIRA-RIBEIRO e TORRES,1995;
OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 1995), em Salvelinus alpinus (OLIVEIRA-RIBEIRO et al.,
2000; OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2002) em Trichogaster trichopterus (LOW e SIN,
1998). Avaliacdo dos efeitos do MeHg foram observados em Orthodon
microlepidotus (HOUCK e CECH Jr, 2004), em Oncorhychus mykiss
(BJERREGAARD et al., 1999) e em Hoplias malabaricus (OLIVEIRA-RIBEIRO et al.,

20086).

3.6.2 Ratos

A maior fonte de exposicdo humana ao MeHg é pelo consumo de peixes e
moluscos contaminados (MORRISSETTE et al., 2004; SCHOBER et al., 20083;
SANTOS et al., 2000a,b). Assim, estudos para se caracterizar o perigo potencial do
Hg sdo conduzidos com animais de laboratério e os achados que resultam desse
método sdo, de alguma forma, extrapolados para a suposi¢cdo do contato humano
(AZEVEDO, 2003). Desta forma, inimeras pesquisas vém sendo realizadas com as
mais diversas formas quimicas do Hg (elementar, inorganico e organicos) em
animais de laboratérios. O rato Wistar € um animal freqientemente utilizado em
pesquisas biomédicas de carater morfologico e fisiolégico, possuindo aspecto e

constituigdo comuns aos mamiferos em geral (SILVA e LACERDA, 1994).
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Varios estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar a toxicidade do
MeHg em ratos Wistar (GASSO et al., 2000; SZASZ et al., 2002; BERNTSSEN et al.,
2004; VICENTE et al., 2004; SAKAMOTO et al., 2004; FARINA et al., 2005; ENDO
et al., 2005; FALCOCHIO et al., 2005; MORETTO et al., 2005; TUNDE et al., 2005;

FREIRE et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006).

3.7 Biomarcadores

Segundo definicado de McCARTHY e SHUGART (1990), os biomarcadores
sdo respostas bioquimicas, fisiolégicas, morfoldégicas ou moleculares, tanto em
populacdées provenientes de ambientes contaminados, como em organismos
expostos experimentalmente a contaminantes. Os biomarcadores sdo sensiveis aos
agentes estressores e podem rapidamente ajudar a identificar os mecanismos

basicos da relagao causal entre o estressor e seus efeitos (BAINY, 1993).

3.7.1 Hematologia

De acordo com RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA (2004) a contaminagao da
agua por agentes tdxicos ou por metais pesados € um dos fatores responsaveis por
variagdes hematoldgicas individuais, as quais, em casos de estresse agudo podem
afetar um ou mais variaveis.

A avaliacdo da bioquimica do sangue na aquicultura também tem-se
demonstrado promissora, uma vez que expressam correlagdo com a qualidade da
agua, doencas infecciosas e exposicao a poluentes (CHEN et al., 2003).

O MeHg é altamente lipossoluvel e possui grande capacidade de transporte
através das membrana celulares, o que explica o seu alto grau de acumulagao no
organismo (WHO, 1989). No sangue ele se fixa, sobre tudo, a hemoglobina presente

no interior dos eritrécitos. Da corrente circulatoria é distribuido aos demais tecidos
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sendo carreado principalmente para o cérebro, musculatura, rins e figado
(CLARKSON, 1994).

Alteragdes no quadro hematoldgico e bioquimico de peixes expostos a
metais pesados foram observadas em Hoplias malabaricus (MELA, 2004;
OLIVEIRA-RIBEIRO et al.,, 2006) em Scarus ghobban (ELAHEE e BHAGWANT,
2007), em Oreochromis niloticus (DAWSON, 1990; ALKAHEM, 1994; NUSSEY et al.,
1995a,b; ISHIKAWA, 2003; CHEN et al., 2003, 2004), em Acipenser baeri
(MIKRYAKOV e LAPIROVA, 1996), em Oreochromis aureus (ALLEN, 1994), em
Pleuronectes platessa (FLETCHER e WHITE, 1986), em Aphanius dispar (HILMY et
al., 1980), em Salmo gairdneri (DICK e DIXON, 1985; O'CONNOR e FROMM, 1975),
em Sebastis schlegeli (KANG et al, 2005), em Oncorhynchys mykiss
(CHOWDHURY et al., 2004), em Oncorhynchys Kisutch (STOROZHUK e GULEVA,
1983), em Piaractus mesopotamicus (TAVARES-DIAS et al, 2002) e em Clarias
gariepinus (VAN-VUREN et al., 1994).

Os mesmos aspectos acima referidos foram também aavaliados em ratos
Wistar por YASUTAKE et al. (1997), GUILHERMINO et al. (1998), KTAPCINSKA et
al. (2000), INSTITORIS et al. (2001), TOPLAN et al., (2004), JIN et al. (2007),
SENER et al. (2007) e PEIXOTO e FERREIRA (2007). Em ratos Sprague-Daway por
SHAW et al. (1991), LECAVALIER et al. (1994), SHIGUEMATSU et al. (2000),

RUMBEIHA et al. (2000), MAHBOOB et al. (2001) e YANAGISAWA et al. (2002).

3.7.2 Relacao Somatica

Na ecotoxicologia, a utilizagdo de diferentes biomarcadores para investigar o
efeito de um tipo de contaminante, é recomendada para se entender seus
mecanismos e também avaliar a adaptagao dos organismos a condigbes de estresse.

A determinacdo dos valores dos indices somaticos (relacdo: peso do
orgao/peso total x 100) sdo importantes para a compreensdo dos distarbios

causados por diferentes processos morbidos (QUENTEL e OBACH, 1992).
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Alteragdes das relagdes somaticas em peixes foram descritos na sua relagao
com o parasitismo (KUROVSKAYA e OSADCHAYA, 1993; TAVARES-DIAS et al.,
2000), deficiéncias nutricionais (BARKER et al., 1994), bacterioses (LOWE-JINDE,
1980) e exposicdes a metais (NORRIS et al., 2000; MAES et al, 2005; WOLF e

WOLFE, 2005).

3.7.3 Bioacumulacao

No processo de bioacumulagdo, sempre que um organismo contaminado por
Hg ocupa um nivel inferior em uma cadeia tréfica, seu predador absorvera aquele
Hg organico, mas revelara concentragdes comparativamente aumentadas, em
consequéncia do processo de biomagnificagao (AZEVEDO, 2003).

DONKOR et al. (2006) avaliaram os niveis de Hg em diversas espécies de
peixes em regidao préxima a areas de exploragdo de ouro. As espécies piscivoras
apresentaram maiores niveis (4,473 + 0,42 ugHg.g"'), seguidas das espécies
bentéfagas (1,04 + 0,05 ugHg.g™) e por Gltimo as planctéfagas (0,08 + 0,01 ugHg.g™).

Em peixes coletados do rio Savana, nos Estado Unidos, para avaliagao de
metais na musculatura, as concentragdes de Hg variaram entre 0,64 a 0,16 ugHg.g™
em peixes de topo de cadeia (BURGER et al., 2002).

Na Republica Checa, DUSEK et al. (2005) monitoraram o Rio Elbe e
constataram niveis significativos de Hg na musculatura de peixes, variando entre
0,840 a 1,398 pugHg.g"' em espécies predadoras (Perca fluviatilis) e 0,368 a 0,543
ugHg.g™' em espécies bentéfagas (Abramis brama).

MAURICE-BOURGOIN et al. (2000) observaram altos niveis de Hg na
musculatura de peixes do rio Madeira, sendo que 86% das amostras de carnivoros
apresentaram niveis (0,33 — 2,30 ugHg.g") acima do recomendado pela
Organizacdo Mundial de Saude (0,5 pgHg.g'), enquanto espécies omnivoras

mantiveram niveis entre 0,02 — 0,19 ugHg.g™.
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PORVARI (1995) avaliou peixes do reservatério da hidrelétrica de Tucurui e
do rio Moju na bacia Amazénica. Altas concentracées de Hg foram mensuradas em
peixes predadores (1,3 + 0,89 ugHg.g™"), concentracdes intermediarias em peixes
planctéfagos e omnivoros (0,32 +0,20 ugHg.g™") e concentragdes baixas em peixes

herbivoros (0,11 + 0,11ugHg.g™).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Avaliacao da contaminacao do metilmercurio em tilapia do Nilo

4.1.1 Delineamento Experimental

Para a realizagado do experimento foram utilizados 300 juvenis de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus), provenientes de piscicultura comercial. Os peixes foram
aclimatados em tanque de concreto preenchidos com agua durante 45 dias. A
alimentagéo foi realizada com ragdo comercial extrusada (32% PB) até atingirem o
tamanho adequado para a coleta de sangue necessario para as analises (98,90 *
8,45 g e 17,67 £ 1,54 cm). Posteriormente, os peixes foram transferidos e
distribuidos ao acaso em trés caixas de plastico, preenchidas com 350 L de agua
declorada, providas de aeracao e biofiltros biol6gicos previamente maturados, e a
uma densidadade de 40 animais por caixa. Estes permaneceram por um periodo de
sete dias de aclimatacdo. Neste periodo foram alimentados com a mesma
quantidade de racao a ser administrada durante o experimento (1,5% PV).

Apobs este ultimo periodo de aclimatagéo, os peixes foram alimentados com
racdo contendo MeHg por 42 dias. O cloreto de metilmecurio (CHs;HgCI) foi
incorporado na dieta do grupo 1 (concentracdo 1); grupo 2 (concentracdo 2); e o
grupo 3 foi alimentado com a mesma dieta sem a adigdo do MeHg (controle).

A qualidade da agua foi avaliada através das determinacdes diarias de
oxigénio dissolvido (mg.L™), temperatura (°C), condutividade elétrica (uS.cm™) (YSI-
85) e pH (pHYSI-100). A aménia total (mg.L") foi avaliada semanalmente por
colorimetria. Os excrementos foram sifonados ap6s cada alimentacdo e houve
posterior reposicdo do volume da agua. Durante o periodo experimental foram
coletadas amostras de agua e armazenadas a — 20 °C para posterior andlise da

presenca de Hg.
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4.1.2 Preparo da dieta

A solucao estoque de MeHg foi obtida a partir da dissolugdo de 500 mg de
CH3HgCI (Sigma Aldrich®) em 50 mL de etanol 96% e volume completado para 500
mL com &gua ultra-pura (Milli-Q). A solugéo estoque foi diluida para o preparo de
duas solugdes, tomando-se respectivamente 3 e 34 mL da solugdo estoque e
completatada a 100 mL com a&gua Milli-Q, resultando respectivamente nas
concentracdes 30 e 340 pgHg.mL'. Estas duas solugdes foram pulverizadas
independentemente sobre 1,7 kg de racao, resultando nas dietas de concentragéo 1
(C1) e concentragao 2 (C2). A racao controle foi pulverizada com 100 mL de agua
Milli-Q.

A andlise por espectrometria de absorgao atémica com geragao de vapor frio
(CV AAS), revelou os seguintes teores de Hg nas dietas: 1,03 + 0,15 ugHg.g™" para
C1 e 8,27 + 1,25 ugHg.g™" para C2. Nao foi detectado Hg em amostras de ragéo
controle.

As quantidades de alimento administradas aos peixes foram calculadas
levando-se em consideragcao a manutencao da espécie (1,5% PV). As ragdes foram
acondicionadas individualmente em sacos plasticos, em quantidades diarias

necessdrias até o final do experimento e armazenadas a -20 °C.

4.1.3 Avaliacoes biométricas
Foram amostrados quatro peixes por tratamento ao acaso e expostos ao
anestésico benzocaina (0,1 g.L™") diluida na 4gua. Em cada peixe foi medido o

comprimento total (cm) e o peso (g).
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4.1.4 Colheita de amostras

4.1.4.1 Sangue

Para a analise sangtinea foram colhidos aproximadamente 2 mL de sangue
através de pungdo caudal com auxilio de seringas e agulhas descartaveis,
previamente heparizadas. A colheita de sangue foi realizada nos tempos: 0, 7, 14,
21, 28, 35 e 42 dias apds o inicio da alimentagdo com ragdo contaminada. A partir
das amostras de sangue foram analisados: numero de eritrécitos (Er), contados em
camara de Neubauer, utilizando-se a solugao de Hayem como diluente; hematdcrito
(Ht), pela técnica do microhematdcrito segundo metodologia proposta por
GOLDENFARSB et al. (1971); taxa de hemoglobina (Hb), calculadas pelo método da
cianometahemoglobina proposto por COLLIER (1944); calculados os indices
hematimétricos (VCM, HCM e CHCM), segundo metodologia proposta por
WINTROBE (1934); contagem de leucécitos totais (Lc) segundo a metodologia
recomendada por HRUBE e SMITH (1998) e contagem diferencial de leucécitos, em
extensdes sanglineas coradas pelo método de May Grinwald e Giemsa, segundo

ROSENFELD (1947).

O sangue remanescente foi centrifugado (3000 rpm/5 min) e o plasma
extraido foi congelado (-20 °C) para posterior analise. No plasma foram analisados:
glicose (Glicose Pap Liquiform Kit Cat. 84 Labtest), calcio (Calcio Liquiform Kit Cat.

90 Labtest) e magnésio (Magnésio Kit Cat. 50 Labtest).

4.1.4.2 Tecidos

Apdés a pungdo sanglinea, nos tempos 0, 14, 28, e 42 dias, os peixes foram
mortos por longa exposicdo ao anestésico. O figado e o baco foram retirados e
pesados em balanga digital de precisdo. Com posse destes dados e relacionando-se

com os valores biométricos determinou-se:
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1) Relagao hepatossomatica (RHS%)= Peso figado/peso corporal x 100
2) Relacao esplenossomatica (RSS%)= Peso bago/peso corporal x 100

Para a andlise de bioacumulacdo foram retirados o figado, bago, rins,
encéfalo e tecido muscular. Estas amostras foram armazenadas individualmente a
temperatura de -20 °C até o momento da analise.

Ao final de 42 dias de alimentagdo contaminada, 20 peixes de cada grupo
foram mortos e armazenados para que parte de sua musculatura fosse

posteriormente adicionada a dieta de ratos Wistar.

4.1.5 Analise de bioacumulacao de mercurio

As andlises de bioacumulacao foram realizadas no laboratério de absorcéao
atdmica do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN/USP.

A metodologia para avaliar a concentragdo de Hg em amostras de ragéo e de
tecido muscular, figado, bago, encéfalo e rim foram determinadas por espectrometria
de absorcao atbmica com geracao de vapor frio (CV AAS), apos digestao acida das
amostras (IAEA, 1995).

Aproximadamente 200 mg de amostra foi pesado e acondicionado em tubos
de teflon (PTFE), sendo digeridas com auxilio de 4 mL de &cido nitrico (HNO3) e 1
mL de solucao de perdxido de hidrogénio (H.O.) a 30 % (v/v). A amostra foi deixada
em repouso durante a noite e, no dia seguinte, colocada em bloco digestor a 90°C, por
trés horas. Apds resfriamento, o volume do tubo foi ajustado para 50 mL com agua
Milli-Q e a amostra analisada em espectrometria FIMS (Perkin Eimer®).

Para a construgao da curva analitica, foram preparadas diariamente solugdes
de 1,5; 5; 10; 15; 20 e 30 ngHg.mL", a partir de solucdo padrdo estoque de
concentracéo de 1255 ng.mL™ e preparou-se também a solugdo branco da amostra,
sem a presenga de Hg. Quatro réplicas independentes de cada tratamento foram

analisadas, juntamente com trés materiais de referéncia certificados, "dogfish
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muscle", NRC-CNRC DORM-1, "dogfish liver", NRC-CNRC DOLT-1 e "tuna fish"
IAEA CRM 463, utilizados como controle de qualidade analitico. A concentracao de

Hg nas amostras foi registrada em microgramas por grama de peso tmido (ugHg.g™ PU).

4.1.5.1 Limite de deteccao (LD) de mercurio

A capacidade de quantificar um elemento traco ou molécula em matrizes
biolégicas ou quimicas usando métodos analiticos especificos & freqlientemente
visto em termos de limite de deteccado (LD). Este limite de deteccdo € um numero
apresentado em unidades de concentracdo e expressa a menor concentragdo do
elemento que pode ser detectada como sendo aquela que difere estatisticamente do

branco analitico (LONG e WINEFORDNER, 1983).

LD para Hg no presente trabalho:
A, =A,30,
sendo:
Ap = absorbancia do limite de deteccao
A, = coeficiente linear
0, = desvio padrao de dez medi¢gdes do branco analitico
De acordo com a férmula e os dados obtidos pelo equipamento, o LD do

método foi de 0,07 ng.mL".

4.2 Avaliacao da contaminacao do metilmercurio em ratos Wistar
4.2.1 Delineamento Experimental

Para a realizagdo do experimento foram utilizados 60 ratos Wistar (Rattus
norvergicus) provenientes do biotério da Unesp campus de Botucatu. Os ratos
(285,0 + 12,8 g) foram distribuidos em trés tratamentos, com quatro réplicas,

compostas por cinco individuos em cada réplica.
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Trés grupos de ratos foram alimentados com filés de peixes triturados, sendo
um tratamento alimentado com filés sem a presenca do metal como grupo controle e
outros dois alimentados com as diferentes concentracbes (concentragdo 1 e

concentracao 2) de Hg.

4.2.2 Preparo da dieta
Nesta fase foram utilizados os peixes alimentados com as dietas (controle,
C1 e C2) por 42 dias. Os filés sem a pele foram retirados manualmente e adicionado
em um recipiente com agua destilada na proporcao 2:1 (agua:filé). A trituracao foi
realizada em homogeneizador Turrax, modelo Diax 900 (Heidolph®) até atingir uma
consisténcia pastosa e uniforme. As amostras foram acondicionadas em tubos ependorf e
armazenadas a -20 °C até a sua administragdo aos animais.
A analise por espectrometria de absorgao atémica com geragao de vapor frio
(CV AAS), revelou os seguintes teores de Hg na dieta administrada aos ratos: 0,31 =
0,03 ugHg.g™" PU para C1 e 3,04 + 0,94 ngHg.g" PU para C2. N&o foi detectado Hg

em amostras da dieta controle.

Estes valores encontram-se préximos aos observados em peixes capturados
no ambiente aquatico e que por ventura sdo destinados ao consumo humano em

diversas partes do mundo (Tabela 1).

Os ratos foram previamente aclimatados e adaptados ao sistema de
alimentagdo com a administragéo de filé de peixes triturado sem a presenca de Hg

por via intra-gastrica (gavagem) durante sete dias.

Apéds este periodo, a dieta foi fornecida uma vez ao dia, por gavagem
durante 28 dias. Os animais receberam um grama da amostra de peixe triturado e

posteriormente foi fornecido racao peletizada ad libitum.
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Tabela 1. Valores de Hg detectados na musculatura de peixes capturados em
ambiente natural.

1

Espécie Hg (ug.g) Local Referéncia
Hepsetus odoe 4,47 +0,42 (PS) Rio Pra (Ghana) DONKOR et al. (2006)
Clarias sp. 1,04 £ 0,05 (PS) Rio Pra (Ghana) DONKOR et al. (2006)
Orestias 0,38 + 0,27 (PU) Lago Titicaca GAMMONS et al. (2006)
(Peru)

Basilichsthyes 0,40 £ 0,22 (PU) Lago Titicaca GAMMONS et al. (2006)

bonariensis (Peru

Aphanopus carbo 0,90 + 0,27 (PU)  Arquipélago AFONSO et al. (2007)
Madeira
(Portugal)

Reinhardtius 0,30 £ 0,27 (PU) Mar Barents JULSHAMN et al. (2006)

hippoglossoides (Noruega)

Amia calva 0,64 £ 0,04 (PU) Rio Savana BURGER et al. (2002)
(EUA)

Micropterus 0,33+ 0,03 (PU) Rio Savana BURGER et al. (2002)

salmoides (EUA)

Xiphias gladius 1,40+ 0,06 (PU) Mercado de peixe BURGER e GOCHFELD (2006)
(EUA)

Thunnus spp 0,31 £ 0,03 (PU) Mercado de peixe BURGER e GOCHFELD (2006)
(EUA)

Stizostedion 1,43+ 0,18 (PU) Rio Mackenzie EVANS et al. (2005)

vitreum (Canada)

Salvelinus 0,35+ 0,31 (PU) Rio Mackenzie EVANS et al. (2005)

namaycush (Canada)

Esox lucius 0,30+ 0,11 (PU) Rio Mackenzie EVANS et al. (2005)
(Canada)

Cyclla sp. 0,41 £0,22 (PU) Rio Madeira BASTOS et al. (2006)
(Brasil)

Pimelodus sp. 0,25+ 0,15 (PU) Rio Madeira BASTOS et al. (2006)
(Brasil)

Brachyplatystoma 2,75+ 0,62 (PU) Rio Teles Pires HACON et al. (1997)

sp. (Brasil)

Barbus graellsii 1,48 - 2,43 (PU) Rio Cinca RALDUA et al. (2007)
(Espanha)

Abramis brama 0,54 - 0,37 (PU)  Rio Elbe (Rep. DUSEK et al. (2005)
Checa)

Perca fluviatilis 0,84 - 1,40 (PU) Rio Elbe (Rep. DUSEK et al. (2005)
Checa)

Serrasalmus spp. 0,28 - 2,05 (PU)  Alto Pantanal HYLANDER et al., (2000)
(Brasil)

Pseudoplatystoma 0,36 - 1,11 (PU)  Alto Pantanal HYLANDER et al., (2000)

fasciatus (Brasil)

Plagisocion 0,33 - 2,25 (PU) Rio Tapajés SANTOS et al., (2000b)

squamosissimus (Brasil)

Brachyplatystoma 0,21 — 1,36 (PU) Rio Tapajés SANTOS et al. (2000b)

flavicans (Brasil)

Pescado 11 (PU) Baia de HAMMOND e BELILES (1980)
Minamata
(Japao)

Pescado 10 (PU) Rio Agano HAMMOND e BELILES (1980)
(Japao)

Pilot whale 3,3 (PU) llhas Faroe CLARKSON (2002)
(Dinamarca)

PS: Peso seco; PU: Peso Umido.
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4.2.3 Colheita de amostras

4.2.3.1 Sangue

Os ratos foram anestesiados por exposigao ao éter etilico. O sangue foi
colhido de quatro animais de cada tratamento por via cardiaca nos tempos: 0, 7, 14,
21 e 28 dias apéds o inicio da administracdo da musculatura de peixe triturada. As
amostras de sangue foram utilizadas para determinac¢des de Er, Hb e Lc, que foram
quantificados em contador de células automatico (Celm CC530 - uso veterinario)
previamente diluido em diluidor automatico (Celm DAS500); Ht pela técnica do
microhematocrito, segundo GOLDENFARB et al. (1971); VCM, HCM e CHCM,
calculados segundo WINTROBE (1934); contagem diferencial de leucécitos segundo
meétodo de FELDMAN et al. (1998), em extensbes sangiineas, coradas por May

Grinwald e Giemsa, segundo método de ROSENFELD (1947).

Para a determinacdo da glicemia foi realizada a colheita do sangue com
anticoagulante especifico, e o plasma foi armazenado - 20 °C para posterior analise
(Glicose Pap Liquiform Kit Cat. 84 Labtest). Uma parte do sangue foi colhida sem a
utilizacdo de anticoagulante e o soro procedente foi armazenado a -20 °C para
posterior andlise bioquimica de calcio (Célcio Liquiform Kit Cat. 90 Labtest),
magnésio (Magnésio Kit Cat. 50 Labtest), creatinina (Creatinina Kit Cat. 35 Labtest)

e alanina amino transferase (ALT/GPT Liquiform Kit Cat. 74 Labtest).

4.2.3.2 Tecidos

As amostras de tecidos foram colhidas nos tempos: 0, 7, 14, 21 e 28 dias
apds o inicio da administragdo da musculatura triturada de peixe. Ap6s a pungao
sanglinea, os ratos foram mortos com longa exposicao ao éter etilico. Em seguida
os animais foram abertos ventralmente para retirada do figado, bago e rim. O créanio

foi aberto na porgao superior para coleta do encéfalo. Os 6rgaos foram pesados em
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balanga digital de precisdo. Com posse destes dados e relacionando-se com os
valores biométricos determinou-se:

1) Relagao hepatossomatica (RHS%)= Peso figado/peso corporal x 100

2) Relagao esplenossomatica (RSS%)= Peso bago/peso corporal x 100

3) Relacao nefrossoméatica (RNS%)= Peso rim/peso corporal x 100

4) Relacao encéfalossomatica (RES%)= Peso encéfalo/peso corporal x 100

Para a analise de bioacumulacdo foram retirados o figado, bago, rins,
encéfalo e tecido muscular. Estas amostras foram armazenadas individualmente a

temperatura de -20 °C até o momento da analise.

4.2.4 Analise de biomagnificacao de mercurio

A metodologia foi a mesma descrita anteriormente para a andlise de
bioacumulagao de Hg em peixes. No entanto, para a construgao da curva analitica,
foram preparadas diariamente solucdes de 0,46; 2,40; 4,59 e 9,18 ngHg.mL", a
partir de solucdo padrdo estoque de concentracdo de 1255 ngHg.mL'. Quatro
réplicas independentes de cada tratamento foram analisadas, juntamente com dois
materiais de referéncia certificados, "dogfish muscle", NRC-CNRC DORM-1 e
"dogfish liver", NRC—CNRC DOLT-3 utilizados como controle de qualidade analitico.
A concentragdo de Hg nas amostras foi registrada em nanogramas por grama de

peso Umido (ngHg.g™" PU).

4.2.5 Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos & analise de normalidade dos erros
estudentizados (teste de Cramer-Von Mises), de homogeneidade de variancias
(teste de Brown-Forsythe) e verificada a presenca de dados discrepantes. Em

seguida os dados foram submetidos a ANOVA por meio do procedimento “General
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Linear Model” do programa SAS® (LITTELL et al., 2002). Em caso de diferenca
estatisticamente significativa (p< 0,05), as médias observadas foram comparadas

pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Metilmercurio em tilapia do Nilo

As variaveis de qualidade de agua durante o experimento com tilapia
(Oreochromis niloticus), estao apresentados na Tabela 2. Os valores de oxigénio
dissolvido, temperatura, pH e amoénia seguem os recomendados por BOYD e
TUCKER (1998) para a manutencdo de peixes. As variagdes dentro dos grupos
apresentaram distribuicdo normal, da mesma forma que nao houve diferenga

significativa (p<0,05) entre os grupos.

Tabela 2. Variaveis fisicas e quimicas da agua durante o experimento com tilapia do
Nilo alimentadas com dieta contaminada com MeHg

Tratamento  Temperatura Oxigénio pH Condutividade Amédnia
(°C) dissolvido elétrica (mg.L™
(mg.L™") (uS.cm™)
Controle 23,93 +1,55° 3,31+0,61° 7,45+0,08° 273+15,52% 0,33+0,05°
C1 24,18+1,68° 3,35+0,63° 7,45+0,07° 271+16,25% 0,40+0,08°
C2 23,63+1,41% 3,5440,75° 7,480,097 265+17,01*  0,33%0,05"

Médias * erro padrao seguidas de letras diferentes na coluna, diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05).

5.1.1 Analise hematoldgica

5.1.1.1 Série Vermelha

Os resultados da analise estatistica para as variaveis hematologicas da série
vermelha de tilapia (Oreochromis niloticus) alimentadas com dieta contendo MeHg,
estdo apresentadas no Tabela 3. As variaveis Hb e CHCM nao apresentaram
diferenca (p>0,05) entre os tratamentos e nem interacao significativa entre os niveis
de MeHg na dieta e tempo de alimentagao (tratamento x tempo).

Os desdobramentos das interagdes (tratamento x tempo) estédo apresentados

na Figura 1. O valor médio de Ht apresentou redugdo em todos os tratamentos aos
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sete dias de alimentacdo; aos 28 dias, observou-se que a média para os peixes
alimentados com dieta C2 foi significativamente menor (p<0,05) quando comparados
com os peixes alimentados com a ragdo controle e dieta C1, no entanto, essas
diferencas desapareceram ao final dos 42 dias.

Com relagdo ao Er, observou-se diminuicdo das médias no sétimo dia de
alimentagcédo em todos tratamentos, sendo significativamente (p<0,05) menores para
os peixes alimentados com ragdo contendo MeHg. O mesmo foi observado aos 35
dias de alimentagao, porém ao final dos 42 dias o inverso foi constatado.

A mesma tendéncia de redugéo do numero de Er foi observada por ELAHEE
e BHAGWANT (2007) em Scarus ghobban capturadas em lago contaminado com
Hg. Por outro lado, neste mesmo trabalho, os autores relatam aumento significativo
de Er, Ht, e Hb em Epnephelus merra. Estes concluiram que cada espécie
apresenta um padréao diferente de resposta hematol6gica e por isso a importancia do
monitoramento de varias espécies em estudos de poluentes no ambiente aquatico.

As diminuigbes significativas de Er, Ht e Hb foram observadas também por
HILMY et al. (1980) em Aphanius dispar, FLETCHER e WHITE, 1986 em
Pleuronectes platessa e por ISHIKAWA (2003) em Oreochromis niloticus expostos
ao cloreto de Hg (HgCl,) na agua.

De acordo com O’'CONNOR e FROMM (1975) e FLETCHER e WHITE (1986),
a diminuicao do numero de Er e de Ht podem estar relacionados com o processo de
hemolise dos eritrdcitos em consequiéncia da toxicidade do Hg. E, além disso,
FLETCHER e WHITE (1986) relacionam a queda do Ht com o processo de
esplenomegalia observada no periodo da contaminagdo, uma vez que o bago atua

como um importante érgao fagocitario e que tem afinidade pelos eritrécitos.



Tabela 3. Médias + erro padréo observadas e resultados da andlise de variancia para hematécrito (%), hemoglobina (g.dL'1), nameros de eritrécitos (104.uL'1),

VCM (fL), HCM(Pg) e CHCM (%) em tidpia do Nilo alimentadas com dieta contaminada com MeHg.

Hematécrito Hemoglobina n® eritrocitos VCM HCM CHCM
Tratamentos
Controle 29,18 + 0,66 8,50+ 0,17 171,00 + 3,56° 172,78 + 5,44° 50,18 + 1,33° 29,35 + 0,65
C1 29,41 0,50 8,72+ 0,17 160,00 + 3,48° 186,50 + 4,857 55,26 + 1,487 29,99 + 0,39
c2 29,55 + 0,39 8,68+ 0,18 164,00 +2,70® 181,02 + 3,46 53,13 + 1,26 29,35 + 0,45
Tempo (dias)
0 30,79 +0,27° 8,93+ 0,29° 184 + 3,07° 167,30 + 2,55° 48,53 +1,76° 29,68 + 0,86™
7 26,20 + 0,48° 7,81+0,14° 151 + 4,23° 174,74 +6,56°°% 52,04 + 1,92 2°° 29,88 + 0,66
14 27,87 + 0,76 8,32+ 0,23 177 +3,63° 157,26 + 3,78° 46,96 + 1,23 29,88 + 0,45%
21 30,83 +0,30% 8,55 + 0,20 156 + 4,51° 199,88 + 7,33° 55,38 + 2,112° 27,77 £0,69%
28 31,33+0,81% 8,84 + 0,26 172 + 3,93 183,56 + 6,32°%° 51,68 + 1,59°° 28,26 + 0,59°
35 29,04 + 1,00% 9,27 +0,32° 158 + 4,56°° 185,43 + 9,38%° 58,90 + 2,38° 32,05+ 0,89°
42 29,58 + 0,61%° 8,68 + 0,24 154 + 3,21° 192,55 + 5,44° 56,48 + 1,88%° 29,39 + 0,74%°
Probabilidades
Tempo (Te) <0,0001 <0,0076 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0020
Tratamento (Tr) NS NS <0,0007 <0,0067 <0,0051 NS
Interacao Tr x Te <0,0006 NS <0,0003 <0,0001 <0,0144 NS
CV (%) 6,66 10,44 6,50 8,71 10,64 8,10

Médias * erros padrao seguidos de letras diferentes na coluna, dentro de cada fator, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (NS)
Nao significativo



40

Hematacrito

7 Condigéao A
35 inicial A

25 A m Controle
& 20 mC1
oC2

0 7 14 21 28 35 42
Tempo (dias)

Numero de eritrécitos

250 + L
Condicao

200 4 inicial A
B
150 g : C

B A

100 -

50

Valores absolutos (10%)

O -
0 7 14 21 28 35 42
Tempo (dias)

VCM

Condicao
inicial

0 7 14 21 28 35 42
Tempo (dias)

HCM

80 +
70 4 Condigédo

A
B

60 4 inicial B
50
g 40 -
30 -
20 +
10
0 A

7 14 21 28 35 42

Tempo (dias)

Figura 1. Médias + erro padrao de Ht, Er, VCM e HCM de tilapia do Nilo alimentadas
com dieta contendo MeHg (tratamento x tempo). Letras diferentes nos
tempos diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Por outro lado, OLIVEIRA-RIBEIRO et al. (2006) observaram aumento
significativo de Er e Ht em Hoplias malabaricus contaminadas com MeHg por meio
da dieta durante 70 dias. Estes autores sugerem que o aumento destas variaveis
tem como objetivo elevar a capacidade de carreamento de oxigénio, que comumente
€ prejudicada em situacbes de contaminacdo por poluentes. Esta hipdtese é
corroborada por CHOWDHYRY et al. (2004) que observaram aumento de Ht e Hb
em Prochilodus scrofa contaminados por metais pesados, incluindo o Hg.

No presente estudo, os valores médios de VCM para tilapia alimentadas com
MeHg na dieta apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos
nos tempos 28, 35 e 42 dias de alimentacdo, sendo que ao final dos 42 dias
observou-se média inferior para os peixes alimentados com MeHg na dieta. Para as
médias de HCM, os tratamentos diferenciaram significativamente (p<0,05) somente
aos 35 dias de alimentacdo, e aos 42 dias a diferenca entre os tratamentos
desapareceu.

Em Oreochromis aureus exposta ao HgCl,, ALLEN (1994) observou reducgéo
significativa de VCM e aumento de CHCM em uma semana de exposi¢cdo. Estes
autores relatam nao haver diferengca no nimero de Er e na taxa de Hb, e que a
mesma quantidade de Hb ocupou um menor volume da célula, aumentando assim o
CHCM.

Ja os estudos de ELAHEE e BHAGWANT (2007) relatam queda significativa
do ndmero de Er e paralelamente aumento de VCM e HCM em Scarus ghobban
capturados em lago contaminado com Hg. Estes descrevem que o aumento no
tamanho dos Er pode ser associado a resposta ao estresse causado pela toxicidade
do metal. PERRY et al. (1996) também atribuem o aumento de VCM como resposta
aos efeitos das catecolaminas, cortisol e glicose liberada em resposta a toxicidade

do Hg.
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5.1.1.2 Série branca

Os resultados da analise estatistica, para as variaveis hematolégicas da série
branca de tilapia (Oreochromis niloticus) alimentadas com dieta contendo MeHg,
estdo apresentados no Tabela 4.

Os valores médios de neutréfilos (Nt) e mondcitos (Mn) ndo apresentaram
diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos e também n&o demonstraram
interagdo (tratamento x tempo). Os numeros de eosindfilos foram pequenos, nao
sendo possivel realizar andlise estatistica com este leucécito (Lc). No presente
estudo ndo ocorreu presenca de basdfilos.

RANZANI-PAIVA e EIRAS (1992) relatam que dependendo da espécie e das
caracteristicas do ambiente, os linfécitos (Lf) podem ser o de maior freqiéncia no
sangue periférico de peixes. Neste estudo, os Lf foram os mais abundantes em
Oreochromis niloticus, assim como observado por outros autores (AZEVEDO et al.,
2006; BARROS et al., 2002; SARDER et al., 2001), sendo os valores médios de Lc
neste experimento influenciado pela variagdo do nimero de Lf.

O desdobramento das interagdes (tratamento x tempo) do nimero de Lc e de
Lf de Oreochromis niloticus alimentados com dieta contaminda com MeHg estédo
apresentados na Figura 2.

Com relagdo ao numero de Lc observou-se diminuicdo significativa das
médias aos sete dias de alimentagcao para todos os tratamentos, inclusive para os
peixes do grupo controle. O mesmo foi observado para as médias do numero de Lf.
GILL e PANT (1985) atribuem esta alteracao ao fator estresse de experimento que

também é demonstrado em varios vertebrados.
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Tabela 4. Médias + erro padrao observadas e resultados da andlise de variancia de leucdcitos totais (10*.uL™"), linfocitos (10*.uL™), neutréfilos

(10*.uL™"), e monécitos (10*.uL™), em tilapia do Nilo alimentadas com dieta contaminada com MeHg.

Leucécitos totais Linfécitos Neutrofilos Mondcitos
Tratamentos
Controle 2,65+0,112 2,39 + 0,09° 0,14 + 0,02 0,10 £ 0,01
C1 2,28 +0,10° 2,05 +0,10° 0,16 £ 0,02 0,08 + 0,01
c2 2,51 +0,16% 2,36 + 0,152 0,16 + 0,02 0,09 + 0,01
Coletas (dias)
0 3,29 +0,18° 2,95 +0,16° 0,22 +0,03° 0,13 +£0,02°
7 1,48+ 0,06° 1,44 +0,06° 0,07 +0,02° 0,04 +0,02°
14 2,83 +£0,15° 2,61 +0,15%® 0,13 £ 0,02% 0,08 + 0,012
21 2,48 + 0,09 2,26 + 0,09 0,15 + 0,09% 0,07 +0,01%
28 2,63 +0,12°° 2,47 +0,01°° 0,16 + 0,03 0,11+ 0,012
35 2,38 +0,11%° 2,11 +0,11¢ 0,19 +£0,04a 0,07 £0,01%°
42 2,28 +0,17° 1,99 +0,15¢ 0,17 £ 0,02ab 0,11 £0,01*®
Probabilidades
Coletas (Co) <0,0001 <0,0001 <0,0193 <0,0003
Tratamento (Tr) <0,0006 <0,0033 NS NS
Interacao (Co x Tr) <0,0001 <0,0001 NS NS
CV (%) 13,7 14,46 60,16 50,31

Médias * erros padrao seguidos de letras diferentes na coluna, dentro de cada fator, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (NS)

N&o significativo
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Figura 2. Médias + erro padrdo de leucdcitos e linfocitos de tilapia do Nilo
alimentados com dieta contendo MeHg (tratamento x tempo). Letras
diferentes nos tempos diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Segundo BENFEY e BIRON (2000), Oncorhynchus mykiss e Salvelinus
fontinalis estressados pelo estimulo de confinamento e manipulagédo apresentaram
diminuicdo do numero de Lc. De acordo com os autores o estresse leva a
redistribuicdo dos Lf, principalmente, para os 6rgados linféides, diminuindo seu
namero na circulagdo sanguinea e/ou haveria destruicdo dessas células devido ao
alto nivel de cortisol liberado. Esta ultima hip6tese é confirmada por WOJTASZEK et
al. (2002), que observaram profunda linfopenia e eosinopenia em Cyprinus carpio
apds 24 horas da injecao de cortisol. Além disso, ROTLLAND et al. (1997), relatam

que o cortisol e as catecolaminas em concentracbes aumentadas na circulagao
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atuam sobre 6rgaos hematopoiéticos como o rincefélico, o bago e o timo, suprimindo
a producéo de Lf.

Aos 14 dias de alimentagdo, os peixes de todos os tratamentos
apresentaram ligeiro aumento do numero de Lc em relagdo ao sétimo dia de
experimento, com excecao dos peixes alimentados com a dieta C1. A mesma
tendéncia foi observada também nos valores médio de Lf.

Apb6s 35 dias, estas diferencas desapareceram. Ao final dos 42 dias de
alimentagcdo, os peixes alimentados com ragdo contendo MeHg apresentaram
reducéo significativa (p<0,05) dos valores de Lc e Lf, quando comparado aos peixes
do grupo controle.

WEPENER et al. (1992) relatam que a leucopenia em peixes pode ser
provocada pela necrose de tecidos leucopoiéticos em conseqiiéncia a exposi¢ao a
poluentes na agua.

Segundo OLIVEIRA-RIBEIRO et al. (2006) e WEDEMEYER et al. (1990), a
diminuicdo da imunidade inespecifica dos peixes estd associada a exposicdo a
poluentes, podendo aumentar a susceptibilidade a doengas. STOROZHUK e
GULEVA (1983) concluiram que o Hg causa alteragdes no sangue periférico de
Oncorhynchys kisutch, sendo caracterizado por eritrocitos contendo nucleos
septados, neutrofilos vacuolizados e inibicdo da leucopoiese.

Por outro lado, em Hoplias malabaricus, o MeHg na dieta induziu o aumento
do numero de Lc (OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2006). O mesmo foi observado por
ALLEN (1994) em Oreochromis aureus expostas ao HgCl, na agua, que acarretou
em aumento significativo (p<0,05) de Lc nas primeiras 24 horas, no entanto, em uma
semana esta diferenca nao foi mais observada.

Além disso, 0 aumento no numero de Lc pode ser em decorréncia de
infeccoes bacterianas (MATTSSON et al., 2001) ou por danos teciduais causado
pelo MeHg (OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2006). MELA (2004) corrobora esta ultima

hipétese sugerindo, em seu trabalho, que lesbées hepaticas causadas pelo MeHg
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podem ser as principais causa do aumento do numero de Nt, com conseqlente

aumento de Lc nos individuos expostos ao organometal.

5.1.2 Variaveis bioquimicas do sangue de tilapia do Nilo

Os resultados da analise estatistica da série bioquimica do plasma (Tabela 5)
de Oreochromis niloticus demonstraram aumento significativo nos niveis de
magnésio (p<0,05) nos peixes alimentados com a dieta contendo maior nivel (C2) de
MeHg. Foi observada relacéo direta entre a concentracdo de MeHg na dieta e os
niveis de magnésio presente na circulagao periférica.

Sobre a alteracdo no parametro de magnésio em peixes em conseqiiéncia da
ingestédo de Hg nado foram encontradas informacdes na literatura. No entanto, este
parametro € afetado por outros metais como cobre e cadmio que induzem aumento
da concentracdo de magnésio em Sebastes schlegeli (KANG et al., 2005). A
intoxicagdo por cadmio também induz aumento do nivel de magnésio em
Oncorhynchys mykiss expostos ap6s 72 horas de exposicado (CHOWDHURY et al., 2004).

Segundo HEATH (1995), os peixes normalmente excretam o excesso de
magnésio através da via renal e que conseqlentemente controla os niveis no
plasma. Portanto, o aumento dos niveis de magnésio no plasma observado no
presente trabalho pode ser sugestivo de disfungéo renal induzida pelo MeHg.

Os desdobramentos das interagdes (tratamentos x tempo) ocorridas com os
parametros do calcio e glicose sao apresentadas na Figura 3.

Os niveis médio de calcio ndo apresentaram grande oscilagdo no sangue
periférico, durante os primeiros 21 dias de exposicdo ao MeHg. No entanto,
verificou-se reducdo significativa das médias aos 28 e 35 dias para os peixes
alimentados com MeHg na dieta. Entretanto, ap6s 42 dias essas diferencas
desapareceram.

Diminuicao dos niveis de célcio no plasma foram descritos em Scophthalmus

aquosus expostos ao Hg (DAWSON, 1990), em Oncorhynchys mykiss expostos ao
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cadmio (CHOWDHURY et al., 2004), em Oreochrmis niloticus afetado por
enfermidade renal (CHEN et al., 2003), e em Oreochromis niloticus infectadas por

Streptococcus iniae (CHEN, et al., 2004).
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Figura 3. Médias + erro padrdo de célcio e glicose de tilapia do Nilo alimentadas
com dieta contendo MeHg (tratamento x tempo). Letras diferentes nos
tempos diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 5. Médias * erro padrao observadas e resultados da andlise de variancia
para célcio (mg.L™"), magnésio (mg.L™") e glicose (mg.L") plasmatico de
tildpia do Nilo alimentadas com dieta contaminada com MeHg.

Fatores Calcio Magnésio Glicose
Tratamentos
Controle 12,17 £ 0,28° 2,33+ 0,06° 44,63 + 2,657
C1 11,80 + 0,22° 2,39+ 0,07*® 45,46 + 3,27°
Cc2 11,97 £ 0,192 2,53 +0,07° 46,79 + 4,512
Tempo (dias)
0 10,98 + 0,28° 2,15+ 0,09° 38,47 + 2,20°
7 11,39 + 0,25b° 2,51 +£0,09° 12,19+ 3,16°
14 12,62 + 0,32° 2,44 + 0,09 60,48 + 3,84°
21 12,39 +0,19% 2,30 + 0,07 53,80 + 3,96°
28 12,42+ 0,51 2,45+ 0,06 51,62 + 2,98°
35 12,50 + 0,35% 2,92 +0,10° 51,40 + 3,55%
42 11,59 + 0,25%° 2,15+ 0,08° 51,03 £ 2,31°
Probabilidades
Tempo (Te) <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tratamento (Tr) NS <0,0259 NS
Interacao Tr x Te <0,0038 NS <0,0001
CV (%) 8,04 11,08 6,50

Médias + erros padrao seguidos de letras diferentes na coluna, dentro de cada fator, diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (NS) N&o significativo.

A hiperglicemia é uma resposta comum para o estresse em peixes e tem sido
considerado como um bom indicador de poluicdo ambiental (HATTINGH, 1976).

Os valores glicémicos dos peixes do presente trabalho apresentaram
aumento significativo apds 14, 21 e 35 dias de alimentagdo com ragao contamianda
com MeHg.

Varios fatores de estresse estao relacionados com aumento da glicemia em
peixes. Colossoma macropomum (TAVARES-DIAS et al., 2001) e Oreochromis
niloticus (MARTINS et al., 2004) apresentaram aumento da glicemia em resposta ao
estresse de captura. Baixa temperatura da agua, também apresentou aumento da

glicemia em Oreochromis niloticus (SUN et al., 1995).
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De acordo com BARCELLOS et al. (2000) a hiperglicemia ocorre em
resposta as catecolaminas e cortisol liberados apds estimulos estressores. Este
ultimo estimula a gliconeogénese, que esta representada pela produgéo de glicose e
regulacdo da demanda para circulagao periférica (VIJAYAN et al., 1994).

VAN VUREN et al. (1994), TAVARES-DIAS et al. (2002) e CHEN et al.
(2004), observaram aumento dos niveis de glicose no plasma, respectivamente em
Clarias gariepinus, Piaractus mesopotamicus e Oreochromis niloticus, expostos a
diferentes concentragdes de cobre na agua. O mesmo foi descrito por KANG et al.

(2005) em Sebastes schlegeli alimentados com dieta contendo cobre e cadmio.

5.1.3 Relacao hepato e esplenossomatica

A determinacao dos valores padrdes para a relagdo hepatossomatica (RHS)
e esplenossomatica (RSS) sdo importantes para a compreensao dos disturbios
hepaticos e esplénicos, que podem ocorrer durante o0s processos patolégicos
(QUENTEL e OBACH, 1992).

Os resultados da andlise estatistica da RHS e RSS estdo apresentados na
Tabela 6. Os dados demonstram auséncia de interacdo (tratamento x tempo) para
ambas as relagdes.

Os animais alimentados com dieta C2 apresentaram menor RHS quando
comparados aos peixes controles, no entanto, ndo ocorre diferenga significativa
entre eles. Os peixes alimentados com dieta C1 apresentaram RHS
significativamente menor (p<0,05) que os peixes alimentados com a dieta controle.
O mesmo foi observado por PYLE et al. (2005) e URENA et al. (2006) que
determinaram respectivamente em Perca flavescens e Anguilla anguila, correlagdo

negativa entre os niveis de Hg bioacumulado no figado e a RHS.
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Tabela 6. Médias + erro padréo observadas e resultados da analise de variancia da
relagdo hepato e esplenossomatica em tilapia do Nilo alimentadas com
dieta contaminada com MeHg.

Hepatossomatica (RHS) Esplenossomatica (RSS)
Tratamentos
Controle 1,862 + 0,740° 0,181 £ 0,117
C1 1,234 +0,414° 0,130 + 0,083
c2 1,643 + 0,806 0,163 £ 0,102
Coletas (dias)
0 0,992 + 0,485° 0,091 +0,031°
14 1,956 + 0,688° 0,125 + 0,084
28 1,796 + 0,690° 0,210 £ 0,113°
42 1,574 + 0,630%° 0,205 + 0,109
Probabilidades
Coletas (Co) <0,001 <0,006
Tratamento (Tr) <0,013 NS
Interacao (Co x Tr) NS NS
CV (%) 36,74 58,54

Médias seguidas de letras iguais na coluna, dentro de cada fator, ndo difere estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). (NS) Nao significativo.

Esta menor RHS pode ser em conseqiéncia da gliconeogénese gracas a
acao do cortisol supostamente liberado como resultado da ingestao de Hg, de modo
semelhante aos estimulos estressores. Como resultado ocorre a diminui¢cdo do peso
do figado. Esta hip6tese é corroborada por WOLF e WOLFE (2005), que relatam a
diminuicdo do tamanho do figado de Oncorhynchus mykiss em conseqiéncia da
perda de glicogénio e lipideos em resposta a agentes toxicos.

Esta correlagéo negativa (metais x RHS) foi também observada por MAES et
al. (2005) em Anguilla anguila, e segundo estes autores, a toxicidade dos metais
atuam como um fator negativo na saude dos peixes.

A RSS nao apresentou diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos

alimentados com diferentes concentracées de MeHg na dieta.
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Os valores médios da RSS para tilapia determinados no presente estudo séo
maiores que os descritos por TAVARES-DIAS et al. (2000) para esta mesma
espécie em ambiente de cultivo intensivo. Estes mesmos autores concluiram que
esta espécie ndo expressa correlagao entre peso do bago e os fatores comprimento

e peso corporal.

5.1.4 Bioacumulacao de mercurio em tilapia do Nilo

No presente estudo, os niveis de Hg na agua e nos peixes controles
permaneceram abaixo do limite de deteccdo (LD) ao longo do experimento. Nos
peixes do tempo zero também n&o foi detectado Hg. No entanto, ap6s 14 dias do
inicio do experimento, os peixes alimentados com dietas contaminadas com MeHg
apresentaram Hg em todos os érgaos avaliados.

De acordo com a analise estatistica (Tabela 7), os niveis de MeHg (C1 e C2)
na dieta e os tempos de alimentacao interagiram significativamente com o processo
de bioacumulacao nos diferentes tecidos com excecéo do baco.

Na figura 4, o desdobramento das interagcbées (tratamento x tempo)
demonstrou que os peixes alimentados com dieta C2 apresentaram maior taxa
(p<0,05) de bioacumulagao ao longo do tempo. Além disso, as concentragées de Hg
bioacumuladas nos 6rgaos de Oreochromis niloticus apresentaram correlagcao positiva
até os 42 dias de alimentagéo (Figura 5).

Em experimento realizado por HOUCK e CHECH (2004), que contaminaram
experimentalmente a dieta de Orthodon microlepidotus com quatro niveis de MeHg:
0,21; 0,52; 22,1 e 55,5 ugHg.g™". Similarmente aos resultados do presente trabalho,
estes autores relatam uma correlacgdo linear positiva (r’= 0,99) de biocumulagao de

Hg na musculatura para todos os tratamentos.
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Tabela 7. Médias e resultados da andlise de variancia para bioacumulagao de Hg
(MgHg.g") em musculo, figado, rim, encéfalo e baco de tilapia do Nilo
alimentadas com dieta contaminada com MeHg.

Musculo Figado Rim Cérebro Bago
Tratamentos
C1 0,14° 0,65° 0,39° 0,19° 0,15°
Cc2 1,582 6,63 4,842 3,562% 4,262
Tempo (dias)
14 0,41° 2,29° 1,57° 1,05° -
28 0,83° 3,12° 2,84° 1,982 2,152
42 1,332 5,512 2,97° 2,162 2,23°
Probabilidades
Tempo (Te) <0,0001 <0,0001 <0,0002 <0,0001 NS
Tratamento (Tr) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0001
Interagéo (Te x Tr) <0,0001 <0,0001 <0,0021 <0,0001 NS
CV(%) 11,63 14,05 34,26 20,56 21,23

Médias seguidas de letras diferentes na coluna, dentro de cada fator, diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (NS) Nao significativo, (-) Dado
perdido.

A mesma correlagao entre dose e bioacumulagao (r?=0,87) foi observada por
BJERREGAARD et al. (1999) ap6s injecéo de solugdo (1mgHg + 1 mgMeHg.Kg™
PV) por via intraperitoneal em Oncorhynchus mykiss. RALDUA et al. (2007) também
observaram o mesmo (r’=0,83) em Barbus graellsii capturados proximos & industria
de cloro-alcalis.

No presente trabalho o nivel de bioacumulacao do Hg foi comparado entre os
orgaos avaliados (Tabela 8). Segundo os dados, houve maior acumulo (p<0,05) do
Hg no figado e rim dos peixes, em ambas as concentragcées (C1 e C2). Com relagcéao
ao nivel de Hg na musculatura, somente os animais alimentados com dieta C2
apresentaram niveis acima do recomendado pela Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria Brasileira (0,5 ugHg.g™).
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Figura 4. Médias * erro padrdo observadas para de bioacumulagdo de Hg em rim,
figado, bago, musculatura e encéfalo de tilapia do Nilo alimentadas com
dieta contendo MeHg (tratamento x tempo). (*) dentro de cada tempo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 5. Biacumulagao de Hg em musculatura, rim, figado, encéfalo e bago de
tildpia do Nilo alimentadas com dieta contaminada com MeHg.

De acordo com AZEVEDO (2003), ap6s a absorcao do Hg ocorre a
distribuicdo no organismo por via circulatéria. Especificamente, o MeHg fixa-se a
hemoglobina no interior dos eritrocitos e é carreado para os érgaos. A maior parte
dos organomercuriais vai principalmente para o cérebro, figado e rins, embora
também seja detectado em outros locais (CANO, 2001).

Em mamiferos, a via urindria juntamente com a fecal sdo as mais
importantes na eliminagao do Hg pelo organismo (WHO, 2003). Segundo ALLEN et
al. (1988) afirmam que em peixes, o rim também atua com um importante érgao
bioacumulador de Hg inorgénico.

A alta bioacumulagao hepatica de Hg ocorre em funcdo das caracteristicas
do figado, que é o Orgao responsavel pela biotransformacao de poluentes
(THOMSON, 1990). Segundo FRODELLO et al. (2000) e GONZALEZ et al. (2005) é

nos hepatdcitos que ocorre o processo de desmetilagdo do Hg organico para a
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forma inorgénica. E, além disso, a bile liberada pelo figado no processo da digestao
pode ocasionar na redistribuicdo do Hg para os diferentes tecidos (ALLEN et al., 1988).

Assim, semelhantemente aos nossos resultados, em ambiente natural, a
elevada concentragao de Hg no figado e nos rins de animais aquaticos foi observada
por FRODELLO et al. (2000) em espécies de cetaceos, por REGINE et al. (2006) em
Acnodon oligacanthus, Pseudodancistrus barbatus, Semaprochilodus varii, Doras
micropoeus, Hoplias aimara e Cynodon gibbus, por AFONSO et al. (2007) em
Aphanopus carbo e por RALDUA et al. (2007) em Barbus graellsii e Alburnus
alburnus.

Em experimentos realizados em laboratérios, o0 mesmo foi relatado por
SIMON e BOUDOU (2001) em Ctenopharyngodon idella contaminados com HgCl, e
MeHg e por KENNEDY (2003) em Carassius auratus expostos ao Hg inorganico
proveniente de amalgama dentario na cavidade oral. OLIVEIRA-RIBEIRO et al.
(1996) e SCHULTZ et al. (1996) também observarm a mesma tendéncia,
respectivamente em Trichomycterus zonatus expostos ao HgCl, na agua e em
Ictalarus punctatus inoculado com HgCla.

Algumas espécies, porém demonstraram 0 inverso, como é o caso de
Hoplias malabaricus (MELA, 2004), Cyprinus carpio (GOLDSTEIN et al., 1996) e de
Leporinus friderici e Leporinus fasciatus (REGINE et al., 2006), que apresentaram
maior bioacumulagdo do Hg na musculatura ao invés dos 6rgaos citados acima.

GONZALEZ et al. (2005) avaliaram a bioacumulagao de Hg em Danio rerio
alimentados com dieta contaminada com MeHg (5,0 e 13,5 ugHg.g™"). Verificando
maior acumulo no cérebro, o que correspondeu a duas e um e meio mais que o
mensurado na musculatura e no figado, respectivamente.

Segundo REGINE et al. (2006), que compararam a distribuicdo do Hg em
diferentes espécies de peixes, ha grande diferenga baseada no habito alimentar das
espécies e, além disso, a caracteristica estrutural e funcional de cada espécie pode

modificar o organotropismo do Hg. CANO (2001) enfatiza ainda, que a forma
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quimica do Hg (inorgénico ou organico), a concentragdo, a via de contaminagao
(exposicao ou ingestdo) e o mecanismo depuragao/excre¢cdo podem interferir na

cinética do Hg no organismo.

Tabela 8. Comparacéo de bioacumulacdo de Hg (ugHg.g™') entre os tecidos de
tildpia do Nilo analisadas ao final dos 42 dias de experimentagéo.

Fatores Figado Rim Baco Encéfalo Musculo
Tratamentos
C1 1,00+0,22* 0,82+0,37° 0,19+0,17° 0,32+ 0,11°® 0,21 +0,04°
C2 10,02+ 0,80*° 10,08 +2,20*° 4,96+0,72° 4,62+0,57° 2,45+0,16°

Médias seguidas de letras diferentes na linha, dentro de cada fator, diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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5.2 Metilmercurio em ratos Wistar

5.2.1 Analise hematolégica

De acordo com AZEVEDO (2003) a toxicidade do MeHg se deve
principalmente a completa absor¢cdo pelo trato gastrointestinal e pela lenta
eliminacdo. O MeHg se liga ao sangue e pela via circulatéria se distribui ao resto do
organismo, podendo cruzar até mesmo a barreira hematoencefélica causando danos
ao sistema nervoso central. JIN et al. (2007) relatam que apesar da importancia do
sangue na distribuigdo do Hg no organismo, poucos trabalhos relacionam o MeHg
na dieta com os parametros hematolégicos.

Os efeitos do MeHg sobre as caracteristicas hematoldgicas foram relatados
em gatos (CHARBONNEAU et al, 1976), em humanos (GRAEME e POLLACK,
1998), em ratos (MUNRO et al., 1980; SHIGEMATSU et al., 2000; INSTITORIS et al.,

2001; JIN et al., 2007) e em camundongos (SHAW et al., 1991; LECAVALIER et al, 1994).

5.2.1.1 Série vermelha

No presente trabalho, os resultados da andlise estatistica para as variaveis
hematolégicas da série vermelha de ratos Wistar estdo apresentados na Tabela 9. A
Figura 6 representa o perfil do hemograma dos ratos (controle, C1 e C2) durante o
periodo de 28 dias de experimento.

Os resultados apresentados na Tabela 9 ndo demonstraram diferenca
significativa (p>0,05) entre os tratamentos. Da mesma forma ndo ocorreu interagéo
(tratamento x tempo). O mesmo foi relatado por JIN et al. (2007) que realizou a
contaminacdo por via oral em ratos com MeHg (dose: 1 e 3 pgHg.g™" PV) e por
INSTITORIS et al. (2001) que forneceram solugdo de HgCl, (dose: 0,4; 0,8 e 3,2
ugHg.g”) por gavagem em ratos Wistar.

Em ratos (Sprague-Dawley), SHIGEMATSU et al. (2000) inocularam solugao

contendo MeHg (dose: 2 pgHg.g' PV) por 25 dias consecutivos e também n&o



58

observaram diferenca significativa para os parametros hematolédgicos (Er, Ht e Eb)
com relacao ao grupo controle inoculados com solucéo salina.

Por outro lado, SHAW et al. (1991) observaram em camundongos reducao
significativa (p<0,05) de Hb, Er, e Ht ap6s quatro e 14 dias da injecao de MeHg por
via intraperitoneal (24 pgHg.g™' PV). O mesmo ocorreu em ratos Wistar alimentados
com dieta contaminada diariamente com MeHg (dose: 0,002; 0,010; 0,050; 0,250
ugHg.g" PV) por 26 meses (MUNRO et al., 1980). Em ratas (Sprague-Dawley)
contaminadas oralmente com solugao contendo HgCl, (dose: 7,4 e 9,2 ugHg.g™ PV),
LECAVALIER et al. (1994) observaram também diminuigao destes parametros. Além
disso, em humanos, no estudo de GRAEME e POLLACK (1998), a contaminacao

por MeHg causou anemia na populac¢ao avaliada.
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Tabela 9. Médias + erro padrao observadas e resultados de andlise estatistica para hematdcrito (%), taxa de hemoglobina (g.dL™), nimero de
eritrécitos (10*.uL™), VCM (fL), HCM (Pg) e CHCM (g.dL™") em ratos Wistar alimentados com dieta contaminada com Hg.

Hematdcrito Hemoglobina n° de eritrécitos VCM HCM CHCM
Tratamentos
Controle 47,47 + 0,63 16,31 + 0,64 780 + 14,78 60,98 £ 0,76 20,82 £ 0,69 34,36 £ 1,30
C1 46,33+ 0,70 15,87 £ 0,67 777 £15,52 59,78 £ 0,88 20,36 £ 0,73 34,33+ 1,40
c2 47,17 + 0,48 16,62 + 0,63 794 £ 16,18 59,63 £ 0,87 20,83 £ 0,61 35,09+1,13
Tempo (dias)
0 48,11 £ 0,75 18,09 £ 0,17 832 + 19,75° 57,92 +0,78" 21,80 + 0,35° 37,63 £ 0,38°
7 46,66 + 0,82 17,10 £ 0,32 781 +23,09° 60,07 + 1,29% 21,98 + 0,34° 36,65 + 0,36°
14 46,66 = 0,96 17,03 £ 0,44 790 + 18,91° 59,19 + 0,93% 21,56 + 0,30° 36,47 £ 0,44°
21 47,40 £ 0,70 16,82 £ 0,23 793 +11,48° 59,75 + 0,43% 21,20 £ 0,197 35,50+ 0,3%
28 46,50 = 0,64 12,83+ 1,13 738 +13,98° 63,18 + 0,97¢ 17,21 £ 1,28° 27,61 +2,39°
Probabilidades
Tempo (Te) NS <0,0001 <0,0173 <0,0118 < 0,0001 <0,0001
Tratamento (Tr) NS NS NS NS NS NS
Interacao Tr x Te NS NS NS NS NS NS
CV (%) 5,36 13,98 7,95 5,60 12,09 12,92

Médias * erro padrao seguidas de letras diferentes na coluna, dentro de cada fator, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (NS) Nao

significativo.
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Figura 6. Perfil do hemograma de ratos Wistar alimentados com dieta contaminada
com Hg durante 28 dias.

Esta tendéncia a anemia foi observada também em ratos contaminados com
chumbo (TOPLAN et al., 2004) e cadmio (KTAPCINSKA et al., 2000). RIBAROVE e
BENOV (1981) relatam que o processo de lise dos eritrocitos induzido por agentes
hemoliticos como os metais pesados podem estar associados ao alto grau de
peroxidagao no organismo dos mamiferos.

O processo de peroxidacdo pode destruir as defesas antioxidantes
intrinsecas das células e resultar na condigdo conhecida por estresse oxidativo.
Desta forma, células sob estresse oxidativo desenvolvem vérias disfungdes, em
razdo das lesbes causadas aos lipideos, proteinas e DNA (ERCAL et al., 2001).
Assim, os trabalhos de RANA e BOORA (1992) e SENER et al. (2007) relataram o
aumento de peroxidacao lipidica e diminuicdo da glutationa peroxidase em ratos
oralmente expostos ao HgCl,, o que implicou na presenca de danos oxidativo

tecidual em diversos 6rgéos do animal.
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5.2.1.2 Série branca

Os resultados da analise estatistica para as variaveis hematolégicas da série
branca de ratos Wistar contaminados com Hg estao apresentados na Tabelas 10. O
perfil leucocitario de ratos Wistar (controle, C1 e C2) ao longo dos 28 dias de
experimentagao é apresentado na Figura 7.

Os Lc, Lf, Nt e Mn ndo apresentaram diferenga significativa (p>0,05) entre os
tratamentos e também n&o foi observada interagéo (tratamento x tempo) em nenhum
dos parametros leucocitarios, com exceg¢ao dos valores de eosindfilos (Es) que
apresentaram diferenga significativa (p<0,05) entre as médias do grupo controle e
dos animais tratados com dieta (C2). Assim, houve correlagdo positiva entre as
concentracdes de Hg na dieta e o niumero de Es na corrente sanglinea periférica de

ratos.

JIN et al. (2007) observaram também ligeiro aumento de Es em ratos
alimentados com MeHg em relacdo ao grupo controle, sem que, no entanto,

houvesse diferenga significativa entre eles.

De acordo com GARCIA-NAVARRO e PACHALY (1994), o aumento do
numero de Es em mamiferos ocorre comumente em situagdes inflamatorias,
alérgicas e parasitarias. PERLINGEIRO e QUEIROZ (1995) afirmam que em
humanos o Hg aumenta a susceptibilidade de infeccdes e manifestacées alérgicas.
Ja, GRAEME e POLLACK (1998) relatam que contaminagdo em humanos por MeHg
raramente esta relacionado com aumento de Es, sendo mais comuns casos de

aumento de Lf.

Semelhante aos nossos resultados, INSTITORIS et al. (2001) submeteram
ratos Wistar & gavagem com solucéo contendo HgCl, (3,2; 0,8 e 0,4 ugHg.g™) e néo
observaram diferenga significativa nos parametros leucocitarios, ao final dos 28 dias

de experimentacao.
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Por outro lado, JIN et al. (2007) forneceram dieta com diferentes niveis de
MeHg (1 e 3 ugHg.g™" peso vivo) durante 28 dias para ratos e observaram correlagao
positiva entre as variaveis Lc, Nt e Mn e os niveis de MeHg nas dietas. O aumento
de Lc foi também observado por GUILHERMINO et al. (1998) em ratos Wistar
inoculados com solugéo contendo cadmio (4, 6, 9 e 13,5 pgCd.g”). Em humanos,
em um relato de caso FAGALA e WIGG (1992) descreveram aumento de Lc em
crianca de 12 anos exposta ao vapor de Hg elementar por seis meses, como

resultado de vazamento domicilar de Hg elementar.
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Tabela 10. Médias + erro padrdo observadas e resultados da andlise de variancia do nimero absolutos de Lc (n°.uL™), Lf (n°.uL™"), Nt (n°.uL™),

Mn (n°.uL™), Es (n°.uL") em ratos Wistar alimentados com dieta contaminada com Hg.

Leucdcitos totais Linfocitos Neutréfilos Monécitos Eosindfilos
Tratamentos
Controle 10121 + 873 7436 + 679 2464 + 273 78 + 20 115 £ 27°
C1 9752 + 759 6664 + 543 2760 + 270 120 + 28 164 + 48%
c2 10033 + 462 6781 + 365 2542 + 176 118 £20 237 + 43°
Tempo (dias)
0 7236 + 880° 5120 + 6782 1968 + 334 59 + 21° 88 + 32°
7 10053 + 872% 6659 + 467%° 2664 + 339 91 +23% 171 £ 41%®
14 11858 + 1143° 8754 + 891° 2915 + 321 65 + 242 93 +30°
21 10410 + 390% 6996 + 287%° 2930 + 236 136 + 32% 314 + 75°
28 10108 + 600%° 7116 + 607 2579 + 303 177 + 36° 191 + 56%°
Probabilidades
Tempo (Te) <0,0116 <0,0090 NS <0,0248 <0,0059
Tratamento (Tr) NS NS NS NS NS
Interacao Tr x Te NS NS NS NS NS
CV (%) 28,17 30,86 38,25 91,90 88,51

Médias * erro padrao seguidas de letras diferentes na coluna, dentro de cada fator, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (NS) Nao

significativo.
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Figura 7. Perfil leucocitario de ratos Wistar alimentados com dieta contaminada com
Hg, durante 28 dias.

5.2.2 Variaveis bioquimicas do sangue de ratos Wistar

No presente trabalho, de acordo com a analise estatisitca das concentragdes
de glicose, calcio, magnésio, creatinina, e ALT de ratos frente a resposta do
organismo ao estimulo da contaminacdo pelo MeHg, ndo revelaram diferencas
(p<0,05) entre os tratamentos (Tabela 11). A figura 8 apresenta o perfil bioquimico do

sangue de ratos Wistar durante os 28 dias de experimentagao.

Segundo SENER et al. (2007), danos teciduais no figado e no rim em
decorréncia ao aumento de peroxidagéo lipidica, foram relacionados com o aumento
dos niveis de ALT e creatinina, respectivamente, em ratos Wistar injetados com
HgCl, (5,0 ugHg.g™' PV). O mesmo foi observado por GUILHERMINO et al. (1998)

em ratos Wistar injetados com cadmio (4, 6, 9 e 13,5 pgCd.g" PV). De acordo com
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DEVLIN (1997), os valores de creatinina e ALT plasmatico sdo biomardadores
indiretamente associados a alteracdes renais e hepaticas, respectivamente.
RUMBEIHA et al. (2000) avaliaram a nefrotoxicidade do Hg em ratos
(Sprague-Dawley) injetados com solugdo HgCl, (1,75 pgHg.g' PV +
lipopolissacarideo-Escherichia coli; LPS: 2 ugHg.g™' PV) e obsevaram aumento dos
niveis de creatinina sérica e o aumento do peso do rim quando comparados com
grupo controle. YANAGISAWA et al. (2002) associaram o aumento de creatinina
com alteragdes histopatolégicas nos rins de ratas (Sprague-Dawley) injetadas com
HgCl: (7,5 ugHg.g™ PV). O aumento significativo nos niveis de creatinia foi relatado
também por YASUTAKE et al. (1997) em ratos Wistar alimentados com dieta

contendo MeHg (dose: 0; 1 e 5 ugHg.g™ PV) pelo periodo de dois anos.
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Figura 8. Perfil das varidveis bioquimicas do sangue de ratos Wistar
alimentados com dieta contaminada com Hg, durante 28 dias.
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Tabela 11. Médias + erro padréo observadas e resultado da andlise de variancia para glicose(mg.L™), célcio (mg.L"), magnésio (mg.L™),
creatinina(mg.L™") e ALT (mg.L") plasmaticos em ratos Wistar alimentados com dieta contaminada com Hg.

Glicose Calcio Magnésio Creatinina ALT
Tratamentos
Controle 136,26 + 4,12 10,07 + 0,17 2,45 + 0,09 0,49 + 0,02 38,04 + 1,64
C1 133,22 + 4,02 9,58 + 0,31 2,55+0,13 0,52 + 0,02 38,99 + 1,90
c2 141,56 + 6,48° 9,87 + 0,20 2,43 + 0,09 0,50 + 0,02 40,44 + 2,60
Tempo (dias)
0 117,16 +4,24° 10,19+ 0,18 2,21+ 0,09 0,50 + 0,012 30,84 + 3,43°
7 137,97 + 3,97 9,65+0,18 2,32+0,14 0,57 + 0,02° 45,83 + 2,33°
14 136,82 + 4,50 9,50 + 0,47 2,55+0,13 0,42 + 0,02° 39,72 + 2,45%
21 138,66 + 7,97%° 10,03+ 0,32 2,66 +0,16 0,45 + 0,03 41,38 + 1,82%
28 149,50 + 6,952 9,97 +0,22 2,52 + 0,08 0,55 +0,02? 36,23 + 1,19
Probabilidades
Tempo (Te) <0,0054 NS NS <0,0001 <0,0006
Tratamento (Tr) NS NS NS NS NS
Interacao Tr x Te NS NS NS NS NS
CV (%) 13,33 9,89 18,09 15,19 19,48

Médias * erro padrao seguidos de letras diferentes na coluna, dentro de cada fator, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (NS) Nao

significativo.
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PEIXOTO e PEREIRA (2007) observaram aumento de aproximadamente
35% dos niveis de creatinina e queda de 40% dos niveis de ALT em ratos Wistar
inoculados com HgCl, (5,0 pgHg.g" PV). Segundo estes autores, o aumento de
creatinina confirma a presenca de insuficiéncia renal causada pelo metal, no entanto,
a queda de ALT nao corresponde a toxicidade hepatica que normalmente é
caracterizada pelo aumento desta atividade em resposta a lesédo celular (DEVLIN,
1997). O mesmo foi observado por JIN et al. (2007) em ratos (Sprague-Dawley) que
apresentaram correlagdo negativa entre os niveis de ALT com as concentragdes de

MeHg (0, 1 e 3ugHg.g™" PV) administrado por gavagem durante 14 dias.

Similarmente aos resultados do presente trabalho com relagdo ao nivel de
glicose sérico, SHIGEMATSU et al. (2000) ndo observaram alteragao significativa da
glicemia em ratos (Sprague-Dawley) injetados diariamente com solugao contendo
MeHg (2,0 pgHg.g" PV) por 25 dias. J4, PEIXOTO e PEREIRA (2007) observaram
diminuicdo de aproximadamente 25% dos niveis de glicose em ratos Wistar

inoculados com HgCl, (5,0 pgHg.g™ PV).

Em mamiferos o calcio é o principal constituinte dos 0ssos e dentes e atua
como importante estabilizador de membrana. O seu desequilibrio no balango nos
fluidos sanguineos causa alteragbes metabdlicas e disfuncao imune (SHENKER et
al., 1993). No presente trabalho ndo ocorreu diferenga (p<0,05) dos valores de célcio
plasmatico entre os tratamentos. No entanto, SHARMA et al. (2005) observaram
aumento de célcio no soro em camundongos injetados com HgCl, (5,0 ugHg.g™ PV).
Este achado corrobora com os de SHENKER et al. (1993) que descreveram em
humanos o aumento de célcio sanguineo (p<0,05) em resposta a exposicao ao
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5.2.3 Relaco6es Hepato, Espleno, Nefro e Encefalossomatica

Os resutados da analise estatistica das relagcées somaticas (RHS, RSS, RNS
e RES) e o perfil somatico dos 6rgaos ao longo dos 28 dias estdo apresentados na

Tabela 12 e Figura 9, respectivamente.

Na Tabela 12 verificou-se que os ratos alimentados com dieta C2
apresentaram menor RSS (p<0,05) com relacao aos animais alimentados com dieta
C1. Ja os valores de RHS, RNS e RES ndo demonstraram diferenca significativa
entre os tratamentos.

A diminuicdo RSS foi observada também por HULTMAN e ENESTROM
(1992) em ratos contaminados com HgCl, (14,3 pgHg.g" PV) e por FAZAKAS et al.
(2005) em ratos Wistar contaminados diariamente por gavagem com solugéo
contendo HgCl, (1,6 pgHg.g™ PV) por 12 semanas.

KANERVA et al. (1982) descreveram que em mamiferos o processo de
sangria reduz significativamente as relagdes somdticas e o peso absoluto do figado
e baco. No presente trabalho, a puncao sanglinea e a quantidade de sangue foram
padronizadas para todos os animais coletados, sendo assim descartado a
possibilidade de alteracdo das relagdes obtidas.

Os dados de RHS no presente estudo ndo demonstraram sensibilidade com
relagdo aos niveis de Hg na dieta. O mesmo foi observado por McNEIL et al. (1988)
que avaliou a hepatoxicidade do MeHg (2,5 ugHg.g' PV, diariamente) em ratos
Wistar com peso médio de 190g, tratados por sete semanas.

Por outro lado, a diminuicdo da RHS foi observada por PAN et al. (2005) em
ratos Wistar recém nascidos contaminados com MeHg (10 pgHg.g™" PV, diariamente
por 10 dias) e por FAZAKAS et al. (2005) em ratos Wistar jovens contaminados com
HgCl, (0,4 e 1,6 ugHg.g™' PV, diariamente por 12 semanas). Estes mesmos autores
observaram menor ganho de peso nos animais contaminados com Hg. De acordo

com WHO (1990), um dos sintomas da toxicidade do Hg € o processo de anorexia.
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BARKER et al. (1994), mencionam que baixos valores do fator de condicdo e da
RHS estao relacionados a deficiéncia nutricional e/ou ao efeito anoréxico e/ou ma

digestao, o que tende a diminuir o glicogéncio hepatico e consequentemente a RHS.

Segundo BELLES et al. (2002) em ratas prenhas contaminadas com nitrato
de chumbo (25 pg Pb.g™') e com MeHg (12,5 pgHg.g™") por gavagem. O aumento
significativo de RHS da prole foi observada no tratamento de MeHg + chumbo. No
entanto, esses metais isoladamente ndo apresentaram alteracdo significativa com

relagao aos pesos dos 6rgaos.

A RNS observada neste trabalho ndo apresentou diferenca significativa entre
os tratamentos. Esse resultado € semelhante aos encontrados por FAZAKAS et al.
(2005), BELLES et al. (2002) e SMITH et al. (1983) que contaminaram por gavagem
respectivamente, ratos Wistar com HgCl, (0,4 e 1,6 pgHg.g”' PV), camundongos
Charles River com MeHg (12,5 ugHg.g™' PV) e ratas Sprague-Dawley gestantes com
MeHg (4 a 6 pgHg.g™ PV). J4, o aumento da RNS foi observado em ratos Wistar por
McNEIL et al. (1988), JONKER et al. (1993) e PAN et al. (2005). Estes
administraram MeHg, respectivamente 10 pgHg.g" PV por 10 dias, 1,1 ugHg.g" PV
por 4 semanas e 2,5 ugHg.g™' PV por 7 semanas.

As vias urinarias sao consideradas uma das mais importantes na eliminagao
do Hg (SWIFT, 1997). Segundo AZEVEDO (2003), o rim é o érgao critico na
intoxicacdo aguda pelo ion mercurio, podendo resultar em extensa necrose de
células epiteliais e do tubulo contornado proximal, podendo ocasionar na diminuigao

do peso do érgao.
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Tabela 12. Médias = erro padrao observadas e resultado da analise de variancia das relagdes (%), hepato, espleno, nefro e encefalossomatica em
ratos Wistar alimentados com dieta contaminada com Hg.

Hepatossomatica (RHS)

Esplenossomatica (RSS)

Nefrossomatica (RNS)

Encefalossomatica (RES)

Tratamentos
Controle 3,37 + 0,09 0,16 + 0,004% 0,32 + 0,008 0,58+ 0,015
C1 3,561+ 0,11 0,18 £ 0,005% 0,30+ 0,019 0,57 +£0,013
c2 3,565+ 0,15 0,15 + 0,005° 0,33 + 0,007 0,57 £ 0,012
Tempo (dias)
0 3,72+0,18 0,17 £ 0,007 0,31 £ 0,042 0,613 + 0,024
7 3,62+0,18 0,17 £ 0,008 0,32+ 0,016 0,560 £ 0,015
14 3,32 +0,16 0,16 + 0,005 0,32 + 0,007 0,560 £ 0,013
21 3,49+0,13 0,17 £ 0,007 0,32 + 0,006 0,554 £ 0,013
28 3,30+ 0,10 0,16 + 0,007 0,32 + 0,008 0,560 = 0,018
Probabilidades
Tempo (Te) NS NS NS NS
Tratamento (Tr) NS <0,0048 NS NS
Interacao Tr x Te NS NS NS NS
CV (%) 13,86 12,62 18,84 9,72

Médias * erro padrao seguidos de letras diferentes na coluna, dentro de cada fator, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (NS)

Nao significativo.
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Figura 9. Valores das relagées hepato, espleno, nefro e encéfalossomatica de ratos
Wistar alimentados com dieta contaminada com Hg, durante 28 dias.

O estudo com camundongos contaminados por gavagem com solugdes
contendo diferentes concentragées de HgCl, (5, 10 e 20 ugHg.g” PV), NIELSEN et
al. (1991) constataram menores danos e rapida regeneracao do epitélio tubular em
animais que receberam 10 pgHg.g™", enquanto a necrose do tdbulo proximal renal foi
observada na dosagem de 20 pgHg.g™', e nenhum dano foi verificado na dose 5
HgHg.g™'. Este mesmo processo foi observado em ratos expostos por 14 dias ao
HgCl,(0,93; 1,9; 3,7; 7,4 e 14,8 ugHg.g™' PV) por gavagem. A incidéncia de necrose
foi observado a partir da dose de 3,7 pgHg.g™ PV, e sendo constatado o aumento da
severidade de acordo com a intesidade da dosagem de Hg (NTP, 1993).

No presente estudo, a RES nao apresentou diferengca (p>0,05) nos ratos
alimentados com dieta contendo Hg. Este resultado foi semelhante aos encontrados
por GRUNDT et al. (1980) e BURBACHER et al. (2005) em macacos, PEREIRA et al.
(1999), NEWLAND et al. (1999) e FAZAKAS et al. (2005) em ratos Wistar
contaminados com MeHg. No entanto, apesar de ndo apresentar redugdo de massa
encefalica a toxicidade do MeHg ao sistema nervoso é descrito por SAKAMOTO et

al. (2004), que administraram diariamente concentracdes de MeHg (1, 3 e 5 ugHg.g™
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PV) em ratas Wistar. Estes animais apresentaram deficiéncia de coordenacao
motora e lesdes histopatoldégicas no cérebro, sendo constatado o aumento da

severidade proporcionalmente a dose de MeHg administrada.

Segundo WALKER et al. (1989) a RES funciona como bom indicador de
neurotoxicidade. Em humanos, a reducdo do peso cerebral e alteracbes motoras
foram relatados em fetos e criangas contaminados por MeHg em Minamata na
década de 40. Em ratos Wistar, o estudo de PAN et al. (2005) demonstrou esta
mesma caracteristica de reducdo cerebral e disfuncdo motora em animais
contaminados com MeHg. De fato, trabalhos experimentais com ratos expostos ao
cloreto de MeHg demonstram que a natureza neuropatoldgica da lesdo consiste em
degeneragao de nervos periféricos, raiz de nervos sensores, estruturas da espinha

dorsal e células cerebrais (NAGASHIMA, 1997).

5.2.4 Bioacumulacao de mercurio em ratos Wistar

No presente estudo, tanto o grupo controle, quanto os animais do tempo zero,
as concentracdes de Hg estiveram abaixo do LD.

Pelos resultados da analise estatistica apresentada na Tabela 13 e Figura 10,
observa-se que os ratos alimentados com dieta C2 demonstraram maior acumulo
(p<0,05) do metal em todos os érgaos analisados.

Na Figura 10, constata-se que o aumento da bioacumulagédo ocorreu de
forma ascendente com relacdo ao tempo de alimentagcédo, com exce¢dao somente do
baco que apresentou o maior aumento de Hg aos 14 dias de alimentagao,
reduzindo-se apo6s 21 dias. De acordo com JUNQUEIRA e CARNEIRO (1995), o
baco possui grande quantidade de células fagocitarias e que tem contato intimo com
0 sangue, além disso, representa um importante 6rgdo de defesa contra
microrganismos e é também o principal 6rgao destruidor de eritrécitos velhos. O

MeHg fixa-se a hemoglobina numa taxa que pode atingir até 90% sendo ditribuido
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para todo o corpo do animal (GALVAO e COREY, 1987). A reducéo verificada aos
21 dias pode estar relacionada com a redistribuicdo sangliinea e/ou com a
reutilizagdo da hemoglobina proveniente da lise celular para a sintese de novos
eritrécitos pelo sistema hematopoiético.

A Figura 11 demonstra o aumento linear da bioacumulagao de Hg no figado
(r*=0,99) e o rim (r*= 0,95) de ratos alimentados com dieta C2 ao longo dos 28 dias
de experimentacdo. SONG et al. (2002) constataram esta mesma tendéncia linear
de bioacumulagdo de Hg em rim de fémeas Sprague-Dawley contaminadas com
amalgama contendo Hg, durante 12 semanas.

A dindmica do Hg neste trabalho para a C1 demonstrou pouco efeito
bioacumulativo no organismo do rato quando comparado com a C2, demonstrando a
relacdo dose e efeito do metal. A presenca de Hg no figado e rim foi detectada a
partir dos 14 dias de alimentagédo. O bago e a musculatura apresentaram acumulo
de Hg somente a partir dos 21 dias de contaminacéo. Ja o encéfalo a concentracao
de Hg ficou abaixo de LD em todos os periodos analisados.

O Hg presente na dieta C2 bioacumulou no rim e bacgo ja aos sete dias de
alimentacdo. Aos 14 dias, o figado apresentou nivel de Hg detectavel e com
tendéncia a ascencdo até os 28 dias. Na musculatura e no encéfalo o Hg foi
constatado a partir dos 14 e 21 dias, respectivamente.

Neste estudo comparou-se a bioacumulacdo do Hg entre os 6rgaos
analisados (Tabela 14 e Figura 12). Em ambas as dietas (C1 e C2), ocorreu maior
acumulo (p<0,05) do Hg no rim, seguido do figado e bago que apresentaram niveis
de bioacumulacdo semelhantes (p>0,05). E por final, a musculatura e o encéfalo,
que foram os 6rgdos que apresentaram menor capacidade para bioacumular Hg.
Esses resultandos se assemalham aos encontrados por SAKAMOTO et al. (2004),
BERNTSSEN et al. (2004), PAN et al. (2005) e ENDO et al. (2005) em ratos Wistar

contaminados com MeHg.
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Tabela 13. Médias * erro padréo observadas e resultado da anélise de variancia para bioacumulagéo de Hg (ngHg.g™') na musculatura,
figado, rim, encéfalo e bago de ratos Wistar alimentados com dieta contaminada com Hg.

Musculatura Figado Rim Encéfalo Baco
Tratamentos
C1 5,23 + 2,40° 15,83 + 4,75° 56,04 + 16,68" ALD 6,26 + 2,96°
C2 21,76 + 7,52° 95,58 + 21,56° 512,92 + 93,47° 8,80 + 4,05° 129,00 + 18,73°
Tempo (dias)
0 ALD ALD ALD ALD ALD
7 ALD ALD 144,907 + 55,46° ALD 60,148 + 22,98°
14 ALD 60,79 + 23,17° 248,878 + 94,17° ALD 111,287 + 42,142
21 17,55 + 8,37° 86,34 + 29,81° 357,818 + 125,99° ALD 55,684 + 27,61°
28 49,43 +10,73? 130,24 + 33,112 651,408 + 182,52° 20,91+ 8,00° 101,899 + 28,83?
Probabilidades
Tempo (Te) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tratamento (Tr) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Interagdo Tr x Te <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CV (%) 65,52 43,84 22,66 41,33 29,22

Médias * erro padrao seguidos de letras diferentes na coluna, dentro de cada fator, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (NS) Nao
significativo. (ALD) Abaixo do limite de detecc¢éo.
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Figura 10. Médias observadas para de bioacumulagdo Hg em rim, figado, baco,
musculatura e encéfalo de ratos Wistar alimentados com dieta
contendo Hg (tratamento x tempo). (*) dentro de cada tempo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Os estudos de SAKAMOTO et al. (2004), BERNTSSEN et al. (2004) e ENDO
et al. (2005), que além dos 6rgaos descritos acima avaliaram a concentracdo de Hg
nos eritrécitos de ratos contaminados, e verificaram altos valores de Hg nos glébulos
vermelhos, corroborando as informacdes de GALVAO e COREY (1987) a respeito
da afinidade de Hg orgéanico pela hemoglobina.

Além disso, SAKAMOTO et al. (2004) observaram que a contaminagao
realizada com MeHg suplementada na forma sintética (CHsHgCI) na dieta provocou
maior bioacumulacao (p<0,05) que a dieta naturalmente contaminada com MeHg.
Desta forma, estes dados sugerem que o efeito toxico do MeHg presente nos
organismos aquaticos deva ser considerado menos severo do que a mesma dose
equivalente para o MeHg sintético que muitas vezes é utilizada em experimentagdes.

Estudos com Hg na forma inorganica foram avaliados em ratos Sprague-
Dawley por TAKAHASHI et al. (2001), SONG et al. (2002) e HUANG et al. (2005).
Apesar da toxicocinética ser dependente da espécie quimica do metal (WHO, 1991),
estes autores observaram o mesmo padrao de bioacumulagéo para o MeHg, sendo
o rim o principal 6rgdo alvo, seguido do figado e o encéfalo.

Em um estudo realizado com humanos ocupacionalmente expostos ao Hg
inorganico, HAC et al. (2000) determinaram a concentragdo Hg em érgaos de 46
pessoas que foram a Obito subitamente na regido norte da Poldnia. As respectivas
concentracdes no cortex renal, figado e encéfalo foram de 68,6 + 92,3 ng.g™, 29,0 +
22 ng.g" e 5,3 + 6,9 ng.g”". Esta distribuicio de Hg no organismo se assemelha aos
resultados do presente trabalho.

Embora, este estudo com peixes e ratos tenha sido realizado em curto
periodo de tempo, os achados demonstram que experimentagcdes com animais de
laboratério podem ser utilizados para a suposicdo de contaminagdo ambiental e

principalmente do risco do contato humano a este poluente.
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Figura 11. Biacumulac&o de Hg (ngHg.g") em rim e figado de ratos Wistar
alimentadas com dieta de concentragéo 2 de Hg.

Tabela 14. Comparacéo de bioacumulacdo de Hg (ngHg.g™") entre os tecidos de
ratos Wistar analisadas ao final dos 28 dias de experimentagéo.

Fatores Figado Rim Baco Encéfalo Musculo
Tratamentos
C1 47,96+0,93°  171,41+1,99  31,3440,53" ALD 26,18+0,34°
Cc2 212,53+3,02° 1131,41+1,47° 172,46+1,07° 41,82+0,58° 72,68+0,91°

Médias seguidas de letras diferentes na linha, dentro de cada fator, diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (ALD) Abaixo do limite de deteccéo.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos para as variaveis hematoldgicas e bioquimicas de
tildpia do Nilo, demonstraram sensibilidade as concentragcbes de MeHg

administrado pela dieta;

Para a analise de bioacumulagéo, a musculatura, figado, rim, baco e cérebro

de tilapia do Nilo acumularam Hg progressivamente;

O aumento da bioacumulagédo com o aumento da concentragédo de MeHg na

dieta sugere relacdo de dose e efeito, tanto em tilapias como em ratos;

Os reflexos da relacdo de dose e efeito podem ser tansmitidos as espécies
situadas em nivel mais alto da cadeia tréfica, neste caso representadas pelos

ratos;

As concentragdes de Hg administradas e o tempo de alimentac¢ao para ratos
Wistar ndo afetaram as variaveis hematoldgicas, bioquimicas e relagdes

somaticas;

A bioacumulagédo de Hg na musculatura, figado, rim, bago e cérebro de ratos
Wistar, confirmam o processo de biomagnificagdo do metal proveniente do

cloreto de MeHg administrado a tildpia do Nilo.
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