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Foi avaliada a contaminagdo por
mercurio em tecido muscular, sangue
fotal, soro e heméacias de bagres
marinhos, ~Netuma barba (n=15),
oriundos da llha das Enxadas - Baia de
Guanabara. Para avaliar a satide dos
animais coletados foram realizados
hemograma, hemocitoscopia, dosagens
de enzimas (acetilcolinesterase e de
butirilcolinesterase) no musculo e teste
do microntcleo. As concentragbes de
HgT no musculo (126,1+40,2) foram
relativamente altas para um peixe com
dieta detritivora. Nesse estudo, a
butirilcolinesterase  mostrou-se  mais

1.INTRODUGAO

apropriada como biomarcador de efeito
do que a acetilcolinesterase e o teste de
micronucleo indicou ocorréncia  de
potenciais  efeifos  genotoxicos em
Netuma barba. A forte correlagéo entre
a concentragdo de HgT no musculo e
nas hemacias possibilitou a derivacdo
de uma equagéo. Ela pode ser utilizada
para predizer teores de Hg no musculo
a partir das concentragbes de Hg nas
hemécias, o que permitiia a
monitorizagdo ~ sistemética, sem o
sacrificio do animal, inclusive em &reas
de protegdo ambiental.

O mercurio (Hg) é um metal da familia 2B e possui propriedades diferentes
de outros metais. E um elemento-trago e pertence ao grupo chamado de
metais pesados. Pode ser encontrado na forma inorganica (Hg® - elementar;
Hg?* - ion mercurico e Hg22* - ion mercuroso) e na forma orgénica. O Hg
advém de fontes naturais como erupgdes vulcanicas e de fontes antropicas,
em sua maior parte. A emiss@o de Hg para a atmosfera por atividades
industriais é de cerca de 2000 a 3000 toneladas/ano, sendo que desse Hg,
95% permanece no solo, 3% em aguas superficiais € 2% na atmosfera
(Micarone, 2000). A sua entrada na cadeia alimentar é dada através da



transformagdo do ion Hg?* em metilmercirio (MeHg) por um processo de
metilag&o, onde o Hg?* recebe um grupamento metila, e é a forma orgénica
mais comum do mercurio. Cada forma do Hg apresenta uma dada toxicidade,
sendo que o metilmercirio é uma substancia neurotoxica e teratogénica
(Sweet, 2001), capaz de causar danos irreversiveis. E capaz de bioacumular
e de biomagnificar através dos niveis troficos. Liga-se fortemente as
proteinas, o que pode facilitar a sua passagem através dos tecidos. E
lipofilico, porém quando acumulado ndo é encontrado predominantemente
em tecido adiposo, e sim em tecido muscular, onde cerca de 90% do Hg total
estd na forma de MeHg. Acredita-se que 0 processo de metilagdo no
ambiente aquatico seja realizado principalmente por bactérias. Assim, o
MeHg torna-se biodisponivel. O processo de biomagnificagdo ocorre pela
transferéncia do MeHg acumulado no primeiro nivel tréfico (produtores) para
os consumidores, sendo que quanto mais longa a cadeia tréfica, maior sera a
concentragdo acumulada pelo consumidor. Tem sido demonstrado que o
fator de biomagnificacdo é cerca de 10 vezes entre peixes ndo carnivoros e
carnivoros (Bruggeman, 1982). Assim, em um ambiente aquético, os peixes
representam um dos maiores niveis tréficos, dependendo do seu habito
alimentar e os carnivoros apresentam maiores concentra¢des de Hg.

Os peixes representam a principal via de exposi¢do dos seres humanos ao
MeHg (WHO, 1991). A taxa de excregdo do MeHg por organismos vivos €&
baixa. Nos humanos, a meia vida biolégica do MeHg é de 30 a 120 dias.
Segundo Ribeyre (1984), o MeHg teria uma afinidade por tecidos musculares
e pelo cérebro. No sangue, o Hg é agregado pelas hemécias e interage com
as proteinas do plasma, principalmente, com a albumina e com as globulinas
(Cember, 1968). O MeHg apresenta afinidade pelas hemacias e o Hg
inorganico € encontrado no plasma (Schultz, et al., 1994). Nas hemécias de
peixes, cerca de 90% do Hg esta na forma orgénica (Olson, 1973).

Para a avaliagdo de risco ecoldgico é necessario considerar a saude dos
animais coletados, utilizando diversificados parametros. Alguns exemplos sdo
a utilizagdo de hemogramas, visualizagéo de células sanguineas para analise
de deformagdes nucleares e dosagem de atividade enzimatica.

O hemograma & constituido por cinco etapas: volume globular (VG);
hemoglobinometria (Hb g%); hematimetria (He/mm3); volume globular médio
(VGM); e, concentragéo de hemoglobina globular média (CHGM).



Os micronucleos sdo corpusculos formados por cromossomos que se
encontram dispersos no citoplasma por néo terem sido ligados ao fuso na
divisao celular. Eles ndo podem se prender ao fuso por nao terem polimeros
formadores de tubolina, que é responsavel pela formagdo desses fusos.
Podem haver também a formag&o de nicleos bilobados que seriam indicagao
de um inicio de alteragdes no metabolismo celular.

A dosagem de enzimas como  aceticolinesterase e a
butirilcolinesterase(BchE) tem sido utilizada como biomarcador de efeito para
exposicao a compostos persistentes no meio ambiente. A primeira tem como
fungdo clivar as moléculas de acetilcolina, que s@o responsaveis pela
conducdo do impulso nervoso nas jungdes sinapticas. Varios trabalhos
demonstram que sua atividade é diminuida em organismos expostos aqueles
compostos (Lopez-Carillo & Lopez-Cervantes, 1993). A segunda é produzida
pelo tecido hepatico e exportada para corrente sanglinea, onde possui uma
meia vida em torno de sete dias, em humanos. Pode ser encontrada em
tecidos como figado, pele, musculo liso gastrintestinal e no plasma. Sua
funcéo fisiologica é desconhecida (Mason et al, 1993).

Atualmente, ha uma preocupagdo nos processos de avaliagbes de risco
ecoldgico em preservar a vida do animal estudado, sendo recomendado que
os estudos ndo requeiram o sacrificio do mesmo. A maioria dos trabalhos
com peixes como bioindicadores ambientais utilizam o tecido muscular, o que
exige o sacrificio dos espécimens.

Ecossistemas estuarinos, como a Baia de Guanabara, vém sendo
impactados por material organico e elementos quimicos toxicos como metais
pesados, incluindo o mercurio. A Baia de Guanabara é uma das maiores
baias do Brasil; cerca de 7.000 indUstrias estdo localizadas ao seu redor e
sdo responsaveis pelo lancamento de 4,800 Kg de metais pesados
diariamente. O tempo para renovagéo de suas aguas é cerca de 10 a 20 dias
(Wasserman et al, 2000).

Os bagres marinhos séo peixes demersais (Azevedo, 1999; Lowe-McConnell,
1999) de importancia comercial relativamente alta e tem como habitat, em
vida adulta, &guas salinas; na época da desova buscam regides
lagunares/estuarinas. A espécie estudada foi Netuma barba (Lacepede,
1803). Esta espécie possui uma dieta variada, alimentando-se desde
poliquetas, pequenos crustaceos até peixes em putrefagdo. Segundo Reis
(1986), o Netuma barba tém incluido na sua dieta peixes da familia



Scianidae. Esta familia inclui peixes de alto valor comercial como a corvina
(Micropogonias furnieri) (Santos, 1992). Trabalhos prévios (Lima & Castilhos,
2001; Kerig et al,1998) estudaram a contaminag&o mercurial em corvinas da
Baia de Guanabara.

2. OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar o risco ecoldgico aquético
representado pela disponibilizacdo de merclrio na Baia de Guanabara,
utilizando a espécie de bagre marinho Netuma barba (Siluriforme, Ariidae)
como bioindicador.

Os seguintes objetivos especificos foram atribuidos para a realizagdo do
objetivo geral: (i) avaliagdo da distribuicdo do mercurio total no peixe,
utilizando quatro matrizes (musculo, sangue, soro e hemacias); (i) avaliagao
da salde dos peixes coletados, através de hemograma e hematoscopia;
teste do micronucleo; determinagdo de atividade enzimatica  da
acetilcolinesterase e da butirilcolinesterase no musculo dos peixes.

3. MATERIAIS E METODOS

A llha das Enxadas (22°52'30"W; 43°10'S), ponto da coleta desse trabalho,
estd situada no arquipélago de Santa Bérbara, na Baia de Guanabara,
préximo ao 12 Distrito Naval e a poucas milhas da ponte Rio-Niter6i. Seu
nome vem da traducdo de paru, nome dado por indigenas a um peixe
abundante na regido. Foi um dos pontos participantes da revolta de 1893 e
durante algum tempo foi sede da Escola Naval.

Em 15 de Margo de 2003, foram coletados, com anzol, 15 espécimes de
Netuma barba, sendo que cinco outros peixes de espécies diferentes
(badejo, charéu, robalo, obarana e tainha) também foram coletados para
serem utilizados no aperfeicoamento das técnicas usadas. O sangue foi
retirado através de pungdo caudal, com seringas de 1, 3 ou 5ml, armazenado
em tubos com anticoagulante (EDTA) e refrigerado. Foram retiradas
amostras de musculo, que foram congeladas.

Para avaliagdo da concentragdo de merclrio total foram pesados
aproximadamente 0,5 g de amostra em baldo volumétrico de 50 mL,



adicionados 2 mL de NHO3-HCIO4 (1:1), 5 mL de H2S04, e 1 mL de H20.
Essa mistura foi aquecida em placa quente a 230-250°C por 20 minutos.
Depois de resfriada, a solugao foi avolumada para 50 mL com agua. Uma
aliquota de 5 ml foi introduzida no Automatic Mercury Analyzer Hg 3500,
espectrofotdmetro de absorcdo atdbmica com sistema de geragdo de vapor
frio de mercurio (Castilhos, 2001). Para as analises de mercurio total nas
hemécias e no soro, o sangue foi centrifugado a uma rotagdo de 6000 rpm
por 20 minutos, onde se verificou uma melhor separagéo soro/hemacias.

O micronucleo e a hemocitoscopia foram realizados através de esfregagos
feitos em laminas lisas com sangue fresco durante a coleta. Estas laminas
foram fixadas em metanol e coradas com GIEMSA para visualizagdo em
microscopia dptica.

O hemograma foi determinado como sugerido por Almosny et al (1993), no
qual todos os tipos celulares estdo presentes na cdmara de Neubauer, onde
se procede a contagem de eritrocitos, trombdcitos e leucécitos. O corante
utilizado (GIEMSA) delineia as membranas e cora suavemente o0s nucleos,
0 que possibilita a diferenciagdo entre aquelas células. O hemograma foi
realizado no mesmo dia da coleta evitando perda de material por coagulagao,
ja que o estresse do animal durante a pungao venosa contribui para que esse
processo ocorra, mesmo na presenga do anticoagulante utilizado (EDTA). O
Volume Globular (Vg) foi determinado através da técnica de
microhematdcrito. O Volume Globular Médio (VGM) foi obtido através da
formula:  VGM=VGx100/hematimetria. A concentragdo de hemoglobina
globular média (CHGM) foi obtido pela férmula; CHGM = Hb x 100 / Ht.

As determinagdes das atividades de acetilcolinesterase e butirilcolinesterase
seguiram o método descrito por Oliveira Silva 2000, com modificagdes, onde
as mesmas sdo quantificadas com base na reagdo descrita por Ellman
(1961). Foram retiradas porgdes pequenas das amostras do musculo
descongelado. A seguir essas porgdes foram pesadas e homogeneizadas
com uma solugdo tamp&o de fosfato de sédio 0,12M, pH 7,6 em proporgao
6:1 com relacdo ao peso das porgdes retiradas. As amostras foram
centrifugadas a 9000G por 20 minutos a 8°C. Durante a centrifugag&o, foram
preparados tubos de ensaio com 2 ml de solugéo tampéao; 0,5 ml de DNTB
2mM. Para a leitura sdo adicionados aos tubos de ensaio preparados
anteriormente 500 uL de substrato (acetil ou butitiriltiocolina) e 25 ulL da
amostra. As  atividades enzimdticas foram  determinadas em



espectrofotdmetro de forma cinética em A= 412 nm, sendo obtida ao final de
dois minutos de reagéo, a absorvancia por minuto. Os valores de absorvancia
foram convertidos em atividade enzimética, expressos em pmoles/min.mL",
através de célculo de regresséo linear utilizando uma curva padrdo de L-
cisteina. As atividades de acetilcolinesterase foram correlacionadas com
concentragao de proteina do musculo.

Para determinagdo da concentragdo de proteina das amostras de musculo,
as amostras foram diluidas de 1:10 em solugdo tampé&o fosfato de sodio
0,12M pH 7,6. Em tubos de ensaio relativos as amostras foram adicionados
4,3mL de H20 destilada, 200uL de NaOH a 25% e 200uL de amostra diluida
a 10%. O “branco” foi confeccionado utilizando-se 4,5mL de H20 destilada e
200uL de NaOH a 25%. Em seguida, foi adicionado 300uL de reativo de
Folin no primeiro tubo (branco) levando-se ao vortex por 30 seg. O mesmo
processo foi repetido para os demais tubos. Transcorrido um periodo de 5min
a partir do primeiro tubo, foi iniciada a leitura da absorvancia em
espectrofotdmetro em A=660nm. As absorvancias obtidas foram convertidas
em concentragdo de proteina em mg/mL utilizando-se uma curva padréo de
albumina.

Os valores de atividade de Acetilcolinesterase foram divididos pela
concentragdo de proteina da amostra sendo obtida a atividade especifica da
enzima expressa em pumoles.min-'.mg-* de ptn (Cunha 1991).

As andlises estatisticas dos dados obtidos foram elaboradas no programa

SPSS e Statistics. As correlagbes foram investigadas através dos testes de
correlagdo de Spearman.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificac&o da espécie Netuma barba (Figura 1) foi realizada pelo Museu
Nacional-RJ, utilizando um espécimen de bagre coletado.

Na Tabela 1 estdo apresentados valores médios de pardmetros alométricos e
de concentracdes de merclrio em Netuma barba.



Tabela 1. Médias e desvio padréo do peso (g), do tamanho (mm) e de teores
médios Hg (ug/kg) no musculo (M), sangue total (S), soro (So) e hemacias
H).

Peso (14) | Tamanho (14)] M (14) S (14) So(10) H(10)

6731962 328+92 126,1+40,2 | 34,4+30,2 | 10,5+10,9 | 20,2+16,0

(n)=ntimero de espécimens

Figura 1. Exemplar de Netuma barba, coletado na llha das Enxadas, Baia de
Guanabara, Rio de Janeiro - RJ.

Corvinas (Micropogonias furnieri) oriundas da Baia de Guanabara
apresentaram uma concentragdo média de HgT no musculo de 164,1+69
ug/kg (Lima & Castilhos, 2001). Comparando com a concentragdo média no
musculo do Nefuma barba (126,1+40,2), a diferenca se mostra sutil, apesar
das duas espécies estarem em niveis troficos diferentes — a Micropogonias
furnieri é camivora e o Netuma barba, detritivoro. Essa pequena diferenga
pode ser explicada pelo fato da corvina ser um peixe migratorio, 0 que
interromperia a exposigao dessa espécie ao Hg da Baia de Guanabara.

Foram feitas 13 Iaminas para a observagéo microscdpica de micronucleo nas
células. Dessas treze, oito apresentaram alteragdes nos ndcleos. A
frequéncia encontrada de microntcleo e de nlcleos bilobados (média de 0,75
micronucleos e de 0,67 ncleos bilobados para 1000 células contadas) indica
a ocorréncia de potenciais efeitos genotoxicos.

As médias das atividades especificas das enzimas acetil e
butirilcolinesterase estdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2. Médias das atividades especificas de acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase (umoles/min.mg); da proteina muscular (ug/ml). N=15

Acetilcolinesterase Butirilcolinesterase Proteina
0,42+0,332 0,24+0,049 287,6+292,2




Adicionalmente, € importante comentar que as amostras que mais
apresentaram alteragdes preliminares no nlcleo das células foram as de
Charéu e Badejo. Essas apresentaram, respectivamente, 12 e 7 nucleos
bilobados em 1000 células, observando-se ainda a presenga de ncleos
amorfos. Ambos os peixes sdo carnivoros e apresentaram uma alta
concentragdo de merctrio no musculo (100,7ugkg e 115,4ng/kg,
respectivamente), sendo que os espécimens capturados s&o pequenos tanto
em tamanho quanto peso (22cm e 200 g; 18 cm e 100 g, respectivamente),
comparativamente aos seus tamanhos e pesos maximos. O Charéu
apresentou ainda a maior atividade especifica de butirilcolinesterase (3,0
pmoles/min.mg ptn).

Das 15 amostras de sangue coletadas para hemograma, somente sete nao
coagularam. Dessas sete amostras, apenas em cinco foi possivel a
realizacdo do hemograma. Na Tabela 3 estdo as médias e o desvio padrao
dos resultados obtidos.

Tabela 3. Médias e desvio padréo dos hemogramas realizados (N=5).

VG% Hb 9% He /mm? VGM fl CHGM%

34,6+5,94 | 5,9+1,195 | 1404000+266889,5 | 251,4+49,85 | 17,08£2,17

VG% = Volume Globular; Hg g% = Hemoglobina; He /mm3 = Hematimetria; VGM fl = Volume
Globular Médio; CHGM % = Concentragao de Hemoglobina Globular Média

Foram investigadas correlagdes entre todos os dados obtidos (paré@metros
alométricos, bioquimicos e concentragdes de mercdrio total nas quatro
matrizes). Seguem, na Tabela 4, as correlagdes significativas.

Né&o foi observada correlagdo entre HgT no musculo com tamanho. Com o
peso, embora a correlagdo ndo seja significativa, hd uma clara tendéncia
(0,53 p=0,051). A forte correlagdo positiva e significante entre a concentragao
de HgT no musculo e a concentragdo de HgT nas hemécias abre a
possibilidade da utilizagdo do sangue de peixes como matriz para a avaliagéo
de contaminagdo por mercurio no musculo, 0 que evitaria o sacrificio dos
exemplares coletados.

O estudo de regressé&o linear com esses dois parametros apresentou um R2
= (0,488 (p<0,05), finalizando na equagéo:
[HgT Musculo] = ([HgT Hemacias] / 0,1020) — 0,9821

Assim, obtendo a concentragdo do HgT no sangue, podera ser estimada a
concentragdo de HgT no musculo do espécimen.



Tabela 4. Correlagbes significativas entre paradmetros alométricos,
bioguimicos e concentragdes de mercurio total nas quatro matrizes (musculo,
sangue total, soro e hemacias), de acordo com o teste de Spearman.

Parametros Coeficiente de correlagdo e significancia

HgM x HgH 0,72; p<0,05
HgH x HgSo 0,67; p<0,05
Butiril x acetil 0,50; p<0,05
Butiril x HgSo -0,74; p<0,05
Acetil x HQM -0,57; p<0.05
Acetil x Tamanho -0,62; p<0,05
Acetil x Peso -0.65; p< 0.05
Acetil x Hb g% 0,99; p< 0,0001

CHGM x HgSo - 0,99; p<0,0001

HgM = HgT no musculo; HgH = HgT nas hemacias; HgSo = HgT no soro; Butiril = atividade da
butirilcolinesterase; Acetil = Atividade da acetilcolinesterase; Hg g% = Hemoglobina; CHGM =
Concentragéo de hemoglobina globular média.

A forte correlagdo negativa e significante da atividade da butirilcolinesterase e
dos teores de Hg em soro, indicam esta enzima como um biomarcador de
efeito a exposigao recente ao mercurio, ja que correlacionou apenas com 0
HgT em soro, que representa uma exposicéo recente. Esse Hg presente no
soro geralmente é inorgénico e isso indicaria uma afinidade da butiril por
essa forma do Hg, ja que em mdsculo e em hemacia o Hg acumulado
predominante seria MeHg e o butirl ndo apresentou correlagbes com
nenhuma dessas matrizes, onde o0 MeHg é predominante.

A acetilcolinesterase apresentou correlagdo negativa e significativa com a
concentragdo de mercurio total no musculo, confirmando a tendéncia da
atividade desta enzima, em presenga de compostos persistentes no meio
ambiente. Entretanto, a atividade da acetilcolinesterase apresentou
correlagdes significativas com o peso e com o tamanho, que variam
normalmente durante a vida do animal. S&o parametros variaveis de espécie
para espécie, pois dependem dos seus habitos alimentares e de
comportamento (migratério ou sedentério, por exemplo). Portanto, a
acetilcolinesterase n&do foi considerada apropriada como biomarcador de
efeito decorrente da exposigao ao Hg para o Netuma barba.

As correlagbes encontradas entre a acetilcolinesterase e a hemoglobina
(positiva e significativa); e entre 0 HgTSo e 0 CHGM (negativa e significativa)



serdo consideradas apenas como tendéncias, pois 0 nimero de amostras
analisadas para essas correlagdes foi pequeno (CHGM e hemoglobina, N=5).

5. CONCLUSOES

Os teores de Hg musculo de Netuma barba foram considerados altos
levando-se em considerag&o os teores de Hg em musculo de Micropogonias
furnieri, pertencente a nivel trofico superior ao Netuma barba, mas de
comportamento migratorio, o que pode influenciar na exposi¢éo ao mercario
presente na Baia de Guanabara.

Das enzimas estudadas, a butirilcolinesterase apresentou-se mais apropriada
como biomarcador de efeito & exposi¢do recente ao mercurio, do que a
acetilcolinesterase

O teste do microncleo indicou a ocorréncia de potenciais efeitos genotdxicos
em Netuma barba, sendo que as espécies de Charéu e Badejo apresentaram
as maiores frequéncia de alteragdes nucleares.

Embora haja necessidade de uma amostragem mais ampla, a partir dos
resultados do presente trabalho, sugere-se que a coleta de sangue seja
utilizada para que a determinagdo do teor de Hg nas hemacias possa
predizer os teores de Hg no musculo de peixes, a partir de uma equagao
linear. Isso permitird a monitorizagéo sistemética, sem o sacrificio do animal,
inclusive em areas de prote¢do ambiental.
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