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O metilmercurio, sobretudo em ecossistemas aquaticos, mostra fenémeno de bioacumulagéo e biomagnificagéo,
ou seja, atinge os maiores teores em organismos de niveis tréficos mais elevados via alimentagdo. Contudo,
pouco se conhece sobre os efeitos adversos a biota. A causalidade deve ser demonstrada por meio de relagao
dose-resposta, averiguada unicamente por bioensaios. O presente trabalho investigou possiveis alteragdes em
parametros hematolégicos de apaiaris (Astronotus ocellatus) expostos ao metilmercurio, via alimentagéo,
utilizando ragdo comercial contaminada com cloreto de metilmerclrio na concentracdo de 7ppm durante 4
meses. Os individuos expostos apresentaram teores de metilmercurio em sangue, em torno de um ordem de
grandeza superiores aos controles, aumento de volume globular e diminuicdo na concentracdo de hemoglobina
nos eritrocitos. Os resultados sugerem que o metilmercurio é capaz de causar alteragbes hematoldgicas em
peixes tropicais. Trabalhos futuros investigaréo outras possiveis alteragdes, incluindo alteragdes bioquimicas e

histologicas.

1. Introdugao

Os ecossistemas aquaticos vém sendo modificados por diversas atividades antropicas, em especial através do
lancamento de substéncias tdxicas no meio, alterando o ciclo biogeoquimico de substancias organicas e
inorganicas, dentre elas o mercurio (Hg). O merclrio é um metal-trago presente no ambiente naturalmente em
baixas concentragdes (Sellanes et al, 2002) e que possui grande capacidade de bioacumulagido e
biomagnificagdo quando na sua forma organica de metilmercurio - MeHg. Este é transferido e acumulado desde
o primeiro nivel tréfico (produtores) até os consumidores, via alimentagdo, sendo que o ultimo nivel apresentara
as maiores concentragdes. Estes processos vém sendo amplamente estudados. Contudo, pouco se sabe sobre
os efeitos toxicos potenciais do metilmercurio a biota aquatica, especialmente em peixes tropicais que ocupam
niveis troficos altos, como peixes carnivoros restritos (Rodrigues, 2006). Para humanos, sabe-se que o MeHg é

neurotdxico e teratogénico e que a mais importante via de exposi¢éo € o consumo de pescado contaminado.
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Potenciais efeitos toxicoldgicos de diversos xenobidticos sobre a biota tém sido estudados através de
biomarcadores (ATSDR, 1994). Alguns estudos tém focado os efeitos do MeHg sobre populagdes de peixes e/ou
sobre o individuo, coletados em seu habitat natural ou em laboratorio através de bioensaio. Alteragdes na
hematologia foram verificadas em ciclideos da regido amazonica, de vida livre, com aumentados teores de
mercUrio, bem como em outras espécies de peixes, em bioensaios com mercurio (Souto, 2004 & Berntssen et al
2004).

Os bioensaios séo utilizados para se determinar que tipo de resposta biolégica podera ocorrer através da acdo
de uma substéncia contaminante, estabelecendo uma relagdo de causa e efeito (LANDIS & YU, 1995). Os
bioensaios também séo relevantes para a determinacdo de valores de referéncia, visto que estes néo estao
disponiveis na literatura, principalmente para peixes tropicais e, também, pela dificuldade em encontrar areas de
referéncia, ou seja, ndo perturbadas por a¢des humanas. Contudo, existem algumas dificuldades na realizagao
dos bioensaios para uma completa mimetizagdo do ambiente natural. Bioensaisos mimetizando a exposi¢do
cronica de peixes a metilmercurio, via alimentagdo, néo séo triviais e vem sendo aprimorados (Hammerschmitd

et al., 2002; Berntssen et al., 2004), necessitando, também, de técnicas de manejo e conservagdo adequadas.

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar possiveis respostas hematologicas em peixes da espécie
Astronotus ocellatus (apaiaris; Cichlidae) expostos artificialmente ao metilmercirio, em ensaio cronico. Esta
espécie ¢ originaria da Bacia Amazonica, de habito alimentar onivoro com tendéncia a carnivora, pertence a
mesma familia na qual estudos prévios demonstraram alteragdes hematolégicas relacionadas a exposi¢do ao
mercurio (Souto, 2004; Silva, 2004) e possibilita sua manutengdo em aquarios de volume relativamente

pequeno.

2. Materiais e Métodos

O apaiari € um peixe teledsteo pertencente a familia Cichlidae, mesma familia do tucunaré, e é utilizado
comercialmente para aquariofiia e também para alimentagdo. O peixe atinge porte maximo de 25 a 30
centimetros de comprimento e aproximadamente 1,5 Kg. Habita aguas de pH variando entre 6,0 e 8,0 e

temperatura entre 22 a 25°C.
2.1 Bioensaios

Apaiaris (Astronotus ocellatus) de ambos os sexos foram adquiridos de um mesmo criador com
aproximadamente 4 cm e aclimatados durante 3 meses no Laboratério de Hidrobiologia e Pesca da Faculdade
de Veterinaria — UFF. Esse periodo foi necessério para que os animais obtivessem tamanhos adequados para
realizagdo das coletas de sangue preocupando-se em manter a higidez e sobrevivéncia dos individuos. Apés a
aclimatagdo, o experimento foi iniciado, tendo dura¢do de 6 meses. Aqui serdo apresentados os resultados dos

quatro primeiros meses de experimento, que terminara em julho de 2009.

Os peixes foram mantidos em aquarios individuais e independentes, com filtragem biolégica e aeragéo 24

horas/dia, sendo alimentados com diferentes ragdes comerciais com alto valor protéico (40 % de proteina bruta),
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2 vezes ao dia até a saciedade aparente, visando uma alimentagéo balanceada. Os aquarios eram submetidos a
troca parcial de agua mensalmente e os parédmetros de qualidade da agua, pH e temperatura, foram
acompanhados semanalmente com utilizagdo de quites comerciais para aquariofilia. Foram mantidos 13
espécimes de Astronotus ocellatus no grupo teste € 13 no grupo controle. Os animais do grupo teste foram
alimentados com rac¢do comercial contaminada com cloreto de metilmercurio na concentragdo de 7ppm. Esta
concentragdo foi escolhida levando-se em consideracdo resultados descritos na literatura para peixes de

ambiente temperado (Hammerschmitd et al., 2002; Berntssen et al., 2004).
2.2 Parametros Biométricos

Os apaiaris foram pesados e medidos (comprimento total) bimestralmente a partir do inicio do experimento,

sempre apds a coleta de sangue.
2.3 Hemograma

Foram realizadas 3 coletas de sangue com os peixes em jejum de 12 horas. A primeira no inicio do experimento
(janeiro de 2009), antes de qualquer contaminagao artificial do grupo teste. A segunda e a terceira coletas foram

realizadas bimestralmente (margo e maio de 2009, respectivamente).

A amostra sanguinea foi obtida promovendo-se a contengéo e posicionamento do animal para pung&o. Foi
coletado em média 0,4mL de sangue da veia caudal com seringa de 1ml e agulhas calibre 13 x 4,5 (26 G'%"),
previamente rinsada com o anticoagulante &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Campbell, 2004) e
acondicionadas em refrigeragdo até o processamento, no mesmo dia, no Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria da Universidade Federal Fluminense (UFF). O volume de sangue coletado foi definido em relagdo ao
peso dos animais seguindo a formula: (Peso x 10/100) x 5/100. Essa padronizag¢do do volume é importante para
a manutencao da vida do animal apés a coleta, sem causar qualquer debilidade. Para separagéo e posterior
determinagdo de mercurio total nas hemécias, o sangue foi centrifugado a uma rotagdo de 3000 rpm por 5

minutos.

O hemograma foi realizado como sugerido por Almosny et al. (1993), no qual todos os tipos celulares estéo
presentes na cAmara de Neubauer durante a contagem de eritrocitos e leucdceitos. O eritrograma consiste na
determinagéo do nimero de eritrécitos (H), hemoglobinometria (Hb) e volume globular (VG) de cada amostra. A
hematimetria (H) foi feita a partir da diluicdo do sangue 1:100 em soro fisioldgico. O volume globular foi obtido
utilizando-se a técnica de microhematdcrito em tubos capilares. O Volume Globular Médio (VGM) foi calculado
aplicando-se a férmula VG x 1000/H. A hemoglobinometria foi realizada através de quites Labtest. A
Concentragdo de Hemoglobina Globular Média (CHGM) foi calculada aplicando-se a férmula Hb x 100/VG. A
leucometria global (contagem do numero de leucdcitos por mm? de sangue) foi feita a partir da mesma dilui¢o

usada para hematimetria e a contagem foi realizada em camara de Neubauer.
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2.4 Determinagao Quantitativa de Hg

O Hg foi analisado nas ragdes utilizadas para alimentag¢do, na agua dos aquarios (para verificagco de possivel
passagem do MeHg para a agua) e nas hemécias dos peixes através de um aparelho de absorgdo atdémica
(LUMEX). O equipamento trabalha de acordo com o principio da destrui¢do térmica da amostra seguida pela
determinagéo da quantidade de vapor de mercdrio. A concentragdo do vapor do mercurio € medida por uma
célula analitica pela diferenca de intensidade de radiagdo. Calculos de acuracidade e a precisdo foram

realizados, sendo aceitos erros maximos de 10%.
2.5 Tratamento Estatistico dos dados

As analises estatisticas dos dados foram realizadas com o programa SPSS, versdo 17.0, por andlise de
correlagdo de Pearson (para tratamento dos dados totais) e de Spearman (para grupos), € ANOVA para
investigar diferencas entre os grupos controle e teste para todos os pardmetros, aceitando-se o nivel de

significancia de p<0,05, ou seja, um erro de 5%.

3. Resultados e Discussao

Entre a primeira coleta (tempo zero) e a terceira (de quatro meses de exposi¢éo) houve a perda de 8 espécimes,
5 do grupo controle e 3 do grupo teste. Ressalta-se que, em alguns casos, o0 volume de sangue coletado foi
insuficiente para realizagdo de todos os parametros. Por isso, sdo observadas diferencas nos numeros de
amostras analisadas em cada parametro durante o tempo do experimento. Sendo assim, analises estatisticas

foram realizadas apenas com os pardmetros com niimero razoavel de individuos.

Os teores de Hg nas amostras de agua resultaram abaixo do limite de deteccdo do aparelho, indicando perda

insignificante de MeHg da rag&o contaminada para a agua.

Na tabela 1 sdo apresentadas as médiastdesvios padrdo dos resultados encontrados para os parametros
biométricos, concentragdo de mercurio total nos eritrocitos e valores para o hemograma. A ra¢do néo
contaminada, utilizada na aclimatagdo, para ambos 0s grupos, € para o grupo controle durante o experimento,
mostraram teores de Hg de 20,5ng/g a 37,5ng/g, o que pode explicar os detectados teores de Hg em sangue dos
peixes no tempo zero e durante o experimento, para os peixes controle. Os peixes cresceram de forma
homogénea entre os grupos, ou seja, 0 tamanho e o peso dos animais no grupo teste nao foram diferentes do
grupo controle durante o experimento. Na primeira coleta, onde nenhum espécime fora contaminado ainda, néo
houve diferenga significativa para nenhum parametro estudado, demonstrando que os animais estavam em

condigbes de salde equivalentes.

Em relagdo ao grupo teste, os teores de Hg nas hemacias foram diferentes nas trés coletas, havendo um
aumento da concentragdo com o passar do tempo (Anova, F=9,94; p<0,01). A partir da exposicdo ao alimento
contaminado, os teores de Hg nas heméacias aumentaram exponencialmente, sendo cerca de uma ordem de

magnitude mais altas do que no grupo controle, tanto nos primeiros dois meses (Anova, F=33,6; p<0,001) quanto
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apds 4 meses de exposicdo (Anova, F=62,1: p<0,001). E importante ressaltar que os teores observados, para
ambos os periodos de exposi¢do, estdo numa faixa equivalente aos observados em peixes de vida livre
(Rodrigues, 2006).

No grupo teste, 0 VG e 0 VGM foram maiores na coleta de 2 meses (Anova, p<0,001), enquanto a Hb e a CHGM
decresceram (Anova, p<0,01). A CHGM apresentou correlagéo significativa com a concentragdo de Hg em
hemécias (p<0,05; n=39), refletindo as diferengas encontradas nos valores de VG e Hb, uma vez que seu célculo
é uma relagdo entre esses dois parametros. Aos 4 meses de experimento, as concentragdes de mercUrio
continuaram a aumentar, e 0 VG decresceu (Anova, F=9,9; p<0,01). Esses resultados refletem as mudangas no
volume ocupado pelos eritrécitos no sangue, sem alteragdo significativa da hematimetria, sugerindo
desequilibrios osméticos ou até mesmo quadro de anemia potencial, pois 0 aumento do volume pode ser
consequencia de maior nimero de eritrécitos adultos e menor nimero de eritrécitos jovens, sugerindo que a

produgdo e a maturagéo desses eritrocitos podem ser alteradas como resultado da exposigao ao metiimercurio.

O aumento na leucometria global do grupo teste nos dois Ultimos meses (Anova, p<0,001) demonstra uma
ativacdo das respostas imunolégicas do organismo, estando correlacionadas também a concentracdo de Hg nas
hemécias (P=0,58; p<0,001; n=33). Embora a tendéncia de aumento no numero de leucécitos tenha sido
observada também no controle (Anova, p<0,05), o incremento no grupo controle foi 1,5 vezes e para o grupo
teste, o valor triplicou, ou seja, os resultados sugerem que o sistema inume possa ser ativado direta ou

indiretamente pelo Hg.

4. Conclusoes

Os apaiaris Astronotus ocellatus expostos artificialmente a metiimercurio, via alimentagao, por periodo cronico,
apresentaram resultados que sugerem que a produgdo e a maturagao de eritrocitos, bem como a ativagdo do
sistema inume podem ser afetados como resultado da exposicdo ao metilmercirio, reforgando a hipotese,
observada em estudos prévios in situ, de que o metilmercurio seja capaz de causar alteragdes hematologicas em
peixes tropicais. Trabalhos futuros investigardo outros indicadores bioldgicos, incluindo alteragdes bioquimicas e
histolégicas desses animais e, ainda, diferentes doses seréo utilizadas para se testar a causalidade por meio da

interrelagdo dose-resposta.
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Tabela 1. Resultados encontrados nas trés coletas de sangue realizadas para parametros biométricos, concentracdo de mercurio total (w.w.) nos eritrécitos e

hemograma de apaiaris (Astronotus ocellatus) expostos artificialmente a metilmercurio (7ppm) durante 4 meses.

TEMPO ZERO 2 MESES 4 MESES
CONTROLE TESTE CONTROLE TESTE CONTROLE TESTE
Média n Média n Média n Média n Média n Média n
o | Tamanho | 007 143 144106 13| 168£18 [11] 175406 13| 192+13 | 9| 190+12 |11
5 total (cm)
g
@ | Peso(g) | 699+113 [13| 68198 |13(109,2 £234| 11 1088180 |13 |181,8+452 | 9 | 1801293 |12
HgHe (ng/g) 10,9+ 15,0 17| 74+124 | 9 543742589/ 11| 97+47 |6 [1090,6+2310| 5
H(0mmd) | 18+05 [12| 16+05 [13| 16+07 |11| 14+06 [13| 18405 |5| 12+02 |8
L (10/mm?) 2354 +107,8| 11 | 1673548 | 13 (41201240 5 | 5594 + 262.9 | 8
©
S| vew) 28+74 |13 228+59 [13| 251493 [10| 305+48 |13| 248+30 | 5| 204+21 |8
(o))
§ Ho (mgll) | 47+19 |8| 6529 [9| 25403 |10| 25+06 [13| 4717 |5| 54+14 |8
X
VGM (fl) | 1209+425 [12| 14404456 |13|166,5+728 |10 [262,0+1217| 13 | 1483+371| 5 | 1550+ 375 | 8
CHGM (%) | 19886 |8| 288+139 |9| 112+43 | 9| 85+27 [13| 197+96 | 5| 270+90 |8

HgHe= Mercurio total em hemécias; H=Hematimetria; L=Leucometria global; VG=Volume globular; Hb=Hemoglobina; VGM = Volume globular médio;
CHGM=Concentragéo de hemoglobina globular média
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