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INTRODUGAO

Entre os contaminantes mais intensamente estudados em
ambientes dulcicolas, estuarinos e marinhos estao os metais
pesados (PALENZUELA et al., ,2004), que sdo capazes
de provocar efeitos bioldgicos adversos quando presentes
em concentragoes elevadas. (DALLINGER & RAIMBOW,
1993).

Dentre esses metais pesados, estd o mercurio, que podem
ser encontrados na forma orgéanica e inorganica no qual pos-
suem propriedades especificas, capazes de bioacumular e de
biomagnificar através dos niveis tréficos. Que do ponto de
vista toxicolégico é importante distinguir entre a forma in-
organica (Hg0-elementar; Hg2+ - fon mercirico e Hg22+ -
fon mercuroso) e organica do mercirio devido as diferencas
de absorgao, distribuicdo corporal e efeito téxico.

Os peixes representam a principal via de exposi¢do dos seres
humanos ao MeHg (WHO, 1991). A taxa de excregao do
MeHg por organismos vivos é baixa. Praticamente todo
o mercurio apresenta - se na forma de metilmercirio em
peixes, ja que se acumula mais eficientemente, tornando a
forma quimica mais neurotéxica do merctrio. (JOIRIS et
al., 000; GOCHFELD, 2003; ANDERSON et al., 004).

Os efeitos que os metais podem causar aos organismos po-
dem ser observados através do uso de bioindicadores, os
quais sdo importantes no diagnéstico dos efeitos que estes
elementos quimicos podem causar aos sistemas biolégicos.
(MELA, 2004). A espécie alvo nessa pesquisa é a Hoplias
malabaricus, sendo considerada um bom modelo biolégico,
j& que possui uma grande resisténcia fisica, além do que
ocupa niveis troficos superiores na cadeia alimentar e vérios
trabalhos com essa espécie revelam uma intensa bioacu-
mulacdo de metais pesados, e também mostram um ex-
celente bioindicador de poluicdo ambiental nesses ecossis-
temas.

Os efeitos destes agentes quimicos podem ser mensurados
objetivando um diagndstico simples e eficiente, detectando
os efeitos destes poluentes sob a biota. Para fornecer estes

dados, tem sido recomendada a incorporagao da andlise de
biomarcadores em programas que busquem avaliar a ex-
posicao e as alteragGes causados por contaminantes em am-
bientes marinhos.(CAJARAVILLE et. al., 2000); (VIANA,
2005).

A enzima acetilcolinesterase (Ache) foi escolhida nesse tra-
balho como biomarcador, ja que ha evidéncias de que o
musculo possui principalmente Ache, sendo que sua prin-
cipal funcdo é a hidrdlise da acetilcolina, o mediador
das sinapses colinérgicas no sistema nervoso, prevenindo
continuas passagens de impulsos, o que é vital para um nor-
mal funcionamento do sistema sensorial e neuromuscular.
(STENESH, 1998). Quando expostas especificamente ao
metilmercurio, o principal alvo é o sistema nervoso central
em todas as espécies, podendo inibir sua atividade afetando
a transmissao de impulsos nervosos.

OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo geral, avaliar a
eficdcia da acetilcolinesterase como biomarcador bioquimico
em peixes expostos, via injecdo intraperitoneal, a forma
organica e inorganica de mercurio.

Determinar as concentragoes de Hg no tecido muscular de
traira apés a exposicao aguda via injegao intraperitonial e
as diferentes formas de mercirio (orgénico e inorgénico);
Determinar a atividade da acetilcolinesterase no mtsculo
dos peixes, apds 96 horas de exposicao aguda, via injegao
intraperitoneal e as diferentes formas de mercirio (organico
e inorganico.

MATERIAL E METODOS

Coleta das Espécimes

Espécimes de trairas foram coletadas e transportadas para
o laboratério da Universidade Estadual do Norte Flumi-
nense, onde passaram por um processo de aclimatagao.
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Depois desse periodo, os peixes foram anestesiados com
eugenol (1%). Os individuos foram divididos em trés gru-
pos tratados diferentemente obedecendo a forma quimica
do mercurio a ser exposto.Foram utilizados 10 individuos
controles, 12 individuos MeHg e 6 individuos para HgCl2.
Design Experimental

Para os individuos controle apenas a solucao de PBS foi ad-
ministrada. Para a dilui¢cdo dos reagentes de MeHg e HgCl12
foi utilizada a solu¢ao de PBS (Phosphate Buffer Solution) e
em seguida, foram submetidos a inje¢ao intraperitoneal con-
tendo a mesma concentragdo de mercirio orgénico (MeHg)
e mercurio inorgénico (HgCl2). O volume final injetado nos
individuos, em todos os tratamentos, foi de 0,1 mL. Apds
a contaminagdo, os peixes foram colocados em aquérios in-
dividuais permanecendo nestes até finalizar o tempo de ex-
posigao estipulado em 96 horas. Apds esse periodo, os in-
dividuos foram anestesiados com o eugenol (1%) e disseca-
dos para retirada do musculo, para andlise quimica e ativi-
dade colinesterasica.

Atividade Colinesterdsica no musculo

Para verificar a atividade colinesterasica, foi utilizada
amostra de musculos contaminados e controle homogeneiza-
dos, de acordo com Ellmann et al., 1961), modificado para
microplaca por Silva De Assis (1998), cujo principio é o de-
senvolvimento da reagdo colorida entre o reagente de cor
DTNB e tiocolina. Para quantificagdo protéica (proteina
total), foi utilizado o método de Bradford (1976), adaptado
por Silva De Assis (1998). As andlises para verificagdo da
atividade colinesterasica foram realizadas na Universidade
Federal do Parand, no Centro de Farmacologia.

Anélise Quimica

Amostras contaminadas e controle de misculo, com peso
de aproximadamente 1,0g foram retiradas para serem sub-
metidas a digestdo acida para determinacdo o Hg tota. As
amostras foram lidas em espectofotéometro de absorbancia
atomica ICP - AES da Varian com acessério de geragao de
vapor frio (VGA - 77), segundo a metodologia descrita por
BASTOS et al., 1998); no qual as andlises foram desenvolvi-
das no laboratério de Ciéncias Ambientais ~LCA.

Anélise Estatistica

Para andlise estatistica, o programa utilizado foi o Graph-
pad versdo 5.0. A andlise de variancia empregada foi ONE
- WAY ANOVA (Repeated measures) com nivel de sig-
nificincia de 5% (p < 0,05). com objetivo de verificar
possiveis diferengas na concentragao de Hg no tecido muscu-
lar entre os diferentes tratamentos utilizados e para avaliar
a significancia da atividade colinesterasica nos diferentes
tratamentos.

RESULTADOS

A média da concentragdo de Hg nas amostras de musculos
foi de 121,09 pg. Kg_1 em trairas submetidas a con-
taminagdo via injegdo intraperitoneal por Metilmercurio
(MeHg), sendo considerado superior quando comparados
com trairas submetidas & contaminacao por Cloreto de
Mercirio (HgCl2), no qual a média foi de 103, 92 ug. Kg
- 1 e individuos controle em que a média foi de 76,48 ug.
Kg - 1. Essas concentragoes apresentaram diferencas signi-
ficativas (p <0,005) em relagdo ao grupo tratado por MeHg

com o grupo controle e o grupo tratado com HgCl2, o que
confirma a tendéncia do MeHg de bioacumular, ja que se-
gundo Aschner( 2002) cerca de 75 a 95% de todo o mercirio
encontrado nos tecidos dos peixes encontra - se na forma de
metilmercurio.

Nao foi observada no presente estudo diferenca significativa
(p >0,05) entre o grupo tratado com Cloreto de Merctrio
e o grupo Controle, isso se deve possivelmente, por ser
uma forma menos téxica quando comparada com a forma
orgénica, ji que a forma inorgéanica é excretada pelos or-
ganismos e a forma organica tem capacidade de aumu-
lar - se nas cadeias tréficas. O tempo de exposi¢do ou
ainda o nimero amostral de peixes utilizados para o ex-
perimento com HgCl2, pode também ter influenciado nesse
resultado, sendo portanto possiveis justificativas para néo
haver diferenga significativa.

O uso de biomarcadores bioquimicos é uma O6tima fer-
ramenta nos estudos de toxicologia ambiental. Através
destes, é possivel detectar os efeitos toxicos de contami-
nantes nos niveis béasicos de organizagao biolégica, mesmo
que tais xenobiontes estejam em uma baixa concentragao
no ambiente, devido a grande sensibilidade destes biomar-
cadores (Stegeman et al, 992).0s resultados referentes &
enzima acetilcolinesterase demonstraram inibigao significa-
tiva (p <0,0001) na atividade colinesterdsica em individuos
expostos ao metilmercirio em relagao ao grupo controle e
ao grupo contaminado por Cloreto de Mercurio, ja em in-
dividuos contaminados por HgCI2 nao houve diferenca sig-
nificativa (p > 0,05) da atividade colinesterdsica, quando
comparado com os individuos controle.

Os valores encontrados para atividade colinesterdsica para
HgCl2 foram de 210,0(n mol.minl.mgl),para MeHg os val-
ores foram de 80,0(n mol.minl.mg - 1)e para o grupo con-
trole os valores foram de 180,0(n mol.minl.mg - 1).Isso
mostra que a espécies Hoplias malabaricus possui grande
susceptibilidade ao metilmercurio, confirmando a tendéncia
de que a atividade da enzima é inibida quando exposta &
algum agente anticolinesterasicos. Sendo portanto consid-
erada uma étimo biomarcador de efeito de contaminacao.

CONCLUSAO

A anédlise da concentracdo de mercirio em musculo axial de
trairas expostas ao MeHg e HgCl2, confirmou que a traira
teve uma tendéncia em acumular metilmercirio durante o
tempo de exposicao utilizada no atual trabalho, possibili-
tando uma compreensao da toxicidade desse metal pesado
em peixes.

Através da realizagdo destes testes em laboratério, mesmo
sendo via injecdo intraperitoneal, forma de cariter nao
realistica, foi possivel conhecer como as diferentes formas
do merctrio agem no tecido muscular, afetando a atividade
enzimatica da acetilcolinesterase no tempo de 96h de todos
os individuos que foram expostos ao MeHg e HgCl2. As
medidas da atividade colinesterdsica em musculo axial de
trairas expostas ao metilmercirio confirmaram a neurotoxi-
cidade deste metal em peixes; ja que os valores apresentados
com relacdo a inibi¢do da atividade colinesterdsica foram
maiores, quando comparados com o HgCl2 e ao controle.
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