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INTRODUCAO

Desde os primordios de sua existéncia, o homem, como qualquer outra
espécie habitante do planeta, interage com o ambiente a sua volta, modificando-o e
transformando-o de acordo com suas necessidades. Os resultados dessas acoes
sédo facilmente perceptiveis ao longo de toda a biosfera (CUNHA, 2005).

Os ecossistemas aquaticos sdo receptores finais de substancias produzidas e
liberadas no ambiente, sejam estas de origem natural ou antrGpica, susceptiveis,
portanto, a deposi¢cdes atmosféricas, intemperismo de rochas, escoamento
superficial, efluentes domeésticos, agricolas e industriais (BRAGA et al., 2003).

A vulnerabilidade do ambiente aquatico a substancias quimicas depende das
propriedades fisicas e quimicas dos contaminantes e dos produtos resultantes de
sua transformacéo, da concentracdo dos contaminantes no ecossistema, da duracéo
e do tipo de descarga dos contaminantes (descarga intermitente ou continua), das
propriedades do ecossistema, como a capacidade tamponante das aguas e a

concentracdo de matéria organica dissolvida nelas (SPERLING, 2005).

O descarte continuo no ambiente de uma substancia persistente pode levar a
sua acumulacdo em niveis ambientais suficientes para resultar em toxicidade
(LEBLANC, 2004). Substancias que sao toxicas apresentam maior perigo quando
sdo persistentes e bioacumulativas. Dentre estas substancias destacam-se 0s
metais (DeFOREST et al., 2007). Em geral, metais estdo presentes em pequenas
guantidades no ambiente aquatico por acdo de fendmenos naturais, mas podem ser
despejados em quantidades significativas por atividades industriais, agricolas e de
mineracao (BRAGA et al., 2003).

Alguns metais em particular sdo capazes de apresentar formas quimicas
estaveis em solugdo, que podem se acumular na coluna d’agua atingindo
concentracfes relativamente elevadas e toxicas. Por outro lado, os ions livres do
metal podem ligar-se com matéria organica e reduzir a quantidade biodisponivel no
meio aquoso (MUNIZ & OLIVEIRA-FILHO, 2006; LACERDA & MALM, 2008). As
propriedades fisicas e quimicas dos ecossistemas aquaticos podem afetar
significativamente a atividade biolégica e a disponibilidade de agentes quimicos,
podendo favorecer sua precipitacdo e acumulacdo no sedimento de fundo (COSTA
et al., 2008),
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Os sedimentos de fundo sao considerados fonte e/ou sumidouro de poluentes
na maioria dos sistemas aquaticos (BECKVAR et al., 1996), podem, portanto, tanto
minimizar um problema existente quanto ser sua causa. Metais ligados ao sedimento
podem dissolver-se na coluna d’agua, possivelmente entrar na cadeia alimentar e
provocar um impacto ambiental significativo (BECKVAR et al., 1996). Deve-se
considerar, ainda, que constituintes inorganicos inertes ou ambientalmente
inofensivos podem degradar-se ou reagir com outros, de modo a formar elementos
sollveis e potencialmente toxicos, por exemplo, a conversdo do mercurio elementar
para o metilmercurio (HOROWITZ, 1985).

Mercurio (Hg), cadmio (Cd), chumbo (Pb) e arsénio (As) sédo considerados
metais ndo-essenciais. Diferentemente do manganés (Mn), ferro (Fe), cobalto (Co),
cobre (Cu) e zinco (Zn), que sao elementos essenciais importantes para as funcdes
metabolicas no organismo. No entanto, ndo ha duvida de que todos os metais séo
potencialmente perigosos para 0S organismos Vivos, nado necessariamente em
elevados niveis de exposi¢do (FORSTNER & WITTMAN, 1983).

O mercurio se destaca entre os varios metais pesados associados a
contaminacao do ambiente aquatico devido a sua alta toxicidade e complexidade de
seu ciclo biogeoquimico. Ha trés formas quimicas principais que podem ser
encontradas: 1- mercurio elementar (Hg°); 2- sais inorganicos mercuroso (Hgz%*) e
mercurico (Hg?*) e 3 - compostos organicos metilmercurio (CHsHg) e dimetilmercurio
(CHs3HgCHs) (COPE et al., 2004). Ele esta naturalmente presente no ambiente
através da desgaseificacdo da crosta terrestre, por meio dos gases vulcanicos e,

provavelmente, pela evaporacdo dos oceanos (AZEVEDO & CHASIN, 2003).

Na atmosfera aproximadamente 95% do mercuario esta na forma elementar,
sofre oxidacao, principalmente na interface sdlido-liquido em neblina e goticulas de
nuvens, e é lentamente transformado em Hg?*, retornando ao ambiente aquatico e
terrestre carreado pela agua da chuva ou adsorvido a pequenas particulas (MOREL
et al., 1998).

No solo ha uma elevada capacidade de retencdo e armazenamento de
mercurio, devido ao forte acoplamento deste com o carbono presente. Porém, o
mercurio do ecossistema terrestre pode ser volatilizado retornando a atmosfera e
pode ser ainda rapidamente ligado com material organico, especialmente acidos

hdmicos, que séo lixiviados por aguas pluviais e lancados diretamente para 0s



11

corpos d’agua (BISINOTI E JARDIM, 2004). Estes agentes organicos complexantes
soliveis em &gua (humatos e fulvatos) podem quelar as espécies de mercurio
sollveis e insolUveis na agua; os ultimos precipitam-se diretamente da solucéo para
o sedimento (STEIN et al., 1996).

Nos sedimentos a distribuicdo do mercurio esta relacionada com o contetudo
de carbono organico, argila, ferro, fosforo, potencial redox e enxofre, dentre outros
(PARK e BHARTA, 1998). Nas camadas superiores do sedimento, que sao
biologicamente ativas, o Hg?* é, em parte, metilado por bactérias bentbnicas a
metilmercurio (CHsHg™"), onde ir4 se integrar a cadeia tréfica, e/ou se as condi¢cdes
de pH forem apropriadas, dara origem ao dimetilmercuario ((CHs)2Hg). Estima-se que
até 2% da concentracdo de Hg total de sedimentos de rios amazonicos ocorre na
forma de metilmercurio (LACERDA e PFEIFFER, 1992). O dimetilmercurio é
insoluvel e muito volatil, o que favorece sua entrada a atmosfera, vindo a ser
recolhido pelas aguas das chuvas, e, se estas forem acidas, o (CH3)2Hg transformar-
se-a no CHsHg*, retornando ao meio aquatico, e assim completando o ciclo
(MOREL et al., 1998).

O metilmercuario é a forma mais toxica do mercurio, principalmente devido a
capacidade de ser bioacumulado ao longo de niveis tréficos na cadeia alimentar
(WHO, 1990). Consequentemente, concentracdes de mercurio nas espécies
carnivoras sdo mais elevadas do que em espécies nao-carnivoras (BELTRAN-
PEDREROS et al., 2011; CASTILHOS E BIDONE, 2000; DURRIEU et al., 2005).

E pela dieta a principal forma de exposicido do homem ao mercurio. A
ingestao de peixes é a maior fonte de mercurio no organismo humano, nos quais
sua concentracdo total encontra-se em mais de 90% na forma de metilmercurio
(WHO, 1990). Vale ressaltar que as formas inorganicas do mercurio sdo pouco
absorvidas pelo trato digestivo dos peixes (~ 10%) e sua meia-vida € baixa, ele ndo
se acumula ao longo da cadeia alimentar biomagnificacdo (LACERDA e MALM,
2008). Por outro lado, a persisténcia do metilHg nos peixes é relativamente alta,
devido a lenta metabolizacdo e o tempo de meia vida ocorre em funcdo da espécie,
variando geralmente de um a trés anos (NASCIMENTO e CHASIN, 2001). Espécies
de alto nivel tréfico tendem a acumular as maiores concentracdes de mercurio
(BECKVAR et al., 1996), bem como as espécies de maior tamanho (DOREA et al.,
2003).
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Com base em tal fato a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabelece o
limite de concentragéo de 0,5 mg/kg em peixes para o consumo. Da mesma forma a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 1998) estabelece o
limite de tolerancia maximo permitido para o consumo humano de 0,5 mg/kg em

peixes nao predadores e de 1,0 mg/kg em peixes predadores.

Os peixes vém sendo frequentemente utilizados em programas de
monitoramento ambiental, testes de toxicidade em laboratdrio e como bioindicadores
da qualidade da agua, pois interagem com as propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas do ecossistema (FLORES & MALABARBA, 2007). Particularmente,
branquias, figado e rim tém sido descritos como 6rgaos alvos afetados por poluentes
aquaticos (ABDEL-MONEIM et al., 2012; BERNET et al., 1999; LIU et al., 2011).

O figado € o mais recomendado como indicador de poluicdo do que qualquer
outro 6rgdo. Ele é um importante local de bioacumalacdo de poluentes como o
mercurio, e abriga uma série de enzimas de biotransformacédo (VAN DER OOST et
al., 2003), é onde ocorre a desintoxicacdo e excrecao de substancias toxicas do
organismo (HINTON & LAUREN, 1990). Assim, as alteracfes histopatoldgicas no
figado tornam-se potenciais biomarcadores para avaliacdo de riscos da exposicao

cronica do mercurio em peixes.

Os biomarcadores compreendem respostas biologicas adaptativas aos
estressores sendo evidenciadas como alteracdes bioquimicas, celulares,
histoldgicas, fisiolégicas ou comportamentais, que possam ser medidas em amostras
de tecidos ou fluidos organicos, em organismos ou populacdes, possibilitando
evidenciar exposicdo ou efeito de um ou mais poluentes quimicos ou radiacdes
(DeCAPRIO, 1997).

Como um indicador de exposicdo a contaminantes, a histologia é uma
ferramenta sensivel para avaliar o grau de poluicdo de um ambiente, particularmente
para efeitos sub-letais e crénicos (BERNET et al., 1999). Além disso, representa
uma respostas a médio prazo, fornecendo um método rapido para detectar o0s
efeitos de substancias irritantes, especialmente as cronicas, em varios tecidos e
6rgaos (JOHNSON et. al,1993). Bruslé & Anadon (1996) afirmam que a histologia de
figados de peixes podem servir como modelos para estudar as interacdes entre

fatores ambientais e as estruturas hepaticas e suas funcoes.
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Nesse contexto, destacam-se as piranhas (Serrasalmus spp.), espécies
predadoras da Amazbnia, e, sobretudo, endémicas da regido neotropical e
amplamente distribuidas nos principais sistemas fluviais da América do Sul
(HUBERT et al., 2007; ORTI et al., 2008). Sdo peixes teledsteos Characiforme, da
familia Characidae, subfamilia Serrasalminae, que possuem habitos ndo-migratorio
(residentes) e sdo predominantemente carnivoros, alcangcando cerca de 40 cm de
comprimento em sua fase adulta (ARAUJO-LIMA E GOULDING, 1997,
BARTHEM,1987), contudo, sua maturacdo sexual se da com cerca de 16 cm, tanto
machos como fémeas (QUEIROZ et al., 2010). Além disso, possui um papel
ecologico fundamental para o equilibrio dos ecossistemas aquaticos, ja que como
espécies predadores de grande representatividade regulam a abundéancia de outras
espécies de peixes (GOULDING, 1980; LOWE-McCONNELL, 1987).

Fig. 1. Espécime representante do género Serrasalmus. Fonte: Autor.

O histérico da area de estudo justifica a relevancia desta pesquisa e alerta
para necessidade de manutencdo de ecossistemas amazodnicos sob conservacao.
Por isso, vale lembrar que na década de 60 incentivos fiscais do governo federal,
justificados pela integracdo da Amazbnia, deram inicio a entrada de capital
destinado a sua ocupacao, com consequente atracdo dos grandes fluxos migratérios

(MONTEIRO, 2005). Ainda, com a descoberta de ouro e o desenvolvimento do
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garimpo em Serra Pelada, significativas mudangas ambientais e sociais foram
geradas na regido, culminando em um cendrio marcado pela ampliagcdo das
atividades de exploracdo madeireira e pelo florescimento da garimpagem (SANTOS,
2002).

Em 1980, com a tentativa de minimizar o avanc¢o populacional, foi criado pelo
governo federal o Programa Grande Carajas (PGC), que visava uma maior
coordenacdo da politica de desenvolvimento da Amazbnia Oriental (SANTOS,
2002). Dentre os projetos localizados na area de abrangéncia do PGC estava o
Projeto Ferro Carajas da antiga Companhia Vale do Rio Doce (atual Vale). A CVRD
passou a ser responsavel pela defesa do ecossistema; amparo as populacbes
indigenas existentes nas proximidades da area concedida, aproveitamento de
jazidas minerais; e, protecao e conservacao dos recursos hidricos existentes na area
(IBAMA, 2003).

Todavia, para garantir a total e definitiva preservacao de areas florestadas do
sudoeste paraense, 0 governo brasileiro, prop6s a criacdo de uma unidade de
conservacao compativel com a realidade sécio-econdmica e ambiental local (IBAMA,
2003). Assim, em 1998, a Floresta Nacional de Carajas foi criada, e somada a Area
de Protecdo Ambiental do Igarapé Gelado, a Reserva Bioldgica do Tapirape, a
Floresta Nacional de Itacailnas, a Floresta Nacional do Tapirapé-Aquiri e a Reserva
Indigena Xikrin do Cateté, formaram um bloco contiguo de areas protegidas
envolvendo a Provincia Mineral de Carajas, conferindo-lhe as condicfes ideais de
salvaguarda, com base na legislacdo aplicavel as Unidades de Conservacao
(IBAMA, 2003).

No entanto, o aproveitamento mineral desenvolvido pela CVRD, como toda a
atividade de mineracdo a céu aberto, € um processo que, pela prépria natureza,
envolve a remocéo, o processamento e disposicdo de grandes volumes de pedras e
dejetos. As perdas de metais pesados através da agua ocorrem principalmente na
liberacdo direta do metal no processo de extracdo e polimento, e das emissdes na
etapa de beneficiamento (NASCIMENTO E CHASIN, 2001). Fato este preocupante,
pois, segundo Adams et al. (1989), substancias téxicas lancadas no ambiente
aquatico sao capazes de interagir com o organismo vivo causando-lhes mdaltiplas

alteracbes que podem gerar graves consequéncias desde nivel molecular até atingir
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ecossistemas, dependendo do grau de contaminacao e do tempo de exposi¢cao
dessas substancias.

Nesse sentido, considerando que a qualidade de um rio é reflexo do ambiente
que o cerca, faz-se necessario um monitoramento de contaminacéo aquatica eficaz
para avaliar o rio Itacailnas, principal acidente geografico que drena o0 mosaico de
unidades de conservacdo de Carajas. Por isso, esta pesquisa buscou integrar
ferramentas de monitoramento a nivel biolégico e analises fisico-quimicas da agua
do rio ltacailnas para avaliar seu grau de integridade ambiental. Para tanto,
espécies de piranha (Serrasalmus spp.) foram utilizadas para investigar efeitos
histopatolégicos em seu tecido hepético, aliado a analise de mercurio (Hg) nos seus

tecidos muscular e hepatico, e no sedimento de fundo do rio.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Utilizar histopatologias hepaticas e concentracdes de mercurio (Hg) em tecidos
hepéatico e muscular de espécies de piranha (Serrasalmus spp.) e sedimento de
fundo do rio Itacailnas para avaliar sua qualidade ambiental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Identificar alteragcfes histoldgicas no tecido hepético de Serrassalmus spp.
e Identificar alteragdes ultraestruturais no tecido hepatico de Serrassalmus spp.

e Avaliar semi-quantitativamente alteracdes histolégicas do tecido hepatico de

Serrassalmus spp.

e Determinar concentracbes de mercurio (Hg) nos tecidos muscular e hepatico de

Serrassalmus spp.

e Determinar concentracdes de mercurio (Hg) no sedimento de fundo do rio

[tacailinas.
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Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar a qualidade das aguas do rio Itacaitnas
em nivel biolégico, atravées da analise de alteracdes histologicas e
ultraestruturais do figado de piranhas (Serrasalmus rhombeus), em resposta as
atividades de mineragdo desenvolvidas na area. Considerando a capacidade
do mercurio (Hg) se acumular na coluna d’agua, sedimentos e em organismos
aquaticos, concentracdes de Hg no sedimento de fundo do rio Itacailnas e nos
tecidos muscular e hepatico de espécies predominantemente carnivoras
(piranhas) foram quantificadas e associadas com alteragcdes estruturais
hepaticas observadas. Os valores de concentracées de Hg no sedimento de
fundo estavam dentro da faixa da normalidade para a Amazbnia. As
concentragcbes de mercurio entre os tecidos muscular e hepatico nao
apresentaram correlacdo significativa. As concentracdes de Hg no figado foram
significativamente diferentes entre os sitios amostrais. O tecido hepéatico foi
analisado por técnicas de microscopia Optica e eletronica, revelando que as
alteracdes histologicas mais persistentes foram infiltragcdo leucocitéaria,
congestdo de vasos, vacuolizacdo e necrose; e as alteracdes ultraestruturais
foram deplecdo de glicogénio e perda de cristas mitocondriais. Os indices
histopatolégicos do figado ndo apresentaram diferencas significativas entre os
trés sitios amostrais, contudo, em nivel de severidade da alteracéo, indicaram
uma tendéncia de comprometimento do rio Itacailnas na ordem crescente de
S2<S1<S3. Em suma, os biomarcadores histologicos foram eficazes para o
diagndstico da qualidade das aguas do rio Itacaitnas, indicando riscos a longo
prazo para a biota aquatica e, portanto, sugerido a ser utilizado em acfes
preventivas de controle de poluicdo aquética.

Palavras-chave: Peixe, figado, mercurio, mineracdo, Amazonia.
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1. Introducéo

Os peixes vém sendo frequentemente utilizados em programas de
monitoramento ambiental, testes de toxicidade em laboratério e como
bioindicadores da qualidade da agua, pois interagem com as propriedades
fisicas, quimicas e biolégicas do ecossistema (Krull and Barros, 2012).
Particularmente, branquias, figado e rim tém sido descritos como érgaos alvos
afetados por poluentes aquéticos (Bernet et al., 2004; Liu et al., 2011; Abdel-
Moneim et al., 2012). O figado € um excelente indicador de polui¢do, pois ste
tem papel fundamental na bioacumalagdo de poluentes, como o mercurio, e
abriga uma série de enzimas de biotransformacéo (Van der Oost et al., 2003),
nele ocorre a desintoxicacao e excrecdo de substancias téxicas do organismo
(Hinton and Lauren, 1990). Assim, as alteracfes histopatolégicas no figado
tornam-se potenciais biomarcadores para avaliacdo de riscos da exposicao
cronica do mercurio em peixes.

A elevada concentracdo de mercurio (Hg) em ambientes aquaticos da
Amazonia € relatada como consequéncia de processos geoldgicos naturais,
garimpo de ouro, transporte e deposicdo atmosférica, desmatamento devido
agricultura e pecuaria e mineracdo (Lacerda and Pfeiffer 1992; Mason et al.,
1994; Roulet and Lucotte, 1995; Morel et al., 1998). Contudo, 0 mercurio em
contato com 0s ecossistemas aquaticos é capaz de interagir com o organismo
vivo causando-lhe mdltiplas alteracdes que podem gerar graves consequéncias
desde nivel molecular até ecossistemas, o que varia de acordo com o grau de
contaminacdo e o tempo de exposicdo (Giari et al.,, 2008). Portanto, neste
estudo foi utilizada a espécie de piranha Serrasalmus rhombeus devido ao seu
nivel trofico e importadncia ecologica, pois apresentam habito
predominantemente carnivoro (Goulding, 1980; Lowe-McConnell, 1987). Muitos
estudos comprovaram a suscetibilidade dessas espécies em acumular
mercurio e outros metais (Lacerda et al., 1994; Akagi, 1995; Dérea et al.2004;
Silva et al., 2012), porém poucos tém focado na investigacdo de efeitos
cronicos e/ou sub-letais do mercurio.

Portanto, considerando a importancia mundial da atividade de mineracao e
seus impactos ambientais em ecossistemas aquaticos amazénicos, o objetivo
deste estudo foi associar concentracdes de mercurio em tecidos muscular e

hepético e sedimento de fundo com alteracfes histoldgicas e ultraestruturais
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hepaticas em Serrasalmus rhombeus coletados no rio Itacaiiinas, no Complexo

Mineral de Carajas.

2. Materiais e métodos
2.1. Area de estudo

O Complexo Mineral de Carajas localiza-se na regido sudeste do Para (Fig.
1). A regido possui a maior reserva de minério de ferro de alto teor do mundo,
contendo ainda depositos significativos de cobre, manganés e ouro (Galarza et
al., 2008). A atividade de mineracdo industrial (& céu aberto) € sua principal
forma de exploracdo atualmente, contudo, a area do entorno leste jA passou
por intensa exploracdo de ouro (Serra Pelada). Por isso, em 1980 foi
constituido um mosaico de unidades de conservacao que envolve a area de
influéncia das minas de Carajas, com o propdésito de conter a pressao antropica
e garantir condi¢Oes ideais de salvaguarda de seus ecossistemas aquaticos.

O principal rio da regiédo é o Itacaitnas, com 390 km de extenséo e foz no
rio Tocantins. Seus principais afluentes recebem drenagens de diferentes
minas, sendo a bacia hidrogréafica do rio Itacailnas considerada, portanto, uma

area de influéncia de toda atividade de mineracao.
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Fig.1. Mapa de localizagéo da area de estudo no rio Itacailinas, com sitios amostrais: S1
(impacto minimo); S2 (impacto médio); S3 (impacto maximo).
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2.2. Sitios de amostragem

As coletas foram realizadas em trés sitios de amostragem ao longo do rio
Itacainas: Sitio 1 - S1 (5°59'68"-5°59'92"S; 50°43'36"-50°44’'52"W),
localizado em um dos dominios mais preservados do mosaico de unidades de
conservacao de Carajas; Sitio 2 - S2 (5°54’62”-5°54’09”S; 50°33'25"—
50°33'19”W), recebe 10 km a montante influéncia de uma mina de ouro; Sitio 3
- S3 (56°51°'407-5°50°79”'S; 50°27°25"-50°26’73"W), recebe drenagem de minas
de manganés e cobre. Para cada sitio foram escolhidos aleatoriamente 2km
para amostragem, sendo S1 distante aproximadamente 30km de S2, e este
distante cerca de 15km do S3. Entre o0s sitios amostrais ha barreiras
geogréficas de corredeiras e pedrais, situadas 13 km a montante e 10 km a
jusante de S2. Esses locais foram selecionados por representarem diferentes
niveis de exposi¢cao a contaminantes.
2.3. Variaveis fisico-quimica da agua

Em campo foram medidos pH, temperatura (°C), condutividade elétrica
(uS.cm?), sélidos totais dissolvidos (ppm) e oxigénio dissolvido (ppm) utilizando
uma sonda multiparamétrica HANNA®, modelo HI9828, previamente calibrada.
2.4.Coleta de peixe

Os peixes foram capturados com técnica padronizada de pesca a linha. Um
total de 74 exemplares foi coletado e imediatamente sacrificado com corte na
medula espinhal anterior a nadadeira dorsal. Os peixes foram medidos (cm) e
pesados (g). ApOos a biometria foi feita uma incisdo abdominal para
identificacdo do sexo e retirada de fragmento do figado para processamento
histolégico. Para a analise de mercurio, 32 fragmentos de cada tecido, musculo
e figado, foram retirados de peixes com média de tamanho de 25 cm (22-28
cm) e mantidos sob refrigeracao.
2.5. Coleta de Sedimento de fundo

Em cada sitio de amostragem foram coletadas trés réplicas de sedimento
de fundo com draga tipo van-venn em aco inoxidavel. As amostras de
sedimento foram coletadas em zonas de deposicdo, locais de baixa
profundidade e menor velocidade de fluxo. Ap6s a coleta, as amostras de
sedimento foram transferidas diretamente para basqueta de polietileno,
acondicionadas em sacos plasticos previamente identificados e acondicionadas

em caixas térmicas até inicio de procedimentos analiticos.
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2.6. Determinagé@o de mercurio total

As amostras de sedimento e tecidos biolégicos foram submetidas a
digestéo acida, com a adicdo de 2 ml de HNO3 e HCIO4 (1:1), 5 ml de H.SO4 e
1 ml de H20, em chapa aquecedora a 230-250°C por 20 minutos, resfriados a
temperatura ambiente, aferidas em frascos volumétricos de 50 ml e
homogeneizadas. O mercurio disponivel em solucao i6nica foi analisado por
espectrofotometria de absor¢cédo atbmica por geragdo de vapor a frio (EAA-
VF/G) com um Mercury Analyzer HG-3500, de acordo com o método proposto
por Akagi et al. (1995).
2.7.Procedimentos histolégicos
2.7.1. Light microscopy

A total of 74 samples were fixed in Bouin’s solution for 24 hours and then
embedded in paraffin using standard histological techniques. Sections of 5 um
were obtained and stained with hematoxylin and eosin (HE) for analysis.
Photomicrographs were taken with a Nikon optical microscope (Nikon DS-Ril)
equipped with software NIS-Elements BR4.00.07.

Alteracbes histopatoldogicas no tecido hepatico foram avaliadas
gualitativamente segundo descricbes de Hibyia (1982) e semi-
guantitativamente a partir da adaptacéo do protocolo padronizado de Bernet et
al. (1999), que classificaram as alteracdes histologicas do figado segundo
padrdes de reacdo, sendo utilizados: 1) disturbios circulatorios; 2) alteracdes
regressivas; 3) alteracdes progressivas; e 4) respostas inflamatorias. Para
todas estas alteracdes foi atribuido um fator de importancia, baseado na sua
relevancia patoldgica, classificando-as em ordem de severidade: (1) minima -
alteracao facilmente reversivel; (2) moderada - reversivel se o estressor for
neutralizado; e (3) severa - geralmente irreversivel, levando a diminuicdo das
funcdes do orgao (Tabela 1). Com a identificacdo da alteracdo, € possivel
atribuir um valor de ocorréncia correspondente ao seu grau e extensdo no
tecido de estudo, que pode se encontrar: (0) inalterado; (2) com ocorréncia
ocasional; (4) ocorréncia moderada e (6) ocorréncia severa (leséo difusa). Para
obter o indice histopatolégico de cada alteracdo, multiplica-se seu fator de
importancia com seu valor de ocorréncia, assim, somando-se 0s resultados de
todas as alteracdes € obtido o indice histopatolégico do figado para cada

individuo.
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Para verificar a saude geral dos peixes, foi utilizada a classificacdo de
Zimmerli et al. (2007), em que os indices histopatoldgicos sdo utilizados para
classificar a severidade de lesdo no tecido hepatico: classe 1 (indice < 10),
estrutura normal do tecido com leves alteracbes; classe 2 (indice 10-25),
estrutura normal do tecido com moderadas alteracdes; classe 3 (indice 26-35),
tecido hepatico com alteragbes pronunciadas; e classe 4 (indice >35), tecido

hepético com alteracbes severas.

Table 1
Padrdes de reacao (rp) do figado associadas a altera¢des histolégicas com seu respectivo fator
de importancia (w). Adaptado de Bernet et al., 1999.

Padrdo de reacdo Alteracdo w
Distarbio Hemorragia, congestéo, dilatacdo de vasos 1
circulatorio sanguineos
Alteracdes estruturais 1
Inclusdes lipidicas, degeneracao lipidica e 1
esteatose
Alteracdes nucleares 2
Alteracdes
Regressivas Necrose 3
Alteracdes estruturais 1
Alteracdes no citoplasma 1
Alteracdes nucleares 2
Alteracdes . .
Progressivas Hipertrofia 1
Inflamacéo Infiltrac&o 2

A prevaléncia percentual de cada alteracao histologica foi calculada a partir
da sua ocorréncia nos peixes, adquirindo-se uma frequéncia de individuos com
alteracoes histologicas especificas.

2.7.2. Transmission electron microscopy (TEM)

Fragments of the liver were fixed in Karnovsky's solution (4%
paraformaldehyde, 2% glutaraldehyde in sodium cacodylate buffer 0.1 M, pH
7.3) for 2 h, post-fixed in a 1% osmium tetroxide solution buffered with sodium
cacodylate (0.1 M, pH 7.3) for 2 h at room temperature, and contrasted in block

with 1% uranyl acetate. Samples were then dehydrated in a graded series of



26

acetone, and infiltrated and embedded in Epon 812. Ultrathin sections were cut,
stained with uranyl acetate and lead citrate, and examined and photographed
using a LEO 906E transmission electron microscope (Carl Zeiss, Oberkoshen,
Germany).
2.8. Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando a andlise de varidncia ANOVA
(oneway) e o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (K-W), dependendo da
validacdo de normalidade e homogeneidade, através dos testes Kolmogorov-
Smirnov e Levene, respectivamente. Resultados estatisticamente significativos
seguiram para comparacao entre grupos utilizando os testes de Tukey (HSD,
paramétrico) e postos de H (ndo paramétrico). Correlacdes entre pares de
dados foram obtidos através da correlagdo de Spearman p. As diferencas
estatisticas foram consideradas significativas para p <0,05. A analise estatistica

foi realizada utilizando software Statistica 8.0 (Statsoft Inc., 2009).

3. Resultados
3.1. Fisico-quimica da agua
As variaveis fisico-quimicas da agua nao apresentaram diferencas

significativas entre os sitios de amostragem (ANOVA: p>0,05). As faixas de
variacdo e respectivas médias e desvios padrao do pH foi entre 6,95 e 7,57
(7,4+£0,21), da temperatura entre 25,69 e 29,08°C (27,49+1,05), da
condutividade elétrica entre 30 e 85 uS.cm* (67,27+14,87), dos sélidos totais
dissolvidos entre 15 e 47 ppm (37,8+9,6) e do oxigénio dissolvido entre 3,84 e
13,18 ppm (8,22+2,2).
3.2. Andlise dos peixes

Dos 74 peixes coletados, foram identificados 34 fémeas, 32 machos e 8
espécimes com sexo indeterminado. Os exemplares apresentaram variacao (e
respectivas médias e desvios padrdo) de comprimento entre 18 e 44 cm
(26,7+5,73), peso entre 150 e 2000 g (495,4+416,9) e peso do figado entre 8 e
70 g (23,2+13,9). A média de comprimento dos peixes de S3 foi
significativamente menor que os de S1 e S2 (K-W: p<0,05, para ambos). Os
peixes de S3 apresentaram média de peso significativamente menor que os de
S1 (K-W: p<0,05). Nos trés sitios de amostragem foram encontradas

correlacdes significativas (p<0,05) entre comprimento e peso dos peixes; 0
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peso dos peixes e o peso do figado; e o comprimento e peso do figado, exceto
para o tamanho dos peixes de S3 e seu peso hepatico, que ndo apresentaram
correlacdo significativa (0=0,41; p>0,05). Nenhum sitio de amostragem
apresentou correlacdo significativa (p>0,05) entre os dados biométricos e os
indices histopatolégicos do figado de Serrasalmus rhombeus
3.3. Mercurio total em sedimento de fundo e peixes

O sedimento de fundo coletado nos trés sitios de amostragem € constituido
predominantemente por material silte-arenoso. As concentracdes de mercurio
total apresentaram média e desvio padrdo de 0,077+0,019 mg.kg? em S1 e
0,066+0,001 mg.kg* em S2 e S3.

Dados dos espécimes de peixes submetidos a analise de mercurio total

(THg) estdo presentes na Tabela 2. Estes resultados séo de individuos com
faixa de comprimento corporal de 22 a 28 cm. O tamanho e o comprimento
destes peixes apresentaram uma correlagéo significativa (0=0.74; p<0,05). Os
individuos de S3 foram significativamente menores em peso e tamanho que 0s
de S1 (K-W: p<0.05). Nao foi encontrada correlacdo significativa (0=-0.068;
p>0,05) entre as concentracbes de THg no musculo e no figado. A maior
concentracdo média de THg no musculo foi encontrada em individuos de S3,
seguida por S2 e S1, enquanto que a concentracdo media de THg no figado
segue a ordem inversa, com S3<S2<S1 (Fig.2). Apenas as concentracdes de
THg no figado apresentaram diferencas significativas entre os sitios, com a
média das concentracfes de S3 significativamente menor (ANOVA: p<0.05)
gue S1 e S2. A razao figado/musculo de concentracdo de mercurio apresentou
uma correlacdo negativa com o THg no muasculo dos individuos de S3 (0=-0.86;
p<0,05) e uma positiva com o THg no figado dos individuos de S2 (p=0.69;
p<0,05). Os individuos de S3 apresentaram razdo figado/muasculo

significativamente menor (ANOVA: p=0.01) que os de S1 e S2.
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Médias, desvios padrdes, valores minimos e maximos de peso, comprimento, peso do figado e
concentragdes de THg nos tecidos muscular e hepético de Serrassalmus rhombeus. *

Diferencas significativas em comparacdo com S3 (p<0.05).

; ; Length THg muscle THg liver Liver/Muscle
Site Weight (@) (cm) (mg.kg-1) (mg.kg-1) THg ratio
S1 3439574 256=%1.2* 0.189 £0.039  0.210 + 0.056* 1.11+0.17*
(n=9) 250 - 450 24 - 28 0.130 - 0.265 0.134 - 0.329 0.92-1.43
S2 325.4+1223 25+25 0.210 £0.093  0.202 £ 0.096* 1.07 £ 0.49*
(n=12) 185 - 525 22 -28 0.098 - 0.437 0.066 - 0.432 0.27 -1.80
S3 251.8+42.9 23.3+0.9 0.283+0.134  0.114 +0.043 0.51+£0.35
(n=11) 200 - 350 22-25 0.085 - 0.525 0.074 - 0.189 0.21-1.18
p 0.023 0.019 0.168 0.006 0.001
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Fig. 2. Concentra¢cdes médias de THg no musculo e no figado de Serrassalmus rhombeus dos
sitios S1, S2 e S3. * Diferencas significativas em comparacdo com S3 (p<0,05). Barra de erros
representando intervalo de confianca de 95%.

3.4. Histologia do figado

Os tecidos hepaticos de aspecto normal de Serrasalmus rhombeus
provenientes do rio Itacailnas apresentaram uma estrutura homogénea, com
coloracdo marrom avermelhada. O 6rgéo é dividido em trés lobos, um ventral e
dois laterais direito e esquerdo com tamanhos equivalentes. Histologicamente o
parénquima hepatico é constituido pela veia centro lobular (VCL) circundado
por capilares sinusdides, organizados entre linhas duplas de cordbes de
hepatocitos anastomosados. O hepatdcito apresentou formato poligonal com
nacleo esférico e centralizado (Fig. 3a). Foi observado tecido pancreatico

exoécrino (Fig.3b) difuso proximo as veias e artérias hepaticas, e a auséncia de
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triade portal, sendo encontrados ductos biliares e artérias hepaticas dispersas
no parénquima.

AlteracBes histoldégicas observadas consistiram na desorganizacdo dos
corddes de hepatdcitos, hipertrofia celular, infiltracdo leucocitaria (Fig.3d),
distarbios circulatérios, caracterizados pela congestdo vascular e hemorragia
(Fig.3e), degeneracdo gordurosa, com aumento de goticulas de lipideos,
caracterizando esteatose (Fig.3f), vacuolizagéo celular e necrose (Fig.3g). O
ducto biliar apresentou alteracdes estruturais e celulares, caracterizadas pelo

aumento do tecido conjuntivo e dilatagcdo nuclear (Fig.3c).
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Fig. 3. Figado de Serrasalmus rhombeus corado com H&E. [a] Arquitetura estrutural normal do
tecido hepatico com veia central (V), hepatécitos (He) e capilares sinusdides (seta); [b] tecido
pancreatico exdécrino; [c] aumento do tecido conjuntivo (ponta da seta) e alteragdo nuclear de
ducto biliar (seta); [d] infiltrado leucocitario (*) préximo de artéria hepatica (seta); [e] veia central
(V) e capilares sinusdides (seta) com congestdo de células sanguineas e presencas de
infiltrado leucocitario (*); [f] depositos de lipideos caracterizando esteatose (degeneracdo
gordurosa); [g] necrose a esquerda da linha pontilhada e hepatdcitos vacuolizados a direita.
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De acordo com a frequéncia de alteracdes observadas, os peixes de S2
apresentaram a menor frequéncia de alteracdes hepaticas. Enquanto a maior
frequéncia foi observada nos peixes de S1. Contudo, as alterac6es histologicas
mais severas ocorreram com maior frequéncia nos peixes de S3, que
correspondem mais de 94% de individuos com necrose e 100% com infiltracdo
leucocitaria. Hepatdcitos hipertréficos foram pouco frequentes entre os figados
dos peixes das trés areas de amostragem. Menos de 35% das alteracdes estao
relacionadas com o ducto biliar.

O indice de histopatoldgico do figado de Serrasalmus rhombeus seguiu a
ordem de magnitude de S2<S1<S3, com valores médios de 15,1, 20,3 e 23,1,
respectivamente. Nao houve diferencas significativas (p=0.104) destes valores
entre 0s sitios amostrais. Nenhum sitio amostral apresentou correlacdes
significativas (p>0,05) dos indices com as concentra¢cdes de THg no musculo e

figado e com a razao figado/musculo.

Dentre a prevaléncia de indices por classe de severidade de alteracbes
hepaticas foi observado que o0s espécimes dos trés sitios amostrais
apresentaram maior prevaléncia de indices histopatoldgicos dentro da classe 2.
Ainda, vale ressaltar que os individuos de S3 apresentaram a maior
prevaléncia de indice de classe 3 (38,9%) e menor prevaléncia de indice de
classe 1 (5,6%). Fig. 4.
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Fig. 4. Prevaléncia de indices histopatolégicos do figado de Serrasalmus rhombeus
classificados em quatro classes de severidade (CL1<CL2<CL3<CL4). Barra de erros
representando intervalo de confianca de 95%.
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3.5. Ultraestrutura do figado

A organizacao ultraestrutural dos figados saudaveis mostrou hepatocitos
de formato variado com citoplasma contendo numerosas mitocondrias esféricas
e alongadas com cristas tubulo-vesiculares e homogeneamente distribuidas em
associacao com reticulo endoplasmético rugoso (Fig. 5a). O ndcleo apresentou
forma oval, geralmente localizado no centro da célula, com cromatina granular
e heterocromantina mais condensada na periferia. O nucléolo proeminente
apresentou caracteristica densa e homogénea. O hepatdcito apresentou pouca
compartimentacao citoplasmatica, mas com evidente area perinuclear rica em
organelas e a area periférica constituida de material essencialmente glicogénio
(Fig. 5b). Foram observadas eritrdcitos nos capilares sinusoides (Fig. 5¢).

As alteracdes hepaticas foram relacionadas com a morfologia e distribui¢cao
das organelas, em destague as mitoconndrias, que apresentaram
heterogeneidade em forma e tamanho, perda de cristas mitocondriais e
destruicédo da sua eletro-densidade da matriz (Fig. 5g, h). Foi observado ainda
dilatacdo e vesiculacdo do reticulo endoplasmatico rugoso, e deplecdo de
glicogénio. Essas alteracdes resultaram na perda de compartimentacéao celular
(Fig. 5d, e, f). Algumas células apresentaram nucleo com formato irregular e
tamanho reduzido, com deformacédo pronunciada na sua membrana, formacao

e acumulo de heterocromatina (Fig. 5g, h).
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Fig. 5. Organizacéo ultraestrutural de hepatécitos de Serrasalmus rhombeus (a) parénquima
hepatico normal com corddo sinusotide (S) separando hepatdcitos (He); (b) hepatdcito normal
com nudcleo esférico (seta preta), nucléolo (seta branca) e organelas distribuidas
homogeneamente pelo citoplasma; (c) eritrocitos (seta); (d) alteracéo da forma nuclear esférica
(seta), com formacéo de heterocromatina; (f) mitocéndrias com diferentes formas e tamanhos
(ponta da seta) e reticulo endoplasmatico rugoso em vesiculas (*); (g) hepatdcito em apoptose
com cromatina condensada tendendo para periferia nuclear (& esquerda), perda de cristas
mitocondriais (seta) e reticulo endoplasmatico rugoso em vesiculas (*); (h) em evidéncia a
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dilatagédo e vesiculagdo de reticulo endoplasmatico rugoso (*) e perda de cristas mitocondriais
(seta).

4. Discusséo

O rio Itacaitnas apresentou pH neutro a levemente acido, temperatura com
pouca variacao, condutividade elétrica moderada a alta, carga de solidos totais
dissolvidos baixa a moderada, e agua com boa oxigenacéo. Esses valores séo
tipicos para a maioria dos corpos d'agua na regido (Ibama, 2004) e, de acordo
com a classificacédo dos rios amazonicos de Sioli (1950), os caracterizam como
rios de aguas claras.

As concentra¢gbes de THg no sedimento de fundo do rio Itacailnas estao
dentro da faixa estabelecida por Lacerda and Pfeiffer (1992) para rios
amazonicos ndo afetados por garimpo (0,02-0,1ug.g?). Varios estudos tém
demonstrado que o0s rios amazonicos mais contaminados por mercurio Sao
aqueles onde o garimpo de ouro ocorreu em larga escala (Lacerda et al., 1991;
Malm, 1998). Contudo, o solo amazbnico é rico em ferro e o elevado nivel de
mercurio nos rios da Amazoénia pode estar relacionado com a formacédo de
complexos férricos com este metal, sugerindo que sua origem seja natural e
nao antropogénica (Roulet and Lucotte.,1995). Por outro lado, deve-se
considerar as propriedades fisicas e quimicas dos ecossistemas aquaticos,
pois afetam significativamente a atividade biolégica e a disponibilidade de
agentes quimicos (Morel et al., 1998), podendo favorecer sua precipitacéo e
acumulacéo no sedimento de fundo.

Além disso, deve-se considerar o historico de ocupacdo e exploracdo da
area do entorno de Carajas, fortemente relacionado ao uso indiscriminado de
mercurio para recuperacdo de ouro (Silva, 2001). Ainda, a regido de Carajas
possui grandes reservas de minérios, entre eles se destacam o ferro e o
manganés (Galarza et al., 2008). Nesse sentido, considerando que a
mineracdo desenvolvida em Carajas tem contribuido para o aumento de soélidos
totais dissolvidos e particulados na coluna d’agua (Damous et al., 2002),
somado ao fato do mercario ser fortemente adsorvido nos soélidos em
suspensao, incluindo 6xidos de ferro e manganés (Balogh et al., 1997), e as
condicdes de pH encontradas nas 4guas do rio Itacaiunas, o presente estudo

sugere a ligacdo do mercurio principalmente a fracdo particulada do sedimento.
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A concentracdo meédia de THg no tecido muscular de S. rhombeus do
presente estudo foram similares ao encontrado em outros Serrasalmus (0,300
+ 0,176 ug.g') de rios da Amazodnia (Lacerda et al., 1994; Akagi et al., 1995;
Castilhos et al., 1998; Brabo et al., 2000; Dorea et al., 2004). As médias das
concentragbes de THg no muasculo segue uma ordem de magnitude
(S1<S2<S3) inversa as do figado (S3<S2<S1).

Nenhum sitio amostral apresentou correlacao significativa entre o tamanho
dos peixes e suas concentracfes de THg tanto no musculo como no figado,
bem como nas concentracbes de THg entre os tecidos. Contudo, o figado
apresentou acumulo de THg (<0,570 mg.kg™?) cerca de 2 vezes maior do que o
musculo (<0,357mg.kg™), resultando em altas taxas da razéo figado/misculo
da concentracdo de THg (>1). A ocorréncia de elevadas taxas da razéo
figado/musculo confirmam a evidéncia de que o figado tem um papel central na
acumulacdo de mercurio, assumindo papel de tamponamento. Isto €, apds o
esgotamento da capacidade de retencdo do figado, o mercurio é capaz de
passar para 0 musculo e consequentemente, a sua acumulagédo neste comeca
a aumentar (Mieiro, et al., 2009). Esta hipotese € apoiada por pesquisas sobre
dindmica de acumulacdo do mercurio em peixes e seus tecidos, que
demonstram o figado acumulando preferencialmente a forma inorganica do
mercurio e, contrariamente, o masculo é o principal alvo do mercurio organico
(Shultz and Crear, 1976; Riisgard and Hansen, 1990).

A concentracdo de mercario em peixes depende de estratégias de
alimentacéo, posicao trofica na cadeia alimentar e fatores fisiolégicos, e ainda
de parametros fisico-quimicos da agua, como pH e especiacdo do mercurio
(Lacerda et al., 1994; Castilhos and Bidone, 2000; Beltran-Pedreros, 2011,
Silva et al., 2011).

As histopatologias do figado de Serrasalmus rhombeus foram evidenciadas
no parénquima hepatico como vacuolizacéo lipidica ou em acumulos isolados
de lipidios caracterizado como esteatose, e em nivel celular observado por
processos inflamatorios e necréticos. Os peixes de S3 apresentaram sinais
mais evidentes de degeneracdo lipidica, com a presenca de esteatose
associados a focos de necrose. Essas alteracdes sdo graves e tém sido

associadas com a exposicao de peixes a contaminagdo por metais, como o
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mercurio (Raldua et al., 2007; Marchand et al., 2009; Dabrowska et al., 2012;
Silva et al., 2012).

AlteracGes de processos metabdlicos resultam em mudancas estruturais de
organelas celulares (Hinton and Lauren,1990), e foram confirmadas no
presente estudo pela deplecdo glicogénica, heterogeneidade morfologica das
mitocondrias caracterizadas pela auséncia de cristas mitocondriais e perda da
eletron-densidade, reticulo endoplamético rugoso em vesiculas e alteracdes
nucleares caracteristicas de apoptose. Esses tipos de alteracdes
ultraestruturais foram encontradas em Dicentrarchus labrax expostos ao
mercurio (Giari et al., 2008). As mitocéndrias sdo importantes no metabolismo
celular, pois estdo envolvidas no processo de fosforilagdo oxidativa e na
producédo de trifosfato de adenosina (ATP) (Gallis et al., 2011). A perda da
eletron-densidade da matriz mitocondrial compromete a producéo de ATP para
a célula (Green and Reed, 1998). Nesse sentido, é possivel estabelecer uma
relacdo entre a producdo de energia, comprometida pela via do processo
oxidativo que ocorre nas mitocondrias, e a deplecdo de glicogénio no
citoplasma, com este passando a atuar como uma reserva de glicose,
convertida em energia na forma de ATP, via glicdlise citosdlica (Panepucci et
al., 2001; Gallis et al., 2011). Estas alteracbes nucleares sdo indicativo de
morte celular ou apoptose, confirmando que Serrasalmus rhombeus estdo
sofrendo estresse ambiental.

As alteracfes ultraestruturais mais pronunciadas foram encontradas nos
peixes de S1 e S3. Os individuos de S3 também apresentaram o maior indice
histopatolégico do figado. De acordo com Van Dyk et al. ( 2012), os indices
histopatolégicos verificados em C. gariepinus demonstraram com sucesso 0
historico de poluicdo pretérito de areas de represamento e rios de diferentes
regides da Africa do Sul. Portanto, a partir dos indices obtidos de Serrasalmus
rhombeus, a ordem crescente S2<S1<S3 indica um grau de comprometimento
biolégico das aguas do rio Itacailnas.

Os resultados deste estudo indicam que as alteracdes ultraestruturais
modificam a estrutura do tecido hepatico. Nesse sentido, apesar da
concentragdo de mercurio no tecido muscular estar abaixo do limite
estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 1990) e o sedimento

de fundo do rio Itacailnas estar dentro da faixa considerada normal para os
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rios da Amazolnia, estes resultados representam um risco a longo prazo
potencial a biota aquética, uma vez que espécies topo de cadeia, como
Serrasalmus rhombeus, apresentam moderadas alteracdes na sua estrutura
hepatica, o que lhes imp&e condi¢des sub-letais de sobrevivéncia. Além disso,
baseado na geologia local e na lixiviacdo de grandes quantidades de solidos
dissolvidos e particulados provocada pela mineragdo, sugere-se que 0 mercurio
esta principalmente ligado a fragdo particulada do sedimento, indicativo de
poluicdo difusa do mercurio.

5. Concluséo
O uso de biomarcadores histolégicos no tecido hepético de Serrasalmus
rhombeus foi eficaz na avaliacdo da qualidade das aguas do rio Itacaitnas e,

sobretudo, deve ser utilizado preventivamente a contaminagao aquatica.
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