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RESUMO

O Jundia (Rhamdia quelen) € um peixe que se destaca na regido sul do Brasil,
podendo ser encontrado desde o centro da Argentina até o sul do México, se destaca por
possuir fécil adaptacdo e bons indices reprodutivos, sua maturidade sexual é atingida no
primeiro ano de vida apresentando dois picos reprodutivos por ano, um no verao e outro na
primavera. Estudos referente ao comportamento de gametas e sua interacdo com 0 meio
ambiente ainda s&o incipientes, os gametas sdo lancados no ambiente onde ocorre a
fertilizacdo e neste momento 0s mesmos estdo expostos a diversos contaminantes presentes na
agua, tais como metais pesados, como o Cloreto de Mercurio (HgCl,) que tem capacidade de
causar danos em qualquer tecido no qual entre em contato. Diante disto, o estudo teve por
objetivo avaliar as patologias causadas por danos morfoldgicos ocasionados pela ativacdo de
espermatozoides com solucbes de diferentes concentracbes de HgCl,. Para a realizacdo do
estudo, foi feita a coleta do sémen, onde foram utilizados 7 animais machos de idade
reprodutiva (489,42 + 1379 e 36,78 + 3,13cm). O sémen foi coletado por compressdo
abdominal, ativado em solugcdo de NaCl 50mM livre de HgCIl, para o grupo controle, e
solugdes de NaCl 50mM com 0,0001; 0,0002; 0,002 e 0,02 mg/L de HgCl,. Foram avaliados
motilidade, vigor e tempo de motilidade como parametros subjetivos, integridade e fluidez de
membrana, funcionalidade mitocondrial, espécies reativas de oxigénio e fragmentacdo do
DNA como parametros de toxicidade celular e patologia espermatica como parametro de
morfologia celular. Os resultados encontrados indicam que em relacdo aos pardmetros de
motilidade, vigor e tempo de motilidade, houve diferenga quando comparado ao grupo
controle até mesmo na mais baixa concentracdo avaliada (0,0001mg/L). Entretanto, danos
celulares, foram observados apenas, a partir da dose 0,0002mg/L, sendo eles integridade da
membrana e fluidez da mesma. No pardmetro morfoldgico, houve diferenca entre o indice de
células anormais entre o grupo controle e todas as concentracdes avaliadas nos grupos
tratados. Estes resultados indicam que o Cloreto de Mercirio pode ocasionar danos em

espermatozoides de Rhamdia quelen, em todas as concentragdes testadas.

Palavras chave: Peixe. Reproducdo. Jundid. Metais Pesados. Toxicologia.
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1 INTRODUCAO

O Jundia (Rhamdia quelen) é um peixe produzido comercialmente no Rio Grande do
sul. Esta espécie foi relatada como encontrada desde o centro da Argentina até o sul do
México. Esta espécie pode atingir 50 cm de comprimento e 3 Kg de peso, possui habito
noturno e habita locais calmos e profundos dos rios. Esse peixe € onivoro, com tendéncia
piscivora e sua maturidade sexual € atingida no primeiro ano de vida apresentando dois picos
reprodutivos por ano, um no verdo e outro na primavera com desovas multiplas (GOMES,
2000). Esta espécie possui uma gama de estudos referentes a sua reproducdo, doses
inseminantes, qualidade de gametas e desempenho larval (BOMDARDELLI, 2006;
FERREIRA, 2001; BEHR, 2008), porém ainda sdo necessarias informacdes referentes ao
comportamento de gametas e sua interagdo com o meio ambiente (WITECK, 2011).

O R. quelen trata-se de um peixe teledsteo com fecundagdo externa onde os gametas
sdo lancados no ambiente onde ocorre a fertilizacdo. Neste momento 0s mesmos estdo
expostos a diferentes contaminantes presentes na agua, tais como 0s metais pesados
(Mercurio, Cadmio, Cobre, dentre outros), que em certos niveis, prejudicam a motilidade dos
espermatozoides e a fertilizagdo dos odcitos (KIME, 1995). Esses elementos constituem parte
integrante do ambiente e da matéria viva, ocorrendo naturalmente em pequenas
concentracdes, na ordem de partes por bilhdo (ppb) a partes por milhdo (ppm) (SALOMONS
& FORSTNER, 1984). No entanto, ainda que presentes no meio ambiente, 0s ecossistemas
aquaticos estdo entre os principais receptaculos de dejetos urbanos e industriais, sendo este
ambiente constantemente afetado por poluentes, destacando-se os metais pesados (ADAMS &
GELLEY, 2000).

Devido aos efeitos que causam no meio ambiente quando em determinadas
concentragdes, 0s metais pesados estdo dentre 0s compostos mais estudados nos ecossistemas
aquaticos (PALENZUELA, 2004). Em funcdo da sua toxicidade para os sistemas biol6gicos,
principalmente a sua capacidade de interferir em reacGes enzimaticas, por meio do blogueio
ou deslocamento do ion essencial de varias biomoléculas e sua persisténcia no ambiente, 0s
metais s@o considerados potencialmente perigosos. Logo, no meio aquatico, o mercurio (Hg) é
reconhecido como um dos metais com maior potencial toxico, por ser capaz de bioacumular
nos organismos, biomagnificar através da cadeia alimentar e possuir uma intensa ciclagem no
ecossistema (FORSTNER & WITTMAN, 1983).
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O efeito tdxico do Hg e seus derivados residem na sua forte interacdo com grupos
sulfidrila, R-SH de proteinas, enzimas (LACERDA, 1997) e proteinas de baixo peso
molecular (como coenzima A, cisteina, glutationa, entre outros) (VALLE& ULMER, 1972).
Trata-se de um metal pesado com toxicidade comprovada que pode ser encontrado no solo e
na agua podendo causar danos em qualquer tecido com o qual tenha contato. A contaminacéo
aquatica é citada como um dos principais responsaveis pelo estabelecimento do estresse
oxidativo. Este fato esta relacionado com um aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) que podem reagir com macromoléculas bioldgicas suscetiveis e causar
peroxidacgdo lipidica, danos no DNA e oxidacdo de proteinas. Por sua vez, o ERO podem
acarretar em reducdo de imunidade, aumento de processos infecciosos, perda de peso, e até
mesmo a morte dos animais. (MONTEIRO, 2011). As EROs, e o estresse oxidativo causado
pelas mesmas induzem a peroxidacao lipidica e ocasiona alteragdes no DNA resultando em
danos genotoxicos (PRA, 2006).

Assim, tais danos podem atingir diversas macromoléculas de tecidos, como 0s
gonadais e também os gametas quando lan¢ados no meio aquatico. Os espermatozoides sdo
susceptiveis principalmente a danos peroxidativos por apresentarem, em suas membranas,
grandes quantidades de &cidos graxos poliinsaturados. Os danos peroxidativos induzem a
formagdo de EROs que é uma das maiores causas da redugdo da viabilidade e fertilidade dos
espermatozoides (ALVAREZ, 2006). Dentre os fatores estudados na biologia reprodutiva, a
qualidade do sémen pode ser avaliada em diferentes niveis de complexidade: pelo
espermatocrito, viabilidade espermaética, porcentagem de motilidade espermatica, intensidade
da motilidade espermética, ultraestrutura dos espermatozoides, composi¢cdo quimica do
plasma seminal ou pela capacidade de fertilizacdo que possuem 0s espermatozoides
(RURANGWA, 2001). Desta forma, LAHNSTEINER (2004) ressalta a importancia de se
conhecer as caracteristicas morfologicas e funcionais dos espermatozoides, para o estudo
basico da biologia reprodutiva e para a producdo em cativeiro de qualquer espécie ictica,
assim como, para o desenvolvimento de técnicas dirigidas a conservacgéo de especies nativas.

Para o desenvolvimento destas técnicas, 0 emprego de parametros genotoxicos em
organismos aquéaticos vem sendo utilizado como forma de avaliacdo da qualidade hidrica,
permitindo avaliar o efeito de poluentes no meio, bem como alteracfes em seu potencial
toXico ou genotoxico.

Dessa maneira, peixes e seus gametas podem ser utilizados como biomarcadores, por
apresentar uma resposta bioquimica, fisiolégica ou um pardmetro morfolégico alterado, como

consequéncia da exposicdo a um xenobionte (MELANCON, 1995). Adicionado a isso,
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podemos destacar que os mesmos refletem a salde do ecossistema aquatico, ambiente
fundamental para a sobrevivéncia dos seres vivos. Inclusive, os biomarcadores, como peixes e
seus gametas, sdo sensiveis aos agentes estressores e podem rapidamente ajudar a identificar
0S mecanismos basicos da relagédo causal entre o estressor e seus efeitos (ADAMS, 2002).

Assim como, pensando que cada vez mais 0s estoques naturais estdo diminuindo (de
los Angeles GASALLA, 2001; SANTOS, 2005; MELETTI, 2003), talvez a degradacdo da
qualidade da agua dos rios possam ser também a responsavel por tal reducdo. Uma vez que a
presenca de metais pesados pode influenciar na qualidade do sémen e consequentemente no
nimero de descendentes de cada reprodutor, podendo dessa forma contribuir com a
diminuicdo dos estoques pesqueiros.

Dessa forma, nosso estudo objetivou avaliar os danos ocasionados pela contaminagéo
de Cloreto de Mercurio no meio hidrico, utilizando espermatozoides de Rhamdia quelen,

como hiomarcador de toxicidade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Os Metais Pesados

Segundo Malavolta (1994), um grupo heterogéneo de elementos, que inclui metais,
semi-metais e ndo metais que possuem namero atbmico maior que 20, ou entdo, cujo peso
especifico seja maior que 5 g cm™ recebe a denominacdo de “metal pesado”.

Os metais, arsénio, cadmio, cobre, cromo, chumbo e mercurio sdo considerados
toxicos, pois produzem danos em pequenas concentracdes. Geralmente esses metais toxicos
estdo presentes em baixas concentracdes no meio aquatico pela acdo de fenbmenos naturais,
mas também podem ser despejados em quantidades significativas através de atividades
industriais, de mineracdo e agricolas (ABEL, 1989).

Quando na presenga de metais pesados um organismo aquatico pode apresentar dois
tipos basicos de comportamento. O primeiro € quando o organismo é sensivel a acdo tdxica de
um determinado metal. O segundo é quando o organismo néo é sensivel, porém o bioacumula,
potencializando seu efeito nocivo através das cadeias alimentares. Assim, coloca em risco 0s
organismos que estédo situados no topo dessas cadeias (VIARENGO, 1989). Conforme Conell
& Miller (1984), a toxicidade dos metais esta diretamente relacionada a sua capacidade de
interferir em reacfes enzimaticas, isso ocorre através do bloqueio ou deslocamento do ion
essencial de vérias biomoléculas. Devido a sua baixa mobilidade, decorrente das pequenas
dimensdes e das cargas duplas e triplas, esses metais se acumulam por um longo periodo no
meio ambiente.

Alguns metais apresentam alta toxicidade para os organismos, mesmo quando estes
se encontram em baixas concentracdes, 0 que reforca a necessidade e importancia de estudos
relacionados com os efeitos induzidos por tais elementos (BAATRUP, 1991). Dentre 0s
efeitos toxicos que podem ser causados pelos metais, pode-se incluir a letalidade e os efeitos
subletais, como por exemplo, alteragdes no crescimento, no desenvolvimento, na reproducéo,
assim como, respostas patologicas, bioquimicas e comportamentais (BAATRUP, 1991).

Podem-se obter informacdes importantes sobre o potencial toxico dos metais através
de estudos em ambientes contaminados ou mesmo, através de simulagdes em laboratorio, tais
estudos podem diferir entre si quanto ao objetivo e as metodologias de avaliagcdo. Esses
estudos em toxicologia ambiental devem levar em consideragdo alguns aspectos como:

modelo de estudo, parametros analisados e desenho experimental a campo ou em laboratorio.
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As informacGes obtidas nesses estudos possibilitam que haja um melhor entendimento sobre o
processo toxicoldgico dos metais.

Dentre os metais denominados “pesados”, o mercuirio ¢ o cadmio geram grande
preocupacdo ambiental, isso devido a sua ampla utilizacdo industrial, toxicidade e

comportamento no ambiente (BUCIO, 1995).
2.2 Mercurio

O nome mercurio surgiu em homenagem ao planeta Mercdrio. Este elemento ja foi
chamado pelos gregos de Hidrargiro, tal palavra foi introduzida por Aristoteles, do grego
hydro = agua, mais argyros = prata. Posteriormente essa expressdo foi transcrita pelos
romanos para o latim, como Hidrargyrum que significa prata liquida, cujo simbolo Hg deriva
desta denominacdo grega (HOFFMAN, 1995).

O Unico elemento que se mantém em estado liquido e € volatil a temperatura
ambiente é o mercdrio, sendo o seu ponto de fusdo -38,87°C. O mercurio no seu estado solido
¢ ductil e mole, sendo ele também o Unico elemento além dos gases nobres, cujo vapor é
monoatdémico a temperatura ambiente. Este elemento quimico possui himero atémico 80 e é
representado pelo simbolo Hg, fazendo parte do grupo Il B da Tabela Periddica. Somente a
temperatura de 350°C oxida-se rapidamente, produzindo o 6xido mercdrico (HgO -
vermelho). Este metal também dissolve facilmente a prata, o ouro, 0 chumbo e os metais
alcalinos, formando amalgamas, ligacdes relativamente consistentes (UNEP, 2002).

O mercurio pode existir além do seu estado elementar, em duas formas oxidadas: 1*
(fon mercuroso, Hg2 2*) e 2* (fon mercrico, Hg®"). Na sua forma orgénica, o Hg**, apresenta-
se ligado covalentemente a um ou dois radicais organicos, sendo 0s mais comuns, O
metilmercurio (HgCH3") e o dimetilmercurio (Hg (CHa),). As diferentes formas do mercurio
sdo designadas por espécies ou especiacdo: mercurio elementar, compostos (ou espécies) de
mercurio organico e compostos de mercurio inorganico (CARDOSO, 2001).

As técnicas de extracdo do mercUrio como minério e com 0 uso do elemento para
fins medicinais ja era familiar para os gregos. Os romanos por sua vez herdaram a maioria dos
conhecimentos e as aplicagdes comerciais do mercurio. O consumo de mercurio desde o
Império Romano era restrito principalmente ao uso medicinal e farmacéutico. I1sso mudou
com a invengdo dos instrumentos cientificos, como por exemplo, o barémetro em 1643, por
Torricelli e o termdmetro em 1720, por Fahrenheit, implicou na introdu¢do do mercurio na
pesquisa cientifica (ALLOWAY, 1995).
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Os aspectos relacionados a contaminacdo por mercurio, desde a UGltima década do
século XX tém despertando o interesse da comunidade cientifica, devido ao fato de que este
metal pesado possui um elevado potencial toxico. Desta forma é de suma importancia
conhecer detalhadamente seu ciclo biogeoquimico, desde os processos que envolvem a sua
distribuicdo, transformacdo, bioacumulacdo e até o transporte desse elemento no meio
ambiente.

O mercurio é raramente encontrado como elemento livre na natureza, estando
distribuido por toda a crosta terrestre, normalmente em concentracbes pequenas. A sua
presenca estd nos mais diversos compartimentos ambientais em pequenas concentracoes:
hidrosfera, litosfera, atmosfera e biosfera. Podendo ser encontrado das mais variadas formas,
tais como, mercurio elementar e como composto de mercurio organico e inorganico.

A exploracdo mineral e o refino do metal, fabricas de cloro-alcali, industrias de
polpa, papel, plastico, medicamentos e eletrnica, também como, pesticidas agricolas e
medicamentos e insumos hospitalares sdo algumas das principais fontes de emissdo antropicas
de mercurio. Boa parte do mercurio descartado no ambiente por essas atividades sdo
incorporados aos ciclos biogeoquimicos e as cadeias tréficas, elevando a sua concentracdo nos
ecossistemas, podendo desta forma, tornar-se uma ameaga aos vegetais, animais € ao ser
humano (GOMES, 2014). O ciclo biogeoquimico envolve processos que ocorrem no solo, na
agua e na atmosfera, presente ndo somente no estado sélido ou dissolvido, mas também na
fase gasosa (WINDMOLLER, 2007).

Quando atinge os ambientes aquaticos, as espécies inorganicas do mercurio sofrem
reacOes mediadas, na maioria das vezes por microrganismos que alteram seu estado inicial, 0
que resulta em compostos organomercuriais. Um exemplo desses compostos é o
metilmercdrio, que € mais toxico que as espécies inorganicas. Esta forma facilmente é
absorvida por peixes e outros animais aquaticos, levando a deposicdo dessa substancia nos
tecidos desses animais, além de acumular-se ao longo do tempo na cadeia bioldgica, atingindo
concentracdes bem maiores do que seriam normalmente encontradas nas aguas e sedimentos
(AZEVEDO, 2003).

2.2.1 Ciclo do Mercdrio
Existem dois ciclos que realizam o transporte e distribuicdo do mercdrio no

ambiente, um global e outro local. O ciclo global envolve a evaporagdo do mercurio pela

desgaseificacdo da crosta terrestre (incluindo areas de terra e de agua, como rios e oceanos), a
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circulacdo atmosférica de seus vapores e sua precipitacdo com as chuvas, retornando as aguas
e ao solo. (MIRANDA, 2007)

O ciclo local é favorecido apenas pelas fontes antropogénicas de emissao e depende
da metilacdo do mercurio inorganico. Pode-se dizer que, tanto o mercario proveniente das
fontes naturais como o liberado por fontes antropogénicas, podem sofrer transformacoes e
transporte no meio ambiente, que os distribuem pelos ecossistemas terrestre, aquéatico e
atmosférico. Ha dois tipos principais de reacdo, oxidacado-reducdo e metilacdo-desmetilacéo,
que convertem o mercurio em suas mais diversas formas (TENORIO, 1987).

A espécie dominante do mercirio na atmosfera,é o merctrio elementar (Hg°),
enquanto que o fon mercrico (Hg?") é a espécie mais abundante presente nos sedimentos, na
agua e no solo (BISINOTI, 2007). O mercurio elementar pode ser volatilizado facilmente e
emitido para a atmosfera, desta forma pode ser transportado por correntes de ar por longos
periodos e, consequentemente, por longas distancias (MICARONI, 2000). A contra ponto
disto o Hg®* tem um tempo de residéncia menor na atmosfera, que esta relacionado & sua
solubilidade em &gua, baixa volatilizacdo e capacidade de reacdo. Portanto, um importante
mecanismo de deposi¢do de mercurio é a oxidacdo do mercurio elementar. Fazendo com que
0 mesmo seja depositado no solo e na 4gua. Assim, quando o Hg® é convertido a Hg**, pode
ser rapidamente precipitado nas &guas das chuvas ou adsorvido em pequenas particulas,
depositando-se nos solos e corpos de aguas.

Os ions de mercdrio dos compostos inorganicos podem se ligar a grupos organicos,
transformando-se em compostos organicos de mercurio, como por exemplo, o metilmercurio e
o dimetilmercdrio, isso pode ocorrer no solo, mas principalmente nos ambientes aquaticos.

A parte do mercurio que se deposita no solo e na agua pode se transformar através de
um processo lento em espécies volateis e reemitidas para a atmosfera, geralmente como
mercurio elementar e dimetil-mercdrio, ambos podem ser formados por processos
bioquimicos (ALLOWAY, 1995). Essas transformacfes, assim como, diversas outras,
envolvem uma série de reacGes quimicas, onde o mercurio elementar e os compostos de
mercurio sdo interconvertidos nos sistemas atmosféricos, aquaticos e terrestres. A conversao
gue ocorre entre as diferentes espécies de merclrio é a base do complexo padrdo de
distribuicdo desse elemento em ciclos locais e globais, assim como o seu enriquecimento para
a atmosfera.

A biomagnificacdo, ou seja, quando um organismo contaminado por mercurio ocupa
um nivel inferior na cadeia alimentar, seu predador absorverd o mercurio organico, mas o

mesmo revelara concentragdes relativamente aumentadas. Durante este processo, 0S
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contaminantes séo transferidos de um nivel para outro, entdo a medida que passam para niveis

tréficos mais elevados, exibem o aumento dessa concentragéo.

2.2.2 Toxicidade do MercUrio

O mercurio € um metal altamente toxico, isso esta relacionado a sua capacidade de se
bioacumular nos organismos e de se biomagnificar através da cadeia alimentar (FORSTNER
& WITTMAN,1983). Este elemento pode se apresentar de diversas formas quimicas, dentre
elas destaca-se 0 merctrio metalico Hg® que é volatil e libera o vapor de merc(rio, ou seja,
um gas monoatémico, que é estavel e pode permanecer na atmosfera por um longo periodo. A
sua importancia no ciclo do mercurio esta relacionado ao fato de que ao sofrer oxidacéo,
originando o merctrio mercuroso (Hg™') e o mercdrio mercdrico (Hg*?). Ambas as formas
inorganicas que podem se ligar a outros elementos, como o oxigénio, o cloro ou o enxofre,
originando compostos de mercurio inorganico também designado como sais de mercurio, ou
sais mercurosos e mercuricos (MALM, 1997).

O cloreto de mercurio (HgCly) (Figura 1) é um corrosivo muito téxico, usado como
desinfetante, empregado em muitas aplicac¢des, inclusive medicinais, apesar de ser umas das
formas mais toxicas do mercurio pela sua solubilidade em &gua em relacdo a outros

compostos de mercurio (HSDB, 2000).

Cl-Hg-Cl
4

FIGURA 1 — Representacao da formagao do sal Cloreto de Mercurio (HgCl,).

Fonte: Autor.
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Um atomo de mercurio ao se ligar covalentemente a grupos metil (CHz), origina um
composto organico denominado como metilmercdrio (CH3sHg), que é originado a partir de um
processo de metilacdo, através do Hg®*, que é mediado por varios micro-organismos em
ambientes aquaticos, particularmente no sedimento (MALM, 1997).

A gaseificacdo da crosta terrestre, as emissdes de vulcdes e a evaporagdo de corpos
aquaticos, sdo as fontes naturais mais significativas de mercurio. As fontes antrépicas de
mercurio se originam através de industrias que queimam combustiveis fosseis, producédo
eletrolitica de cloro-soda, producdo de acetaldeido, incineradores de lixo, polpa de papel,
tintas, pesticidas, fungicidas, lampadas de vapor de mercurio, baterias, produtos
odontolégicos, amalgacao de mercurio em extracdo de ouro, entre outros (CANELA, 1995).

O mercurio na forma organica ou inorganico, independentemente da sua origem,
pode sofrer transformacfes no ambiente, o que torna a sua distribuicdo ambiental complexa.
O ciclo biogeoquimico do mercurio, geralmente exibe um equilibrio dindmico, mas algumas
acdes humanas podem introduzir elementos ou compostos mais rapidos e me nivel maior que
0S processos naturais, podendo alterar os padrdes dos ciclos e as condi¢fes as quais ja estdo
adaptadas a fauna e a flora (MAURO, 1999).

Através da precipitacdo e por meio do descarte de residuos agro-industriais na
proximidade de rios, lagos e lagoas o mercdrio atinge 0s ecossistemas aquaticos. Os peixes
absorvem este elemento através da alimentacdo ou respiracdo branquial, e é por meio da
circulacdo sanguinea gque ocorre a sua distribuicdo. Os seguintes fatores podem influenciar a
absorcdo do mercdrio, a concentracdo deste elemento, a taxa metabolica e a sua eficiéncia de
absorcdo, ou seja, sua disponibilidade, tais fatores sdo determinados pelas caracteristicas do
meio aquatico. Na biota aquéatica os niveis de mercdrio podem variar entre as especies de uma
mesma localidade e para uma mesma espécie em diferentes localidades (TENORIO, 1987).

O mercdrio e seus compostos tem sua toxicidade diretamente reacionada a sua forte
interagdo com grupos sulfidrila, R-SH de proteinas, enzimas e proteinas de baixo peso
molecular. Dentre as sulfidrilas, o Hg*" substitui o &tomo de hidrogénio, que é capaz de
inativar enzimas sulfidrias, interferindo no metabolismo e nas fungdes celulares (VALLE &
ULMER, 1972; LACERDA, 1997). Danos no DNA podem ocorrer quando o mercurio se liga
a purinas, pirimidinas e &cidos nucleicos (BUCIO, 1999).

Ao reagir diretamente com varios constituintes de membrana, interferindo na
integridade estrutural e nas propriedades fisicas das membranas celulares (BAATRUP, 1991)

0s metais pesados tem a capacidade de atravessar a membrana para o interior das células pode
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prejudicar suas funcdes, causando a morte celular e a distribuigdo de qualquer tecido com a
qual entrem em contato.

Frente a condicdes fisioldgicas normais, 0os animais possuem um balanco entre a
geracdo e neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs). Muito embora, quando 0s
organismos estdo expostos aos Hg e a outros metais pesados, a taxa de producdo das EROs
excede a sua capacidade de neutralizagéo pelas defesas antioxidantes dos organismos levando
ao estresse oxidativo (STOHS & BAGCHI, 1995). As células que estdo sob estresse oxidativo
desenvolvem vérias disfuncdes em razdo das lesdes causadas pelas EROs aos lipidios,
proteinas e DNA (ERCAL, 2001; VAN DER OOST, 2003). Desta forma torna-se necessario
estudar os reais danos a satde dos organismos em diferentes niveis de organizacdo bioldgica

frente a exposicdo crénica e aguda a este metal.

2.2.2 Aspectos Legais

A legislacdo do Brasil possui algumas portarias e resolucfes para o controle dos
niveis de mercurio, que estabelecem limites maximos para esse elemento em alguns
compartimentos ambientais. Desta forma a Resolugdo n°. 357/05 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente — CONAMA dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes
ambientais para seu enquadramento e estabelece as condigdes e padrdes de langcamento de
efluentes. Esta resolucdo estabelece que os niveis maximos de mercairio que podem ser
encontrados em corpos d’agua sao de 0,0002mg/L.

Sdo definidas treze classes, de acordo com 0 uso predominante a que as aguas se
destinam. As aguas doces, em particular, sdo distribuidas em cinco classes. Os corpos de dgua
ndo enguadrados, enquanto ndo aprovados 0s respectivos enquadramentos, serdo considerados
Classe 2, que tratam-se de corpos d’agua destinados a abastecimento humano apos tratamento
convencional, a protecdo de comunidades aquaticas e a recreacao.

Para que possam ser avaliados os niveis de contaminacdo terrestres, se faz
necessario estabelecer diretrizes para determinar até que nivel esses sedimentos podem ser
considerados ndo contaminados. Por sua vez, adequados para a prote¢do da vida aquatica; ou
contaminados o suficiente para que se justifiguem medidas e acbes que promovam a

recuperacdo do ecossistema.
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2.3 O Mercurio no meio aquético

Quando se trata da presenca do mercurio no meio aquatico, devem-se imaginar dois
sistemas distintos, que sdo separados, mas que interagem entre si profundamente: na fase
liquida, a agua e na fase solida, os sedimentos. Os resultados da contaminag¢do por mercdrio
dos ecossistemas aquéticos sdo as emissdes pontuais diretas, deposi¢cdo atmosférica, erosdo do
solo e lixiviacdo, sendo que a distribuicdo das diversas espécies de mercurio que entram no
sistema aquatico é regulada por processos fisicos, quimicos e bioldgicos, que ocorrem na
interface ar-4gua e agua-sedimento (ALEXANDRE, 2006).

O mercurio, quando em &guas contaminadas, encontra-se predominantemente ligado
a mateéria fina em suspensdo, que tem grande capacidade de adsorvé-lo. Os sedimentos de
fundo desempenham um papel muito importante na avaliacdo da contaminacdo de corpos
hidricos, pois eles refletem a atual qualidade do sistema aquéatico e podem desta maneira ser
utilizados para detectar a presenca de contaminantes, que permanecem insollveis apds
lancamentos nas aguas superficiais, funcionando como uma espécie de depdsito. Desta
maneira, 0s sedimentos de lagos, rios e oceanos contaminados por mercurio podem ser um
risco para 0 meio ambiente, pois 0 mercurio confinado pode permanecer ativo como substrato
para a metilacdo por varios anos, até mesmo quando a fonte poluidora é eliminada
(AZEVEDO, 2003).

As espécies de mercuario, na sua maioria sdo absorvidas diretamente das aguas, dos
alimentos ou mesmo da ingestdo de sedimentos pelos organismos aquaticos, porém o
metilmercirio acumula-se de uma forma mais eficiente na maioria dos organismos,
adquirindo maiores concentragbes em peixes que estdo no topo de cadeia pela
biomagnificacdo (figura 2), resultando em risco para o homem, principalmente pela

possibilidade de consumo de peixes e frutos do mar de aguas contaminadas.
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FIGURA 2 — Exemplos de danos toxicoldgicos que podem ser ocasionados pela
biomagnificacdo do Mercurio no ambiente aquatico.

Fonte: Autor.

2.4 Rhamdia quelen (JUNDIA)

O nome vulgar dado aos peixes que pertencem ao género Rhamdia é jundia. Este
género esta classificado dentro da familia Heptapteridade, ordem Siluriformes, série Teleostei

e classe Osteichthyes (Figura 3).
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FIGURA 3 — Exemplar de Rhamdia quelen (Jundid).

Fonte: Google imagens.

O R. quelen possui uma distribuicdo neotropical e pode ser encontrado desde o
sudeste do México ao centro da Argentina (SILFVERGRIP, 1996). Alguns dos nomes
comuns que sdo atribuidos ao R. quelen no Brasil sdo, jundia-tinga, jandia, jandia-tinga,
sapipoca e mandi. Ja na Argentina este peixe é comumente conhecido como bagre, bagre-
negro, bagre-sapo e bagre-sul-americano. (GOMES, 2000).

Esta espécie ndo possui escamas, sendo, portanto um espécime de couro, que
apresenta algumas caracteristicas distintas como a sua coloracdo, que pode variar desde
marrom-avermelhado claro a cinza, com a parte ventral do corpo mais clara. A coloragéo do
seu corpo pode variar conforme o ambiente no qual se encontra, portanto, quando presente em
ambientes claros, o jundia tende a ficar com uma colora¢do mais clara, ocorrendo 0 inverso
quando este peixe se encontra em um ambiente escuro (BALDISSEROTTO & RADUNZ
NETO, 2004).

Conforme descreve Silfvergrip (1996), R. quelen pode diferenciar-se das demais
espécies de Rhamdia através das de algumas caracteristicas como: aculeo da nadadeira
peitoral serrilhado em ambos os lados; nadadeira caudal com Iébulos desiguais; membrana
interradial menor do que 2/3 do comprimento do raio do lobo superior da nadadeira caudal/
lobo inferior da nadadeira caudal; com ou sem poros sensoriais multiplos na cabeca; véu da

narina posterior aberta postero-lateralmente; arcos branquiais de 5 a 16; vértebras pés
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Weberianas de 36 a 44; olhos de tamanho médio, com ou sem padrdo de manchas; com ou
sem uma marca tipo selim escuro na nuca. Outra caracteristica morfolégica do jundia sdo os
barbilh6es maxilares com no minimo 28,8% do comprimento padrdo, ficam localizados junto
a boca, os mesmos possuem receptores de gosto que auxiliam na localiza¢do do alimento e
também, na percepcdo da qualidade da 4gua (BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO, 2004).

O ambiente natural do jundid sdo lagos e pogos fundos dos rios, tendo este
preferéncia por ambientes de aguas mais tranquilas, com fundo de areia e lama, proximo as
margens e da vegetacdo. Normalmente, durante o dia escondem-se entre pedras e troncos, de
onde saem a noite para a procura de alimento (BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO,
2004). Além disso, Piaia (1999) observou em diversos experimentos realizados em cativeiro
com larvas e alevinos desta espécie, uma acentuada aversdo a luz e, portanto a busca destes
por locais mais escuros. Ja Gomes (2000), verificou que o jundid durante seus primeiros anos
de vida tem um crescimento bastante pronunciado, que geralmente é maior nos machos do
que nas fémeas, permanecendo assim até o terceiro ou quarto ano de vida. A partir deste
periodo as fémeas passam a ter um crescimento mais rapido em relacdo aos machos da
espécie. Pode-se observar que em criacdo artificial ocorre um menor crescimento dos machos
devido a maturacdo sexual precoce. As fémeas tem seu méximo crescimento quando atingem
cerca de 66,50 cm e os machos quando atingem aproximadamente 52,00 cm. Em relagéo aos
machos as fémeas apresentam um tempo de vida maior, cerca de 21 anos, enquanto 0s machos
podem chegar a apenas 11 anos de vida (BARCELLOS, 2003).

Os jundias adultos sdo omnivoros com uma clara preferéncia por peixes, crustaceos,
insetos, restos vegetais, além de detritos organicos (BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO,
2004). Os organismos que normalmente sdo encontrados no conteldo gastrintestinal de R.
guelen em ambiente natural, ndo sdo restritos ao habitat benténico, o que indica que o jundia é
um peixe generalista com relacdo a escolha do seu alimento (GUEDES, 1980).

Essa espécie atinge a maturidade sexual com cerca de um ano de idade, tanto machos
quanto fémeas. O periodo reprodutivo de R. quelen e os picos de desenvolvimento gonadal
podem variar a cada ano e de um lugar para outro. O inicio do processo de maturagdo gonadal
dos machos ocorre com aproximadamente 13,4 cm e as fémeas com 16,5 cm. Quando machos
e fémeas apresentam 16,5 cm e 17,5 cm, respectivamente, ambos estdo aptos para reproducéo
(NARAHARA, 1985). Os machos quando prontos para a espermiacdo liberam um liquido
espermatico com facilidade quando se pressiona o abdome. As fémeas quando maturas
apresentam o orificio genital hepirénico avermelhado e com dilatacdo ventral, j& os machos o
orificio genital fica protraido (MARDINI, 1981).
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Barcellos (2004) classifica esta espécie como uma espécie rustica, de facil adaptacéo,
e de bons resultados referente & producdo. Trata-se de um animal com potencial de
crescimento, até mesmo em temperaturas baixas, normalmente ocorridas na regido Sul do
Brasil. No mercado consumidor o jundia é um peixe que apresenta boa aceitacdo, tanto para a
alimentacdo quanto para a pesca, alem disso, a espécie tem excelentes caracteristicas para o
processamento industrial (BARCELLOS, 2003).

2.5 Caracteristicas seminais em peixes

2.5.1 Motilidade espermética

Diferente de espermatozoides de mamiferos, nos peixes o inicio da motilidade ocorre
somente apds a espermiacao, quando 0s mesmos entram em contato com o meio aquatico, ou
com o trato reprodutor das fémeas, antes disso 0s espermatozoides de peixes sdo inativos e
imoveis enguanto permanecem nas gbnadas, na luz testicular. A motilidade dos
espermatozoides, junto de outros fatores importantes de qualidade seminal, podem definir o
sucesso das taxas reprodutivas de um animal, pois € um modo subjetivo de avaliar a qualidade
espermatica (MURGAS, 2004). Shimoda (2007), indica que a inibicdo da motilidade
espermatica em algumas espécies, pode estar relacionada as altas concentracdes de cétions
(potéssio), pH &cido e também as condi¢bes isotdnicas, tendo em vista que a motilidade é
ativada e também inibida por alteracfes i6nicas. Desta forma, destaca-se a importancia da
qualidade da agua e parametros fisico quimicos no momento da fertilizacdo dos
espermatozoides em 06citos.

De modo geral, as avaliacdes em motilidade espermatica possuem algumas
limitacGes, que consistem na curta duracdo e na dificuldade de se obter uma mistura
homogénea do sémen com a solucdo ativadora no momento da andlise. Pois espermatozoides
de peixes sdo em sua grande maioria concentrados e com alta viscosidade. A motilidade pode
durar cerca de uma hora, ou entdo cerca de vinte a vinte e cinco segundos dependendo da
espécie avaliada, sendo que em peixes ornamentais ja foram observados eventos de maior
tempo, enquanto peixes de corte de 4guas estuarinas, um menor tempo. (COSSON, 1999). Em
especies marinhas cuja fertilizacdo € interna, a duragdo dessa motilidade pode transcorrer
durante quarenta e oito horas, o que implica em maiores taxas de fertiliza¢do, e também maior

exposicdo os contaminantes do meio (YAO, 1999). A capacidade de motilidade do sémen é
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uma forma de expressar a qualidade espermatica, que € usualmente expressa pela
percentagem de espermatozoides moveis em sémen adequadamente ativado.

Em algumas avaliacGes, ao analisar a motilidade do sémen de bagre (Rhamdia sapo),
Maggese, (1984) estabeleceram uma escala arbitraria de 0 a 2: onde, 0 indica espermatozoides
imoveis, 1 — espermatozoides com movimentos vibratérios e 2 — espermatozoides com
motilidade direcional. Enquanto, Fauvel (1999) basearam-se na escala de 0 a 5, na qual: 0
significa imobilidade; 1- de 0 a 20% de células mdveis; 2 — de 20 a 40%; 3 — de 40 a 60%; 4 —
de 60 a 80% e 5 — de 80 a 100% de células moveis.

Outra caracteristica que pode ser avaliada como qualidade seminal, é a
movimentacdo dos espermatozoides, pois 0s movimentos espermaticos estdo diretamente
relacionados com o sucesso da fecundacdo. Por exemplo, a porcentagem de espermatozoides
com movimento circular, porcentagem com movimento ndo linear, porcentagem de
espermatozoides com movimento linear, assim como, a velocidade dessa movimentagéo,
podem também estar definindo caracteristicas importantes da qualidade seminal
(LAHNSTEINER, 1995).

2.5.2 Viabilidade espermatica

O diagnostico da infertilidade masculina é caracterizado a partir de técnicas de rotina
em laboratdrios através de analises microscopicas e fisico-quimicas do sémen. A partir dessas
analises convencionais obtém-se informacbes importantes. Porém, existem algumas
limitacOes para que se possa avaliar a capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides. Dessa
forma, existe a necessidade da utilizacdo de técnicas novas e que sejam mais eficazes para
reproducdo animal (GRAVANCE, 2001).

Diversos tipos de testes e variedades de provas foram propostos para a avaliacdo da
viabilidade espermatica. As utilizacOes de testes baseados na citometria de fluxo tém chamado
atencdo de pesquisadores, pois apresenta precisdo e rapidez na obtencdo dos resultados
(TROIANO, 1998). Para verificar a integridade da membrana espermatica Rodriguez-
Martinez (1997), utilizaram o método de microscopia eletrénica (transmissdo e varredura),
outro método é por meio de amostras fixadas com corantes supravitais e também com 0 uso
de sondas fluorescentes. Ao usar uma combinacao de duas sondas fluorescentes (Diacetato de
Carboxifluoresceina e lodeto de Propidio) e um citdmetro de fluxo, Garner (1986) conseguiu
avaliar de forma rapida e acurada uma quantidade maior de espermatozoides, sendo que, a

maioria dos métodos de avaliacdo mais usados, analisam relativamente poucas células
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espermaticas. O lodeto de Propidio (IP) é impermeavel nas membranas integras, portanto ao
ligar-se ao DNA celular, poder4 corar a membrana somente se esta estiver lesada. Ja o
Diacetato de Carboxifluoresceina (DIC) é permeavel a membrana e diesterificado no interior
da ceélula, o produto resultante, se liga ao citoplasma de células intactas, causando a
fluorescéncia verde ao longo de todo o espermatozoide. Mais tarde este método foi adaptado
por Harrison & Vickers (1990), com o uso de um microscopio de fluorescéncia pela adi¢do de
uma solucdo de formaldeido em baixa concentracdo a solucdo corante, com o intuito de
imobilizar os espermatozoides, possibilitando que a analise fosse realizado de modo mais

simples.

2.5.3 Capacitacdo espermatica

Espermatozoides de mamiferos sdo capacitados para a fertilizacdo do odcito, através
de compostos como a heparina constituintes do trato reprodutor feminino. Contudo os peixes,
por possuirem reproducdo externa em sua grande maioria, além de diferencas morfologicas,
como a perda do acrossomo, possuem sua capacitacdo também através dos ions diluidos no
ambiente aquatico. Sendo para esta capacitacdo, essencial um ambiente com solucdo
hiperosmética para espécies marinhas, ou hiposmdtica para espécies de &gua doce, 0s
espermatozoides iniciam sua motilidade. (MORISAWA, 1994).

Quando ocorre um incremento na osmolaridade em torno dos espermatozoides isso
acarreta em um aumento nas concentracdes intracelulares de potassio, que afeta 0 axonema
flagelar, induzindo o inicio da motilidade do flagelo, em espermatozoides de espécies
marinhas. Desta maneira os espermatozoides recebem sua capacitagéo final para fertilizagéo.
Observou-se que o volume celular é menor quando os espermatozoides encontra-se em
solucgdes hipertbnicas, ou seja, 0 aumento de potassio intracelular ocorre em resposta a saida
de 4gua da célula. J& nos espermatozoides de teledsteos de agua doce, o volume celular
aumenta em condic¢des hipertonicas. Portanto, acredita-se que ocorre reducdo na concentracdo
de potassio intracelular (MORISAWA, 1983).

As mudangas que possam ocorrer na osmolaridade externa é amplamente prejudicial a
estrutura e funcdo celular. Geralmente a hipo ou hiper osmolaridade provocam alteraces no
tamanho das células, causando tanto seu aumentando como a sua diminui¢do. Tais
perturbacdes drasticas na homeostase das celulas espermaticas podem modificar as
propriedades mecanico-quimicas do aparelho moével no axonema flagelar conduzindo ao

inicio da motilidade espermatica (MORISAWA, 1994). O mecanismo pelo qual ocorre o
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aumento ou a diminuigdo das concentragdes intracelulares de potassio que induzem a cascata
de eventos que iniciam a motilidade espermaética, em peixes de &gua doce e em teledsteos
marinhos ainda ndo é conhecido (ODA & MORISAWA, 1993). Conforme constatou Tsuji
(2000) em seus estudos com espermatozoides de Ayu (Plecoglossus altivelis), quando ha
diminuicdo das concentragdes de potassio, ocorre a ativagdo do movimento flagelar nesses
espermatozoides, concluindo-se que o ion potassio inibe 0 movimento flagelar nesta espécie.

Existem inumeros estudos que demonstram que 0s espermatozoides de salmonideos
sdo imoveis quando o sémen é diluido em meio contendo o ion potassio, provocando com
essa reducdo da concentracdo no plasma seminal artificial o inicio da ativagdo do movimento
flagelar (MORISAWA & SUZUKI, 1980). Nos espermatozoides de truta observou-se que a
liberacdo de potassio do espermatozoide ocasiona hiperpolarizacdo da membrana plasmatica
durante o inicio de sua motilidade em meios livres de potassio (BOITANO & OMOTO,
1991).

A carpa é uma das espécies em que os niveis de ATP intracelular sdo importantes no
inicio da motilidade espermatica, pois se encontram elevados antes do inicio da motilidade, e
que apods diminuem em decorréncia da hidrélise ocasionada pela acdo da Dineina ATPase
(PERCHEC., 1995). Sabe-se que reconhecer 0s mecanismos que regulam a motilidade
espermatica em teledsteos, e também o mecanismo intracelular que o ativa ou inativa, € muito
importante para o desenvolvimento de biotécnicas apropriadas para a manutencdo e a
conservacao do germoplasma (OHTA & SHINRIKI, 1998).

2.5.4 Estrutura dos espermatozoides em peixes

Os espermatozoides de peixes possuem estruturas diversificadas, porém, assim como
de outras espécies, sdo formados pelo processo de espermiogénese, onde na diferenciacdo de
espermatides ocorre a formacdo do conteudo nuclear (DNA), peca intermedidria e
desenvolvimento inicial flagelar. Porém o processo de perda do citoplasma ocorre apenas no
final da espermiogénese (AIRES, 2000).

O processo de espermiogénese, 0s tipos de espermatozoides, assim como as
estruturas espermaticas em estudos sobre as varias espécies de peixes, tém mostrado que 0s
mesmos sdo conservados nos membros de uma mesma familia ou subfamilia e podem
apresentar sinais filogenéticos (MATTEI, 1991).

Ao correlacionar a ultraestrutura dos espermatozoides de peixes, com o0 tipo de

fertilizacdo Jamieson (1991), classificou-os em ‘“aquasperm” e “introsperm”. Sendo os



30

“aquasperm” o0s que estdo presentes nas espécies com fertilizagdo externa, em que o0s
espermatozoides séo liberados no ambiente aquético, e independentes do trato reprodutor
feminino para sua capacitacdo. E os “introsperm”, sdo os que estdo presentes nas espécies
com fertilizacdo interna, nas quais 0s espermatozoides sdo liberados dentro do trato genital
feminino podendo permanecer vivos em um periodo de até 30 dias, como algumas espécies
ornamentais: Poecilia reticulata, Xiphophorus maculatus, dentre outros.

As mitocondrias sdo a fonte de energia dos espermatozoides, que garantem a energia
que sera utilizada no processo de motilidade. Nos espermatozoides de peixes sdo pequenas e
pouco numerosas, e situam-se no colar citoplasmatico ou peca intermediaria, e sdo separadas
do inicio do flagelo pelo canal citoplasmatico, que é um espaco existente entre as membranas
plasmatica e flagelar (MATQOS, 2000).

A compactacdo progressiva da cromatina no nucleo das espermatides e a sua forma
final nos espermatozoides pode mostrar diferentes aspectos nos peixes. Tais variacdes ndo
parecem estar relacionadas a Ordem a que pertencem estes animais (JAMIESON, 1991).
Entretanto, em cada ordem, os espermatozoides das espécies pertencentes a uma mesma
familia podem compartilhar os mesmos caracteres ultraestruturais.

De maneira geral, 0s espermatozoides de peixes possuem caracteristicas
morfolégicas correlacionadas com cada tipo de reproducdo. Por este motivo, podem haver
diferencas em caracteristicas flagelares, como o nimero de flagelos, forma da mitocdndria, e
caracteristicas de forma entre os mesmos. O que reflete a complexibilidade de se manter um

padrdo de anélise ultra estrutural para espermatozoides de peixes. (MATELLI, 1991).
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3 JUSTIFICATIVA

A medida que a humanidade aumenta sua capacidade tecnoldgica de intervir na
natureza surgem os conflitos quanto ao uso do espacgo, dos recursos e da disposi¢do dos
residuos no ambiente. Como consequéncia da industrializacdo, houve a disponibilizacdo de
uma grande diversidade de produtos quimicos potencialmente toxicos e a geracdo de residuos
em quantidade significativamente prejudicial ao ambiente, tais como metais pesados
(ZAGATTO, 2006). Estes metais constituem uma importante classe de poluentes, e derivam
tanto de fontes pontuais, como efluentes industriais e rejeitos de mineracdo, como de recursos
difusos, como enxurradas (ZIELHUIS, 1984).

Dentre os principais contaminantes toxicos, o mercurio é liberado naturalmente por
meio da lixiviacdo das rochas ou da emissdo de gases em é&reas vulcanicas, porém as
concentracOes desse metal tém aumentado muito devido as atividades antropicas (LACERDA,
1997). No Brasil, a liberacdo deste metal por atividades humanas duplicou nos altimos 100
anos, superando a forma natural de liberacdo do metal (SCHUSTER, 2002) o que levou o
Ministério da Saude e da Agricultura a regulamentar o uso do mercurio na inddstria brasileira
(BRASIL, 2010).

A contaminacdo ambiental por metais pesados tem sido uma das principais causas de
morte de animais e desaparecimento de espécies aquaticas. Desta forma torna-se importante o
conhecimento do impacto desta contaminacdo sob 0s gametas destas espécies, pois boa parte
das espécies aquaticas possui sua reproducdo em meio aquatico, de forma externa do corpo do
animal.

Embora ndo haja estudos definitivos que esclare¢cam os efeitos toxicos do mercurio
sobre o sistema reprodutor masculino, principalmente de exposi¢édo a baixas concentracdes ao
metal, alguns estudos in vitro e in vivo utilizando modelos animais sugerem efeitos adversos
em Orgdos e sistema reprodutor masculino como consequéncia da toxicidade do metal
(MOHAMED, 1987), porém pouco se sabe sobre a interacdo deste metal nos gametas de
peixes. O efeito de altos niveis de exposi¢do de gametas ao mercurio vem sendo investigado,
porém os efeitos de uma exposicao a baixas doses sao desconhecidos. Alguns estudos como
de Marsicoll.(2009), Baéta (2004) e Rodrigues (2010), mencionam os efeitos in vivo de danos
teciduais e de bioacumulacdo do mercdrio em peixes, mencionando ainda que estes processos
podem estar afetando 0s processos reprodutivos e manutencdo dos estoques naturais de

peixes.
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A partir da contextualizacdo exposta uma maneira de mensurar estas injdrias, a
realizacdo de experimentos em laboratdrio, que torna-se uma importante ferramenta para a
observacao dos efeitos nocivos do mercurio, na auséncia de acdes sinergicas ou antagonicas
que podem ocorrer com outros elementos do ambiente. Como um modelo para este tipo de
avaliacdo em laboratdrio Silfvergrip (1996) destaca a espécie R. quelen como uma espécie
potencial para estudos de impacto ambiental, pois possui uma alta distribuicdo mundial, fécil
adaptacdo e manejo, e também alta producdo de sémen, podendo ser utilizado como
bioindicador ambiental para tal contaminante.

Tendo em vista os fatos apresentados e caréncia de dados relacionados ao impacto do
Cloreto de Mercurio em baixas concentragdes, nosso estudo objetiva verificar o impacto que
este contaminante pode ocasionar nos espermatozoides de R. quelen expostos a diferentes

concentracdes deste contaminante no momento de sua ativacao.



33

4 OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

Avaliar os efeitos do Cloreto de Mercurio em diferentes concentrages (0,0001;

0,0002; 0,002 e 0,02mg/L) na ativacao de espermatozoides de R. quelen.

4.2 Obijetivos especificos

e Avaliar danos morfologicos subjetivos através das andlises de motilidade
espermatica avaliada em porcentagem (0 a 100%);

e Avaliar tempo de motilidade (motilidade progressiva) e avaliacdo do vigor
espermatico avaliado em uma escala de 0 a 5;

e Auvaliar danos toxicoldgicos através de andlises de danos na membrana
plasmatica, danos mitocondriais;

e Avaliar DNA dos espermatozoides ativados com diferentes concentragfes de
Cloreto de Mercurio (HgCI2).
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5 ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigo cientifico. As secdes Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e
Referéncias Bibliogréaficas encontram-se no préprio artigo que serd submetido para a revista

Aquatic Toxicology.
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JUNDIA (Rhamdia quelen) EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE HgCl,

Rocha, S.S.%; Streit JR, D.P.% Varela JR, A. S.2; Corcini, D. C.%; Hoshiba, M.A.*
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RESUMO

Os metais pesados sdo elementos quimicos de alta toxicidade, que estdo presentes no
meio ambiente, principalmente no meio aquatico. Dentre estes compostos, o Cloreto de
Mercurio (HgCl,) vém se destacando por sua ampla capacidade de causar danos em qualquer
tecido no qual entre em contato. Desta forma, 0os gametas de animais aquéaticos, como 0s
peixes, que possuem reproducdo externa, estdo susceptiveis a esses danos. Em razdo disto,
nosso estudo teve como objetivo avaliar os possiveis danos toxicologicos da exposicdo de
espermatozoides de Rhamdia quelen ao HgCl,. Para isto, foram utilizados 7 animais machos
de idade reprodutiva. O sémen coletado dos mesmos foi ativado em solucdo de NaCl 50mM
livre de HgCl, para o grupo controle, e solu¢des de NaCl 50mM com 0,0001; 0,0002; 0,002 e
0,02 mg/L de HgCl,. Foram avaliados motilidade, vigor e tempo de motilidade como
parametros subjetivos. Integridade de membrana, fluidez de membrana, funcionalidade
mitocondrial, espécies reativas de oxigénio e fragmentacdo do DNA como parametros de
toxicidade celular. E ainda, patologia esperméatica como parametro de morfologia celular. Os
resultados demonstram que houve reducgéo percentual nos parametros de motilidade, vigor e
tempo de motilidade quando comparado ao grupo controle em todas as concentracGes
avaliadas. Entretanto, danos celulares, foram observados apenas, a partir da dose 0,0002mg/L,
sendo eles integridade da membrana e fluidez da mesma. No pardmetro morfoldgico, houve
diferenca entre o indice de células anormais entre o grupo controle e todas as concentracdes
avaliadas nos grupos tratados. Estes resultados indicam que o Cloreto de Mercurio pode

ocasionar danos em espermatozoides de Rhamdia quelen, em todas as concentragdes testadas.

Palavras chave: Peixe, Reproducdo, Jundid, Metais Pesados, Toxicologia.
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EVALUATION OF TOXICOLOGICAL EFFECTS OF DIFFERENT
CONCENTRATIONS OF HgCl; IN SPERM OF CATFISH (Rhamdia quelen)

ABSTRACT

Heavy metals are highly toxic chemicals that are present in the environment,
especially in the aquatic environment. Among these compounds, mercury chloride (HgCly)
have been highlighted for its potential to cause damage to any tissue in which contact. Thus,
the gametes of aquatic animals such as fish which have external reproduction are susceptible
to such damage. For this reason, our study aimed to evaluate the putative toxicological
damages of exposure of Rhamdia quelen sperm to HgCl,. To this end, 7 male animals in
reproductive age were used. Semen collected was activated in 50 mM NaCl, Hg-free solution
for control group, and solutions with 0.0001; 0.0002; 0.002 and 0.02 mg / L of HgCl,. We
evaluated motility, vigor and motility time as subjective parameters and membrane integrity,
membrane fluidity, mitochondrial functionality, reactive oxygen species and DNA
fragmentation as cellular toxicity parameters. Also, sperm morphology was observed. The
results show that there was a percentage reduction in motility, vigor and motility time when
compared to the control group at all concentrations tested. However, cell damage was
observed only above the dose 0. 0002 mg/L, at membrane integrity and fluidity parameters. In
the morphological parameter, there were differences of abnormal cells index between control
group and all concentrations evaluated in the tested groups. These results indicate that
mercury chloride may cause damage to Rhamdia quelen sperm at all concentrations tested.

Key words: Fish, Reproduction, Catfish, Heavy Metals, Toxicology.
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Introducéo

Os metais pesados podem ser definidos como contaminantes ambientais estaveis e
persistentes que ndo sdo degradados ou destruidos no ambiente. 53 entre os elementos
quimicos conhecidos sdo designados como metais, dentre estes, apenas 17 sdo biodisponiveis
e importantes para o ecossistema (CARRANZA-ALVAREZ, 2008).

Na crosta terrestre, os metais, de modo geral ocorrem em baixas concentracgdes,
designados como metais traco ou elementos trago (BOTTE, 2007). No século XX houve um
aumento significativo nas mineragdes, produzindo um aumento destes elementos na natureza,
e por sua vez no meio aquatico (CALLENDER, 2004). Ja em meio aquatico, esses elementos
ocorrem naturalmente pela lixiviacdo de solos e rochas, e assim sdo diretamente expostos a
agua. Também por meio de fontes antrépicas como residuos domésticos e industriais, pela
aplicacdo de herbicidas na agricultura (EBRAHIMPOUR & MUSHRIFAH, 2008) e através
de precipitacdo, no caso de areas com poluicdo atmosférica. Nestes ecossistemas, compostos
qguimicos e metais pesados tendem a acumular no solo e rochas (SHRIVASTAVA, 2003) e,
esta biodisponibilidade ocorre quando os mesmos sdo liberados nos corpos d’agua. Khan
(2005), afirma que neste tipo de condicdo, os metais podem ser incorporados ao longo da
cadeia alimentar e consequentemente podem causar danos também a salde humana.

Desta maneira, 0 mercurio € um metal pesado encontrado no estado liquido a
temperatura ambiente e a 0°C tanto no solo como em ambientes aquaticos. Ndo apresenta
funcdes bioldgicas, e é considerado um agente potencialmente tdxico por oferecer grande
risco de contaminacdo ambiental aos animais e seres humanos. O mercario pode se apresentar
na forma elementar (Hg®) e também nas formas oxidadas: mercuroso inorganico (Hg+) e sais
mercurico (Hg2+), ou ainda ligado ao Cloro, formando o Cloreto de Mercurio (HgCl,) cada
qual diferindo quanto aos niveis de toxicidade e propriedades fisico-quimicas (CLARKSON,
1997; GOLDMAN & SHANNON, 2001).

Os ions toxicos relacionados podem interferir diretamente no processo de reproducéo
de peixes, tendo em vista que os mesmos realizam reprodugdo com fecundacgdo externa,
dependente dos ions aquaticos para que a mesma ocorra. No momento em que ha a exposicao
dos gametas no meio aquatico, 0s mesmos também estdo expostos aos contaminantes, que
podem interferir ou até mesmo impedir que a fecundagdo ocorra (ANDRADE, 2003). Com
espermatozoides de jundia (Rhamdia quelen) esta condi¢do ndo seria diferente. Pois, possuem
uma membrana sensivel a troca de ions no meio aquatico, para que ocorra a sua capacitacao e
inicio da motilidade (WOYNAROVICH, 1983). Os espermatozoides quando entram em
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contato com a agua perdem quase que de forma total sua capacidade de protecdo, que esta
presente em boa parte no plasma seminal. Este processo pode acarretar em uma maior
sensibilidade quanto a exposicdo a metais pesados e contaminantes ambientais.

Sendo assim, a partir do exposto, o intuito desse estudo foi verificar o potencial
toxicologico de baixas concentracbes de Cloreto de Mercurio (HgCl,) no momento da
capacitacao e ativacdo de espermatozoides de R. quelen.

Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizados 7 reprodutores de R. quelen, do AQUAM da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os peixes foram selecionados por caracteristicas secundarias
reprodutivas.

Os machos utilizados tinham uma média de 489,42 + 137,0 g de peso e 36,78 + 3,13
cm de comprimento total. Apos a retirada da agua os animais foram envolto em uma toalha
Umida e sofreram uma compressdo da regido abdominal no sentido antero-posterior, e 0
sémen recolhido em tubos de ensaio graduados para a mensuracdo do volume total. A partir
da coleta de sémen foram realizadas as analises in natura, de cada amostra coletada de cada

um dos 7 animais.

Solugdes

Foram testadas 4 diferentes concentracfes de Cloreto de Mercurio )(Sigma Aldrich,
St Louis, MO, USA): 0,0001; 0,0002; 0,002 e 0,02mg/L de HgCl, todas diluidas em uma
solucdo de 50mM de Cloreto de Sodio (NaCl). O Cloreto de Sédio, na concentracdo de 50mM
é indicado como solucdo ativadora para espermatozoides de peixe, por sua vez foi utilizado
também como solucéo controle. As concentracfes utilizadas foram estabelecidas baseadas na

concentragdo maxima permitida pelo CONAMA (0,0002mg/L).
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Patologia espermatica

Para a avaliacdo de patologia espermatica os espermatozoides foram ativados com as
diferentes concentracdes de HgCl, (0; 0,0001; 0,0002; 0,002 e 0,02mg/L) na proporcédo 1:1
(sémen:solucéo ativadora) durante 60 segundos e posteriormente fixados em solucdo formol —
salina na proporg¢éo 1:1500 (Sémen:Solucéo diluente).

Foram produzidos esfregacos com sémen diluido em solucdo formol salina, corados
com rosa de bengala conforme STREIT Jr. et al. (2004). Apos a secagem as laminas foram
levadas ao microscépio Optico com objetiva 10X. Foram analisadas 300 células por grupo e
consideradas patologias primarias: cabeca degenerada, microcefalia, macrocefalia, cauda
quebrada, peca intermediaria degenerada, cauda enrolada e cauda degenerada, e secundarias:

cauda dobrada e cabeca isolada.

Anélise de Motilidade e Vigor

Esta avaliacdo utilizou a mesma metodologia para o sémen fresco: Adicionou-se 1l
de sémen e 99ul de NaCl 50mM (25°C) em lamina sob laminula e analisou-se as amostras em
microscopio de contraste de fases (40X), seguindo o método descrito por Sorensen Junior
(1979).

Citometria de fluxo

As andlises de integridade de membrana (IM), funcionalidade mitocondrial (FM),
indice de fragmentacdo do DNA (DFI), e fluidez de membrana (FLU) foram realizadas no
citbmetro de fluxo Attune Acoustic Focusing (R) (Life Technologies) equipado com lasers
azul (488 nm) e violeta (405 nm), sendo os dados analisados através do Attune (R) Cytometer
software versdo 2.1.0 (Life Technologies). Para a deteccdo de populagdes espermaticas em
todas as andlises, as células foram coradas com Hoechst 33342 e detectadas pelo
fotomultiplicador (PMT) VL1 (450/40 nm) e os eventos ndo-espermaticos foram eliminados
com base em graficos de dispersdo (NAGY, 2003).

Para avaliacdo de integridade de membrana plasmatica foi utilizada a sonda fluorescente
diacetato de carboxifluoresceina e para funcionalidade de mitocondrias a rodamina 123,
avaliadas no PMT BL1 a 530/30nm. A fluorescéncia laranja da merocianina 540 (fluidez da

membrana plasmatica) foi detectada com PMT BL2 (575/24 nm). A fluorescéncia vermelha
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de iodeto de propidio (integridade da membrana plasmatica) foi lida com o PMT BL3 (640
nm). Dez mil eventos espermaticos foram analisados por amostra a uma taxa de fluxo de 200

pL / segundo.

Integridade de Membrana

A avaliacdo de integridade de membrana ocorreu pela combinacdo das sondas
fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina (DCF) e iodeto de propidio (IP), sendo que o
DCF penetra os espermatozoides e é convertido intracelularmente por esterases em células
viaveis em um composto fluorescente ndo-permeavel que é retido no citoplasma, ao passo que
o IP penetra apenas nos espermatozoides com membrana lesada. A solucdo de trabalho
utilizada para a coloracdo dos espermatozoides continha PBS, aHoechst 33342 (16,2 uM),
DCF (20 pM) e IP (7,3 uM). Espermatozoides foram classificados como ndo lesados (DCF +
/ IP), e lesados (DCF + / IP +; DCF-/ IP +; DCF- / IP) (GILLAN, 2005; FERNANDEZ-
GAGO, 2013).

Funcionalidade de Mitocondria

A avaliacdo da funcionalidade mitocondrial foi obtida através da sonda fluorescente
rodamina 123 que corou mitocéndrias e concentrou naquelas com a funcionalidade alta (alto
potencial eletroquimico) emitindo fluorescéncia verde mais intensa. A Rodamina 123 estava
presente na solugéo de trabalho contendo PBS, a Hoechst 33342 (16,2 uM) e rodamina 123
(13,0 pM). Os espermatozoides foram classificados como aqueles com elevada
funcionalidade de mitocondrias (fluorescéncia elevada, maior acimulo de rodamina) e baixo
funcionalidade de mitocéndrias (fluorescéncia baixa, menor acumulo de rodamina) (GILLAN,
2005).

Producéo de espécies reativas de oxigénio intracelulares

Nesta avaliagdo utilizou-se a sonda fluorescente 2'7 diacetato de diclorofluoresceina
(H2DCF-DA), que é oxidado por EROs intracelular. Este corante estava presente na solugéo
contendo PBS, H2DCF-DA (1,0 mM) e Hoechst 33342 (16, 2 uM). A mediana da intensidade
de fluorescéncia verde foi utilizada para esta analise (DOMINGUEZ-REBOLLEDO, 2011)
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indice de fragmentac&o de DNA

O indice de fragmentacdo do DNA foi obtido com a sonda fluorescente
metacromatica alaranjado de acridina no ensaio de estrutura da cromatina espermatica (do
inglés SCSA) segundo (EVENSON, 1994).

Fluidez de membrana plasmatica

A avaliacdo da fluidez da membrana plasméatica foi determinada pela sonda
fluorescente hidrofdbica, a merocianina 540 (2,7 mM) e Hoechst 33342 (16,2 pM) em PBS.
As células foram classificadas quanto a alta fluorescéncia (alta fluidez) e baixa fluorescéncia
(baixa fluidez) (FERNANDEZ-GAGO, 2013).

Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrao do nimero de células utilizadas
em cada andlise. O residuo foi testado para a distribuicdo normal, e os dados foram
submetidos a analise de varidncia sendo as médias comparadas com o auxilio do teste de
Tukey (p<0,05) para motilidade, vigor, tempo de motilidade e patologias espermaéticas. Para
integridade da membrana, fluidez da membrana, funcionalidade mitocondrial, espécies
reativas de oxigénio e fragmentacdo de DNA foi utilizado o método LSD All-Pairwise

Comparisons Test. Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Resultados

Nos resultados referente a motilidade espermatica, foi possivel observar reducdo no
percentual de espermatozoides méveis em todas as concentracGes avaliadas em relacdo ao
controle P<0,05, sendo letal aos espermatozoides na maior concentragdo testada, 0,02 mg/L
(Tabela 1). Quanto a avaliagdo de vigor espermatico em uma escala que varia de 1 a 5,
também houve reducdo do vigor em todos os grupos tratados quando comparados ao grupo
controle, e apenas no tratamento com concentragdo de 0,02 mg/L, ocorreu a perda de
motilidade total dos espermatozoides (Tabela 1).

Resultados referentes ao tempo de motilidade dos espermatozoides avaliados indicam
uma reducdo do tempo em todos os grupos quando comparados ao controle (Tabela 1).
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Tabelal — Parametros de motilidade, vigor e tempo de motilidade de espermatozoides de R.
quelen ativados com diferentes concentragdes de Cloreto de Mercdrio (HgCl,).

Tratamentos Motilidade (%) Vigor (Pontos) Tempo Motilidade (s)
Controle 70,0 £2,93 ° 3,71 £0,24° 57,28 + 4,56

[ 10,0001 mg/L 12,85+ 2,64° 1,21 +0,14° 2514 +3,13°

[ 10,0002 mg/L 6,21+ 1,13 " 1,0 +0° 16,07 + 2,15 ™

[ 10,002 mg/L 4,0+ 0,73° 0,85 +0,14°" 11,57 +2,53°¢
[10,02 mg/L 0+0° 0+0° 0+0°

Meédias seguidas de mesma Tefra na mesma coluna nao apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para as variaveis toxicoldgicas analisadas em citometria de fluxo, a integridade de
membrana apresentou danos nos grupos 0,0002; 0,002 e 0,02 mg/L quando comparado ao
controle. No entanto ndo foram encontradas diferengas entre os grupos tratados. Resultados
similares foram obtidos para a varidvel fluidez de membrana, demonstrando que as
concentragdes 0, 0002; 0,002 e 0,02 mg/L afetaram da mesma maneira a integridade e
consequentemente a fluidez da membrana.

Para as avaliacfes de funcionalidade de mitocdndria, espécies reativas de oxigénio e
fragmentacdo de DNA, ndo foram encontradas diferengas, em nenhum grupo avaliado
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Pardmetros de dano celular de espermatozoides de R. quelen ativados com

diferentes concentragdes de Cloreto de Mercurio (HgCl,).

Tratamentos Integridade Fluidez Funcionalidade Espécies reativas Fragmentacao
(%) de de de de do
Membrana  Membrana Mitocondria Oxigénio DNA

Controle 50,8+5,9° 95,4 +0,6 2 26,3+3,6° 1380,6 +48,8 94,9+0,9°
0,0001 mg/L 392+50% 928+0,7%® 236+28° 14427 54,1 ° 940+1,1°

[] g
[10,0002mg/L  326+41° 917+09° 17,6 £2,2° 1580,6 +211,7 * 95,3+0,8°
[ 10,002 mg/L 31,6+45° 90,0+2,0° 18,0+2.8° 1648,6 + 135,6 954+09°%
[10,02 mg/L 328+44° 895+13° 18,3+3,3°2 14271 +77,32 948+13°

Medias seguidas de mesma letra na mesma coluna nao apresentam diferencas significativas pelo teste de LSD. (p<0,05).

Na avaliacdo quanto as patologias espermaticas, foram observadas diferencas
significativas entre o controle e os grupos tratados com cloreto de mercurio, sendo
posteriormente reclassificados em normais e anormais (tabela 3.). As células espermaticas
com caracteristicas normais podem ser observadas na figura 1. O grupo controle apresentou
um maior numero de células normais. O oposto ocorreu em todas as concentracGes de
mercurio avaliadas, tendo uma maior taxa de células anormais do que células normais, apos a

exposicao ao cloreto de mercurio.
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Figura 1 — Imagem microscopica de um pool de células espermaticas de Rhamdia quelen
ativadas livres de Cloreto de Mercurio, coradas com rosa de bengala.

As patologias, referente as células anormais analisadas de cada grupo, foram
agrupadas em primarias e secundarias. Onde no grupo controle as patologias primarias
apareceram em maior quantidade que as secundarias (21,20 + 59; 16,50 + 1,9%
respectivamente). As porcentagens de patologias primarias encontradas foram maior em todos
0s grupos avaliados que no tratamento controle, porém ndo diferiram entre os tratamentos
avaliados. Em todas as concentracdes testadas as patologias primarias foram maiores que as
patologias secundarias, ndo havendo diferencas entre as mesmas (Tabela 3). Na figura 2
podem ser observados exemplos de patologias primarias.
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Figura 2 — Imagem microscépica vectorizada de células esperméaticas de Rhamdia quelen
ativadas com 0,0002mg/L de HgCl, coradas com rosa de bengala.

As patologias secundéarias foram maiores que no grupo controle nos 2 grupos com
maior concentracdo de mercurio (0,02 mg/L e 0,002 mg/L). Sendo que o0 grupo com maior
concentracdo apresentou a maior porcentagem de patologias quando comparado aos demais

tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3 — indices de patologias espermaticas avaliadas em espermatozoides de Rhamdia
quelen ativados com diferentes concentracfes de Cloreto de Mercurio (HgCly).

Controle [10,0001 [10,0002 [10,002 [10,02
mg/L mg/L mg/L mg/L
Normais (%) 62,28+50% 1819+42"° 1352+14° 1333+23° 140+24°

Patologia Priméria (%) ~ 21,20+59° 5560+4,8° 57,90+1,5° 5000+£35%  48,00+35°

Patologia Secundéria (%) 16,50 +1,9°¢ 2430+36% 2930+20% 3690+25"  3790+47°

Meédias seguidas de mesma Tefra na mesma coluna nao apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Discussao

Inimeros estudos relatam os danos de contaminantes ambientais, como metais pesados
sob a reproducio de peixes (MARSICOII, 2009; da SILVA, 2006; RODRIGUES, 2010). Tais
estudos demonstram a bioacumulacdo de metais pesados em go6nadas, danos no
desenvolvimento de larvas, disfuncdo enddcrina, dentre outras diversas patologias
mencionadas (QIAO-QIAO, 2007). Porém, pouco se sabe sobre seu efeito direto nos gametas
no meio aquatico.

Os peixes sdo animais predominantemente aquaticos, e na sua maioria, possuem sua
reproducdo externa. Os espermatozoides sdo langados no meio e sua ativacdo e capacitacdo
ocorrem apenas quando h& o choque osmético, no momento do contato direto com a agua
(ANDRADE, 2003). Atualmente, o meio aquatico vem sendo amplamente utilizado como
receptor de dejetos tanto industriais como da agricultura, o que pode ocasionar um nivel de
contaminacdo elevado, afetando diretamente a qualidade dos gametas e sua capacidade de
fertilizagdo (LINS, 2003).

No presente estudo, foi possivel observar uma reducdo dos indices de motilidade,
vigor e tempo de motilidade em todas as concentracdes avaliadas. Os efeitos deletérios do
cloreto de mercdrio nos indices reprodutivos do R. quelen, foram observados por Mcintyre em
(1973) em um dos primeiros relatos na literatura, mencionando a toxicidade do metil mercurio
para espermatozoides de peixes. Muito embora nédo tenha sido realizado experimento com
taxa de fertilizacdo, a reducdo qualitativa dos valores da motilidade, vigor e tempo da
motilidade, podem ser atribuido indiretamente a uma perda de qualidade seminal quando o
material foi exposto nas diferentes concentracBes de cloreto de mercurio. Por exemplo,
Billard (1985) relatou que 1.0 ppm de Cloreto de Mercurio reduziu significativamente a
capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides de truta arco-iris (Salmo gairdneri),
enfatizando que mesmo baixas concentracdes deste metal podem induzir danos no momento
da reproducao de diversas espécies.

De conformidade com Kihlstrom (1971), em um estudo com zebrafish (Brachydanio
rerio), também utilizando a exposi¢cdo em uma concentracdo de 1.0 ppm, poréem de Acetato de
Fenilmercdrio, observou uma reducdo na producdo de ovos. McKim (1976) também
corrobora com estes dados, observando uma alta redugdo nos indices de reproducdo de Truta
(Salvelinus fontinalis) quando expostos ao Metil Mercdrio.

Estes efeitos deleterios do mercurio na reproducéo de peixes podem estar relacionados

com a qualidade dos espermatozoides, tendo em vista que no presente estudo, os danos na
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membrana dos espermatozoides foram responsaveis pela reducdo dos indices de motilidade,
vigor e tempo de motilidade.

Igualmente, a um nivel subcelular, a qualidade do espermatozoide pode ser avaliada
pela integridade da membrana plasmatica do espermatozoide. A membrana plasmatica de
maneira geral controla a troca de ions e 4gua do meio intra e extra celular (COSSON, 2008).
Tendo em vista que a integridade da membrana é essencial para a penetracdo do
espermatozoide no odcito, a reducdo desta capacidade compromete sua capacidade
fecundante.

Pode ser observado em nosso estudo que em relagdo a fluidez da membrana, também
houve uma reducdo dos valores, nas concentracfes 0,0002; 0,002 e 0,02 mg/L de cloreto de
Mercurio. Com a fluidez da membrana afetada, a troca de ions foi comprometida. Desta
maneira a ativacao e capacitacdo dos espermatozoides, que é diretamente relacionada com a
troca de ions do meio aquatico também foram afetadas. Dietrich (2010), avaliando
espermatozoides de truta arco-iris incubados com diferentes concentragdes de Mercdrio
verificou danos aos espermatozoides imediatamente a exposi¢do a concentracdo de 1mg/L, e
por sua vez com Cadmio, apos o periodo de incubacdo de 24h. O autor relacionou que 0s
danos de reducdo de motilidade, poderiam estar relacionados a fluidez da membrana
plasmaética e a troca de ions. Dessa forma, sugere-se que pode ocorrer um efeito indireto, da
integridade e fluidez da membrana via peroxidacao lipidica, pois estes danos de membrana
podem vir a ocorrer através deste processo, pelo fato do mercurio ser um metal que atua como
pré-oxidante. Rao (2008) verificou que espermatozoides de ratos quando expostos a 1uM de
cloreto de Mercurio, possuem um aumento significativo dos niveis de peroxidacgdo lipidica,
que por sua vez agridem a membrana plasmatica dos espermatozoides, ocasionando reducao
de fertilizacdo, motilidade e até mesmo a mortalidade dos mesmos.

Ainda que os resultados encontrados referente as patologias espermaticas, indicam que
até mesmo a menor dose utilizada em nosso estudo foi capaz de aumentar o numero de células
anormais. A exposi¢cdo ao Mercurio ocasionou uma modificagdo morfoldgica nas células
espermaticas, porém ndo existem estudos comprobatérios de que espermatozoides de peixes
com alguma anormalidade néo fecundem.

A determinacdo de percentuais aceitaveis de patologias pode contribuir para a
otimizacdo dos processos reprodutivos, e no caso de nosso estudo contribuir na avaliagdo
toxicoldgica, juntamente com os outros parametros analisados (STREIT JR, 2008). As
patologias secundarias, sdo consideradas deformacgdes ultra estruturais que ocorrem no

momento em que 0 espermatozoide entra em contato com o0 meio aquatico, normalmente
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incapacitando a locomocgdo dos espermatozoides, pois séo relacionadas a danos no flagelo.
Em nosso estudo estas deformagOes ocorreram em maior incidéncia nas mais altas
concentracdes de cloreto de Mercurio avaliadas (0,02 mg/L e 0,002 mg/L de HgCl,). Este
resultado indica que concentracGes elevadas de Mercurio podem ocasionar deformacdes
deletérias nos espermatozoides, e possivelmente uma incapacidade de locomocgdo, 0 que
corrobora com o fato de que na mais alta concentragdo avaliada neste estudo, ndo houve
motilidade dos espermatozoides.

Assim como para 0s mamiferos, metais como o Cadmio e Mercurio podem ter efeitos
deletérios na reproducdo (ROYCHOUDHUR, 2010), estudos como de Kime (2001),
Rurangwa (1998) e Crump (2009) corroboram com os dados encontrados em nosso trabalho.
Os autores ressaltam os efeitos toxicologicos do Mercurio sob os espermatozoides e odcitos, e
os danos causados pela biomagnificacdo do Mercdrio no meio aquéatico. Estes estudos
contribuem com nossos resultados, salientando o potencial toxico do Mercdrio em meio

aquatico e terrestre.

Considerac0es Finais

Tendo em vista os resultados de nosso estudo é possivel afirmar que até mesmo a mais
baixa concentracdo utilizada (0,0001mg/L) de Cloreto de Mercurio foi capaz de causar
reducdo no potencial de motilidade dos espermatozoides de Rhamdia quelen. Contudo, danos
significativos de membrana foram detectados apenas na concentracdo de 0,0002mg/L. Em
relacdo as patologias avaliadas, foi possivel observar que as mesmas estao relacionadas com a
reducdo de motilidade dos espermatozoides, quando em contato com o Mercurio. Entretanto,
para que seja esclarecida toda a rota de contaminacdo e possiveis danos oxidativos
ocasionados pelo Cloreto de Mercurio, se fazem necessarios mais estudos neste segmento.
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