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Resumo - A contaminagdo por mercurio em rios de aguas pretas amazonicos, como o Rio
Negro, rico em carbono organico dissolvido (COD), é uma ameaga ambiental pela
toxicidade e bioacumulagdo desse metal. Este estudo avaliou os efeitos da exposicdo de
curto prazo (24 h) do camardo amazonico Macrobrachium amazonicum (n = 10, peso:
0,12 = 0,002 g; comprimento: 5,4 £ 0,13 cm) ao HgCl> (220 ng L™, limite permitido
CONAMA 357/2005) em quatro condigoes experimentais (pH 7, pH 7 + COD, pH 4 e pH
4 + COD). A concentra¢do do mercurio total foi medida na agua e no musculo dos
camaroes. Foram realizadas andlises da peroxidagdo lipidica (LPO) e danos em DNA.
A presenc¢a do COD aumentou a permanéncia do mercurio na agua (independente do
pH), no entanto, sem efeitos bioacumulativos no musculo (0,0013 = 0,000095 mg kg™).
A andalise dos niveis de peroxidagdo lipidica (LPO) no hepatopdncreas ndo revelou
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais (P = 0,359). Por
outro lado, a avalia¢do dos danos no DNA mostrou diferengas significativas entre os
grupos em relagdo aos controles (P < 0,001). Mesmo no limite legal, o HgCl> causou
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danos ao DNA em M. amazonicum em 24 h de exposicdo, sem aumento de LPO e
bioacumulag¢do muscular. Em conjunto, os achados apontam efeito subletal relevante,
com possivel prejuizo as defesas do organismo, e mostram que a toxicidade do mercurio
¢ modulada pelos proprios componentes naturais da agua do Rio Negro.

Palavras-chave: Mercurio; Macrobrachium amazonicum; pH; COD; Ecotoxicologia.

Abstract - Mercury contamination in Amazonian blackwater rivers, such as the Rio
Negro, which is rich in dissolved organic carbon (DOC), represents an environmental
threat due to the toxicity and bioaccumulation of this metal. This study evaluated the
short-term (24 h) effects of exposure of the Amazonian shrimp Macrobrachium
amazonicum (n = 10; weight: 0.12 = 0.002 g; length: 5.4 £ 0.13 cm) to HgCl> (220 ng
L™, CONAMA 357/2005 permissible limit) under four experimental conditions (pH 7, pH
7 + DOC, pH 4, and pH 4 + DOC). Total mercury concentrations were measured in
water and shrimp muscle. Lipid peroxidation (LPO) and DNA damage analyses were also
performed. The presence of DOC increased mercury persistence in the water
(independently of pH), but without bioaccumulative effects in muscle tissue (0.0013 +
0.000095 mg kg™). Analysis of lipid peroxidation levels in the hepatopancreas revealed
no statistically significant differences among experimental groups (P = 0.359). In
contrast, DNA damage assessment showed significant differences between exposed
groups and controls (P < 0.001). Even at the legal limit, HgCl> caused DNA damage in
M. amazonicum after 24 h of exposure, without increases in LPO or muscle
bioaccumulation. Altogether, these findings indicate a relevant sublethal effect, with
potential impairment of the organism’s defenses, and demonstrate that mercury toxicity
is modulated by the natural components of Rio Negro water.
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1. INTRODUCAO

A contaminag¢do por metais pesados em ecossistemas aquaticos ¢ um dos maiores
desafios ambientais da atualidade, principalmente em areas como a Amazdnia, onde os
impactos podem afetar tanto a biodiversidade quanto as populagcdes humanas que
dependem desses recursos hidricos. Dentre os metais pesados, o mercurio (Hg) ¢ um dos
mais preocupantes devido a sua alta toxicidade, persisténcia no ambiente e capacidade de
bioacumulagdo e biomagnificagdo nas cadeias alimentares aquaticas. A liberagcdo do
mercUrio nas aguas ¢ principalmente causada por atividades antrdpicas, como mineracao,
queimadas e a industria, resultando em graves consequéncias para 0s organismos
aquaticos e para o equilibrio ecoldgico. Sua mobilizagdo e transformagdo em

metilmercurio, que ¢ a forma mais toxica do metal, pode afetar diretamente a satide de
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espécies nativas, como peixes, crustdceos € outros organismos aquaticos, além de
comprometer a qualidade da 4gua e a seguranga alimentar das populagdes que utilizam
esses recursos para o consumo (Mergler ef al., 2007; Passos; Mergler, 2008).

O mercurio pode afetar diversos aspectos fisiologicos dos organismos aquaticos,
incluindo o sistema nervoso, o sistema imunologico € o metabolismo energético,
causando danos celulares e promovendo estresse oxidativo. Estudos demonstram que a
toxicidade do mercurio ¢ influenciada por diversos fatores, como a concentracdo do
metal, o tipo de ambiente aquatico e as condigdes fisico-quimicas da agua.

O Rio Negro, um dos maiores rios de aguas pretas do mundo, apresenta aguas com
pH naturalmente acido (variando de 3,5 a 5,5) e concentracdes significativas de carbono
organico dissolvido (COD). Esses dois fatores sdo conhecidos por interagir com metais
pesados, como o mercurio, alterando sua forma e, consequentemente, sua toxicidade. A
presenca de COD no ambiente aquatico pode reduzir a biodisponibilidade do mercurio ao
formar complexos insoluveis, dificultando sua absor¢ao pelos organismos. No entanto, a
interagdo entre essas variaveis no ambiente amazonico ainda nao estd bem compreendida,
especialmente no que diz respeito ao impacto do mercirio sobre organismos como o
camardo-da-amazonia (Macrobrachium amazonicum). O Macrobrachium amazonicum &
uma espécie de grande importancia ecologica e economica, sendo amplamente distribuido
em rios da América do Sul, incluindo o Rio Negro (Coelho & Ramos-Porto, 1985.). Esse
camardo desempenha um papel essencial nas cadeias alimentares aquaticas e ¢ uma
importante fonte de proteina para as comunidades ribeirinhas.

Este estudo ¢ particularmente relevante devido a escassez de informagdes sobre
os efeitos do mercurio em espécies nativas da Amazodnia e sobre como fatores ambientais,
como o pH e o COD, podem influenciar na toxicidade desse contaminante nos
ecossistemas de dguas pretas. Além disso, este estudo pode fornecer dados essenciais para
a implementacdo de politicas publicas voltadas para a protecdo dos ecossistemas
aquaticos da Amazonia e para a gestdo da pesca, visando a conservagao de espécies como
0 Macrobrachium amazonicum, que sdo fundamentais tanto do ponto de vista ecologico
quanto econdmico.

Dessa forma, o presente trabalho buscou avaliar os efeitos toxicos do merctrio

para o camardo-da-amazonia em diferentes condigdes de pH e presenca de COD através
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da anélise dos danos em lipideos (TBARs) e em DNA (DNA strand breaks), além da

analise da concentracdo de mercurio dgua experimental € no misculo dos camardes.

2. Materiais e Métodos

Espécimes de Macrobrachium amazonicum foram obtidos na UNESP (Registro,
SP) e transportados para o LEBIO-Unisanta. Em laboratério, foram aclimatados em
tanque de 500 L com agua reconstituida de baixa concentragao idnica (Na* 30 uM, K* 20
uM, Ca* 10 uM, Mg* 8 uM, CI- 20 uM), simulando condi¢des do Rio Negro, com
renovacao gradual e alimentacdo ad libitum. A agua reconstituida foi preparada conforme
USEPA (2002) em dois reservatérios (pH 7 e pH 4); os animais permaneceram 10 dias
nesses meios antes dos experimentos.

Os ensaios foram conduzidos em triplicata (n = 3) a 25 °C, em aquarios de 7 L
contendo 20 camardes cada (0,1 g L™). Oito grupos foram testados: controles em pH 7 ¢
pH 4, com e sem carbono organico dissolvido (COD), e os correspondentes tratamentos
com mercurio (220 ng L™"). A solu¢do de COD (10 mg L") foi preparada a partir de
amostra concentrada do Rio Negro, e a solu¢ao de HgCl: atendeu ao limite da Resolugao
CONAMA 357/2005. As solugdes permaneceram em repouso por 24 h para
dispersao/complexagdo. O pH foi monitorado e ajustado a cada 2 h. Apds 24 h, amostras
de 4dgua foram coletadas para determinacdo de mercurio total (DMA-80); os camardes
foram medidos e pesados, e amostras de musculo (mercario total, DMA-80) e de
hepatopancreas (peroxidagado lipidica e danos em DNA) foram coletadas e armazenadas
a —80 °C até as andlises. Em seguida, realizamos as analises de peroxidacao lipidica
(LPO) pelo ensaio TBARS, conforme protocolo padronizado no laboratorio (Buege;
Aust, 1978; Ohkawa; Ohishi; Yagi, 1979), e o dano ao DNA pelo método de precipitacdo

alcalina (alkaline precipitation assay) conforme descri¢des de referéncia na literatura.

3. Resultados e Discussao

A concentracao real de mercurio total na d4gua dos experimentos variou em fungao
da presenca e auséncia do COD onde, na presenga do COD, o mercurio total ficou
préoximo ao valor nominal de 220 ng L' (i.e. 160, 7 £ 25,1 e 136,7 + 13,8, parapH 7 e 4,
respectivamente) (Figura 1A). Na auséncia do COD, a concentra¢ao de mercurio total foi

de 57,1 £ 15,4 e 88,0 = 21,4, representando uma diminui¢do de 2,8 e 1,5 vezes,
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respectivamente, em relacdo aos mesmos tratamentos na presenga de COD (Figura 1A).
De qualquer forma, aumento significativo na concentracdo do mercurio total foi
observada entre os diferentes tratamentos e seus respectivos controles, com excecao do
pH 7 na auséncia do COD (Figura 1A). Apesar disso, 24 h de exposi¢ao ao mercirio nao
causou sua bioacumulacdo no musculo dos camardes tanto na presenca quanto na

auséncia do COD, independente do pH (7 ou 4) (Figura 1B).

Figura 1: Mercurio total (média £ desvio padrdo) na agua (A) e musculo (B) de
Macrobrachium amazonicum expostos a merciirio (220 ng L) na presenca e auséncia de
carbono orgdnico dissolvido (COD) isolado do Rio Negro em condi¢des neutra (pH 7) e dcida
(pH 4). Letras diferentes representam diferenca estatistica (P < 0,05) entre os diferentes
tratamentos (minuscula para o controle e maiusculo para o mercurio (Hg)). Asterisco (*)
indica diferenca significativa (P < 0,05) entre os diferentes tratamentos e seus respectivos
controles.
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A anadlise dos niveis de peroxidagao lipidica (LPO) (Figura 2) no hepatopancreas
nao revelou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de tratamento.
Embora tenham sido observadas variagdes nos valores médios, essas diferencas nao
foram suficientemente grandes para excluir a possibilidade de variagdo ao acaso.

Os danos em DNA (Figura 3) no hepatopancreas aumentaram com a exposi¢ao ao
mercurio em todas as condigdes testadas (P < 0,001). Em pH 7, com ou sem COD, os
valores sob mercurio foram consistentemente maiores do que nos respectivos controles.
Em pH 4, a diferenca entre controle e mercurio foi ainda mais evidente; em pH 4 + COD,
o controle apresentou valores mais baixos, mas a exposi¢ao ao mercurio manteve os danos
elevados. No conjunto, os dados confirmam genotoxicidade aguda em 24 h, com resposta

modulada por pH e pela presenga de COD.
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Figura 2: Peroxidagdo lipidica no hepatopancreas (média + desvio padrdo) de Macrobrachium
amazonicum expostos a mercurio (220 ng L) na presenca e auséncia de carbono orgdnico
dissolvido (COD) isolado do Rio Negro em condi¢ées neutra (pH 7) e dcida (pH 4).
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Figura 3: Danos no DNA do hepatopdncreas (média + desvio padrdo) de Macrobrachium
amazonicum expostos a mercurio (220 ng L) na presenca e auséncia de carbono orgdnico
dissolvido (COD) isolado do Rio Negro em condigoes neutra (pH 7) e dacida (pH 4). Letras

diferentes representam diferenca estatistica (P < 0,05) entre os diferentes tratamentos
(minuscula para o controle e maiusculo para o mercurio (Hg)).
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Os resultados obtidos mostram que a concentragao de mercurio total na agua
variou significativamente dependendo da presenga ou auséncia do COD. Quando o COD
estava presente, os valores de mercurio total se mantiveram mais proximos do nominal
(220 ng L), enquanto na sua auséncia, houve uma redugdo expressiva na concentragao.
Isso sugere que o COD pode ter um papel na estabilizagdo do mercurio na coluna d’agua,
possivelmente formando complexos que impedem sua rapida sedimentacdo ou
volatiliza¢do. Esse achado reforga estudos anteriores que demonstram a capacidade do
COD de interagir com metais pesados e modificar sua biodisponibilidade (Guéguen &
Dominik, 2003; Ravichandran, 2004).

Apesar dessa variacdo na concentracdo de mercurio na adgua, ndo foi detectada
bioacumulagdo do metal no musculo do Macrobrachium amazonicum apds 24 horas de
exposicao, independentemente do pH ou da presenga do COD. Isso pode estar relacionado
ao curto tempo de exposi¢ao, que pode nao ter sido suficiente para que o mercurio fosse
incorporado aos tecidos musculares, ou a mecanismos eficientes de excreg¢do e
metabolizacdo do metal pelo camardo. Além disso, o musculo geralmente apresenta
menor afinidade para a bioacumulacdo de mercurio quando comparado a Orgaos
metabolicamente mais ativos, como o hepatopancreas, o que pode justificar essa auséncia
de acamulo (Lailson-Brito et al., 2011).

A exposi¢dao de 24 h ao mercurio elevou significativamente o dano ao DNA no
hepatopancreas, indicando genotoxicidade aguda. Esse padrdo ¢ consistente com o uso
do ensaio do cometa como biomarcador precoce em organismos aquaticos, capaz de
responder antes de outros marcadores fisiologicos (Jiang et al., 2023; The Comet Assay-
SETAC,2023).

A auséncia de diferengas em LPO no mesmo intervalo é compativel com relatos de
que respostas de peroxidacdo podem exigir maior duragcdo/nivel de estresse ou serem
atenuadas por caracteristicas da agua; em sistemas com alto teor de matéria organica
dissolvida, como o Rio Negro, grupos tidlicos do matéria organica dissolvida complexam
o mercurio e modulam sua biodisponibilidade, o que pode amortecer respostas oxidativas
sem impedir efeitos genotodxicos iniciais (Rocha et al., 2000, 2003; Duarte et al., 2016;
Chaves-Ulloa et al., 2016; Seelen et al., 2023).

De forma geral, os resultados indicam que o mercirio tem um efeito toxico

significativo sobre o Macrobrachium amazonicum, afetando o hepatopancreas, mesmo
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sem ser detectado no musculo apos 24 horas de exposicao. Além disso, a presenga do
COD influenciou a disponibilidade do merctrio na agua. Esses achados evidenciam a
complexidade das interacdes entre contaminantes € componentes naturais da agua,
ressaltando a importdncia de mais estudos para entender melhor os mecanismos

envolvidos na toxicidade do merctrio em ecossistemas aquaticos tropicais.

4. Conclusao

O mercurio causou genotoxicidade em M. amazonicum, mesmo apds um curto
periodo de exposicao (24 h). O COD contribuiu com a manutengao da concentragcdo do
mercurio na agua, no entanto, reduziu a genotoxicidade em pH 4. Este estudo demonstra
os efeitos subletais do mercurio para M. amazonicum, reforcando a importancia de
monitorar marcadores de DNA em avaliacdes de risco.
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