RESPOSTA DA REGULACAO IONICA DE
MACROBRACHIUM AMAZONICUM A EXPOSICAO
AGUDA AO MERCURIO EM DIFERENTES

CONDICOES DE PH E CARBONO
ORGANICO DISSOLVIDO
IONIC REGULATION RESPONSE OF

MACROBRACHIUM  AMAZONICUM TO ACUTE
MERCURY EXPOSURE UNDER DIFFERENT PH AND
DISSOLVED ORGANIC CARBON CONDITIONS

Thamiris S. Gomes" Giulia M. De Pra', Ana Beatriz F. B. Santos', Wilton R.D.S.
Santos!, Bruna C.C. Batista!, Gabriela P. Marinsek" , Susana Braz-Mota?, Adalberto
Luis Val?, Helen Sadauskas-Henrique'

I Universidade Santa Cecilia, Laboratério de Ecofisiologia e Bioquimica de
Organismos Aquaticos. — Santos, SP
2 Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Laboratério de Ecofisiologia e
Evolugao Molecular. — Manaus, AM
3 Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”, Instituto de Biociéncias,
Campus do Litoral Paulista — Sao Vicente, SP
E-mail: thamirissgomess@gmail.com

RESUMO - A contaminagdo por mercurio em ecossistemas aqudticos é preocupante
devido aos efeitos toxicos sobre a fauna local, interferindo na osmorregulacio e
homeostase ionica de organismos aqudticos. O camardo da Amazénia (Macrobrachium
amazonicum), espécie-chave em ecossistemas de dagua doce e estuarinos, é
frequentemente usado como organismo modelo em estudos ecotoxicologicos. Este
estudo avaliou o impacto da exposic¢dao aguda ao mercurio (220 ng L™ de HgClz, 24 h)
sobre atividades enzimaticas relacionadas a regulagdo ionica em diferentes condi¢oes
de pH (4 e 7) e na auséncia e presenga de carbono orgdnico dissolvido (COD, 10 mg
L™) do Rio Negro (Manaus, Brasil). Foram analisadas as enzimas Na/K* ATPase,
ATPase do tipo V-H" e anidrase carbonica em camarées (n = 10, peso: 0,12 = 0,002 g;
comprimento. 5,4 £ 0,13 cm). As atividades enzimaticas foram comparadas entre
grupos controle e expostos ao mercurio nos quatro tratamentos: pH 7, pH 7 + COD,
pH 4 e pH 4 + COD. Apesar de algumas variagoes numéricas, ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos para nenhuma das enzimas.
Esses resultados sugerem que, nas condigoes testadas, a exposi¢do aguda ao mercurio
ndo alterou as atividades enzimdticas de osmorregulacdo e regulagdo ionica de M.
amazonicum, indicando possivel influéncia do pH e/ou do COD na biodisponibilidade
do metal.
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ABSTRACT - Mercury contamination in aquatic ecosystems is a concern due to its
toxic effects on local fauna, interfering with osmoregulation and ionic homeostasis in
aquatic organisms. The Amazonian shrimp (Macrobrachium amazonicum), a key
species in freshwater and estuarine ecosystems, is frequently used as a model organism
in ecotoxicological studies. This study evaluated the impact of acute mercury exposure
(220 ng L HgCl:,, 24 h) on enzymatic activities related to ion regulation under
different pH conditions (4 and 7) and in the absence or presence of dissolved organic
carbon (DOC, 10 mg L™) from the Rio Negro (Manaus, Brazil). The enzymes analyzed
were Na/K* ATPase, V-type H® ATPase, and carbonic anhydrase in shrimp (n = 10;
weight: 0.12 = 0.002 g; length: 5.4 £ 0.13 cm). Enzymatic activities were compared
between control groups and mercury-exposed groups across four treatments: pH 7, pH
7+ DOC, pH 4, and pH 4 + DOC. Although some numerical variations were observed,
no statistically significant differences were found between the groups for any of the
enzymes. These results suggest that, under the tested conditions, acute mercury
exposure did not affect the osmoregulatory and ion-regulating enzymatic activities of
M. amazonicum, indicating a possible influence of pH and/or DOC on the metal s

bioavailability.

Keywords: Macrobrachium amazonicum; mercury; osmoregulation; toxicity; ionic
regulation; heavy metals.

1.INTRODUCAO

O Rio Negro ¢ considerado um dos rios mais importantes para a Bacia
Hidrografica localizada no Amazonas, devido a sua contribuicao para o Rio Amazonas.
Ele percorre cerca de 1.700 km, desde sua nascente na regido da Colombia, até a cidade
de Manaus, no Brasil, apresentando caracteristicas como pH baixo, leito estavel, baixa
erosdo, fauna e flora especificas e aguas escuras (Ivo L. Kiichlera et al., 2000),
possuem altas concentracdes de Carbono Organico dissolvido (COD) e baixas
concentracdes de solidos suspensos inorganicos. E o maior afluente de 4gua negra do
Rio Amazonas, contribuindo com cerca de 14% da descarga total e 35% do fluxo total
de COD (Scofield et al., 2016). No entanto, atividades antrdpicas t€ém causado o
aumento da lixiviacdo e da erosdo do solo, acelerando esses processos, que, quando
combinados com a liberacdo de Mercurio (Hg) nesse ecossistema aquatico, resultam
em altas concentragdes desse elemento nos organismos que ali vivem (Miretzky et al.,
2005).

A contaminag¢dao ambiental ocorre desde o surgimento das sociedades humanas,

devido a necessidade de recursos naturais, o que levou ao aumento da exploracao em
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determinadas localidades e resultou na contaminagao de diversas regides do planeta.
Os ambientes aquaticos estao entre os mais afetados, muitas vezes sofrendo processos
de eutrofizagdo (Lacerd a & Malm, 2008). Além das caracteristicas ja apresentadas do
Rio Negro, ele também apresenta concentragdes de COD, que variam conforme as
estagdes, contribuindo para a acidificacdo das aguas e desempenhando um papel
importante na cadeia alimentar ali estabelecida (Johannsson & Holanda, 2024).

Apesar da implantagcao do modelo de Zona Franca na cidade de Manaus, que tem
contribuido para a preservacdo de areas da Floresta Amazonica, existe uma
contradicdo com o Polo Industrial de Manaus (PIM), principal responsavel pela
poluicdo quimica nas principais bacias hidrograficas da regido. Tanto as empresas do
PIM quanto grandes volumes de esgoto doméstico vém sendo despejados nesses
afluentes, levando a um alto nivel de polui¢dao na Bacia dos Educandos, formada por
igarapés que desdguam no Rio Negro e que atuam como via de transporte de mercurio
para a regido (Torrezani et al., 2016).

Outro fator que contribuiu para o aumento exponencial da polui¢do por Mercurio
nos afluentes da Regido Amazonica ¢ a mineracao artesanal, também conhecida como
garimpo. Esta prética cresceu a partir de setembro de 2018, quando o valor do Ouro se
valorizou no mercado, levando a retomada das atividades em antigas regides
produtoras e a expansdo da mineracao artesanal por toda a regido (R. Santos et al.,
2022). O acumulo de metais pesados nos tecidos dos animais pode resultar em
bioacumulagdo e biomagnifica¢do, processos que envolvem, respectivamente, a
transferéncia de metais através da dgua, alimentos e/ou sedimentos para os organismos
e 0 aumento da concentragdo desses metais ao longo da cadeia trofica (Calixto & Leite,
2023).

Um dos tipos de organismos mais suscetiveis a bioacumulagao de poluentes € o
Camarao, sendo o Macrobrachium amazonicum uma das espécies mais importantes da
regido do Rio Negro, presente tanto na alimentacdo dos pescadores quanto no
comércio local (Silva, 2022). Por se tratar de uma espécie com ampla distribuicao e
diversidade biologica, tornou-se um objeto de estudo relevante. Dentre as
caracteristicas fisiologicas do Macrobrachium amazonicum que merecem atengao, a
osmorregulagdao ¢ um dos fatores associados a sua distribuicdo nos ambientes. Em

populagdes distintas, foram observadas diferengas na biomassa e na composi¢ao
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quimica, considerando a dependéncia por ambientes de dgua salobra e a conclusdo de
seu ciclo de vida em dgua doce (Mazzarelli et al., 2013).

Em Camardes como Macrobrachium Amazonicum, que que pertencem a familia
Palaemonidae e sdo hiper-reguladores diddromos, as branquias nao se diferenciam
entre si, realizando simultaneamente as trocas gasosas e transporte i0nico. O volume
celular ¢ mantido dentro de certos limites, com ajustes realizados por fluxos de dgua
entre os fluidos intra e extracelulares. Esse processo ¢ denominado regulacdo
anisosmotica extracelular (RAE), um tamponamento osmotico e i6nico do fluido
extracelular, constituido por mecanismos mantém a osmolalidade, a concentracao
ionica e o volume da hemolinfa. Entre as proteinas transportadoras de ions envolvidas

nesses processos, destacam-se a Na+/K+-ATPase e a V-ATPase. (Faleiros,2011).

2. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados camardes-da-Amazonia (Macrobrachium amazonicum) (n =
10), com peso médio de 0,12 + 0,002 g e comprimento médio de 5,4 + 0,13 cm. Os
animais foram distribuidos em oito grupos experimentais, compostos por quatro
controles e quatro tratamentos. Os grupos do controle foram mantidos nas seguintes
condicdes: pH 7, pH 7 com adicdo de carbono organico dissolvido (COD, 10 mg L ™),
pH 4 e pH 4 com adi¢gdo de COD (10 mg L'). Nos grupos correspondentes aos
tratamentos, os camardes foram expostos a 220 ng L' de HgCl. por 24 horas sob as
mesmas condi¢des de pH e COD. O COD utilizado foi previamente isolado da agua
do Rio Negro, em Manaus, Brasil.

Ao final do periodo experimental, as branquias foram coletadas para analise das
atividades enzimaticas. Foram avaliadas as enzimas Na'/K* ATPase, ATPase do tipo
V-H* e anidrase carbOnica. As atividades enzimaticas foram comparadas entre os
grupos controle e tratamento em cada condicao testada. Os resultados foram expressos
como médias = erro padrdo da média (EPM) e analisados estatisticamente para

verificar diferencas entre os grupos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A exposi¢do aguda ao mercurio (24 h, 220 ng L' de HgClz) ndo resultou em

alteracOes estatisticamente significativas nas atividades das enzimas avaliadas nas
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branquias de Macrobrachium amazonicum em nenhuma das condi¢des experimentais
testadas. Embora variagdes numéricas tenham sido observadas entre os grupos
controle ¢ tratamento, essas diferencas nao se mostraram consistentes nem suficientes
para indicar efeito do mercurio sobre os parametros enzimaticos.

Para a Na*/K* ATPase, por exemplo, os valores médios oscilaram entre aumento
e reducdo de atividade de acordo com o pH e a presenca de COD, mas sem
significancia estatistica. O mesmo padrdo foi observado para a ATPase do tipo V-H" e
para a anidrase carbonica, nas quais algumas condi¢des sugeriram tendéncia de
inibicao (como no pH 4 para Na*/K* ATPase) ou de estimulagdo (como no pH 7 para
anidrase carbonica), mas sem confirmacdo estatistica. Esses achados reforcam que a
variabilidade enzimatica pode estar mais associada a condi¢cdes ambientais
moduladoras, como o pH e a presenca de COD, do que a exposi¢dao aguda ao mercurio
em si.

Figura 1. Na*/K*-ATPase, expressa em umol ADP-mg de proteina™'-h™'. pH 7 (controle:
0.321 + 0.10; merctrio: 0.338 = 0.17). pH 7 + COD (controle: 1.3 + 0.7; mercurio: 0.603 +

0.25). pH 4 (controle: 0.728 £ 0.25; mercurio: 0.456 = 0.19). pH 4 + COD (controle: 0.325 +
0.13; mercurio: 0.977 + 0.27).
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Figura 2. H*-ATPase, expressa em pmol ADP-mg de proteina™-h™. pH 7 (controle: 0.69 +
0.24; mercurio: 0.423 +0.14). pH 7 + COD (controle: 0.728 + 0.26; mercurio: 0.647 + 0.26).
pH 4 (controle: 0.703 £ 0.25; mercurio: 0.575 = 0.05). pH 4 + COD (controle: 0.423 + 0.14;

mercurio: 0.9 + 0.27)
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Figura 3. Anidrase carbdnica, atividade especifica por mg de proteina. pH 7 (controle: 6.985
+ 0.7; mercurio: 9.164 £ 0.75). pH 7 + COD (controle: 8.479 + 0.99; merctrio: 7.228 +
1.04). pH 4 (controle: 10.305 + 1.60; mercurio: 7.56 £ 0.97). pH 4 + COD (controle: 7.342 +
1.48; mercurio: 6.494 + 1.09)
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Resultados semelhantes ja foram descritos em estudos sobre a
biodisponibilidade de Hg o pH e a complexa¢do com matéria organica dissolvida
interferem diretamente na biodisponibilidade do metal, reduzindo seus efeitos
fisioloégicos imediatos. O COD, em especial, pode atuar como agente quelante,
diminuindo a fra¢do livre de mercurio disponivel para interagdo com os tecidos. € que
essa reducdo ¢ mais pronunciada sob condi¢des neutras do que sob condicdes acidas.
(Barkay ET AL. 1997).

Estudos de maior duracao e com diferentes concentragdes realizados com outros
crustaceos obtiveram resultados onde houve o acimulo em diferentes niveis de
concentra¢ao no organismo estudado (Zhang, L. et al. 2022). Assim, os dados sugerem
que a exposi¢cdo aguda ao mercurio, nas condi¢des aqui testadas, ndo comprometeu as
atividades enzimaticas relacionadas a osmorregulacdo e a regulagdo i6nica em
Macrobrachium amazonicum. Esse padrao pode estar associado a curta duragdao do
experimento (24 h), a concentragdo relativamente baixa de HgCl. utilizada ou, ainda,
ao efeito modulador do pH e do COD na biodisponibilidade do metal. Futuros estudos
deverdo ser realizados com periodo maior de exposicdo ao mercurio, levando em
consideragdo os outros fatores aqui apresentados, que poderdo elucidar de forma mais

abrangente os mecanismos de resposta dessa espécie a esse contaminante.

4. CONCLUSAO
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Os resultados deste estudo indicam que a exposi¢dao aguda ao mercurio (220 ng
L™ por 24 h) ndo afetou significativamente as atividades das enzimas Na*/K* ATPase,
ATPase do tipo V-H" e anidrase carbonica em Macrobrachium amazonicum,
independentemente das condi¢des de pH ou da presenca de carbono organico
dissolvido. Esses achados sugerem que, sob as condigdes experimentais testadas, o pH
e/ou o carbono organico dissolvido podem influenciar a biodisponibilidade do
mercurio, modulando seu efeito sobre os mecanismos de osmorregulagdo e regulagio

i0nica dessa espécie.
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