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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar se as duas formas de selénio (selenito de sédio — Se** e selenato de sddio — Se®")
tém efeito antagdnico a acdo toxica aguda do cloreto de mercurio (HgCl,), através do teste de toxicidade aguda, utilizando
alevinos de tilapia, Oreochromis niloticus, como organismos-teste. Os tratamentos consistiram na seguinte composi¢ao: I)
grupo controle; 11) somente Hg; I11) somente Se*"; IV) somente Se®*; V) Se* + Hg; e VI) Se® + Hg. As concentragdes
testadas foram: 0,4 mg L' de Hg (concentragdo letal para 50% dos organismos testados ap6s 96h de exposi¢do — CL, -
96h) e 1,0 mg L' de Se (concentragdo de efeito letal ndo observado — CELNO) para as duas formas de selénio. Apos 24
horas de exposi¢io aos tratamentos que continham mercurio, os peixes apresentaram sinais clinicos de intoxicag¢ao, tais
como: hiperatividade, escurecimento da pele, natagdo desordenada, dispnéia e morte. Ndo houve diferencas estatisticas
significativas (p > 0,05) na mortalidade entre os tratamentos II-V e II-VI, indicando a auséncia de efeito antagonico entre
estes elementos. Os resultados discutidos neste trabalho sugerem que a concentragdo de Se (CELNO) utilizada no presente
estudo talvez tenha ultrapassado a propor¢do molecular de 2,5 : 1/(Hg : Se) considerada como supostamente apropriada
para interagir antagonicamente ao efeito toxico do mercurio.
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ABSTRACT

Acute toxicity of mercury associated to selenium, to minnows tilapia Oreochromis niloticus

The aim of this study was to evaluate if the two forms of selenium (sodium selenite — Se** and sodium selenate — Se®")
have antagonistic effect on the acute action of mercury chloride (HgCl,) by toxicity acute tests, using minnows of tila-
pia, Oreochromis niloticus as test-organisms. The treatments consisted of: I) control group; II) only Hg; IIT) only Se*;
IV) only Se®"; V) Se** + Hg; and VI) Se®* + Hg. The following concentrations were used in the test: 0.4 mg L' of Hg
(considered as lethal median concentration — LC, ) and 1.0 mg L' of Se (considered as non lethal effect concentration —
NOEL) for two selenium forms. After 24 hours of exposition to the treatments that contained mercury, the fish presented
clinical signals of poisoning, such as: hyperactivitiy, skin darkness, swimming disorder, difficulty for breathing, and death.
There were no differences statistically significants (p > 0.05) in the mortality between the treatments II-V, and II-VI,
indicating the absence of antagonistic effect between these elements. Results discussed in this paper suggest that the
concentration of Se (NOEL) used in the present study perhaps has exceeded the molecular ratio of 2.5 : 1/(Hg : Se)
supposedely considered as suitable for interacting atagonisticaly in the toxicity of mercury.
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INTRODUCAO

A contaminagdo de aguas por metais pesados vem
recebendo grande atenc@o dos ambientalistas no que diz respeito
a sua toxicidade em relac@o ao meio aquatico e a vida humana
(Torem & Casqueira, 2003). Devido ao crescimento
populacional e a intensificag@o de atividades humanas que
envolvem estes elementos, a concentragdo de metais pesados
tem aumentado de forma generalizada nos corpos d’agua em
niveis que ameagam nao somente a biota aquatica, mas também
os organismos terrestres, incluindo o homem (Hunn ef al., 1987;
Pealez-Rodriguez et al., 2002).

Dentre os diversos contaminantes presentes no ambiente
pode-se mencionar o mercurio. Este elemento apresenta elevada
toxicidade em qualquer de suas formas de ocorréncia na
natureza: mercurio elementar (vapor de mercurio), sais organicos
e sais inorgéanicos. De acordo com Dietz et al. (2000), os
resultados mais relevantes do envenenamento por mercurio
em animais s30 os efeitos adversos sobre a reprodug¢io, dano
neuroldgico, bem como em 6rgéos e tecidos. Em peixes, por
exemplo, Oliveira-Ribeiro et al. (2002) observaram desor-
ganizagdo severa das células epiteliais das branquias em
Salvelinus alpinus apds 12 horas de exposi¢do a 15 ug L™!
de mercurio inorganico dissolvido na agua. Low & Sin (1998)
verificaram que o mercurio cloridrico (0,09 mg L) apresentou
potente efeito citotoxico, sendo capaz de induzir
imunossupressdo em Trichogaster trichopterus, devido a
inibi¢do da proliferagdo de linfocitos.

Por esta razo, a contaminagdo de d4guas por mercurio
evidencia a necessidade de estudos que possam contribuir para
o manejo adequado dos impactos causados aos organismos
por este metal. Uma das possibilidades mais discutidas esta
relacionada ao efeito protetor do selénio contra a a¢do toxica
do mercurio. Esse efeito pode ser devido a interacdo entre o
mercurio e o selénio, que influi tanto no metabolismo quanto
no efeito toxico do mercurio nos organismos (Cuvin-Aralar
& Furness, 1991). Nos tecidos biologicos observa-se efeito
antagonico do selénio influenciando a concentracdo de mercurio,
de forma que, quanto maior for a relagdo Hg/Se, menor sera
a concentragdo de mercurio total presente nos organismos
(Barbosa et al., 1999). Assim, a possibilidade do uso do selénio
no meio aquatico para reduzir o efeito toxico do mercurio vem
sendo pesquisada nas ultimas décadas (Rudd ef al., 1980; Turner
& Rudd, 1983; Cuvin & Furness, 1988; Pedersen et al., 1998;
Low & Sin, 1998; Southworth ef al., 2000; Wang ef al., 2004;
Belzile et al, 2006; Tran et al., 2007).

Muitos estudos sobre intera¢des entre contaminantes sao
baseados em experimentos de toxicidade aguda (Ribeyre et
al., 1995). De acordo com Rand & Petrocelli (1985), os testes
de toxicidade com organismos aquaticos realizados em
laboratdrios permitem avaliar os efeitos de agentes toxicos
que podem provocar alteracdes na agua e prejudicar os
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organismos ali existentes, sendo os testes de toxicidade aguda
um dos mais utilizados.

Portanto, este estudo teve por objetivo analisar por meio
de teste de toxicidade aguda (96h) a capacidade do selénio em
reduzir o efeito toxico causado pelo mercurio a alevinos de tilapia.

MATERIAL E METODOS

A metodologia para a condugdo do bioensaio foi
padronizada de acordo com as recomendagdes expressas por
Standard Methods for the Examination of Walter and
Wastewater — APHA (1998).

O experimento foi realizado no laboratério de Toxicologia
Aquatica, do Instituto de Pesca, SP, em ambiente climatizado
(fotoperiodo 10 horas claro : 14 horas escuro, e temperatura
de 25°C).

Foram utilizados alevinos de tilapia, Oreochromis
niloticus, provenientes de piscicultura comercial, com peso
médio de 0,33 + 0,08 g e comprimento total médio de 2,9 +
0,29 cm, aclimatados por um periodo de duas semanas, em tanque
com agua declorada com capacidade de 250 L. Durante este
periodo, os peixes foram alimentados com ragdo comercial
floculada com 38% de proteina bruta e ficaram sob observagéo
a fim de verificar possiveis sinais de doengas, estresse, presenga
de parasitas, danos fisicos e mortalidade. Em seguida os mesmos
foram transferidos para aquarios de 40 L e aclimatados novamente
por 48 horas, nas mesmas condi¢des de bioensaio (local e
densidade de estocagem).

Uma vez observada a perfeita aclimatagdo dos
organismos, os peixes foram transferidos para aquarios dotados
de aerago artificial, contendo 5 L de soluco-teste. A densidade
foi de 2 peixes por litro e o sistema utilizado foi o semi-estatico,
onde a solugdo era substituida a cada 24 horas. O periodo total
de exposig¢do foi de 96 horas, durante os quais os peixes ndo
foram alimentados (APHA, 1998).

A agua utilizada tanto no experimento quanto para a
preparagio e dilui¢io das concentragdes testadas era proveniente
do abastecimento urbano. O cloro residual desta fonte foi
eliminado por meio do processo de filtragem (filtros tipo cuno
em duas séries de substrato de carvao), seguido de forte aerago.
A presenga de cloro na agua foi verificada através da utilizagdo
do kit Cloro Test da LABCON.

As substancias quimicas utilizadas foram: cloreto de
mercurio (HgCl,), selenito de sédio (NaSe*'O,) e selenato de
sodio (NaSe®"O,), todos do laboratorio Synth®.

Solugdes estoques das substincias quimicas utilizadas
foram previamente preparadas. Estas solu¢des foram pipetadas
e diluidas diretamente nos aquarios, em quantidade suficiente
para estabelecer as concentragdes testadas. Logo apds a adi¢do
da substancia quimica, a agua foi agitada para promover a
homogeneizagdo das solugdes. Todas as dilui¢des foram
realizadas com base na concentragdo das solugdes-estoque.
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Portanto, as concentragdes-teste foram consideradas como
concentragdes nominais, tanto para as duas formas de selénio
quanto para o mercurio.

Visando a escolha da concentragdo de mercurio utilizada
no teste definitivo, foi testada, através de ensaio preliminar,
a CL,-96h (0,196 mg L") para alevinos de tildpia (O. niloticus)
determinada por Ishikawa (2003), porém, esta concentragdo
ndo repetiu 0 mesmo resultado no presente estudo, sendo
necessario testar uma concentragdo mais alta de mercurio.

Para a escolha da concentracdo de selénio foi realizado
teste preliminar para as duas formas deste metal. Com base nos
resultados de Gongalves (2004), foi testada a concentracio de
1,0 mg L, considerada de efeito letal ndo observado (CELNO)
em teste de toxicidade aguda em alevinos de tilapia (O. niloticus),
0s quais repetiram os mesmos resultados no presente estudo.

A concentragdo de mercurio utilizada neste experimento
foi de 0,4 mg L' de Hg (referente & CL_-96h determinada
nos testes preliminares) e esta foi associada a 1,0 mg L' de
selenito de sodio (NaSe*0,) e de selenato de sodio (NaSe*O,).

Os tratamentos consistiram na seguinte composic¢ao: I)
isento de Hg e Se (controle); IT) 4gua contendo somente Hg
(CL,,); I1I) 4gua contendo somente Se*(CELNO); IV) 4gua
contendo somente Se®* (CELNO); V) agua contendo Se*
(CELNO) + Hg (CL,); e VI) 4gua contendo Se®* (CELNO) +
Hg (CL,,). Quatro réplicas foram conduzidas para cada
tratamento, totalizando 24 aquarios em utilizagdo simultanea.

A ocorréncia de mortalidade foi registrada nos periodos
de 24, 48, 72 e 96 horas de exposicdo, com a retirada dos
organismos mortos. Mudangas de comportamento dos peixes,
possivelmente causadas pela toxicidade dos metais, também
foram observadas e registradas. Este procedimento consistiu
na observagdo de qualquer anormalidade relativa aos
movimentos descoordenados de nataclo, alteragdes no
movimento opercular, agressividade, etc.

As seguintes variaveis fisicas e quimicas da dgua foram
monitoradas no inicio e a cada 24 horas, durante os experimentos:
a temperatura (°C) e o oxigénio dissolvido (mg L'e % de
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saturagdo) foram aferidos em oximetro YSI — Mod.55; os
valores de pH foram obtidos com potenciometro; e a
condutividade elétrica (UScm™), por condutivimetro. A analise
da dureza foi feita pelo método titulométrico com EDTA,
alcalinidade (mg CaCO, L") por titulometria e amonia total
(mg NH, L") pelo método colorimétrico do reagente de Nessler,
sendo essas analises realizadas ao final dos experimentos.

Os dados de mortalidade obtidos ao final da
experimenta¢do foram submetidos a analise estatistica através
do método Trimmed Spearman Karber (Hamilton et al., 1977),
determinando-se a concentragdo letal para 50% dos organismos
testados apos 96h de exposigdo (CL,-96h).

Os resultados foram avaliados através da aplicacdo da
Anélise de Variancia e teste Tukey (p < 0,05) para verificar
a existéncia de diferencas significativas entre os tratamentos
(Zar, 1999).

A 4gua utilizada nesta experimentagdo, com exce¢do dos
controles, foi armazenada e tratada antes de ser desprezada
para o sistema de esgoto urbano. Para isto, foi adicionado o
hidréxido de sodio até a solucdo atingir pH entre 9 e 10.
Posteriormente, foi adicionada uma solugo contendo sulfeto
de so6dio, que resultou na cristalizagdo do mercurio e
conseqliente sedimentacio do produto quimico. A 4gua foi
desprezada e o sedimento recolhido e encaminhado ao Centro
de Energia Nuclear na Agricultura (CENA-USP) de Piracicaba
para a sua reciclagem final.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise estatistica dos dados obtidos para as variaveis
fisicas e quimicas da agua ndo revelou diferenga significativa
(p > 0,05) entre os tratamentos testados, estando todas elas
dentro dos niveis ideais recomendados por Boyd (1982) para
a manutencdo de peixes em sistemas de criacdo (Tabelas 1
e 2). Portanto, as alteragdes de comportamento e mortalidade
observadas nos peixes podem ser fortemente atribuidas as
substancias quimicas testadas no presente estudo.

Tabela 1 — Valores das variaveis fisicas e quimicas da agua no teste de toxicidade aguda em O. niloticus exposta ao Hg e ao Se.

Tratamentos Alcalinidade_ 1 Dureza total_1 Amonia nio _ilonizada
(mg CaCO; L")  (mg CaCO;L™) (mg L)

Controle 13,32 20,58 0,021
Hg 13,32 19,60 0,035
CELNO Se* 11,42 19,60 0,016
CELNO Se 13,32 19,60 0,014
Hg + CELNO Se** 13,32 19,60 0,014
Hg + CELNO Se** 13,32 21,56 0,033

CELNO: concentragdo de efeito letal nao observado.



246 J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 2, n. 3, 2007

Tabela 2 — Valores médios e desvio padrdo das variaveis fisicas e quimicas da agua no

teste de toxicidade aguda em O. niloticus exposta ao Hg e ao Se.

Franga et al.

Condlrltiyidade Qxigél.lio Qxigél}io Temperatura
Tratamentos pH elétrica dissolvido dissolvido o
(@S em™) (mg L") (%) ()

Controle 7,50 £0,32 69,13 + 3,70 7,42 £0,20 96,30 + 1,52 23,30 + 0,75

Hg 7,86 £ 0,12 71,04 + 3,33 7,51 +£0,21 97,31+ 0,87 23,56 + 0,69
CELNO Se* 7,76 £ 0,19 73,01 +3,37 7,76 £ 0,19 97,35+ 0,99 22,64 +0,27
CELNO Se* 7,87+0,14 72,60 £+ 2,60 7,47 £0,20 96,25 + 1,44 23,38 £ 0,71
Hg + CELNO Se** 7,93 +0,19 70,21 £ 6,36 7,93 £0,19 97,05+ 1,28 23,46 £ 0,74
Hg + CELNO Se**  7,85+0,17 73,09 +4,99 7,50 +£0,20 97,50 + 1,03 23,51+0,74

CELNO: concentragdo de efeito letal ndo observado.

Apos 24 horas de exposi¢do aos tratamentos que
continham mercurio, os peixes apresentaram sinais clinicos
de intoxicagdo, tais como: hiperatividade, escurecimento da
pele, natacdo desordenada, maior batimento das nadadeiras,
aumento nos movimentos operculares, dispnéia e morte. O
mesmo foi observado em testes de toxicidade aguda com cloreto
de mercurio realizados por Ishikawa (2003) em O. niloticus,
nos quais foram observados sinais de intoxicagdo ao metal
ja nas primeiras horas de exposi¢do, principalmente nas maiores
concentragdes de merctrio (0,92; 0,74; ¢ 0,37 mg L).

A escolha da concentragdo de mercurio a ser utilizada
no presente estudo foi baseada na CL,-96h (0,196 mg L")
determinada por Ishikawa (2003), porém, durante ensaio
preliminar esta concentra¢do no apresentou o resultado
esperado, causando somente 17% de mortalidade, sendo
necessario testar uma concentragdo mais alta de mercurio.

Assim, a concentragfo no presente trabalho determinada como
CL,, foi de 0,4 mg L' de Hg (Tabela 3), sendo superior ao
encontrado por Ishikawa (2003). De acordo com Boening
(2000), a CL, do merctrio para peixes de dgua doce pode
variar entre 0,033 e 0,40 mg L', inclusive para uma mesma
espécie.

Os peixes expostos as concentragdes contendo somente
selénio ndo apresentaram sinais clinicos de intoxica¢do, uma
vez que a mortalidade nesses tratamentos foi de apenas 7,5%
e 15% para selenito e selenato de sodio, respectivamente (Tabela
3). Além disso, esses tratamentos ndo diferiram significativamente
do grupo controle, evidenciando que sdo concentragdes de efeito
letal ndo observado (CELNO). As concentragdes testadas para
as duas formas de selénio foram as mesmas usadas por Gongalves
(2004) para alevinos de O. niloticus, que resultaram nos mesmos
efeitos no presente estudo.

Tabela 3 — Mortalidade média acumulativa (%) em tilapia, O. niloticus em fungdo do tempo no teste de toxicidade aguda com Hg e Se.

Tempo (horas)

Tratamentos
24 48 72 96

Controle 0,0* 5,0 5,0% 5,0°
Hg 7,5 15,0° 32,5° 50,0°
CELNO Se* 2,5 5,0° 5,0° 7,5
CELNO Se* 0,0 0,0 2,5 15,0
Hg + CELNO Se** 2,5 5,0° 25,0° 32,5°
Hg + CELNO Se** 15,0° 25,0 37,5° 55,0

Os valores na coluna com a mesma letra (a, b) ndo diferem estatisticamente entre si

(p > 0,05).

CELNO - concentragédo de efeito letal ndo observado.
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O mecanismo de protecao do selénio, segundo Naganuma
& Imura (1980), envolve a formagao de um complexo Hg e
Se. Esses autores observaram que o selenito (SeO,*) € reduzido
em seleneto (Se™) e este se liga ao metilmercurio (CH,Hg")
formando o complexo seleneto bis (metilmercurico)
(CH,Hg),Se, neutralizando a a¢fo toxica do mercurio. Cuvin
& Furness (1988) também sugerem que o selenato pode ser
reduzido em seleneto e que este se liga ao mercurio inorganico
apods sua metilagdo no organismo. Por outro lado, o selénio
também pode interagir sinergicamente com o mercurio. O
primeiro estudo sobre a toxicidade da junc@o desses elementos
foi registrado por Huckabee & Griffith (1974) em ovos de
carpa (Cyprinus carpio), em que os autores observaram que
as concentracdes de Hg e de Se associadas interromperam
a eclosdo de 80% dos ovos, provavelmente pela formagao
de um complexo soluvel em dgua que facilitou o transporte
do mercurio através da membrana, levando a forte efeito
sinérgico.

Entretanto, no presente trabalho, observou-se que o selénio
ndo interagiu de forma antagdnica nem sinérgica ao efeito toxico
do mercurio, pois no final de 96 h de exposicéo as mortalidades
registradas nos tratamentos de associagdo (Hg + CELNO Se*
e Hg + CELNO Se®) nédo apresentaram diferenga significativa
(p > 0,05) quando comparadas com o tratamento contendo
somente mercurio (Tabela 3). Em estudos realizados por Cuvin
& Furness (1988) foi observado que alevinos de Phoxinus
phoxinus expostos na propor¢do molecular de 2,5 : 1 de
mercurio e selénio apresentaram 85% de sobrevivéncia,
enquanto nas propor¢des de 7,5 : 1 e 1,3 : 1 tiveram apenas
5% e 50% de sobrevivéncia, respectivamente, sugerindo a
existéncia de uma propor¢ao adequada na associagdo desses
metais para que o efeito antagonico se manifeste.

Desta forma, tais resultados podem indicar que a
proporcdo de 1,01 : 1, calculada para as concentragdes
associadas do presente estudo, provavelmente tenha sido um
fator que contribuiu para a auséncia do efeito antagbnico, uma
vez que a a¢do toxica do mercurio nesses tratamentos foi
bastante alta, com mortalidades que variaram entre 32% e 55%
(Tabela 3), os quais sdo similares aos resultados encontrados
por Cuvin & Furness (1988), na propor¢do de 1,3 : 1.

Uma vez que a proporgdo de 1,01 : 1, utilizada no presente
estudo, ndo resultou em efeito antagdnico, provavelmente uma
concentracdo menor de selénio, ou seja, na ordem de 0,4 mg
L1, poderia ser mais eficaz na reducéo da toxicidade do
mercurio na mesma concentragdo de 0,4 mg L', considerando
a hipotese de que a proporgao de 2,5 : 1, sugerida por Cuvin
& Furness (1988), seja realmente a mais adequada. Todavia,
esta observacdo deve ser considerada com cautela, a partir
do fato de que as diferentes espécies de peixes, além das
diferentes condi¢des ambientais mantidas nos diferentes
experimentos, podem gerar resultados que se aplicam somente
a uma situagdo em particular.
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CONCLUSAO

A auséncia do efeito antagdnico no presente estudo
mostrou que a concentragdo de selénio aqui utilizada (1,0 mg
L") ndo foi adequada para interagir antagonicamente a agio
toxica do mercurio, mesmo sendo uma concentra¢do que ndo
causa efeito toxico isolado. Além disso, estes resultados
corroboram com de outros estudos, o que reforca a idéia da
existéncia de uma propor¢do adequada na associagdo desses
metais para que o efeito antagdnico se manifeste.
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