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RESUMO

Para avaliar o impacto em potencial de metais tdxicos em um lago da cidade de Ponta Grossa
— PR, este trabalho determinou e quantificou por espectrometria de absor¢do atdbmica a
concentragdo dos metais Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn em agua, sedimento, musculo e
figado de peixe da espécie Oreochromis niloticus. Além disso avaliou o impacto dos metais
no figado de peixes através do estudo de estresse oxidativo. Nas amostras de agua do lago foi
determinada a presenca de Co, Mn e Ni em sua fragdo dissolvida. No sedimento do lago
encontrou-se concentragdes para 0s metais que variaram de 4,6+0,9 a 865,5+38,2 mgKg™. As
concentragdes encontradas para Cd (4,6+0,9 mgKg™), Cu (141,9+5,1 mgKg™) e Pb (53,4+6,6
mgKg™) representam risco potencial aos organismos expostos, pois situam-se entre os indices
de NEL (nivel de efeito limiar) e NEP (nivel de efeito provavel). O metal Zn apresentou
concentracdo acima de NEP, indicando que ele pode estar diretamente relacionado aos efeitos
bioldgicos adversos. As concentracdes de Ni (5,4+0,4 mgKg?) e Pb (24,442 mgKg™) no
musculo de Oreochromis niloticus encontram-se acima do valor estipulado pela ANVISA (Ni
- 5,0 mgKg?, Pb — 0,3 mgKg™) para consumo humano, indicando que ha contaminagdo da
espécie em estudo por tais metais, bem como risco a saude humana ao se consumir esses
peixes. As concentragdes de metais potencialmente toxicos no figado foram mais altas em
relagéo as concentragdes encontradas no musculo, indicando maior afinidade entre os metais e
o figado do que os metais e o musculo, fato que foi confirmado também pelo fator de
bioacumulagdo, onde os valores para figado sdo maiores em relacdo aos valores para o
musculo. Tanto para o figado (89,52+2,59 mgKg™) como para o musculo (33,4+6,9 mgKg™)
0 metal com maior concentracdo encontrado foi 0 Zn, essa maior concentracdo foi observada
também para o sedimento, indicando a contaminacdo do peixe devido ao contato com o
sedimento. Os ensaios bioldégicos mostraram aumento nos niveis de peroxidacédo lipidica,
proteinas carboniladas e aumento na GSH, bem como a relacdo através da andlise
agrupamento hierarquico (HCA) dos metais com a metalotioneina (MT). A partir disso
conclui-se que os metais além da contaminagcdo da agua e sedimento estdo influenciando
negativamente os espécimes de Oreochromis niloticus desse lago.

Palavras-chave: Determinagédo de Metais, Tilapia, Estresse oxidativo



ABSTRACT

The present work determined to evaluate the impact of potentially toxic metals in the lake of
Ponta Grossa - PR and quantified through the atomic absorption spectrometry. To identified
the concentration of metals such as Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb and Zn in water, sediment,
Oreochromis niloticus muscle, liver of fish. Moreover also determined the impact of metals in
fish's liver by the study of oxidative stress. In all water samples were determined that, the
presence of Co, Mn and Ni metals in a dissolved fraction. In the sediment met for metals
concentrations ranging from 4.6 + 0.9 to 865.5 + 38.2 mgKg™. The observed concentrations
of Cd (4,6+0,9 mgKg™), Cu (141,945,1 mgKg™?) and Pb (53,4+6,6 mgKg™) represented that,
the potential danger to exposed organisms, nevertheless the results were between the index
TEL (threshold effect level) and PEL (probable effect level). In fact, Zn metal showed
concentration above PEL indicated that, it can be directly related to the adverse biological
effects. In addition, Ni(5,4+0,4 mgKg?) and Pb (24,4+2 mgKg™) metals concentration in
Oreochromis niloticus muscle were above the value stipulated by ANVISA (Ni - 5,0 mgKg?,
Pb — 0,3 mgKg™?) for human consumption suggested, the contamination of the species as well
as a risk to human's health when they consume these fish. Moreover, potentially toxic metals
concentration in the liver was higher than the concentration observed in muscle indicated that,
the greater affinity between metals and liver than the metals and muscle. Such fact was
confirmed by the bioaccumulation factor, once the values of liver were higher than the values
of muscle. Both the liver (89,52+2,59 mgKg™) and muscle (33,4+6,9 mgKg™) showed highest
concentration of Zn metal. This concentration was increased in the sediment revealed that, the
contamination of fish occurred due to the contact with sediment. Apart from these, the
biological data showed that, increased levels of lipid peroxidation, carbonylation protein and
increased in GSH and the ratio by Hierarchical Cluster Analysis (HCA) of metals
metallothionein (MT).

Based on the above, concluded that, the metals contaminants the water and sediment. Besides,
the metals has negatively influence on the Oreochromis niloticus species from lake.

Keywords: Metal Determination, Tilapia, Oxidative stress
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1. INTRODUCAO

Metais sdo elementos naturais em que alguns sdo essenciais para 0S seres Vivos,
sendo obrigatérios para 0 metabolismo dos seres vivos e outros sdo ndo essenciais, podendo
comprometer este metabolismo, apresentando distintos graus de toxicidade. Os metais nédo
essenciais podem ser encontrados no ambiente, porém em concentracdes extremamente baixas
e, 0 aumento da concentracdo desses metais pode ser resultado de acdo antrOpica
(MASSABNI, A. C. 2006).

Os metais potencialmente toxicos existem em &guas superficiais associado a
coloides, material particulado e na fracdo dissolvida, em baixas concentragdes (KENNISH,
1992; CONNELL et al., 1984 como cita PINTILIE, S. et. al. 2007).

Devido a processos quimicos, fisicos e bioldgicos a maior parte dos metais
dissolvidos encontra-se associado aos sedimentos, e ficam estocados por longos periodos até
que sejam reintroduzidos no ambiente aquatico.

Sedimentos tornam-se depdsitos de contaminantes, por consequéncia da deposicédo
da degradacédo, erosdo de minerais, materiais organicos e solos que favorecem a ligacdo de
contaminantes nos mesmos (SEDNET, 2004 p.25-28; ZHANG, C. et.al, 2014 p.271;
TESSIER, A. CAMPBELL, P. G. C. 1987 p.43-45; PINTILIE, S. et. al. 2007; OWENS. P. N.
2008 p.3-9).

Peixes sdo considerados indicadores ideais para determinacdo de contaminacao
ambiental, pois estdo em contato direto com 0 meio contaminado (4gua e sedimento) através
da pele, sistema respiratério e alimentacdo. (ERICKSON, R. J. et.al. 2008 p.09; VAN DER
OOST, R. et al, 2003 p.65). A espécie Oreochromis niloticus, conhecido como tilapia, é

considerada bom indicador de contaminacdo por metais pois possui a caracteristica de
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adaptar-se facilmente em ambientes com baixa qualidade de &gua (POPMA, T. MASSER, M.
1999; HEIN, G. BRIANESE, R. H. 2004 p. 10; FAO, 2013).

Uma vez que 0S metais entram no organismo eles podem ser excretados ou
estocados, tal processo € chamado de bioacumulacdo, o qual é determinado pelo fator de
bioacumulagéo.

A bioacumulacédo é a propor¢do da concentragdo de uma substancia no tecido de um
organismo aquético e a sua concentracdo na agua ou sedimento do ambiente, em situaces em
que tanto o organismo e sua comida séo expostas e a relacdo nédo altere substancialmente ao
longo do tempo (USEPA. 2000, p. 29-30).

Metais sdo conhecidos como indutores de estresse oxidativo. A avaliacdo dos danos
oxidativos e defesas antioxidantes podem refletir a contaminacdo por metal do ambiente
aquéatico (MAHBOOB, S, 2013 p. 337).

Lagos introduzidos no ambiente urbano principalmente proximos de industrias, séo
importantes locais para estudo de contaminacdo por metais, pois as fabricas sdo as origens
antropicas primarias de metais no ambiente aquatico, além de que os metais podem ficar
depositados nos solos em torno do reservatorio entrando no ambiente aquatico por
escoamento (WANG, G. et.al. 2015 p. 38).

O presente trabalho tem por objetivo determinar e quantificar os metais
potencialmente toxicos, Cd, Cr, Cu, Co, Mn, Ni, Pb e Zn, em diferentes matrizes, tais como
tecidos de Oreochromis noloticus (figado e masculo), sedimento e agua, bem como investigar
a bioacumulacdo desses metais avaliando o impacto causado através de andlises de estresse

oxidativo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  CARACTERISTICAS DOS METAIS ESTUDADOS

Os metais em sua forma ibnica podem ser muito reativos, interagindo com o sistema
bioldgico de varias maneiras. Uma célula esta relacionada com metais que sdo essenciais para
0 metabolismo, no entanto, metais podem ocupar o lugar de outro elemento essencial fazendo
com que ocorra um rearranjo alterando a funcdo da biomolécula. A inibicdo da atividade
enzimatica pela interacdo com metal em sitios ativos € considerado um mecanismo importante
de efeitos toxicologicos dos metais (KASPRZAK, 2002 como cita LIU, J. GOYER, R.
A.WAALKES, M. P. 2008 p.934.).

Alguns metais e metaloides sdo elementos eletropositivos que geralmente causam
efeitos toxicos, como cadmio, cromo, cobre, chumbo, niquel e zinco (USEPA, 2012).

O Cadmio pode ser absorvido pelo organismo pela alimentacdo, mas a maior fonte
de exposicao é via sistema respiratorio. E encontrado como subproduto da fundicdo de zinco,
chumbo e cobre. Utilizado em baterias, pigmentos, estabilizadores para plasticos, ligas ndo
ferrosas, dispositivos fotovoltaicos. Peixes bioacumulam cadmio nas guelras, figado e rim, a
presenca desse metal leva a sintese de metalotioneina que complexa e inativa o metal quando
em determinadas concentracdes (ATSDR, 2007; LIU, J. GOYER, R. AWAALKES, M. P.
2008 p.940; CARDOSO, L. M. N. CHASIN, A. A.M. 2001 p. 47).

O Chumbo foi um dos primeiros metais usados pelo homem. Pode ser obtido de
fontes primarias (mineracdo), ou por fontes secundarias (reciclagem de baterias de chumbo).
E utilizado em ligas metalicas para tubulacdo, baterias, pesos, municéo, escudos de protecio
de radiacéo.

Ja foi bastante usado como aditivo em gasolina para aumentar a octanagem, em

tintas, corantes, esmaltes ceramicos, mas seu uso tem sido proibido ou reduzido devido a
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exposicdo proporcionada ao ambiente. A exposi¢cdo pode ser através da inalacdo de particulas
presentes no ar ou através da ingestdo de alimentos e liquidos. Nos peixes, o chumbo se
acumula principalmente nas branquias, figado rins e ossos (ATSDR, 2007 p. 2-8; LIU, J.
GOYER, R. AWAALKES, M. P. 2008 p.944; PAOLIELLO, M.M. B. CHASIN, A. AM.
2001 p. 60.).

O Cobalto é usado em ligas metalicas gerando resisténcia ao desgaste e corrosao,
essas ligas sdo empregadas em aplicacGes militares e industriais em motores de aeronaves,
imas, e ferramentas de moagem e corte. Possui propriedades radioativas, que sdo usadas como
fonte de raios gama para esterilizar equipamentos medicos ou produtos de consumo,
irradiacdo de alimentos, radioterapia para o tratamento de pacientes com cancer, e para
fabricacéo de plasticos.

Geralmente obtido como subproduto de mineracdo do cobre e do niquel, €
considerado metal essencial, no entanto, com potencial toxico dependendo da concentragéo.
Contudo, por exposicdo via ambiente ou por tratamento de salde, doses elevadas de cobalto
podem causar bocio, aumento da pressdo sanguinea e dificuldade respiratoria (ATSDR, 2004
p. 2-4; 17-18; LIU, J. GOYER, R. AWAALKES, M. P. 2008 p.951-952).

O Cromo ¢ utilizado para fabricacdo de ligas metalicas, utilizadas por exemplo na
producdo de aco inoxidavel. Seus compostos sdo aplicados no tratamento de madeira, curticdo
de couro, panelas de aco inoxidavel. As vias de exposi¢do ao cromo sdo através da inalacdo,
alimentacdo e contato com a pele.

O Cromo em seu estado trivalente é considerado um micronutriente para o
metabolismo da glicose, no entanto ndo ha doenca reconhecida devido a deficiéncia deste
metal, porém em seu estado hexavalente causa danos aos seres vivos. Quando o cromo
hexavalente entra nas células ocorre uma reducdo intracelular para cromo trivalente, porém

durante este processo ocorre danos nos componentes celulares incluindo a geragéo de radicais
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livres (ATSDR, 2012 p. 2-3, 9-10; LIU, J. GOYER, R. AWAALKES, M. P. 2008 p.942-
943).

O Cobre é largamente utilizado ao redor do mundo, principalmente como liga
metalica para fabricacdo de arame, chapas tubos, fiacdo elétrica, joias. Seus compostos séo
usados na agricultura para tratar doencas de plantas, conservante de madeira, couro e tecidos.

Considerado um micronutriente como componente essencial de metaloenzimas. Esta
disposto no ambiente como um todo, logo a exposicdo pode ocorrer por varias vias. Nos
peixes 0 cobre é absorvido através de difusdo facilitada, o excesso de metal é excretado ou
acumulado ligado a proteinas como a metalotioneina (ATSDR, 2004 p. 6-7; LIU, J. GOYER,
R. AWAALKES, M. P. 2008 p.952-953).

O Manganés é um importante micronutriente para fungdes metabolicas e celulares.
Além disso, é também utilizado para melhorar as propriedades do aco, fogos de artificio,
pilhas secas, fertilizantes, tintas, cosmeéticos, medicamento para melhorar deteccédo de lesdes
por ressonancia magnética, suplementos nutricionais. Contudo, em quantidades excessivas
prejudica processos vitais.

A inalacdo de manganés é a maior fonte de contaminacdo, pois ocorre transferéncia
direta para o cérebro, sem que ocorra a metabolizacdo pelo figado. (ATSDR, 2012 p. 5; 11-
14; LIU, J. GOYER, R. AWAALKES, M. P. 2008 p.955-956).

O Niquel é utilizado para formar ligas metalicas, que sdo usadas na fabricacdo de
moedas, joias e também nas industrias (na fabricacdo de valvulas e trocadores de calor, aco
inoxidavel, revestimento, coloracdo de ceramicas, baterias e catalisadores).

Vias de exposicdo sdo a alimentacdo e também o contato com a pele. Reacbes
alérgicas sdo sinais do contato do niquel com a pele. Em peixes expostos a concentracdes de
niquel, houve inducdo da producdo de metalotioneina (ATSDR, 2005 p. 1-6; PALERMO, F.

F. 2012).
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O zinco é utilizado em processos de galvanizagdo, baterias de celulares. J& os
compostos de zinco sdo usados na fabricagdo de tintas brancas, cerdmicas, producgdo de
borracha, preservacdo de madeira, fumaca de bombas de fumaca, suplementos alimentares,
pomadas, desodorantes, shampoo anti-caspa, entre outros.

A rota de exposicdo ao zinco é a alimentacdo. No caso de exposicdo a altas
concentragdes de zinco pode ocorrer desordem gastrointestinal, desenvolvimento de
Alzheimer e necrose nas células pancreaticas, ndo havendo estudos relacionados ao
desenvolvimento de cancer (ATSDR, 2005 p. 1-5; LIU, J. GOYER, R. AWAALKES, M. P.
2008 p.959-960).

Os metais potencialmente toxicos tornam-se essencialmente contaminantes nos
ambientes pois as taxas de geracdo atraves de ciclos artificiais s&o maiores que através dos
ciclos naturais. A transferéncia através das minas de extragdo para o ambiente também
possibilita altos niveis de exposicdo direta aos metais (WUANA, R. A. OKIEIMEN, F. E.

2011 p. 2). A Tabela 1 resume a aplicacdo dos metais em varias atividades.

Tabela 1 — Utilizacdo de metais em produtos consumiveis pela populacéo

Uso Metal
Baterias Cd, Hg, Pb, Zn, Mn, Ni,
Pigmentos e tintas Ti, Cd, Hg, Pb, Zn, Mn, Sn, Cr, Al, As, Cu, Fe
Ligas e soldas Cd, As, Pb, Zn, Mn, Sn, Ni, Cu
Agrotoxicos As, Hg, Pb, Cu, Sn, Zn, Mn
Catalizadores Ni, Hg, Pb, Cu, Sn
Vidro As, Sn, Mn
Fertilizantes Cd, Hg, Pb, Al, As, Cr, Cu, Mn, Ni, Zn
Plésticos Cd, Sn, Pb
Cosmeéticos Sn, Hg
Téxtil Cr, Fe, Al
Refinarias Ni, V, Pb, Fe, Mn, Zn
Combustivel Ni, Hg, Cu, Fe, Mn, Pb, Cd

Fonte: BINEY, C. et. al., 2013.
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O descarte inadequado de residuos industriais que utilizam metais em processos
contribui fortemente para 0 aumento da contamina¢do ambiental por metais potencialmente
toxicos, visto que metais ndo degradam-se no ambiente.

Os metais no ambiente podem ser encontrados na forma de metais totais e metais
biodisponiveis. Os metais totais sdo aqueles que estdo no ambiente como um todo. Ja os
biodisponiveis é uma por¢do dos metais totais que estdo disponiveis ambientalmente devido a
influencias fisicas, quimicas e biolégicas (DREXLER, J. 2003 p. 3).

Considerando que em quantidades excessivas 0s metais podem acarretar alteragdes
biologicas e sabendo-se que estdo presentes no ambiente faz-se necessario a determinagédo de

qudo impactado esta determinado ambiente por estes contaminantes.

2.2 DETERMINACAO DE METAIS EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

Levando em consideracdo os impactos sofridos pelo ambiente, sendo eles de origem
n atural ou antropogénica, as matrizes usadas para determinacdo de poluentes precisam de

tratamento prévio para remover os interferentes, bem como liberar os analitos da amostra.

2.3  PREPARO DE AMOSTRAS PARA DETERMINACAO DE METAIS

Analises por espectrometria de absorcdo atbmica sempre necessitam de um preparo
da amostra. Esta etapa determinard o sucesso da determinacao da analise, ele € responsavel
pela maior parte dos erros. A etapa de preparacdo de amostra permite a pré-concentracdo dos
analitos tornando possivel a detec¢do, visto que muitos analitos encontram-se em niveis

tracos. Percentualmente, a etapa de preparo de amostra consome 61% do tempo total da
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analise completa e € responsavel por 30% dos erros da analise total (BADER, N. R.
ZIMMERMANN, B. 2012, p. 1733).

A técnica de espectrometria de absor¢do atbmica necessita que a amostra esteja em
solucdo aquosa por varios motivos como por exemplo, para introducdo da amostra na fonte de
excitacdo e para obtengdo da curva analitica com padrGes. Muitas matrizes como solos,
tecidos de animais, plantas, derivados de petrdleo e minerais ndo sdo sollveis diretamente em
solventes, necessitando de um preparo preliminar (COSTA, A. C. S. et.al 2010 p. 141;
HOLLER, F.J. SKOOG, D. A. CROUCH, S. R. 2009 p. 261).

Com a finalidade do preparo de amostras para determinacdo de metais em matrizes
complexas, sdo aplicados métodos de decomposicdo seca ou umida. Para a decomposicéo
Umida sdo utilizados acidos oxidantes e energia como a térmica, micro-ondas e ultrassonica
(NEMATI, K. et.al 2010 p.453; MELO e SILVA, 2008 P. 556; SASTRE, J. SAHUQUILLO,
A. VIDAL, M. RAURET, G. 2002 p. 59; GUVEN, D.E. AKINCI, G. 2011 p. 29; OLIVEIRA,
E. 2003 p. 154; KAZI, T.G. et.al 2009 p. 1391; BRUNORI, C. et.al. 2004 p. 101).

Para decomposicdo em via Umida utiliza-se acidos minerais, pois a maioria dos
metais mais eletropositivos que o hidrogénio, Oxidos simples, carbonatos e sulfatos
dissolvem-se em acidos diluidos, com a formacéo de um sal do metal que é sollvel em agua.
Os acidos mais comuns séo: acido cloridrico, acido nitrico, acido sulfarico, acido perclérico e
acido fluoridrico. Sd8o empregados isolados ou em mistura dependendo da estrutura da
amostra a ser decomposta. (COSTA, A. C. S. et.al 2010 p. 144-147; EPA, 2004 p. 12-13).

Para melhorar a eficiéncia da decomposi¢do sdo utilizados juntamente com o acido
outros reagentes para 0 aumento do poder oxidante, como por exemplo, o peréxido de
hidrogénio. A finalidade desse procedimento é a remocéao de produtos coloridos ou oxidacao

de materiais organicos no tratamento final (COSTA, A. C. S. et.al 2010 p. 155).
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O procedimento que utiliza energia térmica pode ser realizado usando aquecimento
via bico de Bunsen, chapa aquecedora, bloco digestor, mufla ou forno. Em comparagédo com
métodos que utilizam outras fontes de energia, o processo utilizando bloco digestor é uma
alternativa de baixo custo e apresenta resultados confiaveis. Estudos apresentam também
como vantagem o baixo tempo de dissolucdo da amostra por via tmida (OLIVEIRA, E. 2003

p. 175-176; SAFAROVA, V.I. et.al. 2011 p. 1516).

2.4  ANALISE DA AMOSTRA

Espectrometria de absorcdo atbmica é empregada na determinacdo qualitativa e
quantitativa de mais de 70 elementos, em amostras, tais como solu¢des aquosas, metais e
ligas, vidro, farmacos, alimentos, amostras ambientais, residuos industriais, amostras
biologicas, entre outros (SKOOG, D. A. WEST, D. M. HOLLER, F. J. CROUCH, S. R. 2006
p. 796; 1IZARIO FILHO, H. J. et.al. 2011 p. 13).

A técnica de espectrometria de absorcdo detecta e quantifica um elemento em uma
amostra de acordo com a quantidade de radiacdo que o analito absorve ap0s a amostra em
solucdo ser decomposta na chama formando atomos e ions, esta etapa € chamada de
atomizacéo.

Por conseguinte, pela diferenca entre o comprimento de onda emitido (P) pela
amostra e o comprimento de onda que passa pela amostra (Po), 0 detector produz um sinal
elétrico quando é atingido pelos fétons, ou seja, a resposta do detector é uma fungdo do
comprimento de onda da luz incidente (GARCIA, R. BAEZ, A. P. 2011 p.1-9; IZARIO
FILHO, H. J. et.al. 2011 p.13-24; SKOOG, D. A. WEST, D. M. HOLLER, F. J. CROUCH, S.
R. 2006 p.796-797, 806-808; HOLLER, F.J. SKOOG, D. A. CROUCH, S. R. 2009 p.244-

247; HARRIS, C.D. 2010 p. 479-483), como demonstra a Figura 1.
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Figura 1 - Processo de absorcao da radiacdo eletromagnética
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Fonte: SKOOG, D. A. WEST, D. M. HOLLER, F. J. CROUCH, S. R. 2006 p. 676.

Cada elemento possui um comprimento de onda caracteristico, isso faz com que seja
possivel determinar quantitativamente a amostra, pois a concentracdo é calculada baseada na
Lei de Beer-Lambert, onde a absorbancia é diretamente proporcional a concentracdo como
demonstrado pela equacéo:

A = log (Po/P) = €bc
Onde A é a absorbancia, € = absortividade molar, b = caminho 6tico, ¢ = concentracéo.

A concentracdo € geralmente determinada a partir de uma curva de calibragdo de
solucdo de padrdes com concentragdes conhecidas. Um espectrofotdmetro € basicamente
dividido em:

- Atomizador de chama: contém um nebulizador, o qual converte a solucdo da
amostra em uma névoa ou aerossol, que €, entdo, introduzido em um queimador.

- Modulador: diferencia a radiacdo emitida pela lampada, da radiacdo proveniente do
ambiente e, principalmente, a partir do sistema de atomizacao.

- Fonte de luz: lampada utilizada para fornecer radiacdo em determinado
comprimento de onda.

- Monocromador: parte muito importante do processo, pois € ele que separa as
milhares de linhas espectrais geradas pela amostra selecionando apenas a linha do analito de

interesse.
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- Detector: A linha selecionada pelo monocromador é direcionada ao detector,
geralmente um tubo fotomultiplicador converte a luz em sinal elétrico proporcional a
intensidade da luz (GARCIA, R. BAEZ, A. P. 2012 p.1-9; IZARIO FILHO, H. J. et.al. 2012
p.13-24; SKOOG, D. A. WEST, D. M. HOLLER, F. J. CROUCH, S. R. 2006 p.796-797, 806-
808; HOLLER, F.J. SKOOG, D. A. CROUCH, S. R. 2009 p.244-247; HARRIS, C.D. 2010 p.
479-483).

A Figura 2 apresenta esquematicamente 0s componentes basicos de um

espectrometro de absorcao de chama.

Figura 2 - Principais componentes de um espectrémetro de absorgao atdbmica

Source Chopper Sample Monochromator | Detector Computer

o= | — A R

Fonte: IZARIO FILHO, H. J. et.al. 2012 p.16

Em um espectrometro de absorcdo atbmica de chama, é utilizado uma mistura de
gases, obedecendo a relacdo combustivel/oxidante. A temperatura da chama determinara o
sucesso da atomizacao, considerada como etapa limitante da precisdo do método, pois trata-se
do estagio de conversdo do analito em atomos livres ou ions, contudo a temperatura da chama
dependera da combinacéo de gases utilizada (GARCIA, R. BAEZ, A. P. 2012 p.1-9; IZARIO
FILHO, H. J. et.al. 2012 p.13-24; SKOOG, D. A. WEST, D. M. HOLLER, F. J. CROUCH, S.
R. 2006 p.796-797, 806-808; HOLLER, F.J. SKOOG, D. A. CROUCH, S. R. 2009 p.244-
247; HARRIS, C.D. 2010 p. 479-483).

A Tabela 2 exibe as faixas de temperatura para 0s gases mais utilizados em

espectrometria de absorc¢éo.
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Tabela 2 - Chamas utilizadas em Espectroscopia Atdmica

Combustivel / Oxidante Temperatura °C
“Gas/Ar 1.700-1.900
“Géas/0; 2.700-2.800

Ho/ar 2.000-2.100
H./O; 2.500-2.700
"CaHofar 2.100-2.400
CoH/O; 3.050-3.150
“C2H2/N20 2.600-2.800

“Propano ou gas natural / ““Acetileno
Fonte: SKOOG, D. A. WEST, D. M. HOLLER, F. J. CROUCH, S. R. 2006 p. 807.

As temperaturas entre 1.700 a 2.400°C sdo utilizadas para espécies como metais
alcalinos e alcalinos terrosos que sdo facilmente excitados para niveis de energia mais
elevados. Para os metais potencialmente toxicos que necessitam de mais energia para serem
excitados o oxigénio ou o Oxido nitroso devem ser empregados como oxidante ja que
fornecem temperaturas mais altas (SKOOG, D. A. WEST, D. M. HOLLER, F. J. CROUCH,
S. R. 2006 p. 807). A espectrometria de absor¢do em chama, € um método muito utilizado
para determinacdo de elementos individuais em amostras analiticas ambientais, usada pela
maioria dos laboratorios de pesquisa e industrias no controle de qualidade por todo o mundo
(HOLLER, F.J. SKOOG, D. A. CROUCH, S. R. 2009 p. 244; IZARIO FILHO, H. J. et.al.
2012 p. 13).

A Tabela 3 apresenta alguns trabalhos utilizando a técnica de absorcdo atdmica para

determinacdo de metais em amostras ambientais.
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Tabela 3 — Utilizacdo de Espectrometria de absorcdo atdmica para determinacdo de metais potencialmente

toxicos
Referéncia Amostra Meétodo determinacéo Local
Santana e Barroncas | Agua e sedimento de Espectrometria de absorgéo Liberacdo do chorume no
(2007) aterro sanitario atémica ar/acetileno sistema hidrico da bacia do
Tarumé&-Acgu.
Birungi, et.al Peixe e 4gua Espectrometria de absorgéo Pantanal Nakivubo em
(2007) (Tilapia) atbmica ar/acetileno Uganda, que alimenta o Lago
Victoria na baia Murchison
Duarte et al. Mexilhdes e Espectrometria de absor¢éo Canal de Beagle Tierra del
(2011) sedimento atémica ar/acetileno Fuego, Argentina
Bakirdere, S. et.al Agua de torneira e de Espectrometria de absorgdo Parte oeste da Turquia
(2013) garrafa atémica forno de grafite
Squadrone, S. et. al. Peixe catfish Espectrometria de absor¢do Area do rio P6 (norte da
(2013) (musculo, figado, rim atémica forno de grafite Italia)
e Guelra)
Barone, G. Peixe (figado) Espectrometria de absorgao Mar Mediterraneo
Giacominelli-Stuffler, atdbmica forno de grafite e
R. Storelli, M.M. ar/acetileno
(2013)
Brito, E. M. S. et. al. Sedimento Espectrometria de absor¢éo Bacia do Rio Lerma e
(2015) atémica ar/acetileno Salamanca, Mexico
Bastami, K. D. et. al. Sedimento e peixe Espectrometria de absor¢éo Parte norte do Golfo Pérsico
(2015) (musculo) atémica ar/acetileno
Jitar, O. et.al. Agua, sedimento e Espectrometria de absor¢éo Mar negro — costa romena
(2015) peixe atémica forno de grafite
Aprile, F.M. Bouvy, Sedimento Espectrometria de absor¢éo Rio Tapacura, Zona da Mata
N. atémica ar/acetileno — Pernambuco, Brasil
(2008)
Paula Filho, F. J. et.al Sedimento Espectrometria de absor¢éo Rio Parnaiba — Piaui, Brasil
(2015) atdbmica ar/acetileno

Fonte: Autoria propria.

25 DETERMINACAO DE METAIS EM SEDIMENTO E AGUA

Na avaliacdo da contaminacdo dos peixes, a determinacdo de metais em agua e

sedimento é crucial, visto que o0 peixe estd em contato direto com estes componentes do

ambiente.

Bastami, K. D. et. al. (2015) investigaram as concentra¢fes de Cu, Zn, Pb e Cd em

sedimentos da parte norte de Ormuz Estreito no Golfo Pérsico. Determinadas por

espectrometria de absorcdo atdmica, encontraram a relacdo de concentracdo onde Cd<

Pb<Cu<Zn e a faixa de concentracéo de 3,58 a 73,75 mgKg™.
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Amin, B. et.al. (2009) determinaram as concentracdes de Cd, Cu, Pb, Zn, Ni e Fe em
sedimentos da costa de Dumai. Onde as concentragdes foram determinadas por espectrémetro
de absorcdo atdmica, as concentracfes foram maiores para Zn >Pb> Ni> Cu> Fe> Cd.
Concluiu-se que a contaminacdo dos sedimentos eram derivados de empreendimentos
industriais e urbanos.

Belluta, I. et.al. (2008), estudaram o impacto dos metais dissolvidos e em sedimentos
no Cérrego do Cintra, localizado na cidade de Botucatu-SP. Determinadas por espectrometro
de absorcdo atdmica, encontraram-se para a amostras de agua uma faixa de concentragdo onde
0S metais com maior concentragdo em agua sdo Fe> Ni > Zn> Cu> Pb> Cd. Para os
sedimentos a concentragdo dos metais seguiu outra tendéncia onde as maiores concentracoes
ficaram para Fe> Pb> Ni > Cu> Cd> Zn. Regido agricola com uso indiscriminado de
agroquimicos e escoamento de aguas superficiais da rodovia, justificam as altas concentracdes
dos metais encontrados.

Boaventura, S. F. Hadlich, G. M. Celino, J.J. (2011) identificaram graus de
contaminacdo por metais (Cu, Zn, Cr, Ni e Mn) nos ambientes encosta, manguezal e apicum,
em Madre de Deus - Bahia. Determinadas por espectrometro de absorcdo atdémica,
encontraram-se maiores valores de concentragdo para Mn > Zn> Cu> Cr. Ndo foi encontrada
contaminacdo por Ni. Os valores das concentracdes podem decorrer da presenca local de
atividades industriais e portuarias e fabrica de asfalto.

Loureiro, D. et.al. (2012) estudaram a variacéo temporal das concentracdes de metais
toxicos (Zn, Pb, Cu, Cd) registrado nos sedimentos de uma lagoa costeira hipertrofica situada
na zona sul da cidade do Rio de Janeiro. As amostras foram determinadas por espectrometro
de absorcdo atbmica e as concentracfes seguem a tendéncia de concentragdo Zn> Cr> Cu>
Pb. A Lagoa apresenta-se poluida por Pb, Cu, Zn e Ni quando comparados com os valores

padronizados pelos Estados Unidos e Canada.
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Alves, R. I. S. et.al. (2010) avaliaram as concentragdes de metais (Cd, Cr, Cr, Mn, Pb
e Zn) em 4&gua superficial e sedimento do corrego Monte Alegre, Ribeirdo Preto — SP.
Determinadas por espectrometro de absor¢cdo atbmica, as concentragdes encontradas para
agua foram observadas em tendéncia de Mn> Zn > Pb> Cu>Cr>Cd numa faixa de 3.10° a
0,08 mgL?. Para sedimento a tendéncia observada para as concentracdes foi Mn> Zn >
Cu>Pb> Cr>Cd e a faixa de concentragéo foi de 0,303 a 1.763,9 mgKg™.

Olowu, R.A. et.al. (2010) determinaram a concentracdo de metais (Zn, Ni e Fe) em
agua e sedimento na lagoa de EPE e Badagry — Nigeria. A concentragdo encontrada por
espectrometria de absorcao atbmica para sedimento nas lagoas foram respectivamente de 1,95
— 2,48 mgKg™ para Zn, Ni 3,20-2,30 mgKg™ e Fe 11,25 - 13,30 mgKg™. Para amostras de
agua encontraram para as lagoas respectivamente Zn 0,42 — 0,54 mgL?, Ni 0,10 — 0,6 mgL™,
Fe 7,30 — 6,65 mgL™.

Kamala-Kannan, S. et.al. (2008) determinaram as concentracdes de metais (Cr, Cd e
Pb) em agua e sedimento do Lago Pulicat no sudeste na India. As concentracdes encontradas
por espectrometria de absorcdo atdbmica, seguiram uma tendéncia de Cd > Cr > Pb para

sedimento e Cr > Pb > Cd para agua.

26  AVALIACAO DA QUALIDADE DOS SEDIMENTOS

2.6.1 Indice por poluicio de metais (IPM)

O IPM é utilizado para classificar o sedimento de um local como poluido e ndo
poluido, e também para comparar locais diferentes em indices de contaminagcdo por metal
(SARALA THAMBAVANI, D. UMA MAGESWARI T.S.R 2013, p. 124; HOWARD, I. C.

OLULU, B. A. 2012, p. 208; MARENGONI, N. G. et.al. 2014 p. 1159).
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2.6.2 Nivel de efeito Limiar (NEL) e Nivel de efeito provavel (NEP)

Determinar a qualidade dos sedimentos de reservatorios é importante, pois 0s
sedimentos tém influéncia sobre a salde de organismos aquaticos, que podem ser expostos a
contaminantes através de interacfes imediatas com os sedimentos. Guias de qualidade para
avaliacdo toxicoldgica de sedimentos associados a contaminantes é uma importante parte para
estudo de contaminac&o e os efeitos adversos causados na biota.

Guias de qualidade de sedimentos, sé&o valores de concentragbes que tem por
finalidade alertar o risco de todas as espécies em contato com o sedimento.

Niveis de NEL indicam que se a concentracdo do metal no sedimento € maior que o
indice, a incidéncia ou a severidade dos efeitos biologicos adversos aumenta com o aumento
da concentragdo do metal neste compartimento.

Os niveis de NEP indicam que as concentracdes acima desse valor correspondem a
efeitos toxicos frequentemente observados.

Tais parametros foram baseados na resposta toxica observada de determinado
contaminante, considerou-se a concentracdo media em locais em que os efeitos biologicos
significativos foram observados for maior em um fator de 2 ou mais em relacdo ao local em
que nenhum efeito biologico adverso foi observado. Em resumo, se a concentracao
encontrada para a amostra de sedimento for menor que o valor de NEL raramente apresenta
perigo a biota, se estiver entre os valores de NEL e NEP possivelmente a concentracdo dos
metais estd afetando a biota, no entanto se a concentracdo do metal dor maior que PEL, as
concentragBes do contaminante representa significante e imediato perigo a biota (CCME,

1995).
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2.7 DETERMINACAO DE METAIS EM Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus é uma espécie exotica de origem africana, trazida para o
Brasil em meados de 1954 e para o estado do Parand por volta de 1982, apresenta como
caracteristicas a resisténcia as doencas, tolerancia a baixa concentracdo de oxigénio e a
temperaturas entre 8 e 42°C e também aos altos niveis de aménia e nitrito.

Propaga-se facilmente em aguas paradas, possui rapido desenvolvimento acerca dos
6 meses de idade e em seguida a cada seis semanas. E uma espécie onivora, mas também
alimenta-se de plancton, alevinos, detritos e matéria organica em decomposicdo, geralmente
permanecem no fundo entre a areia ou argila a procura de alimento (POPMA, T. MASSER,
M. 1999; HEIN, G. BRIANESE, R. H. 2004 p. 10; FAO, 2015).

Birungi, Z. et.al. (2007) realizaram um biomonitoramento no pantanal Nakivubo em
Uganda usando a tilapia como bioindicador e espectrometria de absorcdo atémica para
determinar metais potencialmente téxicos como Zn, Cu, Cr e Mn. Encontraram-se
concentracdes de 0,32 a 0,87 ug.mg* no figado e 0,16 a 0,57 ug.mg no misculo. Concluiu-
se que Oreochroms niloticus € um bom bioindicador pela resisténcia em condicGes adversas
de biomonitoramento.

Nakayama, S. M. M. et. al. (2010) determinaram a acumulacdo dos metais
potencialmente toxicos Cr, Co, Cu, Zn, Cd, Pb, e Ni em tildpia no lago Itezhi-tezhi e lago
Kariba, Zdmbia. Os metais foram quantificados por espectrometria de absorcdo atbmica em
uma faixa de 0 a 1345 mgKg™ para o figado e 0,12 a 3 mgKg™ para 0o mlsculo. Altas
concentragdes de Cu foram justificadas pelo lago encontrar-se préximo a uma area de
mineracdo. O Pb pela utilizacdo de composto de gasolina e Ni e Cr em tintas anti-incrustante.

Eneji, I. S. Sha’Ato, R. Annune, P.A. (2011) determinaram a bioacumulacdo de

metais potencialmente toxicos como Cr, Zn, Cu, Fe, Mn, Cd e Pb em 6rgdos de tilapia do rio
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Bebue no norte central da Nigéria por espectrometria de absorcdo atdmica. As concentracdes
determinadas foram de 0,306 a 29,8 mgKg™. Os altos niveis de bioacumulacdo de Zn e Cr
indicaram a tildpia como bom bioindicador para monitoramento de polui¢&o.

Tajiri, A. N. et.al. (2011) determinaram 135 amostras de filés de tilapia, entre julho
de 2006 e maio de 2007, de trés frigorificos de peixe localizados nas regides oeste e norte do
Estado do Parana. As amostras foram analisadas, utilizando-se a espectrofotometria de
absorcdo atdbmica, para averiguar a presenca dos metais chumbo, cadmio e cobre. O chumbo
ndo foi detectado nas andlises. O cadmio foi detectado em trés amostras, uma de cada
frigorifico, nas concentragGes de 0,012 mgKg, 0,011 mgKg™ e 0,014 mgKg™. O cobre foi
detectado em todos os filés, sendo as médias de concentracdo de cada frigorifico de 0,122
mgKg?, 0,106 mgKg* e 0,153 mgKg™. As concentracdes dos metais encontradas estdo de
acordo como o permitido para consumo pelas legislac6es europeias e australianas.

Sani, U. (2011) determinou chumbo, cobalto e cobre nos 0ssos, musculo e branquias
de tilapia por espectrometria de absorcdo atémica, do reservatorio Tiga em Kano na Nigéria.
Onde para o musculo foi quantificado em uma faixa de 0,11 a 14,8 mgL™.As concentracdes
foram maiores que o valor aceitavel para consumo humano designado por FAO, 1983. A
acumulacdo de metais pesados nas visceras de peixe e de outros 6rgdos pode ser considerado
como um sinal de alerta importante para a satde dos peixes e consumo humano.

Marengoni, N. G. et. al. (2014) monitoraram a bioacumulacdo de Cd, Pb e Cr na
tildpia do Nilo de viveiros de cultivo com administracdo de probioticos na racdo, no Instituto
de Pesquisa em Agquicultura Ambiental (INnPAA), da Universidade Estadual do Oeste do
Parana (Unioeste). Encontraram uma faixa de concentracéo de 0,6 a 3,6 mgKg® no figado
para Cd e Pb e no musculo de 9 a 10,5 mgKg™ para Pb por espectrometria de absorcio

atdbmica. A adicdo de probidticos na racdo ndo influenciou a bioacumulacdo de Cd, Pb e Cr
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nas branquias, figado, musculo, pele e carcaga dos juvenis de tilapia do Nilo, bem como na
retencdo destes metais no solo e no sedimento da caixa de coleta dos viveiros.

Como o0s metais possuem a tendéncia de acumulagdo nos organismos, tal fato pode
acarretar grande toxicidade visto que o0s metais toxicos podem competir em processos

biol6gicos com os metais que sdo essenciais.

2.7.1 Bioacumulacao

A bioacumulacgéo é definida como acumulacdo de metais em tecidos de organismos
por varias rotas como atraves da respiracao, ingestdo ou contato direto com agua e sedimento
contaminado. E o processo onde os metais tornam-se mais concentrados ao entrar na cadeia
alimentar, pois sdo contaminantes ndo metabolizados pelo organismo, logo acumulam-se cada
vez mais com o aumento do nivel trofico. (VOUTSAS, E. MAGOULAS, K., TASSIOS D.,
2002 p. 645; EPA, 2000 p. 5; ABELKOP, A. D. K., 2013 p. 19; ROBINSON, L e THORN, 1.

2005 p. 68-69).

2.8  ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO POR METAIS

Em organismos considerados saudaveis, ha um equilibrio celular entre as espécies
reativas e as espécies antioxidantes. As espécies antioxidantes controlam o nivel de espécies
reativas, contudo o estresse oxidativo esta relacionado com o desequilibrio na producdo de
espécies reativas e as defesas antioxidantes, favorecendo a quantidade de espécies reativas,
levando a potenciais danos, como oxidacdo de proteinas e lipideos, alteracdo genética,
mudanca no estado redox celular (HALLIWELL, B. 2007 p. 1147; LIVINGSTONE, D. R.
2003).
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Oxigénio molecular é requerido por animais para oxidacdo de alimentos e geracao de
energia. Durante esse processo, oxigénio sofre reducéo tetravalente a 4gua. Contudo a redugéo
parcial do oxigénio resulta na formacdo de espécies reativas de oxigénio, incluindo ambas
espécies como radical anion superdxido e radical hidroxila e espécies ndo radicalares como
peroxido de hidrogénio. As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo continuamente
produzidas como subprodutos tdxicos indesejaveis do metabolismo normal.

A reatividade e propriedades de diferentes EROS variam consideravelmente, sendo o
mais potente OH". Assim, O2" pode ser convertido para H>O> via dismutacao:

2H"+2 0" —H20;
O, e H.O2 podem reagir em conjunto, para se obter OH" via reacdo Haber-Weiss catalisada
por metal: O," + H2O, -OH" + OH + O2
Essas EROS por sua vez pode dar origem a outras EROS como radicais peroxidos e alcoxidos
(ROO’ e RO’) (LIVINGSTONE, D.R. 2001).

Existem mecanismos de defesa em muitos animais, incluindo peixes, que trabalham
para neutralizar o impacto das espécies oxidativas. Sdo sistemas que incluem enzimas
antioxidantes encontradas no figado e que desempenha um papel importante no metabolismo
de substancias toxicas.

Glutationa (GSH) é a primeira linha de defesa antioxidante, possui papel central na
biotransformacdo e eliminacdo de xenobioticos. O consumo excessivo de GSH indica um
desequilibrio redox, o que facilita o desenvolvimento de toxicidade causado pelos
xenobidticos atraves da alteracdo de macromoléculas celulares. A GSH possui grupo
sulfidrilas, altamente polarizavel, tornando-o um bom nucleéfilo para reagdes com compostos
quimicos eletrofilicos. Tal situacdo é interpretada como resposta celular a presenca de alguns

metais. A GSH ao se complexar com espécies reativas produz compostos que sdo geralmente
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menos reativos e mais soluveis, isso facilitando a excre¢do dos mesmos. (BOELSTERLI, A.
2003 p. 123-124; ERCAL, N. GURER-ORHAN, H. AYKIN-BURNS, N. 2001 p. 529).

A Glutationa S-Transferase (GST) é um grupo de enzimas que apresenta elevada
especificidade pela glutationa reduzida (GSH). A GST funciona como um catalizador para a
conjugacédo do metal na GSH, para posterior excre¢do (TORRES, M. C. L. SOARES, N. F.F.
MAIA, J.F. 2004, p. 243).

As Metalotioneinas (MT) sdo proteinas de baixo peso molecular, resistentes ao calor
e ndo possuem aminoacidos aromaticos, sua principal caracteristica é que 30 % dos residuos
de aminoacidos de MT s&o cisteinas, proteina com grande nimero de grupos sulfidrilas, que
pode ser coordenado por ions de metais toxicos. Uma molécula de MT pode se ligar a sete
atomos de Cd, por exemplo.

Regulam os niveis intracelular de metais essenciais para o metabolismo, e protegem
0 organismo dos efeitos toxicos de alguns metais ndo essenciais bem como do excesso de
metais essenciais. Tanto 0s metais essenciais como 0s ndo essenciais estimulam a sintese da
metalotioneina (BAYKAN, U. ATLI, G. CANLI, M. 2007 p. 33; BOELSTERLI, A. 2003 p.
133).

A lipoperoxidacdo (LPO) é uma consequéncia importante gerada pelo estresse
oxidativo. Se ha o favorecimento da geracdo de espécies reativas de oxigénio em
compartimentos hidrofébicos da célula, os lipideos poderdo ser oxidados. Assim, membranas
celulares podem ter sua estrutura danificada, faléncia dos mecanismos de troca de metabdlitos
com o meio e, em uma condicao extrema a morte celular.

Tais alteracdes nas membranas levam a transtornos da permeabilidade, alterando o
fluxo i6nico e o fluxo de outras substancias, o que resulta na perda da seletividade para
entrada e/ou saida de nutrientes e substancias toxicas a célula, alteracdes do DNA, oxidacédo

da LDL e comprometimento dos componentes da matriz extracelular. A LPO pode acontecer
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através da peroxidagdo ndo enzimatica, que envolve a participacdo de espécies reativas de
oxigénio, espécies reativas de nitrogénio, metais de transicdo e outros (BOELSTERLI, A.
2003 p. 119; LIMA, E.S. ABDALLA, D. S. P. 2001 p. 294).

A carbonilacdo de proteinas € uma consequéncia do estresse oxidativo. Esse
processo de carbonilagdo provoca uma modificacdo irreversivel das cadeias laterais dos
aminos acido em grupos aldeido ou cetona, podendo levar as proteinas a uma agregacao,
degradacdo ou inativacdo (DAILIANIS, S. PATETSINI, E. KALOYIANNI, M. 2009 p.
3613).

A Figura 3 demonstra a relacdo bioldégica com a contaminacdo ambiental por metais

téxicos.

Figura 3 — Contaminacdo por metais € a relacdo bioldgica
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Fonte: Traduzido de ERCAL, N. GURER-ORHAN, H. AYKIN-BURNS, N. 2001 p. 530
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Almroth, B. C. et. al. (2008), analisaram a carbonilacdo de proteinas e as defesas
antioxidantes de peixes de ambientes contaminados com metas toxicos. Onde uma elevada
carbonilacdo de proteinas comparado com os peixes controle foi observada. Estudos
confirmaram que a carbonilacdo de proteinas € um bom indicador de estresse oxidativo
induzido por metais.

Farombi, E. O. Adelowo, O. A. Ajimoko, Y. R. (2007), utilizaram rim, figado e
coracdo de Cat fish como biomarcadores de estresse oxidativo e niveis de metais no rio Ogun
— Nigeria. Os resultados demonstraram alteragdo nas enzimas antioxidantes, sistema
glutationa e inducdo de peroxidacao lipidica, concluindo que a presenca de metais toxicos esta
causando estrese oxidativo nesses peixes.

Lopes, A. P. et. al. (2001) estudaram a resposta de enzimas antioxidantes em peixes
expostos a metais toxicos em figados de peixes de agua doce. Foi notada alta atividade de
GST nos peixes provenientes de areas contaminadas por metais.

Hermenean, A. etal. (2015), investigaram o estresse oxidativo e alteracdes
histopatoldgicas induzidas por metais toxicos em peixe na Roménia. Concluiram que o
aumento das atividades antioxidantes e as lesdes ndo foram reduzidas pelo sistema de defesa
celular.

Kumari, K. Khare, A. Dange, S. (2014), aplicaram varios biomarcadores para avaliar
0 estresse oxidativo induzido pela toxicidade do cromo em peixes. ldentificaram que a
bioacumulacédo do Cr foi maior no figado seguido das branquias, musculo e cérebro, tendo um
aumento significativo de trabalho do sistema defensivo celular.

Destaca-se a importancia de avaliacdes biologicas em relacdo a contaminantes
ambientais para um melhor diagnostico dos efeitos, em especial 0s metais toxicos, em

bioindicadores expostos naturalmente.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAIS

Determinar e quantificar metais potencialmente téxicos, Cr, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb e
Zn em Oreochromis niloticus, sedimento e &gua provenientes de um lago da cidade de Ponta

Grossa — PR, e relacionar com danos biolégicos através do estresse oxidativo em figado.

3.2 ESPECIFICOS

Quantificar os metais potencialmente téxicos (Cr, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Zn), na
agua do reservatorio.

Quantificar os metais potencialmente toxicos (Cr, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Zn), no
sedimento do reservatorio, bem como avaliar a poluicdo por metais aplicando o indice de
poluicdo por metais (IPM).

Quantificar os metais potencialmente toxicos (Cr, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Zn), em
musculo e figado de Oreochromis niloticus.

Avaliar o efeito dos metais em Oreochromis niloticus por do estudo de estresse

oxidativo celular no figado.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 - AREA DE ESTUDO

O lago utilizado neste estudo esta localizado na cidade de Ponta Grossa, municipio
do estado do Parand, na regido sul do Brasil (latitude 25°05'42" S e longitude 50°09'43" O). O
lago esta inserido em uma regido impactada por atividades agricola, urbana e industrial.

Trata-se de um lago artificial, pertencente a um clube de recreagéo e lazer, criado em
meados de 1970, acompanhou todo o processo de desenvolvimento industrial da regido. Hoje,
em seu entorno ha industrias de fertilizantes, processamento de soja, posto de combustivel e
rodovias que ddo acesso as cidades de Curitiba e Palmeira. Além dessas caracteristicas
atividades de pesca para consumo humano € realizada neste local.

A Figura 4 apresenta a localizacdo da area de estudo.

Figura 4 - Mapa da regido e lagoa da coleta

SAO PAULO
S

Fonte: Adaptacdo Google Maps e Memorial descritivo Clube Ponta-Lagoa.
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4.2 AMOSTRAGEM

Para a coleta de todas as amostras seguiu-se as instru¢cbes do Guia Nacional de
Coleta e Preservacdo de Amostras da CETESB (2011) e Diretrizes para pratica de eutanasia

do CONCEA (2013).

4.2.1 Materiais

Para descontaminagdo dos materiais utilizados (vidrarias, frascos de coleta e
materiais em geral) foi realizada em banho &cido de solucdo de HNO3 (Biotec 65% de pureza)
10% v/v, por 48h. Por conseguinte, os materiais foram lavados com agua deionizada e secos

em estufa a 70°C, exceto balbes e pipetas.

4.2.2 Bioindicador

As amostras de peixe foram coletadas no lago do Clube Ponta-Lagoa com anzol,
utilizou-se 11 exemplares de Oreochromis niloticus sendo 5 fémeas e 6 machos, pesando em
média 600g.

Os espécimes (Figura 5) foram sacrificados utilizando-se anestésico MS-222 a 0,2%,
seguida de puncdo espinal e posterior excisdo do figado e musculo (Figura 6) para analises
quimicas e bioldgicas.

Para analises quimicas as amostras foram acondicionadas em frascos de
polipropileno anteriormente descontaminados e mantidas em freezer a -20°C até a liofilizacéo.
Para as analises bioldgicas foram preservadas em nitrogénio liquido e depois em freezer -
80°C até analise.
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Os animais do grupo controle foram obtidos no Instituto de Pesquisa em Aquicultura
Ambiental (InPAA) da Universidade do Oeste do Parand (UNIOESTE). Os animais foram
criados no proprio local e foram mantidos dentro de tanques redes durante 15 dias e ndo
sofreram nenhum manejo apo6s o confinamento, sendo alimentados 2 vezes ao dia. O tempo de
confinamento deveu-se a um outro experimento que correu em paralelo. Apos esse periodo, 0s
animais foram anestesiados com Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate (MS-222) e mortos

por sec¢do medular. Os érgdos foram entdo coletados e mantidos em freezer -80°C.

Figura 5 - Oreochromis niloticus

Fonte: Autoria propria.

Figura 6 - Amostragem do figado e musculo da Tilapia
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4.2.3 Sedimento

As amostras de sedimentos foram coletadas do meio do reservatorio (Figura 7),
superficialmente, utilizando-se um coletor metalico Ekman — Birge 225 cm? de area amostral
em aco inox. O material coletado foi colocado em recipiente de polipropileno anteriormente
descontaminado envoltos com papel aluminio e armazenados em freezer a -20°C para

posterior liofilizag&o.

Figura 7— a) Coletor de sedimento. b) Coleta de amostra de sedimento.

Fonte: Autoria propria.

4.2.3 Agua

Coletou-se 1L de agua superficial e adicionou-se no momento da coleta acido nitrico
para preservacdo da amostra para determinacdo de metais. A amostra foi armazenada em

geladeira a 4°C até a preparacéo e posterior determinacao.
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4.3 PREPARO DE AMOSTRA

4.3.1 Agua

Para determinacdo de metais totais as amostras de dgua foram tratadas de acordo com
0 método padrdo USEPA 3005 A (1992). Para extracdo foi utilizado 100 mL de amostra sem
material grosseiro, acrescentou-se 2 mL de HNO3 (Biotec) e 5 mL de HCI (Biotec) ambos
concentrados. Aqueceu-se em chapa aquecedora, a 95°C até a reducdo do volume. O material
resultante foi resfriado a temperatura ambiente e avolumado a 50 mL com &gua ultrapura com
resistividade especifica de 18 MQ cm™, obtida através de um sistema de ultra purificacdo de
agua e Osmose Reversa Gehaka®. O mesmo procedimento foi realizado para amostra de agua
que foi filtrada com papel filtro de 0,45 um para retencdo do material particulado. Realizou-se

0 branco das amostras com todas as etapas, no entanto sem a matriz.

4.3.2 Sedimento e Bioindicador

A massa das amostras foi obtida em balanca analitica da marca OHAUS PA1140 e o
processo de liofilizacdo em Liofilizador marca Terroni LD1500A.

Para determinacdo de metais totais em peixe e sedimento, as amostras foram tratadas
de acordo com o método padrdo USEPA 3050B (1996) em duplicata autentica. Para extracdo
utilizou-se 0,59 de amostra liofilizada, em tubos de borossilicato e adicionou-se 5 mL de
HNOs 1:1, aqueceu-se em bloco digestor marca Tecnal TE-040/25, deixando em refluxo por
15 min sem ebulicao.

Apos e resfriamento da amostra, adicionou-se 2,5 mL de HNO3 concentrado deixado
em refluxo por 30 min. Repetiu-se o0 passo até a ndo liberacdo de fumaca marrom, entdo
permaneceu em aquecimento por 2 horas. Apés resfriamento adicionou-se 1 mL de agua
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Ultrapura com resistividade especifica de 18 MQ cm™, obtida através de um sistema de ultra
purificacdo de dgua e Osmose Reversa Gehaka® e 1,5 mL de H20, 30% (Biotec), aqueceu-se
até efervescéncia minima. Aqueceu-se por mais 2 h, em seguida resfriou-se e avolumou-se
para 50 mL com &gua ultrapura.

Para determinagdo de metais biodisponiveis em peixe e sedimento, utilizou-se a
metodologia descrita por Cotta, Rezende e Piovani, (2006). Utilizou-se 0,59 de amostra com
12,5 mL de HCI (Biotec) 0,1 mol/L. Agitou-se a 200 rpm por 2 horas. O material obtido foi
filtrado por gravidade, e em seguida avolumado para 50 mL com &gua ultrapura.

Para todas as extracdes fez-se o teste branco com todos os procedimentos, no entanto

sem a matriz.

4.4 DETERMINACAO DOS ANALITOS

A determinacdo dos metais Cd, Cu, Ni, Zn, Cr, Pb, Mn e Co foi realizada utilizando
espectrometro de absorcdo atdmica de chama (EAAC) da marca Varian® AA 240FS com
diluidor automatico, equipado com lampada de deutério como corretor de fundo e lampadas
de catodo-oco multielementar. Utilizou-se chama oxidante ar/acetileno.

A Tabela 4 fornece os parametros instrumentais para as medidas por EAAC.

Tabela 4 - Pardmetros instrumentais para as medidas por EAAC

Elementos  Comprimento de Onda (nm)  Faixa Trabalho (mgL™)

Cd 228,8 0,02-3,0
Co 240,7 0,05-15,0
Cr 357,9 0,06 - 15,0
Cu 324,8 0,03-10,0
Fe 248,3 0,06 - 15,00
Mn 279,5 0,02-5,0
Ni 232 0,10 - 20,0
Pb 217 0,10 - 30,0
Zn 213,9 0,01-2,0

Fonte: (AGILENT, 2012).
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4.5 INDICE DE POLUICAO POR METAIS (IPM)

Para calculo de IPM considerou-se o sedimento se, IPM >1 como poluido, se IPM <
1 ndo poluido (SARALA THAMBAVANI, D. UMA MAGESWARI T.S.R (2013);
HOWARD, I. C. OLULU, B. A. (2012)). O IPM foi calculado pela seguinte equacao:
IPM = (C1 X C2x Cp)'"
Onde
C1 = Valor da concentracdo do primeiro metal
C>= Valor da concentracdo do segundo metal.

Cn = Valor da concentracdo do k metal

4.6 FATOR DE BIOACUMULAGCAO (FBA)

Utilizou-se um modelo empirico proposto pela USEPA (2000), para calcular a
acumulacdo de determinado contaminante em organismos que estdo em contato direto ou
indireto com o contaminante.

FBAs = Ct/Cs
FBAa = Ct/Ca
Onde,
Ct é a concentracdo do contaminante no tecido do organismo
Cs é a concentracdo do contaminante no sedimento

Ca é a concentracdo do contaminante na dgua
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4.7 Nivel de efeito limiar (NEL) e Nivel de efeito provavel (NEP)

Utilizou-se os indices tabelados de NEL e NEP pela CCME (1998) para comparacao
com os resultados obtidos. Valores de NEL e NEP possuem carater orientador na busca de
evidencias da presenca de contaminantes em nivel capaz de provocar efeitos danosos quanto a

toxicidade para a biota.

4.8 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.8.1 Determinagdo da glutationa S-transferase, peroxidacdo lipidica e carbonilacdo de

proteinas

Para 0s ensaios bioldgicos utilizou-se as amostras de figado. Homogeneizou-se 0,3g
do figado em Tampé&o Tris-HCI 20 mM, EDTA 1,0 mM, pH 7,6, PMSF 1 mM. Completou-se
para 1,5 - 2 ml com tampéo gelado. Em seguida centrifugou-se a 12.000g durante 20 min a
4°C. Separou-se as aliquotas do sobrenadante em tubos de 2 ml e foram armazenados a
temperatura de -76 °C (BRADFORD, M. M. 1976; JIANG, Z. Y. HUNT, J.V. WOLFF, S.P.
1992; LEVINE, R.L. WILLIAMS, J.A. STADTMAN, E.P. SHACTER, E.1994; KEEN, H.
JAKOBY, N. 1976).

Para a determinacdo da glutationa S-transferase, peroxidacéo lipidica e carbonilacéo
de proteinas utilizou-se um espectrofotémetro de microplacas da marca Infinite® 200 PRO —
Tecam, para ler a absorbancia a 595 nm. E para determinacdo de metalotioneina leu-se a

absorbancia a 412 nm.
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4.8.2 Determinacdo de metalotioneinas

Para determinacdo de metalotioneinas utilizou-se a metodologia de Viarengo, A.
et.al. (1997). As amostras de figado (0,1g) foram homogeneizadas em 0,5 ml de tampao.
Centrifugou-se a 15.000 g por 30 min, 0-4 °C. Transferiu-se para novo tubo 300 pl do
sobrenadante. Adicionou-se ao tubo 342 ul da solugdo de etanol absoluto e cloroférmio e
refrigerou-se a -20 °C. Centrifugou-se a 6.000 g por 10 min a 0-4 °C.

Transferiu-se para novo tubo 490 ul do sobrenadante e adicionou-se 1502 pl da
solucéo de etanol absoluto e HCI concentrado, refrigerou-se a -20 °C. Em seguida o material
foi agitado e mantido a -20 °C por 1 h. Por conseguinte centrifugou-se a 6.000 g por 10 min a
0-4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado resuspendido com 1000 pl da solucao
de etanol absoluto com cloroférmio e tampé&o Tris-HCI.

Agitou-se e centrifugou-se a 6.000 g por 10 min a 0-4 °C. Descartou-se 0
sobrenadante e ressuspendeu-se o precipitado com 50 pl de solu¢do de NaCl. Adicionou-se
50 ul de solu¢do de EDTA-s0dico. Agitou-se e adicionou-se 1000 ul de solugdo de Ellman a
cada tubo com amostras e também aos tubos da curva-padrdo de GSH contendo 100 ul de
GSH. Agitou-se e centrifugou-se a 3.000 g por 5 min.

Adicionou-se a 200 ul do sobrenadante a microplacas, inclusive da curva-padrao de
GSH. Para o branco substituiu-se as amostras por 50 ul de solucdo de NaCl (250 mM) + 50 ul

de solucdo de EDTA-sodico (EDTAa4 mM + HCla 1 M).

4.8.3 Determinacéo de glutationa reduzida

A concentracdo de glutationa reduzida foi quantificada segundo EDLAK e

LINDSAY, (1968). Para isso, foi adicionado acido tricloroacético (TCA) a 48% em 200ul de
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amostra, para precipitacdo proteica. Apos isso, foram centrifugadas e pipetados 50 ul do
sobrenadante em microplaca. Apds isso, foi adicionado 230 ul com tampéo tris-base 0,4 M,
pH 8,9 e 20 ul de DTNB (&cido 5,5’ -ditio-bis-2-nitrobenzdico). A incubagdo ocorre durante
10 minutos a temperatura ambiente. A placa foi lida a 415 nm. A determinacdo do conteudo
de GSH foi realizada através de comparacdo com curva-padrao de GSH. Pesou-se 0,0012 g
GSH (MM = 307,32 g.mol-1) e adicionou-se 976 ul de tampdo tris-base a 0,4 M, pH 8,9
([GSH] = 4 mM). A partir desta solucdo, preparou-se as demais concentracdes: 160, 80, 40,

20, 10, 5 0 pM.

4.8.4 Quantificacdo de proteinas totais

Para normalizacdo dos dados obtidos nos diferentes ensaios bioquimicos, foi
necessaria a quantificagdo de proteinas totais da amostra.
Durante os ensaios reservaram-se 100 pl das amostras para quantificacdo de proteinas. Em
microplaca, adicionou-se 10 ul do sobrenadante das amostras seguidos de 250 pl do reativo de
Bradford (“Coomassie brilliant blue” BG-250) e procederam-se as leituras de absorbancia (A=
620 nm; faixa de leitura = 595-620 nm). Como branco utilizou-se PBS. A concentracdo de

proteinas foi determinada a partir da comparacdo dos valores de absorbancia.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para o processamento dos dados e andlise estatistica foram utilizados os
softwares ASSISTAT - 7.7, R Project for Statistical Computing e PAST — 3.04.
Para verificar a normalidade da distribuicdo dos dados utilizou-se o teste de Shapiro-

Wilk.
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Para analise de variancia foi utilizado o teste ANOVA com delineamento
inteiramente casualizado, foi utilizado o teste Scott-Knott para testar as diferencas
significativas entre as concentragfes médias de metais.

A anélise por agrupamento hierarquico (HCA) foi pré processado por auto
escalamento e método de ligacdo incremental.

Considerou-se valores estatisticamente significativos para dados onde p< 0,01 sendo

99% de confiancga, e para valores onde p< 0,05, com 95% de confianga.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 - TESTE DE EXATIDAO DO METODO EMPREGADO

Para execucdo da curva analitica utilizou-se solugbes estoque de concentracdo 1000
mgL? de Cd, Cu, Ni, Zn, Cr, Pb, Mn e Co da marca Qhemis High Purity. A partir dessa
solucdo preparou-se uma solucdo de 1mgL™?, da qual obteve-se as diluicbes para a curva
analitica, sendo os pontos 0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1 mgL™.

Para validacdo do processo de digestdo utilizado para abertura das amostras, digeriu-
se amostras certificadas por European Reference Materials ERM-CE278 (tecido de mexilhdo)
do Instituto para Materiais de Referéncia e Medidas da Europa (Institute for Reference
Materials and Measurements — IRMM), contendo os metais As, Cd, Cr, Cu, Mn, Pbe Zn. E
(MRC) MESS-2, sedimento marinho, sendo os resultados de recuperacdo encontrados

apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - ConcentracGes médias e recuperacdo dos metais encontrados nas amostras de material de referéncia
certificado e limite de quantificagéo (n=2)

Amostra Metais Valores Valores Recuperacéo LQ
Certificados encontrados (%) (mgKg?)
(mgKg ™) (mgKg™)

Cd 0,24 +0,01 0,23 +0,02 95,8 0,017
Co 138+1,4 14,7 £ 0,001 106 0,030
Sedimento Cr 106,0 + 8,0 97,7+3,5 92 0,033
marinho Cu 39,3+2,0 420+27 106 0,040
(MESS-2) Mn 365,0 + 21,0 338,2+3,2 92,6 0,014
Ni 49,3+1,8 46,0+£1,5 93,3 0,044
Pb 219+1,2 20,0+1,0 91,3 0,240
Zn 172,0+1,6 1716 +6,5 99,9 0,092
Cd 0,348 £ 0,007 0,3+0,01 92 0,017
Tecido de Cr 0,78 +,06 0,7+0,02 90 0,033
mexilhdo Cu 9,45+0,13 10,0+ 0,15 106 0,040
(ERM- Mn 7,69 +0,23 7,9+0,19 103 0,014
CE278) Pb 2,00 + 0,04 1,8+0,05 91 0,240
zZn 83,10+ 1,7 82+20 99 0,092

Fonte: Autoria prépria.

De acordo com os percentuais de recuperacdo aceitaveis descritos pela AOAC (2002)
(75 a 120%), os resultados obtidos confirmam que o método empregado € adequado. Assim,
atribui-se tal método para os outros metais que ndo estdo presentes no MRC, mas que neste

trabalho foram quantificados.

5.2 CONCENTRACAO DE METAIS EM AMOSTRAS DE AGUA

Foram analisadas amostras de dgua previamente filtradas em membrana HA em éster
celulose estéril branca lisa S-P 0,45u 47mm e amostras de agua ndo filtradas para verificar a
influéncia da quantidade de metais em material particulado na amostra. As concentracfes

determinadas para os metais em amostras de agua sao apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6 — Concentracdo de metais em amostra de dgua previamente filtrada e ndo filtrada

Agua Filtrada Agua nio filtrada
Metal (mgL™Y) (mgL?)
Cd <LQ <LQ
Co 0,133 + 0,002 0,143 £ 0,018
Cr <LQ <LQ
Cu <LQ <LQ
Mn 0,628 + 0,007 0,674 £ 0,015
Ni 0,078 + 0,003 0,098 + 0,006
Pb <LQ <LQ
Zn <LQ <LQ

Fonte: Autoria prépria

Dos metais encontrados na amostra de agua as concentracfes variaram da seguinte
maneira: Mn>Co>Ni tanto para as amostras de agua filtrada e ndo filtrada. Em estudo similar
realizado em reservatério por Voigt, C. L. et.al. (2014) encontrou-se menores concentracoes
para estes metais como Mn (0,067+0,01), Co (0,0197+0,001) e Ni (0,0075+0,002), no entanto
verificou-se que a ordem de concentragdo permaneceu a mesma.

Notou-se diferenca em relacdo as concentracbes da amostra filtrada quando
comparada a nao filtrada, que pode ser explicada pela diferenca de material particulado
presente na amostra, quando utilizou-se a membrana de celulose 0,45um, para a amostra
filtrada todo o material que passou por ela considera-se dissolvido, assim pela diferenca nas
concentragdes, considera-se que 0s metais presentes na dgua estdo dissolvidos, e uma pequena
parcela esta ligada ao material particulado.

Para os metais Cd, Cr, Cu, Pb e Zn as concentragdes ndo puderam ser quantificadas
pois ficaram abaixo do limite de quantificacdo da técnica.

O local de estudo esta localizado proximo a industrias de fertilizantes, a margem de
rodovias, 0 que pode justificar as quantidades elevadas de Co, Mn e Ni. Tais elementos séo
micronutrientes quando em pequenas quantidades utilizados em fertilizantes na forma de

sulfatos, 6xidos, quelatos e oxalatos soliveis em agua (MAPA n° 05/2015).
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5.3 CONCENTRACAO DE METAIS EM AMOSTRAS DE SEDIMENTO

Na Tabela 7 pode-se observar os resultados obtidos na determinacdo dos metais
totais e biodisponiveis para amostra de sedimento, bem como, os valores atribuidos para
efeitos bioldgicos adversos em relagdo a concentracdo de cada metal pelo Conselho
Canadense de Ministérios do Meio Ambiente (CCME, 1998). O Conama 344/04 apresenta a
qualidade para sedimentos em Nivel 1 e Nivel 2 que sdo os valores de NEL e NEP
respectivamente para Cd, Cr, Cu, Pb e Zn, para o Ni o Conama 344/04 segue o parametro do

Departamento de protecdo ambiental da Florida (FDEP (1994)).

Tabela 7 — Concentracdo de metais totais e biodisponiveis em amostra de sedimento

Metais Totais Biodisponiveis NEL* NEP** Conama 344/04
(mgKg™) (mgKg™) (mgKg™) (mgKg™) Nivel 1  Nivel 2

Cd 46+09 <LQ 0,6 3,5 0,6 3,5
Co 249+26 13,7+£0,2 - - - -
Cr <LQ <LQ 37,3 90 37,3 90
Cu 1419+5/1 40,3+0,3 35,7 197 35,7 197
Mn 839,4+911 4849+81,1 - - - -
Ni 46,8+ 3,8 129+0,2 - - 18 35,9
Pb 53,4 £6,6 31,8+£0,3 35 91,3 35 91,3
Zn 865,5 + 38,2 473,2 £ 38,2 123 315 123 315

*nivel de efeito limiar
** nivel de efeito provavel
Fonte: Autoria prépria

As concentracfes encontradas nos sedimentos sdo caracterizadas por valores acima
dos encontrados na &gua para todos os metais determinados. A presenca dos metais nos
sedimentos obedeceu a seguinte sequéncia de concentracdo: Zn>Mn>Cu>Pb>Ni>Co>Cd.
Comparou-se os resultados com o estudo feito por Voigt, L. C. et.al. (2014), por ser tratar de
um estudo semelhante realizado em reservatdrio da mesma regido.

A concentracdo de Cd foi a menor dentre os metais analisados, em estudo similar em
reservatorio realizado por Voigt, L. C. et.al. (2014), a concentracdo encontrada para Cd

(4,07+0,31) em um dos pontos, foi proxima a encontrada neste trabalho e Bastami, K. D. et.
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al. (2015) que encontraram concentracdes para Cd 4.58 + 1.18 (mgKg™). Mas comparando-se
com 0 CONAMA N°344/2004 e valores adotados internacionalmente pela CCME (1998) para
NEL e NEP, a concentracdo encontrada representa perigo potencial aos organismos expostos.

Para 0 Co as concentragdes foram de 24,9 mgKg? proximas ao estudo feito por
Voigt, L. C. et.al. (2014) que encontraram para Co (28,00+1,07) e Santana e Barroncas (2007)
encontraram 33 mgKg™. Ndo ha valores tabelados para classificacdo de concentragdes em
sedimento para o Co nas legislagdes.

As concentracdes encontradas para o Ni estdo acima do valor considerado seguro
para biota e comparando com estudos de Voigt, L. C. et.al. (2014) as concentra¢Ges foram
maiores (27,65+2,72) e similares ao trabalho de Jesus, H. C. et.al. (2004) que encontraram 43
mgKg™. Para legislagdo internacional ndo ha valores de referéncia para Ni.

Pode-se observar que para o Pb as concentracGes obtidas foram intermediarias em
relacdo aos outros metais deste estudo. Sua concentragdo foi maior quando comparou-se com
as concentracbes encontradas no estudo de Voigt, C.L. et.al. (2014) que determinaram
31,96+3,20 mgKg™. No entanto foi menor em relagdo aos estudos de Alves, R.I.S. et.al.
(2010) que encontraram 672,7 mgKg™. Comparando com nivel do CONAMA N°344/2004 e
CCME (1998), a concentracdo de Pb representa perigo potencial aos organismos expostos.

A amostra apresentou concentragdes de Cu (141,9 + 5,1 mgKg™?) maiores em relagio
ao trabalho de Voigt, C.L. et.al. (2014) Cu (40,32+7,44) e Loureiro, D. et.al. (2012) Cu 42,8 +
7,38 mgKg™ e menor em relagdo ao estudo feito por Alves, R.1.S. et.al. (2010) Cu 1.569,7
mgKg™. Em relacdo aos parametros das legislagdes CONAMA N°344/2004 e CCME (1998)
as concentracdes encontradas da mesma forma que Pb, Ni e Cd apresentam risco potencial aos
organismos expostos.

Com a segunda maior concentracdo encontrada entre os metais analisados, o Mn teve

concentragdes maiores que as encontradas pelos autores Voigt, C.L. et.al. (2014) 336,39 +
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54,53 e menores em relagdo a Alves, R.1.S. et.al. (2010) e 4.879,1 mgKg™. N&o ha parametros
para este metal na legislacdo nacional e internacional.

Para Zn encontrou-se o maior valor de concentragcdo de todos os metais analisados,
sendo maior em relagdo aos estudos de Voigt, C.L. et.al. (2014) que encontraram 65,93+12,82
e Loureiro, D. et.al. (2012) que determinaram 124 + 5,11 mgKg™ e menor em relacdo ao
encontrado por Alves, R.1.S. et.al. (2010) 1.604,9 mgKg™. CONAMA N°344/2004 e CCME
(1998) indicam que o metal Zn esté diretamente relacionado aos efeitos adversos biologicos.

O local de estudo deste trabalho encontra-se as margens de rodovias e posto de
combustivel, tais fatores podem contribuir para a acumulacdo de metais nos sedimentos da
lagoa. Automoveis sdo uma importante fonte de contaminacdo por metais em ambientes
urbanos, pois 0s metais sdo liberados dos veiculos por varios caminhos, por exemplo, Cd Cr
Cu Ni, Pb, Zn estéo presentes em combustiveis e Zn faz parte de tambem de lubrificantes. Em
épocas chuvas o deslocamento dos metais que estdo na estrada € direcionado para dentro do
reservatorio e solo (PULLES, T. et al. 2012 p. 641-651; PEREIRA, E. et. al. 2007 p. 744;
BELLUTA, I. et.al. 2008 p. 253).

A estrutura dos reservatorios faz com que caracteristicas hidraulicas do fluxo de dgua
seja alterada, diminuindo a velocidade do fluxo faz com que as particulas sélidas depositem-
se no fundo. O depdsito no leito do reservatorio é formado de materiais solidos, sedimentos
que sdo carreados por enxurradas de areia e argila dos arredores do reservatorio e também por
deposicdo da decomposicdo de matéria organica. Assim as particulas de maior didmetro se
depositam na entrada do reservatdrio e as mais finas no decorrer do reservatério (FERREIRA,
C.W.S. 2012).

Sedimentos de reservatorios sdo um estoque de contaminantes, como 0s metais, estes
por sua vez podem estar ligados a areia ou argila, ou também complexados a matéria organica

condicionados as condi¢Ges ambientais.
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Para isso determinou-se as concentracGes de metais biodisponiveis nas amostras de

sedimento, como demonstradas na Figura 8 em relacdo as concentragdes dos metais totais.

Figura 8- Concentracdo de metais totais e biodisponiveis em sedimento

900 [ ] Metais totais
1 [ Metais biodisponiveis
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Fonte: Autoria prépria

A tendéncia para as concentracbes dos metais biodisponiveis nas amostras foi
Mn>Zn>Cu>Pb>Co>Ni. A tendéncia em relacdo aos metais totais para Cu e Pb foi a mesma.
No entanto para Zn e Mn, Co e Ni, houve uma inversdo na tendéncia, sendo que a
concentracdo de Zn e Co foram maiores para metais biodisponiveis em relacdo as
concentracdes de Mn e Ni, respectivamente.

Devido as condi¢cdes ambientais a biodisponibilidade desses metais pode ser alterada,
como por exemplo, os metais podem ser adsorvidos em particulas de argila ou matéria
organica, contudo eles podem ser novamente redisponibilizados para 0 meio aquatico atraves
das reacBes de oxirreducdo, atividade dos organismos aquaticos e atividades humanas
(COTTA, REZENDE E PIOVANI, 2006). Devido a tais condi¢cbes as concentracGes de
metais biodisponiveis sdo menores que as concentra¢fes dos metais totais.

A partir de todas as concentracdes dos metais pode-se calcular o IPM, encontrou-se

um valor de 2,89 o que indica que o sedimento do local de estudo encontra-se poluido pelos
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metais estudados. Howard, I. C. Olulu, B. A. (2012), utilizaram valores de IPM para
investigar a poluicdo por metais em varias partes do rio Sombriero, os valores encontrados
para os metais (Cd, Pb, V, Fe, Ni, Cu e Zn) mostraram consisténcia no indice de polui¢éo por
metal das varias estacOes da area de estudo. As estacfes com maiores indices de poluicdo

foram relacionadas as areas de atividades industriais intensas.

5.4 CONCENTRACAO DE METAIS EM FIGADO E MUSCULO DE Oreochromis

niloticus (TILAPIA)

A Tabela 8 apresenta as concentracfes de metais potencialmente toxicos encontradas
para as amostras de musculo e figado de Oreochromis niloticus e os limites aceitaveis para

consumo pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para metais em peixe.

Tabela 8 — Concentracdo de metais em musculo e figado de Tilapia e limites aceitaveis pela ANVISA para

musculo

Musculo Figado Anvisa

(mgKg™) (mgKg™) (mgKg™)
Cd <LQ 451 +0,194 0,05"
Co 10,93+0,4 17,19+ 0,53 -
Cr <LQ <LQ 0,1
Cu <LQ <LQ 30"
Mn <LQ 11,88+ 0,75 -
Ni 5,4+ 0,37 10,59 + 0,52 5,0™
Pb 244+19 240+1,7 0,3
Zn 33,4+6,9 89,52 + 2,59 50™

* Resolucdo-RDC n. 42, de 29/08/2013
** Decreto n° 55871, de 26 de marg¢o de 1965
Fonte: Autoria prépria

Por meio dos resultados encontrados na Tabela 8 verificou-se que a tendéncia de
concentracdo dos metais no figado foi Zn>Pb>Co>Mn>Ni>Cd. E para o musculo foi
Zn>Pb>Co>Ni. Verificou-se que a tendéncia nas concentracfes de metais em figado e
musculo, permaneceram as mesmas. No entanto as concentrac6es no figado foram mais altas
em relacdo as concentracdes encontradas no musculo. As concentraces dos metais Cd, Cr,

Cu e Mn (masculo) e Cr e Cu (figado) ficaram abaixo do limite de quantificacdo da técnica.
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O figado sintetiza e segrega um grande nimero de proteinas, tais como fibrinogénio
e albumina. O papel metabdlico importante do figado esta relacionado a sua localizacdo
privilegiada dentro da circulacdo sistémica. Este local também é devido a importancia do
figado no armazenamento, metabolismo, redistribuicdo, e excrecdo de tdxicos ambientais e
faz com que seja ao mesmo tempo, um tecido alvo de substancias toxicas (HINTON, D. E. et.
al 2008).

Uma rota de exposicdo de metais no figado é o transporte pelo sangue, 0s metais
podem se ligar as proteinas plasmaticas e ser transportados para o restante do organismo,
como € o caso do Cd apontado no estudo realizado por Squadrone, S et.al. (2013).

Nos musculos a atividade metabdlica é relativamente menor em relacdo ao figado o
que justifica a menor capacidade de acumulo de metais no masculo (SQUADRONE, S. et.al.
2013).

Resultados semelhantes as concentragcdes encontradas para o masculo neste trabalho
foram encontradas por Voigt, C. L. et.al. (2014) em reservatdrio onde foram determinadas
concentracdes de Co 7.87+0.88, Ni 3.70+1.35, Pb 1.91+1.31, Zn 23.18+4.48 (mgKg?). Na
Nigeéria, Eneji, I. S. Sha’Ato, R. Annune, P. A. (2011) encontraram para Pb 3,58, Zn 18,1
(mgKg™). Kumar, B. et. al. (2011) na india, verificaram para o Ni 4.03+0.55, Zn 47.80+3.29
(mgKg™).

De acordo com os valores encontrados para o musculo e os valores limites
estabelecidos pela Anvisa apontados na Tabela 8, os metais Ni e Pb encontram-se acima dos
valores permitidos pela legislacdo, o que indica risco de exposicdo humana devido ao
consumo.

Ja para 0 Zn a concentracdo encontrada esta abaixo do valor maximo estabelecido
pela ANVISA (50 mgKg?), porém mesmo sendo um micronutriente, em quantidades

elevadas pode prejudicar o metabolismo celular. Em estudo onde Tilapias foram expostas a
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quantidades baixas (1mgL™), médias (2,5 mgL™) e altas (5 mgL™?) de Zn tiveram mudancas
significativas observadas nos pardmetros imunoldgicos e hematolégicos (CELIK, E. S. et.al.
2012).

O Pb pode ser absorvido pelo intestino e estocado nos 0ssos, uma vez que o Pb?* tem
um raio similar ao do Ca?" da hidroxiapatita. Como 0 0sso é continuamente formado e
reabsorvido, isto permite que o Pb?* circule no sangue atingindo alvos criticos nos tecidos
nervosos e formadores do sangue. O chumbo no sangue mesmo em pequenas concentracoes
estd relacionado a dificuldades de crescimento, audicdo e desenvolvimento mental
(SHRIVER, et.al. 2008).

O Ni é necessario em pequenas quantidades para a producéo de células vermelhas do
sangue, mas torna-se ligeiramente tdxico em excesso de quantidade. Sua exposicdo cronica
pode causar reducdo do peso corporal, do coracdo e no figado, e irritacdo na pele (GOVIND,
P. MADHURI S. 2014 p. 20).

As medias das concentracfes dos metais determinadas nas amostras de figado e

musculo estdo apresentadas nas Tabelas 9 e 10, juntamente com seu desvio padréo.

Tabela 9 — Concentracdo de metais em amostras de figado de Oreochromis niloticus

Amostra Cd Co Ni Pb Zn Mn
6 5.8+0,1a 16.8+0,9a 10.7+0,17a 25.8+4,3a 91.0+1,7b  20.2+0,2b
7 5.3+0,02a 18.5+0,4a 11.3+1,8a 28.740,01a  82.2+1,0b 7.2+0,7¢
8 5.6+0,6a 16.4+0,8a 10.5+0,8a 22.2+3,8b 90.5+4,8b  22.5+1,2b
9 4.8+0,01a 16.1+0,7a 9.6+2,4a 31.4+8,6a 119+11a 31.1+2,1a
10 5.3+0,1a 19.4+0,2a 12.3+0,07a 24.9+1,8b 88.5%3,9b 9.1+0,4e
12 3.9+0,3b 12.5+0,1b 9.9+0,8a 21.0+1,4b 84.6%2,3b 4.0+0,2f
13 3.5+0,2b 16.9+0,03a 7.3+0,6a 16.5+0,1b 94.5+14b 13.4+3,4c
14 3.4+0,04b 18.9+0,3a 10.3+0,5a 18.9+0,7b 83.0%£2,9b 5.8+0,4f
15 3.7+0,9b 17.5+1,6a 9.5+1,8a 22.2+4,4b 84.7+1,7b 14.4+0,8¢c
16 5.9+0,2a 17.5+0,3a 12.1+0,3a 31.8+1,7a 121+0,6a 10.4+1,5d
17 4.2+1,2b 12.6+2,4b 11.2+0,2a 30.0+0,2a 119+6,9a 5.2+1,2f

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, considerando o valor

nominal de 5% de significancia.
Fonte: Autoria propria

Os resultados permitem concluir que houve diferenca significativa entre as amostras

de figado analisadas com relacdo as concentracdes de metais determinadas ao nivel de 5%.
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Tabela 10 — ConcentragGes de metais nas amostras de musculo analisadas

Metal Co Ni Pb Zn
6 8.0£0,1c  5.24#0,2a 21.6+0,3a 53.1+22,7a
7 8.2#0,5c  6.5#0,6a 22.2+2a  29.9+1,0a
8 8.7t1,5c 5.1+0,1a 21.5+3a 33.1tl1,2a
9 11.7+#1,1b 5.3%0,1a 24.4+l14a 45.9474a
10 | 13.4+0,4a 5.9+01,1a 25+0,1a  33.445,6a
12 | 12.7+0,4a 6.3£0,2a 24.5t5,2a 36.0+8,4a
13 | 11.54#0,1b 6.1+2,0a 26.9+2,3a 33.916,3a
14 | 10.940,3b 4.7#0,9a 24.4+1,1a 27.446,0a
15 | 11.440,5b 5.5+0,4a 26.3+3,7a 20.7+1,3a
16 | 10.840,2b 5.2+0,01a 29.3+24a 27.3%7,0a
17 | 10.5#02b 5.7#1,3a 28.4+0,3a 51.9+16a
Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, considerando o valor
nominal de 5% de significancia.

Fonte: Autoria prépria

Os resultados das concentragdes de metais nas amostras de musculo estdo
apresentados na Tabela 10, onde as médias foram comparadas estatisticamente ao nivel de
5%.

De acordo com o teste de comparacdo de médias verificou-se que para as amostras
de figado Cd, Co, Pb, Zn e Mn e Co o musculo as concentracdes diferiram entre 0s
individuos, no entanto para Ni, Pb e Zn no musculo e Ni no figado houve semelhanca entre as
concentracgdes e os individuos analisados.

Verifica-se através das Figuras 9, 10, 11 e 12 que os metais possuem maior afinidade
pelo figado quando comparada a afinidade dos mesmos pelo musculo. O figado possui um
aporte sanguineo maior em relacdo ao musculo, que faz com que os metais que estao ligados
as proteinas plasmaticas ao passar pelo figado tenham mais afinidade pelas proteinas do
figado do que do sangue, assim acumulando mais metais no figado em relacdo ao musculo

(KLAASSEN, C. WATKINS, B. J. 2012).
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Figura 9- Concentracdo do metal Zn em amostras de figado e musculo
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Figura 10 — Concentracdo do metal Co em amostras de figado e musculo
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Figura 11 — Concentragdo do metal Pb em amostras de figado e masculo
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Figura 12 — Concentracdo do metal Ni em amostras de figado e misculo
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Para quantificar tal acumulacdo dos metais nos tecidos é importante calcular o fator

de bioacumulagéo.
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5.4.1 Fator de bioacumulacéo (FBA) para dgua e sedimento

Os resultados referentes ao FBA séo apresentados na Tabela 11, para amostras de

musculo e figado.

Tabela 10 — Fator de bioacumulacéo para sedimento e agua

FBAs
Cd Mn Zn Cu Ni Co Pb
Figado 0,98 0,01 0,10 - 0,23 0,69 0,45
Musculo - - 0,04 - 0,12 0,44 0,45
FBAa
Cd Mn Zn Cu Ni Co Pb
Figado - 19,58 - - 107,8 129,25 -
Musculo - - - - 55,9 82,15 -

Fonte: Autoria prépria

De acordo com os autores Klavin, et al. (1998) como cita Chiba, W. Passerini, MD.
Tundisi, JG. (2011) se o FBA for > 1considera-Se 0 contaminante bioacumulado no tecido.

Verifica-se pela Tabela 11 que os valores de FBAa foram maiores em relacdo ao
FBAs para o Co e Ni, tanto para o musculo como para o figado, devido ao maior contato com
a agua do que com sedimento. No entanto o FBA de ambos, agua e sedimento, foram maiores
para o figado, mostrando a afinidade dos metais pelo tecido hepatico em relacdo ao tecido
muscular.

Tilapias tendem a ficar no fundo de lagoa tem contato maior com o sedimento, o que
faz com que as chances de contato com contaminante e por consequéncia a acumulacdo destes
seja maior. Como o sedimento foi classificado como poluido através do calculo de IPM, os
peixes desse ambiente tendem a bioacumular esses metais, como de fato comprovou os
fatores de FBAs.

As rotas de contaminacdo podem ser através do contato direto com a agua e material

sedimentar, e através da ingestdo de agua, material particulado, plantas entre outros. O FBAa
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pontua tanto para o figado como para o musculo que a contaminacdo da agua do ambiente
esta diretamente relacionada com a acumulagéo de metais no organismo do peixe.

Como em estudos semelhantes (Voigt, C. L. et. al. 2014; Younis, A. N. et. al. 2015)
os fatores de bioacumula¢do comprovam a afinidade dos metais para os tecidos do figado em

relacdo ao musculo indicando o figado como o tecido de maior afinidade de bioacumular

metais.

5.5 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO POR METAIS EM

Oreochromis niloticus

Os resultados obtidos para as respostas celulares medidas de estresse oxidativo
induzido por metais estdo apresentados nas Figuras 13, 14, 15 e 16. Comparou-se 0S

resultados encontrados com um grupo controle.

Figura 13 - Concentracgdo de ti6is ndo proteicos Figura 14 - Atividade da Glutationa S-transferase
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Figura 15 - Peroxidacdo lipidica Figura 16 - Carbonilacdo de proteinas
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Fonte: Autoria Propria

De acordo com os resultados apresentados pode-se verificar que ha indicativo de
estresse nas células do figado. Quando ha& contato de estressores no meio celular, o
metabolismo de defesa € ativado para minimizar o efeito do xenobidtico na célula. No entanto
se 0 sistema de defesa ndo responde, danos ocorrem no ambiente celular.

Como apresentado nas Figuras 13, 14, 15 e 16 ha um aumento na carbonilagdo e na
peroxidacdo em relacdo ao grupo controle. O aumento no niveis de GSH é considerado
indicativo de estresse oxidativo, no entanto quando as defesas antioxidantes sdo insuficientes
ou inativas danos oxidativos tais como a peroxidacdo lipidica pode ocorrer. Esse processo
acontece quando exite um excesso de metais que interagem com H20- resultando no aumento
de radicais hidroxilas via reacbes de Fenton, esses radical ¢ a causa da peroxidacdo
(BALLESTEROS et al. 2009; MANOJ AND PADHY, 2013; FLORENCE et. al. 2002 como
cita PALERMO, F. F. et. al. 2015).

Assim para verificar a semelhanca entre as concentraces de metais encontradas e 0s
bioensaios utilizou-se 0 método de analise por agrupamento hierarquico (HCA). A Figura 17

apresenta os resultados obtidos.

61



Figura 17 — Andlise por agrupamento hierarquico dos metais no figado e bioensaios
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A partir da HCA apresentada da Figura 17 podemos verificar a relacdo entre o teor
de metais e a metalotioneina no figado. A alta capacidade de acumulacéo do figado resulta na
presenca de proteinas chamada metalotioneinas que ligam-se aos metais diminuindo sua
toxicidade e permitindo o acumulo de altas concentragcdes (ROESIJUDI, G. 1996; REYES, J.
L. et. al. 2013; PALERMO, F. F. et. al. 2015).

Como a metalotioneina regula o processo de metais essenciais para 0 organismaos, e 0
Zn é um micronutriente que trabalha na regulacdo celular ligado a proteinas como
metalotioneina, o mecanismos primario de trabalho com o Zn é com a GSH. Porém em
excesso desse metal pode esgotar a GSH resultando entdo em estresse oxidativo
(JOZEFCZAK, M. et.al. 2012).

Uma segunda semelhanca é observada no caso dos indicativos de danos celulares
com o metal Ni. Estudos de exposicdo de peixes a concentracdes de Ni concluiram que ha
alteracdes nas defesas antioxidantes em presenca de Ni, causando peroxidacdo lipidica no
figado e danos no DNA, concluindo que o nivel de Ni permitido pela legislacdo brasileira, ndo

é seguro (PALERMO, F. F. ET. AL. 2015).
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A contaminacdo ambiental por meios antropicos esta cada vez maior, assim surge a
necessidade de se entender como a contaminagdo esta afetando o ambiente. Para isso
bioindicadores sdo necessarios, como por exemplo os peixes.

A partir dos resultados encontrados neste estudo pode-se perceber que a tilapia é um
bom indicador na contaminacdo de metais, pois é uma espécie de facil adaptacdo em
ambientes bastante prejudicados pela poluicdo e também muito importante do ponto de vista

economico e alimentar.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos conclui-se que as amostras de dgua do reservatorio
em estudo contém Co, Mn e Ni em sua fragdo dissolvida.

O sedimento do reservatdrio estd poluido por metais potencialmente toxicos de
acordo com o indice de poluicdo por metais e as concentragdes encontradas para Cd, Cu e Pb
representam perigo potencial aos organismos expostos, pois situam-se entre os indices de
NEL e NEP. O metal Zn apresentou concentracao acima de NEP, indicando que ele pode estar
diretamente relacionado aos efeitos bioldgicos adversos.

As concentragdes de Ni e Pb no musculo de Oreochromis niloticus encontram-se
acima do valor estipulado pela ANVISA para consumo humano, indicando que ha
contaminacdo das espécies em estudo por tais metais, bem como risco a salde humana ao se
consumir esses peixes. As concentracGes de metais potencialmente toxicos no figado foram
mais altas em relacdo as concentragfes encontradas no musculo, indicando maior afinidade
entre 0s metais e o figado do que os metais e 0 masculo, fato que foi confirmado também pelo
fator de bioacumulacéo, onde os valores para figado sdo maiores em relagdo aos valores para
0 musculo.

Tanto para o figado como para o musculo o metal com maior concentragdo
encontrado foi o Zn, essa maior concentracdo foi observada também para o sedimento,
indicando ser esta a principal fonte de contaminacdo do peixe.

Os ensaios bioldgicos mostraram aumento nos niveis de peroxidacdo lipidica,
proteinas carboniladas e aumento na GSH, bem como a relacdo através da HCA dos metais
coma MT. A partir disso conclui-se que os metais além da contaminacao da dgua e sedimento

estdo influenciando negativamente os espécimes de Oreochromis niloticus desse reservatoério.
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