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RESUMO

As substancias himicas aqudticas possuem grande importancia ambiental por terem a capacidade
de complexar fons metélicos presentes no ambiente influenciando a disponibilidade dos mesmos,
tornando-os geralmente menos téxicos para a biota. As Metalotioneinas (MT) apresentam a
caracteristica de regular metais nos organismos aquéaticos, sendo induzidas na presenca de metais e
outros compostos e, portanto utilizadas como biomarcador ambiental. O benzo[a]pireno € oriundo
de fontes biogé€nicas, pirogénicas e petrogénicas e seu efeito na inducdo de MT em tildpias é
desconhecido. Neste contexto, foi avaliada a inducao de MT em peixes expostos a metais toxicos
individualmente e na mistura, na auséncia e presenca de substincias himicas aquéticas (SHA),
bem como na presenca de benzo[a]pireno. Neste trabalho foram feitas a otimizagcdo e
padroniza¢do do método para quantificagdo de metalotioneinas em figado e branquias de peixes
empregando a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Fluorescéncia
(HPLC-FD). Também foi avaliada a influéncia do tempo de duracdo dos ensaios na inducdo de
metalotioneinas em peixes expostos a metais de interesse ambiental durante 3, 7 e 14 dias. Tilapias
do Nilo (Oreochromis niloticus) foram alocadas em aquarios individuais e submetidas a exposi¢éo
a concentracdes regulamentadas pela resolu¢cdo Conama 357/2005 para rios Classe 2, Classe 3 e 5
vezes Classe 3 de Cadmio, Cobre, Chumbo, Ferro e Benzo[a]pireno isoladamente, bem como a
mistura dos metais na presenca e auséncia de SHA. A concentracdo de metal “livre” foi
acompanhada durante os experimentos de exposi¢cdo empregando o Sistema de Ultrafiltracdo com
Fluxo Tangencial. Em todas as amostras de dgua dos experimentos de exposi¢do e no tecido
muscular dos peixes utilizados foram realizadas a quantificacdo do estoque de metal total
empregando um Espectrofotometro de Absor¢do Atomica com Atomizacdo Eletrotérmica
(GFAAS) ou por Chama (FAAS) e os parametros fisico-quimicos foram monitorados seguindo a
recomendagdo de método oficial. Os resultados revelaram a ocorréncia de bioacumulagdo de Cu,
Cd e Pb no tecido muscular, ndo sendo observada diferencas para o Fe. Foi observado um
aumento na inducio das MT hepiticas para os peixes expostos aos metais (17 — 127 ug MT g de
figado) e ao benzo[a]pireno (23 — 82 ug MT g de figado), em relagdo ao grupo mantido como
controle (17 — 34 pg MT g de figado), para todos os tempos avaliados. Assim os resultados
indicaram que o aumento da concentracdo de MT em figado de tilapias expostas a Cd, Pb, Fe, Cu
e Benzo[a]pireno sugerem a possibilidade do emprego de MT como biomarcador para avaliar a
resposta bioldgica dessa espécie para poluicdo de ambientes aqudticos por esses compostos.
Observou-se que um periodo de 7 dias de exposi¢do € suficiente para avaliar a inducio da proteina
em estudos de biomarcador ambiental a metais em tildpias. As SHA influenciaram negativamente
na bioacumulagao de Pb, tornando o metal menos biodisponiveis, enquanto o tempo de exposi¢ao
e concentracdo do metal no meio influenciaram positivamente a acumulacdo de Fe no tecido
muscular dos peixes. Houve uma diminui¢do da indu¢do das MT com o aumento da concentracao
das SHA no meio e a concentra¢io de metal “livre” ndao complexado as SHA foi menor em relacao
a concentracdo de metal total ao fim dos experimentos, permitindo concluir que tais substincias
diminuem a biodisponibilidade de metais.

Palavr as chave: Metalotioneinas, Substancias Himicas Aquaticas, Metais, Benzo[a]pireno.



ABSTRACT

The aquatic humic substances have great environmental importance to have the ability to complex
metal ions present in the environment influencing their availability, making them generally less
toxic to biota. Metallothioneins (MT) have the characteristic of regular metals on aquatic
organisms being induced in the presence of metals and other compounds and therefore used as a
biomarker environment. Benzo[a]pyrene is formed by biogenic sources, pyrogenic and petrogenic
and its effect on the induction of MT in tilapia is unknown. In this context, we evaluated the
induction of MT in fish exposed to toxic metals (Fe, Cu, Cd and Pb) individually and all these
metal combined in the absence and presence of humic substances (SHA), as well as in the
presence of benzo[a]pyrene. In this work we made the optimization and standardization of the
method for quantification of metallothionein in liver and gills of fish employing the technique of
High Performance Liquid Chromatography with Fluorescence Detector (HPLC-FD). We also
evaluated the influence of the duration of the tests in the induction of metallothionein in fishes
exposed to metals of environmental interest for 3, 7 and 14 days. Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) were placed in individual aquaria and subjected to exposure to concentrations regulated
by CONAMA 357/2005 Resolution for rivers Class 2, Class 3 and 3 fold the concentrations to
Class 3 for Cadmium, Copper, Lead, Iron and Benzo[a]pyrene separately, and all these metals
combined in the presence and absence of SHA. The concentration of free metal was monitored
during the exposure experiments using a Tangential Flow Ultrafiltration System (TFUS). In all
samples of water exposure experiments and in the muscle tissue of fishes were quantified total
metal employing a Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrophotometer (GFAAS) or Flame
Atomic Absorption Spectrophotometer (FAAS) and physico-chemical parameters were monitored
following the recommendation of the official method. The results revealed the occurrence of
bioaccumulation of Cu, Cd and Pb in muscle tissue, with no differences observed for Fe. An
increase in the induction of hepatic MT for fish exposed to metal (17-127 mg MT-1 liver g) and
benzo[a]pyrene (23-82 mg MT-1 liver g) in relation to control group (17-34 mg MT-1 liver g) for
all periods studied. Thus the results indicate that increasing the concentration of MT in the liver of
tilapias exposed to Cd, Pb, Fe, Cu and benzo[a]pyrene confirmed the possibility of use of MT as a
biomarker to assess the biological response of this specie to water pollution for these compounds.
It was observed that a period of 7 days exposure was sufficient to evaluate the MT induction as
biomarker in environmental studies in tilapia. The SHA influenced negatively in the
bioaccumulation of Pb, making it less bioavailable, while the exposure time and metal
concentration in the water influenced the accumulation of Fe in the muscle tissue of fish. There
was a decrease in the MT induction with increasing concentration in the water and the SHA
concentration of the free metal SHA was lower in relation to the total metal concentration at the
end of the experiments, leading to the conclusion that these substances reduce the bioavailability
of metals.

Keywords: Metalothionein, Aquatic Humic Substances, Metals, Benzo[a]pyrene.
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1. INTRODUCAO



INTRODUCAO MARTINS, 2013

Os ambientes aquaticos proximos a dreas urbanas e industrializadas sio comumente
contaminados com descargas de poluentes, por meio de lancamento de efluentes industriais e
domésticos, deposicdo atmosférica, escoamento superficial agricola e urbano, resultando no
aporte de substancias compostas por agentes quimicos como metais ou compostos organicos, os
quais sao potencialmente toxicos para a biota.

A contaminacdo dos ambientes aquaticos por metais € consequéncia de processos naturais
ou da polui¢do decorrente das atividades antrdpicas, representando consideravel ameaca para as
diferentes formas de vida ali existentes. Metais como chumbo e ciddmio sdo frequentemente
utilizados pelas industrias ceramicas (GOWD; GOVIL, 2008). O uso de defensivos agricolas é
considerado outra fonte de poluicdo de metais, pois podem conter em sua composi¢ao espécies
dos ions cobre, cadmio e chumbo (TOMAZELLI et al., 2003; GOWD; GOVIL, 2008). Também
€ possivel que ocorra contaminagdo de ambientes aquéticos por processos naturais e pelo
intemperismo de rochas e solos, disponibilizando metais como o ferro o qual pode ocorrer
naturalmente em alguns locais.

O benzo[a]pireno é um hidrocarboneto policiclico aromatico e um dos compostos
considerados pelo Agéncia Internacional para a Pesquisa sobre o Cancer (IARC) como
cancerigeno estando contemplado na classe de Substéncias Téxicas Persistentes. E um composto
ubiquo no ambiente, oriundo de fontes biogénicas, petrogé€nicas ou pirogénicas sendo, para esta
ultima, a queima da palha da cana-de-agiicar um dos grandes contribuintes para o incremento da
concentracao deste composto (SILVA et al., 2010).

A concentracdo de fons metdlicos na dgua depende de fatores como, pH, temperatura e
quantidade de matéria organica presente no meio, dentre outros. Sabe-se que a maior parte das
moléculas organicas presentes em ambientes de dgua doce € composta pelas substincias humicas
aquaticas (SHA), moléculas que possuem grupamentos reativos e sdo capazes de complexar
metais e compostos organicos. Muitos trabalhos demonstraram que os metais quando
complexados as substancias humicas tornam-se menos disponiveis nos ambientes para interagao

com a biota (ROMAO et al., 2002; SANTOS et al., 2004; SANTOS et al., 2008). Estudos tém
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avaliado a contaminacdo dos corpos aquaticos por metais por meio do seu monitoramento na
coluna d’4gua (GALLO et al., 2006; ANTUNES et al., 2007; FARAG et al., 2007; MELO, 2010).
Entretanto neste tipo de diagnéstico avaliado por meio de padrdes de qualidade da 4dgua em
func¢do do seu uso, no caso dos corpos aquéticos inclui a prote¢do da vida aquatica por meio de
uma avalia¢do individualizada dos poluentes. Esta abordagem é importante, porém nao garante a
avaliacdo do efeito da mistura de poluentes para a seguranca dos organismos que vivem no
ambiente aquético. No caso do benzo[a]pireno por se tratar de um composto organico e afinidade
por se depositar nos sedimentos, faz com que sua concentracdo na coluna d'dgua nio seja
facilmente detectada pelos métodos disponiveis, tornando mais interessante sua caracterizagao no
sedimento ou a busca de outras estratégias de avaliacdo como o uso de biomarcadores para inferir
sua presenca no ambiente.

A legislagdo ambiental brasileira, como a Resolu¢do Conama 357/05 estabelece padrdes
individuais de varios compostos prevendo a manuten¢do da vida aquética e de outros usos da
dgua, sendo estes padrdes derivados da avaliacdo individual e a mistura de poluentes ndo sao
considerados. Em contrapartida, tal Resolucdo também recomenda o emprego de ensaios de
toxicidade para avaliacdo da qualidade de corpos aquéticos. Uma ferramenta que tem se mostrado
promissora no monitoramento de poluentes em ecossistemas aquaticos € a utilizacdo dos
biomarcadores, que sdo definidos como alteragdes bioldgicas relacionadas a exposi¢do a
compostos presentes no ambiente, as quais podem ser observadas em qualquer nivel de
organizacdo, desde ecossistemas até compartimentos subcelulares (PEAKALL, 1994).

A expressao de metalotioneinas em tecidos de peixes apds exposi¢do a metais vem sendo
considerado em diversos estudos ecotoxicologicos como biomarcador (CARVALHO et al., 2004;
SCHMITT, 2007; COIMBRA, 2008). As metalotioneinas sao proteinas de baixa massa molecular
(6 a7 kDa) e ricas em residuos de cisteinas em sua estrutura, que por sua vez contém grupos tidis
(KAGI, 1991). Estes grupos conferem as mesmas a capacidade de se ligar com metais essenciais
e nao essenciais, tais como cddmio, cobre, mercurio, prata e zinco sendo, portanto, uma proteina

reguladora de metais nos organismos (KLAASSEN et al., 2001).
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Apesar dos metais serem os mais bem conhecidos indutores de metalotioneinas, a sintese
dessas proteinas também pode ser estimulada por diversos outros compostos como hormonios,
além do estresse oxidativo (KAGI, 1991). Alguns estudos demonstraram que a exposicio de
organismos aqudticos, tais como os peixes Trematomus bernacchii e Fundulus heteroclitus, a
compostos organicos como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e dioxinas, também
parecem induzir a expressao de metalotioneinas (VAN DEN HURK et al., 2000; REGOLI et al.,
2005; ROESIJADI et al., 2009).

Desta maneira e considerando que os biomarcadores ambientais podem complementar a
avaliacdo da qualidade de um corpo aquatico, o emprego de tal ferramenta para avaliacdo da
poluicao ambiental pode ser considerado uma boa alternativa, principalmente quando de uma
investigacdo qualitativa das classes de poluentes que afetam determinado corpo aquaético,

permitindo diagnosticar e prevenir efeitos adversos a biota.
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2.1. Metaisno ambiente aquatico

Os metais t€m sido empregados nas atividades humanas desde a antiguidade, e se mantém
presentes no nosso cotidiano, o que tem contribuido para que esses elementos alcancem
ambientes aqudticos, contaminando-os e aumentando os niveis de polui¢do em funcdo dos
processos de industrializacdo e urbanizacdo (AGUSA et al., 2007; MOK et al., 2012). Essas
atividades t€ém aumentado a quantidade e a distribuicdo de metais nos diferentes reservatorios
naturais de dguas, bem como no solo, sedimento, biota e na atmosfera.

Alguns metais, tais como Cu, Fe, Mn e Zn, s@o micronutrientes essenciais em processos
de fungdo fisiolégica para a maioria dos seres vivos. No entanto, os limites tolerdveis e as
mudancas ambientais podem por sua vez afetar a biocinética de metais nos peixes levando a
mortalidade, enquanto que concentracdes subletais podem levar a mudangas comportamentais,
bioquimicas e histoldgicas (WANG, 2002; AMIN et al., 2003). Os elementos ndo essenciais, tais
como Al, Hg, Pb, Cd, Ag, Cr eNi, sao aqueles ndo possuem fun¢do bioldgica e sdo geralmente
toxicos aos organismos, pois podem provocar uma série de disttirbios que podem levar a morte
dos individuos (BARBOSA et al., 2010).

O chumbo € um metal bem distribuido globalmente, tendo seu aporte no ambiente oriundo
de fontes naturais e antrépicas. O chumbo jia foi empregado como aditivo na gasolina, e
atualmente ainda € utilizado em alguns paises, ndo no Brasil, para a producio de baterias usadas
nas industrias automobilisticas, nas industrias extrativas, industrias de tintas e corantes, industrias
de cosméticos, de ceramica e bélica (LARINI, 1987). Um dos fatores mais importantes que
influenciam a toxicidade do chumbo na 4dgua € a concentracdo de ions livres, que afeta a
disponibilidade do chumbo aos organismos (CAVALCANTE, 2009). A exposi¢ao de peixes ao
chumbo resulta na hiperproducdo de muco nas branquias e na pele, provoca distirbios na
regulacdo i0nica, € responsavel por inibir o crescimento e degenerar os tibulos renais
(SORENSEN, 1991; TAO et al., 1999; OLIVEIRA, 2003). Para seres humanos, um mecanismo
da toxicidade do Pb bastante conhecido € a interferéncia na biossintese do grupamento heme e

sua consequéncia mais conhecida € o aparecimento de anemia hipocrdmica nos individuos pela
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inibicdo da enzima delta aminolevulinato desidratase (ALA-D), ocasionada pela diminuicido da
formacdo do grupamento heme nos eritroblastos da medula 6ssea (HEATH, 1995; OLIVEIRA,
2003).

O Cadmio é empregado em industrias de agroquimicos, pigmentos e galvanoplastia e
pode ser disponibilizado no ambiente como subproduto da producdo de aco, ferro, zinco,
pigmentos, entre outros (USEPA, 2001). E um metal que se bioacumula em organismos aquéticos
e em humanos causa danos renais e aos 0ssos, sendo considerado cancerigeno (PRETTO et al.,
2010; RICHETTTI et al., 2011).

O Cobre é empregado em industrias de materiais para constru¢do e como algicidas. A
toxicidade de Cu em peixes associa-se a problemas sensoriais e no olfato, além de efeitos
fisiol6gicos como desorientacdo (BALDWIN et al., 2011).

O Ferro estd presente nas rochas e minerais sendo um dos elementos quimicos mais
abundantes, em baixas concentracdes € um nutriente essencial para todos os seres vivos. Apesar
disso, em altas concentragdes o Fe pode inibir a atividade enzimaética e tornar o organismo mais
susceptivel a doengas infecciosas (JABEEN; CHAUDHRY, 2010). O Fe estd envolvido em
diversos processos metabodlicos como o transporte de oxigénio, o transporte de elétrons, a sintese
de DNA e atua como cofator de muitas proteinas. Porém a sua forma livre pode ser tdxica,
baseada no mecanismo de Fenton, onde o Fe pode reagir com intermedidrios reativos de
oxigénio, como perdxido de hidrogénio (H,O;) e radical anion superéxido (O,*’) para produzir
espécies altamente reativas, como o radical hidroxila (*OH). Células do sistema nervoso possuem
poucas defesas antioxidantes e podem ser alvos da toxicidade do Ferro (SALVADOR et al.,
2011).

A diferenca entre a toxicidade de metais para os organismos depende da concentragdo do
metal presente, da espécie quimica e da susceptibilidade do individuo. Devido a esses fatores,
grande parte dos metais merece atencdo por sua toxicidade e persisténcia, uma vez que sao

elementos estaveis, dependendo da concentra¢do sdo prejudiciais as funcdes fisioldgicas dos
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organismos, ndo sdo metabolizados, e podem ser bioacumulados ao longo da cadeia alimentar

(HEJABI et al., 2010; ALHASHEMI et al., 2012).

2.2.  Hidrocarbonetos Paliciclicos Aromaticos

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) sdo compostos constituidos de carbono e
hidrogénio contendo no minimo dois anéis aromadticos condensados. Sao originados
principalmente a partir da combustao incompleta da biomassa e derivados de petréleo. Os HPA
compdem uma classe de compostos denominados Substancias Téxicas Persistentes, tendo como
principais caracteristicas elevada toxicidade e persisténcia no ambiente (ALMEIDA et al., 2007;
CARUSO; ALABURBA, 2008).

Os HPA sao formados por fontes naturais como emissdes vulcanicas, incéndios florestais
além da sintese por plantas, bactérias e fungos, e fontes antropicas como processos de combustao
de biomassa e combustiveis fdésseis, tais como, queima da palha da cana-de-acticar e emissdes
automotivas sendo estas ultimas as maiores contribuintes desses compostos no ambiente. A
persisténcia dos HPA no meio ambiente é maior para aqueles com elevada massa molecular
podendo ser anos, enquanto que para os de baixa massa molecular possuem tempo de meia vida
de alguns dias (USEPA, 1998).

Sao 15 os HPA mais toxicos classificados pela Agencia de Protecdo Ambiental
Americana (USEPA) juntamente com a Agency for Toxic Substances and Disease Registry
(ATSDR), os denominados HPA prioritarios sdo naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno,
fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno, criseno, benzo[k]fluoranteno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[a]pireno, indano[123-cd]pireno e dibenzo[ah]antraceno.

Os HPA podem ser classificados em trés diferentes grupos quanto sua origem. A
petrogénica é caracterizada pelos HPA formados na queima do petréleo e de seus derivados. A
pirogénica denota os HPA formados durante os processos de combustdo da biomassa e a

biogénica € caracterizada pelos HPA sintetizados por organismos vivos.
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Dentre os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, o benzo[a]pireno (BaP) é um dos mais
conhecidos e estudados. Devido aos grupos benzénicos quanto maior a massa molecular mais
persistente serd 0 HPA, sendo esta a justificativa para a persisténcia do BaP no ambiente (CyoH,)
desse composto. Por ser um composto orginico com Kow igual a 10°, o BaP, uma vez no
ambiente aquético, tende a permanecer no sedimento, associado a matéria organica em suspensao
ou ainda associado a biota (CARUSO; ALABURBA, 2008). A toxicidade dos HPA esta
relacionada com a estrutura desses compostos. No caso do BaP, sua estrutura apresenta uma
regido de baia, na qual ocorrem reacdes finalizadas pela ligacdo do HPA oxigenado apds sua

metabolizagdo com uma base nitrogenada do DNA (LOCATELLI, 2006).

2.3. Interacdo de metais e hidrocarbonetos policiclicos arométicos com substancias
hamicas aquaticas

A matéria organica natural presente nos corpos aquaticos estd envolvida em grande parte
dos processos ambientais, sendo a maior parte dela constituida por substancias hiumicas aquaticas
(SHA). As SHA siao originadas a partir da decomposi¢c@o de restos vegetais e animais presentes
no solo, que transportados por lixiviacdo alcancam o0s corpos aqudticos, como também pela
decomposicdo de plantas e organismos aquaticos, que apos as transformagdes microbioldgicas
formam macromoléculas complexas, de coloracdo normalmente escura e elevada massa
molecular (ROCHA; ROSA, 2003).

Os grupos que compdem as SHA apresentam uma estrutura complexa formada de anéis
aromadticos e grupos funcionais reativos como &4cidos carboxilicos, cetonas, grupos fendlicos,
aminas, amidas, entre outros que devido a alta composi¢ao de oxigénio e nitrogénio apresentam
uma alta capacidade de complexagio com metais (ROMAO et al., 2002).

Em corpos aquaticos naturais, vdrios ligantes apresentam uma capacidade de reducio dos
efeitos toxicos de metais presentes via polui¢do antrépica. Alguns estudos apontam a importancia
das SHA na complexagdo de metais principalmente por formarem espécies menos disponiveis

para a biota aquéatica (WOOD, 1996; ROMAO et al., 2002; SANTOS et al., 2004; SANTOS et al.,

23



REVISAO BIBLIOGRAFICA | ~ MARTINS. 2013

2008). Santos et al. (2008) estudaram o efeito das substancias hiimicas na toxicidade do cobre
para o crustaceo Ceriodaphnia silvestrii e mostraram que a CLsy (concentragao letal para que a
metade dos individuos morram) para cobre total foi de 4,4.10'8 mol L' na auséncia de SHA e de
1,1.10'6 na presenca de 20 mg L' de SH, aumentando assim a CLsy e, portanto, reduzindo a
toxicidade do cobre total para o crusticeo. As substincias himicas formam complexos com
metais como Cu e contribuem para a reducdo da sua toxicidade. H4 na literatura muitos estudos
que descrevem os efeitos das substancias hiimicas sobre a toxicidade do ion cobre(Il) em corpos
aquaticos (MA et al., 1999; LORENZO et al., 2002; CAO et al., 2004; NOGUEIRA et al., 2005).
Segundo Santos e colaboradores (2008), em ambientes onde ha presenca de maior quantidade de
matéria organica dissolvida ocorre redug¢do da biodisponibilidade do cobre, e consequente
diminuicdo da toxicidade do metal para zooplanctons. Essa afirmacdo corrobora com Brooks e
colaboradores (2007) os quais observaram que a toxicidade do Cu estd relacionada com a
concentracio do ion livre.

De maneira geral, a presenca de SHA tende a diminuir a biodisponibilidade de metais
devido a ligacdo destes ions metalicos com os compostos oxigenados presentes nessas moléculas.
Entretanto, parte do metal complexado ndo se encontra biologicamente indisponivel. Contudo,
Sanchez-Marin et al. (2007) ao testarem a concentracio e a toxicidade de chumbo em
invertebrados marinhos (Mytilus edulis e Paracentrotus lividus) na ausénica e na presenga de SH,
observaram que a presenga de SHA aumentou a acumula¢do de chumbo nos organismos e este
efeito € maior em concentracdes maiores de SHA. Esse comportamento foi explicado em virtude
da matéria organica dissolvida modificar a voltagem celular dos organismos e induzir a abertura
dos canais celulares e, sabendo-se que existe uma variedade de canais receptores de célcio e que
o chumbo apresenta um caminho semelhante ao célcio, provavelmente o chumbo foi introduzido
dentro da célula dos organismos mais facilmente. Lamelas et al. (2005) encontraram resultados
semelhantes com relagdo ao aumento da concentragdo de chumbo em algas (Chlorella kesslerii)

na presenca de SHA. Considerando que estes compostos organicos sejam lipofilicos, € possivel
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concluir que a passagem do metal complexado através da membrana celular é facilitada,
causando os efeitos toxicos.

As interacdoes das SHA com compostos organicos antropogénicos como os pesticidas,
estdo relacionadas com efeitos de adsor¢do e processos microbiologicos (CHOUDRY, 1982).
Estudos mostram que o efeito da matéria organica dissolvida na dgua pode mitigar o impacto
biolégico desses contaminantes hidrofébicos com elevado potencial de bioacumulagao
(LEVERSEE et al., 1983; MCCARTHY et al., 1985; DE PAOLIS; KUKKONEN, 1997). Em
experimentos de exposi¢do de Daphnia magna a HPA na presenga de substincias hdmicas,
Leversee e colaboradores (1983) observaram a diminui¢do significativa no acumulo de
benzo[a]pireno, comparando a exposi¢@o na auséncia de substancias himicas. Nesse sentido, fica
clara a relevancia das SH devido a variedade de trocas capazes de fazer se ligando a metais e
poluentes organicos, afetando a biodisponibilidade, toxicidade, acumulagdo em organismos

aquaticos, além do transporte desses compostos na coluna d’agua.

2.4. Bioacumulagdo de metais em peixes

A contamina¢@o dos ambientes aqudticos por metais toxicos afeta a biota existente e é
consequéncia de processos naturais ou da poluicdo decorrente de varias fontes como
derramamento de residuos quimicos, deposi¢ao atmosférica, efluentes industriais, escoamento
agricola e esgoto doméstico. Peixes sdo considerados bons bioindicadores de polui¢do aquatica
por metais devido a capacidade de concentra-los em seus corpos (ADEYEYE et al., 1996). A
capacidade de assimilagdo de compostos do meio externo por organismos através da dieta ou pelo
contato direto com o contaminante dissolvido no meio é denominada bioacumulacdo. Peixes
estdo em niveis mais altos da cadeia alimentar e podem acumular maiores quantidades dos metais
presentes na dgua, onde muitas vezes as concentracOes de metais de interesse estdo abaixo do
limite de detec¢c@o pela maioria das técnicas analiticas comumente empregadas (KARADEDE et
al., 2003; JABEEN; CHAUDHRY, 2010). Tais compostos podem apresentar-se em diferentes
concentracdes nos diferentes 6rgaos do animal de modo que uma maior concentracdo de metal

acumulado ocorre em 6rgaos de contato direto com a d4gua como musculo e barbatanas ou em
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N

orgdos relacionados a captacdo, transporte, estoque e excrecado de agua para assimilagdo de
oxigénio e nutrientes, como as branquias, corrente sanguinea, figado, rins e intestino.

A quantidade acumulada dependera das taxas de absor¢do e dos processos de eliminagao,
bem como os niveis de metais presentes no ambiente aquatico e o tempo de exposi¢do (LICATA
et al,, 2005; JABEEN; CHAUDHRY, 2010). Fatores como pH e temperatura também sio
importantes na definicdo da especiagdo quimica predominante e solubilidade do metal.
Geralmente, a toxicidade e biodisponibilidade sdao dependentes da solubilidade, que por sua vez,
aumenta com a diminui¢do do pH ou com o aumento da temperatura (YILMAZ et al., 2010). Nao
sdo apenas as varidveis dos elementos quimicos estudados e da qualidade da dgua os unicos
fatores determinantes na disponibilidade e da toxicidade de metais. Um niimero de varidveis
bioldgicas também desempenham um papel importante no que diz respeito ao acimulo de metais.
Deve-se destacar também variagdes entre espécies, o papel do sedimento como sumidouro ou
fonte de contamintes presentes em corpos naturais, bem como a presenca natural ou de origem
poluidora de matéria organica que podem agir complexando metais, e consequentemente,
tornando-o menos disponivel para interagir com a biota aquatica (GIESY; WIENER, 1977,
LOWE et al., 1985; KLIGOUR, 1991).

A determinacdo da distribuicdo de metais em ambientes aquaticos (sedimento, dgua e
biota) tem sido alvo de diversos estudos hd décadas, destacando a bioacumulacdo de metais na
vida aquatica, especialmente nos peixes, merece um interesse especial devido aos efeitos toxicos
diretos para os animais aquaticos, bem como pode ser prejudicial a saide das pessoas pelo
consumo do alimento contaminado. Assim peixes tém sido empregados como indicadores do
potencial de poluicdo de metais e muitos estudos tém sido realizados sobre a acumulagdo de
metais em diferentes tecidos de peixes de corpos aquaticos de dgua doce (ADEYEYE et al., 1996;
ZHOU, 1997; LICATA et al., 2003; ALHASHEMI et al., 2012).

A contaminagdo aqudtica por metais levou ao aumento dos estudos relacionados a
acumulagdo destes compostos em peixes em diferentes ecossistemas aquaticos do mundo

(RASHED, 2001; LICATA et al., 2003; KARADEDE et al., 2003; LICATA et al., 2004). Tais
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estudos revelaram que ocorre a bioconcentra¢do nos tecidos de organismos aqudticos estudados
podendo, eventualmente constituir riscos a saide da populacdo onde ha pesca e consumo desses
animais (ADEYEYE et al., 1996; KARADEDE et al., 2003; PRZYTARSKA et al., 2010). A
influéncia do tamanho e peso dos animais na concentracdo de metal presente no tecido muscular
¢ um tanto ambigua. Alguns autores relataram que quanto maior o peso e tamanho do peixe,
menor serd o nivel de metal acumulado, fazendo com que ocorra um efeito de dilui¢dao devido ao
crescimento do animal (RASHED, 2001; CANLI; ATLI, 2003). Por outro lado, também foi
observado que animais maiores possuem maior superficie de contato com o meio aquatico
contaminado, levando a uma maior absor¢ao do contaminante (LIANG et al., 1999; QIU et al.,
2011).

A absorcdo e a retengdo de um contaminante por um organismo podem acarretar no
bioacimulo do mesmo, com probabilidade de causar efeitos deletérios, podendo ocorrer por
absorcdo direta, no ambiente, ou por absorcdo indireta, por meio da ingestdo de alimentos
contaminados. De acordo com Zagatto e Bertoletti (2006), o termo bioacumulagao é designado
para processos em que substancias quimicas provenientes do ambiente sdo assimiladas e retidas
pelos organismos. Inclui absor¢do a partir de todas as vias de exposi¢do (respiragdo, nutri¢ao,
epiderme) e compartimentos em que 0s contaminantes estejam presentes no meio aquatico (dgua,
sedimento, outros organismos). E o termo bioconcentragdo como uma maneira mais especifica de
se designar a acumulacdo de compostos quimicos exclusivamente a partir da fase aquosa, como
as condi¢Oes de estudo deste trabalho. No processo de adsor¢dao de substancias dissolvidas ou na
forma coloidal na dgua para o peixe, os contaminantes presentes no ambiente permeiam as
branquias ou o trato digestivo, sendo transportados pelo sangue para os diferentes tecidos, onde
podem atingir concentracdes na ordem de dezenas a centenas de vezes as encontradas na dgua
(MANAHAN, 1997). Destaca-se que a bioconcentracdo ou a bioacumulacdo dependerdo do
tempo de exposi¢do que do organismo a determinado xenobidtico, sendo que em estudos de

experimentos geralmente emprega-se o tempo de exposi¢do de 3 dias (HEATH, 1995).
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A presenca de poluentes no ambiente em concentragdes elevadas (na ordem de
miligramas) pode gerar uma série de efeitos para os organismos presentes, principalmente devido
a capacidade de muitos compostos acumularem em diferentes tecidos nos organismos ao longo da
cadeia trofica. A contaminacdo de corpos aqudticos € uma preocupacdo para a pratica de
piscicultura, devido ao aumento da procura por peixes, como fonte de proteina na dieta da

populagio mundial (CARITA, 2010).

2.5. Metalotioneinas como biomar cador es ambientais

Biomarcadores sao quaisquer medidas que possam refletir a interacdo entre o sistema
bioldgico e um agente ambiental, que pode ser quimico, fisico ou bioldgico, e abrangem respostas
a mudangas no ambiente seja no ecossistema ou em niveis subcelulares (AZEVEDO; CHANSIN,
2003).

As metalotioneinas (MT) sdo proteinas ricas em grupos tidis, os quais conferem a
capacidade de se ligar a metais, desempenhando o papel de detoxificacdio do organismo. A
inducdo da expressao de MT em diferentes tecidos de organismos aquaticos exXpostos a0 excesso
de metais e o fato de que estas proteinas sdo intrinsecas a maioria das espécies torna-a um
possivel biomarcador ambiental, sendo inclusive indicada pela Comissdo Europeia e outras
organizacOes cientificas internacionais para ser incluida em programas de monitoramento
ambiental (DABRIO, 2002). Na Figura 1 esta representada a estrutura da metalotioneina ligada a

sete fons metalicos.

Figura 1. Representacdo da metalotioneina, contendo dominios a e B capazes de se ligar a até 4 e
3 4tomos de metais, respectivamente (Adaptado de KLASSEN et al., 1999).
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Atualmente, muitos trabalhos envolveram o estudo das metalotioneinas em diferentes
organismos (ROESIJADI, 1996; BOURAOUI et al., 2007, ROMERO-RUIZ et al., 2008;
VANPARYS et al.,, 2008; GHEDIRA et al., 2010; FANG et al., 2012). Schmitt (2007)
evidenciou a possibilidade de correlacionar niveis da proteina com concentra¢des de zinco em
figado de trés espécies de peixes (Campostoma oligolepis, Lepomis megalotis e Hypentelium
nigricans), ao passo que Tonissi (2009) efetuou experimentos com os metais cadmio, cobre e
zinco em tildpias e verificou alteragdes das metalotioneinas, entre outros parametros bioquimicos,
observando a elevacdo da concentracdo destas para a maioria dos metais. A utilizacdo dessa
proteina como biomarcador foi sugerida para avaliar a contaminag¢do por cobre em ambientes
aquaticos por meio de sua inducdo em peixes (Prochilodus scrofa) (CARVALHO et al., 2004).
As concentragdes de MT no referido estudo alcancaram valores de até 126,8 ug g e 167,4 pg g’
em pH 4,5 e 8,0 respectivamente, demonstrando a influéncia deste pardmetro na expressao da MT.
Atli e Cali (2007) efetuaram ensaios de exposi¢ao para tildpias do Nilo aos metais Cu, Zn Cd e
Pb por 14 dias, mas apenas o experimento na presenca de Cd apresentou aumento na inducdo das
MT.

A indugdo de MT nao s6 € avaliada em condigdes laboratoriais, mas também ja tem sido
utilizada como ferramenta para o monitoramento ambiental (LINDE et al., 1999; AZEVEDO et
al., 2009; BERNAL-HERNNDEZ et al., 2010; STROGYLOUDI et al., 2012). Pathiratne e
colaboradores (2009) utilizaram tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) para avaliar o impacto
da polui¢do em um corpo aquético no Sri Lanka, e obtiveram resultados elevados em comparacdo
com individuos controle mantidos em laboratdrio. Peixes dessa mesma espécie foram utilizados
como organismos sentinelas - que reagem sensivelmente a quaisquer alteragdes no meio e sdao
importantes para monitoramento de rios e lagos — para o rio Paraiba do Sul no estado do Rio de
Janeiro, Brasil (LINDE-ARIAS et al., 2008). Os autores observaram maiores niveis de inducio
de MT em peixes coletados na area mais industrializada e degradada e menores niveis em peixes

de uma darea agricola. Foram observadas ainda altas taxas de inducdo de metalotioneinas em
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peixes coletados em um ponto a montante de uma estacio de tratamento de dgua da cidade do Rio
de Janeiro.

Além dos metais, a exposi¢do de organismos aquaticos a compostos organicos como 0s
hidrocarbonetos policiclicos arométicos também parecem induzir a expressio de MT, como
demonstrado por Roesijadi e colaboradores (2009), no qual peixes (Fundulus heteroclitus) foram
alimentados com doses de Cd, benzo[a]pireno e a ambos juntos durante 7 dias, sendo observado
aumento nos niveis da MT para os dois contaminantes. Quando benzo[a]pireno foi administrado
juntamente com Cd, a indu¢do de MT foi reforcada pela presenca do HPA. Um comportamento
semelhante foi observado por van den Hurk e colaboradores (2000), os quais relataram que a
inducdo de MT hepatica em peixes dessa mesma espécie foi potencializada apds inje¢ao
intraperitoneal de Cd e BaP, quando comparado com a inje¢do de apenas Cd. Além disso, niveis
de MT em peixes (Trematomus bernacchii) injetados com uma mistura de cadmio e 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina sdo mais elevados do que os niveis de MT resultantes da injecao de
cadmio somente (REGOLI et al., 2005).

Dabrio e colaboradores (2002) revisaram métodos empregados para quantificagdo de
metalotioneinas apresentando suas vantagens e desvantagens. O método eletroquimico, apesar da
alta sensibilidade, exige amostras com auséncia de impurezas eletroativas, que possam interferir
na andlise. Outra op¢do € o emprego do método da imunorreatividade no qual, apesar da maior
sensibilidade obtida (ng/100ug), necessita que o anticorpo utilizado deva ser especifico. Jebali et
al. (2008) realizaram experimentos de exposi¢ao de peixes (Dicentrarchus labrax) aos metais Cu,
Cd e Hg e avaliaram a eficiéncia dos métodos cromatografico e espectrofotométrico para a
quantificacdo de MT. Observou-se que niveis de MT quantificados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia com Detector de Fluorescéncia (HPLC-FD) aumentaram linearmente com o
aumento da concentragdo dos metais e foram significativamente mais altos quando comparados
aqueles obtidos pelo método espectrofotométrico.

A preferéncia pela Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccdo por

Fluorescéncia para quantificacdo de metalotioneinas para avaliar a polui¢do por metais também
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foi demonstrada por Dabrio (2002) e Romero- Ruiz e colaboradores (2008), devido ao alto grau
de resolucdo e a sua maior sensibilidade e especificidade. Apesar do grande nimero de métodos
disponiveis para quantificacdo das MT, a comparagdo dos resultados obtidos em diferentes
pesquisas torna-se dificil devido a auséncia de um material de referéncia para MT. Assim, para
uma quantifica¢do satisfatéria de MT, alguns cuidados devem ser tomados principalmente em

relacdo ao bom isolamento e purificagao da amostra do material bioldégico (DABRIO, 2002).

2.6. Tilapiasdo Nilo (Oreochromis niloticus)

O estudo dos efeitos de substdncias toxicas sobre os organismos aquiticos, como 0s
peixes tem sido muito utilizado na area da ecotoxicologia (TONISSI, 2009). As respostas
fisiolégicas dos peixes expostos a contaminantes, como metais, si0 muito importantes de
serem estudadas, com a finalidade de obter informacdes importantes sobre um determinado
corpo aquatico, por exemplo.

Muitos estudos tém sido realizados com a utilizacdo da espécie Tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus), uma espécie fortemente introduzida no Brasil. Originada da Africa,
vive em muitos outros paises com clima tropical, € bastante resistente e onivora (ALHAMA et
al., 2006). Por essas caracteristicas, Tildpias do Nilo sdao amplamente distribuidas em
ecossistemas tropicais, € um dos peixes mais importantes na atividade da piscicultura no Brasil,
possuindo grande capacidade de insercdo e adaptacdo a diversos tipos de habitat

(RODRIGUEZ-FUENTES; GOLD, 2004). A Figura 2 ilustra uma imagem da espécie.
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Figura 2. Foto de uma tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Acredita-se que, no Brasil, metade da producao anual de peixes cultivados seja de tildpias
(BRASIL, 2012). No mundo, € a segunda espécie mais cultivada. Essa espécie apresenta como
principais caracteristicas, que contribuem para esse bom resultado: rusticidade, extrema
resisténcia a condi¢des adversas do meio e enfermidades, crescimento rdapido e adaptagdo ao
confinamento, hdbito alimentar onivoro, e aceitacdo de racdes com grande facilidade. Além disso,
entre as espécies de peixes mais cultivadas tem melhor resisténcia a alta temperatura, a baixa
concentracdo de oxigénio dissolvido e a alta concentracdo de amonia na dgua (KUBITZA, 1999;
CAVALCANTE, 2009).

Ja foram reportados estudos que confirmam que a espécie tildpia do Nilo pode ser
empregada como bioindicador de polui¢do por chumbo e cddmio (RASHED, 2001), bem como
estudos com essa espécie para avaliagdo da resposta toxicoldgica a diversos xenobidticos
(RODRIGUEZ-FUENTES; GOLD, 2004; JOS, et. al., 2005; ATLI et al., 2006; SOUZA;
FONTANELLI, 2006; ATLI; CANLI, 2007; CAVALCANTE, 2009). Linde-Arias e
colaboradores (2008) realizaram estudos de monitoramento no rio Paraiba do Sul, este que é um
rio altamente degradado, possui 1145 quilometros de comprimento e estd localizado na regido de
centros urbanos e industriais mais importantes no Brasil. Os organismos analisados foram tilapias

do Nilo, devido a sua abundancia e distribuicdo generalizada nesse corpo aquatico. Eles
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observaram ainda, que essa espécie de peixe possui boa resposta quanto a exposi¢ao a substincias
quimicas. Desse modo, o biomonitoramento como ferramenta da avaliacdo da polui¢cdo ambiental
utilizando Oreochromis niloticus pode ser considerado uma boa alternativa por serem animais
resistentes a alteracdes no meio aquatico e para fins de comparacdo de resultados obtidos em
outros trabalhos.

A resolucdo Conama 357/2005 estabelece valores maximos de concentracdo de diversos
poluentes em fun¢do dos diferentes usos da dgua, sendo que para rios classe 1, 2 e 3 busca-se
como uma das prioridades a prote¢do da vida aquatica. Neste contexto estudar a biocumulacao de
metais para espécies amplamente distribuidas no pais com relacio as concentragdes preconizadas

na legislacdo ambiental é de grande valia.
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Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a influéncia das substancias himicas

aquaticas na disponibilidade de metais individuais (Cd, Cu, Pb e Fe) e na mistura, bem como do

benzo[a]pireno na indu¢do de metalotioneinas em peixes como biomarcador ambiental.

g

h)

)

3.1. Objetivos especificos
Adaptacdo e otimizagdo dos métodos para quantificacio de Metalotioneinas e
determinacao das figuras de mérito.
Realizagdo de experimentos expondo tildpias (Oreochromis niloticus) a metais (Cd, Cu,
Pb e Fe) e benzo[a]pireno na auséncia de Substancias Humicas Aqudticas e mistura de
metais e mistura de metais e benzo[a]pireno.
Realizacdo de experimentos expondo tilapias (Oreochromis niloticus) a metais (Cd, Cu,
Pb e Fe) na presenca de Substancias Himicas Aquaticas.
Realizacdo de experimentos expondo tilapias (Oreochromis niloticus) a mistura de metais
(Cd, Cu, Pb e Fe) na presencga e auséncia de Substancias Himicas Aquéticas.
Determinacdo de metalotioneinas nos figados dos espécimes de tildpias e seu possivel
emprego como biomarcadores ambientais.

Determinagao do acumulo de metais nos tecidos musculares
dos peixes e correlacionar com os niveis de metalotioneinas.
Determinacdo de Cd, Cu, Pb e Fe nas amostras de dgua dos aqudrios para fins de
confirmacdo das concentragdes de metais no inicio e final dos experimentos.
Determinacdo do metal “livre” empregando sistema de ultrafiltracdo com fluxo tangencial
para os experimentos na presenga de substancias humicas aquéticas.

Calculo do fator de acumulacido dos metais no tecido muscular.
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4.1. Extracao e Caracterizacdo das Substancias Humicas Aquéticas do Rio Preto

A amostragem de 4dgua para a extracdo de Substancias Himicas Aquéticas foi feita no rio
Preto (S20°48°40.94°049°21°13.62”) localizado na regido noroeste do estado de Sdo Paulo,
situado na cidade de Sdo José do Rio Preto. O local escolhido é empregado para diversos fins,
sendo classificado como rio classe 2, e nasce em uma regido agricola que vem passando por
mudancas com a ampla expansio do cultivo da cana-de-actcar, sendo o local de amostragem na
area urbana, coincidente com o local de captacdo de dgua para fins de abastecimento publico.
Para extragdo, foi utilizado o procedimento sugerido pela Sociedade Internacional de Substancias
Humicas (IHSS). As amostras de dgua do Rio Preto foram coletadas em galdes de 50 L
previamente limpos e lavados com 4gua do préprio corpo aquético. Em seguida, as amostras
foram levadas ao laboratdrio, filtradas em papel qualitativo para a remocao de sélidos e particulas
suspensas, sendo em seguida acidificadas com HCI 6,0 mol L™ até pH 2. A resina macroporosa
XAD utilizada para a extragao de SHA foi previamente ativada, primeiro com solug¢des de acido
cloridrico 0,50 mol L' por um periodo de 24 horas (agitando levemente pelo menos trés vezes
nesse periodo). Apds as 24 horas, a resina foi lavada com 4gua destilada e o mesmo
procedimento foi realizado com hidréxido de sédio 0,50 mol L™ e posteriormente com metanol.
Em seguida percolou-se (por gravidade) as amostras através de colunas de vidro empacotadas
com resina, com fluxo de 4,0 mL min"' para reter 4cidos himico e fdlvico. Apds saturagio,
verificada pelo escurecimento da resina, percolou-se 10,0 mL de solucdo de acido cloridrico 0,01
mol L™ para a remogdo de impurezas e em seguida foi feita a elui¢io com solucio de hidréxido
de s6dio 0,10 mol L. O pH das amostras de SHA foi ajustado para o valor inicial das amostras
de dgua coletadas para extracdo. Em seguida, as amostras foram liofilizadas obtendo amostras
sOlidas de SHA. Apds a primeira eluicdo a resina foi novamente purificada e tratada usando o
mesmo procedimento descrito acima, podendo ser utilizada novamente. A Figura 3 ilustra o
procedimento. Os residuos gerados foram acondicionados em recipientes apropriados,
etiquetados e estocados em local ventilado, encaminhados ao entreposto de responsabilidade da

Comissio de Etica Ambiental que daré o tratamento adequado para os residuos.
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Figura 3. Esquema de extragdo das SHA do Rio Preto, passando pela coleta, filtragdo, percolagao
nas colunas, eluicao e finalmente obtencao das mesmas.

A caracterizacdo das SHA foi feita por TADINI (2013) empregando as técnicas de
espectrofotometria no UV-Visivel, fluorescéncia molecular, espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier, ressonincia magnética nuclear, Off-line TMAH-
Thermochemolysis — GC/MS e a determinagdo da composi¢do elementar foi realizada
empregando um analisador elementar CE Instruments, modelo EA 1110 disponivel na Central de

Analises Quimicas Instrumentais, do Instituto de Quimica de Sdo Carlos.

4.2. Experimentos de exposicdo de peixes a metais toxicos

Este trabalho esteve de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal, protocolo n °. 043/2011 Comité de
Pesquisa Animal (CEUA). Espécimes machos de tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus),

oriundas do Centro de Aquicultura da UNESP de Sao José do Rio Preto, supervisionado pela
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prof.? Dra. Eliane Gongalves de Freitas, com dimensdes de 11 a 18 cm e massa variando de 40,0
a 146,0 g (Anexos de 1 a 4) foram aclimatados a condi¢des laboratoriais em tanques de 200 L por
10 dias e posteriormente alocados em aqudrios individuais e submetidos a exposicao a
concentracdes regulamentadas pela legislacao ambiental brasileira, a resolu¢do Conama 357/2005
para rios classe 2, classe 3 e a uma concentracdo 5 vezes maior que aquela referente a classe 3 de
metais isolados (Ciddmio, Cobre, Chumbo e Ferro) e benzo[a]pireno bem como a mistura desses
contaminantes, conforme mostrado na Tabela 1 e Figura 4 (N=5 animais isolados por
contaminante). Cinco aqudrios permaneceram sem tratamento, como grupo controle. Os
experimentos foram mantidos durante 3, 7 e 14 dias e, durante o experimento de 14 dias foi
efetuada uma troca de dgua e renovacdo das concentragdes de contaminante. Esta medida foi
necessaria em virtude do incremento das concentragdes de alguns parametros avaliados. Além
disso, foram efetuados experimentos na auséncia e na presenga de substancias himicas aquaticas
0,5:1,5e¢5,0mgL™).

Paralelamente um experimento semelhante foi conduzido empregando amostra de dgua
superficial e 4gua do aquifero Guarani anterior a clora¢io, na propor¢ao (1:1), uma vez que em
experimento piloto com a 4gua superficial do rio Preto sem diluicdo houve mortandade dos
peixes. A 4gua superficial foi obtida no mesmo corpo aquatico (rio Preto) em que se extrairam as
SHA para a realizac@o dos experimentos. No momento da coleta os valores de pH, condutividade,
oxigénio dissolvido e turbidez, medidos em triplicata foram de 6,4+0,5, 17,1+2,2 uS cm'l,
7,6+2,0 mg L'e 11,845,6 NTU, respectivamente. A concentracdo dos metais totais Fe, Pb, Cd e
Cu nas amostras de dguas superficiais do rio Preto no momento da coleta foram de 0,74+0,01 mg
L' e 1,45+0,16; 1,64+001 e 2,84+0,27 ug L'l, respectivamente. A concentracdo de carbono
organico dissolvido total nas amostras de dgua do rio Preto foi de 4,4+0,1 mg L', onde 50%
representa a substancia hiimica aquética.

Os sais dos metais utilizados para o preparo das solugdes de Fe 100,0 mg L™, Pb 500,0
mg L, 100,0 Cd mg L™ e Cu 100,0 mg L™, foram preparados a partir do sal FeCl,, PbCl,, CdCl,
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e CuCly, respectivamente. Todos os sais foram de elevado grau de pureza (Fluka, Sigma-Aldrich).

O benzo[a]pireno 1,0 mg L™, foi preparo a partir da dilui¢do em acetonitrila.

Tabela 1. Valores das concentragdes dos metais ferro, chumbo, cddmio, cobre e benzo[a]pireno
estabelecidos pela Resolugdo Conama 357/2005.

Resolugao Conama 357/05 Classe 2 Classe 3 5 x Classe 3
Ferro dissolvido 0,3 mg L! 5,0 mg L! 25,0 mg Lt
Chumbo total 10 pg L™ 33ugL! 165 pg L
Céadmio total 1pgL! 10pgL! 50 ug L'
Cobre dissolvido 9pgL! 13 pgL! 65 ug L™
Benzo[a]pireno 0,05 ug L 0,7 ng L 35ug L’

Ap6s o tempo de exposicdo, os animais foram coletados, anestesiados com 2-
fenoxietanol, e tiveram seus figados e musculos retirados para anélise. Figados foram estocados a
-80 °C para posterior quantificacdo das metalotioneinas e os musculos foram estocados a -18 °C
para posterior quantificagdo de metais. As carcacas foram armazenadas em refrigeradores e

recolhidas por uma empresa responsédvel pela destinacdo correta (Nogueira et al., 2011).

Figura 4. Foto dos experimentos de exposi¢ao de tildpias a metais. No detalhe observa-se que
cada aquario continha uma tilapia.
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4.3. Andlisesfisico-quimicas da agua dos aquérios

Os procedimentos de amostragem e preservacao das amostras de dgua dos experimentos
de exposicdo a metais e do Controle, para a quantificacdo de carbono organico total, sulfato,
nitrato, amonia e fosfato seguiram as recomendagdes propostas pela Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT) NBR 9898 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 1987). Os parimetros pH, Oxigénio Dissolvido (OD), Turbidez e Temperatura
foram medidos diretamente nos aqudrios utilizando equipamentos multiparametros (modelos
HI991300, HI9146-04, HI93703C, Hanna) previamente aferidos. Os parametros sulfato (método
4500E), nitrato (método 4500B), fésforo (método 4500PE), amoénia (método do Salicilato de
Sodio, KROM, 1980) foram quantificados em laboratério seguindo as recomendacdes descritas
em métodos oficiais (APHA, 2005). O Carbono Organico Total foi determinado empregando um
Analisador de Carbono Organico Total (TOC-VCSH, Shimadzu). O estoque de metais Cd, Cu,
Pb e Fe em amostras de dgua foram determinados empregando as recomendacdes contidas no
método 200.2 da EPA empregando o Espectrofotometro de Absor¢cao Atomica com Atomizacao

por Chama ou por Forno de Grafite, marca Varian, Modelos FS-240 e AA-280Z.

4.4. Determinacgdo de metais nas amostras de agua e tecidos de peixes

Aliquotas de 50 mL de 4gua de cada um dos aquarios foram coletadas em frascos de
plastico no inicio e ao fim dos experimentos de exposi¢do e as amostras foram preservadas com
acido nitrico 5% (v/v) e estocadas em geladeira para posterior andlise. Os frascos utilizados
foram previamente descontaminados em banho acido (HCl 5% v/v). Imediatamente apds a coleta,
as amostras foram estocadas a aproximadamente 4°C até as andlises. Todas as amostras de
tecidos de peixe foram estocadas em freezer a -20 °C para serem posteriormente decompostas
empregando o método proposto por U.S Geological Survey (1996).

Nos experimentos com adi¢cdo de SHA, para a determinacdo dos metais denominados
"livres" foi empregado o Sistema de Ultrafiltracdo com Fluxo Tangencial (SUFT), o qual era

provido de uma membrana de poliétersulfona com didmetro de corte de 1,0 kDa que permite a
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passagem apenas do metal "livre", ou seja o metal ndo complexado com as SHA (BURBA et al.
2001). Ao final dos experimentos, aliquotas de 30 mL de dgua de cada aquério foram coletadas,
submetidas a passagem no SUFT, preservadas com acido nitrico 5% (v/v) e estocadas em
geladeira para posterior analise dos metais.

A concentracdo dos metais Cd, Cu, Pb e Fe total e “livre” em amostras de dgua foram
quantificados empregando o Espectrofotometro de Absorcdo Atdmica com Atomizagdo por
Chama ou por Forno de Grafite, marca Varian, Modelos FS-240 e AA-280Z. Padrdes de controle
e um material de referéncia certificado (SRM 1640a) foram incluidos entre os lotes de amostra
para avaliar a qualidade dos resultados. Destaca-se ainda que o Laboratério de Estudos em
Ciéncias Ambientais tem participado de Ensaio de Proficiéncia oferecido pela Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecudria (Embrapa) e pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO) para determinagao de metais em amostras de tecido vegetal e de agua,

respectivamente, tendo atendido os padrdes da area.

4.4.1. Preparodasamostras detecidos de peixes: método de decomposi¢cao

Para a decomposicdao das amostras de tecido muscular dos peixes, emprego-se o método
proposto por U.S. Geological Survey (1996). Para isso, adicionou-se 4,0 mL de HNOs;
concentrado a 1,5 g de amostra umida e deixou-se em repouso a temperatura ambiente durante 12
horas. Entdo a mistura foi aquecida a 70 £ 5 °C em bloco digestor até auséncia de fumos. Em
seguida, apds a amostra ter resfriado, adicionou-se 2,0 mL de H,O, 30% (v/v) a mistura e deixou-
se a amostra em repouso a temperatura ambiente novamente durante 12h. Apds esse periodo, a
amostra foi novamente aquecida a 70 £ 5 °C no bloco digestor até nao mais exalar fumos de
6xido nitroso. Por fim, a amostra foi filtrada com papel de filtro whatman n°® 41 e o filtrado foi
coletado em um baldo volumétrico de 25,0 mL, aferindo-se o volume indicado com &gua
deionizada (Figura 5). Esse procedimento foi realizado em triplicata tanto para as amostras

quanto para o branco.
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Figura 5. Foto dos experimentos de exposi¢ao de tildpias a metais. No detalhe observa-se que
cada aquario continha uma tilapia.

4.4.2. Técnicas empregadas na quantificagdo de metais na agua e no tecido

muscular dos peixes

Em todas as amostras de dgua a determinacdo dos metais Cd, Cu, Pb e Fe foi realizada
empregando o Espectrofotdmetro de Absor¢dao Atdmica com Atomizacdo por Chama (FAAS),
(Varian, AA240FS) e/ou o Espectrofotometro de Absor¢io Atomica com Forno de Grafite
(GFAAS), (Varian, AA280Z). A confiabilidade analitica dos resultados foi verificada com o
emprego de material referéncia certificado (SRM 1640a).

Na Tabela 2 sao mostradas as condi¢des instrumentais para andlise dos metais cddmio,
cobre, chumbo e ferro sugeridas pelo fabricante do equipamento além de consulta das condi¢coes

instrumentais utilizadas em estudos semelhantes (Varian, 1988 e Volynskii, 2003).
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Tabela 2. Condigdes instrumentais empregadas na determinagio de Cd, Cu, Pb e Fe.

Comprimento Corrente Fqu,o de Leitura
GEAAS de onda Fenda X da Temp. Tempo gas
(nm) (nm) lampada (°C) (s) (I/min)
(mA)
Céadmio 2288 0,5 4,0 85 5,0 0,3 Nio
95 40,0 0,3 Nio
120 10,0 0,3 Nio
250 5,0 0,3 Nio
250 1,0 0,3 Nio
250 2,0 0,0 Nio
1800 0,8 0,0 Sim
1800 2,0 0,0 Sim
Cobre 3274 0,5 4,0 85 5,0 0,3 Nio
95 40,0 0,3 Nio
120 10,0 0,3 Nio
800 5,0 0,3 Nio
800 1,0 0,3 Nio
800 2,0 0,0 Nao
2300 0,8 0,0 Sim
2300 2,0 0,0 Sim
Chumbo 283,3 0,5 10,0 85 5,0 0,3 Nio
95 40,0 0,3 Nio
120 10,0 0,3 Nao
800 5,0 0,3 Nio
800 3,6 0,3 Nio
800 3,6 0,0 Niao
2100 0,9 0,0 Sim
2100 2,0 0,0 Sim
Comprimento d Coréente
FAAS deonda Fenda A a Chama
(nm) (nm) lampada
(MmA)
Ferro 248,3 0,2 5,0 Ar/Acetileno

4.4.3. Célculodo fator de bioacumulacdo

A bioconcentragao aplica-se principalmente a absor¢do de substincias dissolvidas ou na
forma coloidal na dgua para o peixe, onde o contaminante presente na agua atravessa suas

branquias, sendo transportado pelo sangue para os diferentes tecidos, como representado na
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Figura 6, apresentando concentragdo maior do que aquela a qual foi exposto (AKSU et al., 1996).
O calculo do Fator de bioacumulagao (FB) de Cd, Cu, Fe e Pb foi efetuado dividindo-se a
concentracdo encontrada do metal no tecido do peixe pela concentragdo do metal na 4dgua

(MACKAY, 2000).

Figura 6. Representacdo esquemdtica simplificada do modelo de bioacumulagdo de um
composto absorvido através das branquias, transportado pelo fluxo sanguineo,
armazenado em diversos tecidos e metabolizado pelo figado (Adaptado de BARRON,
1990).

45. Quantificacdo de metalotioneinas nos figados e branquias dos peixes por
HPLC-FD

A determinacdo dos niveis de metalotioneinas seguiu as recomendacdes descritas por
Alhama e colaboradores (2006). Este método consiste na derivatizacdo das metalotioneinas
utilizando o reagente monobromobimano, que se liga com 0s grupos tidis presentes na proteina,
conferindo a esta a propriedade de fluorescéncia. O figado foi descongelado em isopor com gelo.
Foram pesados 100,0 mg da amostra em papel aluminio os quais foram transferidos para um
eppendorf seguido da adicdo de 300,0 puL de solugdo tampdo Tris-HCI 0,1 mol L' e
homogeneizacdo com um Mixer (Marconi MA102/MINI). Centrifugou-se o extrato por 60
minutos a 50.000 xg (Beckman Coulter, modelo Allegra 64R). Para desnaturagdo e derivatizacao,
adicionou-se, em outro eppendorf: 57,6 uLL do sobrenadante; 26,4 pL da solugdo tampao Tris-HCI

0,1 mol L'l; 10,0 pL da solugdo de ditiotreitol (DTT) 0,1 mol L'l; 2,0 uL da solugdo de
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etilenodiamidotetracético (EDTA) 0,1 mol L'e 4,0 uL da solucdo de dodecil sulfato de soédio
(SDS) 30%. Esta solugdo foi aquecida a 70 °C durante 20 minutos para redu¢do e desnaturagao
em bloco aquecedor (Marconi MA4004). Para derivatizacdo, adicionou-se as solucdes nos
eppendorfs, 10,0 uL de monobromobimano (mBBr), os quais foram recobertos com papel
aluminio e mantidos em incubag¢d@o na auséncia de luz. Todas essas etapas foram efetuadas
também para os padrdes da curva. As amostras foram filtradas em membrana de 0,22 pm de poro
imediatamente antes da injecao no equipamento.

A quantificacdo de metalotioneinas nas amostras foi obtida com o auxilio de um HPLC-
FD, empregando coluna C-18 (0,46 x 25 cm e 5 um de didmetro de particula), a partir da injecao
das solucdes de concentracdes 0,6 ug 20 uL™; 1,8 ug 20 uL™":3,0 ug 20 uL' e 4,2 pg 20 uL' de
padroes auténticos de metalotioneina tipo I de coelho (Sigma Aldrich). O tempo de corrida foi de
30 minutos e os solventes utilizados foram 4gua ultrapura (Direct Q, Millipore) 0,1% de acido
trifluoroacético (TFA) (linha A) e acetonitrila 0,1% de acido trifluoroacético (linha B), alterando
a porcentagem de cada um conforme apresentado na Tabela 3. Configurou-se para comprimento
de onda de excitagdo em 382 nm e de emissdo em 470 nm.

Os padrdes comerciais de metalotioneinas bem como todos os reagentes utilizados na

quantificacdo por HPLC-FD foram de grau cromatogréfico (Fluka, Sigma-Aldrich).

Tabela 3. Gradiente de solvente empregado na determinagido de metalotioneinas.

Tempo Porcentagem de solventelinha A Porcentagem de solvente linha
(minutos) (Agua deionizada/TFA) B (Acetonitrila/TFA)

1al0 70 30

11a2l 30 70

21a30 70 30

4.6. Analiseestatistica dos dados
As andlises estatisticas dos dados foram realizadas empregando o software STATISTICA 7

(StatSoft). Foram testadas as diferencas estatisticas entre o grupo controle e as diferentes
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concentracdes de contaminantes utilizadas bem como os diferentes tempo de exposi¢dao
explorados. Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk’s W para avaliar a normalidade dos dados,
sendo resultados com p>0,05 considerados normais. Para avaliar a varidncia dos dados foi
utilizado o teste de Levene, sendo resultados com p<0,05 considerados paramétricos. Para
identificar possiveis diferencas estatisticas entre os grupos expostos e controle, realizou-se o teste
do tipo ANOVA One-Way para dados paramétricos e Kruskal-Walis para dados nio-
paramétricos, sendo resultados com p<0,05 considerados estatisticamente significativos. Foi
utilizado o teste de Fisher LSD a fim de distinguir entre quais grupos houve diferenga estatistica

apontada pelo teste de ANOVA (ZAR, 1984).
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5.1. Extracgao e Caracterizagdo das SHA

A caracterizacdo das substincias humicas aquéticas do rio Preto utilizadas nos
experimentos de exposicao neste trabalho foi feita por TADINI (2013). Foi observado que tais
SHA possuem na sua estrutura grupamentos arométicos, carboxilicos, carbonilicos, dcidos graxos
de metil ésteres, derivados de polissacarideos, biopolimeros alifdticos derivados de plantas,
hidrocarbonetos de cadeia longa e ramificada com grupos metilenos e carbono alquilas,
resultados estes que foram evidenciados nos espectros de Ultravioleta Visivel (UV-Vis),
Infravermelho com Transformada de Fourier, Ressondncia Magnética Nuclear e off-line TMAH-
Thermochemolysis-GC-MS, e uma maior presenca de dcido himico na sua estrutura o qual foi
evidenciado por Fluorescéncia Molecular.

Assim, as SHA do rio Preto podem afetar favoravelmente a retirada de metais do
ambiente aquitico, devido a sua estrutura composta por grupos funcionais, os quais podem
interagir com ions metalicos. Esse papel das SH se torna importante uma vez que tornam esses
compostos menos biodisponiveis, protegem a biota de possiveis efeitos toxicos decorrentes da
exposi¢do. Melo et al. (2012) demonstraram que as SHA do rio Preto ndo possuem uma boa
capacidade de complexar fons metélicos, apresentando constantes de estabilidade condicional
para Cr3+, Ni* e Cr042_ iguais a 2,0 10_2,1,1 1070 e 2,6 10_2, respectivamente, quando

comparado a outros trabalhos na literatura.

5.2. Parametrosfisico-quimicos quantificados nas aguas dos aquérios

A Tabela 4 apresenta os valores dos parametros fisico-quimicos para padroes de qualidade
de dgua legislados pela Resolugdo Conama 357/2005 para rios de Classe 2 e Classe 3, que foram
empregados para fins de avaliagdo das condi¢des em que os espécimes foram mantidos durante

os experimentos de exposicao.
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Tabela 4. Pardmetros legislados pela Resolu¢ao Conama 357/2005 com valores preconizados

para rios de Classe 2 e Classe 3.

Resolucéo Conama 357/2005 Classe 2 Classe 3
pH 6,0 <pH <9,0 6,0<pH< 9,0
OD (mgL™ 5,0 4,0
Turbidez (NTU) 100 100
Nitrato (mg L™ deN) 10 10
Sulfato (mgL™) 250 250
Fosfato (mg L™ deP) 0,1 0,15
Aménia(mgL™deN) 3,7 (para pH < 7.5) 13,3 (para pH <7.5)
2,0 (para 7,5 <pH< 8,0) 5,6 (para 7,5 < pH <8,0)
1,0 (8,0 <pH <8.5) 2,2 (para 8,0 < pH < 8,5)
0,5 (para pH = 8,5) 1,0 (para pH > 8,5)

Nas Tabelas 5 e 6 estdo ilustrados os resultados do monitoramento dos parametros fisico-

quimicos para os experimentos de exposi¢do durante 7 ¢ 14 dias e com 0,5; 1,5 ¢ 5,0 mg L (no

inicio e ao fim de cada experimento) na 4gua dos aqudrios.
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Tabela 5. Parametros fisico-quimicos analisados na dgua dos aquarios no inicio (i) e fim (f) dos

experimentos de exposi¢ao.

Aquério NH; (mg L™) NO;" (mg L") SO, (mgL™) PO,  (mg L")
i F I f i f i f
Experimento de 7 dias - classe 3
Controle <0,21 1,8+0,9 13,3+0,3 13,3+0,1 6,0+1,4 7,8+1,2 1,8+0,1 2,2+0,2
Ferro <0,21 2,5+0,7 9,0+0,6 12,8+0,4 6,3+0,9 8,0+0,8 0,5+0,1 0,2+0,1
Céadmio <0,21 2,1+0,6 13,4+0,2 13,2+0,1 8,1+0,3 9,6+0,5 1,7+0,1 1,9+0,3
Chumbo <0,21 1,940,8 13,4+0,2 13,1£0,1 8,2+0,5 9,8+0,8 1,6+0,0 1,5+0,5
Cobre <0,21 1,6+0,3 13,3+0,2 13,5+0,1 7,8+0,3 14,1+4,8 1,7+0,0 2,0+0,2
Mistura* <0,21 1,3+0,4 13,4+0,1 13,6+0,1 7,3+0,6 8,2+1,2 1,7+0,0 1,7+0,0
Experimento de 14 dias - classe 3
Controle <0,21 1,8+1,3 10,3+0,8 13,5+0,2 <5,48 13,2+4.0 1,6+0,1 1,8+0,2
Ferro <0,21 2,9+1,7 6,7£5,3 15,9+1,7 <5,48 10,7+0,7 1,1+0,4 0,3+0,0
Céadmio <0,21 2,1£0,7 11,9+0,1 13,6+0,3 <5,48 6,2+0,5 1,6+0,0 1,6+0,1
Chumbo <0,21 2,2+0,8 10,6+0,5 13,9+0,3 <5,48 <5,48 1,6+0,1 1,5+0,1
Cobre <0,21 2,1+0,9 10,1+0,8 13,0+0,1 <5,48 7,9+1,2 1,6+0,0 3,3+0,8
Mistura* <0,21 1,8+0,8 12,2+0,2 13,1+0,2 <5,48 7,4+0,6 1,6+0,0 3,2+0,2
Experimento com 0,5 mg L' de SHA - classe 3
Controle <0,21 2,7£2,1 16,3+0,1 17,6+0,2 <5,48 <5,48 1,4+0,1 2,3+0,3
Controle SH <0,21 2,5+0,5 17,8+0,7 17,5+0,1 <5,48 <5,48 1,3+0,1 2,7+0,4
Ferro <0,21 3,8+4,0 11,4+0,9 16,6+0,7 <5,48 <5,48 <0,05 1,0+0,7
Cédmio <0,21 3,4£1,9 17,0+1,3 17,7£0,1 <5,48 <5,48 0,9+0,1 2,5+0,3
Chumbo <0,21 2,6+2,0 16,2+0,3 17,8+0,2 <5,48 <5,48 1,0+0,2 2,4+0,5
Cobre <0,21 1,8+0,8 16,1+0,1 17,6+0,1 <5,48 <5,48 1,1+0,1 2,3+0,1
Mistura* <0,21 1,4+0,8 11,6+0,4 17,3+0,1 <5,48 15,7£3,2 <0,05 0,2+0,1
Experimento com 1,5mg L™ de SHA - classe 3
Controle <0,21 0,5+0,3 16,7+0,1 17,1£0,6 <5,48 <5,48 2,1+0,7 3,0+0,5
Controle SH <0,21 <0,21 16,9+0,1 17,3+0,1 <5,48 <5,48 1,7+0,0 2,8+0,3
Ferro <0,21 <0,21 10,8+0,2 16,5+0,4 <5,48 <5,48 1,0+0,2 0,8+0,2
Cédmio <0,21 0,3+0,2 17,3+0,1 17,0+0,2 <5,48 <5,48 1,7+£0,0 3,1+0,2
Chumbo <0,21 0,5+0,1 17,4+0,2 17,0+0,1 <5,48 <5,48 1,7+£0,0 3,2+0,1
Cobre <0,21 0,3+0,1 17,3+0,1 17,1£0,2 <5,48 <5,48 1,7+0,0 3,2+0,1
Mistura* <0,21 0,7+0,3 11,6+0,12  15,8+0,4 <5,48 <5,48 <0,05 0,8+0,3
Experimento com 5,0 mg L' de SHA - classe 3
Controle <0,21 3,4+0,8 17,7£0,4 16,9+0,3 <5,48 <5,48 1,6+0,0 3,0+0,5
Controle SH <0,21 3,2+0,9 18,4+0,5 16,7+0,3 <5,48 8,1£1,6 1,7+0,0 2,5+0,3
Ferro <0,21 3,7+1,8 24,6+1,2 16,7+0,2 <5,48 6,0+1,7 0,1+0,0 0,8+0,5
Cédmio <0,21 3,0+1,7 18,3+0,2 17,0+£0,4 <5,48 7,3+1,1 1,6+0,0 2,9+0,5
Chumbo <0,21 3,6x1,8 18,6+0,2 17,2+0,5 <5,48 7,7£1,3 1,9+0,5 2,6+0,4
Cobre <0,21 3,9+1,3 21,0+3,8 16,9+0,3 <5,48 8,6+0,7 1,7+0,0 3,0+0,2
Mistura* <0,21 3,1+1,2 24,4+0,3 16,7+0,4 <5,48 6,0+1,9 0,2+0,0 1,0+0,3
Experimento com aguas do Rio Preto
Rio Preto <0,21 2,4+0,6 12,7+0,1 8,9+0,4 <5,48 5,8+1,4 0,7+0,0 1,6+0,5

*Aquério contendo todos os metais (Fe, Cd, Pb e Cu)
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Tabela 6. Parametros fisico-quimicos analisados na dgua dos aquarios no inicio (i) e fim (f) dos
experimentos de exposi¢ao.

Temperatura (°C) pH Turbidez (NTU) TOC (mg L) OD (mg L)
Aquario | F i f i f i f i f
Experimento de 7 dias
Controle 23,9+0,5 27,0£0,2 6,6+0,3 6,8+0,2 1,5+1,5 1,2+0,2 0,6+0,2 2,0+0,5 6,0+0,8 4,4+0,2
Ferro 24,1+0,1 26,6+0,1 6,0£0,2 6,6£0,1 35+£7,3 11,030 0,7¢0,2 1,9+0,4 10,6x£1,0 4,2+0,2
Cadmio 23,8+0,1  26,3+0,1 6,3x0,2 6,7+0,1 1,0£0,3 2,7+0,9 0,9+0,3 1,4+0,1 10,3x0,6 4,3+0,2
Chumbo 23,9+0,2  26,7+0,5 6,2+0,1 6,7+0,0 1,0+0,4 3,4+0,8 0,8+0,2 2,6+1,4 83+0,6 4,8+0,5
Cobre 24,3+0,2  27,2+0,1 6,3x0,0 6,7+0,1 0,6£0,7 2,0£0,6 1,1£0,5 2,0£0,1 11,2404 4,4+0,1
Mistura* 24,704  26,6+0,3 6,5+0,1 6,7+0,0 0,7+0,3 1,5+04 0,6+0,1 2,7+0,3 13,104 4,4+0,1
Experimento de 14 dias
Controle 25,3+0,2 26,9+0,2 7,1+0,1 6,7+0,3 0,3+0,3 0,8+0,1 2,0+2,2 1,6+0,3 5,5+0,2 5,6+0,1
Ferro 25,5+0,2 26,6+0,1 7,2+0,1 6,5+0,2 350£20 6,4+2,1 0,5+0,1 1,2+0,3 5,8+0,3 5,6+0,4
Cadmio 24,6+0,4 26,6+0,2 7,3+0,2 6,7+0,2 1,0+0,8 1,3x0,3 0,4+0,1 1,1£0,2 54+0,2 5,7+0,4
Chumbo 25,2+0,2 26,9+0,2  7,00,1 6,6+0,2 0,8+0,5 0,8+0,1 0,5+0,4 1,0+0,1 5,5+0,2 5,5+0,8
Cobre 25,3+0,4 26,7+0,1 7,2+0,1 7,0£0,1 1,2+0,5 2,3+0,5 0,4+0,1 1,8+04 5,7+0,1 5,7+0,4
Mistura* 24,9+0,4 26,8+0,1 6,9+0,6 7,1+0,1 0,5+0,5 3,6+0,6 1,4+1,6 2,6+0,3 5,5+0,3 5,7+0,4
Experimento com 0,5 mg L * de SHA
Controle 27,2+0,0 23,5+0,3 7,4+0,2 8,5+0,2 0,4+0,2 1,0£0,5 1,2+0,6 1,0£0,6 5,3+0,2 5,4+0,3
ControleSH  27,1+0,1 23,2+0,1 7,7+0,1 8,3+0,2 0,8+0,6 1,1+0,7 0,5+0,2 1,6%x1,5 5,4+0,2 5,3%0,5
Ferro 26,8+0,0 23,4+0,1 6,9+0,0 8,2+0,1 292+13 45«14 1,6£0,5 1,4+0,9 4,9+0,2 6,4+0,3
Cadmio 26,8+0,1 23,6£0,0 7,6+0,3 8,4+0,2 0,1+0,1 0,2+0,2 2,0+1,0 1,0£0,5 5,7+0,3 7,0+0,4
Chumbo 26,8+0,1 23,6£0,0 7,7+0,3 8,3x0,1 0,4+0,2 1,3x0,3 1,9+1,1 0,6+0,1 5,6+0,6 6,3+0,5
Cobre 26,7+0,1 23,5400  7,1+0,1 8,2+0,1 1,1+0,7 0,6+0,5 1,6+0,2 0,7+0,1 5,1+0,2 6,5+0,1
Mistura* 26,9+0,1 24,3+1,1 7,5+0,1 8,3+0,1 143x19 23+0,8 23+1,1 2,1+19 5,6+0,1 7,1+0,1
Experimento com 1,5 mg L de SHA
Controle 27,2+0,0 24,6+0,1 7,4+0,2 8,0+0,0 0,0£0,0 0,8+0,3 1,6+1,0 0,7£0,2 7,5+1,2 6,4+0,1
ControleSH  27,1+0,1 242+0,0  7,7+0,1 8,0£0,0 0,0+£0,0 1,5+0,5 0,7+0,3 1,1£0,3 6,6+0,2 6,5+0,2
Ferro 26,8+0,0 24,3+0,1 6,9+0,0 7,9+40,0 145+34 44+0,8 1,6+0,6 1,1+0,7 7,1+0,1 6,9+0,1
Cédmio 26,8+0,1 24,4+0,1 7,1£0,1 8,0£0,0 0,0£0,0 1,0£0,6 1,0£0,5 5,6+4,1 8,1+0,1 6,6+0,3
Chumbo 26,8+0,1 24,5+0,1 7,7£0,3 8,0£0,0 0,00,1 2,6x1,0 0,3+0,2 0,8+0,2 7,7+0,2 6,9+0,1
Cobre 26,7+0,1 244+0,0 7,1+0,1 7,9+0,0 0,1+0,1 1,1+0,4 0,6+0,3 2,6+2,0 7,5+0,2 6,6+0,3
Mistura* 26,9+0,1 24,4+0,0  7,5+0,1 7,9+0,0 11,8+0,7 2,6+0,4 1,0+0,6 6,3+0,9 7,8+0,2 6,8+0,1
Experimento com 5,0 mg L ! de SHA
Controle 24,8+0,2 25,7+0,1 7,2+0,1 8,1+0,1 0,4+0,2 0,6+0,5 2,0+1,3 1,2+0,1 6,7+04 6,620,2
ControleSH  24,5+0,1 25,4+0,0 6,7+0,2 8,0+0,0 0,3x0,1 1,104 6,1x2,8 16,0208 6,7+0,2 6,7+0,2
Ferro 24,0+0,1 24,9+0,6  7,2+0,0 7,9+0,0 19,9+07 2,4+04 2,8+1,6 22,1+33 6,8+0,1 6,6+0,2
Cédmio 23,8+0,0 25,3+0,0  7,4+0,1 8,0+0,0 0,3x0,3 1,3x0,7 2,6+0,3 40,1+8,8 6,9+0,1 6,7+0,1
Chumbo 23,8+0,0 25,3+0,1 7,5+0,0 8,0+0,0 0,8+0,3 0,8+0,2 2,5+0,3 258+34 7,3+0,2 6,8+0,2
Cobre 24,2+0,3 25,3+0,0  7,2+0,0 7,9+0,2 0,4+0,3 0,2+0,3 4,3+0,6 219+33 7,1+0,1 6,9+0,1
Mistura* 23,9+0,0 25,1+0,1 7,2+0,1 7,9+0,0 128+28 1,8+0,7 4,1+0,3 36,6+54 6,7+0,1 6,620,1
Experimento com &guas do Rio Preto
Rio Preto 24,0+0,0 25,1100  7,3+0,2 8,104 49+1,0 1,1+04 2,2+0,1 3,3+04 6,6+0,2 6,5+0,1

*Aquério contendo todos os metais (Fe, Cd, Pb e Cu)
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Para o experimento de exposicdo durante 7 dias foi possivel observar que, no inicio
obteve-se baixos niveis de amodnia e nitrato bem préximos ao recomendado pela Resolugdao
Conama 357/2005). De acordo com Kubitza (1999), valores de amonia acima de 0,20 mg/L sdo
suficientes para induzir toxicidade cronica e levar a diminui¢do do crescimento e da tolerancia
dos peixes a doengas (Pereira e Mercante, 2005). Por outro lado, Karasu Benli e Koksal (2005)
afirmaram que a concentragio letal (48 horas) de amonia para tildpias é de 7,4 mg L. O aumento
na concentracdo de amodnia no decorrer dos experimentos se dad devido ao aumento de biomassa
fornecida, como por exemplo, o alimento ministrado (PEREIRA E MERCANTE, 2005). As
concentracdes de sulfato monitoradas no experimento de exposicdo durante 7 dias foram
inferiores ao valor recomendado pela Resolu¢do Conama 357/05.

Para o experimento de exposi¢ao durante 14 dias, o pH no inicio e ao fim do experimento
se manteve dentro da faixa recomendada (Tabelas 4 e 6). A Temperatura se manteve entre
25,1+0,3°C, assegurando boas condi¢des de sobrevivéncia para os peixes. Assim, 0s parimetros
como pH, Temperatura, OD nao diferiram consideravelmente dos valores quantificados para o
experimento de 7 dias. Isso pode ser justificado pela troca de 4gua no periodo intermediario do
experimento, que € necessaria para assegurar uma boa qualidade da dgua para a sobrevivéncia das
tildpias. As taxas de OD foram superiores aos valores recomendados de no minimo 5 mg L
sendo a taxa de oxigenacdao no ambiente regulada durante todo o experimento. Conforme
observado na Tabela 6, comparando com os valores da Resolucio Conama 357/2005 para rios
Classe 2 (Tabela 4), os valores de turbidez foram inferiores aos recomendados. Obtiveram-se
niveis de amdnia menores que o LD no inicio do experimento, porém ao final a concentracdo de
NH; elevou-se consideravelmente, apds a troca de dgua com retirada de excretas essa taxa
diminui. As concentracdes de sulfato mantiveram-se bem abaixo dos valores recomendados pela
Resolucdo Conama 357/2005 (Tabela 4). Como podemos observar na Tabela 5 a concentracio de
fosfato encontrada excedeu a concentra¢do recomendada pela Resolu¢do Conama 357/2005 para
fosfato (Tabela 4). Tal fato pode ter ocorrido devido ao incremento de racdo e liberacdo de

excretas.
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De maneira geral, as concentragdes de amonia, nitrato, sulfato e fosfato tenderam a
aumentar ao passar do tempo de exposicdo na dgua dos aqudrios. Esse comportamento era
esperado uma vez que, a alimentacdo dos peixes a cada 3,5 dias e acimulo das excretas nos
aqudrios contribui para o aumento desses além da condutividade e turbidez. Verifica-se pelas
Tabelas 5 e 6 que amonia, sulfato, dentre outros pardmetros tiveram sua produ¢do diminuida nos
experimentos na presenca de SHA em comparagdo aqueles conduzidos na auséncia de tais
substancias.

Destaca-se a importancia de considerar as andlises quimicas das solu¢des empregadas
durante os experimentos, pois desencadeiam alteracdes bioquimicas nos organismos que podem
ser confundidas com o efeito dos contaminantes. Nesse sentido, tais autoras atentam para a
fundamental importancia de controlar a quantidade de alimento fornecida para a manuten¢do da
qualidade da 4gua de um sistema de criacdo como 0s experimentos.

Para o tempo de exposi¢ao de 7 dias, comparando os valores obtidos para os parametros
pH e Temperatura na 4gua dos aqudrios utilizados durante os experimentos de exposi¢cdo com 0s
valores preconizados na Resolu¢do Conama 357/2005 para rios Classe 2, o pH se manteve
dentro da faixa recomendada. A Temperatura se manteve entre 24,1+0,3 °C, assegurando boas
condi¢des de sobrevivéncia para os organismos. Os valores de turbidez nao ultrapassaram o
recomendado para rios Classe 2. As taxas de OD foram superiores aos valores recomendados de
no minimo 5 mg/L para o inicio do experimento mas no final se encontrou 0,88 vezes menor que

o recomendado.

5.3. Determinacdo de metais nas amostras de aguas dos aquarios
Valores obtidos na quantificacdo dos metais na dgua dos aqudrios utilizados para

exposicao no inicio e ao final dos bioensaios estdo mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7. Valores obtidos na quantificacdo dos metais totais nas dguas dos aquarios no inicio (i)
e ao fim (f) dos experimentos de exposicao em funcdo da concentracdo de metais.

Resolucao CLASSE 2 CLASSE 3 5x CLASSE 3
Conama 357/05 I f I f i F
Cu 9uglL™ 13puglL™ 65ugL™
Controle 3,8+1,3 3,6+0,6 2,2+0,1 1,9+0,4 0,8+0,1 2,1+£0,2
Cobre 4,3+0,9 3,6+0,5 11,0£2,0  10,0£3,0  83,0+40,0  103,0+60,0
Mistura* 5,7+0,9 4,5+0,9 12,0+£2,6 8,1x1,7 97,6+35,4 22,6+10,8
Cd 10pglL™ 10puglL™ 50pgL™
Controle < 0,03 < 0,03 < 0,03 < 0,03 < 0,03 < 0,03
Cédmio 1,4+0,3 1,5+0,2 14,5+5,0  12,0+1,0 75,0£2,0 65,0+£7,0
Mistura* 1,4+0,5 0,8+0,3 16,5+0,3  11,0+0,5 84,8+4.,0 19,8+2.4
Pb 10puglL™ 33uglL™ 165ug L™
Controle 1,6+0,2 2,4+0,1 1,9+0,3 3,7+0,3 1,8+0,1 2,9+0,2
Chumbo 19,0+£2,0 8,0£2,0 35,1£0,4  23,0£8,0 240,0+10,0 210,0+10,0
Mistura* 16,0+1,8 5,8+0,9 39,9+1,3  24,7+1,1 300,0+10,0 60,0+10,0
Fe 03mglL™ 50mgL™ 25mgL™
Controle <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Ferro 0,45+0,09 0,12+0,06 5,4+0,4 4,0+0,5 24+4 6+5
Mistura* 0,43+0,05 0,13+0,02 3,314 3,8+0,2 9,679 3,5+1,3

*Aquario contendo todos os metais (Fe, Cd, Pb e Cu)

De modo geral, a 4gua dos aquérios Controle mantida durante os experimentos apresentou

concentracdes inferiores ao limite de deteccdo, com exce¢cdo dos metais Cu e Pb, quando

comparado aos aquarios que receberam adi¢do de metais. Com excecdo do Cobre, as

concentracdes dos metais tenderam a diminuir ao fim dos experimentos, sugerindo que os peixes

absorveram parte do metal contido na dgua. As quantificacdes dos padrdes de controle e do

material de referéncia certificado (SRM 1640a) estiveram dentro dos 5% de desvio.

Valores obtidos na quantificacio dos metais na dgua dos aqudrios utilizados para

exposicao no inicio e ao final dos bioensaios na presenca de 0,5; 1,5 e 5,0 mg L' de SHA estdo

mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8. Valores obtidos na quantificagdo dos metais totais nas amostras de dgua dos aquarios
no inicio (i) e ao fim (f) dos experimentos de exposi¢cdo na presenca de diferentes

concentracdes de SHA.

Resolucio 0,5mgL™* SHA 1,5mgL™*SHA 50mgL™*SHA
Conama 357/05 I f I f i F
Cu 13puglL™
Controle <1,38 <1,38 <1,38 <1,38 <1,38 <1,38
Controle SH <1,38 <1,38 <1,38 <1,38 <1,38 <1,38
Cobretotal 10,1+0,4 5,5%1,5 10,4+0,7  4,8+0,8 13,614 3,5+1,2
Mistura* 9,5+0,8 1,9+0,7 9,3+03  4,1x0,5 13,1203 3,1+0,7
Cd 10puglL™
Controle 0,1+0,0 0,1+0,0 0,3+0,1  0,3x0,0 0,7+0,1 0,7+0,0
Controle SH 0,1+0,0 0,1+0,0 0,3+0,1  0,1x0,1 0,620,1 0,7+0,1
Céadmio 11,3+0,1 7,2+1,2 9,3+03  4,0£0,7  14,2+0,3 7,2+1,3
Mistura* 12,1+0,2 1,9+0,2 9,0+0,6  2,1x04 12,5202 2,3+0,3
Pb 33uglLt
Controle <0,56 <0,56 1,9+0,8 <0,56 1,0+0,7 <0,56
Controle SH <0,56 <0,56 0,8+0,3 <0,56 <0,56 <0,56
Chumbo 34,5+2.9 4,9+1,9 33,0£1,2  89+3,5 37,4462 5,5+1,7
Mistura* 30,8+1,0 2,3+1.4 31,240,7  4,4+1,5  28,8+0,6 2,5+1,1
Fe 50mgL™
Controle <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Controle SH <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Ferro 4,9+0,1 0,6+0,2 3,9+02  0,4+0,2 4,7+0,1 0,420,1
Mistura* 4,7+0,2 0,4+0,2 42402  0,320,1 4,2+0,1 0,2+0,1

*Aqudrio contendo todos os metais (Fe, Cd, Pb e Cu)

Os valores obtidos na quantificacdo dos metais na dgua dos aqudrios utilizados para

exposicao as dguas do rio Preto no inicio e ao final dos experimentos estdao mostrados na Tabela

9, e os valores obtidos na quantificacdo dos metais na dgua dos aqudrios utilizados para

exposicdo nos experimentos na presenca de 0,5; 1,5 e 5,0 mg L' de SHA e submetidas 2

passagem no SUFT estdo mostrados na Tabela 10. Entende-se por Cu, Cd, Pb e Fe “livre” a

concentracdo de metal biodisponivel nas amostras de 4dgua dos aqudrios coletadas ao fim dos

experimentos, ou seja, nao complexado as SHA.

56



RESULTADOS E DISCUSSAO MARTINS, 2013

Tabela 9. Valores obtidos na quantificagao dos metais totais e “livres” nas amostras de dgua dos
aquarios no inicio (i) e ao fim (f) dos experimentos de exposi¢cdo, para dguas do rio
Preto na propor¢ao 1:1 (v/v).

Metai Rio Preto
etals Cobre Cadmio Chumbo Ferro
Total <1,38 0,82+0,01 <0,56 0,37+0,02
“livre”’ <1,38 0,58+0,03  <0,56 <0,01

De maneira geral, a concentracdo de metal livre ndo complexado as SHA foi menor em
relac@o a concentracdo de metal total na 4gua dos aquérios utilizados durante os experimentos, ou
seja, parte dos metais encontrava-se complexado as SHA. Assim, observou-se tais substincias

complexam até 70% dos metais presentes, o que diminui sua disponibilidade a biota.

57



RESULTADOS E DISCUSSAO

MARTINS, 2013

Tabela 10. Valores obtidos para metal “livre” e complexado nas amostras dos aquarios dos
experimentos de exposi¢do na presenca de SHA.

Resolucéo 0,5mgL™* SHA 1,5mgL™* SHA 50mgL™* SHA
Conama 357/05 Livre Complexado “livre’ Complexado  “livre’ Complexado
Cu 13pugL™
Controle <1,38 <1,38 <1,38 <1,38 <1,38 <1,38
Controle SHA <1,38 <1,38 <1,38 <1,38 <1,38 <1,38
Cobre 5,2+0,8 4,9+0,4 - - 7,3+0,7 6,3+0,7
Mistura* 2,9+0,7 6,6+0,2 - - 2,9+0,6 10,2+0,3
Cd 10puglL™
Controle <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
Controle SHA <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 0,5+0,1 0,1+0,0
Céadmio 4,3+0,6 7,020,4 - - 4,7+0,7 9,5+0,3
Mistura* 1,0+0,1 11,1+0,2 - - 1,5+0,3 11,00,2
Pb 3BuglL?
Controle <0,56 <0,56 <0,56 <0,56 <0,56 <0,56
Controle SHA <0,56 <0,56 <0,56 <0,56 <0,56 <0,56
Chumbo 6,9+2,6 27,6+2,0 - - - -
Mistura* - - - - - -
Fe 50mgL™
Controle <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Controle SHA <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Ferro 0,3+0,1 4,6+0,1 0,3+0,1 0,1+0,0 0,1+0,0 4,6+0,1
Mistura* 0,2+0,1 4,5+0,1 - - 0,1+0,0 4,1+0,1

*Aqudrio contendo todos os metais (Fe, Cd, Pb e Cu)

- Nao quantificado

5.4. Determinacdo de metaisno tecido muscular dos peixes

Na Figura 7 esta ilustrada a variacdo da concentracdo de metal acumulado no tecido em

fungdo da exposicdo a concentragdes crescentes dos metais Fe e Pb, referentes a Resolugdo

Conama 357/05.
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Figura 7. Concentragdes de Fe e Pb no tecido muscular de tildpias do grupo controle e tildpias
expostas as concentragdes referentes a Resolucdo Conama 357/05 para rios classe 2,
classe 3 e uma concentragdo 5 vezes maior que a classe 3. Os asteriscos indicam
diferenca estatistica (p<0,01) em relag@o aos grupos Controle.

Os resultados mostraram que a exposi¢ao a metais, de maneira geral, leva ao aumento da
concentracdo de metal total nos tecidos musculares. A concentracdo de Fe e Pb no tecido
muscular das tildpias expostas a esses metais foi algumas vezes maior que a concentragio
correspondente dos peixes mantidos como grupo controle, ou seja, sem adi¢cao de metal (1,3; 1,9
e 2,1 vezes para exposicdo a Fe e 2,6; 3,2 e 2,6 vezes para exposi¢cdo a Pb, ambos para exposi¢ao
a concentragdes referentes a classe 2, classe 3 e 5 vezes classe 3, respectivamente).

Geralmente, a incorporacdo de metais em organismos aquaticos € proporcional ao grau de
contaminacdo do meio. Tal comportamento foi observado para exposicdo a Fe, ja para Pb ndo
ocorreu niveis de concentragdo crescente. A bioacumulacdo de Pb por peixes leva algumas
semanas para alcancar um equilibrio e tal efeito ocorre principalmente nas branquias, figado, rins
e 0ss0s, mas nao no musculo (Cavalcante, 2009). A bioacumulacdo de Fe aumentou diretamente
proporcional ao incremento do metal no ambiente, comportamento contrario ao observado para
exposicao a Pb.

Na Figura 8 estdo mostradas as concentracdes de Cd, Cu, Fe e Pb bioacumulado no

musculo de peixes expostos durante 3, 7 e 14 dias.
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Figura 8. Concentragdes de Fe, Pb, Cd e Cu no tecido muscular de tilapias do grupo controle e
tildpias expostas durante 3, 7 e 14 dias. Os asteriscos indicam diferenga estatistica
(p<0,01) em relacdo aos grupos Controle.

Os resultados (Figura 8) indicaram que a absorcdo de Fe pelas tildpias aumenta de acordo

com o tempo de exposi¢do (1,3, 1,3 e 1,5 vezes maior que o controle, para 3, 7 e 14 dias

respectivamente), porém esses niveis ndo sdo muito elevados quando comparados ao grupo

controle, o que pode ser justificado pelo fato do Fe ser um metal essencial, necessdrio para

fungdes fisioldgicas dos peixes. Comportamento semelhante foi observado para o Cd, sendo que

as concentragdes do metal no tecido muscular dos peixes mantidos como grupo Controle foram

menores que os valores obtidos do limite de detec¢do do método.
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O Chumbo apresentou comportamento distinto do Ferro, jd4 que a maior acumulagdo no
tecido muscular ocorreu no periodo de 7 dias (1,2, 3,3 e 2,0 vezes maior do que o grupo controle,
para 3, 7 e 14 dias), sugerindo que no miusculo, o tempo ndao € fator que influencia
proporcionalmente a contaminagdo para o Pb, ou esse metal pode ter sido acumulado em outros
tecidos, por outras vias. Comportamento semelhante foi observado para o Cu, sendo que as
concentracdes do metal no tecido muscular dos peixes mantidos como grupo Controle foram
menores que o limite de detec¢cdo do método.

Comparando a acumulag¢do de Fe e Pb nos trés diferentes tempos de exposicdo, observou-
se que para o Fe a bioacumulagdo é diretamente proporcional ao tempo e concentracdo de
exposi¢do. O comportamento observado para o metal Pb mostrou uma relacao diferente, com a
maior acumulagcdo para o periodo de 7 dias. Segundo Cavalcante (2009), o Pb geralmente é
incorporado por peixes proporcionalmente ao incremento do metal no ambiente, porém a
assimilacdo deste alcanga um equilibrio apés um tempo de exposi¢do. Dessa forma os resultados
obtidos sugeriram que o tempo de 7 dias € o periodo que a acumulacido do Pb no tecido muscular
¢ mais elevada, o que pode indicar que para o tempo de 14 dias o peixe ndo assimila grande
quantidade deste metal pela via do tecido muscular.

Os resultados dos experimentos de exposicdo a concentragdes de Fe, Pb, Cd e Cu
preconizadas pela Resolugdo Conama 357/2005 para rios Classe 3 durante 7 dias na auséncia e na
presenga de SHA (0,5; 1,5 e 5,0 mg L'l) avaliaram a influéncia dessas substincias na
biodisponibilidade desses metais por meio da concentracdo nos tecidos, e podem ser observados

na Figura 9.
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Figura 9. Concentragdes de Fe, Pb, Cd e Cu no tecido muscular de tilapias do grupo controle e
tilipias expostas a esses metais na presenca e auséncia de SHA. Os asteriscos indicam
diferenca estatistica (p<0,01) em relacao aos grupos Controle.

A presenga de SHA influenciou o acimulo de Pb no tecido muscular das Til4pias. Quanto

maior a concentragdo de SHA no meio, menores foram as concentracdes de Pb no misculo,

sendo essas menores, inclusive, que os respectivos grupos Controle de cada experimento (0,25 e

0,17 vezes para 0,5 ¢ 1,5 mg L de SHA, respectivamente). E possivel afirmar que a interacdo do

metal Pb com as SHA tornou-o menos téxico e menos disponivel para ser absorvido pelos

organismos. Para exposicdo a Fe, como ji esperado nido foi observado bioacumulacio e,

consequentemente ndo ha efeito da presenca de diferentes concentracoes de SHA.
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Foi observado maior acimulo de Cu no tecido muscular dos peixes expostos ao metal na
auséncia de SHA em relacdo aos experimentos mantidos na presenca de SHA, sendo que as
concentracdes do metal no tecido muscular dos peixes mantidos como grupo Controle foram
menores que o limite de deteccdo do método. Os experimentos de exposi¢cdo ao Cd seguiu o
mesmo comportamento, onde na auséncia de SHA houve maior actimulo do metal quando

comparado com os experimentos mantidos na presenca de SHA.

55. Bioacumulacéo de Fe, Pb, Cu e Cd no tecido muscular detilapias

Na Tabela 11 estao mostrados os valores de bioacumulagao de Fe, Pb, Cu e Cd para todos
os experimentos realizados, onde se verifica que a maior bioacumulagdo ocorreu para os metais
na auséncia de substancias humicas, exceto para o Cu, o que confirma a hipétese de que as
mesmas diminuem a disponibilidade destes para bioacumular nos organismos aquaticos. As
maiores bioacumulagdes para Fe, Pb e Cu ocorreram para o experimento mantido por 7 dias para
a concentracdo recomendada pela Resolugdo Conama 357/2005 para rios classe 3, bem como
para o experimento realizado com amostras de dgua de represa para Fe e Pb. Para o Cd a maior

bioacumulacdo foi observada para 3 dias rios classe 3.

Tabela 11. Fator de bioacumulagido no tecido muscular dos metais Fe, Pb, Cu e Cd para os
experimentos de exposi¢ao.

Fator de Bioacumulagiio Fe(L kg') Pb(L kg?) Cu(L kg?) Cd(L kg?)
Classe 2 (3 dias) 7,8+1,5 2,2+1,8 - -
Classe 3 (3 dias) 1,3+0,7 1,1+0,5 31,9+9,0 8,5+0,5

5xClasse 3 (3 dias) 0,320, 1 0,120,0 - -
Classe 3 (7 dias) 8,8+5.4 23,0+35,0 42,9+0,5 1,1+0,1
Classe 3 (14 dias) 4,5+4.4 8,2+4,8 30,0+1,7 1,4+0,3

Classe3-05mgL™* deSHA (7dias)  0,5+0,1 3,01,9 31,0+10,0 0,7+0,3

Classe3-15mgL™*deSHA (7dias)  0,8+0,3 1,5+0,9 30,192 1,3+0,6

Classe 3—5,0mg L™ de SHA (7 dias) - - 24,044 0,3+0,2
Aguadorio Preto (7 dias) 6,1+1,8  90,0+129,0 - -

- nao calculado
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5.6. Metalotioneinas como biomar cadores ambientais

5.6.1. Adaptacdo do método para quantificacdo de metalotioneinas

O método de quantificagdo de metalotioneinas se mostrou bem sucedido depois de uma
série de testes realizados em laboratério. A Figura 10 mostra o efeito da concentragdo dos
reagentes SDS, DTT e mBBr na rotulagem de MT de figado de coelho e tilapia. Para MT tipo I
de coelho, as concentrac¢des 6timas de DTT, SDS e mBBr foram 20, 10 e 12 pL, respectivamente,
enquanto para MT de tilapia foram 10, 4 e 7 uL. O excesso de grupos tidis oriundos do DTT
pode diminuir a ligagdo do mBBr com os mesmos grupos presentes nas MT, assim como a alta
pureza do SDS € importante para a boa defini¢ao do pico e seu tempo de retengdo (Romero-Ruiz

et al., 2008).

Figado de Tilapia MT tipo | de coelho
—>
[ — (8) (®)
) -
5 10 15 5 1o 15
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 10. Separacdo de MT de figado de tilapia por HPLC-FD usando 20, 10 e 12 uL (A) e 10,
4 e 7 uL (B) de DTT, SDS e mBBr, respectivamente. As setas indicam o pico
referente a MT.

A Figura 11 ilustra a curva analitica obtida para a area dos picos obtidos por HPLC-FD vs

concentracio de padrdes de metalotioneina de coelho Tipo 1.
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Figura 11. Curva analitica tipica utilizada na quantificacdo de metalotioneinas. No detalhe,
cromatogramas gerados a partir das injegdes de concentragdes crescentes de
metalotioneina tipo I de coelho, nos quais a seta indica o pico referente a MT. O
limite de deteccdo foi de 0,02 pg uL™.

5.6.2. Avaliacdo do tempo de resposta e da concentracdo de contaminante na

inducéo de M etalotioneinas

Foi avaliada a influéncia do tempo de duracdo dos ensaios na indu¢dao de Metalotioneinas
em peixes expostos a metais isolados (Cadmio, Cobre, Chumbo e Ferro) bem como a mistura

desses contaminantes durante 3, 7 e 14 dias conforme mostrado na Figura 12.

65



RESULTADOS E DISCUSSAO MARTINS, 2013

150 [ control

ontrole
140 p Ferro *
130 -{ I Cobre
120 4 E=3 Chumbo
[ Cadmio
110 4 = mistura
100 +

90
80 - *

70 *
60
50
40
30
20
10 1
o4

* * *

MT (ug/g de figado)

3 dias 7 dias 14 dias

Figura 12. Conteido de MT no figado de tilapias expostas a Ferro, Cadmio, Chumbo, Cobre,
Mistura desses metais € do Controle mantidos expostos durante 3, 7 e 14 dias. Os
asteriscos indicam diferencga estatistica (p<0,01) em relag@o aos grupos Controle.

Em relacdo a influéncia do tempo de exposicdo na resposta, observou-se que a inducao
das MT para peixes expostos durante 3 dias (21%5, 42+4, 82+10, 24+4 e 69+8 ug g de figado
para Fe, Cd, Pb, Cu e Mistura, respectivamente), foi menor quando comparada a exposi¢ao
durante 7 dias (83+19, 36+13, 78+20, 66+3 e 127+32 ug mg'1 de figado), e 14 dias (48+13,
10060, 3723, 32+15 e 89+8 pug mg" de figado), exceto para o fon Pb. De maneira geral, o
experimento realizado por 7 dias apresentou valores de inducdo de MT pouco maiores que o
ensaio por 14 dias, para a maioria dos metais. Assim, considerando os resultados observados,
conclui-se que a quantificagdo de metalotioneinas em tildpias, quando utilizada como ferramenta
de investigacdo de poluicdo aquatica pelos metais estudados durante um periodo de 7 dias de
exposicdo € satisfatéria para obtencdo de resultados positivos para MT como biomarcador
ambientais (4,71; 2,05; 4,44; 3,77 e 7,25 vezes maior que o Controle para Fe, Cd, Pb, Cu e M,

respectivamente). Wu e colaboradores (2007) expuseram tildpias a cddmio e observaram
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aumento da inducdo das MT em relacdo ao grupo controle, porém ndo houve diferenca dos
resultados para os experimentos mantidos durante 5 e 15 dias.

Em estudos realizados com peixes de dgua salgada foi observado que houve indugio
significativa nos niveis de metalotioneinas em 48 horas de exposicao (JEBALI et al., 2006). Man
e Woo (2008) também observaram o aumento na inducdo de metalotioneinas em resposta a
exposicao de peixes marinhos a Cd por 96 horas. Por outro lado, experimentos utilizando tilapias
mostraram que hd um incremento nos niveis da proteina apds exposicdo por 14 dias (ATLI;
CANLLI, 2008).

Conforme ilustrado na Figura 12, os experimentos com tempo de duracdo de 7 dias
apresentaram valores de inducdo de MT pouco maiores que o ensaio por 14 dias, para todos os
metais, exceto Cd. A diminui¢cdo na concentracdo da proteina para os experimentos de 14 dias
pode ser justificada pelo fato de que os organismos possivelmente sofreram um estresse muito
intenso, tal que ndo responderam mais aos contaminantes na mesma propor¢io que nos
experimentos de 7 dias, sugerindo que este tempo seja suficiente para estudos de exposicao.
Sendo assim, a avaliag¢@o da influéncia do tempo de exposi¢do na resposta indicou um periodo de
7 dias adequado para obtengdo de resultados positivos para indu¢ao de MT devido a exposi¢ao
aos metais Fe, Cu e Pb.

Os resultados obtidos para os experimentos durante 3 dias explorando as concentragdes de
contaminantes estabelecidas pela Resolu¢do Conama 357/05 estdo resumidos na Figura 13.
Entende-se por M o ensaio referente a exposi¢cdo a Mistura dos metais Fe, Cd, Pb e Cu; B o
ensaio referente a exposicao ao Benzo[a]pireno e MB o ensaio referente a exposi¢cdo a Mistura

dos metais mais o BaP.
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Figura 13. Niveis de MT no figado de tilapias expostas durante 3 dias a Ferro, Cadmio, Chumbo,
Cobre, Mistura desses metais, Benzo[a]pireno e Mistura com Benzo[a]pireno e
Controle. Os asteriscos indicam diferenga estatistica (p<0,01) em relagdo aos grupos
Controle.

A inducdo de MT hepética para Fe, Cd e MB aumentou com o aumento da concentra¢io
de contaminante no meio, de modo que os maiores niveis da proteina foram observados para
exposicdo a uma concentragdo 5 vezes maior que aquela regulamentada pela Resolu¢cdo Conama
357/05 para rios classe 3. Para os outros grupos de contaminantes (Cu, Pb, M e BaP) a maior
inducdo foi observada no experimento de exposi¢do a concentracdes referentes a classe 3. Os
niveis de MT hepatica dos peixes expostos a concentracdes de Ferro, Cddmio, Chumbo, Cobre,
Mistura desses metais, Benzo[a]pireno e Mistura dos metais mais Benzo[a]pireno regulamentadas
para rios classe 3 foram respectivamente 1,21; 1,36; 2,63; 2,57; 2,21; 2,63 e 1,27 vezes maiores
em relagdo ao Controle mantido simultaneamente ao experimento. Para concentracdes referentes

a classe 2 ndo houve aumento nos niveis de MT para exposicdo a Fe, Cu, Pb e Cd mas M, B e
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MB apresentaram resultados positivos (1,68; 1,54 e 1,37 vezes respectivamente). Exposicao a Fe,
Pb, M e MB referentes a uma concentracdo 5 vezes maior que a regulamentada para a classe 3
apresentou aumento de 1,27; 2,17; 1,72 e 3,34 vezes maior que o observado para o grupo
Controle, respectivamente.

Os resultados mostraram que a sintese de MT ¢ significativamente induzida ndo somente
por metais, mas também pelo Benzo[a]pireno, uma vez que este foi um dos contaminante que
induziu maiores concentracdes da proteina no figado das tildpias empregadas nos experimentos
de exposicdo (1,54 e 2,63 vezes maior que o controle para classe 2 e classe 3, respectivamente).
Essa observagdo corrobora com trabalhos realizados por outros autores, 0s quais mostraram que a
indugdo de MT hepatica em peixes (Fundulus heteroclitus) aumentou em resposta a dicta
contendo BaP, sendo 1,57 vezes maior em relacdo ao controle (ROESIJADI et al., 2009). Em um
estudo semelhante ao de Roesijadi e colaboradores (2009), o mesmo comportamento foi
observado por van den Hurk e colaboradores (2000). Além disso, ambos os autores mostraram
ainda que a exposicdo conjunta de metais e BaP potencializa a indugdo das MT. Este
comportamento também ocorreu neste trabalho, uma vez que a concentracio de MT para MB
foram 1,95 vezes maior que a concentragdo de MT para M, no experimento de exposi¢do 5 vezes
classe 3.

Na Tabela 12 estdo mostrados valores de conteido de MT em organismos aquaticos

expostos a Cd e Cu, encontrados na literatura para estudos semelhantes ao presente trabalho.
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Tabela 12. Niveis de metalotioneinas em organismos aquaticos expostos a Cd e Cu, encontrados
em trabalhos semelhantes.

Contelido deMT (pg g™ detecido)

Espécie em peixes expostos a: Referéncias
Cd Cu
Oreochromis niloticus 36,12+8,02 66,34+1,96 Estetrabalho
Seriola dumerilli 1,60+0,50 - Jebali et al., 2006
Dicentrarchus |abrax 0,07+0,01 0,12+0,02 Jebali et al., 2008
Sparus aurata 379,80+109,95 399,53+36,66 Ghedira et al., 2010
Lymnaea stagnalis 180,00+50,0 - Desouky, 2012

- resultado nao disponivel

A concentracdo de metalotioneinas em peixes expostos a Cd encontrada neste trabalho
(36,12+8,02 pg g de tecido) ndo ultrapassa a encontrada por Ghedira et alii (2010) para peixes
Sparus aurata (379,80+109,95 pg g de tecido), e a encontrada por Desouky (2012) para
moluscos Lymnaea stagnalis (180,00+50,0 ug g de tecido). Porém, quando comparado a outros
animais, a indu¢do observada foi maior, ultrapassando niveis encontrados por Jebali et al. (2006)
para peixes Seriola dumerilli (1,60+0,50 pg g de tecido) e por Jebali et al. (2008) para peixes
Dicentrarchus labrax (0,07+0,01 pg g de tecido). A concentracio de metalotioneinas em peixes
expostos a Cu, encontrada neste trabalho (66,34+1,96 pg g de tecido) também foi maior que a
encontrada por Jebali et al. (2008) (0,12+0,02 pg g de tecido).

Foi ainda investigada a indugcdo de metalotioneinas branquiais para o experimento
mantido por 7 e 14 dias para peixes expostos a todos os metais individualizados e na mistura para

a concentragdo equivalente a de rios classe 3. Os resultados estao ilustrados na Figura 14.
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Figura 14. Niveis de metalotioneinas em brinquias de tilapias expostas a Fe, Pb, Cd, Cu e
mistura, além do controle durante 7 € 14 dias.

No que se refere ao tempo de exposi¢do, observou-se que para 0s peixes expostos a metais
isolados além da mistura desses contaminantes, durante 7 dias (4,57; 3,27; 2,71; 1,93 e 4,94
vezes maior que o controle para Fe, Pb, Cd, Cu e Mistura, respectivamente), para todos os metais
e mistura houve um aumento na indugao das MT branquiais quando comparada ao grupo controle.
Os experimentos correspondentes ao tempo de exposi¢cdo de 14 dias, também apresentaram um
aumento na indu¢do de MT, quando comparado com o grupo controle, (2,54; 3,52; 6,10; 1,78 e
1,72 vezes maior que o controle para Fe, Pb, Cd, Cu e Mistura, respectivamente).

A quantificagdo de MT hepaticas dos peixes expostos aos metais apresenta maiores niveis
da proteina em relagio as medidas nas brinquias, variando de 17,6+2,2 a 127,5+17,1 pg g’ para
figado e de 13,3+2,4 a 82,6+22,8 ug g para brinquias. Porém, a indugdo de MT nas branquias é
muitas vezes maior quando comparada com os mesmos resultados no figado. O figado, por ser
um o6rgao de detoxificacdo, contem naturalmente metalotioneinas, mas as branquias que ndo

possuem tal fun¢do, ndo t€m grandes niveis dessa proteina.
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5.6.3. Influéncia da presenca de SHA na agua nainducdo de metalotioneinas
Na Figura 15 estdo mostrados os resultados de conteido de MT hepatica em tildpias,
obtidos para os experimentos na auséncia e na presenca de 0,5; 1,5 e 5,0 mg L' de SHA,
expressos em porcentagem em relacdo aos grupos Controle. Os valores positivos representam
aumento na inducdo e os valores negativos representam diminuicdo na inducdo da proteina

quando comparada com o grupo Controle.
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Figura 15. Conteido de MT hepatica em tildpias expostas durante 7 dias a Ferro, Cobre,
Chumbo, Cadmio e Mistura desses metais na auséncia e com concentracoes de 0,5;
1,5¢5,0 mg L™ de SHA. Os resultados estdo expressos em porcentagem de indugio
em relacdo ao grupo Controle.

Para o experimento com 0,5 mg L' de SHA, houve diminuicdo nos niveis de MT para
exposicdo a Fe, Cu, Pb, Cd e Mistura dos metais, cerca de 4%, 3%, 18%, 86% e 85% comparados
ao grupo Controle. Um comportamento semelhante foi observado para o experimento na presenca

de 1,5 mg L' de SHA, houve diminui¢do nos niveis de MT para exposicdo a Cu, Pb, Cd, e
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Mistura dos metais, cerca de 40%, 9%, 86% e 51% em relagcdo ao grupo Controle,
respectivamente. J4 o experimento conduzido na presenca de 5,0 mg L™ de SHA a exposi¢io aos
metais Pb e Cd e Mistura dos metais apresentou reducio de cerca de 100% na inducdo de MT.
Para alguns grupos deste experimento, bem como para todos os individuos do grupo exposto as
aguas do rio Preto, os niveis de MT hepética ndo foram detectados, mostrando que as SHA
complexam os metais diminuindo a disponibilidade dos mesmos para interagir com a biota.

Do mesmo modo também foi avaliada a influencia das SHA por meio da quantificacdo de
MT branquial das tilipias expostas a Fe, Pb e Cu na auséncia e na presenca de 0,5 mg L' de

SHA, conforme ilustrado na Figura 16.
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Figura 16. Conteido de MT branquial em tilapias expostas durante 7 dias a Ferro, Chumbo e
Cobre na auséncia e na presenga de 0,5 mg L™ de SHA. Os resultados estio expressos
em porcentagem de inducdo em relacdo ao grupo Controle.

Baseado na Figura 16 € possivel observar que, enquanto ocorreu um aumento nos

niveis de metalotioneinas branquiais de até dezenove vezes em relacdo ao grupo Controle na
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Conccentracao de Fe (ug/g)

auséncia de SHA, houve diminui¢do de 57%, 42% e 71% para exposi¢cdo a Fe, Pb e Cu,
respectivamente, na presenca de 0,5 mg L™ de SHA.

Estudos realizados na bacia hidrografica do Turvo-Grande, onde o rio Preto esta inserido,
demonstraram por meio de experimentos de complexag¢do de metais com substincias himicas
aquaticas extraidas deste rio, que a presenca de tais substancias altera a disponibilidade de metais
no ambiente aquatico. Melo (2010) observou que a capacidade de complexa¢ao das SHA com os
metais ALCr’*, Cr®* e Ni diminui na seguinte ordem Cr’* > Ni > Cr** > Al. Em um estudo
semelhante, Tadini (2013) concluiu que capacidade de complexagdo das substincias himicas
aqudticas para o fon Cr®* variou em fungio da sazonalidade, sendo maior no periodo de seca.

Com os dados obtidos neste trabalho para Fe e Pb quantificados no musculo e niveis de
metalotioneinas no tecido dos peixes expostos a esses metais nos experimentos, foi possivel

observar se houve correlacdo entre tais parametros, conforme mostrado na Figura 17.
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Figura 17. Correlagdo entre concentracdo de Fe e Pb quantificados no tecido muscular e
concentracdo de metalotioneinas quantificadas no tecidos dos peixes expostos a
esses metais.
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Correlacdes ndo significantes foram observadas entre concentracdo de Fe e Pb
quantificados no tecido muscular e concentracao de metalotioneinas quantificadas no tecidos dos
peixes.

Este trabalho pode ser considerado pioneiro em funcdo de pesquisa realizada na base de
dados “Science Direct” com as palavras “aquatic humic substances", “metallothionein” e
“tilapia”. Assim, neste estudo foi observado que houve uma tendéncia a diminui¢do da indugdo
das MT com o aumento da concentracdo das SHA no meio. Estas observacdes juntamente com 0s
dados obtidos para concentra¢des de metais “livres”, ou seja, aquele que ndo estd complexado s
SHA (Tabela 8), reforcam a afirmacdo de que a presenca de tais substancias diminui a
disponibilidade de metais, diminuindo sua toxicidade e aumentando a tolerancia dos organismos

a concentragdes elevadas desses composto.
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- Foi possivel padronizar um método para quantificacdo de Metalotioneinas em peixes por
HPLC com detector de fluorescéncia e os resultados revelaram que a quantificagdo de MT
hepética e branquial em tildpias do Nilo pode ser usada como biomarcador ambienal para os
metais Fe, Cd, Cu e Pb e também a Benzo[a]pireno, sendo uma importante ferramenta para o

monitoramento ambiental.

- A avaliagdo da influéncia do tempo de exposi¢do na resposta indicou um periodo de 7
dias adequado para obtencdo de resultados positivos para indu¢do de MT devido a exposicdo de

tildpias aos metais estudados individualmente e na mistura.

- As SHA influenciaram na biocaumula¢ido de Pb, tornando o metal menos biodisponivel,
enquanto os fatores determinantes da acumulacdo de Fe no tecido muscular dos peixes foram

tempo de exposicao e concentragdo do metal no meio.

- Os resultados mostraram que a sintese de MT em tildpias € significativamente induzida
nao somente por metais, mas também pelo Benzo[a]pireno além da exposi¢cdo conjunta de metais
e BaP, evidenciando a importancia de estudos com biomarcadores ambientais na presenca de

mistura de poluentes.
- Conclui-se que as SHA diminuem a disponibilidade de metais, diminuindo a toxicidade

do meio aqudtico e aumentando a tolerdncia dos organismos a concentra¢des elevadas desses

compostos.
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ANEXO 1: Massa e comprimento dos peixes utilizados para os experimentos que simularam as concentr agdes

previstasem riosClasse 2 e 3.

CLASSE 2 CLASSE 3
Peixe Comprimento(cm) Peso(g) Comprimento(cm) Peso(g)
C1 13 68,50 15,0 96,88
c2 14 84,79 15,0 97,04
C3 12 55,93 13,5 79,38
C4 14 86,16 15,0 98,14
C5 16 116,75 13,5 72,64
Fel 16 118,83 13,5 83,71
Fe2 14,5 94,00 14,0 88,45
Fe3 16 114,23 13,0 67,34
Fe4 13 63,90 13,5 80,66
Fe5 13,5 71,07 14,0 82,46
Cd1 15 103,60 14,0 88,27
Cd2 15 98,19 15,0 107,43
Cd3 13,5 73,68 13,5 74,87
Cd4 14 80,83 14,0 83,98
Cd5 14 74,45 15,5 109,48
Pb1 15 96,02 14,5 88,00
Pb2 15 95,89 14,5 89,90
Pb3 13,5 71,31 14,0 87,93
Pb4 14 77,35 12,5 63,79
Pb5 13 64,90 14,0 82,43
Cul 15 88,03 16,0 115,16
Cu2 16 106,81 13,0 79,83
Cu3 13,5 75,40 15,0 110,53
Cu4d 13 64,45 15,0 101,00
Cub5 13 70,02 14,0 76,54
B1 15,5 106,48 14,0 72,07
B2 15 93,28 15,5 123,01
B3 14,5 86,45 15,0 92,74
B4 14,5 87,08 14,0 86,92
B5 16 108,90 14,5 90,70
M1 17 74,85 14,0 84,34
M2 15 102,11 13,5 73,21
M3 15 84,43 13,5 83.45
M4 12,5 65,10 12,5 67,65
M5 14,5 84,88 12,5 5747
MB1 13 65,14 15,0 94,10
MB2 14 76,95 13,5 79,60
MB3 15 92,93 14,5 82,20
MB4 14 85,25 14,0 87,60
MB5 15 92,80 13,5 73,02
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ANEXO 2: Massa e comprimento dos peixes utilizados para os experimentos durante 7 e 14
dias que ssimularam as concentracgdes previstas em rios Classe 3.

7 DIAS

14 DIAS

Peixe

Comprimento (cm) Peso (g)

Comprimento (cm) Peso (g)

C1
C2
C3
C4
C5
Fel
Fe2
Fe3
Fed
Fe5
Cd1l
Cd2
Cd3
Cd4
Cd5
Pb1
Pb2
Pb3
Pb4
Pb5
Cul
Cu2
Cu3
Cu4
Cub
M1
M2
M3
M4
M5

15,00
15,50
15,00
14,00
15,00
16,00
14,50
15,00
15,00
17,50
14,50
13,50
15,00
14,50
14,50
18,00
12,00
16,00
12,50
13,50
16,50
18,00
14,00
14,50
15,00
15,00
16,50
15,00
14,50
14,00

101,80
115,66
104,80
81,60
104,94
118,10
86,00
97,20
100,60
120,60
87,01
76,40
111,15
94,00
98,92
146,17
51,55
115,40
65,78
83,60
117,89
117,60
79,41
85,55
101,50
92,58
128,40
92,40
84,75
71,50

14,00
16,00
16,50
14,00
16,00
14,00
15,00
17,00
17,00
15,50
15,00
15,00
15,00
14,60
15,00
16,00
14,00
15,00
13,00
16,50
17,50
14,00
13,50
15,00
15,50
15,00
16,00
16,50
16,00
15,00

76,55
113,87
117,13
75,26
111,90
73,51
89,74
114,98
135,00
97,10
84,30
81,50
95,00
73,60
83,80
105,50
76,70
89,70
45,20
121,00
125,50
76,70
60,60
79,70
101,70
86,90
119,00
112,40
101,50
83,70
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ANEXO 3. Massa e comprimento dos peixes utilizados para 0s experimentos que
simularam as concentracdes previstas em rios Classe 3 na presenca de 0,5; 1,5e50mg L™

de SHA.
0,5mgL™* SHA 1,5mg L SHA 50mgL™* SHA
Peixe Comprimento(cm) Peso(g) Comprimento(cm) Peso(g) Comprimento(cm) Peso(g)
C1 12,00 51,30 13,50 66,22 13,50 81,40
C2 11,50 47,68 11,50 45,87 13,00 71,34
C3 12,00 59,41 14,00 69,83 13,50 78,48
C4 11,50 49,32 12,00 59,15 13,50 94,08
C5 14,00 87,51 12,00 45,19 12,00 44,16
CSH1 12,50 61,33 - - 13,50 78,40
CSH2 14,00 74,07 13,50 57,42 13,50 76,65
CSH3 11,50 48,55 14,00 88,57 15,00 108,18
CSH4 13,00 68,25 14,50 96,22 14,50 92,35
CSH5 11,50 46,41 - - 11,00 42,98
Fel 14,00 78,16 12,00 53,71 14,00 72,06
Fe2 - - 11,50 48,07 13,50 84,58
Fe3 11,00 40,02 11,50 53,33 14,00 103,21
Fed 13,50 66,12 12,50 68,79 15,50 4431
Fe5 13,00 64,45 - - 11,50 89,24
Cul 11,00 41,07 12,50 51,14 15,00 74,97
Cu2 14,00 80,02 12,50 56,20 13,50 100,36
Cu3 14,00 85,14 13,50 89,31 15,00 85,03
Cu4 14,50 92,21 13,50 78,73 14,50 39,26
Cu5 13,50 82,31 12,00 52,62 11,50 72,34
Pbl 13,50 88,11 12,00 66,37 13,50 107,43
Pb2 13,00 67,42 13,50 86,37 15,00 75,28
Pb3 12,50 55,85 12,00 54,31 14,00 73,15
Pb4 12,00 58,03 15,00 97,25 13,50 4741
Pb5 13,00 64,22 14,50 99,31 12,00 113,13
Cd1l 12,00 56,91 12,00 61,08 16,00 67,38
Cd2 11,50 48,4 12,00 60,07 13,00 53,07
Cd3 14,50 77,15 11,50 49,38 11,50 42,00
Cd4 13,00 61,08 12,50 57,40 12,00 63,20
Cd5 13,00 57,52 13,50 88,06 13,00 76,06
M1 14,50 92,11 13,00 71,07 14,00 85,76
M2 12,50 70,03 15,50 114,20 15,00 91,28
M3 13,50 85,51 15,00 115,11 15,00 98,13
M4 11,00 48,41 15,00 102,27 15,00 92,33
M5 12,50 67,54 12,00 59,01 14,00 107,66
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ANEXO 4: Massa e comprimento dos peixes utilizados para os experimentos de exposicao
asaguasdorio Preto.

Aguasdo rio Preto (1:1 v/v)

. Comprimento Peso
Peixe
(cm) (9)

R1 107,66 15,50
R2 62,30 13,00
R3 98,52 15,00
R4 43,27 11,50
R5 58,55 12,00
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