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RESUMO

A contaminacio de ecossistemas aqudticos por metais pode ocorrer por acdo antrdpica através de
fontes, tais como, esgotos industriais e domésticos, escoamento superficial e depdsitos de lixo. O
monitoramento da qualidade dos ecossistemas aqudticos € essencial na prevencdo de danos aos
recursos hidricos e a biota. Este pode ser realizado através de parametros fisicos, quimicos e
biol6gicos. Dentre os parametros biolégicos pode-se verificar desde alteracdes em nivel de
comunidades e populacdes até celulares e moleculares. Os biomarcadores sdo alteragdes em
parametros bioldgicos medidos em organismos que indicam a presenca de contaminantes. Um
biomarcadores frequentemente relacionado a presenca de metais é a metalotioneina. Com isso, 0s
objetivos do presente trabalho sdio de demonstrar a importancia dos biomarcadores e verificar a
relacdo da presenca de cobre e cromo no sedimento de um cérrego contaminado por chorume, com
a bioacumulacdo destes nas branquias de bivalves e a concentragdo do biomarcador metalotioneina.
Para tanto, bivalves da espécie Corbicula fluminea foram coletados e transferidos para dois pontos
em um corrego contaminado com chorume de aterro doméstico, sendo submetidos a testes in situ
por 15 dias. Apds este periodo, as branquias dos animais foram retiradas para andlise de actimulo
de cromo e cobre e de metalotioneina. No periodo de experimento foi também coletada uma
amostra de sedimento para andlises dos metais. Os resultados obtidos mostraram aumento de cobre
e cromo no sedimento do cérrego contaminado em relacdo ao ponto de coleta, que corrobora com
0 aumento de cromo nos dois pontos e uma tendéncia do aumento de cobre no primeiro ponto, bem
como com o aumento da metalotioneina nas branquias daqueles animais submetidos a testes nos
pontos contaminados. Foi observada uma relacdo direta entre a concentracio de metais no
sedimento e no tecido com o aumento da metalotioneina, 0 que mostra o potencial uso destes
pardmetros no monitoramento de ecossistemas aquaticos contaminados por metais.

PALAVRAS-CHAVE: Chorume, bivalves, biomarcadores, bioacumulagao, metalotioneina.
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INTRODUCAO

A populacdo mundial duplicou desde a década de 60 e apresenta atualmente aproximadamente sete
bilhdes de pessoas. O aumento da populacdo acarreta em duas principais causas diretas de
polui¢do, a industrializacdo e a massiva producdo de alimentos, e com isso sdo geradas,
proporcionalmente, maiores quantidades de residuos, sejam eles domésticos ou industriais. Os
residuos gerados pelas atividades humanas, direta ou indiretamente t€ém a 4gua como seu receptor
final. Esta é a substincia mais abundante na atmosfera, porém apenas uma pequena parte estd
disponivel para utilizacio humana. Dos quase 1,4 milhdo de km® de dgua 97,2% estd na forma de
dgua salgada, 2,1 % estd na forma de neve ou gelo, 0,001% vapor atmosférico e 0,6% de dgua doce
liquida disponivel. Deste somente 1,2% se apresentam na forma de rios e lagos e 98,8% &dguas
subterraneas, das quais metade € invidvel para utilizacdo humana devido a profundidade (> 800 m).
Estes dados alertam para a necessidade de prevencdo a contaminagdo destes recursos.

Na maioria dos municipios brasileiros ainda ocorre o depdsito do lixo em lixdes ou aterros que sio
potencialmente causadores de contaminagdo ambiental (IBGE, 2000). O chorume é o liquido
produzido na decomposi¢do do lixo e pode ter uma composi¢do muito varidvel (SISINNO;
MOREIRA, 1996). Os residuos s6lidos de um municipio consistem principalmente numa mistura
de plasticos, metais e alguns materiais organicos e, por isso, vdrias substincias organicas e
inorganicas sdo encontradas na composicdo do chorume (OYGARD; MAGE; GJIENGEDAL,
2004). CHRISTENSEN et al. (2001) indicam cinco grupos de poluentes que podem ocorrem na
pluma de chorume: matéria organica dissolvida, macrocomponentes orginicos (célcio, magnésio,
potéssio, aménia e ferro), elemento traco (cddmio, cromo, cobre, chumbo, niquel e zinco)
compostos organicos xenobidticos (hidrocarbonetos aromdticos, fendis, compostos alifaticos
clorados) e outros componentes em baixas concentragdes como boro, arsénio, bdrio, selénio,
hentrriosecanhplistos encontrados no chorume, os metais estdo entre os mais estudados, devido a
sua toxicidade e persisténcia no ambiente. Eles podem ser subdivididos em duas categorias, metais
de transicdo ou metaloides. Nos primeiros, incluem-se os metais como cobre, ferro e manganés, que
sdo essenciais para o metabolismo dos organismos, porém em altas concentracdes podem ser
toxicos, j4 os metaloides sdo aqueles que em baixas concentragdes podem apresentar toxicidade,
como o cddmio e chumbo. Grande parte dos metais encontrados na dgua provém do intemperismo
de rochas e da lixiviagdo de solos e a concentracdo destes pode variar de acordo com a ocorréncia
dos metais na drea de drenagem. Entretanto, a entrada de metais no ambiente aqudtico também
ocorre devido as fontes antropogénicas, principalmente em centros urbanos e industriais.

Devido aos fatores de contaminagdo das dguas é adequado que estudos de monitoramento sejam
feitos para garantir a qualidade dos recursos hidricos. O monitoramento consiste em realizar
sistematicas de diversos pardmetros durante um determinado periodo de tempo com objetivo de
coletar dados suficientes para acessar a qualidade de determinado ambiente. Estes dados incluem
observagdo e andlise de pardmetros fisicos, quimicos e bioldgicos. Nos pardmetros bioldgicos estd
incluido o uso regular de bioindicadores ou biomonitores, ou seja, espécies que apresentam
alteracdes em parametros ao nivel de populagdo ou organismo que indicam mudangas ambientais
a qualidade da dgua (RAND et al., 1995), seja pela observacdo da mortalidade e fecundidade dos
organismos, pela bioacumulacdo ou uso de biomarcadores. Espécies sésseis de mexilhdes e outros
bivalves sdo considerados bons biomonitores de contaminagcdo por metais € compostos organicos,
pois podem acumular uma série de contaminantes em seus tecidos, bem como apresentar virias
alteracdes indicadoras de danos iniciais (O'CONNOR, 2002). Um bivalve que tem sido foco de
diversos estudos toxicoldgicos de contaminacdo por poluentes é a espécie Corbicula fluminea
(Muller, 1774), considerada indicadora de contaminagcdo aquatica, dada a alta sensibilidade aos
diversos contaminantes e a grande quantidade de dgua que filtra do meio (GOLDBERG et al.,
C. fluminea € uma espécie invasora, nativa do sudeste asidtico, que foi introduzida no Brasil,
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acidentalmente, na década de 70 no Rio Grande do Sul. Ja foi identificada também em estados
Parana, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso (INSTITUTO HORUS, 2009).

O termo bioacumulacio refere-se a absorcdo de compostos quimicos de qualquer fonte do
ambiente aquatico pelo animal, relacionando-se diretamente com a natureza e biodisponibilidade do
composto e dos processos que determinam a taxa, distribuicdo e magnitude de acimulo em um
organismo. Invertebrados bentonicos sdo um importante grupo potencialmente exposto aos
contaminantes devido ao seu contato direto com o sedimento (RAND, 1995). A bioacumulagdo de
metais em bivalves € bastante estudada, sendo utilizada em projetos de monitoramento por todo
mundo através do programa “Mussel Watch” (GOLDBERG et al., 1975).

Além da bioacumulag¢do o monitoramento bioldgico pode ser feito através de biomarcadores. Estes
sdo alteragdes em componentes moleculares e/ou celulares, processos, estruturas ou fungdes,
determindveis em sistemas biologicos ou amostras (DEPLEDGE et al., 1995). Alguns
biomarcadores podem ser mais especificos, ou seja, as alteragdes observadas podem ser mais
facilmente relacionadas com aumento de determinado composto no meio. A metalotioneina, por
exemplo, é um pardmetro comumente relacionado a presenga de metais. Estas proteinas de baixo
peso molecular s@o ligantes a metais devido a riqueza de grupos sulfidril (VIARENGO et al, 1997).
Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivos demonstrar a importincia do uso de
parametros bioldgicos no monitoramento da qualidade dos ecossistemas aqudticos, bem como
verificar a relacdo entre a concentrag¢do de cobre e cromo no sedimento de um corrego contaminado
com chorume e o actimulo destes nas branquias de bivalves submetidos a testes in situ por 15 dias,
bem como a concentracido do biomarcador metalotioneina nestes animais.

METODOLOGIA
Local de estudo

O corrego dos Periquitos tem extensdo de aproximadamente 3 km, nasce logo a jusante do aterro e
desdgua no ribeirdo Cambé. Faz parte da bacia do Tibagi, principal rio da regido. Segundo o
Instituto Ambiental do Parand (IAP), nos anos de 2007 e 2008, este cOrrego estava classificado de
acordo com o Indice de Qualidade de Agua (IQA) como “regular”. Esta classificacdo deve-se ao
fato de que este corrego nasce a jusante do antigo aterro controlado de municipio de Londrina.

Este aterro, ativo até 2010, ocupa uma drea de 19 ha e recebia diariamente aproximadamente 350
toneladas de lixo doméstico. O local comegou a receber residuos desde a década de 1970 na forma
de lixdo, sem nenhum preparo, como impermeabilizacdo do fundo, compactagdo, cobertura dos
residuos, captacdo e tratamento do chorume. Na década de 1990 este mesmo local foi readaptado e
recebeu 0 nome de aterro controlado. Este ndo é impermeabilizado e apenas parte do chorume é
canalizada para um tanque no qual ocorre tratamento bioldgico, que posteriormente é lancada em
outro tanque onde ndo ocorre nenhum tipo de tratamento. O chorume parcialmente tratado é
direcionado para o cérrego dos Periquitos. Esta canalizagio ndo garante a retirada de todo
chorume, sendo que uma porcdo deste infiltra no solo e contamina as dguas subterrdneas e a
nascente do coérrego. O chorume serd produzido neste local por, aproximadamente, mais cinquenta
anos.

Teste in situ

Os testes in situ sdo aqueles nos quais os animais sdo transferidos e mantidos por determinado
no local no qual se pretende estudar. Este teste apresenta como vantagens o fato de que os animais
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sdo expostos a condicdo real do ambiente e simultaneamente € possivel ter controle do tempo de
exposicao a condicdo estudada.

Bivalves da espécie C. fluminea foram coletados no lago Igapé III (Ponto de coleta) e transferidos
para dois pontos do cérrego dos Periquitos (P1 e P2). Nestes trés pontos foram coletadas amostras
de sedimento para andlise dos metais cromo e cobre. Os animais foram colocados em redes (Figura
1) em contato com o sedimento durante 15 dias e apds este tempo foram retiradas as branquias para
andlise dos metais acumulados e andlise de metalotioneinas. Também foram amostrados animais
recém-coletados do ponto de coleta.

Figura 1: Redes de malha 1 cm utilizadas para manutencao dos bivalves nos testes in sifu.

Andlise de cromo e cobre no sedimento e branquias de C.fluminea

O sedimento dos pontos estudados, bem como dos pontos de coleta e referéncia foram coletados
em campo e armazenados em tubos pldsticos com tampa. Para coleta, os tubos abertos foram
mergulhados na dgua e foi retirada a camada mais superficial de sedimento presente no fundo. Os
metais chumbo, niquel, aluminio, cobre, cromo, cddmio, manganés foram analisados no sedimento
na forma de metais potencialmente biodisponiveis (fracamente ligados), ja que € a que encontra a
melhor correspondéncia com os resultados dos testes de toxicidade destes elementos para diferentes
organismos. Para isso, 1 g de sedimento seco a 60°C foi submetido a agitacdo horizontal por 2
horas com é&cido cloridrico (HCl) 0,1M. Apds este periodo a suspensdo foi filtrada com filtro
quantitativo e o filtrado lido em espectrofotdmetro de absorcdo atdmica em forno de grafite
A OREADIRA00H) glandulas digestivas dos bivalves foram transferidas para tubos plasticos
previamente lavados com solugdo de 4cido nitrico 0,5% por 24 h. Os tecidos secos foram
submetidos a digestdo 4cida com d4cido nitrico suprapuro (Merck) em estufa, a temperatura
constante de 60° C, até a total evaporacdo do dcido. Apds a digestdao, 1 mL de dgua ultrapura foi
adicionada e o material digerido e centrifugado (3.600 g; 10 min). A concentracio dos metais
(chumbo, niquel, aluminio, cobre, cromo, cadmio, manganés) foi determinada em
éspdetierfoitagétro diesabmetaito dtimfieaenpdornonizagiaditeletrotérmica em forno de grafite em
espectrofotdmetro de absorcao atdmica.

Determinacao da concentracdo do biomarcador metalotioneina

A concentragdo de metalotioneina foi avaliada no sobrenadante obtido através da homogeneizacao
das branquias com tampdo fosfato de potdssio com posterior centrifugacdo. Uma fracdo
parcialmente purificada de metaloproteina obtida em vérias etapas de uma solucdo de
etanol/cloroférmio foi quantificada em espectrofotdmetro a 412 nm. As medidas de concentracio
de grupamentos—SH foram determinadas segundo a metodologia descrita por VIARENGO et al.
(1997) utilizando-se como padrio a glutationa reduzida (GSH).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os bivalves (n=48) mantidos por 15 dias no cérrego dos Periquitos apresentaram aumento de
cromo e uma tendéncia de aumento de cobre acumulado nas branquias (Figura 2). Este aumento
relaciona-se com o aumento destes metais no sedimento dos locais (Figura 3). A andlise de metais
acumulados em organismos aquéaticos € vantajosa em relacdo a andlise da dgua de um ambiente
contaminado, pois muitas vezes a concentracdo presente na dgua ndo € detectdvel e no tecido de um
animal o metal estd mais concentrado. Estima-se que bivalves filtradores podem acumular
concentracdes de 1.000 a 10.000 vezes maiores do que as verificadas nas fontes de exposicao
(UNEP, 2004). Além disso, a andlise da dgua € pontual, ou seja, ndo representa a contaminacdo ao
longo do tempo, mas em um momento especifico. Em relagdo ao sedimento, as andlises de acimulo
de metais em animais representa melhor a interacdo da biota com os contaminantes e a integridade
do ecossistema. As branquias sdo consideradas o principal tecido dos bivalves para se avaliar a
bioconcentracdo relacionada a exposicdo recente (aguda), pois elas estdo em contato direto com o
meio e sdo a maior interface para incorpora¢do dos metais dissolvidos na dgua. Alguns trabalhos
demonstram a relacdo entre a concentragdo de cobre e cromo no sedimento e no corpo de C.
fluminea expostos a um local contaminado, entretanto deve-se ter atencdo quanto ao tipo de
sedimento que esta sendo considerado (SHOULTS-WILSON et al., 2010)
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Figura 1: Acimulo de cromo (a esquerda) e cobre (a direita) (ug.g-1 de massa seca) nas
branquias dos bivalves submetidos aos testes in situ no corrego dos Periquitos durante 15
dias comparados com o ponto de coleta.
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Figura 2: Concentracio de cromo e cobre (ug.g-1) no sedimento tanto no ponto de coleta

quanto dos dois pontos dos testes in situ (P1 e P2).
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Foi observado o aumento do contetido de metalotioneinas nas branquias destes animais (Figura 4).
Essas proteinas sdo biomarcadores geralmente relacionada a presenga de metais. Os biomarcadores
sdo alteracdes bioldgicas que os organismos expressam diante de um poluente. Eles constituem
importantes ferramentas para monitorar o equilibrio do ecossistema aqudtico e tém sido
empregados em diversos programas de monitoramento em varios paises (WALKER, 1996). Alguns
biomarcadores sdo mais especificos para determinados contaminantes, como o caso das
metalotioneinas, que sdo ligantes especificos que mantém os niveis de metais razoavelmente
tolerdveis aos processos celulares, controlando a distribuicio destes quando presentes em
concentracdes fora do comum. A relagdo entre o aumento de metalotioneinas e da bioacumulacio
de metais em tecidos de bivalves ja foi demonstrada em outros trabalhos (DAMIENS et al., 2006;
MARIE, BRAUDRIMONT, BOUDOU, 2006; PYTHAROPOULOU et al., 2006)
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Figura 3: Concentracio de metalotioneinas (WM GSH.mg ptn-1) nas branquias dos bivalves
submetidos aos testes in situ no corrego dos Periquitos durante 15 dias comparados com o
ponto de coleta

CONCLUSOES

Houve relagdo direta entre o aumento de metais no sedimento, acimulo destes nas branquias e no
contetido de metalotionefnas. Estes resultados demonstram a possibilidade de utilizagdo com
eficdcia de pardmetros bioldgicos no monitoramento de ecossistemas aquéticos.
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