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RESUMO

Este trabalho apresenta uma avaliagdo preliminar do potencial da quitosana, na forma de
microesferas, como um agente remediador de efluente da minerag¢do de carvdo. Em adig¢do, o
processo foi monitorado para avaliar a toxicidade do efluente usando analises fisico-quimicas,
testes de toxicidade aguda com microcrusticeos (4. salina e D. magna), teste de inibicao de
crescimento de raiz de cebola (A4l/lium cepa), indice somatico do figado (ISF) biomarcadores
de estresse oxidativo, dano ao DNA e atividade da enzima delta aminolevulinico desidratase
(ALA-D) em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Os peixes foram expostos por 7, 15 e 30
dias em agua sem cloro (CN), a 10% do efluente de mineragdo sem remedia¢dao (ENR) e 50%
do efluente remediado com microesferas de quitosana (ERMQ). Apds os periodos de
exposicdo os peixes foram mortos e os figados foram retirados para determinagdo dos niveis
de glutationa reduzida (GSH), de substancias que reagem com o acido tiobarbitarico
(TBARS), da atividade das enzimas antioxidantes, como da catalase (CAT), superdxido
dismutase (SOD), glutationa S-transferase (GST) e atividade da ALA-D. O dano ao DNA foi
avaliado no sangue e no figado. A remediacdo foi capaz de elevar o pH do efluente de 2,1
para 7,7 e remover aproximadamente 100% da maioria dos metais do efluente, com excecao
do Mn. Os resultados da toxicidade aguda revelaram que o efluente mostrou alto grau de
toxicidade para 4. salina (CLsy = 6,01%) e para D. magna (CEsy = 9,85%). Contudo a
remediacdo reduziu substancialmente a toxicidade do efluente para ambos microcrustaceos.
Foi observada uma queda no crescimento das raizes de cebolas expostas ao efluente. Apos a
remediagdo, as raizes mostraram um aumento de 21% quando comparado aos controles. A
exposicdo ao ENR causou um significativo aumento no tamanho do figado dos peixes apos 30
dias de exposi¢do. Por outro lado, apds remediagdo nenhuma diferenca significante foi
observada no ISF. Os niveis de TBARS foram significativamente maiores no figado de peixes
expostos a0 ENR em 7 e 15 dias quando comparado ao CN. A concentragdo de GSH estava
abaixo dos valores do CN para o ENR apds 7 ¢ 15 dias. Aumentos da atividade da CAT foram
observados durante todos os tempos avaliados nos peixes expostos ao ENR. O maior aumento
da atividade da GST foi observado nos peixes exposto ao ENR apo6s 30 dias. O dano ao DNA
esteve aumentado no figado e no sangue apos exposicdo ao ENR. Nenhuma altera¢do
significativa foi observada na atividade da ALA-D nos peixes expostos ao ENR. Contudo,
apos a remediacdo do efluente nenhuma diferenga foi observada nos niveis de TBARS e GSH,
na atividade das enzimas CAT, SOD, GST e ALA-D, e no dano ao DNA, quando comparado
ao CN. Os resultados indicam fortemente que microesferas de quitosana podem ser usadas
como uma alternativa para a remediacdo de efluentes de mineracdo de carvao.
Adicionalmente, o uso de biomarcadores utilizados neste estudo, exce¢do a ALA-D,
constituem uma ferramenta bastante util na avaliacdo da toxicidade e dos processos de
tratamento de efluentes de mineracao de carvao.

Palavras-chave: efluente de mineragdo de carvao; remediacdo; microesferas de quitosana;
testes de toxicidade aguda; estresse oxidativo; biomarcadores.



ABSTRACT

This work presents a preliminary evaluation of the potential of chitosan microspheres (CM),
as a remedial agent for coal mining wastewater. In addition, the process was monitored for the
evaluation of the toxicity of wastewaters using physico-chemical analyses, acute toxicity tests
with microcrustaceans (4. salina and D. magna), onion (Allium cepa) root inhibition test, liver
somatic index (LSI) oxidative stress biomarkers, DNA damage and delta aminolevulnic acid
dehydratase activity (ALA-D) in Nile tilapia (Oreochromis. niloticus). Fish were exposed for
7, 15 and 30 days to tape water declorined (NC), 10% coal mining wastewater (CMW) and
50% coal mining wastewater remedied with chitosan microspheres (RCM). After exposure
fish were killed and the livers were excised to determinate the level of reduced glutathione
(GSH), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), the activity of antioxidant enzymes:
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione S-transferase (GST) and ALA-
D. DNA damage indices were also evaluated in blood and liver. CM remediation was capable
of increasing wastewater pH from 2,1 to 7,7 and remove approximately 100% of the majority
metals in the effluent. The results from acute toxicity tests revealed that the CMW showed
high degree of toxicity to 4. salina (LCsy = 6,01%) and to D. magna (ECsy = 9,85%).
However, the remediation process substantially reducing the toxicity to both
microcrustaceans. Also decreased root growth rates were observed in onion bulbs exposed to
CMW without treatment, and after remediation, the roots showed an increase of 21% when
compared to controls. In addition, exposition to CMW caused a significant increase in liver
size of fish after 30 days, and after remediation, no significant differences in LSI were
observed. TBARS levels were significantly higher in liver of fish exposed to CMW after 7
and 15 days of exposure. GSH concentrations were below control values at the CMW at 7 and
15 days. Increased CAT activity was observed during all the experimental period in fish
exposed to CMW. The highest increase in GST activity was observed in fish exposed to
CMW after 30 days of exposure. There was increase in DNA damage in liver and blood after
exposure to CMW. No significant alterations were observed in ALA-D activity in fish
exposed to CMW. After remediation with CM no differences were observed in TBARS and
GSH levels, CAT, SOD, GST and ALA-D activities, and DNA damage when compared to
NC. Our results strongly suggest that the chitosan microspheres may therefore be used as an
alternative approach for the remediation of coal mining wastewaters. Besides, the use of the
above biomarkers, exception of ALA-D, consist of useful tools for the toxicity evaluation of
the process involved in the treatment of such effluents.

Key-words: coal mining wastewaters; remediation; chitosan microspheres; acute toxicity
tests; oxidative stress; biomarkers.
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1 INTRODUCAO

1.1 O carvao mineral e a mineracao em Santa Catarina

O carvao mineral ¢ um combustivel fossil sélido formado a partir da matéria organica
de vegetais depositados em bacias sedimentares. Por agdo de pressdao e temperatura em
ambiente sem contato com o ar, em decorréncia de soterramento e atividade orogénica, os
restos vegetais ao longo do tempo geoldgico se solidificam, perdem oxigénio e hidrogénio e
se enriquecem em carbono, em um processo denominado carbonificagdo (Tabela 1). Quanto
mais intensas a pressdo € a temperatura a que a camada de matéria vegetal for submetida, e
quanto mais tempo durar o processo, mais alto serd o grau de carbonificagdo atingido e maior

a qualidade do carvao (BORBA, 2001).

Tabela 1. Variagao das caracteristicas do carvao de acordo com o grau de carbonificagao.

Caracteristicas Turfa Linhito Carvao Antracito
Densidade (%) 1 1-1,3 1,2-1,5 1,3-1,7
Umidade (%) 65-90 15-45 1-3 -
Carbono* (%) + 55 65-175 75-90 90 — 96
Hidrogénio (%) +6 5 4,5-5,5 2-5
Oxigénio* (%) + 33 25 3-11 4-11
Materiais volateis* (%) + 60 + 40 10-45 3-10
Cinzas (%) +10 +10 0,5-40 3-30

Poder calorifico (Cal/g) 4000 - 5700 Até 5700 5700 - 9600 8200 - 9200

Medidas sobre o carvdo isento de umidade e cinza. Fonte: Departamento Nacional da Producdo
Mineral (DNPM), 1987.

A maior ocorréncia de carvao mineral no Brasil concentra-se no flanco leste da Bacia
do Parand, formacao Rio Bonito, numa faixa que se estende em direcdo nordeste/sudoeste por
1500 Km, do Estado de Sao Paulo ao Rio Grande do Sul. Contudo, existe uma distribui¢ao

desproporcional dos depdsitos de carvao de importancia econdmica ao longo dessa formacao.
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Concentrando-se nos estados da regido sul, o Rio Grande do Sul detém cerca de 90%
desses recursos, seguido de Santa Catarina, com aproximadamente 10% das reservas e
somente 0,5% no Parand. A Bacia Carbonifera Grande Candiota (RS), é a maior de todas com
recursos estimados em 8x10° toneladas (GOETHE, 1993).

Segundo os dados estatisticos de 2002, divulgados pelo Sindicato da Industria de
Extragdo do Carvao do Estado de Santa Catarina (SIECESC) a producao de carvao mineral
em Santa Catarina foi a maior do setor (6x10° toneladas), seguida do Rio Grande do Sul com
4x10°, e finalmente pelo Parana, com uma produgio em torno de 252 mil toneladas.

Ao contrario do que acontece no Rio Grande do Sul, onde as jazidas estdo distribuidas
em areas, em geral, separadas entre si, em Santa Catarina o carvao concentra-se numa unica
regido, no extremo sul do Estado. A bacia carbonifera sul-catarinense ¢ uma das mais
importantes bacias do sul do pais, pois encerra as maiores reservas de carvao metalirgico,
economicamente exploraveis, no territorio nacional (COSTA, 2000).

O carvao mineral constitui-se na maior fonte mundial de energia ndo renovavel
empregada na geragdo de eletricidade, representando 38,4% de seu total, seguido pela energia
nuclear (17%), gés natural (16%) e petrdleo (9%) (BORBA, 2001).

Embora as reservas de carvao de Santa Catarina ja fossem conhecidas desde 1827 e
mineradas desde 1876, somente durante a primeira (1914-1918) e a segunda (1939-1945)
guerras mundiais essas reservas passaram a mover a industria do carvao. Nas décadas de 50 e
60 uma lei federal que forcava as siderurgicas brasileiras a consumir pelo menos 20% do
carvao nacional, impulsionou o consumo do combustivel no pais e, conseqiientemente, sua
exploragdo (SANTOS, 1995). Além do mais, a instalagdo da Companhia Siderurgica
Nacional, em 1945, ¢ a crise do petréleo em 1973, foram fatores determinantes para um

incremento tecnologico modernizador
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e para o aumento da producdo do minério, que fizeram o governo repensar sua politica

energética (MILIOLI, 1999).

1.2 A mineracio de carvao e o impacto ambiental

Intensificada nos ultimos anos pela expansdao da economia nacional, a atividade
mineradora e seus processos (método de lavra, beneficiamento, transportes, uso e
transformagdo), ao mesmo tempo em que proporcionaram um complexo dinamismo
econdmico, produziram também marcas profundas nos ecossistemas regionais e baixos
indices de qualidade de vida e de qualidade ambiental (MILIOLI, 1999).

No solo os impactos sdo manifestados pela remocao do solo organico, na deposi¢ao de
rejeitos, na acdo erosiva, no impacto visual e na destrui¢do da flora e fauna local. As
drenagens acidas das minas e as lixiviacdes sdo responsaveis pelo comprometimento da
qualidade do solo, com efeitos deletérios sobre seu uso (RIGOTTI, 2002).

Quanto a poluicdo atmosférica, ela € ocasionada principalmente pela liberagdo de
substancias toxicas oriundas da combustdo do carvdo. Dentre os varios poluentes emitidos
pelas centrais térmicas a carvao, destacam-se tanto pela quantidade como pelo impacto
ambiental, o material particulado (cinzas) e os 6xidos de enxofre e de nitrogénio. No Brasil,
as informagdes sobre as emissOes atmosféricas de poluentes oriundos do uso e do
processamento do carvdo ndao sdo precisas, embora alguns estudos tém demonstrado o
comprometimento do meio ambiente e da qualidade de vida da populacdo residente nas areas
proximas das termelétricas do pais (PIRES, 2002).

Além das formas de polui¢do do solo e do ar atmosférico, a exploracao do carvao e os

demais processos envolvidos também tém comprometido a qualidade de vida de muitos
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trabalhadores do setor, ocasionando sérios problemas de saude como a pneumoconiose,
problemas psiquicos-emocionais, bronquites, asma, reumatismo, lombalgias e dermatites
(COSTA, 2000).

Contudo, dentre os impactos ambientais relacionados com a mineragdo do carvao, o
mais agravante deles ¢ certamente a poluicdo dos mananciais hidricos, das regides proximas
as jazidas, onde o mineral ¢ explorado. Segundo o relatério do Departamento Nacional da
Producdo Mineral, em Santa Catarina, a bacia carbonifera estd situada dentro das bacias
hidrograficas do Rio Ararangud, Urussanga e Tubardo, ocupando uma area de 1050Km, com
atividade de minera¢do e beneficiamento, nos municipios de Criciuma, I¢ara, Urussanga,
Sideropolis, Lauro Miiller, Orleans e Alfredo Wagner. Toda essa regido foi categorizada
como a 14? area critica nacional para efeito de controle de polui¢do da qualidade ambiental,
onde a rede hidrografica desta regido estd bastante comprometida quanto a qualidade e usos
(DNPM, 1987).

A polui¢do hidrica observada nas areas de mineragdo ¢ decorrente da geragdo de
efluentes acidos provenientes das minas e dos rejeitos de carvao. Esta caracteristica acida dos
efluentes da mineracdo ocorre principalmente pela presenca da pirita (FeS;), um mineral
sulfetado muito comum nos carvoes brasileiros. Como destacou Gothe (1993), o teor de
enxofre piritoso nos carvoes brutos brasileiros cresce do sul para o norte, com cerca de 1% no
Rio Grande do Sul, atingindo de 3 a 8% em Santa Catarina e até 9-10% no Parana.

Conforme Ortiz e Teixeira (2002), a pirita se forma no ambiente deposicional redutor
pela reagdo do gas sulfidrico com aguas percolantes, que contém carbonato de ferro, ou ainda,
pela reducdo do sulfato presente nestas aguas, acompanhada da acdo de bactérias
sulforredutoras e ferrorredutoras. A formacao da pirita, durante os processos sedimentares,
pode ocorrer em trés estagios:

I — reducdo sulfidrica do meio por bactérias, formando H;,S;
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II — reacdo do H,S com minerais de ferro, formando FeS;

III- transformacgao do FeS em FeS,, pela combinagdo com enxofre elementar.

A pirita é rapidamente oxidada e dissociada quando exposta ao ar e a dgua, liberando
Fe*™ em solugio (reagdo 1), que pode ser rapidamente oxidado a Fe** e precipitado na forma
de hidroxidos (reagdo 2). Depois de iniciada a reagio 1, é desencadeado um ciclo onde o Fe*"
¢ oxidado a Fe’ (reacio 3) e, subseqiientemente, reduzido pela pirita (reagdo 4), liberando
Fe" e acidez adicional (ORTIZ & TEIXEIRA, 2002):

2FeS;(8)+70, +6 H,0 < 2Fe* " +4S0 7 +4H;0" (1)

4Fe* + 18 H,0+ 0, <> 4Fe (OH)3+8 H;0™ (2)

4Fe™ +1% 0, +2H;0° < 4F + 3H,0 (3)

FeS,(s) + 14 Fe’™ +24 H,0 < 15Fe* +2 80,5+ 16 H;0™ (4)

O termo drenagem 4acida, comumente aplicado as aguas de rejeito da mineragdo, ¢
usado para descrever a drenagem resultante da oxidag¢do natural de minerais sulfetados que
ocorre em rochas ou residuos expostos ao ar e a d4gua. A drenagem acida é responsavel pela
poluicdo hidrica, que ocorre na maioria das areas de mineracdo de carvao e de metais base,
devido as alteragdes do pH das dguas e a conseqiiente liberagdo de substincias e elementos-
traco, muitas vezes com elevado potencial de toxicidade (BELL & BULLOCK, 1996).

Na regido carbonifera de Santa Catarina, a polui¢do hidrica causada pelas drenagens
acidas ¢ provavelmente o impacto mais significativo das operacdes de mineracao,
beneficiamento e rebeneficiamento (ALEXANDRE & KREBS, 1995). Esta poluigdo ¢
decorrente da percolacdo da dgua de chuva através dos rejeitos gerados nas atividades de lavra
e beneficiamento, alcangando os corpos hidricos superficiais e/ou subterraneos.

Estudos realizados na década de 70 mostraram que diversos cursos d’agua da regido
carbonifera de Santa Catarina estavam com sua qualidade comprometida pela descarga

indiscriminada de drenagem acida da mineragdo de carvao. Contudo, trabalhos mais recentes
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destacaram o mesmo tipo de situacdo, mostrando que muito pouco tem sido feito em relagdo a
prote¢do da qualidade dos mananciais dessa regido (ORTIZ & TEIXEIRA, 2002).

Alexandre e Krebs (1995) realizaram estudos no municipio de Criciuma (SC) e
constataram a contaminag¢@o do rio Criciima e de outros afluentes da bacia hidrografica do rio
Sangdo. Conforme a tabela 2, os autores mostraram que a maioria dos parametros analisados
ndo estavam de acordo com as normas da legislacdo brasileira do CONAMA, (1992) para

aguas destinadas ao abastecimento publico.

Tabela 2. Dados médios de pH, sulfato e metais (mg/L) nos principais afluentes da bacia hidrografica
do rio Sangdo, regido de Criciuma, SC.

Parametros Rio Criciitma Rio Maina Rio Sangﬁo Resolu¢do do CONAMA n° 020/86

pH 3,0 2, 2. 6-9

Sulfato 200 2171 1573 250
Fe 2,7 415 207 0,3
Mn 0,83 5,31 5,47 0,1
Cr 0,04 0,00 0,08 0,5
Pb 0,16 0,10 0,00 0,03
Zn 0,19 141 3,79 0,18
Cu 0,20 0,50 0,28 0,02

Fonte: Alexandre e Krebs, 1995.

Conforme assinalou Gothe (1993), além do elevado teor de enxofre do carvao
brasileiro, soma-se a esse problema a alta vazao das dguas drenadas das minas, bem como o
grande volume de efluentes liquidos produzidos pelas usinas de beneficiamento do carvao.
Reagindo com o proprio carvdo e com as demais rochas da area, essas aguas acidas propiciam
a liberagcdo de altos teores de metais pesados. De acordo com o mesmo autor, os principais
metais pesados que ocorrem nos efluentes das minas e plantas de lavacdo do carvao, em
niveis superiores aos admitidos, sdo: Fe, Mn, Cu, Zn, Pb, Se, Ni, Ag, Hg, As, Ba, Cd e Al

Em especial, a mineragdo de carvao além de promover a exposi¢do de grandes areas
por meio dos processos de lavra, gera uma quantidade de rejeitos depositados em pilhas ou

barragens proximas as areas mineradas. Estes depdsitos, ricos em sulfetos, podem tornar-se
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fontes geradoras de drenagens com elevados niveis de metais. A partir de entdo, os lixiviados
podem atingir rios e arroios, promovendo uma ampla dispersdo dos contaminantes em solugao
e na forma particulada (SALOMONS, 1995).

Os cursos d’agua que recebem descargas de drenagem 4acida apresentam geralmente
valores de pH na faixa entre 1,5 ¢ 4,0 e concentracao elevada de Fe dissolvido, além de niveis
significativos de outros metais toxicos. Em adicdo, o estado de oxidacdo de metais de
transicdo, em particular o Fe, apresenta um papel importante na quimica redox das aguas de
superficie. fons inorganicos tais como sulfatos e nitratos, podem formar complexos com
metais, influenciando na forma de transporte destes contaminantes para o meio hidrico
(ORTIZ & TEIXEIRA, 2002).

Principalmente nos ultimos anos, a partir da implementagdo mais efetiva da legislacao
ambiental, a qual prevé a recuperagdo completa das areas degradadas pela atividade
mineradora, as empresas mineradoras passaram a ter interesse direto em estudos que
enfocassem a caracterizagdo das areas degradadas e avaliassem o impacto da atividade sobre o
ambiente. A partir desses estudos houve um esfor¢o na busca de medidas que fossem capazes
de promover a recuperagdo das areas degradadas (BINOTTO, 2002).

Muito embora, este esfor¢o de recuperar as areas degradadas pela mineragdo nao tenha
partido de uma consciéncia ecologica das mineradoras, mas sim pelo temor da aplicagdo do
principio de que “quem polui paga”, todas essas medidas, ainda que aplicadas tardiamente,
sdo extremamente urgentes e importantes para assegurar uma boa qualidade de vida, tanto a

populagao, quanto ao ecossistema como um todo.

1.3 Efeitos toxicos associados com a contaminagio aquatica por metais
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Embora os metais sejam usualmente relacionados como poluentes, ¢ importante
reconhecer que eles sdo elementos naturais, ¢ que todos os metais, com excecdo dos
radioisotopos, estdo presentes na terra desde sua formagao (WALKER et al., 1996). Contudo,
a geracdo de efluentes por certas atividades industriais, tem contribuido de forma significativa
para o aumento da polui¢do aquatica por metais pesados, tornando-se um sério problema
ambiental que vem se intensificando nos ultimos anos.

Uma vez no ambiente aquatico, esses metais podem permanecer em solugdo como ions
livres ou na forma de complexos anidnicos soliveis organicos e inorganicos. Complexos
insoluveis organicos ou de anions inorganicos, tais como carbonatos, precipitam depositando-
se no sedimento. A captagdo de metais na agua, pelos organismos, acontece principalmente na
forma de anions livres através da superficie respiratoria, ou atravessando diretamente as
membranas das plantas e das bactérias. Muitos metais sdo transferidos via cadeia alimentar na
forma organica, e outros, sao incorporados pelos animais bentonicos por meio da ingestao de
sedimentos (HODSON, 1988).

Muitos desses metais sdo altamente toxicos (Cd, Cr, Pb, Hg, entre outros), nao sio
biodegradaveis ¢ podem se acumular nos organismos vivos causando varias doencas e
desordens. A detoxificacdo desses metais pelo organismo pode ocorrer através da captura dos
mesmos, por proteinas tais como as metalotioneinas, ou podem ser depositados em granulos
intracelulares e tecido adiposo, onde podem ficar estocados por um longo tempo, ou serem
excretados pelas fezes, rins ou bile (WALKER et al., 1996).

Os ions metalicos, embora sejam elementos necessarios para a atividade adequada de
uma grande variedade de enzimas e para a manutencdo estrutural de proteinas, eles estdo
protegidos no interior das proteinas, pois desta forma, circundados e isolados, a célula esta

protegida do efeito toxico destes metais. Ao contrario, livres ou fracamente ligados a
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superficie das proteinas, DNA, lipideos ou outras biomoléculas os ions metalicos s3o toxicos,
mesmo quando encontrado em baixos niveis (GALARIS & EVANGELOU, 2002).

O aluminio ¢ um elemento que até pouco tempo atrds raramente chamava a atencao
dos toxicologistas. Contudo, alguns trabalhos t€ém apresentado informagdes a respeito da
toxicidade por aluminio. Evidéncias tém mostrado que a absor¢do de aluminio é capaz de
induzir anemia e encéfalopatia em homens e animais (KAISER & SCHWARTZ, 1985). Nao
se sabe ao certo de que forma o aluminio desencadeia a anemia, contudo, Trapp (1983) sugere
que o metal pode interagir com sitios de ligagdo de metais da transferrina e ser absorvido pela
célula da mesma forma que o ferro. Assim, ao se ligar a transferrina, o aluminio poderia
interferir na captagdo do ferro e induzir a anemia, levando uma disruptura na via de biosintese
do grupamento heme da hemoglobina.

O cadmio ¢ um elemento ndo essencial abundante que é continuamente acumulado no
ambiente como resultado da atividade industrial. As principais fontes de exposi¢ao humana ao
cadmio s3o o fumo, a alimentacdo e a poluicdo industrial. Desde 1993 este metal foi
classificado como um carcinogénico, particularmente associado com o cancer de pulmao
(SHIN et al., 2003). Embora o mecanismo da toxicidade do cadmio ndo esteja totalmente
esclarecido, estudos in vitro sugerem que ele seja capaz de bloquear o processo de apoptose
inibindo a caspase-3, a principal enzima ativadora deste processo de morte celular (YUAN et
al., 2000). Além disto, estudos recentes com ciclideos (tilapia) t€m demonstrado a inducao de
estresse oxidativo pela exposicdo ao cadmio (ALMEIDA et al., 2002; BASHA & RANI,
2003).

O chumbo entra no sistema aquatico por meio das fontes naturais e antropogénicas e ¢
capaz de causar mortalidade, ou em concentracdo subletal causar mudangas no crescimento,

na reproducgdo e no comportamento. Dentre os sintomas de intoxica¢ao por chumbo em peixes
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destacam-se: desordem neuroldgica, atrofia muscular, paralisia, perda de equilibrio,
dificuldade de nadar e degeneragdo da nadadeira caudal (BURDEN et al., 1998).

O manganés tem se mostrado como um elemento-traco essencial em todas as espécies
animais estudadas. Esse metal ¢ componente de certas enzimas como piruvato carboxilase,
superoxido dismutase, glutamina sintetase ¢ fosfatase alcalina (StCLAIR, 1996). Embora a
deficiéncia por Mn seja rara, ela pode ocasionar ma formagdo no esqueleto, prejudicar o
crescimento e o funcionamento do aparelho reprodutivo (WELDER, 1993). Contudo, estudos
in vivo ¢ in vitro tém sugerido que o Mn é um potente agente neurotoxico dopaminérgico
quando em concentragdes elevadas. Sintomas de toxicidade aguda pelo Mn sdo similares aos
sintomas de pacientes com o mal de Parkinson (STREDRICK et al., 2004). Conforme
demonstrado por Sloot e colaboradores (1996), o Mn pode levar a uma diminui¢do das
defesas antioxidantes tais como tidis, catalase e glutationa, induzindo a formagao de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Esse aumento de EROs e a diminuicdo dos niveis de
antioxidantes podem perturbar o equilibrio celular a favor da toxicidade.

O cobre ¢ um metal largamente distribuido na natureza, sendo também um elemento
essencial. No corpo humano hd uma quantidade aproximada de 80 mg de Cu, parte da qual ¢
requerida para o funcionamento de enzimas, tais como a superoxido dismutase, a citocromo
oxidase, a lisina oxidase, dentre outras. A toxicidade desse metal esta relacionada com a
capacidade que o elemento possui, tal qual o ferro, de catalisar a formagao do radical hidroxil.
Além do mais, grupamentos tidis sao facilmente oxidados pelo ataque direto de metais de
transicdo como o Cu, formando tioradicais (Reagdo 1). Essa capacidade oxidativa do cobre
tem sido utilizada com freqiiéncia em experimentos in vitro com o objetivo de induzir
oxidacdo em lipoproteinas de baixa densidade (GALARIS & EVANGELOU, 2002).

RSH+Cu* - RS" +Cu” +H" (Reagdo 1)
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O ferro ¢ um dos metais mais abundantes na Terra e ¢ essencial para a maioria dos
organismos. O corpo humano contém cerca de 4g de ferro, sendo que 60% do total estd
associado com a hemoglobina, facilitando o transporte do oxigénio. O restante esta
geralmente estocado na célula como ferritina ou transportado pela transferrina na forma de
Fe** (GALARIS & EVANGELOU, 2002). Contudo, em certas condi¢des, o “pool”
intracelular de Fe ¢ aumentado, podendo trazer complicacdes para a célula. Ao nivel celular o
ferro catalisa a reacdo de Fenton e a reagdo de Haber-Weiss (Figura 1), resultando na geragao
de radicais livres de oxigénio, particularmente o radical hidroxil, que potencialmente pode

causar dano oxidativo celular (BURY & GROSELL, 2003).

Fe*" + H,0, — Fe’" + HO® + HO (Reagdo de Fenton)

metais

0," +H,0, — 0O, +HO*+HO (Reagdo de Haber-Weiss)

Figura 1. Reagdes de formagdo do radical hidroxil (HO®). Adaptada de Halliwell & Gutteridge,
(1989).

Viarios estudos t€ém mostrado que a toxicidade por certos tipos de ions metalicos pode
desencadear um processo carcinogénico. Os mecanismos pelos quais os metais podem induzir
transformagoes na célula ndo estdo totalmente esclarecidos. Entretanto, a capacidade que os
metais possuem de interferir no processo de formacdo de radicais livres pode estar
relacionado com a indugdo da carcinogénese. Tem sido demonstrado que metais, tais como
ferro, cobre, cadmio, cromo, niquel, entre outros, possuem a capacidade de produzir EROs.
Quando essas espécies sdo formadas intracelularmente, elas podem induzir peroxidagao
lipidica, dano ao DNA, deple¢do de grupamentos tidis, alterar vias de transducgdo de sinais e a
homeostase do calcio (STOHS & BAGCHI, 1995).

Na figura 2, adaptada de Galaris e Evangelou (2002), ha um esquema simplificado que

tenta explicar os possiveis mecanismos de indugdo da carcinogénese por metais.
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Metais

Reparo ao DNA

Inflamacao

\ EROs

Dano ao DNA

Vias de

transducio Mutacao
de sinais
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Genes de expressiao alterados

u

Carcinoma

Figura 2. Esquema geral propondo possiveis vias de indugdo da carcinogénese por metais. Adaptada
de Galaris & Evangelou (2002).

De acordo com o esquema acima, os metais podem provocar dano ao DNA de forma
direta ou indiretamente pela formacao das EROs. A geracdo das EROs pode ser afetada pelos
metais por muitas vias. Por exemplo, através da reagdo de Fenton, da indugdo do processo
inflamatoério, ou através da formagao intermediaria de tioradicais. A maior parte do dano ao
DNA ¢ reparada pelo eficiente mecanismo celular de reparo, enquanto que uma pequena parte
do dano resulta em mutacdo. Mudancas nos niveis das EROs também influenciam no
equilibrio redox intracelular, afetando fortemente as vias de transducdo de sinais, as quais

ativam ou inativam varios fatores de transcricdo. Tanto a mutagdo quanto os fatores de
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transcricdo podem modular a expressdo de uma variedade relevante de genes para a

transformagao celular, conduzindo finalmente ao desenvolvimento do cancer.

1.4 Bioindicadores e biomarcadores de poluicio ambiental

Para se avaliar o grau de contaminagdo e¢ a efetividade da remediacdo, faz-se
necessario um processo de monitoramento. De um modo geral, os programas de
monitoramento da contaminagdo aquatica tém se preocupado com a quantificacdo dos niveis
dos principais tipos de poluentes presentes na dgua, no sedimento ¢ em alguns organismos de
importancia economica. Embora este tipo de informacgao seja importante sob o ponto de vista
econdmico e social, por outro lado, essas analises quimicas sdo dispendiosas e ndo fornecem
informacdes a respeito do efeito toxico provocado por estas substancias (SCHLENK, 1999).

Mais recentemente, os programas de monitoramento de poluicdo ambiental
incorporaram as analises fisico-quimicas testes bioldgicos que visam determinar a resposta ou
o efeito de um poluente qualquer sobre os organismos expostos aos poluentes. Estes testes
incluem a avaliagdo da toxicidade aguda utilizando organismos indicadores, a determinagao
da concentracdo de determinadas biomoléculas além da atividade de enzimas e proteinas

transportadoras.

1.4.1 Bioindicadores: teste de toxicidade aguda e teste de inibicao do crescimento de raiz

de cebola
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Muitos organismos sao utilizados como bioindicadores em testes de toxicidade aguda.
Dentre os bioindicadores empregados podemos citar as bactérias bioluminescentes (Vibrio
fischeri), microcrustaceos (Daphnia magna, Artemia salina) e peixes (Poecilia reticulata,
Brachydanio rerio). Esses testes de toxicidade associados com as analises fisico-quimicas
tornam-se importantes ferramentas na avaliacdo da qualidade e da toxicidade de efluentes
gerados pelas industrias (BAPTISTA, 2001).

O principio dos testes de toxicidade aguda constitui em expor organismos testes,
representativos do ambiente, a varias concentracdes de uma ou mais substancias, ou a fatores
ambientais, durante um periodo de tempo. O efeito agudo trata-se de uma resposta severa e
rapida dos organismos expostos. Normalmente, o efeito ¢ a letalidade, ou alguma
manifestagdo anterior & morte, como a imobilidade. Para avaliar os efeitos agudos de agentes
toxicos nesses testes, em geral usa-se a concentracao letal (CLsy) ou a concentragdo efetiva
(CEsp) a 50% dos organismos em teste. Essa ¢ a resposta mais significativa para ser
extrapolada a uma populagao (BERTOLETTI).

Artemia salina (Crustacea, Anostraca) ¢ um microcrustaceo de agua salgada, o qual ¢
utilizado como alimento vivo para peixes, sendo seus cistos encontrados facilmente em lojas
de aquaristas. O ciclo de vida da Artemia se inicia pela eclosdo de cistos dormentes, os quais
sdo embrides encapsulados metabolicamente inativos. Esses cistos podem permanecer no
estado dormente por muitos anos, desde que mantidos em lugar sem umidade. Quando esses
cistos entram em contato com agua salgada eles se tornam hidratados e reassumem o seu
desenvolvimento (GOMES, 1986).

Nas tultimas 3 décadas, os ensaios usando as larvas de A. salina foram empregados nos
mais diferentes tipos de testes, avaliando uma grande variedade de compostos tais como
antibioticos (MIGLIORE et al., 1997), pesticidas (BARAHONA & SANCHEZ-FORTUN,

1999), materiais dentarios (PELKA et al., 2000) e toxinas naturais produzidas por outros
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organismos (GIESE et al., 1996; SMITH, 1996; BEATTIE et al., 2003). Possivelmente esse
interesse se deva as facilidades que o teste apresenta como baixo custo, rapidez e simplicidade
(MEYER et al., 1982).

Os dafnideos, especialmente a Daphnia magna (Crustacea, Cladocera) também tém
sido usados por muitos anos em testes padrdo de toxicidade devido a sua elevada
sensibilidade, facil controle e elevada taxa de reproducdo (VILLARROEL et al., 2003). D.
magna ¢ o organismo mais comumente empregado nos estudos e controle da qualidade da
agua e ¢ usado para determinar a toxicidade de efluentes. O uso da D. magna na toxicologia
ambiental ¢ aceito em varios paises para monitorar efluentes industriais, a fim de estabelecer
um critério de qualidade que determine uma concentracio permissivel de poluente, que limite
um nivel de impureza nos efluentes despejados nos receptores de agua natural e avalie a
eficacia de um bom servico de saude publica (NAVARRO et al., 1999).

Da mesma forma, o uso de plantas superiores em sistemas de testes para o monitorar a
presenga de compostos toxicos no ambiente aquatico esta sendo empregado satisfatoriamente.
Plantas do género A/lium tém sido utilizadas na avaliacdo da toxicidade de efluentes e muitos
compostos toxicos e o parametro empregado mais comumente para estabelecer a relacdo entre
a concentragdo e a toxicidade do efluente € a inibi¢do do crescimento de raiz (ARAMBASIC

etal., 1995; SMAKA-KINCL et al., 1996; RANK & NIELSEN, 1998).

1.4.2 Os biomarcadores de contamina¢io por metais

O uso de biomarcadores nos estudos de monitoramento das mais variadas formas de

polui¢do tem recebido grande atengdo nos ultimos anos. Segundo Huggett et al. (1992), os

biomarcadores sdo comumente descritos como alteragdes bioquimicas, fisioldgicas e
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histologicas que indicam a exposicdo ou o efeito toxico, de um determinado poluente em
organismos-teste.

Um grande numero de classificagdes foi proposto para os biomarcadores. A
classificagdo mais amplamente utilizada ¢ a divisdo entre os biomarcadores de exposi¢do e 0s
biomarcadores de efeito. Sdo biomarcadores de exposi¢ao aqueles que indicam a exposi¢ao do
organismo ao poluente, entretanto ndo fornecem informagdes sobre o grau de efeito adverso
que essa mudanga pode ocasionar. Por outro lado, biomarcadores de efeito sdo todos aqueles
que demonstram algum tipo de efeito adverso no organismo exposto (WALKER et al., 1996).

O objetivo principal dos biomarcadores de exposicao é estimar a dose interna ou a
bioviabilidade de um xenobiotico particular ou do seu metabdlito em um organismo. Sao
exemplos de biomarcadores de exposi¢do, a indugdo do sistema enzimatico citocromo P450
seguida da exposicdo de hidrocarbonetos aromaticos planares, aumento dos niveis de
vitelogenina pela estimulagdo a estrogenos, e a formagao de aductos especificos de DNA pela
exposic¢ao a hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (SCHLENK, 1999).

Segundo Adams et al. (1989), o efeito adverso observado em organismos expostos por
um periodo de tempo maior, pode ser decorrente de uma falha no mecanismo de defesa,
aumentando o nivel de dano, o que acaba ocasionando maiores injurias histologicas e
fisiologicas. Esse processo pode ser reversivel, dependendo da capacidade do 6rgdo ou do
tecido afetado responder. S3ao biomarcadores de efeito aberragdes cromossomicas,
micronucleos, presenga de tumores, mudangas comportamentais, peroxidagdo lipidica e
fragmentacdo do DNA.

Embora os biomarcadores ndo fornecam diretamente informagdes concernentes aos
efeitos dos poluentes num nivel elevado de organizacdo bioldgica, eles podem advertir
previamente sobre os impactos biologicos. Adicionalmente, estudos revelam que os

biomarcadores sdo capazes de predizer a relagdo existente entre o estado fisiolégico de um
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organismo com parametros no nivel populacional. Conseqiientemente, os biomarcadores
podem ter um importante papel nas avaliagdes de risco ecoldgico (DI GIULIO, 1995).

A avaliagdo toxicologica da contaminagdo aquatica através de ensaios subletais
tornou-se relevante, pois os biomarcadores podem detectar precocemente efeitos adversos de
agentes toOxicos, num organismo-teste em particular, antes que manifestacdes patoldgicas
drasticas comecem a se evidenciar (ALMEIDA et al., 2002).

Muitos dos poluentes que sdao despejados nos mananciais hidricos podem
potencialmente induzir estresse oxidativo em organismos aquaticos incluindo os peixes
(BARNHOORN & VUREN, in press; BAINY et al., 1996; WILHELM FILHO et al., 2001).
Embora a poluicdo aquatica seja a maior responsavel pela formacdo do estresse oxidativo,
através do ciclo redox dos poluentes, mesmo sem poluicdo ou biotransformagdo dos
xenobidticos, ha uma constante produgdo de espécies reativas de oxigénio nos sistemas vivos
(KAPPUS, 1987).

O oxigénio molecular ¢ essencial a vida dos organismos aerobios, isto inclui a maioria
dos organismos superiores. Sua fun¢do predominante nos eucariontes ¢ servir como ultimo
aceptor de elétrons na respiragdo mitocondrial, quando serd finalmente reduzido a agua
durante o complexo processo de fosforilagdo oxidativa. A redu¢do completa do oxigénio a
agua requer 4 elétrons, e essa redugdo produz seqiiencialmente do comego ao fim 3 produtos
de redugdo (DI GIULIO et al., 1995).

Os produtos da reducdo do oxigénio molecular mostrados na figura 3 sdo o anion
superoxido (0O™,), o peroxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxil (HO®). Dessas
espécies ativadas de oxigénio, especialmente o HO® é muito reativo e potencialmente
deletério para os sistemas bioldgicos, € juntamente com o O sdo radicais livres de oxigénio.

Embora o H,O; ndo seja um radical livre ele também ¢ um produto reativo e via reacdo de
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Haber-Weiss pode reagir com o O, servindo como um importante precursor de HO® (DI

GIULIO et al., 1995).

O,+e” 0 (A)
0,+e — ™ H0, (B)
H,0,+e" ., HO'+HO (C)

HO +e ——» H,0 (D)

Figura 3. Formagao de espécies reativas de oxigénio durante a reducao do oxigénio a agua. Adaptada
de Winston, 1991.

De um modo geral, a exposi¢do a longo prazo de um organismo a um poluente resulta
primeiramente no acumulo desse xenobidtico nos oOrgdos e tecidos e, secundariamente,
mantida a exposicdo, alteracdes moleculares irreversiveis podem ocorrer devido a continua
acdo deletéria. Um dos efeitos provocados pelos metais pesados € sua capacidade de catalisar
reacdes oxidativas, levando a geragdo de EROs (YU, 1994).

As EROs podem reagir com biomoléculas tais como proteinas, lipideos, acidos
nucléicos e carboidratos (MEAGHER & FITZGERALD, 2000). Dentre os processos de
oxidacdo induzidos por radicais livres, a lipoperoxidagdo (LPO) ou peroxidacao lipidica, &,
provavelmente, o processo mais extensivamente investigado. A presenca abundante de
fosfolipidios de membranas faz desses compostos alvos enddgenos facilmente acessiveis ao
ataque dos radicais livres formados, especialmente as EROs. Principalmente os acidos graxos
poliinsaturados sdo o grupo de lipideos mais facilmente susceptiveis as reagdes com o0s
radicais livres. A LPO pode levar a formagdo de radicais livres em cadeia (ZWART et al.,

1999).
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As conseqiiéncias mais comuns da LPO envolvem a perturbacdo da funcdo das
membranas das células e organelas essenciais. Isto inclui o processo de transporte, a
manuten¢do do gradiente de metabolitos e ions e a transdugdo de sinais mediada por
receptores (MEAGHER & FITZGERALD, 2000).

As EROs podem potencialmente atacar qualquer estrutura celular ou molécula.
Contudo, com respeito ao envelhecimento e o cancer, o DNA ¢ considerado o principal alvo
de ataque. A modificacdo oxidativa das bases do DNA pode resultar em mutagdo, ao passo
que a oxidacao das unidades de desoxirribose pode induzir a liberagao de bases ou quebra nas
fitas de DNA (ZWART et al., 1999).

O teste Cometa ¢ uma técnica amplamente utilizada na deteccdo de danos ao DNA em
células isoladas e pode ser empregada virtualmente em qualquer tipo de célula eucaridtica. A
aplicacao do teste Cometa, juntamente com outros biomarcadores, tem sido utilizada no
monitoramento de ambientes contaminados por poluentes potencialmente genotoxicos
(DEVAUX et al., 1998).

A despeito dos danos oxidativos que podem ocorrer nas membranas celulares e no
material genético como resultado da formacdo de radicais livres, nos sistemas vivos existe
uma variedade de defesas antioxidantes, enzimaticas e ndo enzimaticas, que controlam a
formagao excessiva das EROs. Das defesas enzimaticas merecem destaque as enzimas
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), enquanto que os
compostos tais como a-tocoferol (principal componente da vitamina E), B-caroteno, ascorbato
(vitamina C) e glutationa fazem parte do sistema de defesa ndo enzimatico celular (PENG et
al., 2000).

A SOD ¢ uma metaloenzima considerada uma das mais importantes defesas
antioxidantes na neutralizagdo das EROs, pois sdo responsaveis pela conversio do O," em

H,0, e O, (Figura 4). Existem trés tipos distintos de SODs, cada qual possuindo um metal
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especifico no sitio ativo. A SOD que contém manganés (MnSOD) ¢ encontrada em bactéria e
certas organelas (mitocondria e cloroplastos) de organismos superiores. A SOD que possui
cobre e zinco no seu sitio ativo (CuZnSOD), esta presente principalmente no citosol de
eucariontes e cloroplastos de plantas superiores. E finalmente, a SOD que contém ferro
(FeSOD) ¢ encontrada em bactérias e algumas plantas superiores (RABINOWITCH &
FRIDOVICH, 1983).

ois tipos de enzimas podem remover o perdxido de hidrogénio da célula, sdo elas a
CAT (Figura 4) e a GPx. A maioria das células aerdbias possui CAT, com excegdo de
algumas bactérias. Nos animais, essa enzima esta presente na maioria dos 6rgios, mas
concentra-se principalmente no figado e nos eritrécitos. Ela é composta de quatro subunidades
protéicas, cada uma contendo um grupo heme (Fe(IlI)-protoporfirina) ligado ao sitio ativo. A
cada subunidade da enzima existe uma molécula de NADPH ligada, que tem por fungao

ajudar na estabilizacdo da estrutura enzimatica (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

20, +20" [SOD ] 1,0, +0,
—

[ CAT ]
2H,0, ", 2H,0+0,

Figura 4. Esquema das reagdes envolvendo as enzimas SOD e CAT na neutralizacdo das
EROs. Adaptada de Di Giulio et al., 1995.

Embora as glutationa S-transferases (GST) atuem também diretamente contra as ERO,
elas s3o uma das mais importantes enzimas da fase II de biotransformacao. Esta superfamilia
de enzimas, presente principalmente no citosol, catalisa reagdes de conjugacdo de uma
variedade de xenobidticos, bem como, de substratos endégenos com a glutationa (LOPEZ et

al., 2002).
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Estas enzimas estdo envolvidas no transporte de compostos lipofilicos endogenos e
exodgenos resultantes da fase I do metabolismo. Elas sdo capazes de formar ligagdes
covalentes com epodxidos ativos derivados das reagdes da fase I de biotransformacao,
impedindo que os mesmos se liguem ao DNA ou a outras biomoléculas (DI GIULIO et al.,
1995).

As GSTs tém sido extensivamente estudadas em organismos superiores, especialmente
em mamiferos. Mas durante os ultimos anos tem crescido o interesse de pesquisar essas
isoformas em organismos aquaticos, com o objetivo de serem utilizadas como biomarcadores
especificos de certos agentes quimicos (OOST et al., 1996).

Durante o processo de combate do estresse oxidativo ocorre a redugdo do peroxido de
hidrogénio bem como de peroxidos organicos. Esse processo envolve a concomitante
oxidacdo da GSH para a glutationa oxidada (GSSG), a qual pode ser reduzida pela glutationa
redutase oxidando o NADPH (HASSPIELER et al., 1994).

A GSH, um tripeptideo composto de glutamato, cisteina e glicina, ¢ o principal tiol
celular ndo protéico associado com uma variedade de fungdes celulares, tais como integridade
do citoesqueleto, sintese de proteina e de DNA, transporte de aminoacidos, “scavenger” de
radicais livres, transdugdo de sinais, cofator de enzimas essenciais e defesa contra moléculas
oxidantes e xenobidticos potencialmente perigosos (PENA et al., 2000).

Além da utilizacdo dos biomarcadores de defesa antioxidante ¢ de dano oxidativo
(LPO e dano ao DNA), outros biomarcadores t€ém sido empregados no monitoramento da
poluicdo por metais. A inibicdo da atividade da enzima delta aminolevulinico desidratase
(ALA-D) tem sido relacionada com a exposi¢do por metais pesados. A ALA-D ¢ uma
metaloenzima que requer ions zinco para sua atividade normal. Ela apresenta grupamentos

sulfidricos na sua estrutura e sua atividade ¢ altamente sensivel a presenga de alguns metais
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pesados como mercurio, chumbo e outros compostos que podem oxidar grupamentos
sulfidricos (VIEIRA et al., 2000).

A ALA-D esta diretamente envolvida na sintese do grupamento heme, ¢ catalisa a
condensagdo de duas moléculas do acido delta aminolevulinico para formar o composto
porfobilinogénio, o qual ¢ o primeiro anel aromatico precursor dos compostos tetrapirrélicos

que formam o grupamento da hemoglobina (BURDEN et al., 1998).

1.5 Tratamento tradicional de efluentes gerados pela mineracao de carvao

As atividades relacionadas a atividade mineradora vém gerando, desde o século
passado, profundas alteragdes ambientais, tornando praticamente inviavel a manutengdo da
vida aquatica, ocasionando sérios problemas a industria pesqueira, a saide humana,
dificultando o desenvolvimento vegetal e provocando o assoreamento dos rios, constituindo-
se num dos principais problemas da regido Sul de Santa Catarina (ALEXANDRE & KREBS,
1996).

O desenvolvimento de tecnologias adequadas ao tratamento de efluentes e das aguas
de rejeito tem sido objetivo de grande interesse nos ultimos tempos, devido ao aumento da
rigidez das leis ambientais. A descarga de um determinado efluente, num receptor hidrico,
deve estar dentro de certos parametros, adotados pela legislagdo vigente, ¢ que tem como
objetivo principal diminuir o impacto das atividades humanas sobre o ambiente aquatico.

A aeragdo ¢ a forma mais simples de tratamento quimico de efluentes de carvao e pode
levar a precipitagdo de Fe e Mn na forma insoluvel, com elementos-trago associados.
Contudo, as taxas de oxidagao destes elementos sdo fortemente dependentes do pH, tornando

a neutralizagdo quimica imprescindivel, antes de sua descarga nos cursos d’agua. Aditivos
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como floculantes e coagulantes podem também ser utilizados para facilitar a precipitagao
solida dos contaminates em solucdo (ORTIZ & TEIXEIRA, 2002).

Os reagentes alcalinos, normalmente utilizados na neutralizagdo convencional do pH
da drenagem acida (CaO, CaCO;, NaOH, Na,CO3) sdo onerosos, potencialmente perigosos e
podem resultar na descarga de aguas excessivamente alcalinas, além de constituir uma
solugdo de curto prazo, pois a drenagem acida pode continuar a ser gerada mesmo apos
passadas décadas do fechamento das minas (ORTIZ & TEIXEIRA, 2002).

Segundo Salomons (1995), além do elevado custo do tratamento quimico, hé ainda, a
produgdo de um volume consideravel de residuos sélidos ricos em ferro e outros metais, cuja
disposi¢do representa outro problema ambiental e custos adicionais. Para Ortiz e Teixeira
(2002), o controle da drenagem acida ¢ um fator-chave para prevenir a liberacdo de metais
dissolvidos para o meio hidrico a partir das areas de mineracao em atividade ou abandonadas,

tendo em vista a solubilidade de muitos sais metalicos sob condi¢des de pH acido.

1.6 Remocao de metais em solucio usando adsorventes naturais

A rapida industrializagdo tem aumentado a disponibilidade de metais para o ambiente.
O tratamento de efluentes ¢ hoje em dia uma das mais importantes metas para as industrias e
outras instituicdes, especialmente naquelas onde o efluente gerado contém uma complexa
mistura de diferentes contaminantes como compostos organicos e metais. Muitos métodos
incluindo precipitacdo quimica, eletrodeposi¢do, troca idnica, separagdo por membranas e
adsor¢do tém sido empregados no tratamento de efluentes com elevado teor de metais

(TARLEY & ARRUDA, 2004).
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De acordo com Juang e Shao (2002), de todos esse métodos citados acima, a
precipitagdo quimica ¢ a mais comumente empregada. Entretanto, algumas limitagdes do
processo podem ser apontadas tais como custo, operac¢ao laboriosa, falta de seletividade do
processo de precipitagdo e baixa eficiéncia na remediacao de solucdes diluidas.

O tratamento através da adsor¢do ¢ uma das poucas alternativas promissoras que
existem para remo¢ao de metais em solugdo, especialmente usando adsorventes naturais de
baixo custo como rejeitos da industria e da agricultura, materiais argilosos e biomassa
(KUMAR & DARA, 1982). Embora o uso desses materiais ndo seja ainda comum, em geral
eles apresentam boa capacidade de adsor¢@o. Intimeros estudos tém objetivado a busca de um
material adsorvente natural que seja de baixo custo, contudo, tenha grande eficiéncia em
remover metais em meio liquido (KUMAR & DARA, 1982; KAPOOR &
VIRARAGHAVAN, 1995; YABE & OLIVEIRA, 2003; TARLEY & ARRUDA, 2004).

Tarley e Arruda (2004) publicaram recentemente um trabalho onde avaliaram a
capacidade de remoc¢do de metais, de um efluente de laboratorio, usando casca de arroz
moida. Os autores avaliaram alguns fatores que poderiam influenciar no processo de adsor¢ao
como o pH do efluente, o diametro das particulas do material e o fluxo de efluente pela
coluna. Apods o tratamento de uma amostra do efluente, os autores constataram que a
concentragdo dos metais Zn, Cu, Al, Cd e Pb ficou dentro das normas estabelecidas pelo
CONAMA para despejo de efluentes em mananciais hidricos.

Kapoor ¢ Vararaghavan (1985), fizeram uma revisao na literatura sobre o potencial da
utilizagdo da biomassa de fungo como uma alternativa para o tratamento de metais em aguas
de rejeito. O levantamento desses dados mostrou que a adsor¢ao de metais pesados (Cu, Zn,
Pb, Fe, Ni, Ag, Th, Ra e U) por fungos filamentosos, embora tenha apresentado resultados
promissores foram bastante variaveis. Os autores concluiram que a bioadsor¢do fingica

depende fortemente de fatores tais como pH, relagdo entre ion metalico e concentragdo de
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biomassa, pré-tratamento fisico ¢ quimico da biomassa, temperatura e presenca de varias
espécies quimicas em solucao.

Da mesma forma, Bailey et al. (1999) apresentaram uma revisdo bastante interessante
que focalizou o potencial de uma extensa variedade de adsorventes de baixo custo para metais
pesados. De acordo com os autores, alguns dos adsorventes analisados como lignina,
quitosana, algodao, turfa e alga demonstraram elevada capacidade de adsor¢do para alguns
metais como Cd, Cr, Pb e Hg. Para esses autores, um bom adsorvente natural ndo deve ter
apenas um baixo custo, mas que necessite de um processamento prévio minimo, que seja

abundante na natureza e que preferencialmente seja algum material de rejeito de industria.

1.7 Remocao de metais em solu¢io usando quitosana

A quitina ¢ um biopolimero linear de alta massa molar formado por unidades de
B(1—4)2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (VARMA et al., 2004). E o segundo
biopolimero mais abundante na natureza, ficando atrds somente da celulose. Est4 presente no
exoesqueleto de artropodes, principalmente nos insetos e crustaceos (siri, caranguejo,
camardo, lagosta, entre outros), na parede de alguns fungos e na pena interna de lulas
(BAILEY et al., 1999). Segundo dados de Onsoyen e Skaugrud (1990), o descarte de quitina
pelas industrias pesqueiras de crustaceos estd em torno de 40 mil toneladas ao ano.

As carapagas de crustaceos contém cerca de 5-20% de quitina, 25-40% de proteinas e
40-45% de carbonato de calcio. Este biopolimero ¢ praticamente insoluvel em agua, acidos
diluidos, alcalis concentrados e solventes organicos. O seu emprego com adsorvente ¢ pouco

utilizado em funcdo de sua baixa capacidade de adsor¢ao.
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Contudo, mais importante que a quitina, em termos de adsor¢do, ¢ o seu principal
derivado, a quitosana, obtida quimicamente através da desacetilagdo da quitina (Figura 5). A
quitosana, além de ser obtida quimicamente, ¢ encontrada naturalmente nas paredes celulares
de algumas espécies de fungo como Aspergillus niger ¢ Mucor rouxii (FELSE & PANDA,
1990). Diferente da quitina, a quitosana ¢ soluvel em &cidos organicos, tais como acido
acético, acido formico, acido latico, entre outros, mas ¢ insoluvel em acido sulfurico

(VARMA et al., 2004).

CH,OH CH,OH CH,OH CH,O0H
H H H H
Q 0
H H
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H " H H
H NHCOCH; H NHCOCH; H NH; H NH,
Quitina Quitosana

Figura 5. Estrutura quimica da quitina e da quitosana.

Uma ampla revisdo das inumeras possibilidades de aplicacdes da quitina e da
quitosana foi apresentada recentemente por Kumar (2000). Além de destacar a versatilidade
fisica que pode ser obtida a partir desses polimeros, como a obtencao de fibras, filmes, géis,
microesferas € membranas, o autor relaciona diversas pesquisas onde a quitina e a quitosana
estdo sendo empregadas. Dentre esses inimeros estudos destacam-se o tratamento de agua, a
remocdo de metais e de corantes em efluentes, atividade anticoagulante e antibacteriana,
preparacgao de pele artificial, producdo de curativos para aumentar a cicatrizagdo e liberacao
controlada de certos farmacos.

A capacidade da quitosana de formar complexos com ions metalicos tem despertado o
interesse de muitos pesquisadores (MUZZARELLI et al., 1989; FAVERE, 1994; TSENG et

al., 1999; CARDENAS et al., 2001; JUANG & SHAO, 2002; RHAZI et al., 2002; VARMA
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et al, 2004). Segundo Yang e Zall (1984), a presenca de um grande percentual de grupos
amino livres expostos durante o processo de desacetilagdo, confere a quitosana uma
capacidade de adsor¢ao de 5 a 6 vezes maior que a da quitina.

Conforme destacou Guibal (2004), a principal caracteristica que pode afetar a
propriedade de adsorcdo da quitosana ¢ o grau de desacetilagdo, uma vez que controla a
fragdo de grupos amino livres que podem estar disponiveis para interagir com ions metalicos
em solugdo. Outros fatores como cristalinidade, afinidade pela agua ¢ massa molar também
podem influenciar no processo de adsorgao.

Uma das mais interessantes caracteristicas da quitosana ¢ sua versatilidade fisico-
quimica. Esse material pode ser fisicamente modificado com muita facilidade, obtendo-se
diferentes formulagdes do polimero tais como pd, nanoparticulas, membranas, géis, filmes,
fibras, microcapsulas e microesferas, para serem aplicados nos mais diversos campos (RHAZI
et al., 2002).

Uma microcapsula ¢ definida como uma particula esférica com tamanho que varia de
50 nm a 2 mm, contendo uma substincia no seu centro. Microesferas sdo, num sentido
restrito, particulas esféricas vazias. Porém, os termos s3o geralmente confundidos e,
freqlientemente, usados como sindnimos. As esferas e as particulas esféricas sdo largamente
usadas devido ao seu grande tamanho e morfologia rigida (KUMAR, 2000).

Por outro lado, a quitosana pode ser quimicamente modificada. A reticulacdo da
quitosana (“cross-linked”) com diferentes agentes bi-funcionais, tais como glutaraldeido e
epicloridrina, impede que o polimero seja dissolvido, quando o processo de adsor¢do de
metais estiver ocorrendo em solugdes acidas. Outras modificagdes podem ser realizadas com
0 objetivo de interagir com algum metal especifico (GUIBAL, 2004).

Dentro desse contexto ambiental, o processo de estocagem do carvao mineral ndo deve

ser desconsiderado, pois pode contribuir com a poluic¢do hidrica, produzindo lixivia dcida que
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contém poluentes toxicos como metais pesados. Muitos estudos tém avaliado a aplicagdo da
quitosana na remoc¢do de metais pesados em solugdo aquosa e sua possivel utilizacdo na
remediacdo de efluentes ricos em metais. A avaliacdo da toxicidade dos efluentes industriais
gerados ¢ da efetividade dos sistemas de tratamento e de remediacdo, através do uso de
bioindicadores e de biomarcadores de poluicdo vem ganhando cada vez mais espago dentro da
legislagdo ambiental de muitos paises. Desta forma, o presente trabalho constitui-se num
estudo avaliativo preliminar da eficacia da remediacdo de efluentes de lixiviagdo de carvao

utilizando alguns bioindicadores e biomarcadores de efeito e exposicao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

1. Avaliar o potencial da quitosana, na forma de microesferas, na remediacao de efluentes

gerados durante a lixiviacao do carvao mineral.

2. Avaliar a utilizagdao de determinados bioindicadores e biomarcadores de polui¢cdo aquatica

na remediagao de efluentes de lixiviacao de carvao mineral.

2.2 Objetivos especificos

1. Determinar os niveis de contaminacao decorrente da lixiviacdo do carvao mineral com
relagdo a acidez, concentracdo de metais e compostos fendlicos antes e apos a remediagao
com microesferas de quitosana.

2. Avaliar a toxicidade aguda do efluente ndo remediado e remediado com microesferas de
quitosana através de testes de toxicidade para microcrustaceos (Daphnia magna e Artemia

salina) e teste de inibi¢ao do crescimento de raiz de cebola (Allium cepa).

3. Avaliar a toxicidade do efluente ndo remediado e remediado com microesferas de
quitosana, através da medida da atividade das enzimas SOD, CAT, GST e ALA-D, dos niveis

de GSH, da medida do dano a lipidios € ao DNA, e do indice somatico do figado.
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais

Os reagentes: 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), 5,5’-ditiobis-2-4cido nitrobenzoico
(DTNB), glutationa reduzida (GSH), 4cido tiobarbiturico (TBA), acido tricloroacético (TCA),
acido  delta  aminolevulinico, brometo de etidio, di-tiotreitol (DDT), p-
dimetilaminobenzaldeido foram adquiridos junto a Sigma Chemical Co. (St Louis, USA). Os
tampdes HBSS (Solugdo de sal balanceada de Hanks) e PBS (Solugdo fosfato) e as agaroses
de ponto de fusdo baixo (LMPA) e normal (NMPA), foram obtidos da Gibco BRL (New
York, USA). A quitosana foi obtida junto a PuriFarma (Sao Paulo). Todos os demais

reagentes utilizados nos ensaios foram de grau analitico.

3.2 Coleta das amostras de efluente

Para realizagdo dos ensaios, foram coletadas amostras de efluente das pilhas de
estoque de carvao provenientes da caixa de embarque de uma industria mineradora localizada
no municipio de Sider6polis/SC. As pilhas de carvao ficam expostas ao tempo e, ao cair a
chuva sobre as mesmas, forma-se o efluente lixiviado, o qual ¢ recolhido num tanque para
posterior tratamento pela empresa. As amostras do efluente foram coletadas sem nenhum
tratamento prévio e armazenadas em galdes de polietileno. A partir dessas amostras foram
realizadas andlises quimicas, remediacdo com microesferas de quitosana e ensaios de

toxicidade.
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3.3 Preparacao das microesferas de quitosana

As microesferas foram obtidas pelo método de inversdo de fases (STOLBERG et al.,
1999). Uma solu¢do de quitosana 3% (m/v) foi dissolvida em de acido acético 5% (v/v) para
obtencdo de uma solugdo viscosa. A solugdo viscosa foi gotejada com auxilio de uma bomba
peristaltica (Ismatec) num banho contendo solucdo de NaOH (2,0 M). As microesferas
gelificadas foram lavadas com agua destilada para eliminar o NaOH residual e secas a 60°C
em estufa. A morfologia da microesfera foi analisada empregando um microscépio eletronico
de varredura (modelo PHILIPS XL 30,) do Laboratério de Materiais da UFSC (LABMAT). O
diametro médio das microesferas de 1,0 = 0,06mm foi determinado a partir da micrografia de
vinte microesferas, através dos diametros dos eixos vertical e horizontal de cada particula. As
microesferas de quitosana foram produzidas pelo grupo QUITECH (Grupo de Pesquisa em
Quitina e Quitosana e aplicagdes Tecnologicas) do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina, coordenado pelos professores Mauro C. M.

Laranjeira e Valfredo T. de Favere.

3.4 Caracterizacio da quitosana

O grau médio de desacetilagao (%@) foi determinado por titulagdo condutométrica,
empregando um condutivimetro Micronal e um titulador automatico Schott Gerate

(RAYMOND et al., 1993). A quitosana utilizada no presente trabalho para preparagao das

microesferas possuia GD de 91%.



45

3.5 Remediacdo do efluente utilizando microesferas de quitosana

O efluente a ser tratado passava por uma coluna de vidro com altura de 60 cm e
diametro de 3 cm empacotada com 80 gramas de microesferas de quitosana. Uma bomba

peristaltica estava acoplada ao sistema e mantinha constante o fluxo do efluente que passava

pela coluna ( 2,6 ml min-1). O pH do efluente tratado foi monitorado durante todo o processo
através de um eletrodo colocado logo apos a saida do efluente pela coluna. Apos a saturagdo
da coluna, o material empacotado foi retirado para sua re-ativagdo. As microesferas foram
colocadas em contato com HCI diluido para remocao dos metais, ¢ posteriormente, foram
colocadas em contato com uma solucgdo diluida de NaOH para neutralizagdo dos grupos NH3"

protonados do polimero e lavado com agua até pH neutro.

3.6 Analises fisico-quimicas

3.6.1 Determinacio do pH

A partir de aliquotas retiradas dos efluentes nao remediado e remediado com

microesferas de quitosana, foi medido o pH por potenciometria, utilizando um pHmétro,

calibrado com solugdes padrdes de pH 4,0 e 7,0.

3.6.2 Determinaciao da concentra¢ao de metais
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A concentragdo dos metais nos efluentes nao remediado ¢ remediado com
microesferas de quitosana foram determinados por espectrometria de absor¢do atomica
(VARIAN Spectra — AA-50). Para os metais chumbo e cadmio, as determinagdes foram
realizadas por meio de espectrometria de absor¢do atomica (Analyst 100 Perkin Elmer)

acoplado com forno de grafite (HGA 800 Perkin Elmer).

3.6.3 Determinacio da concentracio de compostos fendlicos

A determinagdo de compostos fendlicos no efluente ndo remediado e remediado com
microesferas de quitosana foi realizada através de método colorimétrico usando o kit para
dosagem de fenodis da Permachem Reagents®. O método baseia-se na reagdo do fenol com a 4-
aminoantipirina na presenca de ferrocianeto de potassio, formando uma antipirina colorida

(amarela). O complexo colorido ¢ extraido da solu¢do aquosa com cloroféormio e medido a

460 nm.

3.7 Testes de toxicidade

3.7.1 Teste de toxicidade aguda com Artemia salina

Os ensaios de toxicidade aguda foram realizados conforme método de MEYER et al.

(1982). Cistos de A. salina foram incubados durante 48 horas em solucdo de sal marinho

sintético (30g L"), com aeracdo e iluminacdo constantes (1000 lux) e a uma temperatura de

30°C (GOMES, 1986). Apos a eclosdo, dez larvas do microcrusticeo foram incubadas, em
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placas de "multiwell", durante 48 horas a 25°C, na auséncia de luz, em 2 mL de amostra dos
efluentes ndo remediado e remediado com microesferas de quitosana diluidos em solugdo de
sal marinho sintético (30g L™"). Os efluentes foram testados em concentragdes seriadas (100;
75; 50; 25; 12,5; 6,25; 3 e 1%) para melhor obtengdo da CLsy. Controles negativos foram
conduzidos paralelamente usando apenas solu¢do de sal marinho sintético. Apos 24 e 48h de
incubacao, foi feita a contagem do niimero de larvas mortas e a CLs, foi calculada através do
método matematico Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977), usando o
software da Burlington Research-INC. Para cada concentragdo testada foram realizadas 3
replicatas com 10 larvas em cada. As larvas eram consideradas mortas se nio exibissem

nenhum movimento interno ou externo durante 20 segundos de observagao.

3.7.2 Teste de toxicidade aguda com Daphnia magna

Os ensaios de toxicidade aguda com D. magna foram realizados de acordo com as
normas da ABNT (NBR 12713: 1993). Antes de analisar a toxicidade dos efluentes, os
microcrustaceos passaram por um teste de sensibilidade usando dicromato de potassio
(K2Cr,07) que tem por objetivo avaliar a qualidade do lote das matrizes. Os testes foram
feitos em béqueres de 25 ml, em duplicata para cada concentragdo, além dos controles com
agua de diluicdo. Em cada béquer foram colocados 10 dafnideos jovens (6-24h de vida). Os
efluentes ndo remediado ¢ remediado com microesferas de quitosana foram avaliados em
diferentes concentracdes (100; 50; 25; 12,5 e 6,25%). O ensaio foi mantido a uma temperatura
de 20 £ 2°C por 48 horas, em ambiente escuro e sem alimentagdo. Apos 24 e 48h de

incubacdo, os organismos imoéveis foram contados e a ECs foi calculada através do método
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matematico Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977), usando o software da

Burlington Research-INC.

3.7.3 Teste de inibicao do crescimento de raiz de cebola (Allium cepa)

O teste de inibigdo do crescimento de raiz foi conduzido de acordo com método de
Arambasic et al. (1995) com modificagdes. Bulbos de cebola (18-26g) foram adquiridos
comercialmente de supermercados e mantidos em local livre de umidade e ao abrigo da luz.
Anteriormente ao teste de toxicidade os bulbos foram selecionados através de um pré-teste.
As raizes velhas foram cuidadosamente removidas e a base dos bulbos foi colocada em tubos
Falcon (50 mL) contendo 4gua mineral. Apos 3 dias de exposigdo a temperatura de 25°C e na
auséncia de luz o crescimento da raiz foi observado. Apenas os bulbos que apresentaram o
mesmo padrdo de crescimento durante os 3 dias foram selecionados para os testes usando os
efluentes. As raizes crescidas durante o pré-teste foram removidas e os bulbos foram
reutilizados apds ficarem secando por 5 dias. Nos testes de inibi¢do de raiz a base dos bulbos
foi colocada em tubos Falcon (50 mL) contendo os efluentes nao remediado e remediado com
microesferas de quitosana diluidos em 4gua mineral. Para cada concentracdo dos efluentes
(100, 75, 50, 25 e 10%) foram incubadas 5 cebolas durante 9 dias. A cada 3 dias os efluentes
eram trocados e as maiores raizes eram medidas usando um paquimetro. Os ensaios foram
realizados em temperatura ambiente e no escuro, usando como controle negativo cebolas

expostas apenas em agua mineral.
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3.8 Animais

A espécie de peixe escolhida para os estudos foi a tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) por tratar-se de uma espécie bastante resistente e por apresentar pequeno tamanho
corporeo mesmo na fase adulta. Foram utilizados somente animais machos (peso=26 + 3,15 g
e comprimento= 11,5 + 0,93 cm) para evitar influéncia das alteracdes hormonais ¢ de massa
corpérea nos parametros avaliados. Os animais foram adquiridos de uma fazenda de criagao
no Municipio de Palhoga (SC) e ficaram mantidos em tanques durante 15 dias para
aclimatagdo, em condigdes controladas (sistema claro/escuro natural, temperatura de 25 °C e
aera¢do constante) recebendo racdo comercial diariamente (12-13h). Os animais foram
divididos aleatoriamente em 3 diferentes grupos de exposicao e transferidos para aquarios de
vidro (1 animal para cada 5 L de 4gua). Um grupo foi exposto a 10% do efluente de lixiviagao
ndo tratado, o segundo grupo foi exposto a 50% do efluente remediado com microesferas de
quitosana, € o ultimo grupo foi mantido apenas em agua sem cloro (controle negativo). A
escolha da concentracao de 10% do efluente ndo remediado foi baseada no teste de toxicidade
aguda realizado com as tilapias, o qual indicou uma CLsy de 26%. Dessa forma, a
concentragdo de 10% foi a maior concentracdo do efluente que ndo causou mortalidade dos
animais durante os 7 dias de exposi¢@o ao teste de toxicidade. Por outro lado, foi necessario
diluir o efluente remediado em 50% pois como processo de remediagdo estava numa etapa
inicial de bancada ndo era possivel remediar um volume muito grande de efluente num espaco
curto de tempo. Além do mais, a necessidade de uma renovacao constantemente dos efluentes
dos aquérios, ndo possibilitou que o efluente remediado fosse usado sem dilui¢do. A cada 3
dias 2/3 dos efluentes dos aqudrios eram trocados e a cada 7 dias todo o efluente dos aquérios
era inteiramente substituido. Os animais foram alimentados durante todo o periodo

experimental, apenas ndo recebiam alimentacdo no dia anterior aos testes. Apos os periodos
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de 7, 15 e 30 dias de exposi¢do 6 animais de cada grupo foram sacrificados, através de
transeccdo cefalica, pesados em balanga analitica e medidos com fita métrica. Amostras do
sangue foram coletadas da artéria dorsal usando seringa heparinizada e o figado foi retirado.
Todas as amostras foram mantidas em gelo e utilizadas imediatamente para realizagdo das
analises. Os figados dos animais foram pesados em balanca analitica para posterior calculo do
indice somatico do figado. A utilizacdo desses animais no presente trabalho foi aprovada pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA-UFSC, sob numero de cadastro 147/CEUA e

protocolo 23080.007332/2002-48.

3.9 Indice somitico do figado (ISF)

Apo6s a morte dos animais os figados foram removidos e pesados em balanga analitica.
O indice somatico do figado foi determinado segundo Slloff et al. (1983) utilizando a seguinte

férmula: ISF = Peso do figado (g) x 100

Peso inteiro do corpo (g)

3.10 Avaliacio da peroxidacio lipidica (TBARS)

Apds a morte, os figados dos animais foram retirados e colocados imediatamente no
gelo. Uma pequena porgao foi separada e pesada para a preparagdo dos homogenatos, obtidos
em tampao fosfato de potassio 20 mM, pH 7,4 contendo 0,1% de Triton X-100 ¢ 150 mM de
cloreto de soédio (1:20 p/v). A homogenizagao foi realizada a 4°C, com cerca de 20 impactos

em homogenizador Potter-Elvehjem, seguida de centrifugacdo a 5.000 g durante 5 minutos.
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Os sobrenatantes foram divididos em duas partes: a primeira para a determinacdo imediata da
peroxidagdo lipidica (TBARS), e a segunda congelada a -20°C até a sua utilizagdo para as
diferentes analises dos indicadores de estresse. A avaliacdo da peroxidagdo lipidica endogena
foi realizada em triplicatas, pela detec¢do em Aszs nm dos seus derivados lipoperdxidos,
através da determinagdo das substincias que reagem com o acido tiobarbitirico (TBARS),
destacando-se o malondialdeido, ou MDA, produzindo uma base de Shiff de coloragdo rosa
(OHKAWA, 1979; BIRD & DRAPER, 1984). Os homogenatos foram precipitados com TCA
a 12% e agitados vigorosamente por 5 segundos. Em seguida, incubados em tampao Tris-HCI
60 mM pH 7,4 (0,1 mM DTPA) e TBA 0,73 % durante 60 minutos a 100° C. Apos este
periodo o material foi resfriado durante 15 minutos a 4° C e posteriormente centrifugado (5
minutos a 10.000 g). A absorbancia foi medida em 535nm, sendo os valores expressos em

nmol de TBARS formado g ™.

3.11 Glutationa reduzida (GSH)

Amostras de figado foram precipitadas com TCA 12% nas diluigdes 1:10 (p/v)
homogeneizadas com cerca de 20 impactos em homogeneizador Potter-Elvehjem, seguidos de
centrifugagdo a 5.000 g durante 5 minutos. Imediatamente apods foi realizada a determinagao
de GSH nestes sobrenadantes. A concentragdo de pequenos tiois foi avaliada imediatamente
apods a obtengdo dos extratos acidos hepatico (BEUTLER et al., 1963). A adigao de 0,2 ml de
DTNB (2,5 mM) nas cubetas contendo 1,9 ml de tampao fosfato de potassio pH 8,0 e 0,1 ml
do extrato acido permitiu, apos cerca de 2 minutos, a obtengdo maxima de formag¢ao do anion
tiolato (TNB) de cor amarela, mensuravel em 412nm. As anélises foram feitas em duplicatas e

-1
os valores expressos em pmol g .
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3.12 Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida espectrofotometricamente em 480 nm (MISRA &
FRIDOVICH, 1972) mediante a oxidagdo da adrenalina (mudanga de pH 2,0 para pH 10,0)
que gera o anion superoxido e um cromoéforo réseo, o adrenocromo, cuja formagdo ¢
retardada pela enzima presente na amostra. Numa cubeta contendo 1,95 ml de glicina 50 mM,
pH 10,0 foram adicionados 50 pul de adrenalina 60 mM (mantida em gelo, frasco ambar ¢ pH
em torno de 2,0 para evitar a oxidacdo). A velocidade de formacdo do adenocromo foi
acompanhada durante cerca de 90 segundos antes do inicio da rea¢do, para entdo adicionar a
aliquota da amostra (em torno de 20 a 70 ul, dependendo da concentracdo e atividade da
enzima presente na amostra). O tempo total de monitoramento da reacdo foi de 3 minutos.
Curvas de 4 a 7 pontos permitiram avaliar indiretamente a atividade enzimatica da SOD
nestas condigdes. Os valores da SOD foram expressos em U SOD g ', ou seja, em termos de
atividade da enzima, onde uma unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de enzima

necessaria para diminuir a metade a velocidade espontanea de formagao do adrenocromo.

3.13 Atividade da enzima catalase (CAT)

Para analise da atividade desta enzima, quantificou-se a velocidade de decomposicao
do peroxido de hidrogénio (H,O;), em 240 nm, pela enzima presente na amostra (AEBI,
1984). Para esse ensaio, utilizou-se a solugdo de perdxido de hidrogénio (10 mM) em tampao
fosfato de potassio (50 mM) pH 7,0 preparada e titulada no dia da anélise. Em uma cubeta de

quartzo, foram colocados 2 ml da solugdo de H,O, ¢ 20 ul de amostra. Apés homogeneizagao
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a velocidade de decomposi¢do do H,O, foi medida durante 20 segundos. As amostras foram

. . . S S|
analisadas em duplicatas, sendo os valores expressos em mmol de H,O;, consumido min™ g™

3.14 Atividade da enzima glutationa S-transferase (GST)

As GSTs sdo um grupo de enzimas que catalisam a formacgao de tioéteres pela adicao
de GSH a um grande numero de compostos que contém um carbono eletrofilico. A atividade
da GST foi medida espectrofotometricamente em 340 nm (KEEN et al., 1976). A amostra foi
adicionada em um meio contendo 10 ul de CDNB (0,1 M), 10 ul de GSH (0,1 M) e 970 ul de
tampao fosfato (0,1 M) pH 7,0, sendo que na cubeta de referéncia o volume de amostra foi
substituido por tampdo. As andlises foram feitas em duplicatas e os valores da atividade da

enzima expressos em pmol de CDNB conjugado min ' g .

3.15 Avaliacio do dano ao DNA (fragmentacido do DNA)

A fragmentagdo do DNA foi avaliada através de eletroforese horizontal e microscopia
de fluorescéncia utilizando o teste COMETA (SINGH et al., 1988). Amostras do figado (0,1
g) foram lavadas em 1 ml de tampao HBSS gelado contendo 20 mM EDTA e 10 % de
dimetilsulfoxido (DMSO) e cortadas em pequenos pedagos. Para o teste utilizando o sangue,
10 pl de sangue foi diluido em 1 ml de PBS. As demais etapas sdo as mesmas realizadas para
o figado. As células isoladas (10 pl) foram entdo embebidas em 75 pl de agarose de baixo
ponto de fusdo (LMPA; 0,75 %) a 37°C. Esta mistura (células / LPMA) foi adicionada a uma

lamina de microscopio pré-coberta com uma camada de agarose de ponto de fusdo normal
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(NMPA, 1 %). As laminas foram mergulhadas em solucdo de lise gelada que continha 2,5
mM NacCl, 100 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 10 % DMSO e 10 mM Tris pH 10, por no
minimo 2 horas. Apds este periodo, as laminas foram incubadas por 25 minutos em tampao
alcalino gelado (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH 13) e o DNA liberado foi submetido a
uma eletroforese horizontal sobre voltagem de 25V e uma corrente elétrica de 280 mA por 30
minutos. Posteriormente, as laminas foram neutralizadas com tampao Tris 0,4 M (pH 7.,5) e
coradas com brometo de etideo (2 pg/ml). A visualizagdo foi feita em um microscopio de
fluorescéncia (400x) com filtro de excitagao de 515 e filtro de extingdo de 560 nm.

Como controle interno da técnica foram, usados controles positivos a cada eletroforese
realizada. Esses controles foram realizados usando 100 ul de H,O; (100 uM) misturados as
amostras de sangue e figado dos animais do grupo controle e incubados durante 15 minutos a
25°C. Para cada animal foram analisadas aleatoriamente imagens de 100 ntcleos (50 nucleos
por lamina, em duplicata) e o tamanho dos cometas (regido nuclear + cauda) foi classificado
visualmente dentro de 5 classes de dano, variando de 0 (cometas sem dano) a 4 (cometas com
dano méximo) de acordo com metodologia proposta por Collins et al., (1995). A fim de
expressar o dano visualizado nas laminas em valores numéricos, cada classe recebeu uma
pontuacdo de acordo com as caracteristicas proprias de cada classe de dano, conforme

demonstrado na tabela 3.

Tabela 3. Pontuagdo e exemplos de cada classe de cometa visualizada.

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4

Pontuacao

0 1
Imagem do
cometa
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Para cada animal foi calculada uma pontuacdo de acordo com o nimero de cometas
visualizados em cada classe, segundo a equagdo abaixo:
fndice de dano ao DNA = [(N° de cometas classe 0 x 0) + (N° de cometas classe 1 x 1) + (N°
de cometas classe 2 x 2) + (N° de cometas classe 3 x 3) + (N° de cometas classe 4 x 4).
Conseqiientemente, obteve-se uma Unica pontuacao para cada grupo estudado. Entdo, o indice

de dano de cada grupo podia variar de 0 (auséncia de dano) a 400 (presen¢a de dano maximo).

3.16 Atividade da enzima delta aminolevulinico desidratase (ALA-D)

A metodologia de analise da atividade enzimatica da ALA-D baseia-se na reagdo entre
o porfibilinogénio (PBG) com o reativo de Erlich modificado, formando um complexo de
coloracdo rosa que ¢ determinada em 553 (SASSA,1982). O figado dos animais foi
homogenizado (1:4 p/v) com tampao fosfato de sdédio (100mM, pH 7,4), com cerca de 20
impactos em homogenizador Potter-Elvehjem a 4°C. Em 250 pl de tampao fosfato de sodio
(50 mM, pH 5,8) contendo ALA (8 mM) e DDT (20 mM) foi adicionado 25 ul do
homogenato ¢ incubado a 37 C durante 1 hora no escuro. A reagdo foi terminada adicionando
750 pl de TCA (6%) contendo HgCl, (0,1 M). Apds centrifugacdo (1.000 g 5 min'.) 750 ul
do sobrenadante foi misturado a 750 pul do reagente de Ehrlich (p-dimetilaminobenzaldeido
2,5%, acido acético glacial 75,5%, acido perclorico 24,5% e cloreto de mercurio 0,25%) e
apos 10 minutos foi feita a leitura das amostras em 553nm. Para cada amostra de homogenato
foi feito um branco sem adi¢cdo de ALA, nas mesmas condi¢des acima descritas, € um outro
branco sem homogenato para zerar o aparelho. Para o calculo da atividade enzimatica, foi

usada a absorbancia do teste diminuida da absorbancia do branco para cada respectivo teste.
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As andlises foram feitas em duplicatas e os valores da atividade da enzima expressos em nmol

de PBG formado g de figado h™".

3.17 Analise estatistica

As analises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas através de analise de
variancia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukey-Kramer. Para tal utilizou-se o
software INSTAT (GrahPad, San Diego, CA, USA) admitindo niveis de significancia

minimos de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Analises fisico-quimicas

A tabela 4 sumariza os resultados obtidos referentes as analises quimicas realizadas no
efluente nao remediado e remediado com microesferas de quitosana. Com relacdo a
concentracdo de metais, os dados obtidos demonstram que a remediagdo do efluente com
microesferas de quitosana promoveu uma remog¢do de 100% de todos os metais com excecao
do Mn. Contudo mesmo apos a remediagdo a concentragdo dos ions sulfatos permaneceu
elevada no efluente de lixiviacao de carvao. As andlises realizadas para determinagdo de fenol
nao detectaram a presenga desse composto nas amostras. O efluente de lixiviagdo de carvao ¢
extremamente acido, todavia apods a remediagdo do mesmo ocorreu uma elevacao do pH do
efluente para valores proximos a neutralidade.

Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas do efluente de lixiviagao de carvdo mineral ndo remediado e
remediado com microesferas de quitosana. Determinagdes realizadas em duplicata.

Parametros analisados Efluente nao remediado Efluente remediado
Concentraciao de metais
Cd 4,86 ng/L ALD
Pb 4,96 png/L ALD
Cu 0,23 mg/L ALD
Zn 1,74 mg/L ALD
Mn 7,24 mg/L 5,60
Al 34,62 mg/L ALD
Fe 112,00 mg/L 0,07
Concentracio de sulfato (mg/L)
SO~ 1600,00 1040,00
Concentragao de compostos fendlicos (mg/L)
Fenois ALD ALD
Determinacio do pH

pH 2,1 7.7

ALD= Abaixo do limite de detec¢do
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4.2 Testes de toxicidade

4.2.1 Teste de toxicidade aguda com Artemia salina

A figura 6 apresenta os resultados referentes ao teste de toxicidade aguda usando o
microcrustaceo A. salina para o efluente de lixiviacdo de carvao mineral ndo remediado e
remediado com microesferas de quitosana. Esses resultados mostraram que o efluente em
estudo apresenta elevada toxicidade, causando expressiva mortalidade dos microcrustaceos,
sendo que, apds a remediacdo com microesferas de quitosana houve uma reducao significativa
do indice mortalidade, ndo sendo possivel estabelecer a CLsy do efluente remediado, uma vez

que somente nas 3 maiores concentracdes (100, 75 e 50%) houve mortalidade .

CLsj apos 48h - 6,01 (4,33 - 8,34)
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Figura 6. Teste de toxicidade aguda para o microcrustaceo A. salina apds 48h de exposicdo em
diferentes concentragdes do efluente de lixiviacdo de carvdo remediado com microesferas de quitosana
(ERMQ), efluente ndo remediado (ENR) e grupo controle (CN) (solug@o de sal marinho sintético 3%).
Os testes foram realizados em triplicata e os valores foram expressos como média + EPM, n =10.
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4.2.2 Teste de toxicidade aguda com Daphnia magna

O resultado apresentado na figura 7 para o teste de toxicidade aguda com D. magna
demonstrou, do mesmo modo que para A. salina, uma elevada toxicidade do efluente de
lixiviagdo de carvao mineral ndo remediado. Novamente, a remediagdo com microesferas de
quitosana diminuiu substancialmente a toxicidade do efluente percebida pela redugdo
significativa do indice mortalidade, ndo sendo possivel estabelecer a CEsy do efluente

remediado, uma vez que somente na maior concentragdo houve mortalidade .

CEs ap6s 48h- 9,85 (6,20 - 15,60)
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Figura 7. Teste de toxicidade aguda para o microcrustaceo D. magna apds 48h de exposigdo em
diferentes concentragdes do efluente de lixiviacdo de carvao remediado com microesferas de quitosana
(ERMQ) e efluente ndo remediado (ENR). Os testes foram realizados em duplicata e os valores foram
expressos como média + EPM, n =10.
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4.2.3 Teste de inibi¢ido do crescimento de raiz de cebola (Allium cepa)

A tabela 5 apresenta os resultados referentes ao teste de inibigdo do crescimento de
raiz de cebola expostas ao controle negativo (dgua mineral), ao efluente de lixiviagdo de
carvao mineral ndo remediado e remediado com microesferas de quitosana. Conforme mostra
a tabela 5, a inibicdo do crescimento de raiz foi proporcional a concentragdo do efluente nao
remediado ¢ mesmo na menor concentragdo do efluente (10%) a inibicdo foi de
aproximadamente 30 % com relagdo ao controle apos 9 dias de exposi¢do. Por outro lado, as
raizes das cebolas expostas ao efluente remediado com microesferas de quitosana
apresentaram um cumprimento 21% maior quando comparado ao grupo controle apés o

periodo de exposicao.

Tabela 5. Inibi¢do de raiz de cebolas (4llium cepa) expostas em agua mineral (controle negativo), em
diferentes concentragdes do efluente de lixiviagdo de carvdo mineral ndo remediado e remediado com
microesferas de quitosana durante 3, 6 e 9 dias de exposi¢ao. Os valores foram expressos como média
+ EPM, n =5. (*), (**) e (***) representam diferengas estatisticas significativas (p<0,05), (p<0,01) e
(p<0,001) respectivamente, em relacdo ao grupo controle (o) € ao grupo do efluente ndo remediado
10% (B).

Crescimento de raiz (cm) durante o tempo de Inibicio de raiz (%)
Amostras exposicio apos 9 dias em
3 dias 6 dias 9 dias relacdo ao controle
Controle negativo 3,10 £ 0,27 6,27 + 0,44 7,30 + 0,45 0,00
Efluente remediado 2,40 +0,35  P**%623 +0,30 *P*+*g .88 + 0,27 -21,60
Efluente ndo “H¥k( 33+ (0,08 ****40,37+£0,07  “***0,45+ 0,10 95,50
remediado 100 %
Efluente ndo “REX(),63 £ 0,07 ****0,68 £ 0,10  **¥*0,72 + 0,07 90,40
remediado 75 %
Efluente ndo “Hik() 55 + 0,10 ***0,66 £ 0,10  ****(,85 + 0,13 89,70
remediado 50 %
Efluente ndo GREE] 40+ 0,15 **F**] 46 +£0,21  ****],67 £0,10 81,20
remediado 25 %
Efluente ndo “*1,97 £0,10 ****357+0,55  “**513+0,46 29,70

remediado 10 %
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4.3 Indice somatico do figado (ISF)

A figura 8 mostra os resultados referentes ao indice somatico do figado dos animais
expostos de 7 a 30 dias ao efluente ndo remediado ou remediado com microesferas de
quitosana. Somente apos 30 dias de exposi¢do ao efluente nido remediado, os animais
apresentaram um ISF 51% maior em relacdo ao grupo controle. Nenhuma diferenca
significativa em relagdo grupo controle foi observada, para esse parametro, nos peixes que

ficaram expostos a 50% do efluente remediado.

4

Indice Somatico do Figado

4

15 30
Tempo de exposicao (dias)
ERMQ EEE FNR

C—ICN

Figura 8. indice somatico do figado de tilapias do Nilo expostas a agua sem cloro (CN), a 50% do
efluente de lixiviagdo de carvdo remediado com microesferas de quitosana (ERMQ) e a 10% do
efluente ndo remediado (ENR), durante 7, 15 e 30 dias de exposi¢cdo. Todos os valores foram
expressos como média + EPM, n = 6. (**) e (**) representam diferencas estatisticas significativas
(p<0,01) e (p<0,001) respectivamente, em relacdo ao CN (o) e ao ENR ().
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4.4. Indicadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes

4.4.1 Avaliacio da peroxidacio lipidica (TBARS)

Durante 7 e 15 dias de exposi¢ao a 10% do efluente de lixiviagdo de carvao nao
remediado, houve um aumento aproximado de 100 e 86%, respectivamente, nos niveis de
TBARS dos animais expostos (Figura 9). Apds 30 dias o dano tecidual foi reduzido nao
apresentando diferenca com relagdo ao grupo controle. Por outro lado, nos animais que
ficaram expostos a 50% do efluente remediado com microesferas de quitosana, os niveis de
peroxidagao lipidica nao diferiram significativamente do grupo controle durante os tempos de

exposicao.

200+

100+

TBARS (nmolg™)

7 15 30

Tempo de exposicao (dias)
—ICN ERMQ EEE ENR

Figura 9. Indice de peroxidacio lipidica (TBARS; nmolg™) em figado de tilapias do Nilo expostas a
dgua sem cloro (CN), a 50% do efluente de lixiviagdo de carvdao remediado com microesferas de
quitosana (ERMQ) e a 10% do efluente ndo remediado (ENR), durante 7, 15 e 30 dias de exposicdo.
Todos os valores foram expressos como média £ EPM, n = 6. (¥*) e (**) representam diferengas
estatisticas significativas (p<0,05) e (p<0,01) respectivamente, em relacdo ao CN (a) e ao ENR ().
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4.4.2 Glutationa reduzida (GSH)

Apods 7 e 15 dias de exposigdo, houve uma deplecdo de aproximadamente 33 e 34%,
respectivamente, nos niveis da GSH de tilapias exposta a 10% do efluente de lixiviagdo de
carvao nao remediado, quando comparado ao controle negativo. Por outro lado, a exposi¢ao
de tilapias a 50% do efluente remediado com microesferas de quitosana nao alterou os valores

de GSH quando comparados aos valores do controle negativo (Figura 10).

GSH (umolg™)

15 30

Tempo de exposicao (dias)
—ICN ERMQ EEE ENR

Figura 10. Concentragio de GSH (umolg™) em figado de tilapias do Nilo expostas & 4gua sem cloro
(CN), a 50% do efluente de lixiviagdo de carvao remediado com microesferas de quitosana (ERMQ) e
a 10% do efluente ndo remediado (ENR), durante 7, 15 e 30 dias de exposi¢do. Todos os valores
foram expressos como média =+ EPM, n = 6. (*) e (***) representam diferencas estatisticas
significativas (p<0,05) e (p<0,001) respectivamente, em relacdo ao CN (o) e ao ENR (B).
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4.4.4 Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

A exposicao dos peixes por 15 e 30 dias no efluente de lixiviagdo ndo remediado
causou uma elevacdo na atividade da SOD em 30 e 36%, respectivamente, quando comparada
ao controle negativo (Figura 11). Entretanto, a remediacao do efluente com as microesferas de
quitosana foi capaz de normalizar a atividade enzimdtica em relagdo ao grupo controle,
durante os diferentes periodos de exposi¢dao. Por outro lado, quando comparado ao grupo

exposto ao efluente ndo tratado, o processo de remediagdo até mesmo reduziu esta atividade.
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Figura 11. Atividade da SOD (USODg™") em figado de tilapias do Nilo expostas a dgua sem cloro
(CN), a 50% do efluente de lixiviagdo de carvao remediado com microesferas de quitosana (ERMQ) e
a 10% do efluente ndo remediado (ENR), durante 7, 15 ¢ 30 dias de exposi¢do. Todos os valores
foram expressos como média £ EPM, n = 6. (*) representa diferenca estatistica significativa (p<0,05)
em relagdo ao CN (a) e ao ENR ().
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4.4.4 Atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade enzimatica da CAT foi alterada significativamente nos peixes expostos ao
efluente de lixiviagdo de carvao sem tratamento. Houve um aumento tempo-dependente na
atividade da enzima se comparado com os valores obtidos para o grupo controle. Esse
aumento foi de 46, 50 e 56% para os periodos de exposicdo de 7, 15 e 30 dias,
respectivamente. Por outro lado, a atividade da enzima nao foi alterada de forma significativa
com relacdo ao controle, nos animais expostos ao efluente remediado com microesferas de

quitosana (Figura 12).

CAT (mmol. min’! g'l)
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Tempo de exposicao (dias)
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Figura 12. Atividade enzimatica da CAT (mmol de H,0, consumido min"'g") em figado de tilapias
do Nilo expostas a agua sem cloro (CN), a 50% do efluente de lixiviagdo de carvdo remediado com
microesferas de quitosana (ERMQ) e a 10% do efluente ndo remediado (ENR), durante 7, 15 e 30 dias
de exposigdo. Todos os valores foram expressos como média £ EPM, n = 6. (**) e (***) representam
diferencas estatisticas significativas (p<0,01) e (p<0,001) respectivamente, em relagdo ao CN (o) e ao
ENR (B).
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4.4.5 Atividade da enzima glutationa S-transferase (GST)

Conforme apresentado na figura 13, a atividade da GST s6 apareceu
significativamente alterada, em relacdo ao grupo controle, ap6s 30 dias de exposicdo dos
peixes ao efluente de lixiviagdo de carvdo ndo remediado. Para esse grupo, em particular, a
atividade da enzima aumentou em 106% quando comparado ao grupo controle. Apds
remediacdo do efluente com microesferas de quitosana, a atividade da enzima ndo diferiu de

forma significativa com o grupo controle negativo.

GST (umol. min™! g'l)

7 15 30
Tempo de exposicao (dias)
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Figura 13. Atividade enzimatica da GST (umol de CDNB conjugado min'g™") em figado de tilapias
do Nilo expostas a 4gua sem cloro (CN), a 50% do efluente de lixiviagdo de carvao remediado com
microesferas de quitosana (ERMQ) e a 10% do efluente ndo remediado (ENR), durante 7, 15 e 30 dias
de exposi¢do. Todos os valores foram expressos como média £ EPM, n = 6. (¥***) representa diferenca
estatistica significativa (p<<0,001) em relagdo ao CN (o) ¢ ao ENR (j3).
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4.5 Avaliacao do dano ao DNA (fragmentaciao do DNA)

4.5.1 Avaliacido do dano ao DNA em hepatdcitos

A figura 14 apresenta a freqiiéncia de distribui¢do de cometas em cada classe para
cada grupo analisado ao longo dos periodos de exposi¢do. Os dados para o grupo controle e
quitosana mostram uma predominancia das classes de menor dano (classes 0 e 1). Por outro
lado, no grupo exposto a 10% do efluente de lixiviagdo ndo remediado, houve um aumento na
freqliéncia das classes de maior dano (classes 2, 3 e 4) em relagdo ao grupo controle.
Semelhante ao grupo controle, no grupo exposto ao efluente remediado houve um predominio

das classes de menor dano.
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Figura 14. Freqliéncia das diferentes classes de dano de cometas observados em hepatocitos de
tilapias do Nilo expostas a agua sem cloro (CN), a 50% do efluente de lixiviagdo de carvao remediado
com microesferas de quitosana (ERMQ) e a 10% do efluente ndo remediado (ENR), durante 7, 15 ¢ 30
dias de exposicdo. Todos os valores foram expressos como média + EPM, n = 6. (¥*) e (*%)
representam diferencas estatisticas significativas (p<0,05) e (p<0,01) respectivamente, em relagdo ao
CN (o) e ao ENR (B).
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A partir da freqiiéncia das diferentes classes de danos nos cometas, foi possivel
calcular o indice de dano ao DNA atribuindo valores arbitrarios as diferentes classes. Desse
modo, o indice de dano pode variar entre 0 (auséncia de dano) a 400 (dano maximo).
Conforme apresentado na figura 15, o indice de dano ao DNA esteve aumentado, com relagao
ao grupo controle, em torno de 50% nos hepatocitos dos animais expostos a 10% do efluente
de lixiviagdo de carvao, tanto em 7, quanto em 15 de exposicdo. No final de 30 dias de
exposicdo ao efluente ndo remediado, o dano ao DNA teve uma expressiva reducao,
alcangando niveis equivalentes aos do grupo controle. Nos animais expostos ao efluente
remediado com microesferas de quitosana, o indice de dano foi reduzido em
aproximadamente 26 ¢ 24% apos 7 e 15 dias de exposicdo, respectivamente, em relagdo ao
grupo exposto ao efluente ndo remediado. Apos remediagdo do efluente, ndo houve variagdes

significativas entre o indice de dano do grupo controle e do grupo remediado.

%
%* o
150 o
<
Z
)
e = 100+
=)
=S
= 1
2
3 50
2
=
A
0
15 30
Tempo de exposicio (dias)
C—ICN ERMQ EEN FNR

Figura 15. Indice de dano ao DNA em hepatocitos de tilapias do Nilo expostas a agua sem cloro
(CN), a 50% do efluente de lixiviagdo de carvado remediado com microesferas de quitosana (ERMQ) e
a 10% do efluente ndo remediado (ENR), durante 7, 15 e 30 dias de exposi¢do. Todos os valores
foram expressos como média £ EPM, n = 6. (*) representa diferenca estatistica significativa (p<0,05)
em relacdo ao CN (o) e ao ENR ().
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4.5.2 Avaliacio do dano ao DNA em sangue total

A freqiiéncia das classes de dano no sangue total dos diferentes grupos expostos ¢
apresentada na figura 16. No grupo exposto a 10% do efluente de lixiviagdo de carvao nao
tratado, a freqiiéncia de cometas de classe 3 foi 4 vezes maior, comparado ao grupo controle,
ao longo dos periodos de exposi¢cdo. Apds a remediacdo do efluente com microesferas de
quitosana a freqiiéncia das classes de maior dano (3 e 4) foi expressivamente diminuida em

relacdo ao grupo nao remediado.

Freqiiéncia de classes (%)
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Figura 16. Freqiiéncia das diferentes classes de dano de cometas observados no sangue total de
tilapias do Nilo expostas a dgua sem cloro (CN), a 50% do efluente de lixiviacdo de carvao remediado
com microesferas de quitosana (ERMQ) e a 10% do efluente ndo remediado (ENR), durante 7, 15 ¢ 30
dias de exposi¢do. Todos os valores foram expressos como média = EPM, n = 6. (¥), (¥*) e (**%)
representam diferencas estatisticas significativas (p<0,05), (p<0,01) e (p<0,001) respectivamente, em
relacdo ao CN (a) e ao ENR ().



70

Os resultados referentes ao indice de dano ao DNA para o sangue total de tilapias
exposta as diferentes condigdes de tratamento sdo apresentados na figura 17. O indice de dano
esteve aumentado, ao longo de todos os periodos de exposi¢do, nos peixes expostos a 10% do
efluente de lixiviacdo de carvao ndo remediado quando comparados aos animais do grupo
controle. Esse aumento foi de 79, 77 e 48% em 7, 15 e 30 dias de exposi¢do, respectivamente.
Contudo, apods a remediag@o do efluente com microesferas de quitosana, o dano foi revertido e

os valores se normalizaram com o grupo controle.
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Figura 17. indice de dano ao DNA no sangue total de tilapias do Nilo expostas & dgua sem cloro
(CN), a 50% do efluente de lixiviagdo de carvao remediado com microesferas de quitosana (ERMQ) e
a 10% do efluente nao remediado (ENR) durante 7, 15 e 30 dias de exposi¢ao. Todos os valores foram
expressos como média + EPM, n = 6. (*), (**) e (***) representam diferencas estatisticas
significativas (p<0,05), (p<0,01) e (p<0,001) respectivamente, em relacdo ao CN (a) e ao ENR (B).
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4.6 Atividade da enzima delta aminolevulinico desidratase (ALA-D)

Conforme apresentado na figura 18, a atividade da enzima ALA-D nos animais
expostos ao efluente de lixiviagdo de carvao n3o remediado e remediado, ndo sofreu
alteracdes estatisticamente significativas quando comparados com os resultados obtidos para

0 grupo controle.
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Figura 18. Atividade enzimatica da ALA-D (nmol de PBG formado mg de tecido'h™) em figado de
tilapias do Nilo expostas a agua sem cloro (CN), a 50% do efluente de lixiviagdo de carvao remediado
com microesferas de quitosana (ERMQ) e a 10% do efluente ndo remediado (ENR), durante 7, 15 e 30
dias de exposig@o. Todos os valores foram expressos como média £+ EPM, n = 6.
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5 DISCUSSAO

Bailey e colaboradores (1999) numa revisdo bibliografica avaliaram a remocdo de
metais usando adsorventes potencialmente eficientes e de baixo custo. Os adsorventes
naturais analisados, foram a lignina, algoddo, argila, quitosana, dentre outros. Dentre os
adsorventes analisados, a capacidade de reten¢do da quitosana destacou-se dos demais para os
metais Pb (796 mg/g de quitosana), Hg (1123 mg/g de quitosana), Cr (92 mg/g de quitosana)
e Cd (558 mg/g de quitosana). Outros trabalhos também tém demonstrado que a quitosana ¢
uma alternativa bastante promissora no processo de adsorcdo de metais em solucao
(CARDENAS et al., 2001; JUANG e SHAO, 2002; RHAZI et al., 2002; GEREMIAS, et al.,
2003; VARMA et al, 2004; FAVERE et al., in press).

As aguas de drenagem resultantes do processo de mineracdo de carvao sao
caracterizadas pela elevada acidez e alta concentracdo de metais pesados (MAYO et al.,
2000). Estudos realizados em rios de Criciuma por Alexandre e Krebs (1995) concluiram que
os parametros analisados como pH, concentragdo de sulfato e de metais (Fe, Mn, Pb, Zn e Cu)
nao estavam dentro dos limites estabelecidos pela CONAMA para aguas que sao utilizadas no
abastecimento humano.

O efluente de lixiviagdo de carvao mineral analisado neste trabalho mostrou-se ser
extremamente acido (pH 2,1), além de muito rico em sulfato e em metais como o Fe, 0 Al e o
Mn, principalmente (Tabela 4). De acordo com os critérios do CONAMA estabelecidos pela
resolugdo n® 20 (1992), os efluentes de qualquer fonte poluidora s6 poderdo ser langados,
direta ou indiretamente, nos corpos d’agua, desde que obedecam algumas condi¢des, como
pH entre 5 a 9, concentracao de Fe de 15mg/L e de Mn de 1 mg/L. Apenas considerando estes
3 critérios o efluente gerado pela lixiviacdo ja ndo se enquadra dentro dos limites dessa

resolugdo, uma vez que a concentracdo de Fe e de Mn no efluente ¢ cerca de 7 vezes maior
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que o limite permitido, sendo portanto necessario, um tratamento do mesmo antes de libera-lo
para o meio aquatico.

Apds a remediacdo do efluente de carvdo com microesferas de quitosana, houve uma
reducdo de quase 100% de todos os metais detectados no efluente, exceto para o Mn que
sofreu uma redugao de apenas 22,65%, além da elevacdo do pH para 7,7. Esse mesmo padrao
de adsor¢do de metais usando microesferas de quitosana foi observado por Favere et al. (in
press). Os autores analisaram a concentracdo de metais, antes e apos o tratamento com
microesferas de quitosana, de efluentes gerados de depodsitos de carvao. A remediagdo com
microesferas de quitosana reduziu aproximadamente em 100% a concentracao de Fe e elevou
o pH de 2,5 para 4 do efluente. Por outro lado, para melhorar o desempenho da quitosana tem
sido propostas modificacdes quimicas no polimero que visam aumentar a performance do
processo de remogdo de metais através da complexagio com outros compostos (CARDENAS
etal., 2001; VARMA et al., 2004).

Segundo Ortiz e Teixeira (2002), pelo fato do efluente de carvao ser muito acido, €
necessaria uma etapa de neutralizagdo desse efluente para que haja uma melhor precipitacao
dos metais presentes. Alguns reagentes alcalinos como CaO, CaCOs, ¢ NaOH sao utilizados
normalmente na neutralizacdo do pH das aguas de drenagem.

Todavia, o tratamento com microesferas de quitosana, como observado na tabela 4, foi
eficiente em promover a elevacdo do pH do efluente de lixiviagdo para valores proximos a
neutralidade. Este efeito da quitosana estd provavelmente associado a protonag¢do dos
grupamentos amino presentes nas unidades glicosaminas do polimero (YANG & ZALL,
1984). Estes resultados sdo interessantes, uma vez que a capacidade de elevagdo do pH no
tratamento com quitosana dispensa a necessidade de uma pré-neutralizacdo da acidez do

efluente, a qual ¢ previsto nos tratamentos convencionais. Desta forma, pode-se reduzir o
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numero de etapas necessarias no processo de tratamento dos efluentes de mineragdo de carvao
e também os custos deste tratamento.

Os testes de toxicidade com organismos aquaticos sdo realizados desde 1940, com o
objetivo de prever o impacto do lancamento de agentes toxicos em recursos hidricos. As
informagdes geradas por esses testes foram utilizadas em alguns paises para estabelecer as
concentragdes limites de certos poluentes que poderiam ser despejados no ambiente, sem
provocar sérios desequilibrios nas comunidades aquaticas (BERTOLETTI, 1990).

O uso dos testes de toxicidade aguda também tem sido uma ferramenta bastante
importante na avaliagdo dos processos de tratamento de efluentes industriais ou esgoto
doméstico (BAPTISTA, 2001; SILVA et al., 2004). Guerra (2001) avaliou a toxicidade de
efluentes industriais ricos em compostos fenolicos. O autor comparou a sensibilidade de 4
testes de toxicidade aguda usando como organismos testes bactéria luminescente (Vibrio
fischeri), D. magna, A. salina e rotiferos (Brachionus plicatilis). Apds a exposicao dos
organismos a 6 diferentes amostras de efluentes ndo tratado e tratado, o autor estabeleceu uma
ordem de sensibilidade entre os organismos expostos. O microcrustaceo A. salina mostrou-se
menos sensivel que os demais organismos utilizados nos testes. Por outro lado, D. magna
apresentou similar padrao de sensibilidade com V. fischeri e B. plicatilis.

A resposta estabelecida para o teste de toxicidade aguda com A. salina foi a
concentragdo letal média (CLsg) capaz de matar 50% das larvas expostas durante 48h de
exposicdo. O critério utilizado para o teste de toxicidade aguda com D. magna foi a
concentragdo efetiva média (CEs), que estabelece a concentragdo do efluente que pode
ocasionar a imobilidade de 50% dos organismos expostos durante 48h nos diferentes
efluentes.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que a toxicidade do efluente de

lixiviag@o de carvao foi bastante elevada, tanto para A. salina quanto para D. magna, uma vez
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que a concentragdo do efluente que causou efeitos severos (morte ou imobilidade) em 50% da
populacdo de ambas as espécies ficou em torno de 10%. Este resultado sugere uma boa
correlacdo de resposta para a toxicidade do efluente em estudo para os dois organismos,
embora as larvas de A. salina mostraram-se um pouco mais sensiveis que D. magna, para esse
efluente em particular.

A portaria 17 criada em abril de 2002 pela Fundacdo do Meio Ambiente (FATMA)
estabeleceu os limites do fator de dilui¢do (FD) de diferentes efluentes para D. magna e V.
fisheri. Para os efluentes ndo relacionados na citada portaria, o FD deve ser igual ou maior
que 12,5% para que possam ser eliminados sem tratamento prévio. Isto quer dizer que, nesta
concentragdo nao deve ser evidenciado nenhum efeito téxico (imobilidade ou pouca
luminescéncia) nos organismos expostos. Nos presentes resultados, a toxicidade do efluente
de lixivia¢do de carvao foi elevada para D. magna, uma vez que causou a imobilidade de 50%
dos organismos expostos, mesmo numa concentracao menor (9,8%) a que foi estabelecida por
essa portaria. Dessa forma, o efluente analisado neste trabalho ndo pode ser eliminado em
corpos hidricos sem devido tratamento.

Nesse sentido, a remedicdo do efluente com microesferas de quitosana conseguiu
reverter eficientemente a toxicidade do efluente em estudo (Figura 6), diminuindo fortemente
a mortalidade dos dafnideos expostos nas amostras remediadas, de forma que ndo foi possivel
estabelecer a CEs) do efluente remediado, para a espécie analisada, uma vez que ocorreu
mortalidade apenas nas maiores concentragdes do efluente remediado.

O teste de toxicidade aguda usando 4. salina foi utilizado por Geremias et al., (2003)
para monitorar o processo de remediacdo utilizando microesferas de quitosana complexadas.
As larvas foram expostas por 24h a dois efluentes de carvao (mina subterranea e lixiviagao de
depositos) nao remediados e remediados. Os autores observaram uma redugdo aproximada de

90% da mortalidade das larvas apos a remediacdo com microesferas de quitosana
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complexadas. Embora as microesferas de quitosana usadas em nosso trabalho ndo possuissem
nenhuma complexagdo com outros compostos, ela conseguiu reduzir eficientemente a
toxicidade do efluente e, conseqiientemente, a porcentagem de larvas mortas em 65%.

Villegas-Navarro et al., (1999) avaliaram a eficiéncia nos processos de tratamento de
efluentes téxteis de 5 industrias do México. Para tanto, os autores usaram D. magna para
monitorar a toxicidade dos efluentes, antes e apds o tratamento das empresas. Os resultados
apresentados nesse estudo mostraram que, apesar de ter havido uma redugdo na toxicidade
dos efluentes, os sistemas de tratamento adotados pelas empresas eram deficientes, uma vez
que CLsg dos efluentes tratados variou de 66 a 14%.

Desta forma, considerando uma avaliacdo similar a realizada por estes autores
podemos sugerir que o tratamento com microesferas de quitosana reduziu fortemente os
niveis de metais presentes no efluente e elevou o pH do mesmo, refletindo na reducado da
toxicidade do efluente, ja que a mortalidade dos microcrustaceos diminuiu drasticamente apos
a remediagao.

Outro pardmetro comumente utilizado para uma rapida avaliacdo da toxicidade de um
efluente é o teste de inibi¢do do crescimento de raiz de cebola. Rank e Nielsen (1998)
analisaram a inibi¢cdo do crescimento de raiz de cebolas expostas a diferentes concentragdes
de lodo de esgoto doméstico obtido de 3 estagcdes de tratamento. Apos exposicdo de 5 dias foi
determinada a concentracdo de lodo capaz de inibir em 50% o crescimento das raizes. Os
autores encontraram uma boa correlacdo entre o grau de inibi¢do do crescimento ¢ a
concentragdo de metais das 3 amostras. Neste caso, a maior inibi¢do do crescimento de raiz
ocorreu na amostra que apresentava a maior concentragdo de metais pesados.

Smaka-Kincl et al. (1996) utilizaram o teste de inibi¢do do crescimento de raiz, o
indice mitdtico, a presenca de micronucleo e as aberragdes cromossdmicas, para avaliar a

toxicidade de 7 amostras de dgua com diferentes niveis de polui¢do. Os resultados mostraram
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que as cebolas expostas por 7 dias a amostra de 4gua com maior toxicidade apresentaram
inibi¢do no crescimento de raiz maior que 50%, queda de 36% no indice mitético, aumento de
3% no nuimero de microntcleos e a presenca de nucleos aberrantes 10 vezes maior, em
comparagdo ao controle.

No presente estudo, a inibi¢ao do crescimento de raiz foi proporcional a concentragao
do efluente de lixiviagdo de carvdo (Tabela 5). A maior inibi¢do do crescimento da raiz
ocorreu em cebolas expostas a 100% do efluente (inibicdo de 90%) e a menor inibigdo foi
observada em 10% do efluente (inibi¢ao de 29%), quando comparado ao grupo controle (dgua
mineral).

Contudo, as cebolas que ficaram expostas ao efluente remediado com microesferas de
quitosana ndo apresentaram inibi¢do no crescimento de suas raizes, mas ao contrario, houve
um aumento de 21%, em relagdo ao controle, no tamanho final das raizes de cebolas expostas
ao efluente remediado. Esse aumento pode ser resultado da variabilidade natural dos bulbos
adquiridos para o teste ¢ ndo um efeito promotor de crescimento que tenha surgido apos o
tratamento com a quitosana. Mais uma vez, estes resultados confirmaram os dados obtidos
com os ensaios com A. salina ¢ D. magna onde se observou claramente uma redugdo da
toxicidade do efluente de lixiviagdo de carvdo apds a remediacdo com microesferas de
quitosana.

Um outro parametro que pode ser utilizado no estudo da toxicidade de um efluente
qualquer ¢ o indice somatico do figado (ISF). Isto porque, durante o periodo de alta captagao
de energia, o crescimento de tecidos e a estocagem de energia nos musculos e no figado
podem ocasionar um aumento dos 6rgdos acima da média encontrada para uma certa idade.
Esse excesso de peso ¢ conhecido como fator de condicdo e tem sido utilizado como um

indice em muitos estudos com peixes (EVERAARTS, 1993; HOQUE et al., 1998).
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A exposi¢ao a poluentes ambientais pode resultar num aumento do ISF dos peixes,
embora a exposicao a outros contaminantes (efluentes acidos e metais pesados) pode reduzir o
ISF comparado ao controle (RICARD et al., 1998). Norris et al. (2000) observaram uma
significativa redu¢do no ISF de truta marrom exposta por dois anos em rio contaminado
principalmente por Cd e Zn, em relacdo aos animais do local nao poluido.

Contrariamente a estes dados da literatura, no presente trabalho o ISF esteve
aumentado nos peixes expostos ao efluente de lixiviagdo de carviao niao remediado apoés 30
dias, enquanto que nos animais expostos ao efluente ndo remediado nenhuma diferenga
significativa foi observada com relagdo ao grupo controle para esse parametro.

Wilhelm Filho et al. (2001) relataram que o ciclideo acara capturado de um rio poluido
apresentou um ISF maior que o encontrado para os animais do local controle. Os autores
observaram através de estudos histologicos uma elevada infiltragcdo de lipideos no 6rgao dos
animais expostos ao rio contaminado.

Também ¢ possivel que o aumento do ISF nos peixes expostos ao efluente nao
remediado seja o reflexo da indugdo de algumas proteinas detoxificadoras e/ou uma maior
mobilizagdo de moléculas para producdo de energia no figado na tentativa de reverter o
desequilibrio provocado pela condigdo de injuria.

O efluente empregado neste estudo apresentou uma elevada concentragdo de Fe, Cu e
Zn. Embora esses metais sejam essenciais para o bom funcionamento de certos sistemas
biologicos, em excesso ou livres no interior da célula eles podem ser prejudiciais, pois podem
atuar como catalisadores nas reagdes que levam a formagao do radical hidroxil (BURY &
GROSELL, 2003). Essa espécie particular de EROs ¢ a mais reativa delas e pode causar
oxidacdo de biomoléculas importantes como DNA e proteinas, além de comprometer a
estabilidade das membranas celulares oxidando os lipidios presentes nas mesmas

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).
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A determinagdo das espécies que reagem com o acido tiobarbitarico (TBARS) ¢ uma
medida indireta do processo de oxidagdo que ocorre nos lipidios das membranas celulares,
principalmente nos acidos graxos poliinsaturados por serem mais susceptiveis ao ataque
oxidativo das EROs. Dentre os peroxidos de lipideos formados, que reagem com o TBA,
destaca-se o malondealdeido, embora outros compostos como agucar, aminoacidos e
bilirrubina podem reagir também com o TBA (MEAGHER & FITZGERALD, 2000).

No presente trabalho os niveis de TBARS das tilapias expostas a 10% do efluente de
lixiviagdo de carvdo ndo remediado estiveram elevados durante 7 e 15 dias de exposi¢ao
(Figura 9). Decorridos 30 dias de exposi¢do, o dano tecidual nesses animais foi reduzido e os
niveis de TBARS nao apresentaram diferencas significativas com relagdo ao grupo controle.
Possivelmente, esse aumento nos niveis de TBARS observado nos animais expostos ao
efluente ndo remediado seja decorrente da elevada concentragdo de metais de transi¢ao
presentes nesse tipo de efluente. A auséncia de dano apo6s 30 dias de exposi¢do, pode ser
provavelmente uma resposta adaptativa dos peixes expostos a um periodo de tempo maior,
refletida na elevagdo das defesas antioxidantes, como a GSH e as enzimas citoprotetivas
(SOD, CAT e GST). Apos o processo de remediacdo, os niveis de TBARS foram reduzidos
em cerca de 38 ¢ 52% apos 7 e 15 dias de exposicdo, respectivamente, quando comparados
aos valores do grupo exposto ao efluente ndo remediado para os mesmo periodos.

Diferentemente, nos animais que ficaram expostos a 50% do efluente remediado com
microesferas de quitosana, os niveis de peroxidacao lipidica ndo diferiram significativamente
do grupo controle durante os diferentes tempos de exposi¢ao. Esse resultado reforca a idéia de
que os metais de transicdo podem ter sido a causa do dano observado nos animais expostos ao
efluente ndo remediado, uma vez que apos a remediacdo houve uma redugdo de quase 100%

desses metais contidos no efluente.
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Ahmad et al. (2000) encontraram uma boa correlagdo entre os niveis de TBARS ¢ os
demais biomarcadores analisados em peixes expostos a poluentes ambientais. Os autores
observaram que, em Channa punctatus exposto 60 dias em efluente (1% v/v) da industria de
papel, houve um aumento nos niveis de TBARS nas branquias e nos rins, embora no figado
esses niveis ndo diferiram dos controles. Segundo os autores, essa resposta diferencial dos
niveis de TBARS entre os tecidos é explicada pelo fato do figado ser o principal 6rgdo de
biotransforma¢ao do animal, o que pode levar a uma maior geragdo de EROs, e por isso, as
defesas antioxidantes sdo mais atuantes no figado do que nos outros 6rgaos.

A alteracdo nas defesas antioxidantes representa um mecanismo de defesa celular para
combater a toxicidade das EROs e que tem sido muito usado em varios estudos para
determinar a toxicidade dos poluentes (WILHELM FILHO, 1996). A GSH ¢ o principal tiol
ndo protéico associado a uma variedade de fungdes celulares. Dentre essas funcgdes, duas estao
envolvidas na detoxificacdo, como na conjugacdo com intermediarios eletrofilicos,
principalmente via atividade da GST na fase II da biotransformacgao e participando como um
importante antioxidante pela neutralizagdo direta, ndo enzimatica de metabolitos reativos
(GALLAGHER & DI GIULIO, 1992.). Por outro lado, existe uma consistente correlacao
entre o elevado nivel de GSH endogena e a prote¢ao contra exposi¢ao a xenobidticos.

Os resultados mostraram que o nivel de GSH sofreu uma significativa deple¢do com
relacdo ao controle, nos animais expostos ao efluente de lixiviagdo ndo remediado durante 7 e
15 dias (Figura 10), coincidindo com uma elevacdo do TBARS. Ao final da exposicdo, o nivel
de GSH atingiu valores proximos ao controle, periodo no qual os niveis de TBARS também
se normalizaram. Por outro lado, apdés a remediagdo do efluente com microesferas de
quitosana, os niveis de GSH ndo apresentaram variagdes significativas durante os diferentes
periodos de exposi¢cdo, mantendo valores semelhantes ao do grupo controle negativo. Esse

fato sugere que as defesas antioxidantes ndo foram acionadas e corroboram os dados obtidos
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com a lipoperoxidagdo onde os niveis de TBARS mantiveram-se num patamar de
normalidade nos animais expostos ao efluente remediado.

Uma vez que o ciclo tiol redox da GSH ¢ um importante mecanismo de defesa
antioxidante, a deplecdo celular da GSH, como observada neste trabalho com os peixes
expostos ao efluente ndo remediado, pode produzir um estado pro-oxidante intracelular
(WINSTON, 1991). Maracine e Segner (1998) investigaram a importancia da GSH na
prote¢do de células de peixe contra metais pesados. Eles observaram que o aumento da
citotoxicidade por Hg, Cu e Cd foi acompanhado pela deplecao dos niveis celulares de GSH
indicando uma fungao protetora desse tripeptideo frente a uma exposi¢do por metais.

Por outro lado, conforme pontuou Canesi et al. (1999), a GSH ¢ capaz de complexar e
detoxificar metais pesados tdo logo eles entrem na célula, representando desta forma, uma
primeira linha de defesa contra a toxicidade gerada por metais. A resposta celular modulatoria
da GSH frente a exposi¢do por metais, deve estar relacionada com a funcdo de quelagdo da
molécula, isto ¢, através do seqliestro de metais pelos grupamentos sulfridila da GSH.
Portanto, ¢ possivel que a deplecdo dos niveis de GSH, observada nos primeiros 7 e 15 dias de
exposicdo ao efluente de lixiviagdo ndo remediado, esteja associada, tanto com a sua fungao
de “scanvenger” de EROs, quanto a quelagdo de metais.

No presente estudo, os niveis de GSH, a concentragdo de TBARS e dano ao DNA no
figado de tildpias expostas ao efluente de lixiviagdo ndo remediado, mostraram uma
correlacdo inversa. Ou seja, enquanto os niveis de TBARS e o dano ao DNA estiveram
elevados durante 7 e 15 dias nos animais expostos, o conteudo de GSH havia sofrido
significativa reducdo nos mesmos periodos. De igual modo, o aumento do conteudo de GSH
ao final da exposi¢do, coincidiu com uma diminui¢do do dano tecidual e da fragmentacdo do
DNA nesses animais. Provavelmente, a diminui¢do desses danos apds 15 dias de exposicao,

ndo esteja relacionada somente ao aumento dos niveis intracelulares de GSH, mas também
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com a ativagdo das enzimas citoprotetivas que também promovem a retirada das EROs do
meio intracelular.

A elevagdo da atividade da SOD observada neste trabalho sugere que os animais
enfrentaram uma situacdo de estresse oxidativo com um aumento na geragido de O,", ji que a
dismutacdo desse anion ficou evidenciado pela elevacdo da atividade da enzima. Como
observado em nos resultados (Figura 11), apos 15 e 30 dias de exposicao ao efluente ndo
remediado, houve um aumento estatisticamente significativo da atividade da SOD em relagao
ao grupo controle.

Também a atividade enzimatica da CAT foi aumentada nos peixes expostos ao
efluente de lixiviacao de carvao sem tratamento, com o passar do tempo de exposicao (Figura
12). O aumento da atividade da CAT sugere a presenga de compostos toxicos no efluente de
carvao ndao remediado que tenham favorecido a formacdo de peroxido de hidrogénio,
potencializando a producdo do radical hidroxil via reagdo de Haber-Weiss. Também esta
elevada atividade da CAT, nos animais expostos ao efluente ndo remediado, podera ser um
indicativo de uma forte geragdo de O, que foi dismutado pela SOD, uma vez que esse radical
livre de oxigénio pode ser facilmente convertido em peréxido de hidrogénio na presenca de
metais de transicdo como o Fe e Cu. De fato, os dados obtidos com a CAT acompanham o
aumento da atividade da SOD nos diferentes tempos avaliados.

Portanto, este aumento progressivo da atividade enzimatica poderia estar relacionado
com uma resposta adaptativa do animal frente a uma exposi¢do continuada aos poluentes
toxicos do efluente de carvao. De forma semelhante, em Channa punctatus exposto a 1% do
efluente da industria de papel, a atividade da CAT esteve aumentada, com relagdo ao controle,
apo6s 60 e 90 dias de exposicdo (AHMAD et al., 2000).

O aumento concomitante das atividades da SOD e da CAT frente a exposi¢do por

poluentes que induzem estresse oxidativo também tem sido demonstrado por outros trabalhos.
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Siraj e Rani (2003) observaram que as atividades da CAT e SOD estavam aumentadas no
figado de tilapias expostas durante 7, 15 e 30 dias a concentragdo sub-letal de cadmio.
Diferentemente, Bainy et al., (1996) evidenciaram um aumento na atividade da SOD (242%)
no figado de tilapias do Nilo mantidas em local poluido da represa Billings em Sao Paulo,
enquanto que a atividade da CAT sofreu uma reducgdo de 25% com relagdo ao grupo controle .

Nos animais expostos ao efluente remediado com microesferas de quitosana, as
atividades dessas enzimas ndo foram alteradas de forma significativa com relagdo ao controle,
mostrando mais uma vez que o processo de remediagdo foi eficiente na remogdo de Fe e
outros metais poluentes que potencialmente induziram o estresse oxidativo em peixes.

Segundo Lenartova et al.(1997), os peixes expostos a contaminantes tendem a se
ajustar as condi¢des de estresse oxidativo, como reflexo de um processo de adaptagdo a esse
ambiente hostil na qual estdo expostos. Essa resposta adaptativa esta geralmente
acompanhada da indugdo das enzimas de defesas antioxidantes, com a concomitante deple¢ao
de compostos antioxidantes ndo enzimdticos como GSH e vitaminas (E e C), fato
parcialmente observado neste estudo.

Ainda com relagdo ao dano oxidativo e a protecdo antioxidante, este trabalho mostrou
que o dano provocado, possivelmente pela formagdo das EROs, prosseguiu até os 15 dias de
exposicdo, voltando a normalizar ao final dos 30 dias. A redug@o nos niveis de TBARS e no
dano ao DNA no figado coincidiram com o aumento das defesas antioxidantes (GSH, GST,
CAT e SOD) nos peixes expostos ao efluente de lixiviagdo de carvdo nao remediado. Embora
esse comportamento indique uma adaptagdo dos animais a uma exposi¢do sub-cronica ao
efluente, este estado aparentemente adaptativo dos animais expostos ao efluente poderia ter
sido obtido as custas de energia adicional e a manuten¢do deste estado adaptativo poderia ser

rompida se os peixes fossem expostos cronicamente ao efluente.
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As GSTs tém sido reportadas como biomarcadores para avaliar o impacto ambiental
de compostos organicos que geram estresse oxidativo, além de estarem envolvidas na
detoxificagdo de xenobidticos e de seus metabdlitos reativos (DI GIULIO et al., 1995).
Curiosamente, a atividade da GST esteve significativamente aumentada (Figura 13) no figado
de tilapias expostas a 10% do efluente de lixiviagdo de carvao ndo remediado apos 30 dias de
exposi¢do, sugerindo a existéncia de processos oxidativos de biotransformacao,
particularmente fase I, com a geracdo de metabolitos reativos. Contudo, a andlise que
realizamos para avaliar a presenca de compostos organicos aromaticos, ndo detectou
compostos fendlicos no efluente de lixiviagdo de carvao, embora a presenga de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos tenha sido confirmada no carvao por outros estudos
(SRAM et al., 1985).

Da mesma forma, ¢ possivel que o aumento da atividade da GST nos peixes expostos
ao efluente ndo remediado se deva a participacdo desta enzima na manutencio celular das
defesas antioxidantes. Pois, como salientado por Stephensen et al. (2002), embora as GSTs
ndo sejam enzimas relacionadas diretamente com a defesa antioxidante celular, elas
contribuem indiretamente com esse mecanismo, uma vez que podem conjugar GSH a
produtos gerados durante a lipoperoxidagdo das membranas.

Neste sentido, ¢ importante ressaltar que a indu¢do da GST coincidiu com o aumento
dos niveis de GSH observado no mesmo periodo nesses animais. Esse aumento da atividade
da GST com a concomitante elevagdo dos niveis da GSH, em animais expostos a poluentes ou
a ambientes poluidos, tem sido demonstrado em outros trabalhos com peixes de agua doce
(WILHELM FILHO, 1997; PANDEY et al.; 2003; SAYEED et al., 2003).

No efluente remediado com microesferas de quitosana, ndo foram encontrados
mudangas na atividade da GST, que fossem significativamente diferentes do grupo controle.

Esse fato talvez seja atribuido a eliminag¢do de outros possiveis compostos organicos presentes
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no efluente ou ainda, uma redugdo na concentragdo de substiancias com potencial oxidativo
que foram removidas ap6s a remediacao do efluente.

Suposicdes semelhantes foram levantadas por Geremias et al. (2003) onde a
remediacdo de efluente de beneficiamento de carvdao usando microesferas de quitosana
complexadas promoveu uma maior captacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, uma
vez que a toxicidade aguda do efluente foi reduzida, se comparado ao tratamento apenas com
a quitosana.

Durante o ataque das EROs ao DNA poderia haver oxidacdo das bases do DNA e
quebras de fita simples e dupla na molécula (ZWART et al., 1999). Nas duas tltimas décadas
houve um grande desenvolvimento na pesquisa de novas metodologias para a determinacao
de danos ao DNA. Rydberg e Johanson, em 1978, foram os primeiros a quantificar o dano ao
DNA em células lisadas misturadas a agarose em meio alcalino. Posteriormente, em 1984,
Ostling e Johanson aumentaram a sensibilidade de deteccao do dano em células isoladas ao
desenvolverem uma técnica de eletroforese em microgel, que ficou conhecida como teste
Cometa. Modificagdes dessa técnica permitiram a detecgdo de quebras de fita dupla devido a
condic¢do neutra da eletroforese e, subseqiientemente, foi possivel a deteccdo de quebras de
fita simples usando uma condigdo alcalina para a eletroforese (ROJAS et al., 1999).

A aplicacdo do teste Cometa nos programas de biomonitoramento ambiental ganhou
forcas devido a algumas vantagens do uso dessa técnica tais como simplicidade, sensibilidade,
rapida resposta e necessidade de uma quantidade pequena de célula. Pelo fato de que qualquer
célula eucaridtica pode ser avaliada através desse teste, diferentes organismos sentinelas
expostos (peixes, mexilhdes e anfibios) estdo sendo empregados no monitoramento de
ambientes aquaticos contaminados por poluentes potencialmente genotdxicos (COTELLE &

FERARD, 1999).
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Neste estudo houve uma maior freqiiéncia das classes 3 e 4 nos hepatdcitos (Figura
14) dos peixes expostos ao efluente de lixiviacdo de carvao nao remediado durante 7 e 15 dias
quando comparado ao controle negativo, o que significou uma maior fragmentacdo do DNA,
como revelado pelo indice de dano. Contudo, o dano ao DNA diminuiu ao final de 30 dias de
exposicdo ao efluente ndo remediado (Figura 15), normalizando com o grupo controle,
sugerindo que, possivelmente, as enzimas de reparo foram acionadas.

Silva et al., (2000) avaliaram a fragmentacdo do DNA, pelo teste Cometa, ¢ a
freqiiéncia de micronucleos de roedores fossoriais de duas regides de intensa atividade
mineradora do Rio Grande do Sul. Os resultados com micronucleo ndo se apresentaram
diferentes dos obtidos para o controle, contudo, o teste Cometa indicou que o carvao e seus
produtos, ndo sé induziram dano ao DNA das células sanguineas, como de outros 6rgaos,
principalmente figado, rins e pulmao.

Com o proposito de comparar a resposta de dano ao DNA entre tecidos diferentes,
realizamos o teste Cometa utilizando o sangue dos animais em estudo. Da mesma forma que
para o figado, a fragmentacdo do DNA no sangue foi maior nas tilapias expostas ao efluente
nao remediado (Figura 16), se comparada ao grupo controle. Por outro lado, enquanto que no
figado o dano foi atenuado ao final da exposi¢do, no sangue esse dano permaneceu elevado
apos 30 dias (Figura 17). Outra diferenga entre os dois 6rgdos € que o indice de dano ao DNA
foi mais elevado no sangue do que no figado dos animais expostos ao efluente ndo remediado.

Essa resposta diferencial poderia ser fruto de um sistema de reparo mais eficiente no
figado do que no sangue, uma vez que a maior parte dos danos observados no teste Cometa
poderiam ser facilmente reparados, com excecao das lesdes de classe 4 que indicam estagio de
apoptose (COLLINS et al., 1995). Infelizmente, ndo foi realizado neste trabalho o teste do
micronicleo no sangue dos animais expostos. O aumento da freqiiéncia dos micronticleos nas

células dos animais expostos poderia fornecer uma maior certeza em afirmar que no sangue o
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sistema de reparo estaria sendo menos eficiente e, por isso, o dano tenderia a ser maior e mais
prolongado. Adicionalmente, sabe-se que o figado é o principal 6rgdo responsavel pelo
metabolismo de endobioticos e pela biotransformagao de compostos toxicos e onde as defesas
enzimaticas atuam mais intensamente que em outros 6rgdos (BUHLER & WILLIAMS,
1988).

Por outro lado, quando os animais foram expostos ao efluente remediado com
microesferas de quitosana o dano ao DNA, observado tanto no figado quanto no sangue,
manteve-se dentro dos niveis encontrados para os controles, indicando que o processo de
remediacdo removeu possiveis contaminantes genotoxicos presentes neste tipo de efluente.
Diferentemente deste resultado, Lima et al. (2004) observaram que em tildpias do Nilo
expostas ao efluente de suinocultura tratados em lagoas de estabilizagdo, o dano ao DNA
permaneceu elevado quando comparado ao controle, mostrando que o processo de tratamento
ndo conseguiu eliminar a carga toxica do efluente gerado, ou ainda, que o agente agressor
presente neste tipo de efluente teria um maior potencial genotoxico.

Claxton e colaboradores (1998), numa pequena revisdo, mencionaram estudos onde o
tratamento de efluente da industria de polpa e papel de celulose, em lagoas de aeracdo
conseguiu reduzir ou eliminar a genotoxicidade desse efluente apo6s o tratamento. Contudo,
em muitos outros casos, conforme citado pelos autores, o processo de remediacdo pode elevar
a genotoxicidade de certos efluentes. Por exemplo, a biorremediacdo de dleo crii usando
certas espécies de fungos aumentou o potencial genotoxico do 6leo, ao invés de diminui-lo.
Portanto, mais uma vez a remediagdo do efluente de lixiviagdo mostrou-se interessante ja que
revelou, por meio do teste Cometa, que a genotoxicidade do efluente foi drasticamente
reduzida ap6s a remediagdo do mesmo.

A determinagdo da atividade da ALA-D ¢ uma importante ferramenta utilizada no

biomonitoramento de ambientes contaminados por metais pesados. E sabido que metais
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pesados, particularmente o chumbo, ¢ capaz de inibir a atividade desta enzima mesmo em
baixas concentracdes (ASTRIN et al., 1987). J4 o Cd, Zn e Cu podem inibir a enzima
somente em concentragdes superiores a 500 pg/dl. Também outros metais podem inibir esta
enzima de forma inespecifica desde que estejam em elevadas concentragdes (superiores a
2000 pg/dl) (KHANDELWAL et al., 1987). Embora a concentragdo de Pb tenha sido muito
baixa no efluente de lixiviagdo, para outros metais ela foi elevada, mesmo assim essa
concentragdo ndo foi suficiente para alterar significativamente a atividade da ALA-D nos
animais expostos a 10% do efluente ndo remediado (Figura 18). Com o passar do tempo de
exposi¢do, observou-se uma tendéncia de inibi¢do da atividade da ALA-D ao final dos 30
dias, porém essa variagdo nao foi estatisticamente significativa com relagdo ao grupo controle.
Do mesmo modo, ndo houve diferenga entre a atividade da ALA-D do grupo controle e do
grupo exposto ao efluente remediado com microesferas de quitosana.

Campana e colaboradores (2003) nao observaram, apdés 7 dias, uma inibi¢ao
significativa da ALA-D no figado de peixes que receberam uma inje¢do intraperitonial de Pb
(100ug/L). Os autores argumentaram que provavelmente a auséncia de inibicdo da ALA-D,
por um metal pesado que reconhecidamente inibe essa enzima, pode ser devido a um aumento
dos niveis de metalotioneinas (MTs) encontrado no figado desses animais apds 7 dias de
tratamento.

As MTs sdo uma familia de proteinas induziveis que se ligam a metais e possuem uma
funcdo importante na regulacdo do contetido intracelular de metais e no processo de
detoxificac¢do. A inducdo de MTs ja foi observada em peixes expostos a Zn, Hg, Cu, Pb e Cu.
O aumento da concentracdo de metais no interior da célula estimula uma nova sintese de MTs
que podem se ligar aos metais e diminuir os efeitos toxicos dos mesmos sobre a célula

(LINDE, et al., 2001).
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Embora neste trabalho ndo tenha sido determinado a atividade das MTs, é possivel
especular que a indugdo dessas enzimas, ao longo do experimento, possa ter contribuido para
uma manutengdo satisfatoria da atividade da ALA-D nos peixes expostos ao efluente nao
remediado. Do mesmo modo, a falta de resposta para ALA-D em outros experimentos que
avaliaram a toxicidade de ambientes contaminados por metais pesados pode ter sido
decorrente da inducdo das MTs durante o periodo de exposi¢ao (ALVES, 2003).

Por outro lado, da mesma forma que no teste Cometa, onde houve uma resposta
diferenciada para os tipos celulares, ¢ possivel que a atividade da ALA-D seja melhor
evidenciada no eritrécito do que no figado, uma vez que este tipo celular concentra grande
parte do conteido de hemoglobina, portanto de grupamento heme, do organismo animal.
Infelizmente, devido ao pequeno volume sanguineo coletado dos peixes expostos ndo foi
possivel realizar a determinacdo desta enzima no sangue.

Em resumo, o presente trabalho demonstrou que a exposi¢do aguda dos
microcrustaceos, bem como da raiz de cebola ao efluente de lixiviagdo de carvdo nao
remediado acarretou uma importante toxicidade para estes organismos, com elevada
mortalidade dos animais e forte reducdo do crescimento das raizes. Por outro lado, a
remediacdo do efluente com microesferas de quitosana, reduziu sensivelmente a toxicidade
desse efluente, devido principalmente a elevagdo do pH e a remog¢do dos metais presentes no
efluente, com excecdo do Mn. Além do disto, a exposi¢do de peixes a curto e médio prazo, ao
efluente ndo remediado, causou uma maior expressiao dos indicadores de estresse oxidativo e
das defesas antioxidantes: elevacdo dos niveis de TBARS, fragmentacao do DNA e atividade
da SOD, CAT e GST, associado a uma redu¢do de GSH. Da mesma forma que na exposi¢ao
aguda, o processo de remediacdo conseguiu normalizar a maioria dos biomarcadores
avaliados, demonstrando que este agente remediador foi muito eficiente na remocdo dos

poluentes responsaveis pela elevada toxicidade do efluente de lixiviagao de carvdo mineral.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

O efluente de lixiviagao de carvao apresenta valor de pH extremamente baixo e uma
elevada concentracdo de metais, e remediacdo com microesferas de quitosana foi capaz de
provocar a elevacdo do pH do efluente para valores proximos a neutralidade, bem como

remover significativamente a maioria dos metais presentes no mesmo.

Os resultados dos ensaios de toxicidade aguda com os microcrustaceos 4. salina e D.
magna revelaram que o efluente de lixiviacdo de carvao possui elevada toxicidade, causando
expressiva mortalidade dos organismos expostos, e, apds a remediacdo com microesferas de
quitosana houve uma redugao significativa do indice de mortalidade quando comparados aos

valores obtidos nas amostras ndo remediadas, demonstrando a efetividade do tratamento.

Da mesma forma, a toxicidade do efluente de lixiviagdo de carvao mostrou-se também
elevada para os vegetais, causando uma significativa redu¢do no crescimento das raizes de
cebolas expostas. A remediagdo com microesferas de quitosana igualmente reverteu esse
efeito toxico do efluente e promoveu um crescimento superior das raizes em relacdo aos

controles.

Desta forma, ¢ possivel concluir que os organismos bioindicadores (4. salina, D.
magna ¢ Allium cepa) selecionados para avaliacdo da toxicidade aguda de efluentes de
lixiviagdo de carvao sdo bons indicadores da qualidade do ambiente aquatico avaliado, uma

vez que foram capazes de detectar o grau de toxicidade do efluente em diferentes
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concentragdes, bem como de diferenciar a toxicidade de um efluente ndo remediado de um

remediado.

Os resultados obtidos mostraram uma situacdo de estresse oxidativo nas tilapias
expostas a 10% do efluente de lixiviagdo de carvao, durante os 7 ¢ 15 dias de exposigdo. Essa
situacdo pro-oxidativa foi constatada pelo aumento dos niveis de TBARS, pelo aumento do

dano ao DNA e pela deplecao dos conteudos da GSH.

Novamente, a remediacdo com microesferas de quitosana foi capaz de reverter esta
situacdo de estresse oxidativo, uma vez que manteve dentro dos niveis normais as condigdes
bioquimicas e fisioldgicas dos animais expostos ao efluente remediado, ndo apresentando
nenhuma diferenga significativa com relagdo ao grupo controle entre os pardmetros

analisados.

Ap6s 30 dias de exposicao ao efluente ndo remediado, o dano tecidual e ao DNA e os
niveis de GSH no figado foram normalizados nos animais expostos ao efluente nao
remediado. Essas mudancas coincidiram com o aumento da atividade das enzimas SOD, CAT

e GST, indicando uma possivel adaptacdo dos animais expostos.

Os danos ao DNA no figado ¢ no sangue total de peixes expostos ao efluente sem
tratamento, apresentaram um padrdo de resposta diferente. No figado dos animais expostos, o
dano ao DNA foi semelhante ao do grupo controle ap6s 30 dias de exposicao. Por outro lado,
no sangue a fragmentagdo do DNA permaneceu superior a do grupo controle para o mesmo
periodo. Além do mais, o indice de dano ao DNA foi maior no sangue do que no figado dos

animais expostos. Essas diferencas poderiam estar relacionadas com uma resposta de reparo
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mais eficiente no figado do que no sangue, ou ainda, ser resultado da maior indugdo das
defesas antioxidantes no figado ao final da exposi¢ao.

A atividade da enzima ALA-D nido sofreu alteragdes significativas em nenhum dos
grupos expostos. Possivelmente, a atividade desta enzima no figado ndo constitui um
biomarcador com boa sensibilidade para ser utilizado no monitoramento desse tipo de

efluente.

A determinacdo dos niveis de TBARS e GSH, o dano ao DNA pelo teste Cometa ¢ a
inducdo das enzimas citoprotetivas (SOD, CAT e GST) mostraram ser ferramentas bastante
uteis e sensiveis no diagndstico de agentes poluidores, bem como no acompanhamento dos

processos de remediacdo e tratamento de efluentes.

Finalmente, diante desses aspectos avaliados, podemos dizer que a quitosana utilizada
na forma de microesferas, mostrou-se uma alternativa bastante promissora e eficiente no
processo de remediagao de efluentes acidos e ricos em metais, como o efluente de lixiviagdo

de carvao avaliado no presente estudo.
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7 PERSPECTIVAS

e Realizar modificagdes estruturais na quitosana de forma a permitir aumentos na capacidade
de remocdo de Mn, uma vez que a concentracdo desse metal no efluente de carvao

permaneceu elevada apos a remediagdo com as microesferas de quitosana.

e Aplicar o teste Cometa em raizes de cebolas expostas aos diferentes tratamentos com o
objetivo de avaliar o dano ao DNA também em vegetais expostos aos efluentes, uma vez que

este organismo mostrou-se sensivel ao teste de toxicidade.

e Estudar o dano ao DNA em outros tecidos como branquias, baco e rins com o objetivo de
estabelecer diferencas nas respostas de dano entre os diferentes 6rgaos, ja que o sangue € o

figado apresentaram particularidades distintas para esse parametro.

e Empregar o teste do micronticleo no sangue dos peixes expostos aos efluentes, objetivando
esclarecer o quanto do dano observado pelo teste Cometa ¢ reparado ou se torna dano

permanente.

e Avaliar a oxidagdo das proteinas durante o estresse oxidativo por meio da carbonilagao de
proteinas, pois assim como os lipideos de membrana e o DNA, as proteinas sdo passiveis de

oxidacdo durante uma situacdo de estresse.

e Avaliar a atividade da ALA-D no sangue dos peixes expostos, uma vez que pode haver uma

diferenca na expressao desta enzima nos eritrocitos.
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e Analisar a induc¢ao das metalotioneinas no figado e sangue dos animais expostos, uma vez
que essa enzima pode estar induzida nos animais expostos a um efluente rico em metais,

como o de lixiviacao de carvao mineral.

e Observar a resposta dos animais expostos ao efluente ndo remediado frente a uma exposi¢ao
cronica (60 e 90 dias) com o objetivo de saber quando se dara a ruptura do processo de
homeostase do animal e, conseqiientemente, a perda do processo adaptativo frente a uma

exposi¢ao continuada ao poluente.

e Iniciar estudos de biomonitoramento em bacias hidrograficas que estdo expostas a

contaminac¢ao de efluentes de mineragdo de carvao.
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