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RESUMO

Os metais correspondem a um grupo de componentes quimicos de grande
importancia para a utilizacdo humana e, dentre eles, encontramos o Cromo; um
elemento utilizado para uma série de processos, como o0 revestimento de pecas, na
indastria coureiro-calgcadista, fixadores de tintas na industria téxtil, dentre outras
aplicacoes. Com a utilizacdo do Cromo surge também a preocupacdo com seu
descarte, pois esse elemento apresenta relacbes com problemas de saude humana
e ambiental, elevando o interesse em relacdo a sua identificacdo e quantificacdo em
ambientes aquéticos. O uso de bioindicadores tem sido uma promessa nesse
sentido, pois além de ndo necessitar grande desenvolvimento tecnoldgico e ndo ser
dispendioso, apresenta como um fator de baixa interferéncia nas condigdes
ambientais. Dessa forma, esse estudo tem como objetivo analisar a viabilidade do
uso de peixes Tambaquis (Colossoma macropomum), um exemplar de ictiofauna de
rios do norte do Brasil, como bioindicador para a contaminacéo aquatica por Cromo
hexavalente, por meio da constatacdo de um padréo de proporcionalidade entre a
absorcdo de Cromo pelos animais em trés concentracdes ambientais de Cromo
hexavalente (0,05 mg/L, 0,5 mg/L e 5 mg/L), bem como identificar, por analise
histol6gica, padrdes quantitativos e qualitativos de alteracbes em trés estruturas
organicas dos peixes (branquias, pele e figado) de animais expostos as trés
concentracfes em periodos de 5, 10 e 15 dias, além de estabelecer o valor da
concentracdo letal desse componente quimico em diluicdo, para 50 % de uma
populacdo tambaquis juvenis (Colossoma macropomum), também conhecida como
CLso, em um periodo de 96 horas de exposicdo. Os resultados obtidos para a
absorcdo de Cromo pelos animais experimentais demonstraram um grau de
proporcionalidade compativel com as concentracdes utilizadas e os periodos de
tempo estudados. Na analise histopatoldgica, os aspectos qualitativos associados a
arquitetura histolégica de branquias mostraram alteracdes significativas em animais
expostos a concentracdo de Cromo de 5 mg/L por um periodo de 15 dias. Os
resultados quantitativos, entretanto, ndo indicaram alteraces no comprimento das
lamelas secundarias de branquias, espessura da epiderme e no perimetro e area
dos hepatdcitos. A Concentracéo letal para 50% da populagdo de peixes expostos
ao Cromo hexavalente (CLso), em 96 horas, foi de 27,5 mg/L.

Palavra-chaves: Cromo hexavalente, bioindicador, Colossoma macropomum, CL50.
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ABSTRACT

The metals correspond to a group of chemicals of great importance for human use
and among them is the Chromium, an element used for a variety of processes, such
as plating parts, in the leather and shoe industry, dye fixatives in the textile industry,
among other applications. Using the Chrome also comes the concern for their
disposal, because this element has relationships with environmental and human
health problems, raising the interest in the identification and quantification in aquatic
environments. The use of biomarkers has been a promise in this direction, because
this method does not present major technological endeavors, or considerable
expense, and present as a factor of low interference in environmental conditions.
Thus this study aims to analyze the feasibility of using Tambaquis fish (Colossoma
macropomum), a copy of fish fauna of northern rivers in Brazil, such as bio-indicator
for the water contamination Hexavalent Chromium by finding a pattern of
proportionality between Chromium absorption by the animals for three environmental
concentrations of hexavalent chromium (0.05 mg/L, 0.5 mg/L and 5 mg/L), as well as
identifying by histological analysis, quantitative and qualitative standards for the
presence of alterations in three fish organic structures (gills, skin and liver) for
animals exposed to three concentrations in periods of 5, 10 and 15 days, in addition
to establishing the value of lethal concentration of this chemical compound dilution to
50% one juvenile Tambaquis population (Colossoma macropomum), also known as
CLso in a period of 96 hours of exposure. The results obtained for the absorption of
chromium in experimental animals have shown a degree of proportionality
compatible with the concentrations used and time periods studied. In the histological
analysis, the qualitative aspects associated with the histological structure of gills
showed significant changes in animals exposed to concentrations of chromium of 5
mg/L of 5 mg/L for a period of 15 days, the quantitative results, however, did not
indicate changes in the length of secondary lamellae of gills, thickness epidermis and
on the perimeter and area of hepatocytes. The lethal concentration at 96 hours for
50% of the population of exposed fish (LCso) was 27.5 mg/L Hexavalent Chromium.

Keywords: Hexavalent chromium, bioindicator, Colossoma macropomum LC50.
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1. INTRODUCAO

A questdo da agua superficial mundial € um assunto extremamente relevante
nas discussdes ecologicas, de recursos energéticos e de saude humana, sendo, no
momento, uma questdo emergencial, tendo em vista a crise hidrica mundial. No
Brasil o problema tem se agravado devido o estado de varios reservatorios
nacionais, como os do sistema Cantareira, ap0s a seca ocorrida em 2014, além da
seca observada no estado do Espirito Santo e o problema hidrico crbénico da regiao
Nordeste.

O Brasil é um pais beneficiado no que se refere a agua doce de superficie,
pois apresenta, segundo manual distribuido pela Agéncia Nacional de Agua (ANA)
do Ministério do Meio Ambiente — Panorama da Qualidade das Aguas Superficiais
do Brasil (2012), 12% de toda agua doce superficial do planeta; sendo a maior parte
desse conteudo, cerca de 80%, encontrado na regido amazonica.

O estado de S&o Paulo apresenta 1,6% desse manancial (SABESP, 2015),
fato que nos coloca em uma posicdo privilegiada, porém também de grande
responsabilidade, em relacdo a esse recurso natural.

A agua em estado liquido é um recurso essencial a vida terrestre, sendo,
devido as suas caracteristicas, responsavel por fun¢des vitais, como transporte de
substancias dentro e entre organismos, controle da temperatura, protecdo mecanica
e, principalmente, como palco de reacdes metabdlicas; sendo tais reacdes inerentes
aos seres vivos e distinguindo-os dos outros componentes do nosso planeta. A vida,
como conhecida, apresenta suas bases em ambientes aquaticos, mesmo quando o
organismo se encontra no ambiente terrestre, pois a auséncia da agua inviabiliza a
manutencado dos processos vitais. No homem, a quantidade de agua atinge cerca de
60 % da massa total corporal e a perda de apenas 10 % desse contetudo pode levar
a oObito.

Em uma analise geral, tem-se como principais agravos a quantidade e
gualidade dos mananciais, de um lado a escassez dos recursos, utilizados de forma
excessiva e pouco programada, e, de outro, 0s rejeitos e poluentes liberados na
agua pelos processos domesticos, agricolas, industriais, entre outros.

Como consequéncias diretas relacionadas ao mau uso da agua de superficie,
podem ser citadas:

* A degradacao da qualidade da agua superficial e subterréanea;
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« O aumento das doencas de veiculagdo hidrica e impactos na saude
humana;

* Adiminuicdo da agua disponivel per capita;

« O aumento no custo da producao de alimentos;

« O impedimento ao desenvolvimento industrial e agricola;

« O aumento dos custos de tratamento de agua.

Os sais minerais, por sua vez, sdo elementos que participam de uma das
grandes classes quimicas encontradas em nosso planeta, ou seja, junto as bases e
aos acidos, compdem o trio basico de substancias quimicas da Terra. A origem mais
comum desses compostos é o meio abidtico, composto por estruturas inorganicas;
sendo encontrados mais facilmente no ambiente mineral. Sua presenca, entretanto,
em ambientes bitticos é fundamental, sendo, inclusive, em muitos casos, essenciais
aos processos metabdlicos. Alguns dos sais minerais fundamentais aos processos
organicos sao o célcio, importante na composi¢cdo dos 0ssos e dentes, coagulacéo
sanguinea, e contracdo muscular; o fésforo, presente nos o0ssos, dentes, em
processos energéticos e na composicdo das subunidades do material genético; o
nitrogénio, que também compde as subunidades do material genético e das
proteinas, além de moléculas fundamentais ao metabolismo como o ATP
(Adenosina trifosfato), NAD (Nicotinamida adenina dinucleotideo) e FAD (Flavina
adenina dinucleotideo); o ferro, presente na molécula de hemoglobina e o iodo,
encontrado nos principais hormonios tireoidianos, entre outros.

Alguns metais contaminantes, elementos com grande reatividade e/ou
bioacumulaveis, apresentam propriedades importantes a serem consideradas
guando se pretende estudar analisar a qualidade ambiental, associada a saude de
seres vivos (Aguiar et al, 2002). Sao exemplos desses metais
contaminantes: Cromo, Chumbo, Mercurio, Cadmio, Niquel, entre outros.

Cada metal contaminante provoca, em casos de intoxicagdo, um conjunto
especifico de sintomas e um quadro clinico tipico, sendo os principais mecanismos
de interferéncia organica apresentados pelos metais, a interacdo com grupos
funcionais de enzimas e a combinacdo com membranas celulares; interferindo ou
impedindo o transporte de substancias por essas estruturas, principalmente de ions
como Na* e K*. No caso de gestacao, o feto também poderéa receber as influéncias

negativas da intoxicacao (Aguiar et al., 2002).
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O Cromo ocorre naturalmente em rochas, animais, plantas e no solo; pode se
apresentar na forma de ions com valéncia Cr?*, Cr3* e Cr*, e é utilizado em diversos
processos industriais. As formas mais importantes para a saide humana séo o Cr3*
(Cromo trivalente), essencial para o metabolismo, e o Cr* (Cromo hexavalente), um
potente agente mutagénico que pode causar carcinomas, entre outras patologias
(Chirwa e Wang, 2000).

Seu uso nas industrias esta relacionado com a resisténcia a corroséo, sendo
empregado em ligas metalicas acido-resistentes, tintas anticorrosivas, em operacdes
de cromagem (&cido crdmico) e na impregnacédo de madeira (Miranda et al., 2011).
No Rio Grande do Sul, destaca-se a poluicdo causada pelos residuos na industria
coureiro-calcadista. No curtimento de peles ocorre a geracao de lodos nas Estacfes
de Tratamento de Esgotos (ETES), principalmente de Cromo, por ser o mais utilizado
no processamento (Conceicgéao et al. 2007).

No ambiente aquatico, o Cromo existe como cromato e € assimilado pelo
fitoplancton. O cromato esta no estado de oxidacdo hexavalente e, sob condi¢cdes
reduzidas de oxigénio, pode transformar-se em Cr3*. Contudo, o Cré é o tipo
predominante em aguas marinhas, por ser geralmente estavel devido as condicdes
elevadas de oxidacdo do meio, podendo ser acumulado nas espécies aquaticas por
difusdo passiva. Dessa maneira, no ambiente aquéatico pode ocorrer a
bioacumulacdo desse metal, pois esse elemento quando liberado, como resultado
de atividades industriais, dissolvido, suspenso na agua ou contido no sedimento, é
absorvido pelos organismos, particularmente os peixes pelas branquias e pelo trato
digestivo (Miranda et al., 2011). O efeito de bioacumulacdo é caracterizado pelo
acumulo de compostos, que ndo se integram as vias metabdlicas organicas,
ocasionando uma amplificacdo da concentracdo de tais compostos nos tecidos do
organismo (Aguiar et al., 2002).

Esse trabalho consiste, em uma primeira etapa, na analise da assimilacao de
Cromo por peixes dulcicolas da ictiofauna brasileira, popularmente denominados
como Tambaquis (Colossoma macropomus), por meio da exposicdo a diferentes
concentracées de Cr® na forma de dicromato de potassio dissolvido em agua,
visando estabelecer uma relacdo de proporcionalidade entre a assimilagcdo e a
retencdo do Cromo nos animais com a concentracdo e o tempo de exposi¢cdo. Com
a identificacdo dessa proporcionalidade estabelecer a viabilidade da analise dos
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tambaquis (Colossoma macropomus) para diagnéstico e ou controle da
contaminagao por Cromo.

Em uma segunda etapa, 0 experimento visa identificar possiveis alteracdes
histolégicas provocadas pela exposicao dos animais ao Cromo hexavalente por meio
da andlise histolégica de branquias, pele e figado dos peixes utilizados no
experimento. Por fim, a terceira etapa do presente estudo visa determinar a
concentracdo letal para 50% de uma populacdo de exemplares juvenis de
Tambaquis (Colossoma macropomus), exposta ao Cromo hexavalente por 96 horas,
considerada como uma contaminag¢ao aguda para peixes.

Dessa forma a execucdo deste trabalho busca contribuir, de forma
significativa, para o esclarecimento dos efeitos do Cromo sobre peixes de agua
doce, no estabelecimento de parametros para riscos ambientais, além de avaliar
como a contaminacdo por esse metal influencia na qualidade da agua e
consequentemente na saude da ictiofauna.

O animal escolhido para este trabalho € dulcicola e natural dos leitos
aguaticos amazobnicos, sendo, inclusive, criados em viveiros e explorados
comercialmente na pesca esportiva em pesqueiros ou como alimento em peixarias e

supermercados de todo o pais.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho foi identificar a existéncia de
proporcionalidade na assimilagdo de Cromo hexavalente por exemplares juvenis de
peixes Tambaquis (Colossoma macropomum) em exposicdo a diferentes
concentracdes, para trés intervalos de tempo de contaminacao, bem como identificar
possiveis alteracBes histologicas e determinar a concentracdo letal de Cromo
hexavalente para 50% da populagao exposta.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a assimilagcdo e retencdo do Cromo por exemplares juvenis de
Colossoma macropomum em exposicao as concentracées de 0,05 mg/L, 0,5
mg/L e 5 mg/L de (Cr*6).

e Verificar a relacdo de proporcionalidade entre a quantidade de Cromo
assimilada e retida nos tecidos dos animais tratados com a concentracao
ambiental e o tempo de exposigéo.

e Identificar, por andlise histolégica, possiveis alteracbes na morfologia de
branquias, figado e pele dos animais expostos, por meio de parametros
quantitativos e qualitativos.

e Determinar a concentracdo de Cromo hexavalente (dicromato de potassio)
dissolvido em agua, suficiente para provocar a morte de 50 % da populacao

de exemplares juvenis de Colossoma macropomum (CLso).
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3. REVISAO DA LITERATURA

O Brasil € o pais que apresenta a maior quantidade de agua doce superficial
do mundo e, dessa forma, apresenta uma biodiversidade invejavel, tanto em
ambientes naturais como em ambientes antrépicos como lagos de pesqueiros,
fazendas, clubes e represas de hidrelétricas. Os ambientes aquaticos superficiais
sao alvos comuns de varios tipos de poluentes quimicos provenientes de ambientes
domésticos e/ou industriais, além de escoamentos urbanos e agricolas (Dornfeld,
2006).

O quadro | relaciona os principais impactos das atividades humanas nos

ecossistemas aquaticos e valores/servicos dos recursos hidricos em risco.

Quadro I: Relacdo entre a atividade humana e seus impactos nos ecossistemas

aquaticos
Atividade Impacto nos ecossistemas . :
o Valores/servigos em risco
Humana aquaticos

Altera o fluxo dos rios e o
Construgéo de transporte  de  nutrientes e

represas sedimento e interfere na migracéo
e reproducdo de peixes.

Altera habitats e a pesca
comercial e esportiva. Altera
os deltas e suas economias.

Afeta a fertilidade natural
das varzeas e os controles
das enchentes.

Afeta os habitats e a pesca
comercial e esportiva. Afeta

Construcéo de Destroi a conexao do rio com as
diques e canais | areas inundaveis.

Alteracdo do canal | Danifica ecologicamente o0s rios.

natural dos rios Modifica os fluxos dos rios. a prpdugao de
hidroeletricidade e
transporte.
Perda de biodiversidade.
Perda de fun¢bes naturais

Drenagem de Elimina um componente-chave de filtragem e reciclagem de

areas alagadas dos ecossistemas aquéaticos. nutrientes. Perda de
habitats para peixes e aves
aguaticas.

Altera a qualidade e a
quantidade da &gua, pesca
comercial, biodiversidade e
controle de enchentes.
Altera o suprimento de
agua. Aumenta os custos de
tratamento. Altera a pesca
comercial. Diminui a
biodiversidade. Afeta a
salde humana.

Altera padrdes de drenagem, inibe
a recarga natural dos aquiferos,
aumenta a sedimentacéo.

Desmatamento do
solo

Poluicdo ndo

controlada Altera a qualidade da agua.
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Atividade Impacto nos ecossistemas Valores/servicos em risco
humana aquaticos ¢
Altera a pesca comercial e
. esportiva. Diminui a
Remocéo Lo . N ;
. Diminui 0s recursos vivos e a biodiversidade. Altera o0s
excessiva de P : ) :
; biodiversidade. ciclos naturais dos
biomassa .
organismos.
Perda de habitats e
~ Elimina espécies nativas. Altera alteracao da pesca
Introducéo de : ) : :
L o ciclos de nutrientes e ciclos comercial. Perda da
espécies exoticas . - )
bioldgicos. biodiversidade natural e

estoques genéticos.

Poluentes do ar
(chuva acida) e
metais pesados

Altera a composi¢do quimica de
rios e lagos.

Altera a pesca comercial.
Afeta a biota aquatica. Afeta
a recreacao. Afeta a saude
humana. Afeta a agricultura.

Mudancas globais
no clima

Afeta drasticamente o volume dos
recursos hidricos. Altera padrdes
de distribuicéo de precipitacdo e
evaporacao.

Afeta o suprimento de agua,
transporte, producdo de
energia elétrica, producao
agricola e pesca e aumenta
enchentes e fluxo de agua
em rios.

Crescimento da
populacéo e
padrbes gerais do
consumo humano

Aumenta a presséo para
construcao de hidroelétricas e
aumenta a poluicdo da agua e a
acidificacé@o de lagos e rios.
Altera os ciclos hidroldgicos.

Afeta praticamente todas as
atividades econbmicas que
dependem dos servigos dos
ecossistemas aquaticos

Fonte: (Tundisi, 2003).

Desde o dominio dos elementos naturais para a confeccao de artefatos para a
utilizagdo humana, o homem e o ambiente vém entrando em contato com 0s metais,
por exemplo, ha milénios a. C., através da fusdo da prata, metal considerado nobre
pelo homem, eram liberadas grandes quantidades de Chumbo como subproduto,
possibilitando, a partir desse momento, a utilizagcdo pelo homem desse material
(Aceituno, 2002).

Dentre os metais, os considerados como pesados, podem ser encontrados
em ambientes naturais, porém 0s que mais preocupam hoje sdo os liberados por
atividades antropicas. Essas estruturas quimicas nao apresentam origem em
ambientes organicos, sendo, em grande parte das vezes, de dificil metabolizacdo e
eliminacdo por esses ambientes, desta forma se tornam uma das principais
preocupacdes com relacdo a contaminagdo de ambientes e/ou alimentos. Tendo em
vista a diversidade encontrada nos tipos de relagdo entre os metais pesados e os

organismos, estabeleceu-se uma interessante classificacao.
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Os metais pesados necessarios aos seres Vvivos, por eles utilizados, sendo
trabalhados pelos organismos de forma relativamente eficiente e de baixo risco
ambiental, podem ser classificados como elementos essenciais. Os elementos
desse grupo, que sao utilizados por seres vivos, mas que sao considerados como de
risco consideravel a saude dos seres vivos e também como contaminantes
ambientais, podem ser classificados como elementos essenciais e simultaneamente
micro contaminantes. (Nakano e Avila-Campos, 2002)

Os elementos de rara utilizacdo pelos organismos, muitas vezes de uso
especifico associado a determinados seres vivos apenas, sendo encontrados na
maioria dos outros seres em niveis considerados como tragos nao utilizaveis e ainda
considerados como preocupantes em relacdo a contaminacdo ambiental,
principalmente em ambientes aquaticos, sdo classificados como elementos micro
contaminantes. (Nakano e Avila-Campos, 2002)

Os metais classificados como essenciais, essenciais e simultaneamente
micro-contaminantes e micro-contaminantes ambientais séo, de acordo com Nakano

e Avila-Campos, 2002

. elementos essenciais: sddio, potassio, calcio, ferro, zinco, cobre, niquel e
magnésio;
. elementos essenciais e simultaneamente micro-contaminantes: Cromo, zinco,

ferro, cobalto, manganés e niquel
. micro-contaminantes ambientais: arsénico, chumbo, cadmio, mercurio,

aluminio, titanio, estanho e tungsténio (Nakano e Avila-Campos, 2002).

Os efeitos toxicos encontrados nos seres contaminados podem ser diretos e
agudos como é o caso da anuria e diarreia sanguinolenta relacionada a
contaminagdo por Mercurio ou ainda pode se apresentar de forma “silenciosa”, ou
seja, de forma lenta, aparecendo a meédio e longo prazos, associados ao acumulo do
contaminante nos organismos. Essa talvez seja a preocupacdo ecologica mais
importante, pois a manifestacdo, no primeiro caso, € evidente e répida,
determinando a identificacdo imediata do problema ambiental, enquanto no segundo
caso, ndo aponta de forma clara e rapida sendo, muitas vezes, assintomatica ou
subclinica na populacdo envolvida. (Nakano e Avila-Campos, 2002)

Os problemas encontrados nos organismos contaminados dependem das

propriedades téxicas do metal, da concentracdo adquirida na contaminacdo, ou


http://www.icb.usp.br/bmm/mariojac/index.php?option=com_content&view=article&id=44&Itemid=51&lang=br
http://www.icb.usp.br/bmm/mariojac/index.php?option=com_content&view=article&id=45&Itemid=52&lang=br
http://www.icb.usp.br/bmm/mariojac/index.php?option=com_content&view=article&id=46&Itemid=53&lang=br
http://www.icb.usp.br/bmm/mariojac/index.php?option=com_content&view=article&id=40&Itemid=47&lang=br
http://www.icb.usp.br/bmm/mariojac/index.php?option=com_content&view=article&id=41&Itemid=48&lang=br
http://www.icb.usp.br/bmm/mariojac/index.php?option=com_content&view=article&id=42&Itemid=49&lang=br
http://www.icb.usp.br/bmm/mariojac/index.php?option=com_content&view=article&id=43&Itemid=50&lang=br
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ainda, a concentracdo atingida pela bioacumulacdo. Os individuos podem reagir
mais positivamente ou mais negativamente de acordo com as condicfes fisicas
apresentadas ou com a idade do individuo contaminado. Criancas e idosos tendem
a apresentar niveis mais graves de sintomas em contaminacdes pela maioria dos
metais (Nakano e Avila-Campos, 2002).

Os procedimentos de prevencédo e controle da contaminagcdo por metais nos
mananciais hidricos passam por varios métodos e/ou condutas, como medidas que
envolvem a saude ocupacional e a monitoracdo direta do leito aquatico. Hoje
métodos alternativos estdo se tornando opcdes reais e eficazes, como a
biomonitorizacdo, que tem sido utilizada como indicador bioldgico de exposicéo.
Toda substancia ou seu produto de biotransformacédo, ou qualquer alteracao
bioquimica observada nos fluidos bioldgicos, tecidos ou ar exalado, mostra a
intensidade da exposicdo e/ou a intensidade dos seus efeitos (Nakano e Avila-
Campos, 2002).

3.1. Caracteristicas quimicas e aplicacdes do Cromo.

O Cromo (ou Crémio) é um metal pesado, classificado como do grupo de
transicdo, associado a muitas atividades industriais atuais. Suas caracteristicas
guimicas sao:

Simbolo: Cr

Numero atémico: 24

Numero de massa: 52

Configuracao eletronica: 1s? 2s? 2p® 3s? 3p® 4s? 3d* 4s?

Densidade: 7,140 g/cm?

Ponto de Fuséao (PF): 2180,0 K

Ponto de Ebulicdo (PE): 2944,0 K

Solido em temperatura ambiente.

O Cromo tem seu maior estado de oxidacdo na forma hexavalente (+6) e 0
estado de maior estabilidade na forma, trivalente (+3). O principal mineral é a
cromita (cromato de ferro, FeCr204). A Africa do Sul é o maior produtor desse
minério, com cerca de 75% do total mundial. Outro mineral, pouco comum, é a
crocoita (cromato de chumbo, PbCrO4). (CROMO - Laboratério virtual de Quimica-

UNESP, 2015). Dentre as principais aplicacdes do Cromo, destacam-se:
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. Usado para endurecer 0 acgo, na producdo de acgos inoxidaveis e em muitas
outras ligas (para resisténcias elétricas, por exemplo).
. Como camada superficial, produz uma superficie dura, de bom aspecto e

resistente a corrosao.

. Revestimento de pecas decorativas.

. IndUstria coureiro-calcadista

. Ao vidro, da uma cor verde-esmeralda. Também usado como catalisador.

. O dicromato, como o de potéassio (K2Cr207), € usado como agente oxidante

em andlises e também para colorir o couro.

. Cromato de chumbo é amarelo e é usado como pigmento.

. Compostos de Cromo também sao usados como fixadores de cor na industria
téxtil e para anodizar o aluminio.

. A Cromita é usada para produzir tijolos refratarios considerados neutros, isto
€, que nao reagem com silica e outros refratarios. (CROMO — Laboratério virtual de
Quimica- UNESP, 2015).

A concentracdo permitida para o Cromo hexavalente em ambiente aquatico,
que apresente niveis de qualidade classe 1 e 2 e a permitida para padrdes de
lancamento de efluentes, sdo definidas por resolugbes do CONAMA (Conselho
Nacional do Meio Ambiente).

A Resolucdo CONAMA n° 357/2005 determina como concentracdo maxima
para o Cromo hexavalente em leitos de dguas doces classificados por classe 1 e
classe 2, a concentracao de 0,05 mg/L Cr6. (CONAMA, 2005)

A Resolugcdo n°® CONAMA 430/2011 determina como concentragdo maxima
para o Cromo hexavalente em langcamento de efluentes, a concentracéo de 0,1 mg/L
Cr*6. (CONAMA, 2011)

3.2. Ecotoxicologia

A Ecotoxicologia € o ramo da ecologia voltado para a andlise do
comportamento e das transformacdes que agentes quimicos apresentam quando em
ambientes ou em organismos vivos (Lofrano et al., 2015).

O ambiente tratado com énfase por esse ramo da ecologia € o ambiente das
aguas superficiais. Esses leitos sdo depositarios, além de substancias recebidas

naturalmente, de outras provenientes do ar, do solo e de outros afluentes ja
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contaminados. Os componentes podem ser encontrados em suas formas originais
ou transformados (Bertoletti, 1990).

Dessa forma, os testes de toxicidade realizados com organismos oriundos de
aguas continentais, estuarinas e marinhas em ambientes laboratoriais ou em campo
se tornaram fundamentais para a determinacdo dos efeitos promovidos por
substancias exdgenas recebidas por esses leitos sobre a biota aquéatica. Também é
alvo desses testes a identificacdo de limites permissiveis para as substancias
guimicas testadas, além de permitir analise de impactos ambientais e organicos de
misturas entre as diversas substancias testadas isoladamente (Bertoletti, 1990).

O avanco tecnoldgico e industrial possui uma relagdo intima com a utilizacao
de minerais, porém esses mesmos minerais, quando liberados em grande
guantidade no meio ambiente sdo considerados como fontes poluidoras do mesmo
(Cotta et al., 2006). Dentre essas substancias, os metais, principalmente os metais
considerados como metais pesados merecem um grau relevante de preocupacao,
principalmente pelo fato de ndo serem degradaveis a curto prazo, permanecendo
longos periodos no ambiente contaminado (Cotta et al., 2006).

Os metais ocorrem de forma natural em ambientes aquaticos, pois esses
elementos sdo desagregados de rochas que os contém, porém as atividades
antropogénicas associadas ao uso desses elementos podem alterar enormemente
os ciclos biogeoquimicos naturais dos mesmos em corpos hidricos (Salomons et al.,
1995).

Os peixes presentes em um leito aquatico contaminado estdo em contato
direto com o0 agente contaminante e esse fator acentua a possibilidade de
contaminacgao pelo elemento quimico. Quando um elemento quimico é absorvido por
um organismo e sua eliminacdo se efetua em velocidade inferior & velocidade de
absorcdo, ocorre um processo de bioacumulacdo. As principais vias de acesso ao
organismo de um peixe pelo elemento contaminante sdo as branquias, o tegumento
e pela alimentagcdo (Gomes e Sato, 2011). Os metais pesados podem ser
detectados em processos de bioacumulacdo em peixes, mesmo quando esses
contaminantes se encontram em baixas concentracdées no ambiente aquatico
(Machado et al, 2002). Em peixes a presenca de metais pesados em concentracdes
consideraveis pode causar danos no crescimento e na reproducdo dos animais,
além de mudancas histopatologicas detectaveis em pele, branquias, figado e rins

(Vitek et al., 2007). A bioacumulacdo ocorrida pela absorcdo do elemento
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diretamente do meio é classificada como bioacumulagéo direta ou bioconcentracéo,
enquanto que o fenémeno de biomagnificacdo é estabelecido pelo uso de
componentes de outros niveis tréficos como itens alimentares em uma cadeia trofica
(Pain, 1995).

Os peixes sao organismos capazes de bioconcentrar metais pesados e
compostos orgéanicos, sendo utilizados para o monitoramento da poluicdo em
ambientes costeiros (Curtis et al., 2003). Desta forma, podem ser utilizados como
bioindicadores eficientes para monitoramento de leitos aquaticos. As espécies
bioindicadoras s&o normalmente as escolhidas devido a sua sensibilidade ou
tolerancia a tipos diversos de alteragdes ambientais, causadas principalmente por
acOes antropogénicas, como poluicdo organica, assoreamento, constru¢do de
barragens, pesca predatoria entre outros (Washington, 1984; Agostinho et al., 2005)

Outro aspecto importante na escolha do uso de peixes como bioindicadores
se deve ao fato desses animais serem importantes fontes de proteina animal para a
alimentacdo humana, além de estarem distribuidos em varios niveis troficos nas
teias alimentares, sendo, portanto, verdadeiros veiculos de transferéncia de
contaminantes dos ambientes para os organismos humanos (Al-Sabti e Metcalfe,
1995).

Os critérios geralmente utilizados para a selecdo de peixes para a utilizacdo
em experimento com espécies bioindicadoras sdo: serem espécies
taxonomicamente bem definidas e facilmente reconheciveis por ndo especialistas;
ter distribuicdo geografica ampla, ser abundante ou de facil coleta, preferencialmente
apresentarem tamanho médio/grande, apresentarem baixa mobilidade e longo ciclo
de vida, dispor de caracteristicas ecoldgicas conhecidas e apresentarem
possibilidade de estudos em laboratérios (Freitas e Siqueira-Souza, 2009).

Na andlise de bioindicadores expostos a contaminantes em ambientes
aguaticos alguns aspectos sao relevantes, sendo as duas caracteristicas mais
importantes: a) permitem identificar as interacdes que ocorrem entre 0S
contaminantes e 0s organismos vivos; e b) possibilitam a mensuracdo de efeitos
sub-letais. Esta Ultima caracteristica permite por em pratica acdes remediadoras ou,
melhor ainda, acOes preventivas. Dai a importadncia e o0 interesse atual de
incorporacdo da andlise de bioindicadores em programas de avaliagdo da
contaminagcao ambiental (Arias et al., 2007; Lins et al., 2010).
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Um outro conceito importante em estudos relacionados com contaminantes
quimicos em meios aquaticos € o conceito de biomarcadores, esses sao
representados pelas evidéncias de alteragcbes bioldgicas como consequéncia a
exposicdo a agentes estressores. Podem ser evidenciados em alteracbes
comportamentais, bioquimicas, celulares, histoldégicas ou fisiologicas (Depledge,
1992). O uso de biomarcadores estd intimamente associado com a Ecotoxicologia
(Chapman, 2002). Os biomarcadores apresentam caracteristicas que possibilitam a
identificacdo dos resultados da interacdo entre os contaminantes e 0s organismos

Vivos que a eles estiveram expostos (Jesus e Carvalho, 2008; Repula et al., 2012).

3.3. Caracteristicas morfolégicas das branquias, pele e figado de Tambaquis

(Colossoma macropomum)

A maioria dos peixes teledsteos, como € o caso dos Tambaquis, possuem em
cada lado da faringe, 4 arcos branquiais. Cada arco, por sua vez, é constituido por
duas fileiras de filamentos branquiais. De ambos os lados de cada filamento se
projetam as lamelas secundarias, revestidas por epitélio respiratorio (Meletti, 2003).
Os filamentos branquiais, ou lamelas primarias, possuem um suporte de cartilagem
hialina, um sistema vascular e um epitélio de revestimento (Meletti, 2003).

O figado de peixes é formado por corddes de hepatdcitos que se
anastomosam e convergem para veias centrais, formando l6bulos hepaticos. Entre
os corddes dos hepatdcitos sdo encontrados capilares sanguineos do tipo
sinusodides, fato que € justificado pelo alto metabolismo caracteristico dos
hepatocitos (Meletti, 2003).

A pele dos Tambaquis é formada por uma camada epitelial, a epiderme,
apoiada sobre a derme, constituida de tecido conjuntivo denso. Na pele séo

encontrados os cromatoforos, células responsaveis pela cor da pele.

3.4. Influéncia do Cromo sobre sistemas bioldgicos

Os metais pesados, apesar de ocorrerem naturalmente no ambiente e de
alguns serem considerados elementos essenciais aos processos biologicos (por
exemplo, ferro, cobre, zinco e cobalto), podem ser toxicos quando em concentracfes
elevadas (Kennish, 1991; Heath, 1995; Dallinger e Raimbow, 2003). Dentre os
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metais avaliados na inducdo de alteragcbes histopatoldégicas em peixes estdo o
cloreto de mercurio (Handy e Penrice, 1993; Dias et al., 2007), o mercurio (Cardoso,
2006), zinco (Abdel-Warith et al., 2011), o cloreto de niquel (Athikesavan et al.,
2006) e o nitrato de chumbo (Khan et al., 2011).

O Cromo é um metal importante em alguns processos metabdlicos e
fisioldgicos, sendo o Cromo trivalente (Cr*3) a forma mais util as funcdes organicas,
considerado como um micronutriente necessario para atividade metabdlica da
insulina (Anderson, 1981). JA na forma hexavalente (Cr*®) o Cromo é bem mais
toxico que a forma trivalente (Cr*3) (Lushchak et al., 2009), podendo apresentar
efeito carcinogénico no sistema digestorio de mamiferos (Haney Jr, 2015). O Cromo
hexavalente causa reversiveis e irreversiveis lesdes em diferentes 6rgdos como
branquias, figado e rins de pacus (Piaractus mesopotamicus), expostos a 200 mg L -
! de dicromato de potassio por 96 horas, podendo afetar o funcionamento normal

desses orgdos (Castro et al., 2013).
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4. MATERIAIS E METODOS

O projeto de pesquisa foi desenvolvido no Laboratério multidisciplinar
(Zoologia, Fisiologia e Farmacologia) do Centro Universitario Bardo de Maua de
Ribeirdo Preto, S&o Paulo. As instalacbes foram escolhidas devido as suas
dimensdes e adequacbes para 0 manuseio de animais experimentais. Para o
recebimento da populacdo a ser utilizada nos experimentos foi preparada um
reservatorio d’agua de polietileno, com capacidade para 250 L. Os reservatorios
d’agua foram preenchidos com &gua previamente desclorada com o uso de
(removedor Prime da Seachem Laboratories INC. Madison, GA 30650,USA) na
dose de 50 mL para 2000 L — 2 gotas para 4 litros) (Figura 1 C). No reservatorio
foram adaptados mecanismos para aeracao e filtragem externas, bem como bombas
de aeragao submersas, para o fornecimento de uma concentracdo de oxigénio
dissolvido (OD) acima de 5 mg/L' (ABNT 2011, NBR 15088) apropriada para a
populacdo de animais experimentais.

Durante o periodo de aclimatacdo, foram realizadas andlises da agua do
reservatorio para a coleta dos dados e analise de parametros como temperatura, pH
e oxigénio dissolvido. Os valores de temperatura e de pH, entre 6,5 e 7,5 (ABNT
2011, NBR — 15088) foram determinados em aparelho eletrbnico tipo pHmetro,
modelo mPA-210 da Ms Tecnopon Equipamentos Especiais LTDA (Figura 1A) e o
os dados referentes as concentracdes de oxigénio dissolvido obtidos por teste
quimico colorimétrico LabconTest da Alcon Ltda (Figura 1B). A analise foi realizada
por meio de comparacao da cor da solucéo, usando escala fornecida pelo fabricante
do produto. O levantamento desses parametros teve como objetivo o
acompanhamento das condicbes ambientais e a identificacdo de possiveis
corregbes, bem como a busca de valores mais aproximados possiveis entre 0s

ambientes de origem e de destino, no processo de transferéncia dos animais.
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FIGURA 1: Equipamentos e produtos utilizados na analise de pardmetros ambientais. A: pH, B: Teste
para O2 dissolvido LabconTeste e C: Removedor de cloro Prime.
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Sobre a caixa d’agua foi estendida uma tela plastica de trama larga, como
impedimento de possiveis perdas de animais para fora do reservatorio em provaveis
saltos (Figura 2). Para a realizacdo das exposi¢coes ao Cromo foram disponibilizadas
quatro caixas semelhantes a utilizada na aclimatacdo, porém com capacidade para
150 L d’agua, onde as populacdes controle e testes foram colocadas durante a
execucdo dos experimentos. Esses ambientes também receberam bombas de
aeracdo submersas para a oxigenacao da agua e telas semelhantes a utilizada na
caixa de aclimatacdo (Figura 3). Durante os dias em que os peixes ficaram expostos
as diferentes concentracfes do dicromato de potassio foram medidos o pH, a

temperatura e o oxigénio dissolvido na agua dos reservatérios
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FIGURA 2: A: Caixa de polietileno FORTLEV - 250 L para aclimatac@o dos animais, B: Disposicdo da
caixa de aclimatacdo no laboratério, C: Visdo superior (observacdo do filtro externo e de bomba de
aeracao submersa), D: Detalhe do filtro externo.

FIGURA 3: Caixas para a realizacdo do experimento. A: Caixa de polietileno FORTLEV para 150 L B:
Preparacéo da tela de protecédo, C: Caixa de polietileno com a tela, D: Sistema de fixacdo da tela

protetora.
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4.1. Aclimatacdo e preparo dos aquarios para oS espéecimes

Os animais experimentais, espécimes jovens de Tambaquis (Colossoma
macropomus), com aproximadamente 9 cm de comprimento e oriundos de uma
mesma desova realizada exclusivamente para esse fim, foram comprados na
piscicultura Santa Candida, municipio de Santa Cruz da Conceicdo — SP (Figura 4).
Os exemplares foram transportados em recipientes plasticos, fornecidos pela
piscicultura e apropriados para o deslocamento desse tipo de animais, de coloragéo
ambar e parcialmente preenchidos por 4gua do préprio ambiente de origem dos
peixes.

Os exemplares foram selecionados por funcionarios da piscicultura, buscando
uma homogeneizacdo de tamanho das populagcdes coletadas e transferidos para o
interior dos recipientes, que foram entdo insuflados com ar comprimido,
preenchendo o espaco restante, e entdo lacrados por técnica de amarracao
executada pela piscicultura, evitando assim abertura dos recipientes durante o
transporte. O traslado se deu de forma relativamente tranquila até o ambiente de
realizagéo do experiment.

Os sacos de transporte foram acomodados no reservatorio de recebimento e
aclimatacdo em agua previamente passada por processo de descloracéo, aeracdo e
controle térmico, como descrito anteriormente. Além disso, foi realizado um processo
de desenvolvimento de microbiota apropriada, pela introducao prévia de quantidade
adequada de matéria organica, orientado por profissionais de piscicultura. Os
recipientes de transporte foram deixados ali até a equiparacdo da temperatura da
agua presente no interior dos recipientes de transporte com a temperatura da agua
existente na caixa d’agua de recebimento e aclimatacdo, por aproximadamente 40
minutos.

A partir dessa etapa os sacos foram abertos e emborcados lentamente para o
contato gradual dos ambientes até a transferéncia completa do contetdo do
recipiente de transporte para o reservatorio de aclimatacdo. A etapa de transporte e
transferéncia dos animais transcorreu com sucesso total, ndo sendo observada
nenhuma perda de exemplares, fato comum observado nesse tipo de transferéncia

de peixes.
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FIGURA 4: Piscicultura Santa géndida, Santa Cruz da Conceicéao, SP.
4

O periodo de aclimatacdo a que a populacdo foi exposta no ambiente inicial
foi de quinze dias (Castro, 2014). Durante esse periodo, os peixes foram mantidos
no reservatério, sendo o monitoramento da temperatura da agua, pH e oxigénio
dissolvido realizados diariamente. Durante o periodo de aclimatacdo, quatro
reservatorios d’agua de polietileno, com capacidade para 150 L d’ agua, foram
lavados e preparados para a instalacdo de bombas para aeracdo (Figura 5), telas
plasticas para cobertura e posicionados em area predeterminada para o
experimento, onde receberam &gua, seguido do tratamento de descloracdo, as
caixas d’agua permaneceram por dois dias para analise da estabilizacdo das

condi¢des de pH, temperatura e oxigénio dissolvido.
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FIGURA 5: Bomba de aeragdao submersa com ventosas.

4.2. Preparo dos ambientes de exposicdo ao Cromo hexavalente.

Para a execucdo do experimento foram preparados 0s reservatdrios para o
recebimento dos animais, sendo um ambiente controle, somente com a agua, e trés
ambientes para a exposicdo dos animais ao Cromo hexavalente nas concentracdes
de 0,05 mg/L, 0,5 mg/L e 5 mg/L. O preparo das diluicdes foi realizado pela relacao
massa por volume adequada a cada concentracdo teste (0,05 mg/L, 0,5 mg/L e 5
mg/L). O dicromato de potassio, pesado em balanca analitica e dissolvido em agua
desclorada em proveta de dois litros, foi transferido para o respectivo reservatorio e

devidamente homogeneizado antes da transferéncia dos animais.

4.3. Transferéncias de espécimes para o ambiente do experimento

A transferéncia foi realizada visando o minimo estresse aos animais, tanto em
relacdo a movimentacao, quanto em relacéo as diferencas ambientais, ambiente de
origem em relagdo ao ambiente de teste. Para esse fim foi utilizado um coletor
apropriado de boca larga (aproximadamente 25 cm de comprimento por 20 cm de
largura) com um receptaculo amplo de rede de ndilon para a captura e contengéo
dos animais. A transferéncia foi realizada de forma relativamente rapida sem a
necessidade de tempo de aclimatacdo no ambiente destino, devido a equivaléncia

dos fatores ambientais entre os ambientes. Esse fato foi comprovado pela
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observacéo do comportamento dos animais apés a transferéncia para o reservatério
teste, onde o0s grupos acabaram se dispersando por todo o volume dos
reservatorios, comportamento semelhante ao apresentado no reservatorio de
aclimatacdo, com movimentacdo tranquila sem grande agitacdo, sendo a
alimentagcdo imediatamente reassumida no ambiente teste, fato que demonstra
também auséncia de estresse em criagdes de peixes.

A populacao transferida para os reservatorios destinados ao experimento
consistia em dezesseis animais por reservatorio (Controle, Tratado 01, Tratado 02 e
Tratado 03), sendo quatorze peixes utilizados para a analise da absor¢cdo do Cromo
pelos animais e dois peixes para a analise histopatolégica em microscopia de luz
para evidenciacdo de possiveis alteracbes dos aspectos histolégicos provocadas
pela exposicdo dos animais as concentracdes testadas no experimento. A primeira
etapa do experimento consistiu em exposi¢cdes dos animais as concentracdes pre-
estabelecidas (Controle, Tratado 01: 0,05 mg/L; Tratado 02: 0,5 mg/L e Tratado 03:
5 mg/L) por periodo de cinco dias, na segunda etapa de exposi¢cdo, as mesmas
concentracdes, se deu por dez dias e, na terceira e Ultima etapa, a exposi¢cao se deu

por quinze dias.

4.4. Caracteristicas das baterias de aquéarios utilizadas

A bateria utilizada na experimentacao foi composta por quatro reservatorios
de polietileno para agua domiciliar, com capacidade de 150 L cada (Figura 6). O
preenchimento de cada reservatorio, utilizado nas diferentes etapas do experimento
foi de 144 litros, pois o volume maximo de 150 litros atingia praticamente a altura
maxima do reservatério, aumentando as chances de extravasamento de agua e de
perda de espécimes por saltos, dentre outros problemas na conducdo segura dos

testes.
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FIGURA 6: Esquema ilustrativo com dimensdes da caixa de agua de polietileno para 150 litros da

FORTLEV Fonte: http://www.fortlev.com.br/produto/caixa-dagua-de-polietileno-2/

Dimensdes - Caixa de agua
de polietileno - 150 litros

A I S | A - 0,55m.
B->043m.
C-~>0,88 m.

D - 0,87 m.
E->0,61m.

A distribuicdo da bateria seguiu a seguinte ordem:

Grupo 1 — Controle.
Grupo 2 — Tratado 01 — Concentracdo de 0,05 mg/L (Cromo hexavalente)
Grupo 3 — Tratado 02 — Concentracdo de 0,5 mg/L (Cromo hexavalente)

Grupo 4 — Tratado 03 — Concentracdo de 5 mg/L (Cromo hexavalente)

Os animais foram expostos as respectivas concentracdes por 5, 10 e 15 dias,
sendo as condi¢cdes ambientais como temperatura, luminosidade, oxigénio dissolvido
e evaporacdo acompanhados durante toda a realizacdo do experimento e corrigidas
sempre que necessario. Apdés o0 periodo de exposicdo, os animais foram
eutanasiados, com a dose letal de 125 mg/L de cloridrato de Benzocaina (Antunes et
al., 2008) e preparados para a etapa de andlise da concentracéo de Cromo.

Fragmentos de branquias, figado e pele foram colhidos, fixados em formol e

processados para analise histolégica em microscopia de luz.
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4.5. Analise quantitativa da contaminacgao por Cromo

Apols a eutanasia, os peixes foram pesados e medidos utilizando paquimetro
para se obter as medidas compreendidas entre o inicio da cabeca e final de
barbatana caudal (comprimento zoolégico — Cz), inicio da cabeca até a insercdo da
nadadeira caudal (comprimento padrdo — Cp) e Altura do corpo (AC). Como descrito
anteriormente, dos dezesseis animais de cada grupo experimental, dois animais
foram utilizados para a extracdo de fragmentos de branquias, figado e pele para a
analise histologica e os outros quatorze animais foram colocados em sacos plasticos
com dimensdes adequadas para abrigar um espécime (uma unidade por animal
sacrificado), previamente devidamente identificados, com as informacgBes sobre o
namero do animal, a concentracdo de dicromato de potassio (K2Cr207) e o periodo
de exposicdo a contaminacdo a que o animal foi submetido no experimento. Em
seguida, foram congelados e posteriormente encaminhados para o Laboratério de
Quimica situado nas dependéncias da faculdade de Engenharia Quimica (bloco D)
da Universidade de Ribeirdo Preto - UNAERP para a realizacdo da determinacéo da
concentracdo de Cromo absorvida por cada espécime na massa seca total dos

animais.

Figura 7 — Dados biométricos analisados nos peixes.

Adaptado de http://pauloedita2.blogspot.com.br/2006/02/desenhos-de-peixes.html

A - Comprimento zooldgico (Cz)
B - Comprimento padrio (Cp)
.C - Altura do corpo (AC)

No laboratorio, os peixes foram descongelados, individualizados, identificados
e pesados, obtendo-se assim os valores referentes a massa umida de cada animal.
Apods esse procedimento, iniciou-se 0 processo de secagem dos espécimes, agora
acondicionados em cadinhos apropriados e colocados em estufa com temperatura

de 80° C até a secagem total do material, aproximadamente 48 h de exposi¢cao
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(Figura 7). ApoOs o periodo de desidratacdo os espécimes e os cadinhos foram
novamente pesados para a obtencao do peso total do conjunto (cadinho mais peixe);
como a massa de cada cadinho ja havia sido pré-determinada, essa massa foi
descontada da massa total, conseguindo-se a massa seca de cada animal
desidratado.

Apés a etapa de desidratacdo dos espécimes foi realizada a etapa de
digestdo dos espécimes através da exposicdo a 50 ml de uma solucdo de acido
Nitrico P.A./ Perclérico P.A. 2:1 sob aquecimento, até atingir a completa digestéao
(dissolucao total). Com a digestdo o volume atingiu aproximadamente 25 ml e, nesse
momento, o baldo foi retirado para o resfriamento e foi realizado o acerto do volume
para 50 mL com agua ultra pura. Apds a realizacdo desses procedimentos foi
realizada uma filtracdo em filtro qualitativo e o material foi encaminhado para a

dosagem do Cromo total.

FIGURA 8: Secagem dos peixes em estufa. A: Interior da estufa para secagem dos peixes, B:
Cadinhos com os peixes, C: Estufa para secagem dos peixes — vista geral.

A dosagem do Cromo foi realizada através da andlise das amostras por
espectrometria de absorcéo atdmica em equipamento Perkin Elmer com lampada de
catodo oco para Cromo no método direto de chama ar-acetileno (Figura 8). A analise
foi realizada em duplicatas com utilizagdo de curva padrdo construida a partir de
solugbes com padrbées conhecidos de concentragdes de Cromo (LDM 0,001 mg/L
Cr).
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FIGURA 9: Equipamento para analise por espectrometria de absorcdo atdbmica.

Os resultados foram devidamente identificados, dispostos em tabelas e
plotados em grafico para correlacdes entre os dados relacionados a contaminagéo
dos animais.

A analise estatistica foi realizada a partir dos dados obtidos através do teste
Kruskal-Wallis, um teste ndo paramétrico, aplicado aos resultados obtidos em
relacdo a absorcdo e retencdo de Cromo pelos animais em cada periodo de
exposicdo ao Cromo hexavalente (5, 10, 15 dias) no sentido de estabelecer o nivel

de significancia dos valores apresentados.

4.6. Andlise histopatolégica das branquias, pele e figado dos animais.

ApOs a eutanasia dos animais por dose letal de 125 mg/L de cloridrato de
Benzocaina (Antunes et al., 2008) foram realizadas a pesagem e medicdo dos
animais experimentais e controle. Apés esse processo foi realizada a extracdo de
fragmentos de branquias, figado e pele de dois animais dos grupos Controle e
Tratados 01, 02 e 03, dos grupos de 5, 10 e 15 dias de experimentacdo. Os
fragmentos de tecidos foram imediatamente mergulhados em formol 10%
tamponado e fixados por 24 horas. ApOs esse periodo os materiais foram
processados para inclusdo em parafina no laboratério de técnicas histolégicas do

Centro Universitario Bardo de Maua de Ribeirdo Preto (Figura 9).
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Seccdes com 5um de espessura foram dispostas em laminas e coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE) e foram analisadas qualitativamente e quantitativamente

em microscopio Nikon Eclipse E 200. (Figura 10).

FIGURA 10: Laboratério de técnicas histolégicas . A: Visao geral B: Bateria para processamento e
coloracéo (HE), C: Micrétomo, D: Laminas confeccionadas.

Para a andlise qualitativa foram avaliados par@metros referentes a arquitetura
histolégica normal dos 6rgdos em questdo, tendo em vista o carater mutagénico e
carcinogénico do Cromo hexavalente (Miranda Filho et al., 2011).

A andlise quantitativa foi realizada por meio de programa ICS Capture e
avaliados os seguintes parametros: comprimento de 30 lamelas secundarias dos
filamentos branquiais, espessura da epiderme e a area e o perimetro de 30

hepatécitos de cada animal (Figura 11).
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FIGURA 11: Microscopio Nikon Eclipse E 200.

Figura 12: Cortes histolégicos de pele, mostrando a medida da espessura da epiderme (A), figado,
com medida de area e perimetro dos hepatécitos (B) e comprimento das lamelas secundarias dos

filamentos branquiais (C), utilizados para as analises qualitativas. Aumento total: 200X, coloracgao:

Hematoxilina e Eosina (H-E)

As seccOes foram fotografadas utilizando de camera Tucsen USB 2.0 H.

Series, acoplada ao microscopio. (Figura 13)
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FIGURA 13: Camera Tucsen USB 2.0 H. Series

4.7. Determinacdo da concentracdo letal (CLso) para peixes Tambaquis

(Colossoma macropomum) em contaminagéo aguda por Cromo hexavalente.

Para a determinag&o da concentracao letal (CLso) do Cromo hexavalente para
peixes Tambaquis (Colossoma macropomum) foi preparada, inicialmente, uma
bateria composta por uma série de sete aquarios contiguos, com capacidade
maxima para sete litros de agua ou solugcdo cada um (Figura 14). Para a
manutencdo de uma temperatura homogénea nos aquarios teste e controle a bateria
possui uma secdo Unica com capacidade de 20 litros de agua, sem separacdes e
situada na parte de tras dos aquarios componentes da bateria, cujo conteido nao
apresenta contato direto com os conteudos das unidades componentes da bateria.
Nessa secédo foi instalado um termostato Hopar H-606 Aquarium Heater de 75 w
(Figura 15) para a manutencdo da temperatura e transferéncia térmica para as

unidades componentes da bateria.
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FIGURA 14: Bateria para a exposicdo ao Cromo (seis animais). A: Detalhe da sec¢édo para
manutencéo e transferéncia de temperatura. B: Bateria em visdo geral.

A bateria de aquarios foi devidamente limpa e higienizada por meio de
utilizacdo de equipamentos de limpeza isentos de produtos quimicos e posterior
realizacdo de sequéncia de preenchimentos com agua desclorada, seguidos de
drenagens consecutivas. Apés os procedimentos de limpeza, os compartimentos
foram preenchidos com &agua desclorada por um periodo de 24 horas para a

observacéo e deteccdo de possiveis pontos de vazamentos.
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Com a constatagao da integridade da bateria, foram realizados testes para
deteccdo de temperatura, pH e concentragdo oxigénio dissolvido no conteudo das
unidades componentes da bateria. Com a constatacdo de valores fisico-quimicos
adequados alguns animais foram transferidos para os aquarios, onde permaneceram
por um periodo de dois dias para a observacdo de alteracdes de suas condi¢ces
fisicas e comportamentais relacionadas a exposicdo ao conteddo dos aquarios,
sendo observados parametros como a coloracdo, movimentos respiratérios,
atividade e posicionamento corporal.

Com as condicbes adequadas estabelecidas foi determinada uma
concentracdo para a exposicao inicial, com base em experiéncia anterior em um
projeto piloto para servir como referéncia na conducdo de uma sequéncia de
exposicdes. Cada etapa experimental era constituida por exposi¢cées dos animais ao
Cromo hexavalente em ambiente aerado por ar insuflado através de extremidades
porosas, por acdo de bombas externas de aeracdo (Bomba Compressor Boyu S-
2000a 2 saidas 110v), por um periodo de noventa e seis horas, com suspenséo de
alimentacdo. Cada aquario componente da bateria foi preenchido por um contetdo
composto por um terco de agua transferida da caixa de aclimatacdo e dois tercos

por 4gua previamente desclorada, até um volume de aproximadamente cinco litros.

4.8. Preparo da bateria de aquarios para exposi¢cdo dos animais ao Cromo

hexavalente

O Cromo na forma de dicromato de potassio K2Cr207 (Dicromato de Potassio
P.A — Cinética — Reagentes e Solucdes) foi diluido para a composicdo de uma
solucdo estoque utilizada como fonte de dosagens adequadas no preparo das
solugbes nos aquéarios de exposicdo dos exemplares em cada etapa do
experimento. A transferéncia da solu¢cdo de Cromo para os aquarios foi realizada por
pipetador automatico eppendorf Research plus previamente regulado no volume
adequado para a obtencdo da concentracdo de exposicdo em cada unidade da
bateria de aquérios (excecdo do aquario controle) por etapa do experimento, sendo
entdo o volume dos aquarios acertado para um total de seis litros por acréscimo de

agua desclorada. Apos a transferéncia, a aeracdo da bateria foi ativada e a
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superficie anterior bloqueada com folhas de papel sulfite, visando a redugdo do
estresse dos animais experimentais e controle.

A bateria foi deixada sem os animais por um periodo de doze horas,
buscando a estabilizacdo e homogeneizacdo da solucdo em cada unidade de
exposi¢cdo para o recebimento dos animais experimentais e controle. Apds o periodo
de homogeneizagéo e estabilizagcdo, os animais foram ent&o transferidos de caixas
de aclimatacdo para os ambientes de exposicdo através de uma selecdo no
ambiente de origem, visando atingir o maior grau possivel de equiparacdo nas
dimensdes dos animais por etapa do experimento. A transferéncia inicial dos
exemplares foi realizada para um ambiente intermediario adequado ao transporte e
obtencdo de adequacdo térmica em relacdo a temperatura das unidades de
exposicao, permitindo assim uma transicdo menos estressante para a populacao
experimental. A passagem dos animais, do ambiente intermediario para os aquarios
de exposicéo, foi realizada por rede de contencdo e uso das maos protegidas por
luvas, de forma mais gradual possivel.

Para as concentracdes iniciais foi utilizada, em cada exposicdo, uma bateria
de seis aquarios para o estabelecimento da concentracdo correspondente a
concentracdo letal para 50% da amostra (CLso). Cada aquario recebeu um animal
por etapa do experimento, sendo seis animais em exposicdo a concentracdo
experimental do Cromo hexavalente e um animal no ambiente controle. A sequéncia
de concentracdes de exposicdo ao Cromo hexavalente foi definida usando como
referéncia o resultado de uma concentracdo inicial, a partir da qual as demais

concentracdes foram ajustadas.
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FIGURA 16: Bateria inicial para o teste de seis animais e um animal controle.

Se a exposicdo a uma determinada concentracdo apresentasse como
resultado uma porcentagem de Obitos de animais superior a 50% (mais que trés
peixes mortos) a proOxima exposicao era, consequentemente, ajustada para um valor
menor que o utilizado anteriormente, sendo o valor do ajuste proporcional ao desvio
observado em relacdo a concentracdo de referéncia. O inverso também foi
considerado no método utilizado, ou seja, se o0 niumero de Obitos era menor que o
esperado para a determinacdo da ClLso, a concentracdo era proporcionalmente
aumentada.

Com a determinagdo da concentracdo aproximada para o estabelecimento da
CLso em bateria para exposicéo de seis animais, foi testada a mesma concentracao,
mas com o dobro da amostra, ou seja, 12 peixes por bateria de exposi¢cao ao Cromo
hexavalente. O objetivo dessa expansao foi aumentar a populagdo experimental e
consequentemente aumentar a confiabilidade no resultado obtido, que passou para
doze animais teste e um controle.

Para a expanséao foram adquiridos mais seis aquarios, com capacidade igual
aos aquarios constituintes da bateria inicial, dispostos em sequéncia em local
proximo aos aquarios iniciais, de forma a receberem as mesmas condi¢cdes de
ventilagdo e luminosidade que os aquarios da bateria inicial. Os aquérios adicionais
foram inseridos em duas caixas plasticas preenchidas com agua até o nivel do
volume utilizado nos aquarios e com temperatura controlada por termostato para a
manutencdo das mesmas condicbes ambientes do experimento inicial. Foram

acomodados trés aquarios dentro de cada caixa plastica, sendo devidamente
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posicionados e nivelados, cada um recebendo uma extremidade porosa ligada a
uma bomba de aeragao externa (Figura 17).

FIGURA 17: Expansao da bateria para analise de doze animais teste e um controle.

Os procedimentos para o preparo dos ambientes de exposi¢do ao Cromo e de
transferéncia dos animais seguiram os utilizados para a bateria de seis componentes
nas exposic¢oes iniciais.

Foram testadas as seguintes concentragcbes de Cromo hexavalente em
bateria de 6 aquarios: 25 mg/L, 27 mg/L, 28 mg/L e 30 mg/L. Como a bateria de 27
mg/L mostrou-se mais proxima da CL so, foram repetidas as concentragbes de 27
mg/L e 27,5 mg/L em bateria contendo 12 aquarios teste e um aquério controle.



46

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura do ambiente externo durante todos os experimentos foi de 26,8
+ 1,1°C. J4 a umidade do ambiente externo, durante o experimento se manteve, em

32% = 7%. Esses resultados se mostraram adequados a criacdo dos animais

utilizados nos experimentos.

5.1. Dados relativos a agua dos reservatorios

A temperatura da agua manteve-se entre 25,3° C e 27,3° C, conforme

apresentado na Figura 18. O desvio padrao manteve-se em torno de 0,8°C.

Figura 18: Representagéo da temperatura da 4gua nos reservatorios durante os experimentos.
30 -

Temperatura °C
N
(9]

20 T T T 1
Controle 0,05 mg/L 0,5 mg/L 5 mg/L

Reservatorios

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores de pH obtidos no controle da

agua, a média e o desvio padréao.

Tabela 1 - pH da 4gua dos reservatorios durante os experimentos

Minimo Maxima Média Desvio Padrdo
Controle 6,19 6,89 6,54 0,35
0,05 mg/L 6,43 6,95 6,69 0,26
0,5 mg/L 6,53 7,13 6,83 0,30

5 mg/L 6,58 7,26 6,92 0,34
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O oxigénio dissolvido na agua dos reservatorios durante os experimentos foi
em media de 7,5 mg/L + 1.

Os ambientes aquéaticos dos reservatorios apresentaram parametros com
valores adequados a manutencédo das condi¢des vitais dos animais, com 0 minimo
de estresse possivel. Os valores encontrados para as concentragdes de oxigénio
dissolvido na 4gua se mantiveram sempre acima de 6 mg/L (ABNT 2011), mostrando
a adequacao dos volumes dos reservatorios com as populacbes acondicionadas,
bem como pouca influéncia de fatores debilitantes do oxigénio dissolvido, como a

demanda bioquimica do oxigénio (DBO) ou demanda quimica de oxigénio (DQO).

5.2. Cromo total presente nos peixes nos periodos de 5, 10 e 15 dias.

Apés o cumprimento dos periodos de exposicdo, os animais foram
eutanasiados, congelados e enviados ao Laboratério de Quimica do curso de
Engenharia Quimica da Universidade de Ribeirdo Preto — UNAERP, onde foram
preparados para a analise da absorcdo do Cromo em absorcdo atdbmica no método

de chama.

Tabela 2 — Concentragdes de Cromo total (mg) em massa seca de 14 peixes (KQg)
submetidos a diferentes concentracdes de Cromo por um periodo de 5 dias.

Minimo Maximo Média Desvio-padrao
Controle 0,46 1,62 1,03 0,25
0,05 mg/L 2,19 2,98 2,54 0,26
0,5 mg/L 2,06 6,93 4,25 1,37
5 mg/L 7,70 31,73 16,35 6,00

Para melhor visualizacdo dos resultados construiu-se o grafico da Figura 19.



48

Figura 19: Média e desvio padréo (n=14) da concentragdo de Cromo total presente na massa seca de
peixes submetidos a diferentes concentragces de Cromo por um periodo de 5 dias.
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Os valores encontrados para a absorcdo de Cromo pelos exemplares juvenis
de Tambaquis (Colossoma macropomum), expostos a diferentes concentracdes de
Cromo hexavalente por um periodo de 5 dias, mostraram um padréo proporcional
em relacdo aos graus crescentes de concentracdo a que foram expostos. Esses
resultados apontam para a possibilidade de utilizacdo desses exemplares como
bioindicadores em analise da presenca de Cromo em ambientes aquaticos, como
esperado.

5.2.1 Analise estatistica dos dados referentes a exposicdo dos peixes as

concentragdes de Cr hexavalente no periodo de 5 dias.

Kruskal-Wallis test

P value <0.0001  ***

Dunn's Multiple Comparison Test Significant? P < 0.05? Summary
controle vs 0,05 mg/L Yes *

controle vs 0,5 mg/L Yes ok
controle vs 5 mg/L Yes ok

0,05 mg/L vs 0,5 mg/L No ns

0,05 mg/L vs 5 mg/L Yes ok

0,5 mg/L vs 5 mg/L Yes *

p>0,05 ns / p<0,05 * / p<0,01 ** / p<0,001 *+*
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Tabela 3 — Concentragbes de Cromo total (mg) em massa seca de 14 peixes (Kg)
submetidos a diferentes concentracées de Cromo por um periodo de 10 dias.

Minimo Maximo Média Desvio Padrao
Controle 1,65 3,84 2,76 0,8
0,05 mg/L 3,02 7,72 5,16 1,69
0,5 mg/L 4,14 10,82 6,88 2,17
5 mg/L 12,39 24,69 19,18 3,08

Figura 19: Média e desvio padréo (n=14) da concentra¢do de Cromo total presente na massa seca de
peixes submetidos a diferentes concentragées de Cromo por um periodo de 10 dias.
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controle 0,05 mg/L 0,5 mg/L 5 mg/L

Concentracao de Cr hexavalente em agua

Os valores encontrados para a absorcdo de Cromo pelos exemplares de
Tambaquis (Colossoma macropomum) expostos a diferentes concentracdes de
Cromo hexavalente por um periodo de 10 dias, repetiram a tendéncia encontrada na
exposicao por 5 dias, reforcando a possibilidade do estabelecimento do padrao
proporcional em relagdo aos graus crescentes de concentracdo do Cromo
hexavalente. Os valores encontrados no periodo de 10 dias também se mostraram
superiores aos encontrados na exposicdo de 5 dias, indicando um aumento

proporcional na absor¢do do Cromo também com o maior periodo de exposi¢ao.
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5.2.2 Andlise estatistica dos dados referentes a exposicdo dos peixes as

concentragcdes de Cr hexavalente no periodo de 10 dias.

Kruskal-Wallis test

P value <0.0001  ***

Dunn's Multiple Comparison Test Significant? P < 0.05?
controle vs 0,05 mg/L No

controle vs 0,5 mg/L Yes

controle vs 5 mg/L Yes

0,05 mg/L vs 0,5 mg/L No

0,05 mg/L vs 5 mg/L Yes

0,5 mg/L vs 5 mg/L Yes

p>0,05 ns / p<0,05 * / p<0,01 ** / p<0,001 ***

Summary
ns

*%

*k*k

ns

*k*k

A Tabela 4 apresenta os resultados da massa de Cromo presente na massa

seca dos animais submetidos por 15 dias em diferentes concentragbes de Cromo

(VI) na 4gua.

Tabela 4 — Concentragbes de Cromo total (mg) em massa seca de 14 peixes (Kg)
submetidos a diferentes concentragdes de Cromo por um periodo de 15 dias.

Minimo Maximo Média Desvio Padrdo
Controle 2,14 5,22 3,11 0,96
0,05 mg/L 2,46 6,34 3,71 0,98
0,5 mg/L 3,72 14,60 8,35 3,31
5 mg/L 7,98 60,99 28,85 12,93
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Figura 20: Média e desvio padrao (n=14) da concentragdo de Cromo total presente na massa seca de
peixes submetidos a diferentes concentracées de Cromo por um periodo de 15 dias.
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Na andlise da absorcdo do Cromo pelos exemplares juvenis de Tambaquis

(Colossoma macropomum) expostos a diferentes concentracbes de Cromo

hexavalente por um periodo de 15 dias, a relacdo de proporcionalidade entre os

niveis de concentracdo de Cromo nos reservatorios e de Cromo absorvido pelos

animais voltou a se apresentar, de forma a confirmar esse padrao. A relacdo com o

tempo de exposicdo as concentracdes também se confirmou nesse periodo de 15

dias, mostrando-se também um padréo.

by

5.2.3 Analise estatistica dos dados referentes a exposicdo dos peixes as

concentracdes de Cr hexavalente no periodo de 15 dias.

Kruskal-Wallis test
P value < 0.0001

Dunn's Multiple Comparison Test
controle vs 0,05 mg/L

controle vs 0,5 mg/L

controle vs 5 mg/L

0,05 mg/L vs 0,5 mg/L

0,05 mg/L vs 5 mg/L

0,5 mg/L vs 5 mg/L

p>0,05 ns / p<0,05 * / p<0,01 ** / p<0,001 ***

*kk

Significant? P < 0.05?
No

Yes

Yes

Yes

Yes

No

Summary
ns

*%

*k%

*k%

ns
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5.2.4 Andlise geral dos dados estatisticos referentes a exposi¢cao dos peixes as
concentracdes de Cr hexavalente nos periodos de 5, 10 e 15 dias.

As andlises estatisticas realizadas no método Kruskal-Wallis se basearam em
testes comparativos entre os valores obtidos nas quatro amostras por periodo de
exposicao, sempre confrontando as exposi¢des duas a duas, por exemplo, 0s
valores da amostra obtida nos animais controle do periodo de 5 dias sao
comparados separadamente com as exposi¢oes de 0,05, 0,5 e 5 mg/L de Cromo
absorvido pelos animais dessas amostras no mesmo periodo. Os valores obtidos
nas comparacgdes determinam o grau de significancia para as amostras analisadas,
sendo o valor de referéncia igual a 0,05; portanto valores iguais ou superiores a 0,05
indicam que o resultado néo é significativo, enquanto que valores inferiores a 0,05
indicam resultados significativos e recebem sinais de * indicando o nivel de
significancia do valor encontrado, seguindo a seguinte referéncia: Valores inferiores
a 0,05 recebem o sinal ( *), os valores inferiores a 0,01 recebem o sinal (**) e os
valores inferiores a 0,001 recebem o sinal ( ***).

Com essas analises realizadas, o teste Kruskal-Wallis determina um indice de
significancia global para aquele periodo de exposi¢do. Esse indice é denominado P
value (P valor), que segue a mesma referéncia de valores citada acima.

Todos os periodos analisados nesse experimento obtiveram como resultados
valores inferiores a 0,0001 para P valor, indicando um grau alto de significancia para
os resultados obtidos na analise quantitativa da absorcéo e retencdo do Cromo

hexavalente pelos animais testados.
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5.3. Dados biométricos dos peixes Tambaquis (Colossoma macropomum)
utilizados nos experimentos realizados.

Figura 21 - Comprimento zoolégico (Cz) de 14 peixes (medida do focinho até a flrcula da nadadeira
caudal) em exposicao por um periodo de 5 dias.
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Figura 22 - Comprimento zooldgico (Cz) de 14 peixes (medida do focinho até a farcula da nadadeira
caudal) em exposi¢do por um periodo de 10 dias.
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Figura 23 - Comprimento zooldgico (Cz) de 14 peixes (medida do focinho até a furcula da nadadeira
caudal) em exposicao por um periodo de 15 dias.
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Figura 24 - Comprimento padréo (Cp) de 14 peixes (medida do focinho até a base da nadadeira
caudal) em exposi¢do por um periodo de 5 dias.
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Figura 25 - Comprimento padrdo (Cp) de 14 peixes (medida do focinho até a base da nadadeira
caudal) em exposicao por um periodo de 10 dias.
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Figura 26 - Comprimento padrdo (Cp) de 14 peixes (medida do focinho até a base da nadadeira
caudal) em exposi¢do por um periodo de 15 dias.
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A analise dos dados biométricos dos espécimes juvenis de peixes Tambaquis
(Colossoma macropomum) utilizados nos experimentos mostrou valores bastantes
homogéneos, quando considerados em média, ndo sendo, aparentemente, um fator

importante de interferéncia na absor¢cdo do Cromo hexavalente pelos animais
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expostos as diferentes concentragOes utilizadas neste experimento. Os dados
biométricos analisados foram dois tipos de comprimentos padronizados para
medidas de peixes, o0 comprimento zooldgico e o comprimento padrdo, sendo o
primeiro conseguido com a mensuracédo do animal, de seu focinho até a farcula da
nadadeira caudal e o segundo pela mensuracdo do animal, de seu focinho até a
base da nadadeira caudal (Campos e Oliveira, 2001). Em ambas as mensurag0es 0s
animais apresentaram medidas proximas, mostrando uma homogeneidade nos
tamanhos.

Durante todo o estudo os animais controles e testes se mostraram bastante
resistentes, constituindo, dessa forma, uma boa opcao para esse estudo. Durante o
acondicionamento dos espécimes nos reservatorios, esses nao apresentaram sinais
de estresse ambiental importantes em nenhum momento, indicando uma boa
tolerancia as concentracdes de Cromo hexavalente a que foram expostos,
caracteristica apropriada para realizacdo desse estudo, bem como para a utilizacéo
desses animais em analises ambientais futuras.

Com a analise do estudo da absorcdo do Cromo por espécimes juvenis de
Tambaquis (Colossoma macropomum) em absorcdo atdmica, observou-se
resultados condizentes com a viabilidade do uso desses animais em testes
ambientais para estudos associados a deteccdo e quantificacdo de Cromo

hexavalente em contaminacéo de ambientes aquaticos.

5.4. Dados referentes a anélise histopatoldgica das branquias, pele e figado de
Tambaquis (Colossoma macropomum) expostos a diferentes concentracdes

de Cromo hexavalente em trés periodos distintos

5.4.1. Dados referentes a analise histopatoldgica quantitativa das branquias, pele e
figado de Tambaquis (Colossoma macropomum) expostos a diferentes

concentracfes de Cromo hexavalente em periodo de 5 dias.
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Figura 27 — Comprimento das lamelas secundarias de branquias de peixes Tambaquis (Colossoma
macropomum) expostos a diferentes concentracdes de Cromo hexavalente em um periodo de 5 dias.
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Figura 28 - Espessura da epiderme de peixes Tambaquis (Colossoma macropomum) expostos a
diferentes concentragBes de Cromo hexavalente em um periodo de 5 dias.
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Figura 29 - Area dos hepatdcitos de peixes Tambaquis (Colossoma macropomum) expostos a
diferentes concentra¢des de Cromo hexavalente em um periodo de 5 dias.
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Figura 30 - Perimetro celular de hepatdcitos de peixes Tambaquis (Colossoma macropomum)
expostos a diferentes concentracdes de Cromo hexavalente em um periodo de 5 dias.
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5.4.2. Dados referentes a andlise histopatolégica quantitativa das branquias,
epiderme e figado de Tambaquis (Colossoma macropomum) expostos a diferentes

concentracdes de Cromo hexavalente em periodo de 10 dias.
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Figura 31 - Comprimento das lamelas secundarias de branquiais de peixes Tambaquis (Colossoma

macropomum) expostos a diferentes concentracées de Cromo hexavalente em um periodo de 10
dias.
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Figura 32 - Espessura da epiderme de peixes Tambaquis (Colossoma macropomum) expostos a
diferentes concentra¢Bes de Cromo hexavalente em um periodo de 10 dias.
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Figura 33 - Area dos hepatocitos de peixes Tambaquis (Colossoma macropomum) expostos a
diferentes concentragBes de Cromo hexavalente em um periodo de 10 dias.
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Figura 34 - Perimetro celular de hepatdcitos de peixes Tambaquis (Colossoma macropomum)
expostos a diferentes concentracdes de Cromo hexavalente em um periodo de 10 dias.
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5.4.3. Dados referentes a analise histopatoldgica quantitativa das branquias, pele e
figado de Tambaquis (Colossoma macropomum) expostos a diferentes
concentracfes de Cromo hexavalente em periodo de 15 dias.
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Figura 35 - Comprimento das lamelas secundarias das branquias de peixes Tambaquis (Colossoma
macropomum) expostos a diferentes concentracées de Cromo hexavalente em um periodo de 15
dias.
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Figura 36 - Espessura da epiderme de peixes Tambaquis (Colossoma macropomum) expostos a
diferentes concentragBes de Cromo hexavalente em um periodo de 15 dias.
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Figura 37 - Area dos hepatdcitos de peixes Tambaquis (Colossoma macropomum) expostos a
diferentes concentra¢Bes de Cromo hexavalente em um periodo de 15 dias.
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Figura 38 - Perimetro celular de hepatdcitos de peixes Tambaquis (Colossoma macropomum)
expostos a diferentes concentracdes de Cromo hexavalente em um periodo de 15 dias
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A arquitetura histologica das branquias, pele e figado dos animais controles e
tratados se mantiveram dentro das caracteristicas normais. A Figura 39 mostra
seccgdes histologicas com 5 um de espessura, coradas com HE de branquias, pele e
figado dos animais pertencentes ao grupo de 15 dias

Alguns filamentos branquiais, entretanto, demonstraram uma hiperplasia
epitelial interlamelar, e, em alguns casos, hiperplasia com preenchimento completo

do espaco interlametar, com consequente fusédo do espaco lamelar (Figura 40). A
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olho desarmado, as branquias desses animais se mostraram avermelhadas,
sugerindo uma hiperemia local.

Esses resultados corroboram dados da literatura que demonstram a
capacidade do dicromato de potassio provocar hiperplasia em branquias de pacus

(Piaractus mesopotamicus) (Castro et al., 2013).

Figura 39: Fotomicrografia de branquias (A), pele (B) e figado (C) de animal controle pertencente ao
grupo de 15 dias. Aumento total: 200X, coloracdo: Hematoxilina e Eosina (H-E).

Figura 40: Fotomicrografia de branquias animal pertencente ao grupo de 15 dias, demostrando a
hiperplasia do espaco interlamelar (A e B) e hiperplasia com completo preenchimento do espaco
interlamelar (C). Aumento total: 200X, colorac&o: Hematoxilina e Eosina (+
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5.5. Determinacado da CL so para exemplares juvenis de peixes tambaquis
(Colossoma macropomum) em exposicdo a solucdo de Cromo

hexavalente.

A dose que se mostrou letal para 50% da populacdo de 12 peixes
Tambaquis (Colossoma macropomum) foi a de 27,5mg/L de dicromato de
potdssio, ap6s 96 horas de tratamento. O valor encontrado para a
determinacdo da CLso em exposicdo de exemplares juvenis de tambaquis
(Colossoma macropomum) ao Cromo hexavalente nesse trabalho se mostrou
semelhante a valores para a determinacdo de ClLso encontrados em outro
trabalho para a mesma exposicdo para outras espécies de peixes de agua
doce. O Hemigrammus marginatus, pertencente a mesma familia do
Colossoma macropomum utilizado em nosso experimento, apresentou
determinacdo da ClLso em 28,6 mg/L' (Bertoletti, 2009) e o Serrapinnus
notomelas, também pertencente a mesma familia dos exemplares testados em
nosso estudo para a mesma exposicdo ao Cromo hexavalente apresentou
determinacdo da CLso em 26,9 mg/L? (Bertoletti, 2009). Outra constatacéo foi
de que o valor encontrado para a CLso em exposicao de exemplares juvenis de
tambaquis (Colossoma macropomum) ao Cromo hexavalente nesse trabalho
se mostrou inferior a resultados obtidos com a exposicdo ao cromo hexavalente
de uma espécie de peixes recomendada para testes toxicoldgicos pela NBR
15088 (ABNT, 2006), a Danio rerio (paulistinha), onde a CLso foi determinada
em 31,8 mg/L* (Bertoletti, 2009), mostrando outra caracteristica favoravel para

bioindicadores, a sensibilidade ao agente poluente analisado.
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6 CONCLUSOES

Com a realizacdo desse estudo as principais conclusdes obtidas foram:

Para as exposicoes dos exemplares juvenis de tambaquis (Colossoma
macropomum) as concentracdes de 0,05 mg/L, 0,5 mg/L e 5 mg/L de Cromo
hexavalente por periodos de tempo de 5, 10 e 15 dias e posterior dosagem em
absorcdo atbmica, os resultados obtidos indicaram um padrdo proporcional
entre a quantidade de Cromo absorvida pelos animais e a concentragdo de
Cromo na agua, bem como em relagcédo aos periodos de exposicdo, indicando a
viabilidade da utilizagdo dos animais como bioindicadores em analises de
contaminacdo ambiental por Cromo hexavalente.

Os valores obitidos com a andlise estatistica através do teste de se mostraram
significativos para os resultados obtidos em relacédo a fixacdo e retencédo do
Cromo em massa seca dos exemplares utilizados, permitindo a constatacéo da
confiabilidade desses dados para a interpretacdo e extrapolacdo em futuras
andlises e estudos.

Pela analise histolégica de materiais preparados a partir de tecidos
componentes de branquias, pele e figado dos animais buscou-se sinais
referentes a alteragbes promovidas pelo Cromo hexavalente nessas estruturas.
Como resultado da analise qualitativa da arquitetura histol6gica foi observado,
em animais expostos a concentragdo de 5 mg/L por 15 dias, sinais de
hiperplasia preenchendo completamente o espaco interlamelar, indicando

provavel reagdo organica a contaminacéo.

Os resultados quantitativos relacionados aos tecidos e células analisadas
(Branquias, epiderme e hepatécitos) apresentaram padrées numéricos
inconsistentes com uma possivel indicacdo de alteragfes dessas estruturas

como resposta a contaminacgao pelo cromo hexavalente.

Em condicdo experimental controlada, a concentracdo responsavel pela morte
de 50% dos exemplares juvenis de tambaquis (Colossoma macropomum)
expostos ao Cromo hexavalente em periodo de 96 horas de exposicao,
denominada como CLsg, foi de 27,5 mg/L. Concentragéo atingida nessa etapa
do experimento indica uma boa tolerancia dos animais testados a

contaminagdo por Cromo hexavalente, superando consideravelmente a
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méxima concentracao utilizada na analise de absorcao pelos animais de Cromo
hexavalente em niveis de concentracdo de 0,05 mg/L, 0,5 mg/L, 5 mg/L em

periodos de 5, 10 e 15 dias realizada nesse experimento.

7. RECOMENDACOES

Apbés a realizacdo desses estudos e andlise de seus resultados,
achamos que a utilizacdo do Tambaqui (Colossoma macropomum) € viavel
para a bioindicacdo de contaminacdo por Cromo hexavalente, tanto em
ambientes controlados como em ambientes naturais que estejam contaminados
Ou em suspeita para a contaminacdo. Os resultados desse trabalho se
mostraram ilucidativos e confidveis para concluirmos a viabilidade desse uso,
principalmente em regides que apresentem esse tipo de espécie como
componente da ictiofauna ou climatologia semelhante a encontrada nesses
ambientes, como é o caso da regido norte do Brasil. Recomendamos a
continuacdo das analises quantitativas contaminacdo por Cromo em massa
seca em exemplares juvenis de Tambaquis (Colossoma macropomum) em
concentracbes superiores as trabalhadas nesse experimento para a
observacdo da persisténcia do padréo de proporcionalidade encontrado esses
experimentos. E também recomendavel a realizacdo de analise da arquitetura
histolégica das branquias e de outros O6rgdos desses animais expostos a
concentracfes superiores do Cromo hexavalente para a confirmacdo dos
aspectos qualitativos observados nas branquias dos animais utilizados nesse
estudo, bem como para a constatacdo de alteracbes ndo observadas ou de

aspectos inconclusivos nesse trabalho.
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