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RESUMO

Em virias regides do mundo, os rejeitos produzidos nas residéncias e industrias sdo as
principais fontes de poluentes do ecossistema aquatico de dgua doce. Deste modo, torna-se
imperativo o emprego de metodologias que auxiliem nos procedimentos de monitoragdao
ambiental. Assim, o uso de organismos como biomonitores vém crescendo cada vez mais na
atualidade, sendo utilizado modelos que apresentem respostas que possam ser adequadamente
avaliadas. Neste trabalho, foi investigado os efeitos genotdxicos e citotoxicos ocasionados por
elementos quimicos presentes no lodo de esgoto doméstico e industrial por meio da andlise de
alteracdes em biomarcadores e da bioacumulagdo de elementos quimicos presentes no
molusco Biomphalaria glabrata. Para a realizacdo dos testes, foram utilizadas as
concentracdes de 50, 100, 150 e 500 mg/L dos materiais de referéncia SRM 2781 Domestic
Sludge and SRM 2782 Industrial Sludge. Todos os ensaios foram executados apds os animais
serem submetidos aos lodos de forma aguda (horas) e cronica (15 dias). Foram realizados
ensaios de toxicidade com caramujos adultos e embrides. Em seguida, foi procedida a
contagem de hemocitos por meio da quantificagdo de células vidveis com auxilio da cadmara
de Neubauer. Posteriormente, os hemdcitos foram analisados quanto a presenca de alteragdes
citoplasmdticas e nucleares. Subsequentemente, o teste do cometa foi realizado para
quantificar os danos genotoxicos originados pela exposicdo aos lodos. Além dos
biomarcadores, foram realizadas quantificacdes dos elementos quimicos acumulados nos
tecidos moles do molusco com a utilizagdo de técnicas espectrométricas GFAAS e ICP-MS.
Os caramujos adultos e embrides de B. glabrata expostos aos lodos ndo apresentaram
alteracdes morfoldgicas significativas, nem alteragdes na viabilidade celular dos hemdocitos.
No entanto, os lodos ocasionaram efeitos deletérios nos moluscos confirmados apds a
realizacdo dos testes de genotoxicidade celular. As andlises quimicas demonstraram a
presenca de vérios elementos quimicos no corpo dos caramujos expostos aos lodos, sendo
alguns considerados téxicos em elevadas concentragdes. Portanto, os lodos de esgoto
doméstico e industrial provavelmente provocaram danos genotdxicos e citotoxicos nas células
dos moluscos em decorréncia da presenca de altas concentragdes de elementos quimicos
bioacumulados em seus tecidos.

Palavras-chave: Bioacumulagdo. Biomphalaria glabrata. Genotoxicidade. Hemdcito. Lodo de
esgoto.



ABSTRACT

In many regions of the world, tailings produced in homes and industries are the main
sources of pollutants for the freshwater aquatic ecosystem. Therefore, it is imperative to use
methodologies that may help in environmental monitoring procedures. Thus, the use of
organisms as biomonitors has been growing increasingly in the present time, using models
that present answers that can be adequately evaluated. In this work, we investigated the
genotoxic and cytotoxic effects caused by chemical elements present in domestic and
industrial sewage sludge by analyzing changes in biomarkers and bioaccumulation of
chemical elements present in the mollusk Biomphalaria glabrata. For the tests, the
concentrations of 50, 100, 150 and 500 mg/L of the reference materials SRM 2781 Domestic
Sludge and SRM 2782 Industrial Sludge were used. All the tests were performed after the
acute (48 hours) and chronic (15 days) exposure of animals to the sludges. Toxicity tests were
performed with adult snails and embryos. Hemocytes were then counted by means of the
quantification of viable cells with the aid of the Neubauer chamber. Subsequently, the
hemocytes were analyzed for the presence of cytoplasmic and nuclear alterations. Then, the
comet test was performed to quantify the genotoxic damage caused by exposure to sludges. In
addition to the biomarkers, the chemical elements accumulated in the soft tissues of the
mollusk were measured using GFAAS and ICP-MS spectrometric techniques. The adult snails
and embryos of B. glabrata exposed to the sludge did not present significant morphological
alterations, nor did they alter the cellular viability of the hemocytes. However, the sludge
caused deleterious effects on the mollusks confirmed after performing the cellular
genotoxicity tests. The chemical analyzes showed the presence of several chemical elements
in the body of the snails exposed to the sludge, some being considered toxic in high
concentrations. Therefore, the domestic and industrial sludges probably caused genotoxic and
cytotoxic damages in mollusk cells due to the presence of high concentrations of
bioaccumulated chemical elements in their tissues.

Keywords: Bioaccumulation. Biomphalaria glabrata. Genotoxicity. Hemocyte. Sewage
sludge.
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1 INTRODUCAO

A constante preocupacdo com a monitoracdo dos ambientes aqudticos € necessdria,
pois os danos ocasionados por poluentes potencialmente genotéxicos no meio sao pouco
conhecidos. Sabe-se, porém, do potencial genotoxico e mutagénico, presente em alguns
poluentes aquaticos (TALLARICO et al., 2014). O aperfeicoamento de metodologias capazes
de detectar e quantificar a existéncia desses agentes genotoxicos em meio aqudtico torna-se de
suma importancia para que agéncias de vigilancias ambientais sejam capazes de elaborar e
implementar procedimentos que possam suprimir ou reduzir a presenca das substincias

poluentes, tais como os lodos de esgoto doméstico e industrial.

Por ser constituido de uma complexa mistura de substancias quimicas, a composicao e
propriedades dos lodos de esgoto produzidos por estacdes de tratamento sdo varidveis, pois
dependem da caracteristica das aguas residuais e da concentracdo de poluentes presentes,
método de tratamento utilizado, legislacdo seguida, requisitos de recuperacdo de dgua, fases
de processamento, variacdes sazonais, duragdo e condi¢des de armazenamento e dos agentes
coagulantes utilizados (SYED-HASSAN et al., 2017; ZAKER et al.,, 2019). Dentre as
principais substancias poluentes encontradas nos lodos de esgotos podem ser mencionados os
varios elementos quimicos toxicos, incluindo zinco, cobre, niquel, cddmio, chumbo, mercirio
e cromo, além de compostos organicos como os bifenilos policlorados, hidrocarbonetos
arométicos policiclicos, dibenzodioxinas policloradas, dibenzofuranos policlorados, sulfonato

de alquilbenzeno linear e alquilfendis (BARAKAT et al., 2017).

Dessa forma, vérias espécies de moluscos de 4dgua doce e marinhos, bem como
terrestres t€ém sido empregados para a avaliar danos no material genético in vitro e in vivo.
Estudos foram feitos em vdrios tipos de células desde linhagens embriondrias até adultas, tais
como hemdcitos, células oriundas das branquias, hepatopancreas e glandulas digestivas, em
que foram demonstrados os efeitos deletérios das radiacdes ionizantes, ndo ionizantes e de
vdrias substancias quimicas, entre os quais os elementos quimicos toxicos, por meio de
ensaios de genotoxicidade, como o ensaio cometa, produzindo resultados positivos, indicando
efeitos danosos ao DNA (GAJSKI et al., 2019). O teste do micronicleo também tem sido
muito utilizado para avaliagdo de danos nucleares em células de moluscos expostos a agentes
poluentes quimicos, bem como os ocasionados pelas radiagdes ionizantes (SANTOS et al.,

2018; LIMA et al., 2019).
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O molusco Biomphalaria glabrata tem sido utilizado como bioindicador ambiental
tanto para agentes fisicos quanto para agentes quimicos (ESTEVAN et al., 2006; SILVA et
al., 2008; TALLARICO et al., 2014). Segundo relatos encontrados na literatura, este molusco
agrega em sua biologia, caracteristicas primordiais de um bom bioindicador ambiental, tais
como: sensibilidade a poluentes, reproducdo rdpida e continua ao longo do ano, em condi¢des
controladas, garantindo a realizacdo de experimentos em temperatura ambiente (SANTOS et
al., 2018; LIMA et al., 2019). Além disso, essa espécie possui larga distribuicdo geogrifica,
baixa dispersdo e facil coleta. A manutencdo em laboratério também € facilitada pelo curto
ciclo de vida, ocupacdo de pouco espaco fisico e baixo custo econdmico
(GRAZEFFE et al., 2008). Estes estudos vém utilizando técnicas macroscOpicas que avaliam
modificagdes na capacidade reprodutiva dos animais relacionadas com a fecundidade e a
fertilidade, além da letalidade destes espécimes frente a estes agentes (CANTINHA et al.,
2010; SILVA et al., 2008; VAZ et al., 2010). No entanto, novas metodologias auxiliardo a
obtencdo de resultados mais exatos quanto ao verdadeiro impacto da exposicao de B. glabrata
a residuos como lodo de esgoto doméstico e industrial, pois seu emprego como biomonitor

ainda nao foi amplamente estudado na literatura.

A padronizacio adequada das técnicas com materiais de referéncia também favorecera
a aplicacdo desse organismo como biomonitor da qualidade ambiental. Pois, com o aumento
expressivo da quantidade de rejeitos domésticos, industriais e agricolas lancados na natureza,
ocasionado pelo crescimento tecnoldgico e a expansdo populacional (EEA, 2005), existe a
necessidade de desenvolver agdes de monitoracdo dos efeitos nocivos destes residuos no
ambiente e sobre os seres vivos. Deste modo, o presente trabalho tem como objetivo
investigar o comportamento de B. glabrata com relagdo a exposicdo aos lodos doméstico e
industrial (Standard Reference Material® 2781 - Domestic Sludge e Standard Reference

Material® 2782 - Industrial Slugde), tendo como objetivos especificos:

e Determinar o percentual de sobrevivéncia dos moluscos B. glabrata apds exposi¢ao

aos lodos de esgotos;

e Verificar a inducdo de efeitos letais e mutagé€nicos dos lodos de esgotos sobre os

embrides de B. glabrata,

e Determinar a viabilidade celular e o nimero de hemdcitos apds exposicao aos lodos de

esgoto;
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Avaliar os efeitos genotéxicos dos lodos de esgoto por ensaio do microntcleo;

Adaptar a metodologia do ensaio cometa para avaliacdo de alteragdes no material
genético de B. glabrata expostos ao material de referéncia de lodos doméstico e

industrial;

Avaliar a capacidade de acumulagdo de elementos quimicos pelo B. glabrata expostos

a0 lodo doméstico e industrial.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Poluicao ambiental

A necessidade de monitoracdo de recursos hidricos € decorrente do fato de que a
poluicdo ambiental € umas das grandes preocupagdes da sociedade moderna devido ao
potencial impactante em praticamente todos os ecossistemas existentes na terra. Suas causas
estdo diretamente relacionadas com as atividades desenvolvidas pelos seres humanos, desde a
agricultura, passando pelo advento da revolugdo industrial, no qual foi verificado um
expressivo aumento na utilizacdo de matéria-prima e nas emissdes de substincias nocivas

para o ambiente (FUGIEL et al., 2017).

Viérios desses poluentes sdo responsdveis pela exacerbacdo do efeito estufa,
acidificacdo dos solos, formagdo de poluentes fotoquimicos e particulados que,
consequentemente, acarretaram danos a saide humana e graves desequilibrios nos
ecossistemas. Além disto, atualmente, o continuo aumento da populacdo vem acarretando
aumento da polui¢do atmosférica, aquética e dos solos, origindrias ndo somente das industrias,
mas de outras fontes como a agricultura e residuos domésticos (MCCRINK-GOODE, 2014).
Esses tipos de polui¢do afetam grandemente a qualidade do lodo de esgoto produzido por
estacOes de tratamento, proporcionando diversos poluentes que podem contribuir para os

danos observados em organismos biomonitores.

2.2 Poluicao do ar

A contaminag¢do do ar é causada principalmente pela emissdo de substincias tdxicas,
que podem ser particuladas ou gasosas. Estas substancias sdo lancadas na atmosfera terrestre
em sua grande maioria pela intensa atividade antropogé€nica, mas também, podem ser
naturalmente geradas e emitidas para o ambiente por meio da producdo de gases téxicos
oriundos da atividade vulcanica. Estes poluentes atmosféricos sdo responsdveis por danos a
satide humana e aos ecossistemas. E estimado que a poluicdo do ar seja responsével por cerca
de 5% da carga global de doencas, incluindo os casos de asmas e outras doencas respiratérias
alérgicas, disfungdes cardiovasculares (enfarte do miocérdio, arritmia, acidente vascular
cerebral e insuficiéncia cardiaca), distirbios neurocognitivos € comportamentais, problemas

pulmonares e alteragdes na gravidez, provocando restricdo do crescimento fetal, nascimento
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prematuro, baixo peso ao nascer, comprometimento do sistema imunoldgico e morte fetal,
entres outras complicacdes verificadas durante o periodo gestacional (BROOK, et al., 2010;

VALLERO, 2014; LEVY, 2015; KORTEN et al., 2017; RICH, 2017).

Ao longo dos anos, estudos vém demonstrando que a quantidade de elementos
quimicos téxicos lancados na atmosfera pela industria, transporte, agricultura, producao de
energia, € muitas outras atividades humanas estd aumentando. Uma vez emitidos para a
atmosfera, estes elementos quimicos podem ser submetidos a transformacdes quimicas
capazes de aumentar seu potencial em provocar danos nos diferentes ecossistemas e aos
organismos presentes nos mesmos. O impacto ocasionado por esse tipo de poluente dependera
da sua concentracdo no ambiente e da acumulada pelo organismo alvo (RAO et al., 2014;

RODRIGUEZ et al., 2016).

A poluicao do ar nos diversos ecossistemas e 0 modo pelo qual ela ocasiona prejuizos
a biodiversidade é variado, podendo, até mesmo, induzir perdas irreversiveis de espécies da
fauna e flora (BOLUND; HUNHAMMAR, 1999). Existe uma enorme quantidade de
substancias nocivas, no entanto, trés grandes grupos de poluentes atmosféricos sao motivo de
preocupacdo em se tratando de originar danos ao meio ambiente. Estes grupos de
contaminantes sao os metais, eutrofizantes, oxidantes fotoquimicos e acidificantes. Os
contaminantes pertencentes ao grupo dos metais sdo caracterizados pela deposicdo de material

particulado ou através das precipitagdes pluviais (ASHOMORE, 2013).

O dano que um poluente pode gerar em um organismo € complexo e pode envolver
diversos fatores. O mais importante destes fatores é a dose recebida do contaminante. Este

fator ird depender da concentracdo da substancia no ambiente e do periodo de exposicdo a

mesma (SAVA; CARSTEN, 2012; CASCIO, 2016).

Além disso, tem ficado cada vez mais evidente que paises industrializados empregam
varios tipos de poluentes ambientais com potencial para contaminar tanto o meio atmosférico
quanto o aquético, sendo os metais pesados um dos principais tipos de poluentes particulados

com elevada capacidade de se depositar no ambiente aquatico (PANAHI et al., 2018).
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2.3 Poluicao do solo

Os principais contaminantes do solo sdo produtos quimicos toxicos, produzidos pela
atividade e gestdo ineficiente de residuos das industrias, subprodutos da mineracdo e
deposi¢ao de material particulado presente no ar. Estas substancias entram em contato com o
meio ambiente em vdrias etapas da atividade industrial. As indudstrias de petréleo e gestdo de
residuos urbanos e industriais s@o as fontes de polui¢do mais frequentes dentro desta categoria

(TARAZONA, 2014a; AHMAD et al., 2015; CACHADA et al., 2016).

Dentre os fertilizantes utilizados nas lavouras, o lodo de esgoto tem sido bastante
empregado como adubo orginico e inorganico. No entanto, a aplicacdo deste produto em
terras agricolas, especialmente em solos rasos, necessita que estes compostos apresentem
niveis adequados de elementos quimicos toxicos, sendo necessdria a monitoracdo de seus
efeitos tanto no solo quanto nas plantas. O uso do lodo de esgoto tratado, como fertilizante,
tem sido responsdvel por modificagdes no solo, resultando em altas concentragdes de

elementos quimicos téxicos, o que tem limitado a sua utilizacdo (HEI et al., 2016).

Assim, grande parte dos processos de contamina¢do dos solos podem ocasionar
reflexos negativos no ecossistema aquatico, um dos principais pode ser verificado durante o
descarte de residuos e efluentes origindrios das atividades humanas, pois em muitas regides
ndo existe um tratamento prévio dos rejeitos produzidos. Assim, os recursos hidricos nessas
localidades apresentam uma elevada probabilidade de serem contaminados com elementos
quimicos téxicos como arsénio, chumbo, cddmio, mercirio, zinco, manganés e ferro

(GYAMFI et al., 2019).

2.4 Poluicao da agua

A poluicdo por elementos quimicos toxicos € resultante, principalmente, da atividade
antropica, causada pela liberacdo elevada destes elementos para o ambiente, podendo
provocar efeitos adversos sobre o ecossistema aqudtico e a saide humana (BRACK et al.,
2016; WILHELM, 2009). A qualidade da dgua € definida por um conjunto de parametros
gerais, tais como oxigénio dissolvido, alcalinidade, pH, dureza, condutividade, salinidade,
turbidez, entre outras caracteristicas. Essas propriedades estdo relacionadas com as condicdes
geoldgicas e ecoldgicas dos locais onde a dgua é encontrada. Embora exista uma grande

variabilidade, as caracteristicas sdo mantidas dentro de certos limites em cada corpo de dgua
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especifico. Nesse caso, a biodiversidade aqudtica local estd bem adaptada as condi¢des do
ambiente aqudtico. No entanto, diversas atividades antropicas tém liberado grandes
quantidades de substincias quimicas contaminantes, a exemplo dos elementos quimicos
téxicos, em niveis que excedem a capacidade dos ecossistemas aqudticos de manterem as
condi¢des apropriadas da qualidade da dgua, resultando em danos ao ambiente e aos

organismos que ali vivem (TARAZONA, 2014b).

Os efluentes de esgoto sao rejeitos produzidos pelas estacdes de tratamento de dguas
residuais domésticas ou industriais. Mais de 20 milhdes de toneladas de lodo de esgoto secos
sdo produzidos todos os anos (MELERO et al., 2015), sendo que este montante deverd
aumentar no futuro préximo devido, sobretudo, a crescente urbanizac¢do e industrializacdo.
Desta maneira, a elevacdo deste tipo de polui¢do acarretada pelos efluentes residuais de
esgoto doméstico e industrial t€m se mostrado alarmante, e consequentemente, gerando
grande preocupacgdo devido a quantidade e risco cada vez maior para o meio ambiente. Estes
compostos, contém vdrias substincias organicas e inorganicas, além de diferentes elementos
quimicos, alguns téxicos. Assim, € importante destinar esses residuos de maneira apropriada
(WU et al., 2017). Além disso, os elementos quimicos téxicos presentes nos lodos de esgoto
podem ser produzidos naturalmente pela erosdao prolongada de solos e rochas, que
subsequentemente sdo depositados em sistemas aqudticos. Alguns destes elementos, incluindo
mercurio, cromo, cddmio, niquel, cobre, chumbo, arsénio entre outros, quando adentram a
cadeia alimentar, podem originar elevada toxicidade para os organismos presentes no meio

ambiente (ZHOU, et al., 2008).

2.5 Contaminacio ambiental por elementos quimicos

Dentre alguns dos elementos relacionados com a contaminacdo do ambiente e dos
organismos por lodo de esgoto tratado, podem ser mencionados: arsénio, chumbo, cddmio,
mercuirio, zinco, aluminio, titdnio, tungsténio, ferro, cromo, manganés, niquel, cobre,

molibdénio, bario e estroncio (CALLENDER, 2014).

Os elementos quimicos puramente téxicos sdo aqueles que formam compostos
soliveis e biodisponiveis nao possuindo nenhuma fun¢do para o organismo, sendo capazes de
substituir um elemento essencial (Cr, Mo, Mn, Co, Ni, Cu e Zn, por exemplo) ou desregular

uma funcao bioldgica. Os principais elementos téxicos sdo os fons metélicos, entretanto, deve
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ser mencionado que os elementos quimicos mais leves (quer sejam metélicos ou nao) também
podem apresentar toxicidade, da mesma maneira que os elementos essenciais, pois quando
presentes em quantidades elevadas podem gerar prejuizo ao sistema bioldgico. A principal
diferenca entre os elementos toxicos e essenciais € que ndo existem efeitos benéficos para

espécies toxicas em qualquer faixa de concentragdo (PALACIOS; CAPDEVILA, 2013).

No ambiente aqudtico, o aumento na concentragdo de contaminantes, como O0S
elementos quimicos toxicos, impacta diretamente a disponibilidade e qualidade da 4gua,
consequentemente, afetando de forma negativa os organismos mais sensiveis, além de
provocar outras alteragdes no ecossistema. Contudo, os metais sdo preconizados como 0s
principais elementos potencialmente toxicos responsaveis pelo elevado risco de contaminagdo

ambiental (LOPEZ-DOVAL et al., 2012).

Além disso, a toxicidade de determinados elementos quimicos estd fortemente
correlacionada com sua solubilidade. Os compostos que apresentam baixa solubilidade,
normalmente, demonstram toxicidade desprezivel, enquanto os de maior toxicidade sdo
normalmente altamente soliveis em meios aquosos. No caso dos ifons metdlicos, sua
toxicidade também é dependente de sua forma quimica. Certos metais, como chumbo,
arsénio, mercurio, cddmio entre outros, podem dar origem, em condi¢cdes naturais, a
compostos organometélicos, e isto, pode elevar ou reduzir a toxicidade do elemento quimico

presente na molécula (PALACIOS; CAPDEVILA, 2013).

Nos sistemas bioldgicos, a via habitual de contaminag¢do por elementos quimicos
toxicos € a dieta. A bioacumulag¢do destes elementos quimicos nos organismos vivos €
especialmente favorecida quando a sua forma quimica se mostra lipofilica. Esta caracteristica
¢ comum para a maioria dos elementos quimicos toxicos, podendo levar a toxicidade cronica,
principalmente devido a continua acumulacido nos tecidos e 6rgdos. Por conseguinte, varias
patologias podem estar correlacionadas a presenca de elementos t6xicos no organismo, a
exemplo da doenca de itai-itai (doenga déi-doi), uma disfung@o que atinge o sistema renal e o
tecido Osseo, verificado no Japdo devido a exposicdo a altas concentracdes de cddmio

(NOGAWA et al., 2018).

De forma semelhante, estudos populacionais realizados na China atribuiram o
desenvolvimento de osteoporose e fraturas Osseas, além de demonstrar a ligacdo com vérias

formas de cancer, a individuos expostos ao cddmio por um longo periodo. Outro elemento
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téxico inorganico que a populacdo estd exposta a quantidades excessivas € o arsénio, que tem
provocado um nimero elevado de casos de cancer de pulmao, bexiga, pele, hepético e renal,
além de, lesdes cutaneas e efeitos adversos em fetos e lactantes. Diversos casos de intoxicacdo
pelo arsénio foram relatados em regides de Bangladesh e China, devido, principalmente, a
mudancas nas fontes de obtencdo de dgua potdvel e ao uso intensivo de carvdo mineral para

producdo de energia, respectivamente (NORDBELG; NORDBELG, 2016).

A toxicidade destes elementos quimicos estd fortemente relacionada com suas
caracteristicas toxicocinéticas como absorc¢ao, distribui¢do, metabolismo e modo de excregao,
além de suas caracteristicas toxicodindmicas como a ligagcdo e interacdo com alvos especificos
para inducdo de efeitos deletérios ao sistema bioldgico (DORNE et al., 2011). Para que possa
exercer seu efeito lesivo, o elemento quimico capaz de gerar efeito toxico tem de penetrar na
célula através da membrana. A travessia da membrana ¢ facilitada por determinadas proteinas
envolvidas no processo de transporte ativo. Esta penetracdo também pode ocorrer por difusdo
passiva por canais i0nicos ou através da camada lipidica, desde que o composto exiba

propriedades lipofilicas (PALACIOS; CAPDEVILA, 2013).

A acumulagdo desses elementos quimicos téxicos pode causar danos severos a varios
tipos de tecidos. Uma vez dentro da célula, os elementos quimicos podem exercer efeitos
danosos de diferentes maneiras, tais como: intervencdo nos processos metabodlicos,
substituindo ou mimetizando a acdo de elementos quimicos essenciais para a manutencao das
funcdes bioldgicas; inibindo enzimas; alterando estrutura e funcdo de organelas celulares.
Estes elementos quimicos podem provocar o acimulo em certas regides do sistema biolgico
até promover prejuizos fisicos ou alteragdes no material genético, causando efeitos

genotdxicos nos organismos (SONG; LI, 2015; KOPP et al., 2018).

Além disso, estudos detalhados realizados nas tltimas duas décadas demonstraram que
ferro, cobre, cddmio, cromo, mercurio, niquel e vanadio possuem potencial para a producdo
de entidades quimicas altamente reativas, os radicais livres. Estes incluem uma ampla
variedade de radicais de oxigénio, carbono e enxofre, provenientes do peréxido de hidrogénio
e radical super6xido, bem como quelatos de aminodcidos e proteinas complexadas com metais
téxicos. Todos tém a capacidade de provocar peroxidacao lipidica, danos a estrutura do DNA,
oxidacdo de grupos sulfidrilas em proteinas, deple¢do de antioxidantes, dentre outros efeitos

(VALKO et al., 2005).
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2.6 Efeito genotoxico das substancias no ambiente aquatico

No ecossistema aqudtico, dentre a biodiversidade existente, pode-se destacar os
invertebrados como organismos importantes devido ao seu ndmero expressivo. Os
invertebrados desempenham um importante papel no funcionamento e manutencdo dos
ecossistemas aqudticos e apresentam elevada relevancia para abordagens experimentais em

laboratério e no campo (TURAK et al., 2015).

Organismos invertebrados podem ser empregados como bioindicadores para avaliagio
de danos causados ao material genético e para a monitoragdo de diversos ecossistemas, pois
demonstram elevada capacidade para responder a estimulos relacionados aos mais diversos
agentes causadores de contaminagao ambiental (LEME; MARINMORALES, 2009). Os testes
genotoxicos (teste do micronucleo, letal dominante e o ensaio do cometa) permitem a
observacdo de diferentes parametros genéticos que passam por modificacdes em decorréncia
do estresse sofrido pelo sistema bioldgico a exposicdo a agentes quimicos ou fisicos

(GRANT, 1994).

Os efeitos deletérios estdo relacionados com distirbios estruturais de componentes
genéticos, tais como a alteracdo da integridade e fung¢do do &cido desoxirribonucleico,
refletindo em alteracdes nucleares, que ocorrem a partir de mutagdes pontuais, tanto em

células individuais como em estruturas mais complexas (GRANT, 1994).

Os agentes genotoxicos sdao amplamente distribuidos no ambiente podendo ser
classificados em: biolégicos (virus, patdgenos e parasitas, entre outros), quimicos (elementos
quimicos téxicos, pesticidas, drogas farmacéuticas e compostos naturais e sintéticos) e fisicos
(radiacdo ionizante e raios ultravioleta). Os agentes quimicos podem ser produzidos de forma
endégena como resultado de interacbes quimicas em sistemas bioldgicos, como os

subprodutos do metabolismo oxidativo celular (TCHOUNWOU, 2013).

As substancias genotéxicas tém afinidade para interagir com o DNA, o que ndo
constitui necessariamente uma prova de periculosidade com relacdo a saide. Entretanto sdo
potencialmente mutagénicas ou carcinogénicas, capazes de induzir mutacdes genéticas,

contribuindo para o desenvolvimento de tumores (GRANT, 1994).
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Um dos mais importantes efeitos causados pelas substincias genotdxicas sdo as
alteracdes cromossOmicas estruturais ou numéricas, que podem acontecer em qualquer fase do
ciclo celular (préfase, metafase, anifase e telofase). Tais alteragdes sao consideradas
evidéncias de efeitos mutagénicos, induzidos por agente clastogénicos e/ou aneugénicos. Os
agentes clastogénicos tém a capacidade de causar mudangas na estrutura e numero dos
cromossomos e cromatideos. Os aneugénicos sdo agentes quimicos, que em nivel molecular,
impedem a fixacao das fibras do fuso ao cinetécoro durante a divisdo celular (HOUK, 1992;
TCHOUNWOU, 2013). Contudo, s@o poucas as substancias, dentre as existentes, que sao
devidamente conhecidas com respeito aos efeitos genotoxicos, como, por exemplo, misturas

complexas como € o caso de lodos de esgoto de estagdes de tratamento.

2.7 Lodo de esgoto

A atividade humana resulta na produgdo de grandes volumes de dguas residuais no
mundo. Grande parte desta dgua residual passa por processos de tratamento fisico (tais como a
flotacio e sedimentacdo), quimico (a exemplo da floculacdo) e bioldgico (tratamento
microbiano) para remocao de compostos organicos suspensos e dissolvidos, s6lidos, agentes
patogénicos e outros agentes contaminantes. Em seguida, o efluente tratado é despejado para
massas de dgua superficiais. Durante as vérias fases de tratamento das dguas residuais, os
solidos sdo separados a partir de sua matriz. O montante de residuos semi-sélidos gerados
durante o processo de tratamento primario (fisico e quimico) e secundario (bioldgico) da dgua
residual é chamado de lodo, sendo classificado em primdrio e secunddrio, respectivamente

(RAHEEM et al., 2018).

O lodo de esgoto ¢ comumente encontrado em processos naturais e industriais. Pode se
originar normalmente na parte inferior de um corpo de dgua (mares, rios, lagos ou pantanos),
por processos naturais de sedimentagdo de materiais s6lidos constituidos de matéria organica,
argila e areia. E formado por aproximadamente 1-5% de materiais sélidos, 60% de compostos
organicos nao toxicos, poluentes organicos, patdgenos e componentes inorganicos. Contudo,
mais de 95% do lodo de esgoto é constituido por dgua (WANG et al., 2008; TEZEL et
al., 2011).

Os componentes retirados de dguas residuais oriundas de instalacdes domésticas e

industriais apresentam durante o processo de tratamento diversos tipos de rejeitos sélidos e
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com alta concentracdo de matéria organica. O lodo € caracterizado apds toda a remoc¢do de
residuos sdlidos presentes na dgua residual, esta retirada é realizada em locais chamados de
instalacdo de tratamento de dguas. Pode ser de dois tipos, lodo doméstico e industrial. Apds a
obtencdo do lodo, andlises quimicas quantitativas demonstraram que estes produtos
apresentam a capacidade de serem utilizados no setor agricola, para fertilizagdo ou
recuperacdo dos solos, devido a presenca de vérios elementos quimicos € compostos
organicos que podem ser aproveitados como um tipo de adubo para fornecer as plantas
nutrientes para o seu desenvolvimento. Contudo, seu emprego deve ser moderado, pois em
grandes quantidades este material pode conter concentracdes elevadas de substincias
quimicas potencialmente perigosas para o solo e 4dguas de lengGis fredticos (CIESLIK, et al.,

2015).

Assim, o lodo de esgoto (doméstico e industrial) por ser uma fonte rica em nutrientes
organicos pode ser um carreador para varios tipos de contaminantes, tais como elementos
quimicos potencialmente toxicos, xenobidticos organicos € microrganismos patogénicos.
Portanto, é necessdrio estudar sua toxicidade para conferir mais seguranga para sua utilizagao,
principalmente porque seu uso tem se tornado cada vez mais comum no setor agricola
(BLOEM et al., 2017). Desse modo, a utilizacdo de biomonitores e marcadores bioldgicos
podem ser considerados uma boa alternativa para avaliacdo do potencial téxico destes lodos

de esgoto.

2.8 Bioindicador e biomarcador

Nas udltimas décadas, a polui¢do e contamina¢do dos ecossistemas aquaticos por metais
tém se tornado um problema global cada vez mais relevante. Essas substancias podem entrar
em contato com diversos tipos de ambientes aqudticos, principalmente, por meio das
atividades antropogeénicas. Foi verificado que os principais agentes poluentes sdo os residuos
de efluentes industriais e domésticos, compostos empregados na agricultura como os
pesticidas e fertilizantes inorganicos e lixiviagdo de aterros sanitdrios, além desta fontes
artificiais de contaminacdo, atividades oriundas de processos naturais como intemperisSmo
geoldgico da crosta terrestre e deposicdo de poluentes atmosféricos também sdo responsdveis
por ocasionar poluicio no ecossistema aqudtico. Assim, o emprego de organismos
bioindicadores e biomarcadores tornam-se essenciais para a avaliacdo dos impactos

ambientais (BAT; ARIRI, 2018).
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Bioindicadores sdao definidos como espécies ou grupos de espécies utilizados para
indicar efeitos adversos gerados por algum tipo de contaminacdo. As espécies empregadas
como bioindicadoras geralmente sdo diferentes dos organismos modelos utilizados para a
investigacao toxicoldgica, pois estes modelos muitas vezes nao sdo espécies encontradas nos
ambientes a serem monitorados. A andlise dos efeitos adversos normalmente é mensurdvel
nos organismos por meio da alteracio no ndmero total das amostras ou pela variacdo na

abundancia relativa das espécies presentes no meio (NIKINMAA, 2014).

Espécies bioindicadoras ocupam uma grande variedade de ambientes. Suas
caracteristicas possibilitam a determinacio de quais organismos devem ser empregados para a
avaliacdo da qualidade dos ecossistemas em vdrias instancias. Tais espécies ndo imigram ou
emigram do ecossistema a ser analisado. Contudo, as diferentes propriedades de uma boa
espécie bioindicadora ndo sao facilmente encontradas em um tunico organismo. Além disso,
bioindicadores podem também ser tolerantes a agentes toxicos, desde que demonstrem uma
propriedade facilmente mensurédvel para avaliagdo de qualidade ambiental por biomarcadores

(SPARLING, 2016).

Os peixes sao muito utilizados como organismos bioindicadores da polui¢do
ambiental, principalmente quando se trata da contamina¢@o originada por metais pesados.
Virias espécies de peixes, tais como, Alburnus alburnus, Perca fluviatilis, Abramis brama,
Vimba vimba, Scardinius erythrophthalmus, Leuciscus aspius, Sander lucioperca e
Hypophthalmichthys nobilis, podem ser analisadas quanto as suas propriedades de

bioacumulacdo para elementos quimicos toxicos (STRUNGARU et al., 2018).

Outros organismos empregados para avaliacdo dos parametros ambientais sdo 0s
crustdceos por serem sensiveis a poluicdo. Espécies da familia Amphipoda sdo amplamente
empregados devido ao seu pequeno tamanho e abundancia no ecossistema de dgua doce
(CILIBERTI et al., 2017). Em testes realizados em laboratério, o camardo Palaemonetes
argentinus demonstrou sensibilidade apds exposicdo a poluentes orgadnicos € inorganicos

(BERTRAND et al., 2016a; 2016b).

Além das espécies mencionadas, um grupo de invertebrados que tem recebido ampla
atencao dos pesquisadores s@o as plandrias, pois apresentam caracteristicas bioldgicas tnicas,
como a forma primitiva do sistema nervoso central e notdvel capacidade de regeneragdao

tecidual. Estes animais de dgua doce t€m sido utilizados de forma crescente em ensaios de
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toxicidade quimica desde a década de 60. Os resultados de vdrios experimentos toxicoldgicos
sugerem que as plandrias de dgua doce podem servir ndo apenas como modelos alternativos
para exames de toxicidade quimica em laboratérios, mas também como potenciais

bioindicadores para a qualidade dos ambientes de 4gua doce (WU; LI, 2018).

Dentre os biomonitores utilizados para detectar e quantificar a presenca de elementos
quimicos téxicos no meio aqudtico, os moluscos Mytilus galloprovincialis € Rapana venosa,
sao espécies amplamente utilizadas para monitorar o nivel de poluicdo das dguas costeiras em
todo o mundo, em razdo de acumularem altas concentracdes de metais pesados em seus
tecidos moles. Sdo facilmente coletados e identificados, além de serem abundantes no

ecossistema (BAT; OZTEKIN, 2016).

Para avaliar a poluicdo por elementos quimicos metdlicos no meio aquatico, varios
organismos podem ser utilizados como bioindicadores, tais como algas, plantas aquéticas,
protozodrios, insetos, moluscos bivalves, moluscos gastropodes, crusticeos, peixes, anfibios,
plantas, mamiferos marinhos e aves. Cada bioindicador demonstra caracteristicas especificas
para determinacao da polui¢do por metais no ecossistema aquatico quando comparado com 0s

outros organismos (ZHOU et al., 2008).

Um biomarcador € uma caracteristica mensurdvel de um organismo que responde a um
agente toxico. Desta forma, o marcador biolégico € caracterizado pela desordem de uma
funcdo normal existente em um determinado sistema biolégico. Alguns dos biomarcadores
mais utilizados sdo enzimas antioxidantes, tais como, superdxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase, glutationa s-transferase e glutationa redutase, além de, formacdo de
micronucleos, aberracdes cromossdmicas, desenvolvimento de tumores, aumento da
frenquéncia de apoptoses, malformagdes embriondrias e mortalidade do organismo (LEE et

al., 2015; DUAN et al., 2018).

Assim, € necessario o entendimento de varios aspectos relacionados com o tipo de
biomarcador presente no organismo a ser utilizado, como por exemplo, a atuacdo dos
xenobidticos causando perturbacdes nestes sistemas vivos € quais as consequéncias destes
distirbios funcionais para o organismo. Os ensaios realizados com biomarcadores devem
avaliar o risco potencial de poluentes ambientais para as populacdes, comunidades ou
ecossistemas. S3o empregados na monitoracdo de possiveis efeitos danosos para os

organismos decorrentes da contamina¢do ambiental, e assim indicar em um menor tempo,
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provaveis danos irreversiveis. As principais caracteristicas de um bom marcador bioldgico
sdo: a capacidade de ser facilmente quantificados, possibilitar medi¢des rdpidas e de baixo
custo, apresentar especificidade para um tipo de substincia téxica a ser mensurada e
demonstrar resposta a concentra¢ao ou dose do contaminante presente no local MICHALAK;

CHOJNACKA, 2014; NIKINMAA, 2014).

E preciso salientar que organismos diferentes apresentam sensibilidades distintas aos
mais variados agentes xenobidticos. Desse modo, a eficiéncia na utilizagdo de biomarcadores
tem relevancia ecoldgica quando pode ser combinada com o conhecimento da sensibilidade
da espécie ao agente contaminante. Outro fator importante a ser considerado € o fato do
biomarcador além de ser influenciado pelo poluente ambiental de interesse, poder sofrer
interferéncias significantes de outros contaminantes presentes no meio (SOGORB et al.,

2014).

Os animais invertebrados t€ém sido o modelo de escolha para biomonitoramento e
bioindica¢do ambiental de poluentes, pois representam mais de 90% das espécies aqudticas.
Além disso, possibilitam a diminui¢do do uso de vertebrados superiores por razdes bioéticas,
reducdo do espago necessdrio para realizacao dos testes e apresenta baixo custo de aquisi¢do e
cuidados com animais (CHEUNG; LAM, 1998). Esses animais podem desempenhar um papel
relevante nos bioensaios para avaliar a toxicidade de compostos quimicos e em teste de novos
farmacos para doencas humanas e animais. No entanto, por sua importancia e papel
ecoldgico, os moluscos pertencentes a um dos filos do reino animal mais rico em espécies
apresentam caracteristicas que os tornam especialmente adequado para serem empregados

como modelos de monitoragdo ambiental (OEHLMANN; SCHULTE-OEHLMANN, 2003).

Entre os invertebrados, caramujos de dgua doce sdo comumente usados em estudos de
toxicidade aguda e cronica de substancias quimicas que poderiam prejudicar todos os filos de
vida aquética, bem como aves e mamiferos, incluindo seres humanos (WILSON-SANDERS,
2011). A compreensdo abrangente de moluscos como modelos de monitoracio ambiental é
uma abordagem de pesquisa importante e vidvel, pois, também deve ser considerado que os
moluscos s@o componentes muito importantes de determinados ecossistemas. Portanto, além
de seu papel como modelos para entender os efeitos de toxinas em outros animais, seu uso na
avaliacdo de toxicidade também ajuda a entender os efeitos ecoldgicos de toxinas em um

grande grupo de animais (HABIB et al., 2016). Dentre as espécies de moluscos, Biomphalaria
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glabrata apresenta diversas caracteristicas favordveis para a sua utilizacdo em estudos de

monitoragdo do meio aquético.

2.9 Biomphalaria glabrata

Os invertebrados constituem a grande maioria das espécies observadas nos
ecossistemas aquaticos, representam aproximadamente 90% dos organismos e, deste total,
80%, sdao moluscos classificados como gastrépodes. A classe gastropoda apresenta a maior
quantidade de moluscos existente, sendo descritas cerca de 30.000 espécies viventes e 15.000
formas fésseis. Os gastropodes foram capazes de adapta-se a uma grande diversidade de
habitat, dentre eles, o marinho, a 4gua doce e o ambiente terrestre (BARNES; RUPPERT,
1995). Dentre as espécies de moluscos de dgua doce, pode-se observar um grande interesse
pelo caramujo Biomphalaria glabrata (Figura 1), pois, além de ser uns dos hospedeiros
intermedidrios do Schistosoma mansoni, esta espécie € bastante utilizada como biomarcador e

bioindicador (TALLARICO et al., 2014).

Dentre as principais caracteristicas morfolégicas do molusco B. glabrata (Figura 2),
pode ser observada uma concha constituida por um disco em forma de espiral e diametro
variavel (podendo atingir 35 mm de diametro e 11 mm de largura) de acordo com a idade do
caramujo, presenca de um par de tentdculos longos e filiformes; olhos localizados na parte
inferior dos tentdculos, boca circundada pela mandibula, que € semelhante ao formato de T,
quando vista na posicdo frontal. Na regido do colo, localizam-se as aberturas genitais
masculina e feminina, localizada atrds da base do tentdculo esquerdo e sob a pseudobranquia,
respectivamente. Sua regido podal é alongada, o que influencia 0 modo como molusco se
movimenta, expondo sua massa cefalopodal unida pelo colo ao resto do corpo. A cavidade

pulmonar se encontra na parte cefalica da massa visceral (THIENGO; FERNANDEZ, 2008).
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Figura 1 - Exemplo do molusco Biomphalaria glabrata.

Fonte: O autor.

No ambiente natural, sdo encontrados normalmente exemplares com tamanho do
corpo que variam entre 1 e 2,5 cm, apresentando conchas com 4 a 6 giros. Esses caramujos
sdo hermafroditas, possuem gonada tnica, em forma de cacho, contendo numerosos 4cinos
denominados ovoteste. Os 6vulos e espermatozdides sdo formados em uma regido na qual
ambos ficam préximos entre si (CIMERMAM; CIMERMAM, 2001). Quando em coldnia, o
molusco B. glabrata adota, preferencialmente, a fecundacio cruzada como forma reprodutiva,
entretanto, podem modificar esta forma de procriacdo para a autofecundacao, principalmente

quando os animais estdo sob condi¢cdes ambientais hostis (PARAENSE, 1970).



30

Figura 2 - Corpo do molusco Biomphalaria glabrata

Biomphalaria glabrata, animal retirado da concha com o manto, visualizacdo dos 6rgdos internos. Massa
cefalopodal (ms), cavidade pulmonar (cp), mufla (mf), tentdculo (te), colo (c), abertura genital (om), colar ou
borda do manto (cm), pseudobrianquia (ps), pneumdstoma (pn), abertura anal (an), musculo columelar (mc),
crista lateral (cl), crista retal (ct), veia renal (vr), veia pulmonar (vp), tubo renal (tr), reto (tr), glandula de
albimen (ga), intestino anterior (ia), intestino médio (im), intestino posterior (ip), estdmago (et), glandula

digestiva (gd), pé (p), ovoteste (ot).

Fonte: Thiengo e Fernandez (2008); Paraense (1976).

B. glabrata demonstra grande capacidade adaptativa a variacdes ambientais, desta
maneira vivem em regides (Figura 3) que apresentam diferentes tipos de climas, como
florestas equatoriais e em ambientes aridos, além de sobreviverem em baixas e altas altitudes.
Geralmente, habitam cursos de d4gua com pouca velocidade, lagos e cole¢des de dgua parada,

suportam variacdo de pH entre 5,8 a 8§ (JURBERG et al., 1987).
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Figura 3 - Distribuicao espacial de Biomphalaria glabrata no Brasil.

500

kilometers

Municipios com Biomphalaria
* B. glabrata (805)
T

Fonte: Carvalho e Caldeira (2004).

O molusco B. glabrata apresenta propriedades que permitem seu uso em laboratorio
como indicador ambiental de diversos agentes contaminantes, nos quais sao quantificadas
alteracoes na sua capacidade reprodutiva e sobrevivéncia dos individuos adultos e/ou
embrides quando expostos as substancias testadas. Além disso, o uso de uma espécie
representativa com significado ecoldgico para o meio aqudtico a caracteriza como uma
importante ferramenta para o monitoramento de substancias poluentes do ecossistema de dgua
doce (ANSALDO et al., 2009; VAZ et al., 2010; TALLARICO et al., 2014; CANTINHA et
al., 2017; LIMA et al., 2019).

O B. glabrata foi a espécie de invertebrado empregado na biomonitoragdo da esta¢ao
de tratamento de efluentes do municipio de Suzano, localizado em Sdo Paulo, Brasil, por meio
de ensaios de toxicidade aguda e mutagenicidade (TALLARICO et al., 2014). Testes
realizados com o molusco B. glabrata evidenciaram que doses subletais de cidmio, chumbo e
arsénico podem impactar determinados estidgios do ciclo reprodutivo do invertebrado, o
processo de oviposicdo, capacidade de eclosdo e sobrevivéncia embriondria, demonstrando

que o desenvolvimento e a reproducdo dos caramujos foram significativamente
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comprometidos apds exposi¢do as concentracdes subletais dos contaminantes estudados.
Arsénio ocasionou os maiores danos ao processo de postura dos ovos de B. glabrata. Além
disso, cddmio e chumbo impactaram negativamente a sobrevivéncia dos embrides € no tempo

de eclosdao (ANSALDO et al., 2008).

Em outros trabalhos, biomarcadores avaliados no B. glabrata como a proteina HSP70
e células hemocitdrias foram utilizadas para avaliar os efeitos deletérios oriundos da
exposi¢cdo do caramujo adulto ao metal pesado cddmio (CANTINHA et al., 2017) e ao
herbicida oxyfluorfen (LIMA et al., 2019).

Mesmo com os ensaios e suas caracteristicas de bioindicador bastante exploradas,
pouco se conhece sobre a acumulacdo de elementos quimicos nos tecidos de B. glabrata.
Outro fator relevante € a auséncia de trabalhos com a exposicdo desse animal a residuos como
lodo doméstico e industrial, acompanhando o processo de acumulagao/eliminagdo e os efeitos

danosos ao material genético dos animais.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho estudou os aspectos genéticos e quimicos da exposi¢do de Biomphalaria
glabrata aos lodos doméstico e industrial por meio da viabilidade celular, embriotoxicidade,
ensaios de microndcleo e cometa em hemdcitos e a avaliacio da acumulacdo de elementos

quimicos nos tecidos dos animais apds a exposi¢ao.

3.1 Criacao e manutencio do molusco Biomphalaria glabrata

Foram utilizados animais adultos, pigmentados e sexualmente maduros da espécie
B. glabrata. Estes animais, oriundos de Sdo Lourenco da Mata - PE, foram criados no
moluscdrio do Laboratério de Radiobiologia localizado no Departamento de Biofisica e
Radiobiologia da UFPE e negativos quanto a presenga do platelminto Schistosoma mansoni,
os moluscos foram mantidos em aquérios (medindo 50 x 23 x 17 cm) com capacidade para
20 L, abastecidos com dgua filtrada e declorada, com pH em torno de 7,0 (Figura 4). Os
aquérios de criacdo dos espécimes foram dispostos em condi¢des controladas de temperatura
(25 £2°C), com ciclos de 12 h no escuro e 12 h sob luz quente incandescente. A alimentacao
dos moluscos foi realizada diariamente com alface organico (Lactuca sativa) e a troca da dgua

ocorria semanalmente com recolhimento das respectivas desovas (oviposi¢do).
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Figura 4 - Aquarios de criacao do molusco Biomphalaria glabrata.

Fonte: O autor.

3.2 Lodos utilizados no estudo

Para a realiza¢do dos experimentos de toxicidade e mutagenicidade foram utilizados
os materiais de referéncia correspondentes aos lodos doméstico SRM 2781 - Domestic Sludge
e industrial SRM 2782 - Industrial Sludge, produzidos pelo National Institute of Standards
and Technology (NIST).

O SRM 2781 é um lodo doméstico seco e pulverizado. Foi produzido a partir da
desidratacao parcial de amostras do esgoto da Metropolitan Denver Sewage Disposal District
No.1, de acordo com as especificacdes dos EUA. As amostras foram transportadas para
instalagdes do U.S. Geological Survey (Lakewood, CO), sendo submetidos a secagem a
temperatura ambiente em estufa. Em seguida, foram triturados até a obten¢do do didmetro
aproximado de 75 pm (200 mesh). Posteriormente, o material foi homogeneizado durante
24 h e esterilizado com a utilizagdo de radiacdo ionizante e uma amostra contendo 40 g foi
enviada ao National Institute of Standards and Technology (NIST) para ser certificada. Os
elementos quimicos certificados foram: As, Cd, Cr, Cu, Pb, Hg, Mo, Ni, Se, Ag, Zn, N, Be,
Al Ca, Fe, Mg, P, K, Si, Na e Ti (Anexo 1).
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O SRM 2782 foi obtido de um efluente industrial localizado no norte de New Jersey,
EUA. A coleta foi realizada com a assisténcia do Departamento de Protecdo Ambiental da
regido. O material foi liofilizado e transportado para as instalagcdes do U.S. Geological Survey
(USGS) em Denver. No USGS o material foi triturado até a obtenc¢do do didmetro aproximado
de 75 um (200 mesh), em seguida, o material foi homogeneizado, esterilizado e enviado para
certificagdo pelo NIST, semelhante ao realizado para o material de referéncia SRM 2781. Os
elementos quimicos certificados foram: As, Cd, Cr, Cu, Pb, Hg, Mo, Ni, Se, Ba, Ce, Co, Ga,
In, La, Ag, Ti, V, Al, Ca, Fe, Mg, P, K, Na, Sb, Eu, Au, Hf, Li, Mn, Rb, Sm, Ta, Tb, Th, U,
Yb, Y, C, Si, S (Anexo 2).

3.3 Bioacumulacao de elementos quimicos por Biomphalaria glabrata

Foram analisados o corpo (tecido mole) dos moluscos expostos as solucdes dos
materiais de referéncia dos lodos doméstico e industrial. Os caramujos foram divididos em 4
grupos por substancia a ser testada: um grupo controle (C) apenas com &4gua filtrada e
declorada e dois grupos expostos, separadamente, as solucdes dos lodos doméstico e

industrial nas concentra¢des de 50, 100 e 150 e 500 mg/L. Cada grupo conteve 30 animais.

3.3.1 Preparacdo das amostras para andlise

A preparagdo das amostras consistiu na separacdo dos corpos e conchas dos moluscos
B. glabrata com o auxilio de uma pinga metélica. Apds a separacdo do tecido mole da concha,
os animais foram sacrificados a partir da exposi¢do a temperatura de -4 °C. Em seguida, as
amostras foram aliquotadas, identificadas e congeladas a temperatura de -4 °C, para posterior
liofilizag¢do. O procedimento de liofiliza¢ado ocorreu por aproximadamente 48 horas ou até que
o peso da massa tornasse constante. Apds essa etapa, as amostras foram homogeneizadas com
pistilo e maceradas no almofariz de vidro, para evitar contamina¢do com elementos quimicos,
até a obtencdo de particulas de tamanho maximo de 18 mesh (1 mm). Em seguida, as
amostras foram encaminhadas para tratamento quimico e posterior andlise por ICP-MS e

GFAAS.
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3.3.2 Tratamento quimico para anélise por GFAAS e ICP-MS

Em todas as etapas de tratamento das amostras preparadas para andlise por GFAAS e
ICP-MS, foram utilizados &acidos ultrapuros e dgua padrdao Milli-Q (resistividade maior que
18,2 MQ.cm a 25 °C). Os reagentes utilizados possuiram nivel metrolégico elevado e o acido
nitrico usado para o tratamento quimico foi destilado para reduzir o risco de contaminagdo
com elementos quimicos. As solugdes foram preparadas com auxilio de uma micropipeta
automadtica calibrada (desvio de 0,2%), com ponteiras descartdveis, € manuseadas em capela
de fluxo laminar. As pesagens foram realizadas em balanga analitica com precisao de

0,00001 g.

Materiais, como vidrarias e frascos de pldsticos para armazenar as solucdes, foram
descontaminados por imersdo em solu¢do detergente de Extran alcalino a 5% por 24 h.
Posteriormente, as amostras foram enxaguadas com dgua abundante, e imersos em solugdo de

acido nitrico 10% por 24 h; enxaguados novamente e secos em capela de fluxo laminar.

Para realizacdo das andlises por GFAAS e ICP-MS, as amostras foram submetidas a
tratamento quimico com a utilizacdo de um banho de ultrassom (Thornton). Foi adicionado
peréxido de hidrogénio (H,0,) para auxiliar na decomposicao da matéria organica, impedindo

a quelacdo de elementos quimicos de interesse.

Por¢des das amostras dos moluscos expostos aos lodos doméstico e industrial
liofilizadas (massa de 0,2 a 0,5 g), juntamente com por¢des analiticas dos materiais de
referéncia de figado de boi - SRM 1577b (0,2 g), soro de leite em pé - IAEA 155 (0,2 g) e
solo - SRM 2710 (0,2 g), foram encaminhadas para andlise por GFAAS e ICP-MS para
quantificacdo de elementos quimicos. Brancos analiticos (n = 6) também foram preparados

juntamente com as amostras e materiais de referéncia.

O banho de ultrassom foi utilizado para otimizar o processo de decomposi¢do das

amostras, que consistiu em:

i.  Pesagem de 0,2 a 0,5 g das amostras;

ii.  Adicdo de 2 mL de HNOs; P.A. ultrapuro (~ 65%) destilado para cada 100 mg de

amostras;
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ii.  Pré-digestdo por 24 h em capela de fluxo laminar com movimentos circulares para

evitar a adesdo das particulas as paredes do tubo de ensaio;

iv.  Aquecimento em banho com ultrassom até 80 °C. Apds estabilizagdo da temperatura,

as amostras permaneceram durante 1 h no banho de ultrassom:;

v.  Repouso em capela de fluxo laminar até atingir o equilibrio térmico a temperatura

ambiente;
vi.  Adicdo de 0,2 mL de peréxido de hidrogé€nio para cada 100 mg de amostra;

vii.  Aquecimento no banho de ultrassom até 80 °C. Apds estabilizacdo da temperatura, as

amostras permaneceram durante 1 h no banho de ultrassom;

viii.  Adicdo de 0,2 mL de peréxido de hidrogénio para cada 100 mg de amostra e em

seguida leva-se ao banho de ultrassom por 1 h;

ix.  Adicdo de dgua ultrapura (Milli-Q) até o volume de 30 mL de solugdo.

3.3.3 Espectrometria de Absor¢ao Atdmica com Forno de Grafite (GFAAS)

Os exemplares foram avaliados quanto a sua composi¢ao quimica (elementos Cu, As,
Ni, Mn e Pb) por meio da técnica de GFAAS. A andlise foi determinada em espectrometro
Varian AAS 220 ZEEMAN com forno de grafite GTA 120. Apds a calibracdo com fragdes de
massa conhecidas para cada elemento quimico a partir da solugdes-padrao Merck
(1000 mg/kg). Para a realizagdo da analise, foram determinadas as condi¢des analiticas de
corrente  (mA), comprimento de onda (nm), didmetro da janela (nm) e gas

combustivel/oxidante para quantificacdo dos elementos quimicos (Figura 6).

3.3.4 Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)

Para realizacdo desta técnica foram utilizadas amostras do tecido corporal dos
moluscos. Os exemplares foram avaliados quanto a sua composi¢do quimica (elementos Cd,
Mo, Pb, Th e U) pela técnica de ICP-MS (Sistema NexION 300D da PerkinElmer) (Figura 5)
do Servigo de Monitoracdo Ambiental do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste

(CRCN/NE).
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Para realizacdo da andlise foi empregada uma solucdo de 1 pug/L de berilio, cério,
ferro, indio, litio, magnésio, chumbo e urdnio, respectivamente, para configuracdo do

equipamento, referente aos parametros eletronicos e analiticos.

Figura 5 — Equipamento para analises quimicas por GFAAS (acima) e ICP-MS (abaixo).
r_!' [

Fonte: O autor.

Para validacdo dos procedimentos analiticos, foram empregados os cdlculos referentes
ao Numero E,, definido como a diferenca entre o valor obtido na andlise da amostra e o valor
certificado, dividido pela raiz quadrada da soma quadritica das incertezas analiticas
expandidas conforme a Equacdo 1. Em nivel de confianca de 95%, a faixa adequada para os
resultados dos materiais de referéncia foi entre -1 e 1, conforme recomendacdo da ISO

13528:2005 (ISO, 2005).
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3.4 Toxicidade aguda em moluscos adultos de Biomphalaria glabrata

Os moluscos B. glabrata, com diametro de concha entre 11 e 15 mm, foram mantidos
isolados em recipientes com capacidade para 200 mL de dgua para realiza¢do da separagcao dos
animais sexualmente maduros. Em seguida, foram utilizados 10 espécimes de moluscos pré-
selecionados para cada concentragdo teste (50, 100, 150 e 500 mg/L) dos lodos doméstico e
industrial. A exposi¢do foi realizada por 48 horas e todos os experimentos foram realizados em
triplicata. A escolha dessas concentracdes foi baseada em dados encontrados na literatura sobre
os niveis normais das concentracdes dos elementos quimicos téxicos observados em dguas de
estacdo de tratamento no Brasil (DORNE et al, 2011; BILLIONNET et al, 2012; BAT;
ARIRI, 2018).

3.5 Exposic¢ao cronica dos moluscos adultos de Biomphalaria glabrata

Os caramujos sexualmente maturos, selecionados previamente, foram expostos por
15 dias aos lodos doméstico e industrial nas concentragdes de 50, 100 e 150 e 500 mg/L. Para
realizagdo deste experimento, foram acondicionados em recipientes de polietileno com
capacidade para 200 mL, vedados com tampa plastica perfurada para permitir a passagem do ar e
deixar os animais em contato com as solu¢des durante todo o periodo de exposi¢do. Foram
utilizados 10 espécimes para cada concentracdo, e durante o periodo de exposicdo os animais
foram alimentados diariamente com alface organico e a cada 5 dias as solu¢des foram repostas.

O ensaio foi realizado em triplicata.

3.6 Embriotoxicidade

Para avaliar os efeitos dos lodos doméstico e industrial sobre os embrides de
B. glabrata, foram colocadas tiras de polietileno translicidas (10 x 10 cm) sobre a superficie
da dgua dos aquarios criadouros por um periodo de 24 h para que os moluscos realizassem a
oviposi¢do na superficie do material. Apds a coleta das desovas, os embrides foram
selecionados no estdgio de blastula e expostos aos lodos. Os grupos analisados foram
constituidos da seguinte forma: controle negativo com 4gua filtrada e declorada (C), controle
positivo com 1 ug/mL de niclosamida (NCL), moluscicida recomendado pela organizagao
mundial de saide, e os grupos expostos ao lodo doméstico e industrial nas concentragdes de

50, 100, 150 e 500 mg/L. Os grupos foram expostos ao lodo durante os intervalos de 24, 48 e
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192 h (8 dias) em placas de poliestireno de 24 pogos (Prolab, Sdo Paulo, Brazil). Em seguida,
foi avaliada a frequéncia de viabilidade (eclosdo) e inviabilidade (mortos e malformados) com
a utiliza¢ao de um estereomicroscépio (Tecnival SQZ-SD4, Sao Paulo, Brazil). As exposicoes

a diferentes concentragdes dos lodos foram realizadas em triplicata.

3.7 Determinacao da quantidade de células viaveis

Para a realizagdo do teste de viabilidade celular foi utilizado uma adaptacdo do método
padronizado por Louis e Siegel (2011), em que uma aliquota de 20 uL de hemolinfa de
B. glabrata foi coletada e misturada hda uma solu¢do azul de tripano a 0,4% (Gibco) na
propor¢ao de 1:2 em microtubo com capacidade para 1,5 mL (Eppendorf® LoBind
microcentrifuge tubes). Em seguida, o volume de, aproximadamente, 10 uL da solucdo
formada foi aplicada no hemocitometro (Camara de Neubauer Espelhada, Bright-Line) na
borda da camara, entre a laminula e a ranhura em forma de V. Apés a adicao das células, a
amostra permaneceu em repouso durante o intervalo de 3 minutos em temperatura ambiente
de (25 +2 °C). Posteriormente, os hemdcitos foram quantificados e avaliados quanto ao
nimero de células vidveis e invidveis. A leitura na camara de Neubauer foi realizada nos
quatro quadrantes (A, B, C e D) destinados para contagem e avaliacdo das células. Em
seguida, a média das quatro leituras foi multiplicada por 10" para obtencdo do nimero de
células por mL da amostra aplicada no hemocitometro (Equacdes 1 e 2). Logo apéds, o valor

foi multiplicado por dois, referente a diluicao de 1:2 da amostra com azul de tripano.

(A+B+C+D)

n x 10*x 2 1

Numero de células (vidveis ou inviaveis) =

Numero de células (viaveis ou inviaveis)

% de células (vidveis ou inviaveis) = - -
Numero total de células
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3.8 Analise de alteracoes nos hemdécitos

Para andlise das alteragdes dos hemocitos, foram utilizados 5 animais expostos as
concentracdes cronica e aguda dos lodos. Para cada molusco foram coletados 100 uL de
hemolinfa, transferida para laminas microscépicas, sendo coberta por 100 uL de &4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) misturado com solu¢do de Ringer numa concentracio final
de 10 mM. Ap6s esse procedimento, cada lamina foi colocada durante 30 minutos em camara
umida e ao término deste periodo, as células foram fixadas na lamina com a utilizagao de
200 uL de gluteraldeido a 1% em solug¢do de Ringer, por 5 minutos. Posteriormente, as
laminas foram lavadas com solu¢@o de Ringer e coradas Giemsa (Merck) (PAVLICA et al.,

2000).

A andlise dos hemdcitos foi realizada com o auxilio de um microscopio Optico
(Medilux), onde foram analisadas 3000 células para cada concentragdo teste, quantificando a

presenca de micronucleos, binucleagdo e apoptose celular.

3.9 Ensaio cometa

O ensaio cometa foi realizado de acordo com Grazeffe et al. (2008) com algumas
modificacdes. Hemocitos extraidos de B. glabrata foram utilizados neste ensaio para avaliar a
atividade genotéxica dos lodos de esgoto doméstico (SRM 2781 - Domestic Sludge) e
industrial (SRM 2782 - Industrial Sludge). O ensaio cometa ¢ um método sensivel para
avaliar os danos do DNA em células individuais. A abordagem consiste na andlise da
migracdo eletroforética de DNA de nucledides obtidos apds lise celular em uma fina camada

de agarose (AFANASIEVA; SIVOLOB, 2018).

3.9.1 Montagem das laminas

Foram utilizados 5 moluscos adultos por grupo com didmetro variando entre 12-
16 mm. Cerca 100 puLL de hemolinfa de B. glabrata foram coletados na auséncia e na presenca
de diferentes concentracdes dos lodos e homogeneizado em 100 pL de agarose de baixo ponto
de fusdo 0,5% (Sigma-aldrich) dissolvida em PBS (Soro Bovino Fetal) pH de 7.4.
Imediatamente, este homogenato foi colocado sobre uma lamina de microscopio, previamente

coberta com uma camada de agarose de ponto de fusdo normal 1,5% (Sigma-aldrich)
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dissolvida em PBS, (pH 7.4), coberto com laminula e mantido a 4 °C (10 minutos). Em
seguida, as laminulas foram retiradas e as laminas incubadas em solucdo de lise (NaCl 2,5 M,
EDTA 100 mM, Tris 10 mM, Triton-X 100 1% e DMSO 10%, pH 10,0) por 12h a 4 °C.
Ap6s o processo de lise, as 1aminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese horizontal
contendo solucdo de tampao alcalino com pH de 13,0 (EDTA 1 mM e NaOH 300 mM), por
20 minutos. Posteriormente, a corrida eletroforética, a 0,74 V/cm e 300 mA, aconteceu
durante 20 minutos a 4 °C. Ao final, as 1aminas foram neutralizadas com tampao Tris 0,4 M
(pH 7,5) por 15 min e fixadas com dlcool absoluto por 10 minutos e conduzidas a andlise em

microscopio de fluorescéncia.

3.9.2 Anélise das laminas por meio do microscépio de fluorescéncia

As laminas foram coradas com 50 uLL de uma solucdo de SYBR safe (Invitrogen)
(1:500). Foram analisadas 100 células por animal em microscopio de fluorescéncia (Nikon
H550L) em aumento de 400x, com um filtro de excitacao de 450-490 nm, filtro de emissao de
500-550 nm e um filtro de barreira de 495 nm. A andlise visual dos danos ao DNA foi
realizada de acordo com a metodologia de Collins et al. (2008). Os nucledides foram
divididos em 5 categorias de dano ao DNA (0 — 4), dependendo da extensdao do dano
(Figura 6). A categoria O indica que ndo ocorreu danos, ja as categorias de 1 a 4 indicam
danos em niveis crescentes sobre o material genético. Para avaliar o grau de dano ao DNA, foi
utilizado o Indice de Dano (ID) como parametro. O ID foi calculado de acordo com a
formula: ID = 0 (nimero de cometas categoria 0) + 1 (nimero de cometas categoria 1) + 2
(nimero de cometas categoria 2) + 3 (nimero de cometas categoria 3) + 4 (nimero de

cometas categoria 4).
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Figura 6 - Representaciao de um nucledide padrao e seus respectivos graus de
classificacdo (Grau 0 - 4) de acordo com a extensiao do dano observado durante analise

das laminas por meio de um microscépio de fluorescéncia.

Fonte: O autor.

3.10 Analises dos resultados

A andlise estatistica dos resultados obtidos com os bioensaios e os testes de
genotoxicidade foram realizados com a utilizacdo do programa GraphPad Prism version 5.0
(GraphPad Prism, San Diego, California, USA) por meio da andlise de variancia (ANOVA),
Student-Newman-Keuls, Tukey e Bonferroni. O nivel de significancia dos resultados foi

considerado quando p < 0,05.

Para a descricdo das concentracdes dos elementos quimicos quantificados nos
exemplares de B. glabrata expostos aos lodos, os valores de referéncia foram empregados na
estatistica descritiva a partir dos cdlculos de média, desvio padrio e coeficiente de variacdo. A
andlise dos resultados obtidos pelo GFAAS e ICP-MS foi realizada por testes paramétricos e

ndo paramétricos com a utiliza¢do do programa STATISTICA 1.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a apresentacdo dos resultados dos efeitos bioldgicos da exposicado dos moluscos
B. glabrata aos lodos de esgoto industrial e doméstico (materiais de referéncia) foram
necessdrias algumas etapas experimentais. Primeiramente, foram obtidos os resultados dos
testes de bioacumulacdo por meio de técnicas espectrométricas GFAAS e ICP-MS. Na
sequéncia foram realizados os ensaios de toxicidade em moluscos adultos e na fase
embriondria, com o propdsito de avaliar a sobrevivéncias dos animais a baixas concentragdes
dos elementos quimicos presentes nos materiais de referéncias. Posteriormente, foram
realizadas as andlises citotoxica e genotoxica em moluscos adultos expostos aos lodos

estudados.

4.1 Bioacumulacao de elementos quimicos nos tecidos de B. glabrata

Ap6s as exposi¢des aguda e cronica dos animais aos lodos doméstico e industrial, as
concentracdes de elementos quimicos essenciais e toxicos indicaram as substancias quimicas

acumuladas e sua correlagdo com os danos observados.

4.1.1 Cadmio (Cd)

Na Figura 7, é possivel observar na parte superior a relacio dos niveis de cddmio
bioacumulado apds exposicao aguda (48 horas) e cronica (15 dias) aos lodos de esgoto
doméstico e industrial, respectivamente. Além da comparacdo dos lodos entre si para o

mesmo periodo de exposicdo, na parte inferior da figura.
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Figura 7 - Comparacio entre as concentracées de cadmio quantificado no corpo dos

moluscos expostos por 48 horas e 15 dias aos lodos de esgoto doméstico e industrial.
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Fonte: O autor.

Pode ser observado no grafico (Figura 7) elaborado para o lodo doméstico, que
independente do periodo de exposicdo, a concentracdo de cddmio demonstrou um aumento
linear diretamente correlacionado com o aumento da concentra¢ido do lodo a que os moluscos
foram expostos, além disso, a comparacdo dos resultados apds a exposicdo aguda e cronica
demonstrou que os animais submetidos ao lodo doméstico por 15 dias apresentaram uma
maior concentracdo de cddmio nos tecidos. Na Figura 7 € possivel observar ainda que, com
excecdo dos pontos que se cruzam na concentracdo de 50 mg/L do lodo, todos os demais
refletiram um padrio semelhante. Contudo, diferentemente do que foi verificado para o lodo
doméstico, a exposi¢ao de 48 horas demonstrou que a concentragdo do cddmio no corpo dos

caramujos foi um pouco maior quando comparado com a exposicao de 15 dias.

Quando os lodos foram comparados entre si, independentemente do periodo, os
moluscos submetidos ao lodo doméstico apresentaram maiores niveis de cddmio presente em
seus corpos. Este resultado pode ser justificado pelo fato do lodo de esgoto doméstico

apresentar em sua composi¢do uma maior concentracao de cddmio. Além disso, a constituicao



46

quimica do composto pode propiciar condi¢des favordveis para melhor absor¢do do elemento
quimico analisado pelo B. glabrata. Por isso, a relagdo entre a quantidade de cddmio e o fator

de acumulacao foi estudada para os animais durante todos os intervalos de exposi¢ao.

Em seguida, o fator de acumulagdo de cddmio foi estimado para cada lodo e seus
respectivos tempos de exposicio com base nos resultados da quantidade de cddmio
determinado nos moluscos (Figura8). Para ambos os lodos, doméstico e industrial,
independente do periodo de exposi¢do aos compostos, o fator de acumulacdo para cddmio
apresentou uma relag@o logaritmica inversamente proporcional as concentragdes testadas, ou
seja, quanto maior a concentracdo do elemento no substrato, menor o seu fator de

acumulacdo, pois a acumulacdo segue um comportamento especifico para o B. glabrata.

Em sintese, a andlise dos resultados evidenciou que ocorreu um aumento da
bioacumulacdo para o cddmio, com exce¢ao do ponto de 500 mg/L para as exposi¢des com
lodo industrial. Estando o cddmio possivelmente acumulado em maior quantidade nos 6rgaos
do molusco, tais como a glandula digestiva e hepatopancreas. Assim, é possivel afirmar que o
molusco de dgua doce B. glabrata pode ser utilizado em estudo para avaliar a contaminagao
de ambientes aqudticos compativeis com sua sobrevivéncia. Além disso, € sugerido que o
caddmio possivelmente possa estar diretamente relacionado com os danos genotdxicos
observados nas células hemocitdrias visto que o acimulo de ciddmio foi dependente da

concentracdo para os animais expostos ao lodo doméstico.
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Figura 8 - Relacio entre a quantidade de cadmio no substrato (lodo) e seu respectivo

fator de acumulacio.
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Fonte: O autor.

Os mesmos resultados de bioacumulacdo de cddmio pelo B. glabrata exposto aos
lodos de esgoto de forma crbnica e aguda foram encontrados em caramujos expostos ao
cadmio, em que apresentaram niveis significativamente elevados desse metal em seus corpos
em quatro semanas a 17 °C ou 28 °C, indicando que esta espécie e/ou seus parentes proximos
podem se mostrar valiosos como biomonitores para polui¢do de metais (ALLAH et al., 2013).
Estudos realizados com cddmio observaram que este elemento quimico téxico se acumula em
diversos organismos, tais como vertebrados, varias espécies de invertebrados, plantas entre
outros. Seus efeitos deletérios em nivel molecular sdo oriundos da producdo de espécies
reativas do oxigénio, inibicdo de mecanismos de reparo e/ou danos diretos a estrutura do
DNA (ZHANG; REYNOLDS, 2019). Para os moluscos, estes danos ocorrem apds o cidmio
se acumular no tecido muscular e principalmente nos Orgdos desses animais

(MOK et al., 2014). Em caramujos B. glabrata tratados com cadmio, foi demonstrado que os
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principais locais de bioacumulacido deste elemento quimico téxico foram a regido pulmonar,
gonadal, cefalopodal e glandula digestiva, este ultimo o maior acumulador de cadmio

(GUERRERO et al., 2000).

Mebane (2006) observou que o cadmio pode provocar efeitos toxicoldgicos e
fisiol6gicos graves em organismos aquaticos, durante exposi¢des agudas a niveis elevados de
cadmio, este metal pesado pode perturbar gravemente os mecanismos de homeostase do
calcio, o que pode levar a morte do individuo. Em outro estudo, os autores sugerem que, além
de seus efeitos toxicos para o metabolismo, cddmio também pode reduzir a taxa de
sobrevivéncia dos moluscos por meio de um efeito depressor na atividade alimentar e

locomotora (HABIB et al., 2016).

Entretanto, estudo realizado por Cantinha et al. (2017) utilizando moluscos da espécie
B. glabrata submetidos a concentragdes subletais de caddmio, demonstraram a agdo de
mecanismos intracelulares de atenuacdo dos danos relacionados a proteina HSP70, pois
ocorreu um aumento na expressdo da mesma apds o periodo de exposicdo a baixas
concentracdo de cloreto de cddmio. Além do mais, os autores observaram que a inducio do
HSP70 pelo cddmio pode estar correlacionada a uma maior sobrevivéncia. Assim, pode ser
provavel que um aumento na atividade da enzima HSP70, com consequente potencializa¢dao
da capacidade de desintoxicacgdo, possa estar relacionado a reducio dos niveis de cidmio apds
a concentragdo de 150 mg/L para os caramujos submetidos ao lodo industrial em todos os

periodos de exposicao.

4.1.2 Niquel (Ni)

Na Figura 9, pode ser observada (grificos na posi¢do superior da figura) a relacio
entre concentracao de niquel presente nos tecidos do B. glabrata e as exposi¢des aguda e
cronica aos lodos de esgoto doméstico e industrial, respectivamente, enquanto, os dois
gréificos localizados na regido inferior da Figura 9 apresentam a comparacgdo dos lodos entre si

ap6s o mesmo periodo de exposi¢ao.
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Figura 9 - Comparacio entre as concentracoes de niquel quantificado no corpo dos

moluscos expostos por 48 horas e 15 dias aos lodos de esgoto doméstico e industrial.
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Fonte: O autor.

Para o niquel (Figura 9), foi observado uma interag¢do diferente do que ocorreu com o
cadmio, pois, para os dois lodos de esgoto estudados, as maiores concentragdes de niquel
foram evidenciadas nos caramujos submetidos aos compostos durante o intervalo de 48 horas.
Contudo, no experimento realizado com o lodo doméstico pode ser verificado que houve um
aumento da concentragdo de niquel correspondente com o aumento na quantidade de substrato
a qual os animais foram expostos. Para os grupos submetidos ao lodo industrial, os moluscos
expostos de forma aguda apresentaram um aumento proporcional nas concentracdes do lodo
utilizado para cada grupo. Entretanto, nos individuos submetidos ao material de forma
cronica, pdde ser observado que, a partir da concentragdo de 150 mg/L, os niveis de niquel se

mantiveram constantes.

Comparando os experimentos de exposicdo aos lodos entre si, € possivel verificar que
os grupos submetidos ao lodo industrial apresentaram uma bioacumulacao ligeiramente mais

elevada que os individuos expostos ao lodo doméstico. A relacdo entre a quantidade de niquel



50

e o fator de acumulacdo (Figura 10) foi calculado para os moluscos submetidos aos lodos

doméstico e industrial durante todos os intervalos de exposi¢ao.

Figura 10 - Relacio entre a quantidade de niquel no substrato (lodo) e seu respectivo

fator de acumulacio.
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Fonte: O autor.

Dessa forma, pode-se observar um padrao semelhante de declinio gradativo na relagio
entre o fator de acumulacdo e os niveis de niquel presente no meio onde os caramujos
permaneceram durante a exposi¢cdo aos lodos. Em todos os graficos da Figura 10 foi
demonstrado que o fator de acumulagdo € inversamente proporcional ao aumento na

quantidade de niquel presente no meio aquatico.

Os resultados mostraram que hd uma maior bioacumulacdo de niquel apds periodos de
exposicdo aguda ao elemento quimico ou compostos que O possuam em sua composi¢ao.

Desta forma, apds andlise conjunta com os dados obtidos pelo ensaio cometa e teste do
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micronucleo, o niquel em concentragdes consideradas elevadas pode desencadear possiveis
efeitos genotoxicos relacionado ao aumento do estresse oxidativo intracelular e consequente
danos a molécula do DNA. Estudos utilizando 4 espécies de invertebrados, dentre eles o
molusco de dgua doce Lymnaea stagnalis, sugerem a possibilidade de existir um limiar real
para a bioacumulacdo de niquel no organismo. Deste modo, assim que 0s organismos passam

a acumular o elemento, a toxicidade comeca a ocorrer (LEONARD; WOOD, 2013).

Experimentos realizados com peixes da espécie Prochilodus lineatus expostos ao
niquel demonstraram que este elemento se acumula em diferentes 6rgaos e tecidos, tais como
os rins, figado, branquias e musculo. Tendo sido verificado ainda que a bioacumulacio varia
de acordo com o tempo de exposi¢cao (PALERMO et al., 2015). De acordo com o resultado da
quantificacdo de niquel em B. glabrata, foi possivel observar que a exposi¢do aguda

apresentou uma maior concentragdo do elemento quimico nos tecidos do molusco.

Além do que, os niveis de metalotioneina (proteina com propriedades de ligacdo a
metais) em peixes aumentaram no figado e branquias apds exposi¢ao ao niquel, implicando
que a presenga de niquel nesses locais poderia induzir a sintese de metalotioneina. Também
foi observado que a exposi¢cdo ao niquel acarretou danos nas defesas antioxidantes,
aumentando a peroxidac¢do lipidica no figado dos peixes expostos. Além do mais, os autores
demonstraram que os efeitos deletérios no DNA foram exacerbados nas células sanguineas e
branquiais dos peixes expostos ao niquel, indicando o potencial genotdxico deste elemento

quimico (PALERMO et al., 2015).

Em um trabalho desenvolvido com tecido de branquias de peixes dourado, os
pesquisadores puderam evidenciar que niveis alterados de niquel interagem com o tecido
promovendo a inibicdo da atividade de enzimas antioxidantes, resultando no aumento do
estresse oxidativo (KUBRAK et al., 2013). Portanto, quando o sistema de defesa antioxidante
mostra-se deficiente ou inativo, é presumivel que os danos oxidativos possam ocorrer, assim
como a peroxidagdo lipidica. Dessa maneira, o estresse oxidativo ocorre, quando a quantidade
de espécies reativas do oxigénio aumenta de forma significativa ou o sistema de defesa
antioxidante se torna inativo (MANOJ; PADHY, 2013). Estes dados podem estar
correlacionados com uma possivel explicagdo para indugdo dos danos observados apds a
realizacdo dos ensaios genotoxicos. Estudos realizados com células humanas (fibroblastos
dérmicos) utilizando o ensaio cometa demonstraram que cddmio e niquel, dependendo de suas

concentracdoes, podem provocar danos genotéxicos. Estes elementos quimicos sao
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responsaveis pela ocorréncia de quebras na estrutura do DNA por meio de interacdes

eletrostdticas com grupos fosfato do 4cido nucleico (BELLIARDO et al., 2018).

4.1.3 Molibdénio (Mo)

Na Figura 11, estdo apresentados os resultados referentes as concentracdes de
molibdénio mensuradas nas partes moles do caramujo B. glabrata apds separacao da concha.
Nesta figura, pode ser verificado a relacdo dos niveis de molibdénio presente no organismo
dos invertebrados apds exposi¢do de 48 horas e 15 dias aos lodos. Além disto, os lodos de
esgoto doméstico e industrial foram comparados entre si apds o mesmo periodo de exposi¢ao
para determinar o substrato que proporcionou as mais elevadas concentracdes de molibdénio

presentes nas amostras.

Figura 11 - Comparacao entre as concentracoes de molibdénio quantificado no corpo

dos moluscos expostos por 48 horas e 15 dias aos lodos de esgoto doméstico e industrial.
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Fonte: O autor.

Para finalizar as andlises referentes a acumulacdo do elemento quimico molibdénio, a
relacdo entre o fator de acumulacdo e a quantidade do elemento presente no meio aquatico foi

determinada para os lodos domésticos e industrial, de acordo com o tempo de exposi¢do aos
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compostos (Figura 12). A estimativa foi realizada com base nos resultados obtidos apds a

determinac¢do da concentracdo de niquel presente nos tecidos dos moluscos.

A concentracdo de molibdénio nos moluscos apresentou padrdes diferentes para cada
tipo de substrato. Os grupos submetidos ao lodo doméstico e industrial por 48 horas
apresentaram uma bioacumulacdo mais elevada quando comparado com 0s grupos expostos
no intervalo de 15 dias (Figura 12). Para os individuos submetidos ao lodo industrial é
possivel observar um padrao semelhante para os dois intervalos de exposi¢cao, os individuos
expostos de forma cronica demonstraram uma maior concentracdo de molibdénio quando
correlacionado com os animais expostos de forma aguda, porém, na concentracdo de
500 mg/L pode ser verificado uma reducdo dos niveis de molibdénio no grupo submetido ao

lodo por 15 dias (Figura 11).

Figura 12 - Relacao entre a quantidade de molibdénio no lodo doméstico e industrial e

fator de acumulacio.
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Entretanto, o estudo realizado por Siddiqui et al. (2015), utilizando fibroblastos
epidérmicos de camundongos expostos ao molibdénio em associacdo com nanoparticulas,
demonstrou uma reducdo na viabilidade celular dependente da concentragdo e tempo de
exposicao, além de alteracdes na morfologia celular. Foi verificado um aumento significativo
do estresse oxidativo nas células, tendo sido confirmado pelo aumento na producdo da
peroxidacdo lipidica e espécies reativas do oxigénio, bem como a diminui¢do nos niveis
enzimaticos de glutationa e catalase. Foi observado também a ocorréncia da diminui¢do do
potencial da membrana mitocondrial refletindo em comprometimento funcional da membrana
presente na mitocondria. A andlise do ciclo celular e os dados do ensaio cometa revelaram
que a associacdo do molibdénio as nanoparticulas induziram o bloqueio do ciclo celular nas
fases G2/M e danos a molécula do DNA. Portanto, os autores concluem, com base nos testes
realizados, que a associagdo molibdénio-nanoparticulas foi capaz de induzir citotoxicidade,
estresse oxidativo e genotoxicidade em células fibrobldsticas de camundongos

(SIDDIQUI et al., 2015).

Heijerick et al. (2012) avaliaram os efeitos da exposi¢cdo cronica ao molibdénio em 9
espécies de animais aquéticos, dentre elas, os moluscos Mytilus edulis e Crassostrea gigas.
Foi observado que os moluscos M. edulis apresentaram a maior sensibilidade ao molibdénio
quando comparados aos outros organismos testados. Além disso, a comparacdo dos dados
disponiveis para o molibdénio presente de forma cronica nos ambientes marinho e de dgua
doce resultou em maior sensibilidade das espécies marinhas quando comparada com os

organismos que habitam os ambientes de dgua doce.

Estes resultados podem sugerir que, assim como outros organismos, 0s moluscos
B. glabrata também necessitem de determinadas quantidades de molibdénio para otimizacao
de suas fun¢des organicas. No entanto, acima destas concentracdes € possivel que o elemento
quimico possa exercer efeitos celulares adversos relacionados com o aumento na produgao de
espécies reativas do oxigénio e danos a macromoléculas, entre elas a membranas
citoplasmaticas, as organelas e o DNA, e danos citotéxicos e genotoxicidade. E sugerido,
ainda, que estes efeitos deletérios podem ser amplificados quando houver um sinergismo do

molibdénio como outros elementos quimicos.
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4.1.4 Manganés (Mn)

Na Figura 13, observa-se na parte superior a relacdo dos niveis de manganés
mensurados nos tecidos do B. glabrata apés exposi¢ao aos lodos doméstico e industrial nos
intervalos de 48 horas e 15 dias. Ademais, na parte inferior da Figura 13, também &
demonstrado os resultados da comparacdo dos lodos entre si apdés o mesmo periodo de

exposicao.

Figura 13 - Comparacao entre as concentracoes de manganés quantificado no corpo dos

moluscos expostos por 48 horas e 15 dias aos lodos de esgoto doméstico e industrial.
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Pode ser observado no grafico da Figura 13, elaborado para o lodo doméstico, que
independente do periodo de exposi¢cdo, a bioacumulacdo para o intervalo de 15 dias do
manganés no corpo dos moluscos apresentou um padrdo irregular quando correlacionado
como as concentracdes do lodo presente no meio. E observado ainda uma diminuicio na
quantidade do elemento quimico acumulado pelos caramujos quando os mesmos foram
submetidos a concentragdo de 150 mg/L. Apds exposicdo dos animais por 48 horas ao lodo
foi demonstrado uma elevacdo no acimulo de manganés presente no substrato para

concentracdo de 150 e 500 mg/L. Em relacdo aos grupos expostos ao lodo industrial
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(Figura 13), é possivel verificar que em ambos os intervalos de exposicio hd uma leve
tendéncia de reducdo da bioacumulacdo de manganés para as concentracdo de 100, 150 e

500 mg/L.

Além das andlises individuais para cada lodo, € possivel observar os resultados
comparativos dos lodos entre si ap6s 0os mesmos intervalos de exposicao (Figura 13). Para os
caramujos expostos de forma aguda pode ser observado que nas concentracdes de 150 e
500 mg/L a bioacumulagao nos animais foi semelhante, entretanto, nos grupos submetidos ao
lodo de forma cronica foi demonstrado que os moluscos expostos ao lodo de esgoto
doméstico apresentaram maiores concentracdoes em seus tecidos. Na Figura 14, sdo mostrados
os graficos onde sdo apresentados a relacdo da quantidade de manganés presente no meio
aquético e o fator de acumulagdo, calculado para os lodos doméstico e industrial apds a

exposi¢ao aguda e crdnica.

Figura 14 - Relacio entre a quantidade de manganés no substrato (lodo) e seu respectivo

fator de acumulacio.
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Em seguida, o fator de acumulacdo para manganés foi estimado para cada composto
(doméstico e industrial) e seus respectivos tempos de exposicdo com base nos resultados da
quantidade de manganés determinado no corpo dos caramujos B. glabrata. Dessa maneira,
pode-se observar um padrdo semelhante de decréscimo continuo na relacdo entre o fator de
acumulacdo e os niveis de manganés contido no meio onde os animais permaneceram durante
a exposicdo aos lodos. Assim, em virtude do exposto, € possivel destacar que todos os
graficos presentes na Figura 14 demonstram que o fator de acumulacdo € inversamente
proporcional ao aumento na concentracdo de manganés presente no meio onde os caramujos

foram submetidos aos lodos.

A bioacumulagdo do manganés apresentou valores bem mais elevados quando
comparados com as concentracdes de cadmio, niquel e molibdénio quantificados nos
B. glabrata utilizados nestes estudos. Desse modo, a concentracdo de manganés observada
nos caramujos pode estar diretamente relacionada com as necessidades celulares do elemento
quimico (HABIB et al.,, 2016). Além disso, o aumento sequencial na concentracdo de
manganés, as quais os moluscos foram expostos utilizando o lodo industrial, demonstrou que
pode existir uma tendéncia de estabilizacdo ou até mesmo de diminuicdo na quantidade do
elemento quimico bioacumulado, pois € conhecido que altos niveis de manganés podem atuar

reduzindo a quantidade de alimento ingerido.

Mesmo o manganés sendo um constituinte fundamental em enzimas e cofatores, como
a glutamina sintetase e a superdxido dismutase, que sdo essenciais para o funcionamento
adequado de varios 6rgaos (YOKEL, 2009), apds realizar estudos com caramujos da espécie
Biomphalaria alexandrina submetidos ao manganés, foi demonstrado que a locomocao e os
habitos alimentares desses animais foram completamente inibidos. Pois, a dopamina esté
envolvida na geracdo de padrdes neurais que controlam a capacidade de se alimentar e a
locomocao dos caramujos. Além do mais, a toxicidade do manganés para organismo de dgua
doce € mediada pela competi¢cdo de fons Mn** com fons Ca®* ¢ H' no preenchimento de
alguns locais dentro das cé€lulas. Estas observacdes mostraram que tanto a locomo¢ao como a
alimentacdo sdo uns dos primeiros comportamentos alterados em decorréncia de distirbios

ambientais (HABIB et al., 2016).

Martin et al. (2008) avaliaram os efeitos do manganés no sistema nervoso do molusco
bivalve Crassostrea virginica, tendo sido observado que embora o elemento quimico seja

essencial em quantidades vestigiais, seu acimulo tecidual pode ocasionar danos neurotoxicos,
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evidenciados principalmente no sistema dopaminérgico pela diminuicdo nos niveis enddgenos
de dopamina nos ginglios cerebrais, viscerais e nas branquias. Dessa forma, € sugerido que a
exposi¢ao ao manganés danifique os receptores de dopamina localizados no epitélio branquial
ou possam interromper o mecanismo de transdug@o de sinal pds-receptor, além de poder ter
ocorrido perda neuronal, diminuicdo da liberacdo terminal de dopamina ou deficiéncia na
recaptacdo da dopamina. Assim, a partir dos resultados obtidos, os autores do estudo puderam

especificar a toxicidade do manganés para o sistema dopaminérgico do animal.

4.1.5 Cobre (Cu)

Para o moluscicida cobre, foi demonstrado na regido superior a relagdo dos niveis de
cobre bioacumulado apds exposi¢cdo aguda e cronica aos lodos de esgoto doméstico e
industrial, respectivamente (Figura 15). Logo abaixo s3o apresentados os graficos

comparativos dos lodos entre si para o mesmo periodo de exposi¢ao.

Os individuos expostos a intervalos de 48 horas apresentaram uma maior concentracao
de cobre quando comparados com os animais submetidos aos lodos durante um periodo de
15 dias. Além disso, pdde-se verificar que, para o experimento realizado com o lodo industrial
por 48 horas, ocorreu um aumento da acumulacdo de cobre diretamente proporcional a
concentracdo de substrato presente no meio. Quando os compostos foram comparados entre
si, demonstrou-se um maior actimulo de cobre oriundo do lodo industrial, provavelmente em

decorréncia da maior concentragao do elemento neste substrato (Figura 15).
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Figura 15 - Comparacao entre as concentracoes de cobre quantificado no corpo dos

moluscos expostos por 48 horas e 15 dias aos lodos de esgoto doméstico e industrial.
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Fonte: O autor.

A Figura 16 mostra a relac@o entre a quantidade de cobre presente no meio aquoso € o
fator de acumulacdo estimado para os lodos doméstico e industrial apds a exposi¢do aguda e
cronica. Como ocorreu para os demais elementos quimicos, houve uma resposta ajustada para
a acumulacdo do cobre nos caramujos. Foi possivel realizar a correlacdo com os dados de
genotoxicidade obtidos por meio do ensaio cometa e teste do microntcleo. Dessa forma, as
concentracdes de cobre determinadas nos moluscos expostos aos lodos, principalmente ao
lodo de esgoto industrial, podem ter induzido ou contribuido para que ocorresse aumento na
producdo de espécies reativas do oxigénio, resultando em estresse oxidativo nos hemdcitos.
Outra relagcdo sugerida € que os resultados da bioacumulacdo e genotoxicidade remetem a

uma possivel interacdo direta do cobre com a estrutura do acido desoxirribonucleico.
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Figura 16 - Relacio entre a quantidade de cobre no lodo doméstico e industrial e seu

respectivo fator de acumulacio.
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Fonte: O autor.

Estudos feitos com o intuito de quantificar a bioacumulacdo de cobre em tecidos de
moluscos da espécie Mytilus galloprovincialis mostraram que o cobre apresenta
biodisponibilidade para os animais. Tendo sido observado uma taxa crescente no acimulo de
cobre nos tecidos apds exposicdes agudas, enquanto, para exposicdo com periodos de até
15 dias, foi demonstrado que os animais apresentaram uma taxa elevada de eliminagdo do
metal (GOMES et al., 2011). No entanto, experimentos realizados com molusco de dgua doce
Potamopyrgus antipodarum demonstraram que ocorreu uma bioacumulagdo significativa de
cobre presente em sedimentos quando comparado com os caramujos do grupo controle

(RAMSKV et al., 2015).

A fim de avaliar os efeitos prejudiciais induzidos pela exposicdo a baixas
concentracoes de cobre em mexilhdes da espécie Mytilus coruscus, foram realizados estudos

com o objetivo de analisar, in vivo, as respostas antioxidantes, genotoxicidade e danos diretos
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a estrutura do DNA. Os resultados revelaram que ocorreu uma elevacdo significativa na
atividade das enzimas superdxido dismutase e catalase, bem como um aumento na
concentracdo de malonaldeido em hemécitos de M. coruscus, indicando a presenca de estresse
oxidativo. A exposicdo ao cobre induziu danos genotéxicos na molécula do DNA dependentes
da concentracdo e tempo de exposicdo. Os mecanismos de danos ao DNA podem estar
relacionados a produgdo de radicais livres resultantes de modificacdes na concentragdo de
oxigénio dissolvido no meio. Assim, os radicais podem interagir diretamente com
biomoléculas, como o DNA, ou podem atuar de forma indiretamente através de moléculas

sinalizadoras capazes de mediar danos ao nucleo da célula (XU et al., 2018).

Gomes et al. (2013), em um estudo para avaliar a exposi¢cdo do molusco Mytilus
galloprovincialis a nanoparticulas de cobre, verificaram que o metal induziu danos ao DNA
das células hemocitdrias. Os mecanismos de ac¢do podem ser mediados pelos efeitos
decorrentes do estresse oxidativo. Segundo Al-Subiai et al. (2011), a genotoxicidade do cobre
para os hemdcitos pode estar correlacionada com seu envolvimento na formacdo de espécies
reativas do oxigénio e danos oxidativos subsequentes, contribuindo principalmente para

formacao de rupturas nas cadeias do DNA e oxidagdo das bases nitrogenadas.

4.1.6 Uranio (U)

Na Figura 17, podem ser observados os resultados das concentragdes do elemento
quimico uranio para os lodos doméstico e industrial nos intervalos de 48 horas e 15 dias.
Logo abaixo, representados pelos graficos de coluna, os resultados das exposicdes aos lodos

foram correlacionados para os mesmos periodos de exposi¢des.
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Figura 17 - Comparacao entre as concentracoes de uranio quantificado no corpo dos

moluscos expostos por 48 horas e 15 dias aos lodos de esgoto doméstico e industrial.
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Fonte: O autor.

A acumulacdo do uranio nos tecidos apresentou um aumento linear diretamente
relacionado com o aumento da concentragdo dos lodos presentes no meio a que 0s caramujos
foram submetidos, porém ndo significativos para trés das concentracdes testadas a 95% de
confianca. Pode ser observado ainda, que quando € feita uma comparacao dos lodos entre si,
relacionando os mesmos intervalos de exposi¢ao, pode ser demonstrado que tanto no periodo
de 48 horas quanto no intervalo de 15 dias, o lodo de esgoto doméstico apresentou uma maior

concentracdo de uranio presente nos tecidos do B. glabrata.

Na Figura 18 foram representados os graficos contendo os pontos referentes a relagao
entre a quantidade de uranio e o fator de acumulagdo estimado apenas para o lodo industrial
ao término das exposi¢des por 48 horas e 15 dias. A inexisténcia dos graficos apresentando os
dados relativos a exposi¢cdo ao lodo doméstico se deve a auséncia das especificagdes referente

a concentracao do elemento uranio no certificado de anélise do lodo.
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Figura 18 - Relacio entre a quantidade de uranio no lodo de esgoto industrial e seu

respectivo fator de acumulacio.
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Fonte: O autor.

Apesar da maior acumulagdo nas exposicdes de 48 horas (Figura 18), € provavel que o
urdnio ndo tenha exercido grande influéncia sobre os danos genotéxicos observados nas
células hemocitarias do B. glabrata, sendo sugerido que em concentragdes mais elevadas este
elemento quimico pode interferir no crescimento e na capacidade alimentar por meio de
alteracdes na atividade da bomba de Na'/K® ATPase desencadeadas pelo aumento na
producdo de espécies reativas do oxigénio (TAGLIAFERRO et al., 2018). Contudo, nas
concentracdes de lodo utilizados foi verificado que ocorreu um aumento na bioacumulagdo de
urinio, podendo indicar que os efeitos sobre a bomba de Na'/K* ATPase possivelmente

ocorre quando hd uma maior quantidade de uranio no meio.

Pesquisas feitas para avaliar a resposta do invertebrado aquatico Calamoceras
marsupus a exposigoes subletais de cobre e uranio utilizando como parametros a
sobrevivéncia, crescimento e eficiéncia alimentar, além de um conjunto de biomarcadores
enzimaticos para estresse oxidativo (glutationa-S-transferase e catalase), respira¢do (lactato
desidrogenase), atividades de acetilcolinesterase € da bomba de Na'/K*. Demonstrou que a
sobrevivéncia, crescimento e eficiéncia alimentar ndo foram afetados pelo cobre ou uranio.
No entanto, a atividade enzimaética da catalase foi exacerbada com o aumento da concentragao
de cobre. J4, a atividade da Na'/K* ATPase apresentou uma redug¢io com o aumento da
concentracdo de uranio. Dessa maneira, os autores do estudo demonstraram que a atividade
das enzimas lactato desidrogenase, glutationa-S-transferase e acetilcolinesterase ndao foram

modificadas. Mas, tanto a catalase quanto a bomba de Na*/K*-ATPase demonstraram serem
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biomarcadores mais sensiveis para avaliar exposi¢des ao cobre e urdnio, respectivamente, em

baixas concentragdes (TAGLIAFERRO et al., 2018).

Gagnaire et al. (2014) trabalhando com peixes de dgua doce da espécie Danio rerio
demonstraram que além destes vertebrados bioacumularem o elemento uranio, também foi
observado um aumento nos niveis basais das espécies reativas do oxigénio e,
consequentemente, reducdo de parametros relacionados com o adequado funcionamento do
sistema imunoldgico, prejudicado em decorréncia da exposicao ao uranio. Estes dados podem
estar correlacionados com os resultados observados apds os moluscos B. glabrata serem
expostos aos lodos de esgoto, indicando uma possivel relacio do urdnio com o aumento de

radicais livre.

4.1.7 Tério (Th)

As concentragdes de torio presentes no corpo dos caramujos foram obtidas apenas para
as exposicoes aos lodos apds o intervalo de 48 horas como pode ser verificado na Figura 19.
Logo, a comparacdo entre os lodos foi realizada apenas para os moluscos expostos de forma
aguda. Os dados referentes aos testes feitos com os lodos apds exposi¢ao de 15 dias nao foram

obtidos devido ao limite de deteccdo da técnica empregada (0,009 mg/kg).
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Figura 19 - Comparacao entre as concentracoes de torio quantificado no corpo dos

moluscos expostos por 48 horas aos lodos de esgoto doméstico e industrial.
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Os resultados de tério demonstraram que, para ambos os lodos, apds o periodo de
48 horas, os niveis de tério diminuem de forma inversamente proporcional ao aumento na
concentracdo do elemento quimico no meio aqudtico. Além disso, a andlise do grafico de
barras (Figura 19) demonstra nitidamente uma maior concentracdo de tdério presente nos

animais expostos ao lodo doméstico.
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Figura 20 - Relacao entre a quantidade de tério no lodo industrial e seu respectivo fator

de acumulacio para exposicao de 48 horas.
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Fonte: O autor.

Semelhante aos graficos anteriores, a Figura 20 apresenta a relacdo exponencial para a
quantidade de tério contido no substrato industrial aquoso e o fator de acumulacdo deste
elemento quimico para o molusco B. glabrata apds 48 horas de exposi¢do. Sendo verificado
que o fator de acumulacao do tério também segue uma propor¢ao inversa, com a consequente
diminui¢do da bioacumulacdo de tério quando estiver presente em elevadas concentracdes no
meio, entretanto, menos explicita. A auséncia dos demais gréficos € justificada pela ndo

obtencdo dos dados devido ao limite de detec¢do da técnica empregada (ICP-MS).

Pauget et al. (2017) analisaram a biodisponibilidade e depuracao do tério em moluscos
Cantareus aspersus, os autores observaram que a auséncia do acimulo de tério nos moluscos
pode ser resultado das concentragdes relativamente baixas nos solos estudados, combinadas a
uma baixa biodisponibilidade desse elemento. Semelhante a matriz estudada, o lodo industrial

utilizado neste trabalho apresenta baixa concentragdo de tério.

De acordo com os dados mencionados anteriormente, ao serem correlacionados com
os resultados obtidos neste trabalho, realizado com o B. glabrata, é provavel que devido as
concentracdes reduzidas presentes nos lodos doméstico e industrial, o tério possivelmente nao

tenha influenciado a induc@o dos danos genotdxicos.

Estudos na Baia de Gdansk, localizada na Polonia, foram realizados para determinar as

concentracdes de uranio e torio nos tecidos mole e concha de moluscos das espécies Mytilus
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edulis, Cardium glaucum, Mya arenaria, Macoma baltica, além de outros invertebrados
bentdnicos. Os resultados desta investigacdo mostraram que as concentracdes dos elementos
quimicos em alguns moluscos sdo especificas da propria espécie. Contudo, para tério foram
observadas variagdes significativas na concentracdo dependentes do local onde os animais
foram coletados. Os autores sugeriram que dentre os fatores analisados, € provavel que possa
existir algum tipo de relacdo entre as concentracOes de metais analisadas com tamanho e

idade dos moluscos (SZEFER; WENNE, 1987).

Kochhann et al. (2009) avaliaram os efeitos da exposi¢do cronica ao tério na
bioacumulacdo, metabolismo e parametros oxidativos (niveis de peroxidagdo lipidica e
atividade de enzimas antioxidantes presente nas células branquiais, hepaticas e musculares)
em peixes da espécie Rhamdia quelen. Foi verificado que o aumento nos niveis de tério na
dgua correspondeu a uma bioacumulagdo progressiva na concentracdo do elemento presente
nas branquias e rins. A exposicdo crOnica ao tério acarretou alteracdes nos parametros
oxidativos das células branquiais, tendo sido observado uma diminui¢do nos niveis de
glutationa-S-transferase bem como da superéxido dismutase. Além disso, o aumento da
peroxidacao lipidica nas branquias expostas ao torio sugere que este tecido sofreu os maiores
danos oxidativos. Entretanto, no figado e musculo, essas alteracdes ocorreram principalmente

quando o tério estava presente em baixas concentracdes na agua.

4.2 Avaliacao da toxicidade em moluscos adultos expostos ao lodo doméstico e industrial

Os resultados da toxicidade do lodo doméstico e industrial pode ser visualizado na
Tabela 1. Sao observados os resultados referentes ao teste de toxicidade realizado com os
moluscos expostos ao lodo durante 48 horas (exposicao aguda) e 15 dias (exposi¢ao cronica).
Na Tabela 1, foi demonstrado que, independente da concentracdo testada, todos os grupos
apresentaram um percentual de viabilidade de 100% e inviabilidade de 0% apds exposi¢cdo aos

lodos.

Para confirmagao dos resultados obtidos, foram analisados os parametros: batimentos
cardiacos, motilidade no meio aquoso e retragdo dos moluscos. Todos os caramujos
apresentaram os parametros normais, apds serem meticulosamente analisados. Dessa forma,
ao término da andlise experimental, ndo foi possivel verificar nenhum dado ou modificacdo

em nivel macroscépico nos moluscos expostos. Isto pode ser explicado por se tratar de uma
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material de referéncia, em que a concentracdo dos elementos quimicos dispersos no meio
foram inferiores aos encontrados nas estacOes de tratamento (DIAS et al., 2008), o que
permitiu analisar a bioacumulag@o desses elementos no corpo dos caramujos e os efeitos ao

nivel celular e genético.

Tabela 1 - Exposicao dos moluscos adultos de B. glabrata ao lodo de esgoto doméstico e

industrial durante o periodo de 48 horas e 15 dias.

Total (%)
Grupos
Amostra (mg/L) Vivos Vivos
(48 h) Mortos (48 h) (15 d) Mortos (15 d)
C 100 0 100
50 100 0 100
Lodo 100 100 0 100 0
doméstico
150 100 0 100 0
500 100 0 100 0
C 100 0 100 0
50 100 0 100 0
Lodo
industrial 100 100 0 100 0
150 100 0 100 0
500 100 0 100 0

Fonte: O autor.

4.3 Embriotoxicidade do lodo doméstico e industrial

Os resultados do teste de toxicidade para os embrides de B. glabrata expostos ao lodo
doméstico e industrial podem ser observados na Figura 21. A exposi¢cdo dos moluscos foi
realizada nos periodos de 24, 48 ¢ 192h (8 dias). E possivel verificar que em todos os
intervalos avaliados, nenhum dos grupos demonstrou um percentual estatisticamente
significativo de embrides invidveis quando correlacionados aos respectivos grupos controle
(C). Assim, independe da concentracdo e do periodo de exposicdo aos lodos, nio foi

constatado um efeito embriotéxico do composto testado frente aos embrides de B. glabrata.
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Figura 21 - Embrioes de B. glabrata expostos ao lodo doméstico e industrial em
diferentes periodos (24 h, 48 h e 8 dias). Para analise estatistica foi realizado o teste
ANOVA seguido do pos-teste Newman-Keuls para multiplas comparacoées. O resultado

foi expresso como média * erro padrao da média.
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Fonte: O autor.

Com base nos resultados, pode-se observar que o efeito nos organismos das
concentracdes dos elementos quimicos dos materiais de referéncia foi baixo, o que permitiu
prosseguir com a andlise dos efeitos subletais ao nivel citolégico e a avaliagdo da

bioacumulacdo de elementos quimicos.

Na literatura consultada, nenhum dado foi encontrado sobre efeitos do lodo industrial
e doméstico frente ao molusco B. glabrata. No entanto, estudo realizado com outro
invertebrado, embrides de ourico do mar da espécie Sphaerechinus granularis, comprova que
os efeitos bioldgicos decorrentes da exposicdo a sedimentos ricos em elementos quimicos

estdo diretamente relacionados com as concentracdes dos elementos nas amostras estudadas

(TRIFUOGGI et al., 2019).
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4.4 Quantidade de células viaveis ap6s exposicao aos lodos de esgoto

Com a utilizagdo da camara de Neubauer, foi realizada a contagem de células vidveis
(Figura 22) ap6s exposi¢do aguda e crénica dos caramujos ao lodo doméstico e, posterior,
coleta da hemolinfa. O percentual de hemdcitos vidveis foi superior a 99%. A andlise das
células hemocitdrias dos animais expostos por 48 horas ao lodo, o grupo submetido a
concentracdo de 500 mg/L apresentou uma quantidade de hemdcitos significativamente maior
quando comparado ao grupo controle. Além disso, é possivel observar no grafico da
exposic¢ao aguda (Figura 22) que houve um aumento linear na quantidade de células de todos
os grupos expostos ao lodo. Por outro lado, no experimento realizado apds exposi¢ao dos
caramujos durante 15 dias, também foi possivel evidenciar que, apds andlises dos hemdcitos
na camara de Neubauer, as células dos animais expostos a concentragdo de 500 mg/L
apresentaram um numero significativamente maior com relacio as quantidades de células dos
animais pertencentes ao grupo controle. Diferentemente do que foi demonstrado apds a
exposicdo aguda, ndo houve um aumento linear do nimero de células hemocitarias dos grupos

submetidos ao lodo doméstico por 15 dias.

Figura 22 - Numero de células observadas apds exposicao aguda (48 h) e cronica
(15 dias) ao lodo de esgoto doméstico. A relacio * vs. C indica que ocorreu diferenca

significativa com grau de confianca de 95% (p < 0,05).
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Fonte: O autor.

A quantidade de hemdcitos foi determinada apds contagem realizada na cimara de

Neubauer para os animais expostos ao lodo industrial (Figura 23). Foi observado um
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percentual de viabilidade celular superior a 99%. A exposicdo dos moluscos ao lodo industrial
durante os periodos de 48 horas e 15 dias ndo causou danos aos hemocitos. Além disso, pode
ser observado que a quantidade de células vidveis dos animais submetidos ao lodo por
48 horas ndo apresentou diferencas significativas quando relacionados com o nimero de
hemdcitos pertencentes ao grupo controle. Contudo, nas células dos caramujos expostos de
forma cronica ao lodo industrial, pode ser verificado que o grupo submetido a concentragdo
de 500 mg/L demonstrou uma maior quantidade de células hemocitarias quando comparado a
coluna referente ao total de células do grupo durante a contagem na camara de Neubauer. A
presenca de células invidveis pode estar associada com a quantidade de lodo industrial
utilizado por anélises, pois independente do grupo testado, a concentracao final de elementos

quimicos téxicos foi baixa.

Figura 23 - Numero de células observadas apds exposicao aguda (48 h) e cronica
(15 dias) ao lodo de esgoto industrial. A relaciao * vs. C indica que ocorreu diferenca

significativa com grau de confianca de 95% (p < 0,05).
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Fonte: O autor.

Como obtido nesse trabalho, a analise da viabilidade celular de hemdcitos,
provenientes de diversas espécies de moluscos bivalves de dgua doce, expostos a varias
concentracoes de metais, in vitro, demonstrou, que, ndo foram observadas diferencas
significativas entres os grupos (SAUVE et al., 2002). De forma semelhante, Biachi et al.
(2014) observaram que moluscos de espécie Diplodon chilensis, expostos a dgua poluida com

residuos de esgoto, ndo apresentaram diferencas na viabilidade celular ap6s comparagdo com
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hemdcitos da mesma espécie de molusco presente em uma regido aqudtica ndo poluida.
Pesquisadores brasileiros demonstraram que os resultados da viabilidade celular, avaliados
utilizando o método de coloragdo com azul de tripano em cultura de células do tecido hepatico
humano apresentaram viabilidade celular superior a 95% apds exposicdo a dgua rica em
efluentes de esgoto. As amostras de dgua foram coletadas de rio que corta uma regido
altamente  industrializada e  densamente povoada de Sdo Paulo, Brasil
(MANZANQO et al., 2015). De acordo com os resultados de um estudo realizado com a
utilizacdo de hemocitos de Elliptio complanata, uma espécie de mexilhdao de dgua doce,
expostos a concentracdes crescentes de efluentes residuais domésticos, a quantidade de
hemdcitos vidveis ndo foi significativamente afetada pela exposicdo ao efluente municipal.
No entanto, o nimero de total de células presentes na hemolinfa teve um aumento de 250%

(FRANCOIS et al., 2015).

Por outro lado, a exposicdo direta a solucdes de elementos quimicos proporcionou
resultados diferenciados dos obtidos nesse trabalho. Nas andlises da viabilidade celular de
glandula digestiva do molusco Sepia officialis expostas aos efeitos dos metais cobre, zinco e
prata, apenas o zinco utilizado na concentragdo de 0,02 uM provocou um aumento
significativo na quantidade de células vidveis. Contudo, os dados obtidos apds exposi¢ao ao
cobre, prata e zinco (0,02 mM) ndo demonstraram uma elevagdo significativa no nimero de
células vidveis. De acordo com os pesquisadores, esse resultado pode parecer controverso,
pois os metais sao conhecidos por induzirem efeitos nocivos nos organismos vivos. No
entanto, zinco, em baixas concentracdes, ¢ um elemento quimico fundamental para a
manuten¢do da vida, pois € um composto essencial presente em numerosas moléculas. Sendo
um constituinte de mais de 200 metalo-enzimas e outros compostos metabdlicos, zinco
assegura a estabilidade de moléculas biol6gicas, como o DNA e de estruturas bioldgicas,
como as membranas celulares. Em contrapartida, niveis elevados de zinco acarretam um

funcionamento inadequado do sistema enzimatico intracelular (LE BIHAN et al., 2004).

Mesmo assim, avaliagGes realizadas por Sauvé et al. (2002) com o intuito de verificar
os efeitos da exposicdo, in vitro, aos metais Ag, Cd, Hg e Zn em hemdcitos de moluscos
marinhos e de dgua doce, ndo indicaram diferengas significativas em nivel de 95% de
confianca na viabilidade de hemdcitos em células cultivadas na presenga de quaisquer metais
em baixas concentragoes (10'9 a 107 M). Por outro lado, estudos realizados por Revel et al.
(2018) demonstraram que hemdcitos do molusco de dgua doce Elliptio complanata

apresentaram uma diminuicao na viabilidade celular apds 3 e 8 dias de exposi¢do ao cadmio.
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Ainda, segundo os autores, a reducdo do nimero de hemdcitos vidveis estaria relacionada aos
danos provocados ao DNA, devido ao aumento do estresse oxidativo ou pela interferéncia do
cddmio nos mecanismos de reparo do material genético. Katsumiti et al. (2018), apds
analisarem hemdcitos de mexilhdes expostos a concentracdes crescentes de cobre (0,5, 1, 10,
25, 50, 75, 100 e 200 mg/L), constataram uma diminuicdo significativa na quantidade de
células vidveis, tendo sido sugerido que este efeito provavelmente estd correlacionado com o

aumento da producdo de espécies reativas do oxigénio intracelular e peroxidacao lipidica.

De certo modo, o fato dos metais estarem inseridos numa matriz geoldgica como € o
caso dos lodos utilizados nesse trabalho, sua disponibilidade pode ser alterada,
proporcionando resultados diferenciados, mesmo que elementos quimicos como cddmio
(11,20 x 10° pg/mL), cobre (12,72 x 10° pg/mL) e zinco possam induzir a reducdo da
viabilidade celular nas espécies analisadas (LADHAR-CHAABOUNI; HAMZA-CHAFFAI,
2015).

4.5 Ensaio do micronucleo

Na Figura 24 podem ser observadas a morfologia e alteracdes celulares quantificadas
nos hemdcitos de B. glabrata ap6s exposicdo aos lodos de esgoto doméstico e industrial na
concentracdo de 500 mg/L. As alteracdes morfologicas analisadas foram microntcleos,
células binucleadas e apoptoses. Estes danos celulares podem estar correlacionados com os
efeitos toxicos oriundos da concentracdo dos elementos quimicos presentes nos lodos de

esgotos.

Figura 24 - Exemplos de diferentes morfologias celulares apds exposicao ao lodo de

esgoto doméstico e industrial. A) Micronitcleo; B) Célula binucleada; C) Apoptose.

A

Fonte: O autor.



74

Ao término da exposi¢do dos moluscos ao lodo doméstico por 48 horas, os hemdcitos
foram analisados quanto a frequéncia de alteracdes celulares (Figura 24) caracterizadas como
micronicleo (MN), células binucleadas (CB) e apoptoses (AP). Na Figura 25 € possivel
observar que a frequéncia de MN presentes no grupo LDsg foi significativamente maior
quando comparado com o grupo C. De forma semelhante, o nimero de hemdcitos com
presenca de binucleagdes foi elevado no grupo dos animais expostos ao lodo na concentragdo
de 500 mg/L, tendo sido demonstrado uma diferenca significante em relacdo ao grupo
controle. Além destas alteragdes nucleares, também foram analisados e quantificados o
nimero de hemdcitos em apoptose. De acordo com os resultados, € possivel observar que as
células do grupo exposto a maior concentracao (500 mg/L) do lodo doméstico apresentaram
uma quantidade de AP significativamente maior quando correlacionado com o nimero de

alteracOes presentes no grupo controle.

Figura 25 - Percentuais de alteracoes celulares em hemécitos de B. glabrata apés
exposicao ao lodo doméstico durante 48 horas. C = Controle, LD = Lodo Doméstico,

MN = Micronicleos, CB = Células Binucleadas e AP = Apoptose.
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Fonte: O autor.

Em todos os gréaficos da Figura 25, os grupos submetidos ao lodo nas concentracdes de
50, 100 e 150 mg/L. apresentaram um discreto aumento linear na quantidade de alteracdes,
contudo, ndo foram significativos em nivel de 95% de confian¢a quando comparados com os

respectivos grupos C.

Apo6s exposicdo cronica ao lodo doméstico, os hemdcitos de Biomphalaria glabrata

foram quantificados e analisados quanto a presenca de MN, CB e AP (Figura 26). Ao término
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da leitura das laminas, o ndmero de hemdcitos com a presenca de micronicleos foi
significativamente maior nos grupos expostos ao lodo nas concentragdes de 150 e 500 mg/L
com relacdo ao grupo controle. A quantidade de células binucleadas também se mostrou
significativamente mais elevada nos grupos LD;sp € LDsy quando correlacionados com a
quantidade de CB observadas no grupo C. No entanto, a quantidade de células hemocitérias
em apoptose foi estatisticamente elevada em todos os grupos submetidos ao lodo quando
comparado com o respectivo grupo controle. Além disso, pode ser observado que o aumento

no nimero de AP ocorreu de forma dose-dependente.

Figura 26 - Percentuais de alteracoes celulares em hemécitos de B. glabrata apés
exposicao ao lodo doméstico durante 15 dias. C = Controle, LD = Lodo Doméstico,

MN = Micronicleos, CB = Células Binucleadas e AP = Apoptose.
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Fonte: O autor.

O lodo de esgoto doméstico foi responsdvel por danos citotoxicos e genotoxicos para
os hemdcitos de Biomphalaria glabrata expostos durante os periodos de 48 horas e 15 dias.
Desta forma, com base nos dados obtidos neste trabalho e de acordo com a literatura
cientifica, os efeitos deletérios observados nas células hemocitarias podem estar relacionados

com mutacdes pontuais e a inducao de efeitos aneugénicos.

Ap6s a andlise das células expostas ao lodo industrial de forma aguda (Figura 27), é
possivel observar que o nimero de hemdcitos com a presenca de micronicleo no grupo
submetido a concentragdo de 500 mg/L foi significativamente maior quando correlacionado
com o grupo C. Porém, apds andlises do quantitativo de hemdcitos foi possivel demonstrar

que todos os grupos expostos ao lodo apresentaram diferencas significativas no nimero de
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células binucleadas quando comparados com o grupo C. Além disso, a presenca de apoptoses
foi significativamente maior nas concentracdes de 100, 150 e 500 mg/L. quando relacionadas

ao grupo controle. E possivel observar ainda que o nimero de apoptoses aumentou.

Figura 27 - Percentuais de alteracoes celulares em hemécitos de B. glabrata apés
exposicao ao lodo industrial durante 48 horas. C = Controle, LI = Lodo Industrial,

MN = Micronicleos, CB = Células Binucleadas e AP = Apoptose.

[
wm
1

Y MN 207 CB 309 AP
E % kS &
z E * Z *
: LR TY 3 3
S 107 2 % T 201
g g g
4 * * *
3 A x 3 ¥
3 s g E f g 10 .
B 4 3] 2 T
g s g 1
H ¥ s :
2 = = | |
= 3 | x = (] " 2
0 ! T T T T 0 T T T T T 0 T T T T T
C Lls  Lljgp LIz  Llsgg C Llsp Ll LIz Llsgg C Lls Ll LIz  Llsgg
mg/L mg/L mg/L

Fonte: O autor.

Ao final da exposi¢do cronica (Figura 28), o nimero de micronticleos dos grupos
submetidos ao lodo nas concentracdes de 150 e 500 mg/L apresentaram diferenca
significativa quando comparados ao grupo C. Apds 15 dias de exposi¢ao, foi verificada uma
quantidade de células binucleadas significativamente maior em todos 0os grupos expostos ao
lodo industrial quando correlacionados com grupo C. Com relagdo a quantidade de apoptoses,
foi demonstrado que todos os grupos submetidos ao lodo apresentaram uma elevada
quantidade de micronucleos que diferiu de forma significativa em nivel de 95% de confianca

do nimero de MN observados no grupo C.
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Figura 28 - Percentuais de alteracoes celulares em hemécitos de B. glabrata apés serem
submetidos ao lodo industrial durante 15 dias. C = Controle, LI = Lodo Industrial,

MN = Micronicleos, CB = Células Binucleadas e AP = Apoptose.
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Fonte: O autor.

Tanto na exposi¢cdo aguda quanto na crOnica, as alteragdes celulares (microntcleo,
binucleagdo e apoptose) foram observadas em todas situacdes testadas. Assim, possivelmente
os efeitos deletérios provocados no material genético dos hemdcitos podem estar
correlacionados com a presenga de elementos quimicos toxicos. Esses elementos quimicos
podem modificar a funcionalidade de organelas celulares e componentes, como DNA nuclear
e mitocondrial, bem como inibir determinadas enzimas envolvidas no processo de reparo do
material genético, ocasionando danos ao DNA e altera¢des conformacionais que podem levar
a modulacdo do ciclo celular e, consequentemente, apoptose (WANG; SHI, 2001). Além
disso, o estimulo para iniciar a apoptose vai depender da dose e do tempo de exposicao. Logo,
esses elementos quimicos téxicos podem levar ao aumento do estresse celular,
consequentemente, este estresse elevado pode ser capaz de exacerbar outros efeitos deletérios,
como o dano a estrutura do DNA (SCANU et al., 2015). Nossos resultados foram semelhantes
aos achados de Rebok et al. (2107), onde todos os tipos de anormalidades nucleares
examinadas estavam presentes nos grupos testados, mesmo nos individuos pertencentes ao

grupo controle, embora com baixa frequéncia.

As alteragdes obtidas nesse trabalho com relag@o a apoptose de células estdo de acordo
com os dados verificados por Mohamed et al. (2016), ap6s a andlise do DNA nuclear de
células hepéticas de peixes da espécie Variola louti, presentes em dreas poluidas, em que os
pesquisadores demonstraram um aumento significativo no nimero de células apoptdticas,

sugerindo que este evento celular possivelmente esteja associado ao acimulo de elementos
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quimicos toxicos presente no ambiente aqudtico. Assim, como os hemdcitos de B. glabrata
também apresentaram um aumento significativo de células apoptéticas apds exposicdo ao
lodo. Estes dados reforcam os resultados obtidos neste trabalho, pois a inducdo de células
binucleadas e micronucleo é um indicativo dos danos ocasionados ao DNA nuclear,

possivelmente em decorréncia da exposi¢ao ao lodo de esgoto industrial.

Olvera-Néstor et al. (2016) demonstraram que biomarcadores como Caspase-3,
microntcleos e células apoptdticas aumentaram quando peixes da espécie Cyprinus carpio
foram expostos a amostras de dguas residuais com a presenca de baixas concentragdes de
elementos quimicos toxicos, na regido de Toluca, México, evidenciando, assim, um aumento
significativo na atividade citotoxica, genotoxica e apoptética das células expostas, além de
demonstrarem uma correlacdo positiva entre o aumento da atividade da caspase-3 e o dano
genotoxico. Estes achados foram condizentes com os resultados obtidos ap6s a realizagao do
ensaio do micronticleo com hemdcitos de B. glabrata expostos a lodo de esgoto. Foi
demonstrado um aumento da quantidade de células hemocitarias apresentando microntcleos e

em estado de apoptose.

Andlises da genotoxicidade em diferentes locais do cérrego Mumbuca e do rio
Perdizes, ambos localizados no estado de Minas Gerais, Brasil demonstraram por meio do
teste de microndcleo em amostras coletadas de Tradescantia pallida, que varias células da
espécie utilizada como modelo experimental apresentou uma alta frequéncia de microntcleos
com potencial genotéxico e mutagénico. A reducdo da qualidade da 4gua nestes locais
provavelmente estd fortemente correlacionada com o despejo de efluentes oriundos de esgoto
industrial. Ademais, efluentes de origem industrial, doméstica, agricola e pluvial podem se
misturar, originando aglomerados de substancias complexas que atuariam como
potencializadores dos efeitos genotoxicos da &agua presentes nas amostras coletadas
(CAMPOS et al., 2015). Em um estudo realizado no rio Bregalnica na Macedonia também foi
observado um aumento na frequéncia de micronicleos de peixes da espécie Barbus
peloponnesius. Esta maior quantidade de micronicleos pode estar correlacionada a uma
elevacdo nos niveis de elementos quimicos toxicos como os metais pesados, principalmente,
nos pontos onde existe uma elevada presenca de efluentes de esgoto industrial, doméstico e
escoamento agricola. Ainda, segundo os autores, as andlises sugerem que o aumento da
concentracdo de metais pesados bem como de contaminantes organicos nos sedimentos,
provavelmente, foi um dos principais fatores para o aumento no nimero de micronicleos

(REBOK et al., 2017).
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Células das branquias de mexilhdes da espécie Mytilus galloprovincialis quando
expostos a dgua do Golfo de Patras na Grécia apresentaram, assim como obtido nos ensaios
desse trabalho, aumento na frequéncia de micronicleos (KALPAXIS et al., 2004). Além
disso, glandulas digestivas dos mesmos espécimes demonstraram reduzida estabilidade da
membrana lisossomal. Ambas as alteracdes foram significantes, implicando um actimulo
excessivo de poluentes organicos e inorganicos nessa regido, com atividade clastogénica e
mutagénica. Ademais, os autores realizaram andlises do teor de metalotioneina nas células
glandulares digestivas, onde foi possivel evidenciar que o Golfo de Patras apresenta elevadas
concentracdoes de metais pesados, estando estes, juntamente com 0S compostos 0rganicos,
possivelmente correlacionados com os efeitos genotdxicos pela indugcdo de microndcleos e
por alterar a permeabilidade da membrana lisossomal. Do mesmo modo, Yazici e Sisman
(2014) observaram um aumento na frequéncia de microndcleos em células branquiais,
hepatdcitos e eritrocitos das espécies de peixes Leuciscus cephalus e Capoeta capoetade
encontrados no rio Karasu, localizado na Turquia. Os autores associaram a maior quantidade
de microntcleos as elevadas concentragdes de metais presente no meio, assim como, estas
alteracdes nucleares também podem estar correlacionadas a presenca de produtos quimicos

genotoxicos.

Como a presenca de células binucleadas pode ser observada como consequéncia da
inibicdo do processo de formacgdo de placas celulares durante o processo de divisdo celular,
que possivelmente € influenciado pela supressao da sintese do fragmento no periodo inicial da
telofase (NJOKU et al., 2015), os resultados obtidos neste trabalho foram contundentes, com
altas frequéncias desse tipo de alteracdo em todos as concentragdes dos lodos estudados. Em
Allium cepa e peixes da agua do rio Corrente, localizado no estado do Piaui no Brasil, foi
demonstrada uma elevada quantidade de células binucleadas, decorrentes de uma mistura
complexa de compostos quimicos clastogénicos e aneugénicos, ricos em elementos quimicos
téxicos, origindrios da industria automotiva, residuos urbanos e da agricultura familiar. Essas
substancias foram responsdveis por ocasionar citotoxicidade e falha na citocinese. Estes
resultados podem ser correlacionados aos observados neste trabalho, pois a citotoxicidade foi
evidenciada pelo aumento na presenca de apoptose celular, assim como, a falha na citocinese
pode ser um dos processos relacionado com a inducdo de danos genotéxicos

(BATISTA et al., 2016).

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho podem ser verificados em um

estudo realizado com cultura de células hepaticas humanas. Apds serem expostas ao extrato
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aquoso de lodo doméstico, as células apresentaram uma maior quantidade de microntcleos,
em que a inducdo dessas mutacdes esteve diretamente ligada a uma possivel acdo aneugénica
do lodo (SOMMAGGIO et al., 2018). Segundo os autores do estudo, ndo foi possivel
confirmar que os danos celulares observados estejam relacionados exclusivamente a presenca
de metais em niveis toxicos, pois o lodo doméstico utilizado é uma mistura complexa
composta por diversas substincias sendo dificil atribuir os efeitos toxicoldgicos verificados a

um composto ou substincia especifica, uma vez que, inimeras reagdes quimicas podem

ocorrer entre as substancias presentes no material testado (SOMMAGGIO et al., 2018).

Outros estudos demonstraram a presenca de alteracdes nucleares, tais como
micronucleos e células binucleadas em eritrécitos de peixes oriundos do Rio Bregalnica,
localizado na Macedonia, um rio € conhecido por receber um grande volume de efluentes de
esgoto domésticos. Os pesquisadores descartaram a influéncia da estacdo e do sexo dos peixes
na frequéncia dos eritrécitos contendo microntcleos e binucleacdo. No entanto, as avaliacdes
mostraram que os resultados mais significativos com relagdo a presenca de alteracdes
nucleares parecem estar fortemente relacionados com os pontos de coleta de 4gua
examinados, devido a uma maior concentragao de poluentes nestes locais, tais como os metais
manganés, cddmio e ferro (REBOK et al.,, 2017). Nestes pontos, substincias genotdxicas
tendem a ficarem adsorvidas no material particulado, e assim, o compartimento sedimentar €
o receptor intermedidrio ou final de poluentes insoltveis ou ligeiramente soliveis. Em adic¢ao,
o aumento incidental de contaminantes organicos e inorganicos, além da poluicdo por
elevadas concentragdes de metais, poderia contribuir para o aumento do numero de
micronucleos e células binucleadas. Portanto, os resultados obtidos apds a realizacdo do
ensaio do microntcleo reforcam a hipdtese de que a frequéncia de micronudcleos e outras
anomalias nucleares podem ser utilizadas como biomarcadores sensiveis e adequados para
avaliacdo de poluentes genotdxicos quando utilizados em estudos de monitoracdo (ROCHA et

al. 2009; BOETTCHER et al., 2010; OSSANA; SALIBIAN, 2013).

A avaliacdo da toxicidade de efluentes de esgoto lixiviado demonstrou um aumento
significativo na frequéncia de micronicleos em testes feitos in vitro com a utilizacdo de
linfécitos humanos, as amostras testadas apresentaram um potencial genotéxico para os
linfécitos, sendo capaz de induzir efeitos adversos em uma populacdo humana. Também foi
demonstrado que eritrécitos policromdticos de ratos apds 15 dias de exposicdo a baixas
concentracoes de efluentes domésticos apresentaram um aumento significativo na frequéncia

de microntcleos. Assim, esses efeitos possivelmente estavam correlacionados com a agdo
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combinada de contaminantes presentes nas amostras do lodo de esgoto lixiviado

(TEWARI et al., 2005; GAJSKI et al., 2011)

Segundo Yazici e Sisman (2014), ap6és um estudo realizado em peixes das espécies
Leuciscus cephalus e Capoeta capoeta para avaliar os efeitos genotéxicos da dgua do rio
Karasu, localizado na Turquia, os pesquisadores demonstraram que estas espécies
apresentaram um aumento significativo na frequéncia de micronucleos e células binucleadas.
Além disso, foi observado que o esse ecossistema aquatico apresentou altas concentracdes dos
elementos quimicos cddmio, aluminio, arsénio, chumbo, cromo, manganés, cobre, ferro,
niquel, zinco, todos eles oriundos do despejo de efluentes de dguas residuais, principalmente
efluentes de esgoto doméstico. Assim, os autores sugerem que estes poluentes, possivelmente,

podem ser os responsdveis pelo aumento dos efeitos genotéxicos ocasionados nos peixes.

Estudos realizado com peixes a fim de determinar o potencial genotéxico do cérrego
Nilufer que desdgua no Mar de Marmara, no noroeste da Turquia, os autores determinaram a
frequéncia de microntcleos e de células binucleadas presentes nas amostras de sangue de
Oreochromis niloticus ap6s serem expostas a dgua do Nilufer. A quantidade de microntcleos
e de células binucleadas foram significativamente elevadas nos peixes submetidos a dgua de
areas poluidas com esgoto doméstico, industrial e agricola. Efluentes domésticos podem
conter concentragdes elevadas de metais e que estes elementos podem induzir a formacao de

microntcleos e células binucleadas (SUMMAK et al., 2010).

Salem et al. (2014) avaliaram os danos genotéxicos em peixes Rutilus rutilus
originados por metais presentes em residuos domésticos lixiviados. Os autores observaram
que ao término do periodo de exposi¢do ao composto testado, o DNA gendmico apresentou
trechos com fragmentacdes internucleossdmicas, que provavelmente podem estar relacionadas
com a inducdo dos processos de apoptose e necrose. Além disso, € sugerido que os metais
ferro, cobre e zinco possivelmente desempenham um papel regulador na atividade das
endonucleases e nos mecanismos relacionados a apoptose. Portanto, € possivel que os
resultados obtidos apds os moluscos de B. glabrata serem expostos aos lodos de esgoto,
possam estar correlacionado com a inducdo dos mecanismos de apoptose celular, por meio da

interacdo com os elementos quimicos toéxicos presentes nos lodos.

As lesdes no DNA em locais especificos do genoma podem induzir alteracdes na

seqiiencia de nucleotideos por meio dos processos como sintese translesional ou através da
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recombinacdo, provocando mutagénese e respostas celulares que podem levar a apoptose
(Spivak et al., 2009). Dessa forma, apds a coleta de amostras da dgua do rio Jialu, localizado
no norte da China, um grupo de pesquisadores submeteram uma cultura bacteriana de
Salmonella typhimurium e peixes da espécie Danio rerio para avaliarem os efeitos
genotdxicos e citotdxicos, com base nos danos oxidativos ocasionados ao DNA e através da
andlise e quantificacio das células em processo de apoptose, respectivamente. Com base nos
resultados obtidos, os autores do estudo sugerem que a influéncia de 4dguas municipais
residuais ricas em chumbo, além de outros contaminantes, podem ser uma das possiveis
justificativas para os danos oxidativos provocados no material genético e o aumento na

quantidade de células em estado apoptético (SUN et al., 2017).

Poluentes ambientais com elevado potencial de induzir efeitos t6xicos, como metais,
atuam pela da ativacdo da via apoptética intrinseca. A exemplo do cddmio, que induz a
apoptose em cé€lulas branquiais de Mytilus edulis e em hemdcitos de ostras através de uma via
independente da atividade mitocondrial e enzimética da caspases. Além disso, concentracdes
abaixo da dose letal de cddmio também ocasionaram uma elevacdo na quantidade de
apoptoses presentes nas células do hepatopancreas do molusco pulmonado Helix pomatia,
sugerindo que a apoptose € o principal modo de eliminagdo de células danificadas do
hepatopancreas desse caracol. A apoptose também foi descrita em hemdcitos do gastrépode
Lymnaea stagnalis em resposta a outros tipos poluentes ambientais, tendo sido demonstrado
que os mecanismos de morte celular foram mediados por lectinas e pela produgdo de espécies

reativas do oxigénio (ROMERO et al., 2015).

Segundo Panfoli et al. (2000), diferentes tipos de evidéncias sugerem que a inducdo de
distirbios celular nos fons Ca®* poderia ter um papel primério na ocorréncia de efeitos
citotoxicos ocasionados pela exposicao aos metais. A maquinaria complexa para a regulacdo
do Ca®* celular pode estar relacionado com a alta sensibilidade dos organismos vivos aos
metais. Portanto, este distirbio na regulacdo dos ions Ca® pode ser uma das possiveis
explicacOes para a compreensdo dos mecanismos relacionados com o processo de apoptose

celular.

Em todos os trabalhos, elementos quimicos téxicos foram diretamente associados a
alta frequéncia MN nas andlises citologicas, com potenciais efeitos deletérios envolvidos na

instabilidade genética (MORALIS et al., 2018).
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4.6 Ensaio cometa

Na Figura 29 pode ser observada a classificagdao do grau de dano (0 - 4) dos nucledides
analisados ap6s exposi¢ao aguda e cronica dos caramujos ao lodo doméstico e posterior

realizacdo do ensaio do cometa.

Figura 29 - Imagens de nucledides de hemdcitos de B. glabrata expostos ao lodo

doméstico, com os variados graus de danos (0 - 4).

Fonte: O autor.

Na Figura 30, é possivel observar o dano genotdxico ocasionado aos nucledides dos
hemdocitos de B. glabrata expostos durante 48 horas e 15 dias ao lodo de esgoto doméstico.
Apés a realizagdo do ensaio do cometa e posterior andlise das laminas, foi verificado que
todos os grupos expostos ao lodo (LDsp, LDjg9, LDs9 € LDsgg) de forma aguda apresentaram
uma quantidade de nucledides estatisticamente superior quando comparado com o nimero de
nucledides presentes no grupo C. Entretanto, diferentemente do que foi demonstrado no
experimento realizado para avaliar os danos nucleares apds exposi¢ao aguda ao lodo, os
resultados da exposi¢do cronica ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes

entre os grupos submetidos ao lodo doméstico quando comparados ao grupo controle.
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Com base na andlise e quantificacdo do grau de dano observado nos nucledides
(Figura 30), € possivel sugerir que ap6s o intervalo de 48 horas, o elevado nimero de danos
nucleares evidenciado nas células do B. grabrata possivelmente estd relacionado com a
presenca de elementos quimicos téxicos na composicdo do lodo de esgoto. Dentre eles, os
metais podem acarretar um elevado estresse oxidativo a estrutura do DNA, prejudicando suas
funcdes ou mesmo induzindo a quebra da estrutural da molécula, consequentemente,
ocasionando um efeito genotdxico. Entretanto, apds um periodo cronico de exposi¢ao as
substancias presentes no composto, 6rgaos como o hepatopancreas podem ter intensificado
sua atividade para depurar as substancias toxicas as quais 0os moluscos foram submetidos.
Além disso, € sugerido as células possivelmente aumentaram a producgdo e atividade das

enzimas antioxidantes no meio intracelular.

Figura 30 - Dano ao DNA dos hemocitos de B. glabrata determinado pelo ensaio do
cometa apds exposicao aguda e cronica ao lodo de esgoto doméstico. C = Controle e

LD = Lodo Doméstico.
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Fonte: O autor.

Para avaliar o grau de dano ocasionado ao DNA das células hemocitarias apds
exposi¢ao dos moluscos ao lodo industrial, o ensaio do cometa foi realizado nos intervalos de
48 horas e 15 dias (Figura31). Os grupos Lljso e Llsoo apresentaram um quantidade
significativamente elevada de nucledides danificados quando ambos sdo comparados com o
grupo C. No entanto, apds andlise dos nucledides (Figura 32) presentes nas células dos

animais submetidos ao lodo de forma cronica, apenas o grupo exposto a concentragdo de
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500 mg/L demonstrou diferenca estatisticamente significativa em nivel de 95% de confianca

quando relacionado ao grupo controle.

De acordo com os resultados demonstrados na Figura 31, a quantidade de danos
produzidos no material genético dos caramujos submetidos a 500 mg/L foi mais elevada com
relacdo aos outros grupos, possivelmente, em decorréncia da exposi¢do a maiores niveis de
elementos quimicas téxicas. Desse modo, é sugerido que estes elementos podem ter
sobrecarregado a glandula hepatopancreas alterando a atividade das enzimas antioxidantes

presentes no molusco, e consequentemente, prejudicando o processo de reparacdo dos danos

ocasionados a estrutura do DNA.

Figura 31 - Dano ao DNA dos hemocitos de B. glabrata determinado pelo ensaio do
cometa apods exposicao aguda e cronica ao lodo de esgoto industrial. C = Controle e

LI = Lodo Industrial.
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Figura 32 - Imagens de nucledides de hemdcitos de B. glabrata expostos ao lodo

industrial com diferentes graus de danos (0 - 4).

Fonte: O autor.

Foi observado neste trabalho utilizando o hemdcitos de B. glabrata, apds
quantificacdo dos danos relacionados a exposicdo ao lodo de esgoto, foi observado que os
danos genotdéxicos nos grupos submetidos ao lodo de forma crénica foram menores quando
comparados com os danos da exposicao aguda. Yafez-Rivera et al. (2018), apds andlises de
caranguejos da espécie Uca princeps expostos a dgua contendo sedimentos poluidos com
rejeitos urbanos, observaram que os animais submetidos as amostras durante um periodo
menor apresentaram os indices mais elevados de danos genotéxicos quando relacionados com
o grupo dos crustdceos expostos aos mesmos compostos presentes na dgua. Dessa forma, os
autores sugerem que os organismos provavelmente conseguiram diminuir os danos ao DNA
ao longo do tempo. Em testes de genotoxicidade realizados com moluscos da espécie
Corbicula fluminea para monitorar os contaminantes presentes nas dguas do coérrego Cambé
localizado em Londrina, Brasil, foi demonstrado utilizando o ensaio cometa, que a maioria
dos locais onde as amostras foram coletadas apresentou uma elevada concentracdo de
poluentes com acdo genotdxica. Em todos os locais amostrados com presenca de poluentes, as
influéncias antrdpicas foram sugeridas como as principais causas da introducdo de poluentes
no meio ambiente, como os compostos xenobidticos e elementos quimicos toxicos, tais como

chumbo e cobre. Logo, o escoamento doméstico representou um grande perigo genotdxico
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para o ambiente aquditico e a biota presente no meio, onde amostras contaminadas com
materiais de origem doméstica foram consideradas muito prejudiciais, produzindo uma
elevada quantidade de células com danos no DNA (RIGONATO et al., 2010). Resultados
semelhantes foram demonstrados para exposi¢ao aguda ao lodo doméstico. Os nucledides dos
hemdcitos submetidos ao lodo apresentaram um elevado indice de dano quando

correlacionado com o grupo controle.

Efeitos deletérios responsdveis por induzir genotoxicidade também foram
comprovados apds o estudo da influéncia de ambientes aquaticos poluidos sobre peixes das
espécies Oreochromis niloticus e Mugil cephalus. Células do figado e das guelras foram
avaliadas por serem origindrias de 6érgdos metabolicamente ativos que acumulam mais metais
quando comparados a outros 6rgaos. O DNA das células analisadas apresentou um alto grau
de fragmentacdo, possivelmente, em decorréncia da exposi¢do aos niveis elevados de metais
téxicos. Estes podem ser responsdveis por catalisarem reacdes que geram espécies reativas do
oxigénio, como peréxido de hidrogénio, anions superoxido e radicais hidroxila, promovendo
o estresse oxidativo celular e danos nas macromoléculas, como DNA. Assim, os autores
sugerem que a acdo dos radicais livres possa atuar estimulando a atividade de endonucleases

responsaveis pela fragmentacdo do DNA (OMAR et al., 2012).

Como obtido por esse trabalho, Klee et al. (2004) demonstraram, apds realizarem
testes de genotoxicidade e citotoxicidade, que compostos organicos téxicos presentes no lodo
de esgoto industrial, mesmo apds passarem por tratamento em biorreatores, também
contribuam para promover um aumento do dano no DNA das células. Ghisi et al. (2017), ap6s
andlise das 4guas na jusante do Rio Campo, localizado no Estado do Parand no Brasil,
constatou que efluentes de atividades industriais e de estacdo de tratamento de esgoto podem
ser responsaveis pelos altos indices de degeneracdes observadas em niveis genético e

histolégico em peixes da espécie Astyanax paranae.

Os resultados de exposicao aguda ao lodo de esgoto industrial ocasionaram danos
genotoxicos. Andlises realizadas com peixes encontrados em locais poluidos por residuos
industriais e de descartes de estacdes de tratamento de esgoto apresentaram maior prevaléncia
de alteracdes toxicopatoldgicas e pré-neopldsicas, bem como maior taxa de danos hepéticos
em compara¢do com peixes retirados do local controle (DYK et al. al., 2012). Substancias
encontradas nos efluentes de atividades industriais e da estacdo de tratamento de esgoto

podem ser responsaveis pelo alto indice de danos observados nos niveis genético e histologico
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em peixes da jusante (GHISI et al., 2017). Em outro trabalho realizado com peixes, a maior
fragmentacdo do DNA foi observada em Cirrhinus mrigala, coletado da drea poluida do Rio
Chenab, seguido pelo Labeo rohita naquela area. Catla catla apresentou menor dano ao DNA
quando comparado com as outras duas espécies de peixes. Esses resultados concordaram com
os achados de Pavlica et al. (2011), cujo ensaio cometa demonstrou que os maiores danos ao

DNA foram registrados nos locais mais poluidos.

Portanto, a resposta da maioria dos biomarcadores, possivelmente, nao esta
relacionada com um contaminante especifico, mas associada a complexa mistura de
substancias presentes no ambiente. Por esse motivo, os biomarcadores devem ser analisados
em conjunto (GHISI et al., 2017) e por meio da utilizagdo de diferentes técnicas para

aumentar a confiabilidade dos resultados obtidos.

4.7 Agrupamento dos resultados de bioacumulacao e dos ensaios genotéxicos

Foi construido um dendrograma (Figura 33) utilizando o método de ligacao de Ward’s
a fim de agrupar os resultados obtidos no estudo com os lodos de esgoto doméstico e
industrial. A andlise de agrupamento leva em considerac¢do a semelhanca entre os vetores das
médias, permitindo diferenciar os resultados obtidos nos testes de bioacumulacdo e

genotoxicidade.

E possivel observar na distribui¢do dos grupos estabelecidos no dendrograma (Figura
33) que os resultados obtidos para o fator de acumulacdo do cddmio (FA_Cd), fator de
acumulagdo do niquel (FA_Ni) e ensaio cometa (Cometa) estdo fortemente agrupados, assim
como, os resultados das andlises de apoptose (AP), células binucleadas (CB), concentragao de

cadmio no molusco (Cd_molusco) e micronticleos (MN).
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Figura 33 - Dendrograma sintetizando agrupamento dos resultados da bioacumulacao e

ensaios genotoxicos de acordo com suas semelhancas.
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5 CONCLUSOES

A partir dos experimentos realizados neste trabalho e por meio dos resultados obtidos,

conclui-se:

e Os testes de toxicidade e embriotoxicidade demonstraram que os lodos de esgoto
doméstico (SRM 2781) e industrial (SRM 2782) nao apresentaram danos visualizados
macroscopicamente, como letalidade e malformacdes;

e A viabilidade celular dos hemdcitos apresentou um percentual acima de 95% tanto
para o lodo doméstico quanto para o lodo industrial;

e (s danos genotoxicos puderam ser visualizados por meio do teste do microntcleo,
onde foi constatado elevacdo no numero de apoptose celular, binucleacio e
micronicleo em todos os grupos expostos aos lodos de esgotos, sendo um bom
parametro para andlise ambiental;

e A andlise dos nucledides pelo ensaio do cometa demonstrou que os lodos doméstico e
industrial originaram efeitos genotdxicos para os hemdcitos de B. glabrata, podendo
ser um teste vidvel para andlise ambiental;

e Foi demonstrado que o molusco da espécie Biomphalaria glabrata apresentou
bioacumulacdo para os elementos quimicos quantificados pelas técnicas

espectrométricas empregadas.
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ANEXO A - CERTIFICADO DE ANALISE DO MATERIAL DE REFERENCIA SRM
2781 — Domestic Sludge

' National Institute of Stadards & Technology

<:F,
Uertificate of Analysis

Frargs of
Standard Reference Material® 2781

Domestic Sludge

This Standard Feference Material (SEM) is intended primanly for use in the evaluation of methods used for the
analysis of sludges and other materials of 2 similar matrix. Certified values are provided for slements. Eeference
walues are provided for elements, synthetic polyeyelic musks, and perfluorinated compounds (PFCs) as Perflucrmated
Alkyl Aeds (PFAA<) and Hexabromoryelododecanes (HBCDs). Information valoes are provided for PFFAA=s SEM
2781 15 a dred, pulvenized domestic slodge. A umt of SEM 2781 consists of a bottle containing 40 g of dned,
pulvenzed domestic sludge.

AN
%

Certified Mazs Fraction Values: The cerbfied mass frachon values for elements are listed i Table 1; analviical
methods are provided m Table 7. A NIST certified value 15 a value for which NIST has the highest confidence n 1ts
aceuracy 1o that all known or suspected sources of bias have been inwvestigated or tzken info account [1]. The
measurands are the certified mass fractions listed in Table 1 and are metrologically traceable to the 51 unit for mass
expressed as percentages or as milligrams per kilogram, as indicated in the table

Eeference Maszs Fraction Values: FReference mass fraction values for elemental and organic constituents are
provided in Tables 2 through Table 3; analytical methods are provided in at the end in Table 7. Reference values are
noncerfified values that are the best estimate of the true values based on available data. The values do not meet NIST
critenia for cerification and are provided with associated uncertainties that may reflect only measurement
reproducibibty, may not include all sowrces of uncertainty, or may reflect a lack of sufficient stahistical agreement
among multiple analvhcal methods [1]. The measurands are the mass frachons hsted i Tables 2 through 5 as
determined by the methods mdicated and are metrologically traceable to the 5 unit for mass frachion expressed as
percentages or as micrograms per kilogram, as indicated in the tables.

Information Mass Fraction Values: Information mass frachon values for orgamic constfuents are provided m
Table 6. An mformation value is considered to be a value that will be of interest to the SEM user, but msufficient
mformation 15 available to assess the uncertainty associated with the value or only a hnuted mumber of analvses were
performed [1]. Information values may not be used to assess metrological traceability.

Expiration of Certification: The certification of SEAL 21781 13 valid, within the measurement uncertainty specified,
until 31 August 2025 provided the SEM is handled and stored m accordance with the instructions given in this
certificate (see “Instructions for Storage and Use™). The certification 1s mulhfied if the SEM is damaged, contamnated,
or otherwize modified.

Maintenance of SEM Certification: NIST will monator this SEM over the penod of its certification. If substantive
technical changes oceur that affect the cerbification before the expuaton of this cerhificate, NIST will notfy the
purchaser. Registration (see attached sheet or register online) will facilitate notification.

Orverall divechion and coordination of technical measuwrements for the criginal characterization of this SEM was
performed by J.D. Fassett of the NIST Chemical Sciences Division. Coordination and certification of additional
elements and orgame constituents were performed by JL. Reiner of the NIST Chemical Sciences Division and
DT O’'Kelly formerty of NIST.

Statistical consultaion was provided by L M. Gill and N.A. Heckert of the NIST Statistical Enzineenng Division.

Carlos A Gonzalez, Chaef
Chemical Sciences Division

Garthersburg, MD 20899 Fobert L. Watters, Jr, Director
Certificate Issue Diate: 15 September 2015 Office of Reference Matenals
Certificase Revision History on Page §
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Analytical measurements were performed at NIST by MH. Ahsan, E.S. Beary, C.M. Beck II, D.A. Becker,
M.S. Epstein, K. Garrity, RR. Greenberg, R M. Lindstrom, E.A. Mackey, J.L. Molloy, JR. Moody, M.S. Nocun,
B.R. Norman, D.J. O’Kelly, P.J. Paulsen, A. Peck, S.A. Rabb, M.S. Rearick, JL. Reiner, T.A. Rush, R. Saraswati,
J M. Smeller, R.L. Watters, Jr., and L.J. Wood.

Support aspects involved in the issuance of this SRM were coordinated through the NIST Office of Reference
Materials.

INSTRUCTIONS FOR STORAGE AND USE
Storage: SRM 2781 must be stored in its original bottle at temperatures less than 30 °C.

Use: A minimum sample mass of 100 mg (dry mass; see “Instructions for Drying”) should be used and sample
preparation procedures should be designed to effect complete dissolution for analytical determinations to be related
to the certified values provided.

Instructions for Drying: When nonvolatile elements are to be determined, samples should be vacuum dried at room
temperature for 24 h or oven dried for 2 h at 110 °C. Volatile elements (e.g., arsenic, mercury, and selenium) and
organic constituents should be determined on samples as received; separate samples should be dried according to these
instructions to obtain a correction factor for moisture. Moisture corrections are then made to measurement values
before comparing them to the certified values. [Note that the mass loss on drying at the time of certification was found
to be in the range of 4.7 % to 6.6 % when using the recommended drying procedures. |

PREPARATION AND ANALYSIS®

Source and Preparation of Material: The U.S. Geological Survey (USGS), under contract to NIST, obtained
partially dehydrated sewage cake material from the Metropolitan Denver Sewage Disposal District No. 1. The
material (approximately 182 kg) was placed in plastic-lined drums and transported to the USGS facilities
(Lakewood, CO) for processing. It was dried at ambient temperature in a forced air chamber, ground to pass a 74 um
(200 mesh) sieve, blended for 24 h to assure homogeneity of the pulverized material. Test samples were taken from
the blender for preliminary homogeneity analyses. The material was then radiation sterilized. The sterilized material
was shipped in bulk to NIST, where the material was bottled in 40 g units after reblending for 4 h.

Analysis: The homogeneity was assessed at USGS on 10 replicate samples of bulk material for over 40 elements
using x-ray fluorescence (XRF) and/or inductively coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP-AES).
Homogeneity was further assessed during certification analysis. At sample sizes of 100 mg or greater, no
sample-to-sample variations in excess of those expected from the analytical measurements performed at USGS were
detected.

Value Assignment: Analyses for value assignment were performed by NIST and collaborating laboratories where
appropriate. Values were reported on a dry-mass basis in mass fraction units and are based on measurements using a
sample mass of at least 100 mg. Analytical methods are provided in Table 7.

W Certain commercial equipment, instruments, or materials are identified in this report to adequately specify the
experimental procedure. Such identification does not imply recommendation or endorsement by the National Institute of Standards
and Technology, nor does it imply that the materials or equipment identified are necessarily the best available for the purpose.
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Table 1. Certified Mass Fractions for Elements

Element Mass Fraction Element Mass Fraction
(mg/kg) (%)

Arsenic (As) 781 + 067® Nitrogen (N) 478 + 0.16®

Cadmium (Cd) 1278 £ 0630

Chromium (Cr) 202 + 140

Copper (Cu) 6278 + 184H

Lead (Pb) 2008 + 420

Mercury (Hg) 368 = 0.14®

Molybdenum (Mo) 466 £ 54@

Nickel (Ni) 802 + 180

Selenium (Se) 160 + 1.5@

Silver (Ag) 976 + 650

Zinc (Zn) 1273 + 680

® The certified mass fraction value is a weighted mean of the mass fractions determined by the methods indicated for each
analyte [1]. The uncertainty listed with each value is an expanded uncertainty about the mean [1,2], with coverage factor, £,
based on the t-interval where the degrees of freedom is the number of methods minus one and calculated by combining a pooled
within-method variance with a between-method variance [3] following the [SO/JCGM Guide [4,5]. The certified values are
reported on a dry-mass basis. For certified values to be valid, the material must be dried according to the instructions provided

above.

® The certified mass fraction value is a weighted mean of the mass fractions determined by the methods indicated for each
analyte [1]. The expanded uncertainty is the half-width of a symmetric 95 % parametric bootstrap confidence interval [6], which
is consistent with the ISO/JCGM Guide [4,5]. The effective coverage factor, &, is 2. The certified values are reported on a
dry-mass basis. For certified values to be valid, the material must be dried according to the instructions provided above.

Reference Mass Fraction Values: Each reference mass fraction value, expressed as a mass fraction on a dry-mass
basis, is an equally weighted mean of results provided by NIST and/or collaborating laboratories.

Table 2. Reference Mass Fractions for Elements

Element Mass Fraction Element Mass Fraction
(ng/ke) (%)

Beryllium (Be) 6133 + 247@ Aluminum (Al) 16 + 01®
Calcium (Ca) 39 £ 01@
Iron (Fe) 28 £+ 01@
Magnesium (Mg) 059 + 0.02®
Phosphorus (P) 243 +  0.04®
Potassium (K) 049 + 0.03®
Silicon (Si) 51 £ 02@
Sodium (Na) 021 £ 001®
Titanium (T1) 031 + 001®

@ The reference mass fraction value was calculated froma single measurement method. The expanded uncertainty is the half width
of a 95 % Students #-confidence interval for u. The reference values are reported on a dry-mass basis. For reference values to

be valid, the material must be dried according to the instructions provided above.

®) The reference mass fraction value is a weighted mean of the mass fractions determined by the methods indicated for each
analyte [1]. The reference values are reported on a dry-mass basis. The expanded uncertainty is the half-width of a symmetric
95 % parametric bootstrap confidence interval [6], which is consistent with the ISO/JCGM Guide [4,5]. The effective coverage
factor, k, is 2. For reference values to be valid, the material must be dried according to the instructions provided above.

() The reference mass fraction value is a weighted mean of the mass fractions determined by the methods indicated for each
analyte [1]. The uncertainty listed with each value is an expanded uncertainty about the mean [1,2], with coverage factor, £,
based on the t-interval where the degrees of freedom is the number of methods minus one and calculated by combining a pooled
within-method variance with a between-method variance [3] following the ISO/JCGM Guide [4,5]. For reference values to be

valid, the material must be dried according to the instructions provided above.
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Table 3. Reference Mass Fractions for Polycyclic Musks

Mass Fraction
(ngkg)
1,3,4,6,7,8-Hexahydro-4,6,6,7,8,8-hexa-methyl-cyclopenta-(v)-2-benzopyran (HHCB) 9200 =+ 12200
7-Acetyl-1,1,3,4,4,6-hexamethyltetralin (AHTN) 19700 £ 900@
5-Acetyl-1,1,2,6-tetramethyl-3-isopropylindan (ATII) 2260 + @ 90W
4-Acetyl-1,1-dimethyl-6-tert-butylindan ( ADBI) 1140 +  60@
6-Acetyl-1,1,2,3,3,5-hexamethylindan (AHMI) 142 + 60

@ The reference mass fraction value is a weighted mean of the mass fractions determined by the methods indicated for each
analyte [1]. The uncertainty listed with each value is an expanded uncertainty about the mean [1,2], with coverage factor, k=2,
calculated by combining a pooled within-method variance with a between-method variance [3] following the ISO/JICGM
Guide [4,5]. The reference values are reported on a dry-mass basis. For reference values to be valid, the material must be dried
according to the instructions provided above.

® The reference mass fraction value is a weighted mean of the mass fractions determined by the methods indicated for each
analyte [1]. The expanded uncertainty is the half-width of a symmetric 95 % parametric bootstrap confidence interval [6], which
is consistent with the ISO/JCGM Guide [4,5]. The effective coverage factor, &, is 2. The reference values are reported on a dry-
mass basis. For reference values to be valid, the material must be dried according to the instructions provided above.

Table 4. Reference Mass Fractions for Selected Perfluorinated Alkyl Acids (PFAAs)

Mass Fraction®

(ne/ke)
Perfluorohexanoic Acid (PFHxA) 130 + 20
Perfluoroheptanoic Acid (PFHpA) 79 + 1.30
Perfluorooctanoic Acid (PFOA) 288 &£ 33
Perfluorohexanesulfonic Acid (PFHXS) 939 + 176
Perfluorooctanesulfonic Acid (PFOS) 225 + 41
Perfluorooctane Sulfonamide (PFOSA) 631 £ 097

@ The reference mass fraction value is a weighted mean of the mass fractions determined by the methods indicated for each
analyte [1]. The uncertainty listed with each value is an expanded uncertainty about the mean [1,2], with coverage factor, k=2,
calculated by combining a pooled within-method variance with a between-method variance [3] following the ISO/JCGM
Guide [4,5]. The reference values are reported on a dry-mass basis. For reference values to be valid, the material must be dried
according to the instructions provided above.

Table 5. Reference Mass Fractions for Hexabromocyclododecanes (HBCD)

Mass Fraction
(pe/ke)
o-hexabromocyclododecane (o-HBCD) 178 + 1.7@
B-hexabromocyclododecane ( B-HBCD) 1.65 + 0.39@
v-hexabromocyclododecane (y-HBCD) 973 + 077®

@ The reference mass fraction value is a weighted mean of the mass fractions determined by the methods indicated for each
analyte [1]. The uncertainty listed with each value is an expanded uncertainty about the mean [1,2], with coverage factor, k=2,
calculated by combining a pooled within-method variance with a between-method variance [3] following the ISO/ICGM
Guide [4,5]. The reference values are reported on a dry-mass basis. For reference values to be valid, the material must be dried
according to the instructions provided above.

® The reference mass fraction value is a weighted mean of the mass fractions determined by the methods indicated for each
analyte [1]. The expanded uncertainty is the half-width of a symmetric 95 % parametric bootstrap confidence interval [6], which
is consistent with the ISO/JCGM Guide [4,5]. The effective coverage factor, &, is 2. The reference values are reported on a
dry-mass basis. For reference values to be valid, the material must be dried according to the instructions provided above.

SRM 2781 Page 4 of 8

107



Table 6. Information Mass Fraction Values for Selected Perfluorinated Alkyl Acids (PFAASs)

Mass Fraction
(ng/kg)
Perfluorononanoic Acid (PFNA) 5.09
Perfluorodecanoic Acid (PFDA) 4.76

Table 7. Methods used for the Analysis of SRM 2781

Analyte Method® Analyte Method®

Aluminum INAA, ICP-AES, XRF Musks GC-MS

Arsenic RNAA, Hyd. AAS, INAA Nickel ICP-AES, ID-ICPMS, INAA, TXRF
Beryllium ICP-MS Nitrogen PGAA

Cadmium ID-ICPMS, PGAA, RNAA, INAA, TXRF | PFAAs LC-MS/MS

Calcium INAA, TXRF, ICP-AES, XRF Phosphorus Color, ICP-AES, XRF

Chromium INAA, ICP-OES Potassium INAA, TXRF, ICP-AES

Copper ID-ICPMS, RNAA, INAA, TXRF Selenium Hyd. AAS, RNAA INAA, TXRF
HBCDs LC-MS/MS Silicon XRF

Iron INAA, TXRF, ICP-AES, XRF Silver INAA, ICP-OES

Lead ICP-AES, ID-ICPMS, TXRF Sodium INAA, ICP-AES, XRF

Magnesium INAA, ICP-AES, XRF Titanium INAA, TXRF, XRF

Mercury FIA-CV-AAS, RNAA, INAA Zine ICP-AES, ID-ICPMS, INAA, TXRF
Molybdenum ID-ICPMS, ICP-AES, TXRF, INAA

® Methods used for establishment of certified mass fraction values are shown in bold-face type; methods used for reference mass

fraction values or to corroborate certified mass fraction values are not in bold.

Methods Key:
INAA: Instrumental Neutron Activation Analysis
ICP-AES: Induetively Coupled Plasma- Atomic Emission Spectroscopy
KXRF: X-Ray Fluorescence
RNAA: Radiochemical neutron activation analysis
Hyd AAS: Hydride Generation Atomic Absorption Spectroscopy
ICP-MS: Inductively Coupled plasma — mass spectrometry
ID-ICPMS: Isotope Dilution Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry
PGAA: Prompt Gamma Activation Analysis
TXRF: Total Reflection X-ray Fluerescence Spectrometry
ICP-OES: Inductively Coupled plasma
LC-MS/MS: Liquid chromatography — Mass Spectroscopy Mass Spectroscopy
FIA-CV-AAS: Cold Vapor Atomic Absorption Spectroscopy
GC-MS: Gas chromatography — Mass Spectroscopy
Color: Colorimetry

Cooperating Analysts and Laboratories:

University of Tllinois, Nuclear Engineering Department, Champaign, IL., S. Landsberger and D. Wu.

USGS, Lakewood, CO, S.A. Wilson, D. Siems, and P. Briggs.

GKSS Research Center, Institute of Physical and Chemical Analytics, Geesthacht, Germany, A. Prange, U. Reus, and

R. Neidergeséss.
3M Company; St. Paul, MN.
Colorado School of Mines.
US Environmental Protection Agency; Athens, GA.
Wageningen IMARES, [jmuiden, The Netherlands.
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APPENDIX A

Leachable Mass Fractions Using U.S. EPA and NJDEP Methods for Flame Atomic
Absorption Spectrometry and Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometry

To obtain total mass fractions, either subsamples of the SRM must be completely decomposed, or the sample must be
analyzed directly in its solid form. For mixed acid dissolution, hydrofluoric acid must be included in the acid mixture
to totally dissolve siliceous material present in sludge.

For a number of environmental monitoring purposes, acid extractable mass fractions of elements are often used rather
than total mass fractions. Acid extractable methods do not necessarily result in total decomposition of the sludge. It
should be noted that results obtained using acid leach conditions are often depicted in reports as total results. However,
reported acid labile or extractable mass fractions of elements are generally lower than total mass fractions. Results
are often presented as measured mass fractions in the leachate in comparison to the total or certified mass fractions.
The recovery of an element as a percent of total is a function of several factors such as the mode of occurrence in the
sample, leach medium, leach time, temperature conditions, and pH of the sample-leach medium mixture [7].

In its monitoring programs, the U.S. Environmental Protection Agency (U.S. EPA) has established a number of leach
methods, such as Methods 3015, 3050, and 3051 [8,9] for the determination of acid labile or extractable mass fractions
of elements. The New Jersey Department of the Environment (NJDEP) has developed its own leach method,
NJDEP 100 for state use [10]. The NJDEP and the U.S. EPA prepared samples of SRM 2781 using the NJDEP 100
method and EPA Methods 3050 and 3051 and analyzed the resulting leachates by FAAS and ICP-AES.

Reference values have been established for the acid-leachable mass fractions of several elements in SRM 2781. These
values are the means of all results from the different leach measurement methods and combinations used. The
reference values are listed in Table Al, along with their uncertainties which are based on 95 % confidence intervals
of the means of results. For some of the elements (copper, iron, silver, vanadium), no statistically significant
differences were found among results from the two laboratories using three or four combinations of sample preparation
and instrumental measurement technques (NJDEP 100 - FAAS; NIDEP 100 - ICP-AES; EPA 3050 - ICP-AES; EPA
3051 - ICP-AES). For all other elements, statistically significant between-laboratory differences were identified and
are included in the stated uncertainties. These differences are small in comparison to control limits for many
environmental monitoring programs. Therefore, the reference values are meaningful, despite the between-laboratory
differences found.

Reference Values: The reference values given in Table Al are not NIST certified but are provided as a reference for
U.S. EPA 3050 and 3051, and NJDEP 100 methods. The uncertainties are based on a 95 % confidence interval for

the mean and include an allowance for differences between the analytical methods used.

Leach Value

Leach R %) = 100 x
cach Recovery (%) Certified or Reference Value
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Table Al. Reference Leach Values for SRM 2781

Element

Aluminum (Al)
Barium (Ba)
Cadmium (Cd)
Calcium (Ca)
Chromium (Cr)
Copper (Cu)
Iron (Fe)

Lead (Pb)
Magnesium (Mg)
Manganese (Mn)
Nickel (Ni)
Silver (Ag)
Vanadium (V)
Zinc (Zn)

Leachable Mass Fraction

(mg/kg)
3040
570
11
36440
143
601
24300
183
4850
745
72.3
86.3
81.9
1120

[l b ol o e ol e o e S &

980
65
2
1830
14
16
2100
15
290
33
6.3
1.7
3.8
34

Leach Recovery

)
50
@
86
93
71
96
87
91
82
90
88

88

@ __ indicates that a certified or reference total mass fraction value was not available for the element.

Cooperating Analysts and Laboratories:

S.J. Nagourney, New Jersey Department of the Environment, Trenton, NJ.

J. Birri, K. Peist; U.S. Environmental Protection Agency, Edison, NJ.
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ANEXO B - CERTIFICADO DE ANALISE DO MATERIAL DE REFERENCIA SRM
2782 — Industrial Sludge

National Iustitute of Standards & Teclnology

B/
ertificate nf Analysis
Standard Reference Material® 2782

Industrial Sludge

This Standard Reference Material (SEM) 1= intended pmmanly for use mm the evalnation of methods used for the
analvsis of sludgzes and other materials of a simalar matrix. A unit of SEM 2782 consists of 70 g of dred, pulvenized,
and radiation sterilized industnal shudge.

Certified Mas: Fraction Values: The certified values, expressed as mass fractions on a dry basis, for ten elements
are reported in Table 1. A NIST ceriified value 1s a value for which NIST has the hughest confidence in 1ts accuracy
in that all known or suspected sources of bias have been mnvestigated or accounted for by NIST [1]. The certified
values mn this SEM are based on either a single NIST primary method or on concordant results from NIST and two or
more collaborating laboratories. A ceriified value iz the present best estimate of the true value.

Reference Mazs Fraction Values: Reference values, expressed as mass frachions on a dry basis, for 16 addihonal
elements are reported im Table 2. A WNIST reference value are noncertified value that 15 the present best estmate of
the true value; howewer, the value does not meet MIST criteria for certification and are provided with associated
uncertainties that may reflect only measurement reproducibility and may not include all sources of uncertainty or may
reflact a lack of sufficient statishcal agreement among multiple analytical methods [1]. The reference values in this
SEM are based on a combmation of results from collaborating laboratories.

Information Maszs Fraction Values: Information values are listed in Table 3. These values mavy be of mterest to the
SEM wuser and represent results from one or more collaborating laboratories. Insufficient information is available to
adequately assess the uncertainty associated with these values [1].

Analvtical methods used for the charactenization of this SEM are given in Table 4. All values are reported as mass
fractions [2], on a dry mass basis and are based on measurements using a sample mass of at least 100 mg.

Leachable Mass Fractions: Reference values for 14 acid-leachable mass fractions using U.5. Environmental
Protection Agency (EPA) 3050, 3051, and New Jersev Department of the Environment (NJTDEF) 100 methods are
contained mm Appendix A. These values are the means of all results supplied by cooperatmg EPA and NIDEP
laboratories for the different leach and measurement methods used.

Expiration of Certification: The certification of SEA 2781 1s valid, within the measuwrement uncertainty specified,
unfil 1 Oetober 2023, provided the SEM 15 handled and stored in accordance with imstructions given in this certificate
(See “Instructions for Use™). The cerification 1s nullified if the SEM 15 damaged, contaminated or otherwise modified.

Maintenance of SEM Certificadon: NIST will monstor this SEM over the penod of its cernfication. If substantive
technical changes occur that affect the certification before the expiration of thos cerhificate, NIST will notfy the
purchaser. Registration (see attached sheet or register online) will facilitate notification.

Statistical consultation was provided by L M. Gill of the NIST Stafistical Engineering Dhivision.

Chrerall direction and coordination of the analyses were under the chairmanship of 1.1}, Fassett and G.C. Tuwrk of the
HIST Chemical Sciences Drvision.

Carlos A Gonzalez, Choef

Chemiral Sciences Division

Garthersburg, MD 20899 Robert L. Watters, Ir., Dhrector
Certificate Issue Date: 20 September 2015 Office of Reference Matenals
Cergficase Revision History on Page 5
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Support aspects involved in the issuance of this SRM were coordinated through the NIST Office of Reference
Materials.

Source and Preparation of Material: The base material for SRM 2782 was obtained as effluence from an industrial
site in northern New Jersey involved in pharmaceutical research and was collected before treatment with the assistance
of the New Jersey Department of Environmental Protection. The base material was freeze dried at a commercial
facility under contract to NIST, and transferred to the U.S. Geological Survey (USGS) in Denver, CO. At USGS the
material was ball milled to pass a 75 um (200 mesh) sieve and then blended into a single lot using a 0.2832 m* (10 {t*)
blender. The blended material was radiation sterilized and then bottled at USGS.

Analysis: The homogeneity was assessed at USGS on replicate samples of bulk material for over 40 elements using
x-ray fluorescence (XRF) and/or inductively coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP-AES).
Homogeneity was further assessed during certification analysis with sample sizes of 100 mg or greater. No
sample-to-sample variations in excess of those expected from the analytical measurements were detected.

Instructions for Use: A minimum sample mass of 100 mg (dry mass - see “Instructions for Drying”) should be used
and sample preparation procedures should be designed to effect complete dissolution for analytical determinations to
be related to the certified values provided.

Instructions for Drying: When nonvolatile elements are to be determined, samples should be vacuum dried at room
temperature for 24 h or oven dried for 2 h at 110 °C. Volatile elements (e.g., arsenic, mercury, and selenium) should
be determined on samples as received, separate samples should be dried according to these instructions to obtain a
correction factor for moisture. Moisture corrections are then made to measurement values before comparing them to
the certified values. [Note: The mass loss on drying at the time of certification was found to be in the range of 2.1 %
to 3.2 % when using the recommended drying procedures. |

Certified Values and Uncertainties: The measurands are the total mass fractions of selected elements in industrial
sludge. The certified values are metrologically traceable to the ST unit for mass. The certified values for Cd, Cu, Pb,
Mo and Ni are based on a primary NIST method. The certified values for the remaining elements are the results from
two or more independent analytical methods as described by Schiller and Eberhardt [3]. The uncertainty in the values
certified by a NIST primary method is expressed as an expanded uncertainty, U, and is calculated according to the
method described in the ISO Guide [4]. The expanded uncertainty is calculated as U = ku., where #. is intended to
represent, at the level of one standard deviation, the combined effect of uncertainty components associated with the
measurement uncertainty and basis weight uncertainty. The coverage factor, &, i1s determined from the
Student #-distribution corresponding to the appropriate associated degrees of freedom and 95 % confidence for each
method. The uncertainty in the values certified from combined independent method data 1s calculated as, U = ku, + B.
The quantity, u., is the combined standard uncertainty calculated according to ISO Guide [4], which accounts for the
combined effect of the within variance for all participating laboratories at one standard deviation. The bias adjustment,
B, 1s for the difference between methods, which is the maximum difference between the certified value and the method
means [3].

Table 1. Certified Concentrations for Selected Inorganic Constituents (Dry-Mass Basis)

Element Mass Fraction
(mg/ke)
Arsenic 166 + 20
Cadmium 417 + 0.09
Chromium 109 * 6.0
Copper 2594 x B2
Lead 574 + 11
Mercury 110 = 0.19
Molybdenum 1007 + 0.20
Nickel 154.1 * 3.1
Selenium 044 + 0.11
Zine 1254 + 196
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Reference Values and Uncertainties: The measurands are the mass fractions of selected elements in industrial
sludge as determined by the methods indicated in Table 4. The reference values are metrologically traceable to the
ST unit for mass. The reference values are the means of the results from two or more independent analytical methods.
The uncertainty in the reference values is expressed as an expanded uncertainty, U, and is calculated according to the
method described in the ISO Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement [4]. The expanded uncertainty
is calculated as U = ku., where u.1s intended to represent, at the level of one standard deviation, the combined effect
of between-laboratory and within-laboratory components of uncertainty. The coverage factor, &, is determined from
the Student ¢-distribution corresponding the appropriate associated degrees of freedom and 95 % confidence for each
element. As the accuracy of the measurements could not be assessed from the data, the uncertainty associated with a
reference value may fail to include all sources of uncertainties and may represent only a measure of the precision of
the measurement methods.

Table 2. Reference Concentrations for Selected Inorganic Constituents (Dry-Mass Basis)

Element Mass Fraction Element Mass Fraction
(mg/kg) 0
Barium 254 + 24 Aluminum 137 + 009
Cerium 1240 + 110 Calcium 067 + 006
Cobalt 663 + 4.8 Iron 269 + 07
Gallium 35 0+ 10 Magnesium 026 + 002
Indium 238 + 70 Phosphorus 050 = 0.06
Lanthanum 581 + 2.4 Potassium 032 + 001
Silver 306 + 47 Sodium 130 + 005
Titanium 880 + 90
Vanadium 80 + 10

Information Values: Additional data from collaborating laboratories are provided as information to the SRM user.
These values represent results from one laboratory, two or more laboratories that used non-independent methods, or
from two or more laboratories using different methods with significant differences in their results [1]. Information
values cannot be used to establish metrological traceability.

Table 3. Information Concentrations for Selected Inorganic Constituents (Dry-Mass Basis)

Element Mass Fraction Element Mass Fraction
(mg/ke) )

Antimony 2.0 Carbon 2.1

Europium 0.34 Silicon 20.3

Gold 2.2 Sulfur 0.2

Hafnium 0.77

Lithium 5.0

Manganese 300

Rubidium 23

Samarium 13

Scandium 34

Tantalum 0.73

Terbium 0.48

Thorium 2.4

Uranium 8.3

Ytterbium 0.74

Yttrium 10

SRM 2782 Page 3 of 6

114



115

Table 4. Methods Used for the Analysis of SRM 2782

Aluminum ICP-AES, INAA, XRF Mercury CV-AAS, INAA

Antimony INAA Molybdenum  ICP-AES, ID-ICPMS, INAA, TXRF
Arsenic HG-AAS, ICP-AES, INAA, TXRF Nickel ICP-AES, ID-ICPMS, INAA, TXRF
Barium ICP-AES, INAA, TXRF Phosphorus ICP-AES, XRF

Cadmium ID-ICPMS, INAA, TXRF Potassium ICP-AES, INAA, TXRF, XRF
Calcium ICP-AES, TXRF, XRF Rubidium INAA, TXRF

Carbon RF-CIR Samarium INAA

Cerium ICP-AES, INAA, TXRF Scandium ICP-AES, INAA

Chromium FAAS, ICP-AES, INAA, TXRF Selenium HG-AAS, INAA

Cobalt ICP-AES, INAA Silicon XRF

Copper ICP-AES, ID-ICPMS, INAA, TXRF Silver ICP-AES, INAA, TXRF

Europium INAA Sodium ICP-AES, NAA, XRF

Gallium ICP-AES, INAA Sulfur TXRF, RF-SIR

Gold AAS, INAA Tantalum INAA

Hafnium INAA Terbium INAA

Indium INAA, TXRF Thorium INAA

Tron ICP-AES, INAA, TXRF, XRF Titanium ICP-AES, XRF

Lanthanum ICP-AES, INAA Uranium INAA

Lead ICP-AES, ID-ICPMS, TXRF Vanadium ICP-AES, INAA

Lithium ICP-AES Yttrium ICP-AES, TXRF

Magnesium  ICP-AES, XRF Ytterbium INAA

Manganese  ICP-AES, INAA, TXRF, XRF Zinc ICP-AES, ID-ICPMS, INAA, TXRF

@ Methods used for establishment of certified values are shown in bold-face type; methods used for reference and information
values or to corroborate certified values are not in bold.

Methods

AAS Atomic absorption spectrometry

FAAS Flame atomic absorption spectrometry

RF-CIR Resistance furnace with carbon infrared detector

RF-SIR Resistance furnace with sulfur infrared detector

CV-AAS Cold vapor atomic absorption spectrometry

HG-AAS Hydride generation atomic absorption spectrometry
ICP-AES Inductively coupled plasma atomic emission spectrometry
ID-ICPMS Tsotope dilution inductively coupled plasma mass spectrometry
INAA Instrumental neutron activation analysis

TXRF Total reflectance x-ray fluorescence

XRF Wavelength dispersive x-ray fluorescence
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Users of this SRM should ensure that the Certificate of Analysis in their possession is current. This can be
accomplished by contacting the SRM Program:  Telephone (301) 975-2200, Fax (301) 948-3730, e-mail
siminfo(@nist gov, or via the Internet at hitp://'www.nist. gov/srm.
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APPENDIX A

Leachable Mass Fractions Using U.S. EPA and NJDEP Methods

The U.S. EPA in its monitoring programs, has established a number of leach methods such as Methods [5] for the
determination of acid labile or extractable mass fractions of elements. The New Jersey Department of the
Environment (NJDEP) has developed its own leach method for state use [6]. The NJDEP and the U.S. EPA prepared
samples of SRM 2782 using the NJDEP 100 method and EPA Methods 3050 and 3051 and analyzed the resulting
leachates by FAAS, flame emission spectrometry (FES), and ICP-AES. Based upon these results, method dependent
reference values have been developed for EPA 3050, 3051, and NIDEP 100 methods.

SRM 2782 has been certified for total mass fractions of constituent elements and thereby requires complete sample
decomposition. However, for a number of environmental monitoring purposes, acid extractable mass fractions of
elements are often used rather than total mass fractions. Acid extractable methods do not necessarily result in total
decomposition of the sludge. It should be noted that results obtained using acid leach conditions are often depicted in
reports as “total” results or total recoverable results. However, reported acid labile or extractable mass fractions of
elements are generally lower than total mass fractions (see Table Al, Percentage Leach Recovery). Results are often
presented as measured mass fractions in the leachate in comparison to the total or certified mass fractions. The
recovery of an element as a percent of total is a function of several factors such as the mode of occurrence in the
sample, leach medium, leach time, temperature conditions, and pH of the sample-leach medium mixture [7].

Reference Values and Uncertainties: Reference values have been established for the acid-leachable mass fractions
of fourteen elements in SRM 2782. These values are the means of all results from the different leach and measurement
methods used. Please note that because EPA method 3051 did not provide useable results for silver, its results were
excluded. Inaddition, variation in arsenic, cadmium, and vanadium data prevented their use as reference values. The
reference values given in Table 1 are not NIST certified but are provided as a reference for U.S. EPA 3050, 3051, and
NIDEP 100 methods. The reference values along with their uncertainties are based on 95 % confidence intervals
of the means of results. The uncertainties include within-laboratory and between-laboratory differences, which
were significant for some elements.

Table Al. Mass Fractions Reference Concentrations Leach Values for SRM 2782

Element Leachable Mass Fraction Leach Recovery®
(mg/kg) (%)
Aluminum®® 1553 + 82 11
Barium®* 152 + 11 60
Calcium®® 4740 b 220 71
Chromium®® 66.1 + 93 61
Cobalt®9 545 + 4.6 82
Copper®* 2435 + 47 94
Iron®® 254 000 + 16000 94
Lead®e) 554 + 36 97
Magnesium®® 484 + 28 19
Manganese® 258 + 15 86
Nickel® 95.9 & 47 62
Potassium®* 87 + 33 3
Sodium®*) 2620 + 330 20
Zinc®9 1167 + 57 93

® Percentage is calculated as leach value divided by certified (or non certified) value then multiplying it by one hundred.
® FAAS.

@ CP-AES.

DFES.

® Graphite furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS).

Cooperating Analysts and Laboratories:

3.J. Nagourney, N. Tummillo; New Jersey Department of Environmental Protection, Trenton, NJ.
J. Birri, K. Peist; U.S. Environmental Protection Agency, Edison, NJ.
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