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Resumo

Oliveira, Raphael Barreto; Hauser-Davis, Rachel Ann; Saint’Pierre, Tatiana
Dillenburg. Estudo de bioacumulagido de Cd, Pb e mistura de ambos pela
Eisenia andrei e de homeostase metalica. Rio de Janeiro, 2019. 40p. Trabalho de
Conclusao de Curso - Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica
do Rio de Janeiro.

A contaminacdo do solo por metais tem ¢ um importante problema mundial nas
ultimas décadas. Utilizando bioindicadores terrestres, como minhocas do género
Eisenia, ¢ possivel determinar niveis de contaminagdo do solo. A camada de pele
da minhoca ¢ fina, o que torna possivel a troca de elementos via cutanea. Estudou-
se entdo as absor¢des de cadmio e chumbo por minhocas FEisenia andrei foram
avaliadas apos exposi¢oes a estes dois elementos. Dois experimentos foram
realizados. No primeiro, grupos de minhocas foram expostas aos dois metais em
um teste de contato com papel de filtro contaminado com Cd, Pb e ambos os metais,
além de um grupo controle, por 72 horas. Foram adicionados 1mL de uma solugado
padrdo 1000 mg L' em um papel de filtro com 60cm? e 1 mL de 4gua ultrapura. No
segundo experimento, grupos de minhocas foram expostas por 30 dias a solo
contaminado com Cd, Pb (1 mg kg!, 10 mg kg'!), cada elemento ou com ambos o0s
metais (a 1 mg kg e 10 mg kg'!), além de um grupo controle. Apds o término dos
experimentos, as minhocas foram preparadas para analises de espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) através de digestdo acida
com 4cido nitrico e perdxido de hidrogénio seguido de aquecimento e diluigdes
apropriadas. Cada grupo de estudo foi dividido em 4 amostras (n=4) e cada amostra
foi medida em 5 replicatas para a determinag@o da concentrag¢do. A normalidade dos
dados foi avaliada através do teste de Shapiro-Wilk. Como os dados apresentaram
distribui¢do ndo-normal, os testes de Mann-Whitney e correlagdo de Spearman
foram aplicados para andlise dos dados. Os fatores de bioconcentragdo foram
calculados para cada experimento. Diversas diferencas significativas nas
concentragdes de metais essenciais e correlagdes entre estes elementos € o Pb e o
Cd foram observadas. Isto indica que a exposicdo a Pb e Cd leva a de-homeostase
metéalica de elementos essenciais, provavelmente levando a diversos efeitos
bioquimicos deletérios, como reportado na literatura na forma de alteracdes de
desenvolvimento e reprodutivas. Os animais apresentaram bioacumlagdo de Cd,
mas nao de Pb, sendo a bioacumulag¢do do Cd menor na presenca de contaminagao
por Pb.

Palavras-chave: Contaminag¢ao, metais, ICP-MS, minhocas, solo.

Abstract

Oliveira, Raphael Barreto; Hauser-Davis, Rachel Ann; Saint’Pierre, Tatiana
Dillenburg. Bioacumulacio de Cd, Pb e mistura de ambos pela Eisenia andrei
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e de homeostase metalica. Rio de Janeiro, 2019. 40p. Monograph — Chemistry
Department, Pontifical Catholic University of Rio de Janeiro.

Metal soil contamination has become a major worldwide problem in recent decades.
Using terrestrial bioindicators, such as FEisenia earthworms, it is possible to
determine soil contamination levels. Because the earthworm skin layers are thin it
is possible the elemental exchange via the skin. Thus, cadmium and lead uptake by
Eisenia andrei worms were evaluated after exposure to concentrations of these two
elements. Two experiments were performed. In the first, earthworm groups were
exposed to both metals in a contact test with filter paper contaminated with Cd, Pb,
both metals, plus a control group, for 72 hours. Only 1 mL of a standard solution
1000 mg L' was added to the filter paper of 60 cm? .In the second experiment,
earthworm groups were exposed for 30 days to soil contaminated with Cd, Pb (1
mgkg!, 10 mg kg'!),each and both metals (at 1 mg kg and 10 mg kg™!), in addition
to a control group. After completion of the experiments, earthworms were prepared
for inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) analyses by acid
digestion with nitric acid and hydrogen peroxide followed by heating and
appropriate dilutions. Each sample is read five times in ICP-MS before showing a
value and each group was divided in four samples (n=4). Data normality was
assessed using the Shapiro-Wilk normality test. As the data presented non-normal
distribution, Mann-Whitney test and Spearman correlation tests were applied for
data analysis. Bioconcentration factors were calculated for each experiment.
Several significant differences in essential metal concentrations and correlations
between these elements and Pb and Cd were observed. This indicates that exposure
to Pb and Cd leads to metallic dehomeostasis of essential elements, probably
leading to several deleterious biochemical effects, as reported in the literature in the
form of developmental and reproductive changes. The animals presented Cd
bioaccumulation, but not Pb, and Cd bioaccumulation was lower in the presence of
Pb contamination

Keywords: Contamination, metals, ICP-MS, earthworms, soil.
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1. Introducao

O meio ambiente vem sendo degradado pela humanidade apos a revolugao
industrial até os dias atuais de maneira exponencial. As a¢cdes humanas geraram,
dentre outros efeitos, destruicdo de florestas para aumento de terras cultivadas,
aumento da concentracdo dos gases de efeito estufa pelo uso de combustiveis fosseis
e acidentes quimicos em escala global. Por isso, a partir da segunda metade do século
XX, diversos encontros internacionais foram realizados para debater agdes que
minimizem os danos ambientais causados pela humanidade (DUARTE, 1994).

Para dimensionar os problemas ambientais em escala global, alguns exemplos
serdo apresentados a seguir. No Japdo, a empresa Chisson utilizava merctrio na
producdo de cloreto de vinila no inicio da década de 1940. Sem um descarte
adequado, a empresa jogava o mercurio no rio que desaguava na Baia de Minamata.
Calcula-se que quase 900 pessoas morreram pela contaminagao por mercurio, devido
ao consumo de peixes contaminados (O Globo, 2019).Nos Estados Unidos, um
desastre aconteceu no final da década de 1980, a empresa de petroleo Exxon
derramou acidentalmente todo o 6leo contido em uma embarca¢do. Com isso, 35 mil
toneladas de petroleo bruto se espalharam por 1800 km de praias (O Globo, 2019).
No Brasil, dois acidentes recentes causaram grande impacto ambiental e comogao
publica: as quedas de barragens em Mariana em novembro de 2015 e em Brumadinho
em janeiro de 2019. Esses dois desastres deixaram solo e rios contaminados com uma
lama rica em metais perigosos para a saude humana (G1, 2019).

Com os exemplos supracitados, verifica-se entdo a necessidade do
desenvolvimento de ferramentas para tomar conhecimento prévio e realizar tomadas

de decisdo acerca de possiveis contaminagdes ambientais por metais.

1.1.  Metais como contaminantes ambientais

Embora os metais possam ser encontrados naturalmente no solo, dependendo
do material de origem e dos processos relacionados ao solo, em geral, a contaminagao
por estes elementos pode ser também resultado de atividades antropogénicas, como
da disposi¢do direta de rejeitos industriais nos solos ou langamento na atmosfera
(STEFANUTTI; MURAOKA; MALAVOLTA, 1994). A propria agricultura, mesmo
sendo indispensavel ao ser humano, também pode ser uma fonte de contaminagdo

destes elementos, através do uso de fertilizantes contendo diversos metais, como



cadmio, cromo, chumbo e zinco, e pesticidas contendo cobre, chumbo, manganés e
zinco (SANTOS SILVA et al., 1999).

O Cd em particular, tem sido apresentado como um agente contaminante
capaz de modificar a fisiologia € o comportamento em diversos animais, o que gera
consequéncias deletérias para o ecossistema de um modo geral. Além disso, este
elemento pode também bioacumular nos organismos e competir com metais
essenciais, como Se ¢ Ca em processos metabolicos (FROSSARD et al., 2019). E
usado na producao de baterias, tintas e plasticos e aparece normalmente associado a
Zn, Cu e Pb. Pode entrar no organismo por inalagdo (normalmente em ambientes
industriais) ou através do consumo de alimentos contaminados (ROCHA, 2008).

O Pb ndo apresenta funcdo em atividades metabdlicas do organismo e até
mesmo pequenas quantidades desse elemento podem causar efeitos negativos, como
anemia, problemas nos 0ssos, alteragdes renais e reprodutivas, desordens no sistema
nervoso, danos hematologicos e cancer. (KHARKAN; SAYADI; REZAEI, 2019).
Pode chegar ao meio ambiente pela degradacdo ou despejo direto de susbstancias
criadas por humanos: plasticos, tintas, pigmentos industriais e metalirgicos. Esse
elemento ¢ extremamente prejudicial ao cérebro e ao sistema nervoso, além de atacar
rins, sistema digestivo e reprodutor (ROCHA, 2008).

Neste contexto, surge a necessidade de avaliar os efeitos de substancias
quimicas sobre os ecossistemas. Isto ¢ realizado através de testes de ecotoxicidade,
que avaliam a toxicidade e a biodisponibilidade de contaminantes em diversos
organismos. Juntando informagdes obtidas de diferentes testes, pode-se investigar se
determinados organismos sdo adequados indicadores de contaminagdo ambiental,
agindo como espécies-sentinela ou bioindicadores (VAMPRE; FUCCILLO; DE
ANDREA, 2010), como descrito a seguir.

1.2.  Bioindicadores

Bioindicadores sdo organismos usados na ecotoxicologia para o estudo dos
efeitos de contaminantes em determinados ambientes (BROWN; DOMINGUEZ,
2017). Os estudos com bioindicadores podem utilizar doses letais ou subletais para
entender a relagdo entre o contaminante e a sua influéncia no organismo. Assim,
pode-se calcular a probabilidade de algum contaminante em causar um efeito
significativo no meio ambiente com antecedéncia (VAMPRE; FUCCILLO; DE

ANDREA, 2010), antes dos efeitos serem irreversiveis. Ao realizar estudos
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relacionados a contaminagdo ambiental, ¢ importante levar em conta a
biodisponibilidade dos contaminantes, que ¢ a fracdo de uma substancia que pode ser
absorvida e exercer determinados efeitos nos organismos expostos (BERTHELOT et
al., 2008).

Os testes com bioindicadores podem ser classificados como agudos ou
cronicos. Os agudos avaliam a resposta rapida do organismo frente a presenca de
determinado contaminante ¢ analisam a letalidade causada pela exposi¢ao. Sao em
geral mais baratos, porém, mais limitados. J& os testes cronicos podem durar até a
totalidade da vida dos individuos e dependem dos resultados dos testes agudos
(SEGAT, 2012).

Bons bioindicadores devem apresentar a capacidade de bioacumular
determinado contaminante em concentragdes relativamente altas, porém abaixo do
nivel letal para o organismo. Normalmente (mesmo ndo sendo obrigatorio) sdo seres
que ocupam o topo da cadeia alimentar e podem ser encontrados em varias regioes
ao redor do mundo (FROSSARD et al., 2019).

Diversos ensaios ecotoxicologicos com relacdo aos efeitos de metais vém
sendo realizados, devido a importancia destes contaminantes ao meio ambiente, em
diversos organismos pertencentes a diferentes nichos troficos. Por exemplo, os
efeitos de Cd foram avaliados na vibora Bothrops jararaca (FROSSARD et al.,
2019), onde um grupo de serpentes recebeu quantidades diferentes de alimentos
(camundongos) contaminados com Cd (900 mg kg™!). Varios 6rgdos, sangue e fezes
das serpentes foram entdo analisados por espectrometria de emissdo atdmica por
plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). Os autores concluiram que as fezes sao
as principais vias para eliminagdo deste metal. Encontrou-se quantidades 6700 vezes
mais altas nas fezes quando comparado com o grupo controle. Em outro estudo,
avaliou-se a transferéncia de Cd, Pb e Zn ao longo da cadeia alimentar (ZIETARA et
al., 2018), utilizando duas espécies de roedores e a raposa vermelha na Polonia,
originarias de regides com altas concentragdes de metais no solo. Os figado, rins e
musculos das raposas e o figado, rins e bago dos roedores foram avaliados através da
técnica de digestdo acida e andlise por espectrometria de absor¢ao atomica (AAS). O
estudo concluiu que areas mais urbanas apresentaram maior concentracao de Cd e Pb
nos tecidos dos animais e que os mesmos sao bioacumulados no rim e no figado, com

relacdo direta com a concentra¢io no solo.



Além de animais, plantas também podem ser usadas como bioindicadores de
contaminagdo por metais. Por exemplo, no estudo realizado por KHARKAN;
SAYADI; REZAEI, 2019, foram usados pinheiros para analisar bioconcentragdo de
Pb, Fe e Mn, na cidade de Birjand, entre o Ird e o Afeganistdo. Foram analisadas
amostras de solo, cascas e folhas de pinheiros de diferentes regides de Birjand,
através de digestdo acida e andlise por espectrometria de absor¢do atomica . Os
autores concluiram que plantas proximas de lava jatos, oficinas e lojas de
conveniéncias apresentaram contaminagdo por Pb, Fe e Mn.

Na ecotoxicologia terrestre, podem ser usados minhocas, colémbolos e
enquitreideos (PANIAGO et al., 2016). Colémbolos sdo pequenos artropodes
encontrados em todo o mundo, estdo entre os invertebrados mais abundantes no solo,
podendo ser encontrados em serrapilheiras, arvores, litoral marinho e na dgua doce
(BARETTA et al., 2008). Ja enquitreideos sdo pequenos oligoquetes da familia
Encytraeidae, representantes da mesofauna que habitam os primeiros 5 cm de solo
(ASSIS, 2016). Neste contexto, BARETTA et al. (2008) realizaram um estudo para
observar a relacdo entre a diversidade de colémbolos em regides com araucérias com
a qualidade do solo, e concluiram que a quantidade de familias de colémbolos pode
ser usada como bioindicador de disturbios, bem como da qualidade do solo, ja que a
regido nativa de araucdria apresentou maiores condigdes para maior desenvolvimento
do niimero de familias destes organismos, quando comparada com regides que
sofreram acdes antropicas. Um estudo similar foi realizado por ASSIS (2016), que
avaliou a relagdo entre a diversidade de enquitreideos e o sistema de uso do solo.
Quatro sistemas foram estudados (uma floresta nativa, uma olericola organica com
cultivo de batatas, uma olericola convencional com cultivo de abobrinha e, por
ultimo, uma lavoura convencional com cultivo de milho), sendo analisadas 2 regides
de cada sistema. Os autores concluiram que o uso do sistema de cultura interfere na
quantidade e na composicao dos géneros de enquitreideos, que preferem sistemas de
uso do solo que ndo utilizam fertilizantes e agrotdxicos, estando presentes em maior

abundancia e diversidade nestas areas.

1.3. Minhocas como organismos bioindicadores
Minhocas sdo de especial interesse em ecossistemas terrestres, pois, de acordo
com Papini e Andréa (2004), “por meio de seus deslocamentos, revolvem o solo,

misturando os horizontes e, pelos seus habitos alimentares, influenciam as
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transformagdes da matéria organica em decomposi¢ao e a circulacao de nutrientes”.
Estes organismos sdo faceis de visualizar e coletar na terra e indicam as condi¢des
do ambiente em que vivem (MERCEDES DE ANDREA, 2010). Além disso, esto
diretamente expostos a polui¢ao dissolvida no solo que acaba sendo absorvida pela
pele ou pela alimentagio (VAMPRE; FUCCILLO; DE ANDREA, 2010). Metais
podem provocar diversas alteragdes em minhocas, como por exemplo estresse
oxidativo, redu¢do do crescimento, diminuicao da velocidade de desenvolvimento
sexual, reducao na producgdo de casulos, mortalidade dos individuos e alteragdes na
diversidade de espécies em locais contaminados (ZALTAUSKAITE; SODIENE,
2010).

Minhocas tém sido usadas com sucesso como bioindicadores de
contaminagdo ambiental por diversos poluentes, como compostos organicos e metais.
Por exemplo, o estudo de Vampré, Ficcillo & de Andréa (2010) apontou que a
minhoca Eisenia andrei pode ser usada como bioindicador com relagdo a exposi¢ao
por hexaclorobenzeno (HCB), um composto orginico formado por um anel
aromatico e um cloro ligado a cada carbono do ciclo. Este contaminante ¢ dificil de
ser quebrado devido a estabilidade fornecida pela ligagdo entre carbono e cloro,
facilitando sua bioacumulagdo. As minhocas foram postas em recipientes contendo
amostras de terra e papel de filtro contaminado com HCB 12 pug L por 14 dias e
apresentaram um fator de bioacumulacao (FAB) de aproximadamente 6,5, indicando
que a quantidade do contaminante € 6,5 vezes maior nos organismos do que no solo.
(VAMPRE; FUCCILLO; DE ANDREA, 2010). Ja Li et al. (2010) observaram que
outra espécie de minhoca, E. fetida, ¢ capaz de bioacumular Zn, Cu, Pb e Cd presente
em estrume de porco. O mesmo estudo aponta que as minhocas evoluiram com uma
capacidade de aguentar altas concentragdes de metais em seu organismo, utilizando-
os para metabolismos fisiologicos, dependendo da biodisponibilidade do metal,
sendo muito utilizadas em processos de vermicompostagem (PANDAY et al., 2019).

KAUR e HUNDAL (2016) investigaram a influéncia de Pb, Ni e Cr no
desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia da Eisenia fetida. Ap6s 28 dias, com
observagoes de 7 em 7 dias, variagdes de massa, casulos colocados, filhotes presentes
e filhotes por casulo foram avaliados. Apds 28 dias, todos os individuos
sobreviveram, mas as amostras apontaram uma diminuic¢ao significativa de massa em
relacdo ao controle. Quantidades maiores de casulos e individuos jovens foram

observados no grupo controle em comparagdo com o0s solos contaminados. Ja
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ZALTAUSKAITE e SODIENE (2010) analisaram a toxicidade de Cd e Pb para
Eisenia fetida. Nao houve quantidade significativa de mortes de minhocas em solos
contaminados com Cd (p < 0,05 comparado com o controle), afirmando entdo os
autores que E. fetida ¢ menos sensivel que outras espécies de minhoca com relagao a
este elemento. A producdo de casulos foi mais afetada apos exposi¢do a Pb e os
autores indicam que a maior sensibilidade da espécie em relacdo ao Pb ¢ devida a

alta biodisponibilidade deste elemento.

1.4 Bioacumulacao

O fator de bioconcentragdo (FBC) indica o grau de afinidade de um poluente
a organismos vivos (RAND et al., 1995), considerando-se apenas a absor¢do da
substancia pelo organismo através de superficies respiratorias e dérmicas (ARNOT;
GOBAS, 2006).

Um fator importante para que haja bioconcentracdo no organismo ¢ a
solubilidade dos compostos formados pelo metal, o que gera a sua
biodisponibilidade para absor¢do (LI et al., 2010). Para ser absorvido pelas
membranas biologicas, € preciso que o metal esteja na forma idnica livre, o que
ocorre mais facilmente em meio aquoso (ARNOT; GOBAS, 2006). Em solo, as
formas mais comuns soltiveis com Pb sdo Pb(NOs)>, PbClz, PbO e cada um possui
diferente toxicidade, podendo ser mais ou menos absorvido pelo organismo
(ZHANG; VAN GESTEL, 2019)

E deveras importante conhecer a solubilidade de substancias para prever em
qual meio determinada substancia serd mais absorvida. Com esse intuito, calcula-
se o grau de hidrofobicidade (Kow) dividindo-se a concentracdo saturada de
qualquer substancia em n-octanol pela concentracio saturada da mesma substancia
em agua. Pela ordem de grandeza desse coeficiente, pode ser utilizada a funcao log
para se estimar a particdo de diferentes substincias em fase organica. Critérios
como presenca ou auséncia de grupos polares na molécula ou peso molecular
influenciam no Kow (GHISELLI; JARDIM, 2007).

Os fatores de bioconcentracdo (FBC) e bioacumulagdo (FAC) sao fatores
que relacionam a concentragao absorvida pelo organismo e a concentragdao do meio.
Quanto maior for o Kow, mais a substancia serd absorvida pelo organismo pela
afinidade com a matéria organica e, consequentemente, tera maiores valores de

FBC e FAC. A diferenca entre esses dois fatores € que a bioconcentragdo nao leva
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em conta a alimentagdo como absor¢do, ja na bioacumulagao, essa fonte de ingestao
de substancia ¢ levada em conta (ARNOT; GOBAS, 2006).

Pelos contaminantes avaliados serem estaveis € permanecerem por mais
tempo no solo (PIECHALAK et al., 2002; DAI et al., 2004), ¢ possivel considerar
duas possibilidades para seu destino, apds aplicado ao solo no presente estudo,
absorgao pelos organismos avaliados, ou sua permanéncia no solo. Sabendo o quanto
foi aplicado ao solo e o quanto foi absorvido pelas minhocas, pode-se calcular o

quanto sobrou no solo e assim calcular o FBC de modo que:
FBC = [M]absorvida / ([M]T - [M]absorvida) Equagﬁo 4
Onde [M]absorvida € @ concentracdo encontrada na minhoca subtraindo o valor médio

do metal pela média encontrada no grupo controle e [M]t é a concentrag¢do adicionada

a0 solo, no caso 1 mg kg™! ou 10 mg kg

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral



Avaliar a absor¢ao de metais em ambientes contaminados com Cd e Pb pelo

organismo Eisenia andrei.

2.2. Objetivos especificos

> Determinar metais nos organismos expostos pelo método de espectrometria
de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).

> Avaliar possiveis alteracdoes na homeostase de elementos essenciais, apds

exposicao dos organismos a Pb e Cd.

> Calcular os fatores de bioacumulagdo de Pb e Cd nos organismos expostos.

3. Metodologia

3.1. Testes agudos e cronicos com minhocas Eisenia andrei



Tanto os testes agudos e cronicos a seguir foram realizados no Centro de
Estudos do Trabalhador e Ecologia Humana (CESTEH), pertencente a Escola
Nacional de Satde Publica (ENSP), da Funda¢ao Oswaldo Cruz (Fiocruz).

Para o teste agudo, utilizou-se um papel de filtro de 60 cm? em um bécher de
50 mL. Esse papel recebeu a adi¢do de 1 mL de dgua tipo 1 e 1 mL de solugao padrio
contendo 1000 mg L' dos contaminantes. Foram criados 4 grupos, um com o
contaminante Cd na concentragao apresentada, um com Pb, um com a mistura dos
dois contaminantes e, por ultimo, o grupo controle que sé6 recebeu agua do tipo 1. As
minhocas ficaram em contato direto com esse papel de filtro por 72 horas. Cada grupo
forneceu 4 amostras (n = 4) totalizando 16 amostras no ICP-MS para esse teste.

Para o teste cronico, utilizou-se o solo classificado como Agrissolo vermelho
amarelo segundo o Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (Embrapa, 2013). O
solo contém 605,5 g kg™! de areia, 106,7 g kg™! de silte, 287,7 g kg de argila, pH de
5,7 em agua e 8,3 g kg'! de matéria organica. Preparou-se entdo 7 grupos nesse teste.
Cada grupo ¢ formado por 200 g do solo citado adicionado de concentragdes distintas
dos contaminantes, 1 mg kg! e 10 mg kg' de Cd, Pb, mistura de ambos nas
concentragdes apontadas e o grupo controle que ndo sofreu adi¢do. A duragdo desse
teste foi de 30 dias e cada grupo forneceu 6 a 7 amostras (n = 6) totalizando 44
amostras no ICP-MS para esse teste.

As minhocas utilizadas no presente estudo foram obtidas no CESTEH. Esses
organismos da espécie FEisenia andrei foram cultivadas em laboratorio a

aproximadamente 20 °C em esterco bovino.

3.2. Reagentes e materiais
e Acido nitrico bidestilado 65 % (Vetec, Brasil)
e  Agua oxigenada suprapur 30 % (Merck, Alemanha)
e Tubos falcon de polipropileno de 15 mL e 50 mL (Sarstedt, Brasil)
e Agua ultra-pura (Mili-Q, Milipore, EUA)
e Balanga analitica de quatro casas decimais (OHAUS, EUA)
e Espatula de ago inoxidavel

e Placa de aquecimento (Fisatom, Brasil)
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3.2.1 Equipamentos e padroes

e  Espectrometro de ICP-MS NexlIon 300X (Perkin Elmer, USA)

e Solugio padrio de rodio 40 ng L' (Merck, Alemanha)

e Padrdes de calibragdo monoelementares e multielementares (VHG e
Perkin Elmer, USA; Merck, Alemanha), descritos a seguir:

> Na 2000 mg L (Merck, Alemanha)

o Multi-Element Calibration Standard 3 (No Hg) 1000 mg Lt (Perkin Elmer,
EUA) (Ag, Al, As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co Cu, Cs, Fe, Ga, In, K, Li, Mg, Mn, Na,
Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Ti, U, V, Zn)

o Multi-element Calibration Standard 2 10 mg L (Perkim Elmer, EUA)
(Ce, Dy, Er, Eu, Gd, Ho, La, Lu, Sc, Sm, Th, Th, Tm, Y, Yb)

> Multi-Element ICPMS Calibration Std. 5 10 mg L™ (Perkin Elmer, EUA)
(B, Ge, Mo, Nb, P, Re, S, Si, Ta, Ti, W, Zr)

> Padrdo de Fe 10000 mg L* (Merck, Alemanha)

o Padrio de Ca 1000 mg L (Merck, Alemanha)

> Padrdo de Sn 1000 mg L* (VHG, EUA)

o Padrdo de Hg 1000 mg L (Perkin Elmer, EUA)

o Padrdo de Ba 1000 mg L (Merck, Alemanha)

o Padrdo de Ti 1000 mg Lt (Merck, Alemanha)

3.3. Preparo das amostras

As minhocas de cada tubo foram primeiro homogeneizadas manualmente
com uma tesoura de aco inoxidavel. Em seguida, pesou-se em torno 0,25 g de massa
umida de cada amostra. Essas massas pesadas foram colocadas em tubos de
polipropileno estéreis com capacidade para 15 mL, que foram entdo levadas ao
LABSPECTRO (Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro, PUC-Rio)

para analise.

3.4 Determinacido de metais por Espectrometria de Massa com Plasma
Indutivamente acoplado (ICP-MS)
O procedimento empregado seguiu metodologia usada em andlises de
materiais bioldgicos no Labspectro. Adicionou-se 1,00 mL de 4cido nitrico 65 %

aos tubos para decompor o material bioldgico e, em seguida, as amostras ficaram
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em repouso por um periodo de 24 horas. As misturas foram aquecidas por quatro
horas a 100 °C na chapa de aquecimento em tubos fechados, liberando-se
rapidamente a pressao quando necessario. Apos as quatro horas, adicionou-se 0,20
mL de agua oxigenada as amostras, para auxiliar na oxidag¢ao da gordura residual e
material biologico, e levou-se para chapa de aquecimento a 100 °C por mais 15 min.
Por 1ultimo, as amostras foram diluidas na propor¢do de 1:9 com agua ultra-pura e
levadas para leitura no ICP-MS. Brancos foram preparados da mesma forma,
contendo apenas 4cido nitrico 65 %.

Para verificar a exatidao do método comparou-se o valor determinado por
ICP-MS e o valor certificado do padrdo utilizado. Por ndo existir um padrio
especifico para minhocas, foi utilizado o material de referéncia de figado bovino
(CRM 1577a).

O ICP-MS (Nexlon 300X, PerkinElmer, USA) foi utilizado no modo
padrdo, sem uso de reagdo para corre¢ao de interferéncias. Utilizou-se uma solugao
40 pug L' de '“Rh adicionada como padrio interno para minimizar as influéncias
peculiares de cada amostra (densidade, viscosidade) no transporte e nebulizacao das
mesmas. Adicionou-se solugdo com concentragio de 1 ug L' de Ce, In, Mg, Be, U,
Pb e Ba para otimizar os parametros do equipamento, monitorando as intensidades
de sinal e a taxa de formagdo de ions bivalentes e ion 6xidos. Os parametros

otimizados do equipamento estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Pardmetros do ICP-MS Nexlon 300X

Poténcia de radiofrequéncia 1100 W
Varreduras por leitura 3
Leituras por replicatas 1

Replicatas 4
Vaz&o do gas auxiliar 1.02 L mint
Vazio do gas plasma 15 L min'?

Vaz&o do gas carreador 1 L min'

Para o calculo dos limites de deteccdo (LD), ou seja, a menor concentragao
possivel que o equipamento consegue detectar e limites de quantificacao (LQ), que
depende do fator de diluicdo da amostra, foram usadas as seguintes formulas

(INMETRO, 2016):

12



LD = 3*s/inclinagao da reta Equacao 1

LQ = (10*s/inclinacdo da reta)*fd Equagao 2

Onde fd ¢ o fator de dilui¢do para as amostras; s ¢ o desvio padrao da medida
da razdo sinal do analito pelo sinal do padrdo interno de 10 solugdes do branco
preparadas de maneira independente.

Os isétopos analisados foram '*Cd, ®>Cu, *'Fe, *°K, **Mg, >*Mn, **Na, 2%*Pb,

82Ge, 31V e %07n.

3.5 Analises estatisticas

Os dados foram primeiramente testados para verificagao de sua distribuigao,
através do teste de Shapiro-Wilke. Como os dados observados apresentaram
distribuicdo ndo-Gaussiana, os testes escolhidos para serem aplicados foram nao-
paramétricos. Para verificar diferengas entre as médias dos grupos foi aplicado o
teste de Mann-Whitney. Para verificar possiveis correlagdes entre os grupos, foi
aplicado o teste de Spearman. Significancias foram consideradas quando p < 0,05.
Foi realizado o teste Q para verificacao de outliers, a 95% de confianga. De acordo
com este teste, ao dividir a diferenga entre dois termos seguidos pela diferenga entre
os termos extremos encontra-se um nimero que nao pode ser maior que um valor
tabelado. (CHRISTIAN; SKOOG; WEST, 1988). Acima deste numero, o valor
duvidoso pode ser rejeitado. Todos os testes com excegao dos testes de verificagao
de outliers, foram realizados no software GraphPad Prism, v.5.0. Os outliers foram
calculados manualmente com uma calculadora cientifica HP 30S através da formula

abaixo (SKOOG et al., 2008).

Q=(Xp—-Xp)/f Equagdo 3

Onde Xp ¢ o valor duvidoso, X;, € o valor mais proximo do valor duvidoso
em ordem crescente e f ¢ a faixa de valores, ou seja, o maior valor do conjunto
subtraido do menor valor do conjunto. Compara-se esse valor Q calculado com o
valor tabelado. Se Q > Qubelado, €ntdo rejeita-se o valor duvidoso. Se for menor,
mantém-se o valor duvidoso. Paran =4 e 95 % de confian¢a Qabelado = 0,829 € para

n =6 com 95% de confianga Qtabelado = 0,625 (SKOOG et al., 2008).
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4, Resultados e discussao

4.1. Qualidade analitica das determinacoes dos metais
Os is6topos estudados com seus respectivos LD e LQ estdo apresentados

abaixo na Tabela 2.

Tabela 2. Isotopos analisados com seus respectivos Limite de Deteccao e Limite
de Quantificagdo

Isotopo Faixa analitica (ug L'') LD (ug L) LQ (mg kg™!)
4cd 1-80 0,0003 0,0009
%Cu 1-80 0,0050 0,0167
TFe 51-1080 0,1575 0,5250
PK 51-1080 0.0997 0,3324
Mg 51-1080 0,0060 0,0200
>SMn 1-80 0,0005 0,0018
Na 51-1080 0,0163 0,0543
208pp 1-80 0,0005 0,0017
82Ge 1-80 0,0167 0,0557
Sy 1-80 0,0127 0,0425
%67n 1-80 0,0321 0,1068

Com relacdo a analise do Material de Referéncia Certificado de figado
bovino utilizado, os resultados de recuperacgao, ou seja, comparacdo dos valores
determinados em relagdo aos certificados, estdo apresentados abaixo na Tabela 3,

em porcentagem.

Tabela 3.Valores certificados e determinados do Material de Referéncia
Certificado bovino (CRM 1577b).

Elemento  Determinado (mg kg!) Certificado (mg kg')  Recuperacio (%)
Cd 0,48 £ 0,01 0,50 £0,03 96,0

Cu 124 £ 6 160+ 8 78,5

Fe 165+6 184 £ 15 89,7

Mg 463 +£ 12 601 +£28 77,0

Mn 8,0+0,2 105+ 1,7 76,1

Na 1869 + 59 2420 + 60 77,2

Pb 0,110 + 0,004 0,129 £ 0,004 85,3

A% 0,120 £ 0,007 0,099 + 0,008 121,2

/n 9 +6 127+ 16 77,9




De acordo com a resolugao 899 de 2003 do Ministério da Saude, a analise ¢
valida (considerando apenas a uniformidade do contetido) com recuperagdo dos
valores certificados entre 70 e 130%, o que classifica o presente trabalho como

adequado, pois todos os elementos ficaram na faixa estabelecida (ANVISA, 2003).

4.2. Metais nas minhocas experimentalmente expostas a Cd e Pb

No experimento de exposi¢do ao papel filtro, os grupos Cd 1000 mg kg™!, Pb
1000 mg kg!' e Cd + Pb com as mesmas concentragdes foram comparados com o
grupo controle. No experimento de exposicao ao solo, os grupos Cd 1 mg, Cd 10 mg,
Pb 1 mg, Pb 10 mg, Cd + Pb 1 mg e Cd + Pb 10 mg foram comparados com o grupo
controle. Em seguida fez-se uma comparacao entre os grupos para o experimento do
papel de filtro. Usou-se o teste t ndo paramétrico (Mann Whitney) para as

comparacoes.

4.3. Diferencas entre a bioacumula¢iao de Cd e Pb nas minhocas expostas
4.3.1. Exposi¢cao a cadmio

Com relagdo ao experimento de contato com papel filtro na exposicao a Cd
(Figura 1), os grupos Cd e Cd + Pb apresentaram diferenca significativa quando
comparados com o controle. Além disso, houve diferenca significativa entre os

grupos Cd e Pb e entre os grupos Pb e Cd + Pb.
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Figura 1. Concentragdes de cadmio determinadas nas minhocas expostas a este
metal no experimento de papel de filtro.
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Com relacdo ao experimento de exposicdo em solo (Figura 2), os grupos
expostos a Cd 1 mg e 10 mg e a mistura contendo 1 mg ou 10 mg apresentaram
diferenca significativa quando comparados ao grupo de solo controle. Isto indica que

as minhocas absorveram o Cd presente no solo contaminado por este metal de forma

significativa.
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Figura 2. Concentragdes de cadmio determinadas nas minhocas expostas a este
metal no experimento de exposi¢do em solo. Letras iguais indicam diferengas
estatisticamente significativas entre si.
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4.3.2. Exposi¢cao a chumbo

Com relagdo ao experimento de contato com papel filtro na exposi¢do a Pb
(Figura 3), apenas o grupo exposto a mistura de Cd e Pb apresentou diferenca
significativa quando comparado ao grupo filtro controle, indicando absor¢ao do Pb
pelo organismo. O fato de ndo apresentar diferenca significativa com a exposicao
somente ao Pb foi esse grupo apresentar um outlier e, por isso, apenas 2 graus de
liberdade para a realizacdo do teste. Quando comparados entre si, o grupo
contaminado com Cd apresentou diferenca significativa com o grupo contaminado

pela mistura.
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Figura 3. Concentragdes de chumbo determinadas nas minhocas expostas a este
metal no experimento de papel de filtro. Letras iguais indicam diferencas
estatisticamente significativas entre si.
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Com relagdo ao experimento de exposi¢do em solo (Figura 4), os grupos Cd
1 mg, Pb 10 mg e a mistura com 10 mg apresentaram diferenca significativa quando

comparados ao grupo de solo controle.

Figura 4. Concentra¢des de chumbo determinadas nas minhocas expostas a este
metal no experimento de exposi¢ao em solo. Letras iguais indicam diferencas
estatisticamente significativas entre si.
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Foi observada uma queda na absorcdo do Pb no solo quando havia
contaminag¢io de 1 mg kg! de Cd. Sabe-se que existe um efeito antagonico entre Cd
e Pb observado por Sobrino-Figueroa et al. (2007). Isso significa que a adicdo de um
contaminante diminui a contamina¢ao do outro. Seu estudo foi com outros
organismos, em tempo de exposicao diferente (144h) e com outras concentragdes. O
resultado desse experimento mostrou um efeito antagénico quando houve adigao de
Pb e Cd sem Cr. Isso pode explicar a diferenga apresentada na medida de Pb nos
animais em contato com o solo contaminando com Cd e o motivo da mistura
contendo 1 mg kg! apresentar diferenca significativa com o solo controle.

4.4. Desequilibrio de homeostase de elementos essenciais nas minhocas expostas.

A presenga de elementos toxicos pode levar ao desequilibrio de elementos
essenciais em organismos expostos. A seguir, estdo apresentados os elementos
essenciais determinados em cada grupo experimental de minhocas E. andrei expostas

a Cd e Pb e suas misturas.

4.4.1 Sodio

Com relagdo ao elemento Na (Figura 5A), ndo houve alteracdes significativas
no teste de contato por papel filtro dos diferentes grupos expostos quando
comparados com o grupo controle, nem quando comparados entre si. Assim, a
presenca de Cd e Pb ndo altera a homeostase deste elemento essencial no ambiente
de papel de filtro. Com relag@o ao experimento em solo (Figura 5B) observou-se uma
diferenca significativa entre o controle e o solo contaminado com 1 mg kg! de Pb,

contradizendo a experiéncia no papel filtro.

19



Figura 5. Comparacao da média das concentragdes de sddio no experimento do
papel de filtro (A) e solo (B). Letras iguais indicam diferencas significativas entre
si.
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4.4.2. Magnésio

Com relagdo ao elemento Mg (Figura 6A), nao houve alteragdes significativas
no teste de contato por papel filtro. Com relacdo ao experimento em solo (Figura 6B),
somente o grupo exposto a Cd 1 mg apresentou diferenca significativa quando

comparado com o grupo controle de solo.

Figura 6. Comparagdo da média das concentracdes de magnésio no experimento
do papel de filtro (A) e solo (B). Letras iguais indicam diferengas significativas

entre si.
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4.4.3. Manganés

Com relagao ao elemento Mn (Figura 7A), ndo houve diferenga significativa

no teste de contato por papel filtro. No experimento em solo (Figura 7B), somente o
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grupo exposto a Cd 1 mg apresentou diferencga significativa quando comparado com

o grupo controle de solo.

Figura 7. Comparacao da média das concentragdes de manganés no experimento
do papel de filtro (A) e solo (B). Letras iguais indicam diferengas significativas
entre si.
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4.4.4. Ferro

Com relagdo ao elemento Fe (Figura 8A), no teste de contato, houve diferenca
significativa entre o controle € o grupo contaminado com a mistura de Cd e Pb. Com
relacdo ao experimento em solo (Figura 8§B), apenas o grupo contaminado com Cd 1

mg apresentou diferenca significativa quando comparado com o controle.

Figura 8. Comparagdo da média das concentragdes de ferro no experimento do
papel de filtro (A) e solo (B). Letras iguais indicam diferencas significativas entre
si.
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4.4.5. Zinco

Com relagao ao elemento Zn (Figura 9A), nao houve alteracdes significativas

no teste de contato por papel filtro. Com relagao ao experimento em solo (Figura 9B),

somente o grupo exposto a Cd 1 mg apresentou diferenga quando comparado com o

grupo controle de solo.

Figura 9. Comparagdo da média das concentragdes de zinco no experimento do

papel de filtro (A) e solo (B). Letras iguais indicam diferencas significativas entre

S1.
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4.4.6. Selénio

Com relacdo ao elemento Se (Figura 10), ndo houve alteragdes significativas

no teste de contato por papel filtro € nem na exposi¢ao ao solo contaminado.

Figura 10. Comparacdo da média das concentragdes de selénio no experimento do

papel de filtro (A) e solo (B).

A B
1.5 _|_ 1.5-
1.0 -|- T 1.0
2 l l 1 - 2
[=] (=]
E E
o 0.5 4
3 3 05
0.0 T T T T 03 T T T T T T
@ o> O O
& ¢ < &L F & © @ @ @@
N (&) > N N N
O & d RV P Qo
& 3 &5
2 < NS

22



4.4.7. Potassio

Com relagdo ao elemento K (Figura 11A), verificou-se diferenca significativa

para o grupo exposto a mistura dos elementos ao comparar os grupos com o grupo

controle no teste de contato por papel filtro. Com relagdo ao experimento em solo

(Figura 11B), os grupos Cd 10 mg e Pb 10 mg apresentaram diferenga significativa

comparadas com o grupo controle.

Figura 11. Comparacido da média das concentragdes de potdssio no experimento
do papel de filtro (A) e solo (B). Letras iguais indicam diferengas significativas

entre si.
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4.4.8. Cobre

Para o Cu (Figura 12), ndo houve alteragdes significativas no teste de contato

por papel filtro nem na exposi¢ao ao solo contaminado.

Figura 12. Comparagao da média das concentragdes de cobre no experimento do

papel de filtro (A) e solo (B).
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4.4.9. Vanadio
Para o V (Figura 13A), houve diferenca significativa entre o grupo Cd e o grupo
contaminado pela mistura no teste de contato por papel filtro. Com relacao ao
experimento em solo (Figura 13B), apenas o grupo exposto a Cd 1 mg apresentou
diferenga significativa quando comparado com o grupo controle de solo.
Figura 13. Comparacao da média das concentragdes de vanadio no experimento

do papel de filtro (A) e solo (B). Letras iguais indicam diferencas significativas
entre si.
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4.4.10. Discussao

Os resultados mostraram que os elementos Fe, Mg, Mn, V e Zn
apresentaram diminui¢io de absor¢io na presenga de 1 mg kg de Cd. Se fosse um
erro de andlise, essa queda seria apresentada em todos os elementos analisados. O
fato de apresentar somente nesses elementos e somente nessa concentragdo de Cd
¢ um fato que deve ser estudado mais a fundo. De acordo com ROCHA (2008), o
Cd pode apresentar uma agao competitiva com Zn e Fe, o que poderia explicar essa
redu¢do. QUEIROZ (2019) também observou correlagdes entre Cd com os metais
essenciais Fe, Zn, Cu e Mn. No presente trabalho, porém, nao foi observada essa

variagao com o Cu.

4.5. Calculo do fator de bioconcentracio de Cd e Pb em minhocas E. andrei

expostas

Como indicado na introducao, a bioacumulacgao ¢ a relagdo existente entre a
concentragdo no organismo com a concentragdo do meio em que o organismo se

encontra. Por isso, ¢ importante enfatizar que o ideal seria fazer analises com o solo
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onde os organismos permaneceram. Assim, bastaria fazer a divisdo entre a
concentragdo do analito nas minhocas sobre a concentragao do analito no solo (DAI
et al., 2004; LI et al., 2010). Como nao foi feito, os resultados serdo discutidos

qualitativamente.

4.5.1. Cadmio
Para o Cd, ao se adicionar 1,00 mg kg™' no solo, o valor médio encontrado foi
de 1,42 + 0,32 mg kg™ e no grupo controle foi de 0,59 = 0,10 mg kg™
[Mabsorvida = 1,42 — 0,59 = 0,83 + 0,34 mg kg'!
FBC=0,83/(1,00—-0,83) ~ 4,88 + 2,04

Ao se adicionar 10,00 mg kg™! no solo, o valor médio encontrado foi de 13,05
+1,65mgkg.

[Mlabsorvida = 13,05 — 0,59 = 12,46 + 1,65 mg kg'!

FBC =12,46 /(10,00 — 12,46) ~ -5,07 + 0,68

Neste tipo de calculo, valores negativos indicam concentracdes mais altas nos
organismos do que no solo, podem ocorrer perdas de substincias volateis e um FBC
mais baixo que o real ¢ esperado, pois a tendéncia ¢ que a concentragdo real seja
menor que o valor estimado (ARNOT E GOBAS, 2006). Como no presente trabalho,
foi usado uma conta de subtragdo para se chegar ao valor da concentragao do metal,
abre a possibilidade de o valor encontrado ser negativo. Sera considerado o modulo
do FBC calculado na conclusao do presente trabalho.

Analisando esse pardmetro ao se adicionar 1,00 mg kg™ da mistura dos dois
metais tem-se o valor médio 2,14 + 1,09 mg kg™’

[M]absorvida = 2,14 — 0,59 = 1,55 £ 1,09 mg kg!

FBC=1,55/(1-1,55)~2,82+£2,10

J4 ao se adicionar 10,00 mg kg! da mistura, o valor médio encontrado foi de
15,57+ 1,73 mg kg!.
[M]absorvida = 15,57 — 0,59 = 14,98 £ 1,73 mg kg"!
FBC = 14,98 / (10 — 14,98) = 3,01 £ 0,37
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Ambos os trabalhos supracitados indicam que a bioacumulagdo de Cd foi maior

que a do Pb, corroborando os resultados observados no presente estudo.

4.5.2. Chumbo
Para o Pb, ao se adicionar 1,00 mg kg™ no solo, o valor médio encontrado foi
de 0,17 £ 0,08 mg kg™! e no grupo controle foi de 0,15 + 0,06 mg kg™
[M]absorvida = 0,17 — 0,15 =10,02 + 0,10
FBC =0,02 /(1 -0,02) ~ 0,02 + 5,00

Ao se adicionar 10,00 mg kg™ no solo, o valor médio encontrado foi de 0,36
+0,07.
[M]absorvida = 0,36 — 0,15 =10,21 + 0,09
FBC=0,21/(10-0,21)=0,02 +£ 0,43

Analisando o que ocorre ao adicionar 1,00 mg kg™! da mistura com o valor
médio de 0,14 + 0,04.
[Mabsorvida = 0,14 — 0,15 = - 0,01 + 0,07
FBC =-0,01/(1-(-0,01))=-0,01 = 7,00

Ao adicionar 10,00 mg kg'! da mistura com o valor médio 0,38 + 0,09
[M]absorvida = 0,38 — 0,15 = 0,23 + 0,1 1

FBC=0,23/(10-0,23)=0,02 £ 0,48

A Tabela 4 a seguir resume todos os dados calculados sem os desvios padrdes

para uma melhor discussao.

Tabela 4. Fator de Bioacumulagédo Cd e Pb solo

1 mg kg’ 10 mg kg™! Mistura 1 mg kg™ Mistura 10 mg kg!
Cd 4,88 5,07 2,82 3,01
Pb 0,02 0,02 0,01 0,02
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De acordo com WANG et al. (2018), um valor de FBC acima de 1 indica

absorc¢do e bioacumulagdo do xenobidtico analisado. Li et al. (2010), ao avaliar a
relagdo entre a bioacumulagao de Cu, Zn, Pb e Cd em individuos adultos de E. fétida
e sua biodisponibilidade em estrume de porco, observaram que baixas concentragdes
de Cd em solo, menores que 1 mg kg™!, levam a altos valores de FBC em minhocas,
encontrando valores entre 2,476 e 3,014. Na mesma analise, encontraram valores de
FBC menores que 1 para Zn, Cu e Pb no mesmo estudo.
JAa PANDAY et al. (2019) analisaram trés espécies de minhocas, E. fetida, L. mauriti
e P excavatus, ap6s exposicao a lixos especificos por 45 dias, dependendo do seu
nicho. A E. fetida foi exposta a residuos solidos, a L. mauriti foi exposta a residuos
vegetais de cozinha e a P. excavatus foi exposta a residuos de papel. Apos as analises
de metais, os autores calcularam FBC menores que 1 para Pb e Cd, como a seguir:
As concentra¢des de Pb nas minhocas foram de 8,75 + 2,12 mg kg'! em E. fetida;
9,38 + 0,38 mg kg ! em L. mauriti € 9,62 + 1,23 mg kg™! em P. excavatus, e nos
residuos, de 37,09 + 1,88 mg kg™ nos residuos sélidos, 47,63 = 1,21 mg kg! nos
residuos de cozinha e 45,09 + 1,03 nos residuos de papel. Assim, o fator de
bioconcentracao para Pb foi de 0,217 £ 0,03. Ja para o Cd, concentragdes de 1,08 £
0,18 mg kg™ foram observadas em E. fetida; 1,33 £ 0,07 mg kg™ em L. mauritie 1,13
+ 0,04 mg kg'! em P. excavatus, e nos residuos, 4,50 + 0,35 mg kg! nos residuos
solidos; 5,12 £+ 0,53 mg kg nos residuos de cozinha e 4,06 + 0,73 mg kg™ nos
residuos de papel. O fator de bioconcentracao para o Cd foi de 0,26 + 0,03.

O presente trabalho verificou que E. andrei bioacumulou Cd, mas ndo Pb e
ainda, que a bioacumulagdo do Cd ¢ menor na presenca de contaminagdo por Pb,
indicando um possivel efeito de competigdo entre esses dois metais. Esse resultado
corrobora com o estudo de WANG et al. (2018). Nesse estudo, amostras de solo
foram coletadas em torno de uma mina abandonada, assim como amostras de
minhocas de 13 areas perto dessa mesma mina. Apds andlise de metais, os fatores de
bioconcentragdo para Pb e Cd foram calculados para cada espécie. Para o Pb, o fator
foi de 0,56 + 0,17 para M. californica, 0,68 + 0,18 para a A. homochaetus, 0,95 +
0,30 para 4. pecteniferus e 0,56 £ 0,12 para 4. heterochaetus, todos abaixo de 1,
indicando que este elemento nao foi absorvido e bioacumulado. Para o Cd, o fator
foi de 10,8 + 1,21 para a M. californica, 10,6 + 2,68 para a A. homochaetus, 18,8 +

4,57 para a A. pecteniferus e 11,1 = 2,37 para a A. heterochaetus, todos acima de 1,
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indicando absor¢do e bioacumulagdo do Cd. Enquanto as bioacumulag¢des de Pb

foram menores que 1, indicando que ndo houve bioacumulacao.

4.6. Correlacoes entre elementos essenciais e Pb e Cd

Um outro teste realizado foi o teste de Spearman para verificar interferéncias
entre elementos dentro de um mesmo grupo. A Tabela 5 mostra as correlagdes que
apresentaram diferencgas significativas nos testes (p<0,05) entre elementos essenciais

e Cd ou Pb.

Tabela 5. Correlagdes entre metais essenciais ¢ contaminantes encontradas no
teste de exposi¢ao ao solo

« Coeficiente de P
Correlacédo Spearman

Mn controle x Pb controle 1,000 0,003
Na Cd 1 mg x Pb Cd 1 mg 0,786 0,048
Mg Cd 1 mg x Pb Cd 1 mg 0,919 0,007
ZnCd1mgxPbCd1mg 0,786 0,048
V Cd 10 mg x Pb Cd 10 mg 0,929 0,007
Mn Cd 10 mg x Pb Cd 10 mg 0,857 0,024
Cu Cd 10 mg x Pb Cd 10 mg 0,893 0,012
Se Cd 10 mg x Cd Cd 10 mg 0,929 0,007
KPb1mgxCdPb1lmg -0,793 0,048
Na Pb 1 mgx Cd Pb 1 mg -0,809 0,034
V Pb 10 mg x Pb Pb 10 mg 0,986 0,003
Fe Pb 10 mg x Pb Pb 10 mg 0,899 0,033
Na (Cd+Pb) 1 mg x Cd (Cd+Pb) 1 mg 0,821 0,007
V (Cd+Pb) 1 mg x Pb (Cd+Pb) 1 mg 0,882 0,012
Fe (Cd+Pb) 1 mg x Pb (Cd+Pb) 1 mg 0,818 0,034
Zn (Cd+Pb) 1 mg x Cd (Cd+Pb) 1 mg 0,929 0,007
Se (Cd+Pb) 1 mg x Cd (Cd+Pb) 1 mg 0,883 0,012
V (Cd+Pb) 10 mg x Pb (Cd+Pb) 10 mg 1,000 0,017

Nao foram encontradas correlagdes com p<0,05 entre os elementos no teste
de contato.
A presenca de Cd pode levar a destrui¢do das membranas de lipidio da célula

por produzir espécies de carater oxidativo. Para reduzir a toxicidade desse elemento,
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o organismo pode utilizar metais essenciais para se proteger, ¢ alguns estudos
reportam uma relagdo entre Cd com Se, Cu, Zn, Fe ¢ Mn, com possivel efeito
protetivo contra a toxicidade do Cd (QUEIROZ, 2019; ROCHA, 2008). Ja o Pb ¢
reconhecidamente neurotoxico, e também possui carater oxidativo, também
apresentando relagdes reportadas com o Se, Cu e Zn (QUEIROZ, 2019), podendo
estes apresentar possivel efeito protetivo contra sua toxicidade. O estudo de
QUEIROZ (2019), assim como o presente trabalho, também observa uma relagcao
entre Pb ¢ Mn. Também j4 foi reportado que organismos expostos aos metais Pb ou
Cd podem absorver altas concentracdes destes elementos na sua forma idnica (Pb**
ou Cd*"), devido a semelhancga destes elementos com certos elementos essenciais,
como Cu**, Fe**, Zn*", Mn*" (AUGUSTO et al., 2014).

Pode-se observar em quase todos os grupos a correlacdo entre o Na ou o K
com Pb ja comentados por ROCHA (2008). Também pode-se perceber a relagdo entre
Fe ou Zn com Cd ou Pb, o que estaria de acordo com QUEIROZ (2019). H4 um
antagonismo de inibi¢do entre Zn e Pb, mostrado na Tabela 4 em alguns grupos
(FLORA et al., 1982). Observou-se também uma relacao entre Pb e Fe na Tabela 4,
indicando possiveis efeitos deletérios devido ao fato que o Pb pode impedir a reducao
de Fe’" a Fe**, impedindo a formagdo da hemoglobina (CAPITANI, 2009).

Além disso, uma relagdo direta entre a ingestdo de Cd e Pb e aumento da
eliminagdo de Na e K do organismo foi verificada em mamiferos (ratos Wistar) LUZ
(1997). Isto pode explicar as correlagdes encontradas entre Cd e Pb com Na e K em

todos os grupos analisados no presente estudo.

5. Conclusoes

A presenca de Cd e Pb podem alterar a absor¢do de metais essenciais
especialmente Fe, Mg, Mn, V e Zn. Virias diferencas significativas (p<0,05)
apontam para de-homeostase metdlica como reportado na literatura. Essa
contaminagdo pode influenciar, desenvolvimento, tamanho dos individuos e a
reproducdo da espécie E. andrei. Os fatores de bioacumulagdo apontam para a
bioacumulagdo de Cd nos organismos estudados, porém, o Pb ndo apresentou esse
resultado. Os resultados apontam ainda para uma diminui¢do de bioacumulacdo de
Cd quando ha presenca de Pb. O critério de bioacumulagdo € apenas um entre varios

para indicar organismos como bons bioindicadores.
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