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SUMARIO:

O presente trabalho trata o consumo humano de crustaceos, e as consequéncias
toxicologicas que decorrem da utilizag@o destes recursos alimentares quando contaminados. Deu-
se particular importancia a analise do consumo do designado lagostim vermelho da Louisiana
(Procambarus clarkii), uma espécie invasora ndo indigena que nos ultimos anos assumiu um
inusitado destaque no dmbito ambiental e gastronémico no nosso Pais. Realizou-se uma revisio
relativa aos dados disponiveis na bibliografia sobre a sua distribui¢do, a sua biologia, as
caracteristicas intrinsecas que o tornam numa praga ambiental, os seus habitos alimentares ¢
comportamentos. Paralelamente, fez-se um estudo aprofundado dos padrdes documentados da
sua captura, processamento ¢ transformagdo em alimento para consumo humano. Atengdo
especial foi dedicada a contaminagfo da qual o P. clarkii ¢ alvo, nomeadamente em resultado dos
seus habitos de vida, e que resulta directamente de actividades antropogénicas. Foi realizado um
levantamento dos dados existentes sobre perfis de contaminantes nos locais habitados pelo
lagostim, os seus efeitos bioldgicos a varios niveis, € o seu potencial para serem ingeridos
conjuntamente com o lagostim vermelho. Seguidamente, fez-se uma andlise dos dados
toxicologicos publicados sobre os residuos passiveis de serem encontrados nos tecidos ediveis do
lagostim vermelho da Louisiana, € que poderdo constituir uma perturba¢do da saide dos
consumidores. Procurou-se assim estabelecer uma relagio de causalidade entre a presenga de
residuos de substdncias toxicas no alimento e o surgimento de efeitos adversos ao nivel dos
consumidores humanos. Em seguida, fez-se uma revisdo da metodologia laboratorial que pode
ser utilizada como medida de monitorizagdo da contaminagdo do crustaceo, ¢ como factor de
prevengdo do consumo de organismos contaminados por humanos. Foram abordadas
metodologias analiticas classicas e novas abordagens de analise ambiental, que visam garantir o
acesso a um grande numero de dados toxicologicos, sempre na tentativa de as recomendar em
planos de salvaguarda da satide publica. Pretendeu-se compilar alternativas vélidas de andlise e
controlo de qualidade de um alimento, para que o consumo de organismos aquéticos nfio esteja
revestida de qualquer grau de perigosidade consideravel para a espécie humana. Estas mesmas
medidas aqui preconizadas foram também incluidas no presente trabalho como medidas de
avaliagdo do dano ecoldgico colocado pela presenga de residuos quimicos de origem humana nos

tecidos do crustaceo, no sentido de avaliar o estado geral do ecossistema onde este ¢ capturado.
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Avaliagdo dos Efeitos Toxicoldgicos Decorrentes do Consumo Humano de Lagostim Vermelho da Louisiana
(Procambarus clarkir).

I. Introdugao

O lagostim vermelho da Louisiana, com o nome cientifico Procambarus clarkii, ¢ uma
espécie proveniente da Louisiana ¢ norte do México (Barbaresi e Gherardi, 2000) que facilmente
se expandiu para outras partes do planeta. A Europa ndo foi excepgiio, com particular destaque
para a regido da Peninsula Ibérica onde chegou em 1973 (Anastacio, 1993). Do ponto de vista
taxonomico, este animal pertence ao filo dos Artropodes, classe dos Malacostraca, ordem
Decapoda, sub-ordem dos Pleocyemata, familia dos Cambaridae, género dos Procambarus e
espécie clarkii (Fishar, 2006). Morfologicamente, este organismo caracteriza-se por possuir um
tamanho entre os 5.5 ¢ 0s 12 ¢m de comprimento, podendo em alguns casos atingir os 15 cm
(Correia, 2002), pesando entre 35 e 56 g (Florent, 2006) quando na fase adulta. O seu corpo €
segmentado e a cabega encontra-se indiferenciada do térax, designando-se esta estrutura por
cefalotorax, e terminando numa estrutura chamada rostro (Anastacio, 1993). A sua cor varia ao
longo do ciclo de vida, sendo que nos juvenis ¢ normalmente castanho-esverdeada enquanto nos
adultos é vermelho escuro (Fishar, 2006). Possui na cabega um par de antenas e um par de
anténulas (Anasticio, 1993). Ao longo do cefalotérax existem cinco pares de estruturas
locomotoras, sendo que o primeiro par destas recebe a designagéo de queliceras, que para além da
fungfio de locomogdo servem também para a captura de alimentos; na regido do abdomen existem
outros tipos de patas, que ndo possuem fungdo de locomogdo, denominadas de pledpodes
(Anastécio, 1993). O corpo termina numa regido que tem como fungéo propulsiond-lo para tras,

denominado urosoma (Anastacio, 1993).

P

Figura | — Fases da vida do organismo Procambarus clarkii : 1a - Procambarus clarkii na fase juvenil; 1b

Procambarus clarkii na fase adulto (Fonte : Fishar, 2006)

O comportamento reprodutivo do P. clarkii caracteriza-se pelo facto de o seu
acasalamento se dar em diferentes meses do ano, dependendo da localizagio geografica onde se

encontra. Na regido do estado norte-americano da Louisiana, por exemplo, a reprodugdo da-se
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entre Julho e Outubro, enquanto que no Quénia ocorre durante todo o ano (Anastacio, 1993);
nesta altura ja o macho se encontra na sua forma reprodutora, que se caracteriza pela dureza e
escurecimento do 6rgdo copulador e pela presenga de ganchos copuladores (Anastacio, 1993).
Por essa altura, e através do uso de feromonas, o macho comega a cortejar a fémea, iniciando-se
um ritual de acasalamento que vai terminar apenas com a deposi¢do do espermatoforo, na fémea,
numa estrutura denominada annulus ventralis (Anastacio, 1993). A produgdo de ovos vai durar
cerca de 6 semanas (Fishar, 2006) ¢, consoante o seu estagio de desenvolvimento, a sua cor ¢
tamanho véo variar (Anastacio, 1993). Os ovos vdo ser protegidos no interior de tocas visto que o
principal mecanismo de defesa da mée, que ¢ o de abanar a cauda, se encontra inibido pela
presenga dos ovos (Mc Clain ef al., 2005). A figura 2 representa os diferentes momentos do ciclo

reprodutivo do P. clarkki.

Figura 2 — Estados do ciclo reprodutivo do animal P. clarkii: 2a - Ovo no 1° estddio de desenvolvimento - ovo
branco; 2b - Ovo no estadio de desenvolvimento final — ovo negro; 2¢ — Fémea com ovos na cauda (Fonte: McClain

et al., 2005).

Apés um periodo de incubagdo que demora cerca de 3 semanas, dependendo da
temperatura (McClain er al., 2005), o juvenil passa por vérias fases em que se ddo profundas
alteragdes neste devido a uma metamorfose (Fishar, 2006) ¢ a duas mudas de exoesqueleto
(McClain et al., 2005). Apesar de se encontrar fisicamente separado da mée, o juvenil permanece
junto desta por algumas semanas. Este periodo ¢ bastante critico devido & escassez de alimento
no interior das tocas (Mc Clain ef al., 2005). O aumento de tamanho do animal da-se através de
mudas periédicas do exoesqueleto, formando-se um exoesqueleto debaixo do ja existente
(Anasticio, 1993). A frequéncia deste processo estd dependente de diversos factores, tanto
naturais como inerentes ao proprio animal; de entre os factores naturais, os mais importantes sdo
a temperatura da agua, a densidade populacional no local, os niveis de oxigénio, a qualidade e

quantidade de alimento disponivel (Mc Clain ef al., 2005), ou até mesmo a intoxicagdo por
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compostos quimicos tais como pesticidas (Anastacio, 1993); de entre os factores inerentes ao
préprio animal podemos enumerar como mais importantes os factores genéticos (Anastacio,
1993), de idade ou até de perda de um membro (Mc Clain ef al., 2005). Devido & sua grande
capacidade de reprodugéo (postura de cerca de 500 ovos em cada ciclo reprodutor), sendo por
vezes de trés ciclos em cada ano (Mc Clain ef al., 2005), a grande protecgdo dada aos ovos pela
mie, colocando-se em tocas para fugir aos predadores existentes nas aguas livres (Mc Clain ef
al., 2005), e a sua capacidade de resisténcia nas condigdes mais adversas de temperatura, em que
tanto podem suportar temperaturas muito baixas no Inverno como muito altas no Verdo (Mc
Clain ef al., 2005), o P. clarkii ¢ uma espécie bastante persistente. Para além de ser bastante
petsistente, também pode ser considerada uma praga, pois quando € introduzido em novos
habitats causa enormes estragos em determinados animais e plantas. Entre os problemas causados
por este organismo contam-se, por exemplo, a deple¢do de alimentos (dada a voracidade dos seus
padries de alimentagio; Correia, 2002), o facto de serem vectores de determinados fungos e virus
(Fishar, 2006), a redugio do valor dos fabitats aquaticos, a redugdo do nlimero de invertebrados
presentes devido ao consumo de plantas aquéticas pelo P. clarkii (Kerby et al., 2005), a
degradagiio do rio pelas tocas feitas (Fishar, 2006). No caso particular dos arrozais, este altimo
efeito tem particular importancia pois vai provocar fugas de agua e destruigdo de plantas,
deixando a 4gua de estar translicida e prejudicando assim os rebentos da planta do arroz que

dependem da luz para se desenvolverem (Anastasio, 1993).

Dado ser um crustaceo bastante apreciado, nomeadamente em regides onde escasseiam
recursos deste género (como ¢ o caso da Escandinavia e Europa Central; Gherardi et al., 2000),
comegou-se a capturar este organismo em grandes quantidades e também a produzir em cativeiro
através de processos de aquacultura. Pensa-se que este crustdceo seja também bastante
consumido em Portugal, tanto por via de capturas efectuadas em determinados rios nacionais,
como também por via da importagdo de derivados, nomeadamente do sul de Espanha, onde
existem bastantes industrias de processamento e de comercializagfo deste animal. Devido a
pensar-se que ¢ bastante consumido em Portugal, e que bioacumula metais pesados e pesticidas
(Gherardi e al., 2006), torna-se bastante importante avaliar a sua toxicidade para os
consumidores humanos, visto ser capturado em rios e lagos onde existem estes agentes tOxicos,

provenientes particularmente de actividades agricolas intensivas e industriais. Dependendo da sua
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capacidade de eliminar estes agentes e da quantidade destes nele existentes, estes crusticeos
poderfio ser mais ou menos toxicos para os seres humanos que deles se alimentam, podendo

causar efeitos tanto agudos como crénicos.

I1. Distribui¢do do P. clarkii no Mundo e no territoério nacional

O lagostim vermelho da Louisiana é um organismo invasivo origindrio das regides
Centro-Sul dos Estados Unidos da América (Estado da Louisiana) e Nordeste do México
(Barbaresi e Gherardi, 2000). Na Europa, o primeiro caso registado de invasio por este crustaceo
deu-se em 1973 na regifio de Badajoz (Espanha), seguido de outros casos em outras regies deste
pais. Propagou-se também para Portugal, Chipre, Franga, Alemanha, Itélia, Holanda (Anastacio,
1993), tendo sido em 1995 identificado na Suiga, o que demonstra a grande possibilidade de
propagagdo para o Norte e Este da Europa (Florent, 2006). Para além destas regides da Europa,
encontra-se também disseminado em varias regides da Africa, América do Sul, América Central,
Asia, Pacifico e Caraibas (Anastacio, 1993), com a excepgdo da Australia e da Antartida
(Correia, 2003). Em Portugal, encontrou-se pela primeira vez este crustaceo em 1979 no rio Caia,
um afluente do rio Guadiana (regifio do Alentejo), em resultado da sua expansdo a partir de
Espanha. Propagou-se assim rapidamente para outras regides de Portugal (Anastdcio, 1993), ndo
somente a sul como também para o norte e centro, particularmente ao nivel da regido de Aveiro, ¢
nas bacias do Douro, do Ave e do Minho, a norte (Holdich, 1993). Como se pode verificar
através do mapa abaixo apresentado (figura 3), na Europa verifica-se uma maior prevaléncia
deste animal a nivel da Peninsula Ibérica, o que sustenta a hipotese de este organismo ter
comegcado a sua dispersdo por esta zona geografica, propagando-se gradualmente para as outras
regides Europeias. A andlise da figura 3 revela a ampla dispersdo deste crusticeo em Portugal,

devido as excelentes caracteristicas do nosso pais para a sobrevivéncia deste organismo.

Figura n® 3 — Distribuigiio do Procambarus clarkii pela Europa (Fonte: Gheraldi et al., 2006).
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Tabela n® 1 — Paises nos quais foi introduzido Procambarus clarki (Fonte: Holdich, 1993).

Continentes Paises onde ocorreu a introdugio
Africa Africa Sul, Quénia, Zimbabwe, Uganda, Sudéo,
Zambia, Egipto.
América Central Meéxico, Belize, Costa Rica, Republica
Dominicana, Nicaragua, Guatemala, Guiana.
América do Norte Hawai.
América do Sul Brasil, Venezuela, Colombia, Equador.
Asia Taiwan, China, Japdo, Hong-Kong, Singapura,

Tailandia, Filipinas.

Europa Espanha, Inglaterra, Portugal, Franga, Holanda,
Alemanha, Suécia.

111. Habitos de consumo do lagostim vermelho da Louisiana no estrangeiro: cendrios norte-

americano, europeu, asiatico e africano.

O lagostim vermelho da Louisiana ¢ um recurso alimentar apreciado, mas o seu consumo
assume assimetrias interessantes entre os diferentes paises. Este organismo ¢ um dos crusticeos
mais apreciados na regido da Baia do Delta no Mississipi, no estado norte-americano da
Louisiana, de onde é endémico. Assume-se como um elemento imprescindivel da gastronomia da
tradicdo cultural Cajun, que deriva dos descendentes dos colonizadores franceses da drea referida.
Assim, é natural que na América do Norte a produgdo deste animal se centre essencialmente na
regido Sul dos Estados Unidos da América, particularmente nas regides da Louisiana e Texas.
Dados de 1990 mostram que cerca de 1600 fabricas existentes na Louisiana processaram cerca de
26700 toneladas deste animal, gerando uma receita de cerca de 34 milhdes de dolares. Em todo o
pais, em 1989, foram processados cerca de 80000 toneladas, sendo destas cerca de 60000
provenientes de aquacultura e o restante da apanha a nivel selvagem (Holdich, 1993). No Estado
da Louisiana, a produgfio actual é de cerca de 29750 toneladas (valores de 1999), correspondendo
a cerca de 85% da produgfio de lagostim de agua doce desta regido (Harlioglu, 2006). Pode dizer-
se que o lagostim vermelho da Louisiana domina o mercado do lagostim de rio em todo o mundo,
sendo que na China ¢ nos Estados Unidos da América se encontra a maior fatia da produgio com
cerca de 70000 e 50000 toneladas, respectivamente, em 1999 (Gherardi e Acquistapace, 2004).
Este crusticeo foi introduzido na China através do Japdo em 1930, tendo-se propagado

rapidamente; tornou-se facilmente uma boa fonte de negécio aumentando de 40000 toneladas em
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1990 para 70000 toneladas em 1999 (Harlioglu, 2006). Na Asia, a produgiio deste animal deve-se
quase na totalidade & China, que em 1991 exportou cerca de 21 toneladas deste animal para a
Europa, essencialmente para a Franga e Turquia (Holdich, 1993). O mercado Europeu ¢
responsavel pelo consumo de cerca de 10000 toneladas de lagostim de rio por ano, sendo os
maiores consumidores os Escandinavos, os Alemdes e Franceses (Gherardi ef al., 2006). O
Procambarus clarkii representa cerca de 40% da cultura de crustaceos neste continente (cerca de
64 toneladas em 1994), sendo os maiores produtores deste crustaceo na Europa a Espanha,
Suécia, Russia, Alemanha, Reino Unido, Dinamarca ¢ Finlandia (Harlioglu, 2006). A Espanha,
maior exportador de Procambarus clarkii na Europa, exportou em 1999 cerca de 235 toneladas
para a Suécia, 41 toneladas para a Franga, 23 toneladas para a Bélgica ¢ 2 toneladas para a
Dinamarca (Gherardi ef al., 2006). Devido ao aumento do consumo do Procambarus clarkii na
Europa, a tendéncia ¢ para o aumento da produgéo deste crustaceo em regime de aquacultura,
pois no seu ambiente natural o crescimento demora bastante tempo, néo suprindo assim as
exigéneias do mercado. Esta realidade ndo € exclusiva no cendrio da produgéio de Procanibarus
clarkii mas de todos os lagostins de rio comercializados na Europa (Harlioglu, 2006). Em Aftica,
particularmente no Quénia apés a sua introdugdo em 1970, verificou-se um rapido crescimento na
quantidade deste crusticeo. Parte da sua produgdo ¢ exportada para a Europa e o restante (cerca
de 100 toneladas, em 1990) é consumido localmente, principalmente por turistas (Holdich, 1993).
A tendéncia a nivel global no que diz respeito a produgdo de P. clarkii ¢ a sua produgdo em
paises em que a mio-de-obra é relativamente barata, como € o caso particular da China mas

também de Espanha, e exportago para mercados onde o poder de compra ¢ mais elevado

(Holdich, 1993).

Figura n® 4 — Principais vias de comércio de P. clarkii na Peninsula Ibérica (Fonte: Gheraldi ef al., 2006).
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Figura n°s — Valores de venda (USD) das principais espécies de lagostim de rio (Pe: Procambarus clarkii; Fonte:

Gheraldi e Acquistapace, 2004).

Apesar da inexisténcia de dados relativos a produgio, captura ¢ consumo de P. clarkii em
territorio nacional, ¢ de crer que seja um organismo utilizado como recurso alimentar, a
semelhanga de outros paises europeus. A indistria de transformagdo de pescado, nomeadamente
aquela situada na regidio espanhola de Sevilha, abastece-se com regularidade deste organismo a
partir de fontes portuguesas. Esta industria, eminentemente exportadora, transforma o lagostim
vermelho da Louisiana numa vasta gama de sub-produtos alimentares, que sdio posteriormente
incluidos como ingredientes em muitas especialidades gastronomicas. O consumo directo do
lagostim vermelho da Louisiana, se bem que ja com alguma expressio em algumas areas de
Portugal, ainda ndo ¢ uma pratica corrente, embora seja possivel verificar com crescente
frequéncia o surgimento deste organismo. No ambito dos produtos transformados derivados de
pescado, ¢ ja uma forte realidade, derivada do esforgo das empresas espanholas de transformagdo

de pescado acima referidas.

IV. Pateira de Fermentelos

A Pateira de Fermentelos é um lago natural com uma érea de cerca de 5 Km? e com uma
profundidade compreendida entre 4 a 5 metros (Maria ef al., 2006), situada na zona centro do
territorio Portugués, perto da cidade de Aveiro. A sua agua provém do rio Cértima ¢ das
descargas do rio Agueda (Ahmad er al., 2006). Este lago foi sempre considerado pelas

populagdes vizinhas como uma importante zona de lazer ¢ de pesca (Maria ef al., 2000).
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Figura 7 — Pateira de Fermentelos: 7a — Vista do local; 7b - Vista de satélite (Fontes: Lages, 2007 e Google Earth,
2007).

Contudo, nas Gltimas décadas (Teles et al., 2007) tem-se assistido a um aumento bastante
acentuado do grau de poluigio deste local devido aos fertilizantes e pesticidas usados na
agricultura, aos esgotos domésticos e as descargas de metais pesados das industrias existentes na
regifio (Maria e al., 2006), acarretando problemas muito graves e de dificil quantifica¢do para os
ecossistemas nela existentes. Essa contaminagfo ird certamente afectar, entre outros animais, o

crustiaceo em estudo (Procambarus clarkii).

O presente trabalho monografico tem como finalidade avaliar os potenciais riscos para a
satude publica decorrentes da ingestdo deste crustaceo, existente em grandes quantidades na

Pateira de Fermentelos. Com este objectivo em mente, seleccionaram-se de entre os muitos
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compostos toxicos existentes na Pateira de Fermentelos alguns dos que estario em maior
quantidade no local e/ou que possuem mais riscos para a saide puablica. Foram assim
seleccionados dois pesticidas, de nome comercial Milraz® (mistura de cimoxanil e propineb) e
Roundup® (glifosato) e dois metais pesados (chumbo e cadmio). Para a escolha dos pesticidas, e
dada a escassez de estudos acerca dos pesticidas potencialmente existentes nas aguas da Pateira
de Fermentelos, contactdmos telefonicamente a Cooperativa Agricola dos Lavradores de Agueda
(um dos locais onde se vendem pesticidas e fertilizantes nas imediagdes da Pateira, e nas bacias
hidrograficas dos rios Cértima ¢ Agueda, que drenam para este lago). Este contacto permitiu-nos
saber que o Roundup® e o Milraz® seriam os mais utilizados pelos agricultores, tendo em conta
os volumes de vendas registadas, levando-nos portanto a concluir que seriam os agentes
pesticidas que existirio em maior quantidade no local objecto de estudo. Para os metais pesados,
o processo de selecgio foi um pouco mais simples, devido ao facto de existirem estudos
publicados dcerca de quais os metais pesados existentes nos ambientes aquaticos da regido. Um
estudo realizado em varias regides da ria de Aveiro (regido confluente) sobre a contaminagdo
provocada nos animais por alguns compostos toxicos revelou os resultados expressos na tabela
abaixo (tabela 2). Estes agentes toxicos metalicos resultaram, pelo menos em parte, de
actividades industriais que ocorreram na regidio até meados da década de noventa, na érea da
produgdo metalomecanica (indstria de velocipedes, com ou sem motor, entretanto desactivada).
A contaminagio da Pateira de Fermentelos por estes agentes deriva essencialmente do facto de
dois rios, o Cértima ¢ o Agueda, drenarem directamente para o lago, contaminando-o. A
contaminagdo do rio Cértima ja se encontra divulgada na literatura especializada,contudo néo
existem dados para todos os possiveis poluentes que podem ter contaminado essa zona durante o
tempo de actividade da industria da cromagem e dos velocipedes. Os dados existentes séo para
outros metais que ndo os estudados, tendo para todos eles valores elevados quando comparados
com os limites impostos pelas guidelines Portuguesas referéncia. Os valores encontrados foram
de 4371 pg/L para o Manganésio, 251 pg/L para o Zinco, 45 pg/L para o Niquel e 1268 pg/L

para o aluminio (Teles ef al., 2006).
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Tabela 2 - Concentragdes de diferentes metais nos tecidos musculares de diferentes espécies de peixe da regido da ria
de Aveiro (Fonte : Cid et al., 2001).

Espécie/Local Cadmio Cobre Niquel Chumbo Zinco
(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
Anguilla anguilla
Sdo Jacinto 0,0150 1,04 0,288 0,0783 19,7
Torreira 0,0109 0,812 0,157 0,0564 21,7
Mullus
surnudetus
Sdo Jacinto 0,0215 0,955 0,0751 0,0536 6,42
Barra 0,0211 0,897 0,102 0,0519 6,67
Trigla lucerna
Barra 6,31x107 0,564 0,0981 0,115 5,94
Mugil cephalus
Carregal 2,27x107 0,583 0,0635 0,0404 7,79

Através destes resultados pode concluir-se que possivelmente o chumbo ¢ o cddmio existirdo na
Pateira de Fermentelos em quantidades significativas. Assim, o chumbo ¢ o cddmio sdo bons

candidatos para estudar a contaminag¢do por metais pesados no organismo em estudo.

V. O uso de pesticidas e o seu potencial de contaminagfo

Devido ao intenso uso de pesticidas nas actividades agricolas, essencialmente na Gltima
metade do século XX, e a sua consequente persisténcia no meio ambiente, debatemo-nos hoje em
dia com um enorme problema de contaminagdo ambiental (Rodrigues ef al., 2006). O uso destes
pesticidas deixa residuos, que poderfio contaminar dgua, ar ou alimentos, causando prejuizos néo
somente aos ecossistemas mas também a satide humana (Feigenbrugel ef al., 2005). Assim, torna-
se necessario monitorizar a presenga € os niveis dos pesticidas tanto nos cursos de agua, como na
dgua para consumo humano (Rodrigues ef al., 2006). Como consequéncia dos inerentes riscos
para a saiude publica, a US Environmental Protection Agency (EPA) e a Uniéo Europeia
colocaram estes compostos na lista dos poluentes perigosos, sendo que outra das medidas
tomadas pela Unido Europeia foi estabelecer limites para a qualidade da dgua relativamente a
estes agentes (98/83/EC): para o caso de um pesticida individual, o seu limite ¢ de 0,1 pg/L,
enquanto que para o total de pesticidas presentes na mesma agua o limite ¢ de 0,5 pg/L
(Rodrigues et al., 2006). No caso dos seres humanos, o consumo destes agentes pode causar

problemas a nivel do sistema nervoso (tanto central como periférico), podendo ser
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imunosupressores, disruptores enddcrinos ou mesmo carcinogénicos, entre muitos outros efeitos

adversos mais ou menos conhecidos (Caldas ef al., 2000).

5.1. Cimoxanil

Este agente quimico é um fungicida, pertencente ao grupo dos pesticidas mais usados em
Portugal. No nosso pais encontra-se em diversas formulagdes, sendo a mais conhecida
denominada de Milraz®, da empresa multinacional Bayer. O cimoxanil ou de acordo com a Food
and Agriculture Organization (FAO, 2005) [-(2-ciano-2metoxiaminoacetil)-3-etilureia, foi
introduzido em 1977, e pertence ao grupo das acetamidas. Segundo a Extension Toxicology
Network (EXTOXNET, 1997) trata-se de um fungicida foliar sendo usado tanto devido a sua
acgdio preventiva como curativa, € tem como mecanismo de acgdio a inibi¢io da esporulagdo,
sendo a sua acgdo tanto por contacto como local-sistémica (FAQO, 2005). Este composto penetra
rapidamente na planta permanecendo na sua forma inactiva por um determinado periodo,
controlando deste modo o aparecimento de danos na colheita (EXTOXNET, 1997). Este
fungicida ¢ usado tanto isolado como em formulagdes, em Agricultura ¢ em Horticultura, nas
doengas fiingicas provocadas por fungos patogénicos da ordem Perenosporales (FAO, 2005),
sendo assim na prética usado no mildio da vinha provocado pelo fungo Plasmopara viticola, € no
da batata provocado por Phytophora infestants. Este fungicida ¢ usado também na erradicagdo de
fungos que afectam culturas de tomate (FAO, 2005). Este agente ¢ um sélido cristalino de cor
rosa clara, sem odor, com um ponto de fusdio de cerca de 162 °C. A sua pressdo de vapor ¢
relativamente baixa, cerca de 1,50 x 10" Pa a 20 °C. Apresenta-se na natureza sob duas formas, a
do isémero E e a do isomero Z (FAO, 2005). Apresenta ainda baixa solubilidade em dgua (cerca
de 1g/L. neste solvente), mas ¢ muito solivel em solventes orginicos de média ou elevada

polaridade (FAQ, 2005).

5.1.1. Metabolismo e toxicidade

Os dados disponiveis na literatura mostram que o cimoxanil ¢ um composto toxico
extensamente metabolizado ¢ rapidamente climinado em ratos (EXTOXNET, 1997). Apos a

administragio deste fungicida nestes roedores, o mesmo ¢ rapidamente absorvido e eliminado
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(Federal Register, 2003). No espago de 4 horas apés administragdo, atinge-se a maxima
concentragdo sanguinea (Federal Register, 2003). Cerca de 85% da dose administrada ¢
eliminada ¢ excretada em cerca de 48 horas pela urina ¢ pelas fezes, sendo a maior parte
excretada pela urina. Depois de passadas 96 horas, somente cerca de 1% da dose ainda se
encontra nos tecidos. Na urina (em pouca quantidade) ou nas fezes, este composto encontra-se
normalmente livre ou conjugado com a glicina (Federal Register, 2003). Os metabolitos em
maior quantidade sdo geralmente polares; sdo eles o dcido 2-ciano-2-metoxiaminoacético, a
glicina ¢ outros aminodcidos conjugados, sendo estes muito rapidamente transformados noutros
produtos naturais (EXTOXNET, 1997). Um outro metabolito encontrado, mas em infima
quantidade, ¢ o 1-etil-5,6-di-2,4(1H,3H) piridinidiona, que é um metabolito intermediario do
processo (EXTOXNET, 1997). Nos ruminantes, acontece a degradagdo em produtos naturais
muito rapidamente, sendo esta reac¢fio também bastante completa, degradando-se em acidos
gordos, glicerol, aminoécidos, acidos formilhidrolizaveis e em grupos acetil (EXTOXNET,
1997).

Toxicidade aguda do cimoxanil

O cimoxanil apresenta uma baixa toxicidade aguda, o que pode ser demonstrado através
de estudos realizados em animais de laboratério. A dose letal a 50% calculada para ratos ¢ 960
mg/kg por via oral, e mais de 2000 mg/kg para matar 50% dos coelhos por via dérmica, enquanto
que por via inalatéria a concentragio letal a 50% ¢ de cerca de 5,06 mg/L. Quanto aos efeitos
causados, este composto ndo causa irritagdo nem da pele nem dos olhos em coelhos, nem causa
sensibilizagdo da pele no porquinho da india (EXTOXNET, 1997). Contudo, através de outros
estudos, a European Chemicals Bureau classifica-o de toxico e sensibilizador de pele (FAO,
2005). Este composto ¢é classificado na categoria toxica Il em termos da toxicidade dérmica e
oral e na categoria toxica IV para a toxicidade por via inalatéria e para a irritagdo dos olhos e da

pele (EXTOXNET, 1997).
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Toxicidade crénica do cimoxanil

A avaliagdo da toxicidade crénica varia muito com a espécie, com o tempo de
administragio ¢ com a escala das doses administradas (pode ficar abaixo do limite inferior de
resposta). Em cdes, aos quais foram administrados durante 12 meses doses de 0,50, 100 ¢ 200
ppm de cimoxanil juntamente com a alimentagéo, ndo se observaram quaisquer efeitos. Ratos aos
quais foram administrados juntamente com a alimentagfio doses crescentes durante 90 dias,
observaram-se ao fim desses dias efeitos nas doses de 1500 € 3000 ppm (NOEL de 750 ppm), tais
como alteragdes ao nivel do peso do corpo e dos érgdos, diminuigdo do consumo de alimentos,
diminuigdo da eficiéncia de consumo, modificagdes a nivel testicular (degeneragdo dos
espermatideos) e ainda efeitos a nivel histopatolégico. Num outro estudo, em que durante 90 dias
foi administrado cimoxanil juntamente com a dieta a ratinhos em doses de 0, 50, 500, 1750, 3500,
7000 ppm, foi parada a experiéncia ao fim da terceira semana devido a toxicidade severa. Nos
ratinhos fémea, obtiveram-se efeitos a nivel da diminuigdo do peso do corpo para doses de 500
ppm (NOEL de 500ppm), ¢ diminuigdo do tamanho do figado para doses de 1750 e 3500 ppm.
No caso dos ratinhos macho nfio houve estabilizagdo do NOEL, verificando-se variagdo do peso
corporal e diminuigio do tamanho dos 6rgdos para todas as doses testadas (EXTOXNET, 1997).
Ao nivel da reprodugdo, aparentemente ndo se observam efeitos: estudos efectuados em ratos
demonstram que ndo existem aparentes mudangas no organismo, nomeadamente a nivel do
tamanho e da viabilidade de uma geragfio para a outra, para doses de 500 ppm deste composto
toxico (EXTOXNET, 1997). Experiéncias feitas em ratos ¢ em coelhos mostram-nos algumas
diferencas de resultados a nivel de teratogenia, uma vez que, em ratos, para doses de 25 ppm
verifica-se uma diminuicdo da ossificagéio nos fetos e uma diminuigéio de peso nos pais (para a
mesma dose existem ambos os efeitos), enquanto que em coelhos existe uma diminui¢do a nivel
do NOAEL de 8 mg/kg/dia (efeito toxico a 16 mg/kg/dia) para 4 mg/kg/dia, de pais para fetos.
Apesar destas diferengas, podera considerar-se que o cimoxanil ndo promove efeitos

teratogénicos (EXTOXNET, 1997).

Devido a dificuldade em se determinar qual a dose de cimoxanil que causa efeitos em
seres humanos, a USEPA calculou a Rfd (dose de referéncia estabelecida). Esta € baseada no

NOEL de um estudo de alimentagfio/oncogenicidade cronica em ratos, sendo que o valor de
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NOEL para estes roedores é de 4,1 mg/kg/dia. Para os seres humanos usou-se um factor de

incerteza de 100, obtendo-se uma dose de 0,04 mg/kg/dia (Cornell University, 2003).

Em termos de mutagenicidade, o cimoxanil ndo exibe quaisquer efeitos, pois testes
efectuados sobre um grupo de bactérias in vitro revelou resultados negativos (em Salmonella
typhimurium ou Escherichia coli) bem como na anilise de células mamarias (células CHO do
ovério de hamsters chineses) (EXTOXNET, 1997). Contudo, o cimoxanil possui potencial para
induzir efeitos adversos ao longo das geragdes, pois este composto, in vitro, é capaz de induzir
aberragdes em cromossomas (em células CHO e em linfécitos humanos) (EXTOXNET, 1997).
Estudos efectuados demonstram que o cimoxanil ndo é carcinogénico, visto que em ratos
submetidos a niveis de 0, 30, 300, 1500 ¢ 3000 ppm na sua dieta durante 18 meses, ndo se
verificarem quaisquer efeitos desta natureza durante e apos a exposigdo (EXTOXNET, 1997).
Até a0 momento ndo existem dados acerca da toxicidade para o sistema enddcrino, contudo ndo ¢

de descurar a possibilidade dessa existir (EXTOXNET, 1997).
5.1.2. Efeitos a nivel ecologico

Ao contrario do que se verifica em passaros e, em alguma medida, em plantas aquéticas,
nos quais o cimoxanil nio possui toxicidade aguda aparente, nos organismos aquaticos verificam-
se efeitos desse tipo (EXTOXNET, 1997). Isto pode ser demonstrado através dos valores de LCsy
ao fim de 96 horas para vérios espécies de peixes; por exemplo, a carpa comum (Cyprinius
carpio) possui um LCsq de 91 mg/L, enquanto que o seu valor de NOEC ¢ de 47 mg/L, sendo
evidente uma grande diferenca de concentragdes, logo um razoével efeito téxico. Outro exemplo
que podera ser documentado ¢ a toxicidade aguda sobre Lepomis macrochirus, com um LCso de
29 mg/L ¢ um NOEC de 17 mg/L (EXTOXNET, 1997). Estes resultados de toxicidade aguda
também podem ser demonstrados ao fim de 48 horas em que o LCs calculado para um crustaceo
(Daphnia Magna) foi de 27 mg/L ¢ o seu o NOEC de 15 mg/L, resultados que nos mostram a
grande toxicidade aguda do cimoxanil para os animais aquéticos. Podera também existir
toxicidade cronica sobre os animais aquaticos, quando submetidos a exposigéo a este toxico. Isto
podera ser demonstrado através do valor de NOEC para a Daphnia magna, que ¢ de 0,067 mg/L,

e do valor de LOEC, que € de 0,15 mg/L, apds um periodo de exposigdo de 14 dias.
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5.1.3. Processo de degradagéiio do cimoxanil

O processo de degradagdo do cimoxanil dd-se de forma bastante rapida no solo,
principalmente a valores de pH superiores ou iguais a 7. A fotolise desempenha um papel
determinante nesta degradagiio, podendo esta ocorrer com igual eficacia tanto em condigdes
aerébias como anaerdbias, sendo em todo caso o CO, o produto final da degradagdo. Ao fim de 7
dias, aproximadamente, j4 se atingiu o valor da sua semi-vida (EXTOXNET, 1997). Na agua, o
processo de degradagdo depende da sua basicidade (ocorrendo preferencialmente a valores de pH
superiores a 6) e da temperatura (EXTOXNET, 1997). Nos produtos vegetais, o cimoxanil
degrada-se rapidamente a determinados metabolitos, sendo o primeiro destes a glicina, que €
reincorporada noutros produtos naturais. Em testes efectuados em batatas nao foram encontrados

vestigios de cimoxanil em testes de duragdo inferior a | dia (EXTOXNET, 1997).

5.1.4 Principais preocupagdes relacionadas com o impacto sobre a saide humana de

residuos de cimoxanil

Através das pesquisas efectuadas, podemos inferir que dificilmente os residuos de
cimoxanil, desde que existam em infimas quantidades, poderdio causar problemas na satde
humana. Isto ficou demonstrado através dos estudos efectuados em animais, em que ficou patente
que o cimoxanil nio levanta problemas de satide, mesmo quando ingerido em doses exageradas.
Este composto toxico parece ndo ser muito persistente, atendendo ao seu tempo de semi-vida ndo
muito elevado ao valor de pH da dgua (pH=5: semi-vida de 1,8 horas; pH=8: semi-vida de 5,2
horas). Contudo, mesmo com um tempo de semi-vida ndo muito elevado, podera este ser o
necessario para que o pesticida exerga a sua toxicidade sobre organismos aquaticos. O seu
coeficiente de partigio 6leo/dgua relativamente elevado podera causar alguns problemas tais
como bioacumulagiio no organismo, devido a sua grande capacidade de atravessar membranas.
Isto leva a crer que este composto tal como o mercirio, possa alojar-se em locais como o cérebro,
causando fendémenos toxicos por exemplo de neurotoxicidade (Grandjean es al., 2000), e que
podera também alojar-se em depositos de gordura que a todo o momento se podem mobilizar,
deslocando o toxico para outros locais do organismo e causando assim também fendémenos

téxicos. Poder-se-a inferir que possivelmente este agente ndo apresente problemas para a salde
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humana quando ingerido numa infima quantidade, como ¢ caso de quando ocorre ingestdo de um

tecido de origem animal por ele contaminado.
5.2. Propinebe

Este fungicida pertence ao grupo dos ditiocarbamatos (DTCs). Estes compostos possuem
uma actividade quimica e bioldgica grande a baixos custos, sendo por isso muito usados na
agricultura (Kazos ef al., 2007) devido a sua actividade como fungicidas foliais no tratamento das
mais diversas doencas das plantas provocadas por uma grande variedade de fungos entre os quais
Oomyceltes, Ascomyceles, Basidiomycetes (FAO, 1999). I usado no tratamento de mais de 400
doengas de mais de 70 colheitas diferentes (Kazos ef al., 2007), entre as quais o mildio da batata,
do tomate e do vinho, a sarna das macis, o bolor azul do tabaco e a doenga de Sigatoka das
bananas (FAO, 1999). O propinebe (ou também denominado quimicamente pela IUPAC de zinco
polimérico  1,2-propileno-bis(ditiocarbamato)), pertence a classe dos propileno bis-
ditiocarbamatos e consiste quimicamente num complexo polimérico com um metal de transigéo,
tal como em todos os ditiocarbonatos (variando o metal utilizado), neste caso o zinco (Kazos e/

al., 2007).

Este composto é usado essencialmente sob a forma de spray por toda a Europa,
particularmente nas regides do mediterrdneo (Kazos ef al., 2007), normalmente em formulagdes
com outras substincias como o oxidixil, carbendazim, oxidoclorido de cobre, triamefron ou
cimoxanil (FAO, 1999). Trata-se de um sélido de aparéncia branca a amarelada e praticamente
sem odor (INCHEM, 1993). O peso molecular do monémero é de 289,8 g/mol, apresenta um
ponto de fusdo de cerca de 150 °C (FAO, 1999), ¢ uma pressdo de vapor relativamente baixa
(cerca de 1,6 x 10™ Pa a 20 °C). E praticamente insoltivel em dgua, com uma solubilidade inferior
a 0,01 g/L a 20 °C. Devido a este facto, torna-se praticamente impossivel a sua decomposigéo por
hidrolise. Em solventes orginicos mais comuns como o n-hexano, tolueno, acetona ou
acetonitrilo ¢ praticamente impossivel a sua solubilizagdo (em todos estes solventes apresenta
uma solubilidade inferior a 0,1g/L); em solventes orgénicos como a dimetilformamida (DMF) e o
dimetilsulfoxido (DMSO) ¢ muito solGivel, com solubilidades superiores a 200 g/L. (European

Comission, 2003). A sua estabilidade hidrolitica depende em muito do pH, sendo mais facilmente
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hidrolizavel em condi¢des mais acidas, sendo que a pH=4 o seu tempo de hidrolise é de cerca de
19 horas enquanto que a pH=9 é de cerca de 5 dias, sendo dois os produtos desta hidrolise: o PTU
(propilenotioureia) e o carbono dissulfito (European Comission, 2003). O seu produto principal, o
PTU (propileno tioureia), apresenta um valor bastante baixo de log Poa=-0,26 a uma temperatura
de cerca de 22 °C (European Comission, 2003). O propinebe € facilmente degradado na presenga
de luz solar. Quando se encontra em agua, este processo demora menos de 1 hora, sendo o

produto final deste processo o propilenotioureia (PTU) (European Comission, 2003).

5.2.1. Metabolismo e toxicidade

Trata-se de um toxico que, quando administrado por via oral, € rapidamente metabolizado
e excretado tanto pela urina como pelas fezes (INCHEM, 1977). A sua absor¢do € rapida mas ndo
se da de forma completa, pois apenas 50 a 66% da dose administrada ¢ absorvida, enquanto que
sob a forma do seu metabolito propilenotioureia mais de 95% da dose ¢ absorvida. Apds 2 horas
de administragdo atinge-se o maximo da concentragdo plasmatica (European Commission, 2003).
O seu metabolismo desencadeia-se essencialmente através de 2 processos, a via da formagdo do
metabolito propilenotioureia (PTU), ¢ a via da formagéo do metabolito propilenodiamina (PDA).
Sob a forma de propinebe, é excretado de forma rapida e completa em cerca de 48 horas tanto nas
fezes como na urina, cerca de 53 ¢ 46% respectivamente, enquanto que sob a forma do seu
metabolito propilenotioureia é excretado ainda mais rapidamente mas ndo de forma completa
(90%), em cerca de 18 horas apds a administragdo, sendo excretado quase na totalidade atraves
da urina (cerca de 85 a 92% da dose que foi administrada) (European Commission, 2003). Este
composto acumula-se no organismo, essencialmente nas glandulas tirdide e pituitdria (INCHEM,
1977), o que pode originar fenomenos de neurotoxicidade no futuro (Kazos ef al., 2007). Todos
os ditiocarbonatos, ndo sendo o propinebe uma excepgdo, através dos seus metabolitos
isocidnicos, interferem com a sintese e metabolismo das proteinas, interrompendo-os, devido a
activagio e inactivagdio dos grupos sulfidril (SH) nos aminodcidos, proteinas e enzimas,

exercendo assim toxicidade (Guven ef al., 1998).
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Toxicidade aguda do propinebe

Através de estudos efectuados em animais, pode-se verificar que o propinebe apresenta
toxicidade aguda baixa; por exemplo, ¢ necessdria uma concentragido superior a 5000 mg/kg tanto
por via oral como por via dérmica para matar metade de uma populagdo de ratos. Nos testes de
irritagdio da pele ¢ dos olhos ndo houve resultados positivos, enquanto que nos de sensibilizagdo

existem tanto testes positivos como negativos (European Commission, 2003).

Toxicidade cronica do propinebe

A toxicidade deste composto a médio e longo prazo varia muito consoante a espécie € 0
tempo de exposigdo. Por isso, torna-se necessério efectuar varios testes em diversos animais para
se poder inferir da sua toxicidade nos seres humanos (INCHEM, 1993). Num grupo de ratinhos
wistar foi avaliada a toxicidade para as concentragdes de 0, 100 e 500 ppm deste composto toxico
num periodo de 6 meses. Uma parte desses ratinhos foi sacrificada imediatamente para as
concentragdes de 500 ppm, tendo-se verificado um aumento do tamanho da tiréide tanto nos
individuos do sexo masculino como do sexo feminino; contudo, nos restantes ratos, sacrificados 8
semanas depois, ndo se verificou aumento visivel da tirdide relativamente ao controlo nos
individuos do sexo feminino, indicando uma reversibilidade da anomalia (INCHEM, 1993).
Noutro estudo, avaliou-se a fungfio da tirdide sendo estudados durante 63 dias um grupo de 36
ratos do sexo masculino, nas concentragdes de 0, 0,2, 0,6, 2 e 10 ppm de propinebe. Em 2 dos 10
ratos submetidos a uma dose de 10 ppm em 63 dias, verificou-se uma pequena hipertrofia no
epitélio folicular da tirdide (NOAEL de 10 ppm), contudo com apenas este resultado ndo se
podera inferir que este seja um efeito adverso permanente em ratos. Em nenhuma das outras
experiéncias se verificaram quaisquer efeitos a nivel da tirdide (INCHEM, 1993). Num grupo de
6 coelhos brancos da Nova Zelandia avaliou-se o grau de irritagdo da pele causada pelo
propinebe, administrando-se este 5 vezes por semana em periodos de 7 horas, durante 3 semanas
nas concentragdes de 0, 50 e 250 mg/kg/dia (INCHEM, 1993). Passado este tempo ndo se
verificou qualquer tipo de irritagiio da pele, sendo que a Gnica alteragdo verificada nos coelhos foi
um pequeno aumento do tamanho do figado nas fémeas tratadas com a concentragdo de 250

mg/kg/dia (INCHEM, 1993). Em estudos realizados em cdes, para concentragdes maximas de
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3000 ppm (75 mg/Kg/dia) de propinebe durante 2 anos, verificou-se que néo houve qualquer tipo
de alteragio no animal (INCHEM, 1993). Para averiguar éacerca da carcinogenicidade do
propinebe avaliou-se durante 104 semanas a ocorréncia de tumores em ratinhos submetidos a
doses de 0, 50, 200 e 800 ppm. Em todos os outros pardmetros estudados, em termos de clinica
hematolégica, fungdo urindria, peso dos érgéos e avaliagéo histopatologica de lesdes neoplasicas,
ndo se revelaram diferencas relativamente ao controlo com o passar do tempo (INCHEM, 1993).
Em termos de carcinogenicidade, comegaram a ocorrer maior percentagem de tumores na dose
mais elevada nas fémeas, enquanto que nos ratos do sexo masculino ndio se verificavam
praticamente quaisquer alteragdes de incidéncia. Os tumores mais incidentes foram, nos ratos do
sexo masculino, os adenomas pulmonares e linfomas malignos, enquantos que nas fémeas foram
tumores benignos das células granulosas dos ovarios. Néo se verificou qualquer aumento na
incidéncia de cancro da tirdide e da glandula adrenal tanto nos ratinhos de sexo masculino como
do sexo feminino. Nos ratinhos do sexo masculino verificou-se uma aumento da incidéncia de
adenomas hepatocelulares nas doses mais elevadas, o mesmo ndo acontecendo com os ratinhos
do sexo feminino. O NOAEL para este estudo foi de 200 ppm (26 mg/Kg/dia), baseado no
aumento da incidéncia de tumores hepéticos nas doses de 800 ppm (INCHEM, 1993). Outro
estudo de longo prazo realizado em ratos com doses de 0, 1, 2, 10, 100, 1000, 2000 ¢ 8000 ppm
durante 2 anos revelou que para as doses acima de 100 (1000, 2000 e 8000), verificou-se um
aumento da mortalidade, uma redugio do peso do corpo, diminuigdo da ingestdo de alimentos e
paralisia muscular. Ap6s a realizagdo das autopsias, verificou-se um aumento do peso do figado,
rins e tirdide as concentragdes de 100 ppm e superiores. Os estudos histopatologicos revelaram
que ndo havia modificagdes no figado ¢ no rim mas demonstraram degeneragdo a nivel do
msculo esquelético e em termos de incidéncia de tumores na tirdide a 1000 ppm e acima. O
NOAEL para este estudo foi de 10 ppm, baseado no aumento do peso dos érgios a 100 ppm
(INCHEM, 1993).

Para aferir acerca dos efeitos do propinebe sobre a reprodugdo, usou-se durante 3
geragdes de ratos concentragdes de propinebe na dieta de 0, 20, 60, 200 ¢ 600 ppm, tendo-se
constatado que, a partir da concentragdio de 200 ppm, se verificava uma diminui¢o do tempo de
gestagdio, um mais baixo peso & nascenga € um menor nimero de filhotes. Sendo assim, o

NOAEL desta experiéncia foi de 60 ppm (3mg/kg/dia) (INCHEM, 1993). Para averiguar acerca
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da sua toxicidade em fetos e embrides, estudou-se em ratos fémeas gravidas, para doses de 0, 3,
10, 30, 100 mg/kg/dia, ¢ testou-se do dia 6 ao dia 15 de gestagdo. Verificou-se que a partir da
dose de 30 mg/kg/dia comegaram a aparecer ligeiros efeitos toxicos a nivel das mdes, tais como
sonoléncia, erigar do pelo ¢ coxear, e nas doses de 100 mg/kg/dia foi observada dispneia, ataxia,
paralisia das extremidades, tremores e, por vezes, morte. O crescimento fetal encontrava-se
deprimido, acontecendo também displasia das extremidades. Assim o NOAEL para este teste foi

de 10 mg/kg/dia para a mée e de 30 mg/kg/dia para os descendentes (INCHEM, 1993).

5.2.2. Efeitos a nivel ecologico

Este composto ndio apresenta toxicidade para os mamiferos terrestres nem para os
passaros. Estudos efectuados demonstraram isso mesmo, pois a dose letal para matar metade da
populagdio de algumas espécies de passaros ¢ superior a 5000 mg/kg, um valor bastante elevado
(Bayer CropScience, 2004). O mesmo jd ndo se passa no caso dos animais aquaticos (Bayer
CropScience, 2004) em que € necessaria apenas uma dose de 0,4 mg/L para matar metade da
populagio de truta arco-iris exposta (Onchorhynchus mykiss) sendo que para doses superiores a
0,1 mg/L/dia durante 28 dias ja se verificam efeitos toxicos neste organismo aquatico (European

Commission, 2003).

5.2.3. Processos de degradagio do propinebe

O processo de degradagdo deste composto no solo da-se de forma relativamente rapida
(Bayer CropScience, 2004), pois apresenta um tempo de semi-vida no solo entre 2 a 8 dias. No
solo, este pesticida degrada-se em vérios metabolitos e CO,, sendo estes a propilenoureia (PU;
cerca de 50% da quantidade encontrada), a propilenotioureia (PTU; cerca de 4%) e outros
metabolitos (menos de 4%) (INCHEM, 1977). Na 4gua, o processo de degradago da-se de forma
também bastante rapida (Bayer CropScience, 2004). Durante o processo de degradag@o formam-
se varios metabolitos, em diferentes quantidades, sendo estes a propilenoureia (PU), a
propilenotioureia (PTU), o 4-metilimidazole e compostos metilicos, como o DIDT (5,6—dihidro-

3H-imidazo(2,1-C)-1,2,4-ditiole-3-tione) e a base de Jaffe’s (3-(2imidazolin-2-il)-2-
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imidazolidinetione) (INCHEM, 1977). O propinebe degrada-se essencialmente via PTU, sendo

este metabolito rapidamente degradado em alguns frutos, tais como magés (INCHEM, 1977).

5.2.4 Principais preocupagdes relacionadas com o impacto sobre a saide humana de

residuos de Propinebe

Este composto toxico apresenta alguns problemas em termos de toxicidade,
principalmente a nivel de toxicidade cronica. Isto ficou demonstrado através dos estudos
efectuados em animais, em que se verificou que esta toxicidade se deve essencialmente a dois
factores: por um lado, a acumulagdo na tirdide de determinada parte do composto ingerido e, por
outro lado, a toxicidade provocada pelos metabolitos isocidnicos que inactivam os grupos
sulfidrilo dos aminoacidos, proteinas e enzimas. Deste modo, os principais problemas associados
4 sua toxicidade sdo a nivel da tirdide, da carcinogénese e a nivel da reprodugéo. Este fenémeno
ainda poderé ser agravado devido a este agente ter um tempo de semi-vida relativamente elevado,
sendo assim dificil a sua biotransformagio e promovendo a sua bioacumulagéo. Outro factor que
podera ser importante em termos de toxicidade ¢ a sua capacidade de persistir na agua. Devido a
sua insolubilidade na dgua, tera uma forte tendéncia para ser absorvdo pelos organismos vivos,
pelo que ira persistir durante mais tempo nestes em baixas concentragdes; tal facto resulta num
aumento do tempo de contacto dos organismos com o composto toxico, podendo haver assim
uma maior extensio da contaminagfio. Assim, ¢ em face de todos os dados apresentados,
podemos concluir que este composto toxico poderd causar problemas de saide em seres

humanos, até mesmo em pequena quantidade, principalmente através da sua ingestdo continuada.

5.3. Glifosato

O glifosato, também designado pela TUPAC N-(fosfonometil)-glicina, ¢ um dos
herbicidas mais usados em todo o planeta. Foi descoberto antes de 1974 ¢ ¢ comercializado para
todo o mundo pela Monsanto Company sob a forma de varios produtos, de seu nome Roundup®,
Rodeo®, Accord®, entre outros (COX, 2000). Tornou-se um produto de muito sucesso devido ao

seu comportamento e a sua grande persisténcia no solo (Aradjo ef al., 2003). O glifosato € um
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4dcido, mas ¢ usado essencialmente sob a forma de sal, normalmente sob a forma de sal de

isopropilamina (EXTOXNET, 1996), como ¢ o caso da formulagdo do Roundup®.

Trata-se de um herbicida sistémico, ndo selectivo, usado no controlo das ervas daninhas,
silvas e de todas as outras plantas selvagens ndo desejadas em jardins ou plantagdes (Watts ¢
Macfarlane, 1999). O seu mecanismo de acgfo baseia-se na modificagdo de processos
bioquimicos que se efectuam na planta, como sdo 0s casos da sintese de aminoacidos, acidos
nucleicos e proteinas, Um desses processos, ¢ talvez o mais importante, ¢ a inibicdo da EPSPS
(enolpiruvil shikimato-3-fosfato sintase), fazendo com que ndo haja sintese de aminoacidos

aromaticos essenciais para a sobrevivéncia da planta (Coutinho e Mazo, 2005).

Trata-se de um cristal de aparéncia branca, muito clara, sem odor,com um peso molecular
de 169 g/mol e uma densidade relativa de 1,705, apresentando-se solido 4 temperatura ambiente
(ponto de fusdo de 189,5 °C), e com uma pressdo de vapor baixa (cerca de 1,31 x 10 Paa25°C)
(European Commission, 2002). E pouco soltivel em 4gua (com uma solubilidade de 10,5 g/L a 20
°C e pH 2, quando na forma de acido); quando na forma de sal, a sua solubilidade aumenta muito,
chegando a valores na ordem dos 1000 g/L. como no caso do Roundup®. Este composto €
praticamente insolivel em solventes organicos (European Commission, 2002). Em termos de
estabilidade, pode dizer-se que este pesticida € resistente a toda e qualquer condigdo de pH a 25
°C (European Commission, 2002). Apresenta um coefiente de parti¢do bastante baixo, log Po/w =
3,2 a pH entre 5 ¢ 9 a 25 °C (European Commission, 2002). A sua resisténcia a luz na agua ¢
enorme, apresentando valores de 33, 69 ¢ 77 dias para valores de pH de 5, 7 € 9, respectivamente,
ou seja, quanto maior basico for o ambiente, maior ¢ a sua resisténcia (European Commission,

2002).

5.3.1. Metabolismo e toxicidade

O glifosato é rapidamente absorvido, mas ndo na totalidade (somente 30% do que €
administrado) por via oral, sendo que apenas uma pequenissima quantidade atinge todos os
tecidos. A acumulagdio ¢ quase inexistente, sendo de apenas 1% ao fim de 1 semana (European

Commission, 2002). A biotransformagéo dé-se em pequena quantidade, sendo que cerca de 97%

22



Avaliagiio dos Efeitos Toxicolégicos Decorrentes do Consumo Humano de Lagostim Vermelho da Louisiana
(Procambarus clarkir).

do que é administrado & rapidamente excretado sem qualquer alteragdo atraveés da urina e fezes,
sendo o AMPA (4cido aminometilfosfénico) o (inico metabolito presente (INCHEM, 1994). O
AMPA causa uma grande variedade de efeitos toxicos, particularmente a nivel crénico e sub-
cronico, pois a nivel agudo apresenta uma toxicidade relativamente baixa ( LDso = 8300 mg/kg
do peso corporal em ratos). Em termos de toxicidade sub-crénica, um estudo realizado em ratos
demonstrou que este composto causa problemas tais como o aumento da actividade de enzimas, a

diminui¢o de peso de érgios e a excessiva divisdo do epitélio urindrio (Cox, 2000).

O glifosato é metabolizado, apesar de em pequena quantidade, no figado, estando aqui um
dos mais importantes mecanismos da sua toxicidade, originando espécies reactivas de oxigéneo
(ROS) com consequente desregulagio do mecanismo de siress oxidativo e ocorrendo elevada
produgio de malonildialdeido (MDA). Esta produgdo de ROS vai fazer com que haja danos a
nivel das proteinas, lipidos ¢ DNA, o que explica muitos fenémenos toxicos causados por este
agente (Beuret ef al., 2004). A excregdo € rapida e quase completa, sendo que ocorre em cerca de

30% através da via urinaria (European Commission, 2002).

Toxicidade aguda do glifosato

O glifosato praticamente ndo possui toxicidade aguda, pois estudos efectuados
demonstraram que o seu LDsy para ratos ¢ de cerca 5600 mg/kg e para coelhos, ratinhos ¢ cabras
seria superior a 10000 mg/kg (EXTOXNET,1996). Normalmente, este pesticida ndo causa
irritagdio nem sensibilizagdo da pele, como ficou demonstrado em estudos efectuados em coelhos
e em cobaias, respectivamente. Contudo, algumas formulagdes existentes causam irritagéo severa
dos olhos e da pele (EXTOXNET, 1996). Nas formulag¢des de Roundup®, os efeitos adversos
mais comuns que estio descritos sdo a irritagdo dos olhos e da pele, o aumento da pressdo
sanguinea, o aumento dos batimentos cardiacos, edemas, nauseas, palpitagdes, vomitos, garganta

inflamada e febre (Cox, 2000).
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Toxicidade crénica do glifosato

O glifosato é um agente que exerce toxicidade quando administrado em baixas
concentragdes durante um determinado periodo de tempo (Cox, 2000). Isto podera ser
demonstrado por estudos efectuados em animais. Num estudo de média duragdo em ratos,
verificaram-se para todas as doses estudadas (entre 200 ¢ 3400 mg/kg por dia) lesdes nas
glandulas salivares. Este agente ainda se torna mais toxico quando se encontra em formulagdes
juntamente com outros produtos, como ¢ o caso do Roundup®. Um estudo efectuado para
avaliagdo deste efeito concluiu que apds uma exposigdo durante 7 dias, a partir da dose de 790
mg/kg por dia existiam casos de pneumonia e 1/3 da populagéo de ratos estudada morreu (Cox,
2000). Em estudos de longo prazo verificam-se efeitos toxicos na maioria dos casos. Tal facto foi
observado num estudo efectuado durante 2 anos em ratinhos Charles River, que foram
submetidos a dietas contendo concentragdes deste agente de 0, 1000, 5000, e 30000 mg/kg.
Verificou-se uma diminui¢io do peso do corpo dos machos e necrose centrilobular dos
hepatécitos, para doses mais elevadas; hipertrofia centrilobular dos hepatdcitos, para doses mais
baixas; doses médias a elevadas foram responsaveis por hiperplasia do epitélio urinario
(INCHEM, 1994).

Em termos de carcinogénese, estudos efectuados demonstraram que a exposigdo
ocupacional a este agente aumenta o risco de desenvolvimento de linfoma de Hodgkins (Cox,
2000). Outros estudos efectuados em ratos demonstraram que, para as doses mais clevadas de um
teste (30mg/kg de peso corporal por dia), ocorreu um aumento do nimero de cancros do testiculo
nos machos e um aumento do cancro da tirdide nas fémeas (Cox, 2000). Outro estudo ainda veio
demonstrar um aumento da prevaléncia de cancro do pancreas ¢ do figado nos machos e do
cancro da tirodide nas fémeas (Cox, 2000) de ratos. Apesar destes estudos, a EPA considera que o
glifosato niio ¢ a causa destes tumores; devido a isto, o glifosato ¢ classificado no grupo E: “nao
se evidencia como cancerigeno em seres humanos” (Cox, 2000). As empresas de produgdo de
formulagdes com glifosato revelam que estas ndo possuem potencial mutagénico, 0 que ndo se
encontra totalmente esclarecido (alguns estudos efectuados demonstram exactamente o
contrario). Estudos efectuados em animais demonstram que, a nivel da reprodugdo, o glifosato

pode causar problemas a nivel da quantidade ¢ qualidade do esperma, tumores nas células de
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Leydig, diminuigdo da produgfo das hormonas sexuais, nascimentos prematuros, abortos
espontdneos (Cox, 2000), redugio do peso dos filhotes (European Commission, 2002), entre

outros problemas.

5.3.2. Efeitos a nivel ecologico

O glifosato, regra geral, exerce um efeito negativo sobre os ecossistemas, tanto de forma
directa, exercendo toxicidade sobre o animal, como de forma indirecta, degradando o ambiente
onde vivem os animais. Existem na natureza insectos com efeito positivo a nivel da protecgdo
contra as pestes, atacando outros animais responséveis pela calamidade. O glifosato, devido a sua
nio-selectividade, mata todo e qualquer organismo, mesmo os que possuem efeitos benéficos.
Isto pode ser demonstrado através de um estudo realizado pela International Organization on
Biological Control, que demonstrou que apés o uso de Roundup®, 80% da populagéo de 4
espécies de insectos benéficos morreram (Cox, 2000). O glifosato na forma de acido exerce
pouquissimos efeitos toxicos em organismos aquaticos: os LCso 96h sdo de 120 mg/L para o
peixe Lepomis macrochirus, de 86 mg/mL para a truta arco-iris (Onchorhynchus mykiss), e de
168 mg/L para o Rasbora heteromorpha (EXTOXNET, 1996). No caso de formulagdes que se
encontram na forma de sal, devido ao uso de surfactantes (como no caso do Roundup®) a
toxicidade, expressa em termos de letalidade, aumenta muito em ambientes aquaticos
(EXTOXNET, 1996). No caso do Roundup®, a toxicidade da formulagdo € cerca de 30 vezes
mais elevada do que a do composto glifosato. Sobre passaros, este composto exerce pouca
toxicidade directa (L.Csp = 2000 mg/kg peso corporal), sendo o prejuizo para estes devido a
toxicidade indirecta, baseando-se na destruigdo de plantas, que servem de alimento e suporte para
estes animais (Cox, 2000). Em pequenos mamiferos passa-se exactamente 0 mesmo, pois os
cfeitos adversos devem-se essencialmente a morte de plantas que lhe servem de alimento, sendo a

toxicidade aguda nestes organismos regra geral bastante baixa (Cox, 2000).

5.3.3. Processos de degradacio do glifosato

No solo, o glifosato tem um grau de persisténcia bastante elevada, podendo o seu tempo

de semi-vida ir de uma semana a 174 dias. Este tempo esta dependente de como o glifosato esta
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em contacto com o solo e dos microorganismos nele existentes capazes de o degradarem. A
degradagiio microbiana leva a formagéio do metabolito AMPA (4cido aminometilfendico), tendo
este uma semi-vida no solo entre 240 e 958 dias, dependendo dos solos (Watts ¢ Macfarlane,
1999). Na agua, o glifosato ¢ relativamente persistente, tendo uma semi-vida entre 12 dias e 10
semanas (EXTOXNET, 1993), devendo-se isto ao facto de que, apesar deste ser sollivel em agua,
& resistente a hidrolise, ficando nos sedimentos e particulas em suspensdo (Watts e Macfarlane,
1999). O glifosato e o seu metabolito AMPA sdo bastante persistentes na maioria das plantas,
pois permanecem no alimento mesmo depois dos vegetais serem lavados ou descascados. Tal
facto deve-se & deslocagdo destes compostos para o interior da planta, permanecendo esta assim
sempre com residuos (Cox, 2000). Existem contudo outras plantas que conseguem metabolizar

rapidamente estes agentes, ficando a planta livre de residuos (EXTOXNET, 1996).

5.3.4. Principais preocupagdes relacionadas com o impacto sobre a saide humana de

residuos de Glifosato

Este agente poderd causar graves problemas de saude publica principalmente se
consumido sob a forma de sal; é de esperar problemas como diversos tipos de cancro, mutagdes
com efeitos assinaléveis e problemas a nivel da reprodugfo. Isto ¢ sustentado pelo facto deste
composto em estudos realizados em animais exercer toxicidade cronica e sub-crénica e, no caso
da forma de sal (Roundup®), ainda se verificar para além destes, efeitos a nivel agudo
assinalaveis (EXTOXNET, 1996). Este problema ¢ um pouco atenuado devido a maior
solubilidade dos sais de glifosato na dgua relativamente & forma é4cida, pelo que exibem menor
tendéncia para serem bioacumulados pelos organismos expostos. A toxicidade aquatica ¢ contudo
agudizada devido & baixa capacidade de hidrdlise deste agente, fazendo com que os animais
estejam expostos durante mais tempo a sua acgdo. Contudo a rapida excregdo diminui a
perigosidade deste composto sendo apenas uma infima parte aquela que ¢ acumulada nos tecidos

(baixo coeficiente de partigdo O/A).
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VI. Uso de metais pesados e o seu potencial de contaminagio

Com a industrializagdo, rapido desenvolvimento econémico e povoamento de
determinadas regides, tem-se assistido & contaminagfio tanto terrestre como aquatica em locais
proximos de onde se efectua a utilizagdo de metais (Zhang ef al., 2007). Isto acontece em grande
parte devido & inexisténcia de locais de depésito final para esse tipo de residuos (Sinha ef al.,
2006). Eliminar estas fontes de contaminagdo tornou-se um objectivo dos paises tanto
desenvolvidos como em vias de desenvolvimento (Zhang ef al., 2007). Estes metais, ap0s o seu
uso, tanto em actividades domésticas como industriais, sdo despejados para os diversos
compartimentos ambientais (dgua, solo e plantas), entrando no nosso organismo tanto através da
cadeia alimentar como através da ingestdo directa, passando desta forma a ser uma grande
ameaga 4 salde publica (Bi ef al., 2006). Uma vez no interior do nosso organismo, e através dos
mais diversos mecanismos, exercem variados efeitos de algum modo idénticos aos de outros
contaminantes (ex: pesticidas), a nivel do sistema nervoso, hematopoiético, cardiovascular,

urinério, gastrointestinal, reprodutivo e carcinogénese.

O local seleccionado para o presente estudo (Pateira de Fermentelos) sofreu uma grande
acumulagdo de metais pesados, provenientes das actividades industriais ¢ domésticas existentes
nesta regifio, pelo que se torna essencial estudar os efeitos provocados por estes metais no animal
em estudo (Procambarus clarkii) para se poder inferir acerca dos riscos da ingestdo deste
crustaceo pela populagdo humana. Entre os muitos metais que poderiam ser estudados irdo ser

abordados o chumbo, o cadmio.

6.1 Chumbo

O chumbo é um metal que se encontra largamente distribuido pela crosta terrestre, cerca
de 13 g/tonelada (Phyles, 2007).Este metal foi sendo aproveitado ao longo dos tempos para os
mais variados fins, sendo que na civilizagdo romana ja era utilizado como material dos tubos de
abastecimento de dgua, o que se veio a prolongar até quase aos nossos dias (Roma-Torres ef al.,
2007). A partir dos anos cinquenta, este metal comegou a ser utilizado como aditivo na gasolina.

Na década de 90 foi muito utilizado nas baterias, na protecgdo de cabos, como metal condutor de
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electricidade, em brinquedos, na cerdmica, na protecgdo da radiagdo em televisdes e
computadores, circuitos eléctricos, entre outros usos (RAIS Lead, 1994). Este metal ocorre
naturalmente na forma de galena (PbS), tratando-se de um cristal de aparéncia azulada,
relativamente macio e maleavel, sendo também bastante resistente & corrosdo mas também
bastante oxidavel quando em contacto com o ar (Phyles, 2007). Possui um peso molecular de
207,19 g/mol e uma densidade relativa de 11,3 g/em’, valores elevados quando comparados com
os de outros metais (Thornton ef al., 2002). Possui também um ponto de fuséio baixo quando

comparado com os de outros metais (cerca de 327,5 °C) (RAIS Lead, 1994).

6.1.1. Metabolismo e toxicidade

Os dois principais processos pelos quais o chumbo entra no organismo humano sdo
através da ingestdo e inalagdo. Apods a entrada no organismo, apenas uma parte ¢ absorvida,
sendo nas criancas muito maior que nos adultos, 50% e 10-15% respectivamente (RAIS Lead,
1994). A absorgdio gastrointestinal ¢ a que se da em maior quantidade e ¢ dependente de factores
da dieta e da natureza quimica do chumbo. Esta podera ser aumentada no caso das criangas pela
deficiéncia de ferro ou de célcio, indo este substitui-los nos seus locais no organismo
(essencialmente no osso) (RAIS Lead, 1994). A absorgdo pelo tracto respiratorio esta dependente
do tipo de particulas inaladas e da quantidade depositada nos pulmges. Contudo, a maior parte
das particulas depositadas nos pulmdes ¢ absorvida para o sangue (RAIS Lead, 1994). Apos
absor¢o, o chumbo ¢ distribuido por trés compartimentos, que séo o sangue, os tecidos moles e 0
o0sso (RAIS Lead, 1994). No sangue, o chumbo encontra-se essencialmente nos eritrécitos (em
cerca de 99%), tendo nestes uma semi-vida entre 25 e 28 dias quando em contacto com 0s outros
compartimentos (RAIS Lead, 1994). A frac¢fio de chumbo que se encontra no soro e plasma esta
em equilibrio com o chumbo existente nos tecidos moles (RAIS Lead, 1994). Nos tecidos moles,
o chumbo encontra-se em maior quantidade ao nivel do figado e do rim, e em menor quantidade
a0 nivel do cérebro e do musculo, podendo com a idade aparecer também ao nivel dos dcidos
nucleicos (RAIS, 1994). A maior fracgfio de chumbo encontra-se a nivel do osso, com uma semi-
vida de cerca de 20 anos, estando esta em equilibrio com o chumbo dos tecidos moles (RAIS

Lead, 1994).
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O chumbo inorganico é conjugado com a glutationa, ndo sendo assim metabolizado no
interior do organismo (RAIS Lead, 1994). O chumbo ¢ essencialmente excretado através da
urina, cerca de 75%, sendo o restante eliminado através das fezes e, numa pequenissima parte nas

mulheres, através do leite materno (RAIS Lead, 1994).

6.1.2. Toxicidade do chumbo

O principal mecanismo pelo qual se exerce a toxicidade do chumbo ¢ através da sua
capacidade de mimetizar o calcio, substituindo-o em processos clcio-dependentes (Phyles,
2007). Outros mecanismos de toxicidade do chumbo s@o a desregulagio da homeostase do calcio,
a estimulagdo do transporte de célcio para a mitocdndria, a abertura do poro mitocondrial de
passagem, destruigio da membrana ¢ da propria mitocondria, geragiio de radicais livres de
oxigénio (ROS), desregulagdo do balango oxidante/antioxidante nos tecidos, alteragdo no
metabolismo dos lipidos, substitui¢do do zinco em varios processos dependentes do zinco, ¢ a
mobilizagio do chumbo para os locais de armazenamento nos tecidos 6sseos (Ahmed ef al.,
2007). O efeito deste metal dé-se apos exposigdo continuada, por diversas vias (dieta, solo, dgua);
esta exposi¢do vai ocasionar um aumento da concentragdo deste metal nos vérios tecidos do
corpo, causando a qualquer momento efeitos adversos locais (RAIS Lead, 1994). A melhor
maneira de calcular o grau de exposigdo a este agente assenta na determinagdo da sua
concentragio no sangue (RAIS Lead, 1994) ou pela determinagdio da actividade da enzima
sanguinea ALAD (Chia et al., 2007). Os maiores efeitos causados por este metal ddo-se a nivel
do sistema nervoso central e periférico, sistema hematopoiético, sistema cardiovascular, rins,
figado e sistema reprodutor feminino (Hsu et al, 2002). Ao nivel do sistema nervoso, os
principais efeitos observados sdo as encefalopatias, que ocorrem quando as concentragoes
sanguineas deste metal sobem acima dos 120 pg/dL. Os sintomas observados sdo normalmente
convulsdes e coma, € a morte da-se em 48 horas. A concentragdes um pouco mais baixas (por
volta dos 40-60 pg/dL), poderio ocorrer sub-encefalopatias que se caracterizam pela diminuigdo
da velocidade de transmissdo do impulso nervoso. A concentragdes sanguineas de cerca de 40
ng/dL, existe uma diminuigdio do tempo de resposta e de reacgéo, e dificuldades na memoéria a

curto prazo (RAIS Lead, 1994).
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O principal efeito verificado ao nivel do sistema hematopoiético devido a presenga de
chumbo na corrente sanguinea ¢ a anemia de Frank. Esta condi¢do verifica-sc quando as
concentragdes de chumbo na corrente sanguinea se situam acima de 80 ng/dL. em adultos e dos
70 pg/dl. em criangas. Esta situagdo faz com que haja uma diminui¢do da produgdo de
hemoglobina e do tempo de semi-vida dos eritrocitos. A diminuicdio do tempo de semi-vida dos
eritrécitos condiciona um aumento da fragilidade das membranas sanguineas, e a diminuigéo da
hemoglobina faz com que haja diminuigdo das enzimas envolvidas na sintese de grupos heme
(ALAS, ALA, ALAD e as enzimas citoliticas que catalizam a formagdo do profobilinogéneo). A
redugdio da sintese do grupo heme comega a verificar-se logo quando os valores de chumbo no
sangue se encontram em valores da ordem dos 50 ng/dL nos adultos e dos 40 pg/dL. em criangas

(RAIS Lead, 1994).

Ao nivel do sistema cardiovascular, estudos efectuados demonstraram que o chumbo pode
provocar aumento da pressido sanguinea (particularmente em casos de homens de meia idade, ¢ a
partir de concentragdes no sangue tdo baixas quanto 7 pg/dL). A exposi¢do ao chumbo em
pessoas com problemas de circulagdo podera desencadear fenémenos como acidentes vasculares

cerebrais e tromboses (Rais Lead, 1994).

Ao nivel do sistema urinario, poderfio ocorrer duas situagdes mediante a tipologia de
exposi¢do; seja de uma (nica exposigdo (aguda), ou de vérias exposigdes (cronica). Se se tratar de
uma exposigio ocasional a uma grande quantidade de chumbo, o efeito denomina-se de
nefropatia aguda, sendo esta caracterizada por modificacdes nas células epiteliais do tubo
proximal; séo exemplos dessas modificagdes a formagiio de corpos de inclusdo nucleados,
mudancas ultraestruturais da mitocondria e citomegalia das células epiteliais. Esta mudanga da
fisionomia das células causa fendémenos tais como aumento da aminoaciddria, glucosria,
fosfataria, diminuigdo da excregdo de sodio ¢ da sintese de 1,25-dihidroxivitamina D, alterando
também o balango do sistema renina/angiotensina Il (Rais Lead, 1994). Se o problema for
consequéncia da exposi¢do continuada ao chumbo estamos na presenga de uma nefropatia
crénica, e os problemas a esta associados sdo consequéncia da escassez ou diminuigdo no niimero
de corpos de inclusdo, atrofia ou hiperplasia das células epiteliais tubulares, como

progressivamente das células intersticiais, glomerulares e arteriais, e esclerose arterial. Esta
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situacdio ocorre quando os valores de chumbo no sangue se situam por volta dos 62 ng/dL. Os
problemas associados a estes factores sdo essencialmente a redugdo da filtragio glomerular e a
azotemia. [ considerada nefropatia crénica, quando 50 a 75% dos tabulos renais estdo destruidos

(Rais Lead, 1994).

Os efeitos ao nivel do sistema gastrointestinal ndo sdio particularmente importantes e
resultam normalmente quando existe uma intoxicagdio devido a uma unica ingestdo de cerca de
100 pg/dL a 200 pg/dL de chumbo em adultos e entre 40 pg/dL a 60 pg/dL em criangas. Os seus
principais sintomas sdo dores abdominais, diarreia, nauseas, vOmitos, anorexia e perda de peso

(Rais Lead, 1994).

O chumbo pode provocar carcinogénese de varias formas, tais como danos directos no
DNA ou, indirectamente, através dos efeitos causados por radicais livres de oxigénio (ROS). Para
além destes efeitos, este metal pesado quando em altas concentragdes pode ligar-se ao DNA e
mudar a sua conformagfo, possuindo ainda a capacidade de hidrolisar a cadeia de RNA
(Barciszeeska et al., 2004). De forma indirecta, este metal pesado podera ter a capacidade para
produzir radicais livres de oxigénio (ROS), causando danos em varios componentes celulares tais
como proteinas, membranas lipidicas e dcidos nucleicos (Hsu er al., 2002). Experiéncias
efectuadas em modelos animais mostraram que o tumor dos rins € o principal tumor verificado
em ratos ¢ ratinhos, sendo que o desenvolvimento de tumores a nivel do cérebro, glandula

pituitaria, glandula adrenal, tirdide, prostata e pulmdes ¢ também comum (Rais Lead, 1994).

A nivel do feto, os efeitos provocados pela ingestdo de chumbo por parte da mée néo se
encontram totalmente esclarecidos, dada a sua complexidade. A exposigdo, por parte da mée, ao
chumbo, pode causar fenémenos tais como malformagoes congénitas, diminui¢do do
desenvolvimento intra-uterino, parto prematuro, preeclampsia e neurotoxicidade fetal. Doses
acima dos 45 pg/dL de chumbo estdo ligadas a casos de malformagdes, especialmente ao nivel do
esqueleto; situagdes de aborto espontdneo estdo descritas para doses moderadamente altas durante
a gravidez (cerca de 25 pg/dL); a diminuigdo da capacidade intelectual esta descrita para doses

baixas (cerca de 10 a 15 pg/dL) (Weizsaecker, 2003).
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6.1.3. Efeitos a nivel ecotoxicolégico

Um estudo efectuado num crusticeo de nome Penaeus indicus tentou demonstrar os
efeitos do chumbo sobre dois processos vitais (consumo de oxigénio e excregdio de amonia) para
a homeostasia destes crustaceos. Neste caso, a capacidade de bioacumulago nos tecidos torna-se
particularmente importante porque quanto maior esta for, maior serd o efeito observado para o

composto toxico em questdo (Chinni ef al., 2000).

Estes pardmetros demonstram ser altamente responsivos em fungdo do aumento do teor
em chumbo no organismo dos animais expostos. Podem ser, assim, considerados como bons

indicadores da toxicidade deste metal em crustaceos.

6.1.4. Principais preocupagdes relacionadas com o impacto sobre a saide humana de

residuos de chumbo.

A exposi¢do ao chumbo, mesmo que em baixas concentragdes, poderd causar graves
problemas de satide, principalmente em criangas, pois estas encontram-se normalmente mais
expostas e nelas a absor¢do deste metal no organismo ¢ muito maior. A grande resisténcia deste
metal pesado faz com que persista muito tempo no caso de haver contaminagéo da agua, ar ou

solo, estando assim a populagéo mais sujeita aos seus perigos.

A acumulagio deste metal ao nivel do osso podera trazer dois tipos de problemas, um que
¢ inerente ao seu papel de ndo substituigdo do calcio e, outro, € que a qualquer momento se pode
mobilizar a partir do osso, deslocando-se para outros locais e causando toxicidade. A sua
acumulacio ao nivel dos tecidos moles (principalmente a nivel do rim e cérebro) podera causar
graves problemas de saide, visto serem locais onde uma ndo muito grande quantidade deste
metal causara graves problemas de saude. Outros locais onde este metal poderd causar problemas
sdo o figado (devido a sua grande bioacumulagdo), o sistema reprodutor e circulatdrio (devido as
baixissimas concentra¢des capazes de causar fendmenos de toxicidade), sendo neste ultimo caso

particularmente importante em individuos com problemas de circulagdo. Além destes problemas,
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existem também os problemas associados com o desenvolvimento de tumores, demonstrados
através de experiéncias cfectuadas em animais de laboratorio. Nestes estudos, ficou demonstrado
que a maior quantidade de desenvolvimento de tumores se da onde se verifica maior acumulagio
(exceptuando o 0sso0), ou seja, nos tecidos moles, particularmente ao nivel do rim e cérebro. O
chumbo é um metal bastante perigoso para a saide humana mesmo quando ingerido numa infima
quantidade através da alimentagfo, pois ele acumula-se grandemente, ficando depositado durante
muito tempo. Deveré assim ter-se particular cuidado com a sua ingestdo, particularmente no caso
das criangas devido & grande capacidade de absorgdo ¢ nas gravidas devido a que quantidades

muitissimo pequenas poderdo causar perturbagdes nos descendentes.

6.2. Cadmio

Normalmente ndo aparece na natureza na sua forma isolada mas sim na forma de sal
(6xido de cadmio, cloreto de cadmio ou sulfureto de cddmio). Geralmente estes seus sais séo
bastantes toxicos (Sousa, 2007). Trata-se de um metal que aparece raramente na crosta terrestre,
contudo em algumas rochas podera aparecer em quantidades relativamente grandes, na ordem das
partes por bilido (Martelli er al., 2006). O seu langamento para o meio ambiente da-se
essencialmente para a atmosfera (valores entre os os 0,01 ng/m3 em é4reas remotas € os 90 ng/m3
em determinados locais vulcanicos), seguida respectivamente para a agua (valores entre 2 ng/l no
Oceano Atlantico junto a Portugal ¢ os 16 ng/l na costa do Senegal) e para o solo (valores de 0,3
pg/g e as 5 pg/g) (Cardoso e Chasin, 2001). O seu aumento na natureza fica a dever-se tanto a
actividades naturais como a explosdes vulcanicas (Godt ef al., 2006) ¢ a erosdo de rochas
(Cardoso e Chasin, 2001) como a actos de natureza antropogénica, como a utilizagfo em diversas
actividades industriais (Godt ef al., 2006) e a exploragdo mineira (Cardoso ¢ Chasin, 2001).
Pensa-se que actualmente a quantidade expelida para o ambiente se cifra em cerca de 7000
toneladas por ano (Godt ef al., 2006). Este metal foi isolado pela primeira vez em 1817, mas
somente no inicio do século XX comegou a sua produgio a nivel industrial (Cardoso e Chasin,
2001). Actualmente, ¢ utilizado como revestimento de outras ligas (como ago) para evitar a
corrosdio (Martelli et al., 2006), como componente de varias ligas, melhorando as propriedades
térmicas e mecéanicas de materiais usados em anti-fricgio, soldagem e aplicagdes eléctricas
(Martelli et al., 2006), como absorbente de neutrdes em centrais nucleares (Godt et al., 2006),

como anodo das baterias Ni-Cd (Martelli ef al., 2006). A sua utilizagdo deve-se as propriedades

33



Avaliagdo dos Efeitos Toxicoldgicos Decorrentes do Consumo Humano de Lagostim Vermelho da Louisiana
(Procambarus clarkii).

dos seus componentes interagirem com fotdes (conferindo propriedades Opticas), pelo € utilizado
em pigmentos de plasticos, pinturas, esmaltes e tintas (Martelli ef al., 2006). E também utilizado

nos fertilizantes contendo fosfato (Godt et al., 20006).

6.2.1. Metabolismo e toxicidade

A absorcéio do cadmio da-se essencialmente através dos pulmdes (pode chegar a 60%),
podendo dar-se em alguma extensdo através do aparelho gastrointestinal e numa pequena parte
por via dérmica. A eficacia da sua absorgio estd dependente da solubilidade especifica do cadmio
nos diversos compartimentos do organismo, da concentragdo de exposi¢do e da sua rota. O
processo de absor¢do por via gastrointestinal esta muito dependente da quantidade de cadmio
absorvido por esta via, visto este processo ser saturdvel para concentragGes muito elevadas. A
absorciio encontra-se aumentada nos casos de deficiéncia em calcio ¢ ferro e diminuida nos casos
da existéncia de catides bivalentes e trivalentes (ZnH, Mg2+,Cr3+) (Rais cadmium, 1991). Quanto
a distribuigdo, o cadmio ¢ transportado no sangue pelas hemacias ¢ proteinas de elevado peso
molecular como a albumina, sendo apos isto distribuido para todos os locais do organismo, sendo
que a sua acumulagdio se da quase na totalidade nos rins e figado (entre 50 e 70%). A idade
interfere com a quantidade acumulada (principalmente ao nivel dos rins), pois até aos 60 anos
esta vai aumentando, permanecendo depois constante. A placenta funciona como barreira para o
cadmio, pois esta s6 expde o feto a uma pequena parte do cadmio a que a mée sc encontra
exposta (Rais cadmium, 1991). O cadmio, tal como a maior parte dos outros metais, nio sofre
conversio metabolica; contudo liga-se a proteinas, grupos sulfidril e grupos aniénicos para
formarem macromoléculas. Algumas destas ligagdes sdo de bastante importancia como a ligagdo
as metalotioneinas, que permite a ligagdo do cadmio a outros metais, que vao favorecer a sua
deposigdo pelo corpo (Rais cadmium, 1991). Devido ao enorme tempo de semi-vida do cadmio
no organismo (17 a 30 anos) somente uma pequenissima parte da quantidade existente €
eliminada, cerca de 0,01% do cadmio existente no corpo. Da quantidade excretada, a maior parte
ocorre por via urinaria (cerca de 2 a 3 pg/dia), ocorrendo a restante por via fecal (Rais cadmium,

1991).
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Mecanismos de toxicidade do cadmio

Alguns mecanismos pelos quais o cadmio exerce sua toxicidade (Martelli et al., 2006)

o Ligagdo a proteinas contendo grupos tidlicos, perturbando a homeostase redox,
fazendo com que haja produgdo de radicais livres e mudangas da expressao de genes conduzindo
a fenémenos como diferenciagdo, imortalizagdo e apoptose da célula; esta perturbagdo ¢

responséavel pela resposta de alguns factores de transcrigdo.
° Substitui¢do de varios metais por cadmio nos locais de ligagdo das proteinas.

o Alteragdo da concentragdio de célcio intracelular, modificando a transmissdo do

sinal deste mensageiro, podendo provocar fenémenos de mitose ou apoptose.

o Capacidade de modular os receptores de cdlcio intracelular, afectando as fungdes

desempenhadas pelo sistema nos tecidos.
° Inibigdo da reparagdo do DNA.

o Pensa-se também que o cadmio provoca inibi¢fo da fungdo lisossomal, fazendo

com que haja interferéncias nos caminhos da tradugéo do sinal celular (Sousa, 2007).

6.2.2. Toxicidade do Cadmio

A sua toxicidade provoca diferentes efeitos a nivel do organismo, sendo os primeiros a
ocorrer em baixas doses, disfungdes renais e doengas no osso, seguidas de efeitos a nivel dos

pulmdes, prostata, placenta e sistema eritropoiético (Sant’Ana ef al., 2004).

Toxicidade aguda

Quando a entrada no organismo se déa por ingestdo, apenas uma pequena parte do cadmio

ingerido ¢ absorvido (cerca de 5%), pelo que se torna necessario ingerir uma dose relativamente
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clevada para causar efeitos toxicos (Public Health Guidance Note, 2002). Encontra-se descrito
que doses muito elevadas de cadmio (entre 1500 ¢ 8900 mg, ou 20 a 30 mg/kg), foram
responsaveis por morte. Os sintomas mais comuns sao nduseas, vomitos, cdimbras abdominais,
dor de cabega craimbras musculares, exaustdio, choque ¢ morte (Rais cadmium, 1991). Em
animais de experiéneia o LDsy situa-se entre 225 ¢ 890 mg/kg de cadmio elementar, sendo para
0s seus sais entre 63 ¢ 88 mg/kg, para o cloreto de cadmio 72 mg/kg, para o oxido de cadmio e

entre 590 e 1125 mg/kg para o estearato de cadmio (Rais cadmium, 1991).

Toxicidade cronica

O cadmio é um metal toxico que possui um efeito cumulativo bastante elevado. Sendo
assim, uma ingestdo continuada deste metal através da dieta vai fazer com que haja uma grande
acumulagdo a nivel do organismo.Essa acumulagdo da-se essencialmente a nivel do cortex renal,
devendo-se a filtragdo existente a nivel do rim dos complexos formados entre metalotioneinas ¢ o
cadmio, sendo a disfungio renal o primeiro indicio de toxicidade crénica (Public Health
Guidance Note, 2002). A disfungdio renal ocorre em seres humanos expostos a uma concentragéo
crénica no cortex renal de cerca de 200 pg/g (Rais cadmium, 1991), sendo que concentragdes
acima deste valor causam danos a nivel tubular, com impactos para a satide dificeis de quantificar
(Public Health Guidance Note, 2002). Pensa-se, no entanto, que esta grande quantidade de
cadmio no rim possa aumentar a excregéo de calcio fazendo com que haja maior probabilidade de
aparecimento de pedras no rim (Godt ef al., 2006). Os danos a este nivel sdo os principais danos

causados pela exposi¢do ao cadmio (Sousa, 2007).

O cadmio pode causar anemia, apés muitos anos de exposigdo, pois faz com que haja uma
menor absorgdo de ferro pelo intestino (Public Health Guidance Note, 2002). Um problema
bastante importante derivado da ingestdo de cadmio surge devido a sua capacidade de
substituigio do calcio a nivel dos ossos, provocando afecgdes tais como osteoporose, fracturas
espontancas, doenga de Itai-Itai (Rais cadmium, 1991). Esta ultima afecgdo causa muitos
problemas graves a nivel do osso (osteomalacia). A designagéo desta patologia decorre de uma
epidemia ocorrida na bacia do rio Jinzu (Japdo) em 1940, rio no qual estava implementada uma

plantagiio de arroz que servia toda a populagdo adjacente, e que estava contaminada com elevado
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teor de cadmio (Godt ef al., 2006). Estudos in vitro efectuados em ratos demonstraram que a
exposi¢io ao cadmio interfere com as vias de estrogénios a nivel dos ovdrios, afectando a
produgio de prosgesterona e testosterona. Consequentemente, hd maior incidéncia de abortos
esponténeos e diminui¢do do peso a nascenga (Godt ef al., 2006). Estudos recentes demonstram
que sé por via respiratoria € que o cadmio poderd possuir efeitos carcinogénicos, existindo
citagdes na literatura que ddo conta da possibilidade de este metal pesado provocar o
aparecimento de cancro a nivel renal e da prostata. Este encontra-se classificado pela Agéncia

Internacional de Pesquisa contra o Cancro no grupo | (Godt e/ al., 20006).

6.2.3. Efeitos a nivel ecotoxicologico

Um estudo conduzido na espécie de arroz Oryza sativa, sujeito a concentragdes de cadmio
crescentes desde 0,1 uM a 1| mM durante 15 dias, demonstraram que apenas na concentragdo
1mM se observaram alteragdes macroscopicas (inibi¢io do crescimento), e que a concentragdes
mais baixas até ocorria estimulagdo do crescimento; ocorreu aumento do nimero de
polimorfismos & medida que aumenta a concentragiio e aumento dos niveis de glutationa (GSH)
até 10 uM (Aina et al., 2006). Outro estudo efectuado, desta vez em cordonizes japonesas, para
uma concentragdo de 100 ppm de CdCl, durante 28 dias permitiu verificar diminuigdo do peso
dos animais e toxicidade hepatica, embora néo tenham ocorrido alteragdes no sistema imune ¢ na

fungdo renal (Sant"Ana ef al., 2005).

6.2.4. Principais preocupacdes relacionadas com o impacto sobre a saide humana de

residuos de cadmio.

Apesar dos esforgos realizados no sentido de eliminar a quantidade de cadmio existente
no meio ambiente, este ainda se encontra em determinados locais numa quantidade capaz de
causar danos irreversiveis. O grande problema da presenga deste metal na natureza prende-se
com a sua capacidade para se acumular nas plantas ¢ na agua (com degradagédo natural bastante
demorada). Estas plantas e dgua irfio ser consumidos por animais, incluindo o homem. A via
gastrointestinal, embora ndo sendo a via preferencial de entrada no organismo (papel que cabe a

via inalatéria), ¢ muito importante. Este metal ¢ altamente persistente no organismo, dado que
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apenas 0,01% da quantidade existente no organismo ¢ eliminada (tempo de semi-vida de cerca de
30 anos), havendo aqui um efeito cumulativo bastante pronunciado. A ingestdo continuada
poderi provocar toxicidade a médio e longo prazo. Pode assim afirmar-se que este metal pesado
exerce o seu efeito principalmente a longo prazo, por via cumulativa, pois apresenta uma
toxicidade aguda pouco pronunciada, sendo necessarias doses bastante elevadas para causar a
morte (na ordem do g por kg). Isto mostra-nos que uma ingestdo ocasional de um alimento
contaminado com este metal nfio ird provocar a morte do ser humano em questdo. Contudo, se
essa ingestdo se der de modo continuado ao longo de toda a vida, ai a situagdo modifica-se
bastante, podendo ocorrer fenémenos de toxicidade bastante acentuados, nomeadamente a nivel
dos rins, figado, e a nivel reprodutivo. O principal problema deste metal em termos de saude
humana da-se a nivel renal, em que concentragdes cumulativas na ordem dos 200ug/g sdo ja
capazes de causar toxicidade. E de salientar o fraco poder carcinogénico deste metal. Com isto
em mente poder-se-a concluir que, uma exposi¢do normal ou mesmo ocasional a baixas doses
deste metal através da alimentagdio ou através da bebida, ndo causard problemas de maior em
termos de toxicidade. Contudo, uma exposigdo continuada podera ser causadora de efeitos
potencialmente graves a nivel da saide, devendo portanto estar-se atento a possiveis focos de

contaminagdo por este metal.

VIIL. Acumulagiio de compostos toxicos no crusticeo em estudo (Procambarus clarkii).

Este animal é muitas vezes usado, tal como muitos outros crusticeos, como indicador de
niveis de poluigio por metais pesados, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHSs) ¢
pesticidas organoclorados, devido & capacidade que tém para os acumularem nos seus tecidos
(Schilderman ef al., 1998). Um estudo realizado em laboratério (Anderson ef al., 1997) pretendeu
avaliar o grau de acumulagdio por metais pesados no organismo Procambarus clarkii exposto a
4gua contaminada por hidrocarbonetos proveniente de uma baia da Louisiana. A comparagio dos
resultados com os valores obtidos para amostras de sedimentos, permitiu obter os seguintes

resultados:
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Tabela n° 3- Concentragdes de metais na superficie dos sedimentos (Fonte : Anderson ef al., 1997).

Contaminante | Concentrag¢&o no sedimento | Concentragéo no sedimento 2
(pg/g) (ng/g)
Cadmio 2 |
Cromio 43 63
Chumbo 6027 433

Tabela n° 4 - Concentragdes de metais nos tecidos de Procambarus clarkii (Fonte : Anderson ef al., 1997).

Chumbo (ng/g) Cromio (ng/g) Cadmio (ng/g)
Tecidos/ Dias | Dia 0 Dia 7 Dia 0 Dia 7 Dia 0 Dia 7
de exposigio
Brinquias 26 205 4 74 64 3
Hepatopéncreas 4 104 18 42 295 929
Sangue 42 59 0 30 0 0
Miisculo 9 0 14 16 26 21

Através destes resultados, pode concluir-se que o P. clarkii ¢ um bom modelo para
estudos de bioacumulagio de metais (nomeadamente chumbo), pois ao longo do periodo de
exposigio as suas concentragdes no organismo foram aumentando. Essa acumulagdo da-se
essencialmente ao nivel das branquias, ocorrendo com alguma extensdo ao nivel do
hepatopancreas, e no caso do cromio esta ainda podera ocorrer ao nivel do sangue. Neste estudo
verificou-se que o caddmio nfo sofreu bioacumulagdo no organismo, uma vez que as suas
concentragdes desceram ao longo do tempo. Outro estudo realizado com o intuito de avaliar a
contaminagdio por metais pesados no rio Guadiamar (Espanha) usando o organismo P. clarkii
durante 12 dias, revelou que o cddmio também € bioacumulavel neste organismo, dando-se essa
acumulagfio essencialmente ao nivel do musculo e do hepatopancreas (Alcorlo ef al., 20006). Esta

evidéncia pode ser verificada pela andlise das figuras apresentadas abaixo.
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Figura n°8 - Valores das concentragdes de cidmio em diferentes tecidos do organismo Procambarus Clarkii (Fonte :

Alcorlo et al., 2000).
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Esta figura mostra-nos que as concentragdes de cadmio no organismo véo aumentando ao
longo do tempo de exposigio, o que significa que o cadmio ¢ acumulavel pelo organismo deste
crustéceo. Assim, pode concluir-se que o cadmio, chumbo sdo bioacumulaveis pelo organismo /.

clarkii.

Quanto & capacidade do organismo P. clarkii bioacumular os pesticidas em estudo, nédo
existem dados que sustentem esta hipdtese. Contudo, um estudo publicado acerca do risco para a
satide de determinados compostos toxicos num grande nimero de organismos existentes em
vérios locais dos Estados Unidos da América, revelou os seguintes resultados para um organismo

semelhante aquele aqui em estudo (Watanabe ef al., 2003):

Tabela n°5 — Concentragdes de diversos pesticidas no organismo Procambarus acutis (Fonte : Watanabe ef

al., 2003)
DDT DDD ALD | ABHC | PCBs TOX BBHC
Concentragdes (mg/Kg) 0 0,45 0 0,425 0 0 0,275
CHLD | DIEL | ENDR | GBHC | HEP | HEPOX | DDE

Concentragdes (mg/Kg) 0 0,0325 0 0 0,015 0 1,92
DDT -p.p - ABHC- Hexacloro alfa-benzene ENDR — Endrin
diclorodifeniltricloroetanoano PCB — Bifenilos policlorados GBHC - Hexacloreto Gama-benzeno
DDD - p,p’- CHLD — chlordane HEPOX- Epoxido de heptacloro
diclorodifenildicloroetanoano DIEL — Dieldrin TOX - Toxafeno
ALD - Aldrin ENDO - Endosulfano

Através destes resultados ¢ de supor que podera haver algum grau de acumulagdo no
organismo Procambarus clarkii, se ndo de todos, pelo menos de algum dos pesticidas estudados
(cimoxanil, propinebe e glifosato), desde que estes existem numa quantidade significativa no
local de estudo. Isto podera ser inferido devido a alguma acumulago de outros pesticidas num
organismo idéntico, como nos mostra a Tabela n® 5. De acordo com os dados acima apresentados,
¢ de supor que o P. clarkii possa funcionar como um vector de contaminagdo apreciavel de

consumidores humanos nas condigdes referidas.

40



Avaliagdo dos Efeitos Toxicolégicos Decorrentes do Consumo Humano de Lagostim Vermelho da Louisiana
(Procambarus clarkii).

VIIL. Biomarcadores possiveis de ser utilizados na monitorizagdo ambiental da presenga de

contaminaciio e efeitos sobre o P. clarkii.

Os biomarcadores sdo usados na detecgiio prévia de possiveis respostas toxicas passiveis
de se darem por exposi¢do téxica numa determinada populagdo a um composto xenobiético,
possibilitando uma intervengdo protectora atempada. Estes ddo-nos respostas quantificaveis em
termos celulares, bioquimicos, moleculares ¢ fisiologicos, nos fluidos corporais, tecidos ou
orgios de modo a que possam ser indicativas da exposigdo verificada (Monteiro, 2003). Segundo
Timbrell (1998), um biomarcador € uma ferramenta que permite medir a exposi¢do a um agente
toxico e avaliar a sua extensdo, prevendo-se assim a resposta toxica mais provével. Um dos
objectivos deste trabalho monogréfico prende-se com o estudo de possiveis biomarcadores que
poderdo ser utilizados na avaliago da toxicidade provocada pelos pesticidas cimoxanil, glifosato
e propinebe e pelos metais cromio, cadmio ¢ chumbo sobre o crustaceo Procambarus clarkii

contaminado com estes toxicos.

8.1. Possiveis biomarcadores para o estudo da toxicidade exercida pelo composto toxico

cimoxanil no organismo Procambarus clarkii.

Existem poucos estudos efectuados acerca de possiveis biomarcadores usados na
avaliagio do potencial téxico do cimoxanil, e os que existem ndo avaliam a exposi¢do apenas
deste pesticida mas sim de misturas complexas de pesticidas que por vezes chegam as dezenas de
componentes. Sendo assim, todos os estudos relatados serdo da avaliagdo de determinado

biomarcador num conjunto de pesticidas no qual esta inserido o cimoxanil.

Alguns dos biomarcadores passiveis de ser utilizados na avaliagdo da contaminagdo por
pesticidas foram ja amplamente utilizados em humanos expostos por via ocupacional a estes
compostos. Um trabalho de revisdo realizado em 2001 (Bolognesi, 2003) pretendeu avaliar os
efeitos citogenéticos provocados pela exposigio a diferentes misturas de pesticidas em
trabalhadores de diversas actividades que utilizam pesticidas. O biomarcador referido nesse
estudo para avaliar o potencial de misturas contendo cimoxanil foi a frequéncia de microntcleos

na mucosa das células da boca. Os resultados apontaram para a ndo ocorréncia de alteragdes na
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frequéncia de micronicleos, para nenhuma das misturas e populagdes observadas (Bolognesi,
2003). Outro estudo realizado em 64 trabalhadores de estufas agricolas da regido de Almeria
(Espanha) expostos a cerca de 26 pesticidas, entre os quais o cimoxanil, revelou um aumento
ligeiro na quantidade de micronticleos nas células da mucosa da boca (contudo, estatisticamente
ndo significativo) (Lueero ef al., 1999). Atendendo a que uma percentagem relativamente elevada
da populagio em estudo (14,1%) utiliza este pesticida, podera inferir-se que talvez este pesticida
possua capacidade para causar danos citogénicos; contudo terdo que se efectuar estudos mais
aprofundados acerca do assunto. Um estudo realizado em 1995 numa populagdo de 29
trabalhadores expostos a um grande nimero de pesticidas incluindo o cimoxanil (utilizado por
cerca de 3,5% da populagdo) na regido de Barcelona, revelou um aumento significativo do
nimero de aberragdes cromossomicas na populagdo em estudo, comparativamente com a
populagio controlo (ndo utilizavam pesticidas) (Carbonell et al., 1995). Este valor indica-nos que
esta populagiio esta a sofrer as consequéncias da utilizagéio de pesticidas, contudo, devido a ndo
serem conhecidos qual ou quais os pesticidas que provocam os danos, néo se pode inferir acerca
do potencial de causar aberragdes por parte do cimoxanil. No mesmo estudo foi verificada a
actividade das enzimas do soro: plasma colinesterase (PChe), y-glutamiltransferase (GGT),
transaminase oxaloacética-glutdmica (SGOT), transaminase pirtvica-glutdmica (SGPT),
verificando-se um pequeno aumento das actividades destas enzimas nos trabalhadores expostos
aos pesticidas relativamente aos valores dos controlos; contudo, essas diferencas ndo sdo
estatisticamente significativas para se poder dizer que o composto toxico afecta as suas
actividades (Carbonell et al., 1995). Com isto também ndo se poderd dizer que os niveis destas
enzimas sio bons biomarcadores para a contaminagdio por este pesticida, ainda para mais

tratando-se de uma mistura de pesticidas e ndo do pesticida em particular

A partir dos estudos descritos, as ilacgdes que se poderdo retirar para o ambito do presente
trabalho sdo limitadas. No entanto, podemos sugerir que biomarcadores como as aberragdes
cromémicas e as enzimas do soro (plasma colinesterase (PChe), y-glutamiltransferase (GGT),
transaminase oxaloacética-glutdmica (SGOT), transaminase pirivica-glutdmica (SGPT)) sdo

passiveis de ser utilizados em projectos de avaliagdo de risco por contaminagfo por este pesticida.
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8.2. Possiveis biomarcadores para o estudo da toxicidade exercida pelo composto téxico

propinebe no organismo Procambarus clarkii

Para o caso do propinebe, ao contrario do cimoxanil, ja existem estudos publicados acerca
de possiveis biomarcadores que poderdo ser utilizados para estudar o grau de contaminagéo de
diversos organismos por este pesticida. Um desses estudos teve como finalidade estudar o grau de
acumulagio e os efeitos histologicos provocados pela exposicio a dois pesticidas
organometalicos (propinebe ¢ manebe) em rins de ratos fémeas e dos seus fetos. Os resultados
obtidos apds 2 semanas de exposigdo a uma concentragdo de 400 ppm revelaram bastantes
modificagdes histologicas, tanto nos fetos como na mée, relativamente aos ratos controlo. Entre
essas modificagdes, destaca-se o aparecimento de edema, degeneragdo das células, hemorragias
graves, irregularidades nas estruturas dos tibulos renais e hiperplasia desses mesmos (Guven ef
al., 1998). Pode portanto concluir-se que os danos histologicos sdo bons biomarcadores da
contaminagdio por propinebe em ratos. No mesmo estudo ¢ referido outro biomarcador que
podera ser utilizado para avaliar a toxicidade provocada pelo propinebe em animais, que ¢ 0 peso
corporal. Apés exposigdo durante 2 semanas a 200 ppm e 400 ppm desse composto toxico,
verificou-se uma diminui¢do do peso corporal tanto das mées como dos filhos (Guven ef al.,
1998). Existe também um estudo que nos refere um possivel biomarcador usado para estudar a
contaminagdio provocada pelos ditiocarbamatos (classe a qual pertence o propinebe) em
crustaceos. Este estudo, da autoria de Fingerman et al. (1998), refere-nos que os ditiocarbamatos
inibem a regeneraco dos membros no camardo grama (Palaemonetes pugio). Esta inibigdo
poderé ser usada como biomarcador da contaminagdo por propinebe no organismo do estudo em

questdo.

Mais uma vez, alguns estudos com a populagiio humana podem ser importantes fontes de
metodologias passiveis de serem utilizadas em analise ambiental. Foi efectuado um estudo numa
populagiio do Equador acerca da razdo de causalidade entre o uso de pesticidas na regido (entre
0s quais o propinebe) e o aumento do nimero de aberragdes cromossomicas e de DNA na
populagio humana, tendo-se verificado uma muito maior incidéncia destes pardmetros na
populagdo exposta do que na populagdo controlo (Paz-y-Mifio et al., 2004). Apesar destas

evidéncias, ndo se podera inferir acerca da possibilidade do uso das aberragdes tanto do DNA
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como dos cromossomas como biomarcadores de toxicidade por propinebe em animais, devido ao
facto de se tratarem de misturas de pesticidas ¢ ndio do pesticida em particular.Contudo, isto

podera ser um ponto de partida para possiveis estudos acerca do assunto.

Através dos estudos descritos anteriormente, os Gnicos biomarcadores conhecidos que
poderdio ser utilizados para avaliar a toxicidade em seres vivos pelo composto toxico propinebe
siio a inibicdo da regeneragiio dos membros, o peso corporal e os danos histologicos a nivel renal.
Destes, 0 que mais garantias dard de ser utilizado no animal em estudo ¢ a inibigéo da
regeneragio dos membros, ndo sendo certo que o peso corporal ¢ os danos histologicos possam
ser utilizados para avaliar os efeitos decorrentes da ingestdo de propinebe no organismo em
estudo, devido a possiveis diferengas bioldgicas entre os organismos. Para se ter a certeza sobre a
utilizagdo destes biomarcadores de toxicidade para este composto toxico na espécie Procambarus

clarkii teriam de se fazer estudos in vivo com este pesticida isoladamente.

8.3. Possiveis biomarcadores para o estudo da toxicidade exercida pelo composto toxico

glifosato no organismo Procambarus clarkii.

Existem estudos que demonstram alteragdes metabolicas derivadas da acgdo do glifosato
sobre 0s seres vivos, podendo a quantificagdo dessas alteragdes ser usada para determinar o grau
de toxicidade a que esses organismos estdo sujeitos (biomarcadores de toxicidade por glifosato).
Apresentam-se a seguir alguns estudos acerca desses possiveis biomarcadores. Através de um
estudo realizado em ratos fémeas ¢ seus fetos, acerca dos efeitos decorrentes da ingestio de
glifosato a 1% durante 21 dias, podem-se verificar dois possiveis biomarcadores para a
contaminagdo por glifosato. Séo eles o nivel de TBARS (substincias reactivas do acido
tiobarbitarico - indicador de peroxidagdo lipidica), e o nivel de GPx (glutationa peroxidase -
enzima antioxidante). Os seus aumentos relativamente aos valores controlo levam-nos a crer que
houve modificacdes biolégicas nos ratos estudados devido ao composto toxico; portanto, a
quantificagdio destes representa bons biomarcadores da exposig¢do a glifosato em ratos (Beuret ef
al., 2004). Existem igualmente estudos acerca da capacidade do glifosato em inibir in vitro a
actividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),

lactato dehidrogenase (LDH) e acetilcolinesterase (AChE) (Hernandez ef al., 2000). Contudo, os
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estudos in vivo ndo tém conseguido provar essas evidéncias. Um estudo realizado tentava provar
a inibigao da actividade de certas enzimas no peixe mosquito (Gambusia yucatana) por parte do
pesticida glifosato; entre essas enzimas, encontrava-se a lactacto desidrogenase (LDH), ¢ a
analise dos resultados provou que ndo havia alteragdo significativa na quantidade da enzima entre
0s animais expostos ao composto toxico por longos periodos de tempo comparando com os
organismos controlo (Osten ef al., 2004). Sendo assim, a actividade da lactato dehidrogenase nio
sera um bom biomarcador para avaliar a contaminagdo por glifosato no organismo estudado.
Outros biomarcadores que anteriormente se pensava pudessem ser usados na quantificagdo da
exposigdo a glifosato ja se encontram praticamente fora de uso, devido aos resultados negativos
ja observados. Sio exemplos disso os niveis das enzimas Ca’"-ATPase e das colinesterases,
quantificados num estudo realizado nos génglios nervosos do molusco Phyllocaullis soleiformis
(Silva et al., 2003), e os niveis de glutationa S-transferase (GST) demonstrado num estudo
realizado nas guelras do peixe Gambusia yucatana (Osten et al., 2004). Posto isto, pode concluir-
se que os biomarcadores que oferecem mais garantias de utilizagfio na espécie de crustaceo em
estudo (Procambarus clarkii) sdo o nivel de TBARS e o nivel de GPx, pois para todos os outros
ndo existem provas suficientes de que possam setr biomarcadores da toxicidade por glifosato.
Contudo, mesmo estes biomarcadores terdo de ser sujeitos a estudos mais aprofundados
nomeadamente no proprio animal (Procambarus clarkii) e com concentragdes mais baixas de
composto toxico, pois as respostas fisioldgicas variam muito de animal para animal e de acordo

com as COI1C€[1H'HQ(3€S em estudo.

8.4. Possiveis biomarcadores para o estudo da toxicidade exercida pelo chumbo no

organismo Procambarus clarkii.

Pelo facto de o chumbo ser um agente que contactou com o ser humano ao longo de toda
a historia da civilizagdo, existem varios estudos que nos permitem inferir acerca da toxicidade
exercida pelo chumbo em humanos. Entre os possiveis biomarcadores da exposi¢do humana a
chumbo, podemos referir modificagdes a nivel da qualidade do sémen e modificagdes na
condensagdo da cromatina do esperma. Isto ficou provado através de um estudo realizado numa
populagdo de homens da regido de Lagunera (México), regido altamente industrializada que

possui das maiores industrias de chumbo do mundo. Neste estudo verificou-se uma diminuigédo
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do volume de esperma, um aumento da condensagdo da cromatina, uma diminuigdo da
concentracdo do esperma, uma variagdo da morfologia do esperma e da sua viabilidade nos
homens da regido, relativamente a valores de referéncia (Hernandez-Ochoa ef al., 2005). Todos
estes pardmetros podem ser considerados bons biomarcadores da toxicidade por chumbo em seres
humanos, uma vez que se verificam alteragdes significativas nas fungdes biologicas destes
cidadéios pela exposigdio ao chumbo. Outros possiveis biomarcadores poderdo ser a actividade da
4dcido-delta-aminolevulinico desidratase (ALAD) no sangue e a concentragéio de protoporfirina
(EP) nos eritrécitos. Isto ficou demonstrado através de um estudo realizado na Croacia, em que
trabalhadores expostos a chumbo durante 10 ou mais anos apresentavam um menor valor tanto da
enzima ALAD como de protoporfirina (Telisman e «l., 2000). O nivel de célcio no plasma
podera ser usado para determinar o grau de contaminagdo por chumbo ao qual os organismos
estdo sujeitos, pois o principal mecanismo de toxicidade deste metal ocorre através da
substitui¢do do calcio nos tecidos dsseos (Phyles, 2007). Um estudo efectuado na Nigéria, entre
outras coisas, demonstrou isso mesmo, pois trabalhadores que estavam sujeitos a este metal
evidenciavam um nivel menor de calcio no plasma do que os trabalhadores controlo (ndo sujeitos

a qualquer tipo de exposi¢do a chumbo) (Onunkwor ef al., 2004).

Encontra-se provado que o chumbo em elevada quantidade inibe a ac¢do das enzimas
dependentes da glutationa, entre as quais se encontra a glutationa S-transferase (GST), enzimas
essas importantes na defesa do organismo contra o stress oxidativo (Onunkwo ef al., 2004). Estas
isoenzimas podem ser assim consideradas bons biomarcadores da toxidade por chumbo em

animais.

Um estudo realizado no bivalve Ruditapes philippinarum revelou uma diminuigdo da
actividade da enzima alanina aminotransferase (ALT) & medida que se aumentava a concentragao
de chumbo no local (350-700 ug/L) (Blasco e Pupo, 1999). Isto quer dizer que a alanina
aminotransferase (ALT) podera ser um bom biomarcador para a contaminagfo por chumbo no
animal do estudo. Em locais préximos da Pateira de Fermentelos encontramos em diversos peixes
concentragdes de chumbo entre 0,04 e os 0,115 pg/g, como nos mostra a tabela n°2; atraves
destes valores e dos valores dados por Blasco e Puppo (1999), concentragdes na ordem dos 350—

700 ug/L. para obter alteragdes no organismo (enzima ALT), é de supor que na Pateira de
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Fermentelos nio existem concentragdes de chumbo significativas para causar efeitos toxicos no

organismo.

Apos estes estudos, pode concluir-se que o biomarcador que oferece mais certezas
relativamente a sua utilizagdo no animal em estudo (Procambarus clarkii) € o nivel da enzima
ALT devido a ter sido efectuado o teste num organismo filogeneticamente ndo muito distante do
organismo em estudo e devido ao facto de se tratar também de um organismo aquatico. Outros
possiveis biomarcadores sdo os niveis de glutationa S-transferase, ALAD ¢ o nivel de célcio,
apesar da distancia filogenética entre o homem e o animal em estudo; a quantidade de sémen,
bem como a sua qualidade, poderdio ndo ser bons indicadores, devido ao facto do mecanismo
sexual do animal ser bastante diferente do humano. Contudo, todos os possiveis biomarcadores
teriam de ser confirmados no organismo em estudo e a concentragdes baixas de composto toxico,
pois existem bastantes diferengas biolégicas entre os varios animais estudados e o animal em

estudo, e as concentragdes variam muito a expressio das respostas.

8.5. Possiveis biomarcadores para o estudo da toxicidade exercida pelo cadmio no

organismo Procambarus clarkii.

Existem vérios biomarcadores descritos em estudos que nos permitem inferir acerca da
toxicidade exercida pelo cadmio em animais, entre os quais se podem enumerar niveis de
enzimas, peso corporal, defeitos a nivel de DNA e RNA entre outros. Entre os biomarcadores que
poderdo ser usados para avaliar a toxicidade exercida pelo caddmio em animais podemos enumerar
as actividades das enzimas Na" K* ATPase, como ficou demonstrado através de um estudo
realizado nas branquias de juvenis da espécie Cyprinus carpio, estudo este em que houve uma
inibicdo da actividade destas enzimas por exposigéo ao metal toxico (concentragdo de 1,6 mg/L
durante 14 dias). Esta inibigio terd um papel muito importante em termos de toxicidade, uma vez
que esta enzima medeia o transporte activo de Na" e K*, sendo que a sua inibi¢fo ird desencadear
uma perturbagéio a nivel da osmoregulagdo (De la Torre ef al., 1999). Sendo assim, esta enzima é
um bom biomarcador de toxicidade por cadmio no animal Cyprinus carpio. Um estudo efectuado
no gastrépode marinho Nassarius festivus demonstrou vérios biomarcadores passiveis de serem

utilizados em organismos na avaliagio da toxicidade decorrente da exposi¢do a cadmio
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(concentragdes na ordem das mg/L), sendo os biomarcadores utilizados o crescimento potencial
(SfG), variagio de peso, variagio de tamanho e a variagio na proporgio RNA/DNA.
Verificaram-se alteragdes significativas em todos estes pardmetros (Wo ef al,, 1999), o que
demonstra a possivel utilizagéo destes como biomarcadores de toxicidade para este organismo.
Outros possiveis biomarcadores passiveis de serem usados na determinagiio da toxicidade
causada pelo cadmio sobre animais sdo o nivel de metalotioneinas e de algumas enzimas muito
importantes no mecanismo de defesa antioxidante contra compostos toxicos, tais como a
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa
reduzida (GSH). Isto pode ser demonstrado através de um estudo em que se avaliou essas
alteragdes nas branquias ¢ no hepatopancreas do crustaceo Charybdis japonica sujeitos a
concentragdes de 0,025 e 0,05 mg/L. de cadmio durante um periodo de 15 dias, obtendo-se
variagdes significativas em todos os pardmetros estudados (Pan er al., 2006). Sendo assim, estes
poderdo ser utilizados como biomarcadores para a toxicidade provocada pelo cadmio neste
organismo. Um estudo realizado no crustaceo Daphnia magna revelou outros possiveis
biomarcadores para a contaminagio por cadmio, sendo eles o crescimento ¢ a taxa de reproduggo.
Um aumento de concentragio de cadmio (concentragdes entre os 0,1 x 10°M e os 4,0 x 10°M)
causou uma diminuicdo significativa destes pardmetros em D. magna, (Baillieul er al., 2005).
Contudo, os estudos que oferecem mais garantias de possiveis biomarcadores para o animal em
estudo, sdo aqueles que sdo efectuados ou no proprio animal ou em animais filogeneticamente
proximos. O nivel de aglicar no sangue, a taxa de eclosdo de ovos e a taxa de fecundagdo poderdo
ser usados como biomarcadores para a exposigfio a cddmio no organismo Procambarus clarkii.
Os dados descritos por Fingerman ef al. (1998) mostraram que a exposicdo do lagostim em
estudo ao cadmio causou um aumento no primeiro ¢ diminuigdes no segundo e terceiros
pardmetros. Apds estes estudos, podera dizer-se que os biomarcadores que mais possibilidades de
sucesso para avaliar os efeitos do metal cadmio no crustdceo Procambarus clarkii serdo o nivel
de aglicar no sangue, taxa de eclosio ¢ a fecundidade. Pode também sugerir-se o emprego do
crescimento, da taxa de reprodugdo, o nivel de metalotioneinas e das enzimas SOD, CAT, GPx e
GSH, as variagdes de SfG (taxa de crescimento potencial), o peso, o tamanho, a relagdo
RNA/DNA e as enzimas Na® K" ATPase. No entanto, serd necessario realizar testes com o
préprio animal e a diversas concentragdes de metal toxico para aferir da real possibilidade de

utilizar estes biomarcadores para avaliagdo da toxicidade do cadmio veiculado por via ambiental.
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De acordo com os valores encontrados por Baillieul ef al. (2005) e atendendo as concentragdes
deste metal verificadas em peixes provenientes de locais proximos da Pateira de Fermentelos,
como nos mostra a Tabela 2 (concentragdes entre 0,lx10‘8 Me 4,0}{10'8 M), ndo sera de crer que
este metal se encontre neste local em concentragdes capazes de causar efeitos adversos nos

animais da Pateira, entre os quais o Procambarus clarkii.

IX. Depuracio

Segundo Lemaire ¢ Lemaire (1975) a depuragdo ou purificagio de um corpo ou substancia
por processo natural ¢ um “processo bioldgico natural de depuragéo dos poluentes organicos de
um meio aquéatico”. Dependente dos microrganismos presentes (bactérias, algas, fungos,
protozodrios), das possibilidades de oxigenagdio e reoxigenagdo, da atmosfera e da luz
(fotossintese) . A depuragdo consiste em colocar pescado em recipientes durante um
determinado periodo de tempo sujeitos a agua corrente. Esta tem como principal objectivo a
limpeza do tracto digestivo e da parte exterior do organismo (Ferreira ef al., 2003), possibilitando
a climinagdo de toxicos existentes. Segundo o Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade de
Santa Catarina (CCAUFSC, 2003) o tempo de depuragdo estd muito dependente do que se
pretende depurar, existindo alguns componentes que sdo de dificil depuragdo como os metais
pesados, biotoxinas, hidrocarbonetos e virus. A depuragdo pode ser de dois tipos: natural ou
artificial. O processo natural baseia-se somente na transferéncia dos animais de locais onde exista
menor qualidade de dgua para locais de boa qualidade; a depuragdo artificial ¢ efectuada numa
estagdo depuradora com fluxo de continuo de agua esterilizada (CCAUFSC, 2003). Os
crustaceos, para além de poderem depurar a quantidade de toxico existente no organismo através
dos tecidos moles, possuem um mecanismo muito eficaz de depurar muitos toxicos que € atraves
da sua muda de exoesqueleto. Este mecanismo torna-se particularmente vantajoso no caso de
alguns metais. Isto pode ser demonstrado através de um estudo em dois locais dos Estados
Unidos (um muito industrializado, Piles Creek e outro pouco industrializado, Tuckerton),
efectuado no organismo Uca pugnax durante o qual foram estudados os niveis de zinco, cobre ¢
chumbo antes e depois da muda de exoesqueleto como nos mostra a tabela abaixo (Bergey ¢

Weise, 2007).
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Tabela n°6 — Concentragiio de metais nos tecidos de Uca pugnax (Fonte: Bergey e Weise, 2007)

Antes da Piles Creek n=18 Tuckerton n=18
muda
Tecidos moles Carapacga Tecidos moles Carapaca
(ngle) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
Cobre 639,69 152,7 518,9 136,66
Chumbo 41,37 41,28 20,36 27,03
Zinco 165,78 46,58 149,85 46,64
Depois da Piles Creek n=25 Tuckerton n=20
muda
Tecidos moles Exuvium Tecidos moles Exuvium
(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
Cobre 306,46 78,53 194,37 16,72
Chumbo 18,31 129,81 11,46 33,07
Zinco 133,30 79,63 108,75 25,63

Através destes resultados pode-se concluir que o organismo em estudo (Uca pugnax)
depura muita quantidade de chumbo, dando-se essa depuragéo essencialmente através da muda de
exoesqueleto, verificando-se passagem de toxico de locais interiores do organismo para a casca.
Um estudo realizado por Kahle ¢ Zauke (2001) no animal Mertridia gerlachei da regido da
Antarctida veio demonstrar essa capacidade dos crusticeos depurarem chumbo, bem como a dos

mesmos depurarem igualmente cadmio, como se pode ver pelas figuras abaixo.
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Figura n° 9 — Exposigio e depuragio (D1-14 dias de depuragdo apos 10 dias de exposigio, D2-8 dias de depuragdo

apds 20 dias de exposigio) de cadmio por parte do animal Metridia gerlachei (Kahle e Zauke, 2001).
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Figura n°10 — Exposigdo e depuragdo (D1-14 dias de depuragiio apds 10 dias de exposigio, D2-8 dias de depuragiio

apos 20 dias de exposigio) de chumbo por parte do animal Metridia gerlachei (Kalle e Zauke, 2001).

Apesar de ndo se possuir estudos acerca da capacidade de cristaceos depurarem os
pesticidas em estudo (nem qualquer outro tipo de pesticidas), existem estudos em outros animais
marinhos que nos poderdo dar informagdo acerca dessa possibilidade. Entre estes pode enunciar-
se um estudo realizado sobre um grupo de tainhas (Mugil cephalus) existentes no rio Douro,
acerca da sua capacidade de depurarem PCBs (Bifenilos Policlorados) e DDTs

(Diclorodifeniltricloroectanoanos). Estando os dados dessa depuragio na tabela abaixo.

Tabela n°7 — Concentragdes (ng/g ") de organoclorados nos musculos e figado do grupo de tainhas durante o tempo
de estudo (270 dias) (Fonte: Antunes ef al., 2004).

Compostos | Tempo de depurag¢iio | Tempo de depuragio

(dias) (dias)
Musculo Figado
0 21 120 1270 | 0 21 120 | 270
(1 PCBs 311 | 821 |88 49 686 | 870 | 259 | 503

p,p-DDE [40 [55 [290 [ g1 |79 |79 |123
pp-DDD [83 |14 |50 [12 [30 [25 |12 [18
p,p-DDT |17 |23 [74 |05 [34 [40 [20 |14
0 DDTs 65 | 106 |41 13 15 [108 | 111 | 153
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Apesar de este estudo ter sido feito num animal filogenéticamente bastante diferente do
animal em estudo, podera se transpor algumas ilagdes deste, devido essencialmente aos seus
mecanismos de eliminagio de toxicos serem bastante idénticos. No animal estudado ocorreu
bastante eliminacdo de PCBs e DDTs; contudo, esta eliminagdo ndo se deu logo apds o inicio da
depuragiio, mas sim a partir dos 120 dias e essencialmente a nivel dos masculos, ndo se dando
praticamente nenhuma através do figado. Atendendo a isto serd de supor que o organismo
Procambarus clarkii, eliminara grande quantidade de pesticidas, pois para além da eliminagdo
efectuada nos musculos, é de crer que tal como alguns metais haja grande eliminagfo através da

muda de exoesqueleto.

Através de todos estes resultados é de supor que o organismo Procambarus clarkii
existente na Pateira de Fermetelos, caso fosse sujeito a um processo de depuragdo durante um
tempo relativamente longo, seria capaz de eliminar a maioria dos téxicos por ele acumulados,
passando a nfio constituir risco para a espécie humana decorrente do seu consumo. Assim, pode-
se concluir que a ingestdo de animais por seres humanos que ndo estejam sujeitos a um processo
de depuragiio representa um risco potencial de toxicidade, relativamente a ingestdo de animais

que estejam sujeitos a esse processo.

X. Metodologias usadas actualmente para a detec¢fio dos diversos contaminantes

Apesar das quantidades de alguns dos contaminantes estudados tanto nos locais de
captura como nos proprios organismos serem ja importantes do ponto de vista toxicologico, e por
isso ser necessaria a sua determinacdo, tais quantidades ainda néo sdo suficientemente elevadas
para poderem ser determinadas, do ponto de vista das metodologias analiticas convencionais de
determinagfio, sendo necessarios métodos analiticos com elevada precisdo e baixo limite de
detecgdio para os determinar com eficicia. Assim, ao longo dos tempos tentaram-se desenvolver
métodos cada vez mais avangados do ponto de vista destes requisitos. Encontram-se descritos na
literatura varios métodos para a determinagdo dos pesticidas e dos metais em estudo, em diversas
matrizes (dgua, frutos e vegetais), ndo existindo contudo estudos referenciados da determinagédo
destes contaminantes em animais, sendo por isso algo dificil a transposigiio com certezas desses

resultados para os casos em questdo.
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10.1. Possiveis metodologias a serem usadas na determina¢do do cimoxanil em amostras do

crustaceo Procambarus clarkii.

Existem varios métodos descritos para a determinagéio do pesticida cimoxanil em diversas
matrizes, baseados essencialmente em técnicas de cromatografia gasosa (GC) e de cromatografia
liquida (LC), variando o método de acordo com o tipo de extracgdo e solvente utilizado, assim

como com o tipo de detector utilizado.

Uma das metodologias que podera ser utilizada na determinagéo de cimoxanil encontra-se
descrita por Gelsomino et al. (1997), que combina a técnica de GC-ECD (cromatografia gasosa
com detecgfio por captura de electrdes) com GC-MS (cromatografia gasosa com detecgdo por
espectroscopia de massa). De referir que neste estudo ndo foi determinado o cimoxanil
isoladamente mas sim numa mistura de pesticidas existentes nas uvas, pelo que a interacgdo dos

varios pesticidas na mistura condiciona a detecgdo e os tempos de retengédo de cada um.

Outras metodologia que podera ser usada na determinagdo do cimoxanil encontra-se
descrita por Hengel e Shibamoto (2001), tendo sido usada na determinacdo deste pesticida em
uvas através de um método sequencial que incluia cromatografia de permeacdo em gel (GPC),
extracgfio em fase solida (SPE) e cromatogratia gasosa (GC), com a detecgdo a ser feita através
de um detector fésforo/azoto (NPD), um tipo especial de detector que responde selectivamente, e
de forma linear, a compostos orgénicos que contenham azoto e/ou fésforo. Este detector (NPD)
responde ainda a hidrocarbonetos normais, com uma intensidade cerca de 100000 vezes menor
do que a compostos contendo azoto ou fésforo. Devido a sua selectividade e sensibilidade o
detector NPD ¢ geralmente usado para a detecgdo de pesticidas, herbicidas e drogas de abuso. No
mesmo estudo é ainda referido que podera ser usado também na determinagdo do cimoxanil
cromatografia liquida de alta performance com multicoluna multidireccional (MC-HPLC) com
detecgdo por UV, fornecendo contudo piores resultados em termos de limite de detecgdo e de
resolugiio do cromatograma (mais complexo), mas igualmente com uma boa sensibilidade e

tempo de analise.

53



Avaliagio dos Efeitos Toxicolégicos Decorrentes do Consumo Humano de Lagostim Vermelho da Louisiana
(Procambarus clarkir).

Um dos métodos analiticos mais aceites e utilizados por muitos laboratorios na
determinagiio de cimoxanil € de outros pesticidas em amostras de agua, ¢ a técnica de
cromatografia liquida com detecgdio por espectrometria de massa (Tandem mass spectromelry,
MS/MS) com extracgiio em fase solida (SPE); esta técnica permite determinagdes com elevada
sensibilidade, confianga e rapidez usando apenas uma pequena quantidade de amostra. Outros
autores referem ainda uma outra técnica ainda mais avangada em termos de resolugdo de
cromatograma, maior rapidez de andlise e maior sensibilidade: trata-se da cromatografia liquida

de alta performance acoplada a detectores MS/MS (Rodrigues ef al., 2007).

Através dos resultados emanados destes estudos e publicados na literatura da
especialidade € de sugerir que 0 método que oferece mais garantias em termos da determinagio
do pesticida em estudo (cimoxanil) numa amostra do organismo Procambarus clarkii ¢ a
cromatografia liquida (LC), pois para além de ser um dos métodos mais avangados ¢ o (nico
método estudado para o pesticida isoladamente. E de supor também que o método de detecgio
que mais garantias da de ser utilizado ¢ a espectrometria de massa tandem (MS/MS), pois € o

método actualmente mais aceite, como se pode ver nos estudos mais recentes.

10.2. Possiveis metodologias a serem usadas na determina¢do do propinebe em amostras do

crustaceo Procambarus clarkii.

As metodologias tradicionais de detecgfio deste pesticida baseavam-se na hidrélise acida
do propinebe na presenga de cloreto de estanho resultando na libertagéio do bissulfito de carbono
(CS>), sendo este posteriormente determinado por diversas técnicas, tais como espectrofotometria
ou por cromatografia gasosa (GC). Mais recentemente tém sido utilizadas nessa determinagdo
técnicas sem degradagfio do propinebe, como o HPLC com detecgdo por UV ou com detecgdo
electroquimica, voltametria de redissolugdo anddica de pulso diferencial ou a cromatografia

liquida com detector de massa (Kazos ef al., 2007).

A metodologia estudada por Kazos es al (2007) baseia-se na hidrélise pelo método

tradicional com formagdo de CS, seguido da determinagdo por cromatografia gasosa com
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detecgdo por espectroscopia de massa (GC-MS). De acordo com estes autores, este método €

rapido, simples e sensivel para a determinagdo destes contaminates nas amostras que os contém.

Através destes indicios sera dificil determinar qual o método que oferece mais garantias
de ser utilizado devido a escassez de resultados, contudo serd de supor que a técnica de GC-MS
poderd ser uma boa escolha devido a ser uma técnica rapida e muito sensivel, contudo ter-se-ia

que ter em atengéio na escolha de método, a adequagéo ao tipo de amostra a analisar.

10.3. Possiveis metodologias a serem usadas na determinagfio do glifosato em amostras do

crustaceo Procambarus clarkii.

Ao longo dos tempos tém surgido diversas técnicas para se proceder a determinagdo do
glifosato nas mais variadas amostras. Comegou-se com técnicas em que era necessaria pré-
concentragdo como cromatografia gasosa (GC) e HPLC com a detecgéo a ser feita por UV ou MS
(espectroscopia de massa) (Cartigny ef al., 2008), passando pela Electroforese capilar (CE),
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) (Guo ef al., 2005) e cromatografia liquida (LC)
com detec¢do a ser feita por espectroscopia de massa (MS) (Ghanen et al., 2007) ou por
fluorescéncia (FD) (Hidalgo ef al., 2004). Mais recentemente surgiu a cromatografia ionica
acoplada a espectrometria de massas com uma fonte de plasma indutivamente acoplado (IC-1CP-
MS) (Guo ef al., 2005) e a espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (NMR) (Cartigny ef
al., 2008).

As técnicas de GC, HPLC (Cartigny ef al., 2007) e LC (Ghanen ef al., 2007) comegaram a
cair em desuso devido 4 baixa sensibilidade devido essencialmente a necessidade de processos de
pré-concentragdo e de derivatizagdo que sdo necessarios. Processos como ELISA e métodos
clectroforéticos néio sdo muito usados devido aos custos elevados e aos testes ndo se encontrarem
facilmente disponiveis no caso da ELISA e as baixas sensibilidades conseguidas devido ao
pequeno volume de amostra injectado no caso dos métodos electroforéticos (Guo ef al., 2005).
Sendo assim os métodos que oferecem mais garantias de serem utilizados na determinagéo do

teor em glifosato em amostras é a cromatografia ionica (IC) (Guo et al., 2005) e a espectroscopia

35



Avaliaciio dos Efeitos Toxicologicos Decorrentes do Consumo Humano de Lagostim Vermelho da Louisiana
(Procambarus clarkit).

de ressondncia magnética (NMR) (Cartigny et al., 2008) devido a serem métodos selectivos e

sensiveis sem necessitarem de derivatizagdo e/ou pré-concentragio da amostra.

Assim, no caso de amostras do crusticeo em estudo, os métodos que oferecerdo mais
garantias de poderem ser utilizados com maior eficicia na determinagéo do pesticida (glifosato)
serdo a cromatografia idnica acoplada a espectrometria de massas com uma fonte de plasma
indutivamente acoplado (IC-ICP-MS) e a espectroscopia de ressondncia magnética nuclear
(NMR), tendo que se ter em atengdo na escolha da técnica as especificidades da amostra a

analisar.

10.4. Possiveis metodologias a serem usadas na determina¢iio do chumbo em amostras do

crustaceo Procambarus clarkii.

Varias técnicas tém sido utilizadas na determinagdo do metal chumbo em amostras, entre
essas técnicas as mais utilizadas ao longo dos tempos foram as técnicas voltamétricas,

potenciométricas, ICP e as espectrofotométricas (sendo estas as mais usadas actualmente).

As técnicas voltamétricas requerem uma mineralizagdo completa da amostra de forma a
eliminar todos os seus interferentes, sendo assim muito laboriosas (Dessuy ef al., 2008). As
técnicas potenciométricas apresentam como grande vantagem em relagdo as voltamétricas a ndo
necessidade de grandes quantidades de amostra para se proceder a determinagéo (Dessuy ef al.,
2008), contudo estas ndo sdo as técnicas mais utilizadas na determinagfio de metais devido a
haver muita oscilagio de potencial durante a determinago, ndo se conseguindo determinagdes

muito precisas (Couto e Montenegro, 2000).

Tanto a espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) como a
espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) possuem
graves problemas na sua utilizagdio, no caso da detecgdo por MS devido ao custo de analise, no

caso da detecgo por OES devido a baixa sensibilidade (Dessuy ef al., 2008).
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De entre as téenicas espectrofotométricas sdo usadas essencialmente trés técnicas:
espectroscopia de absorgfo atomica por chama (FAAS), espectroscopia de absor¢do atdmica com
atomizagiio electrotérmica (ETAAS) e a espectroscopia de absorgdio atdmica em cdmara de
grafite (GFAAS). A FAAS ¢ uma técnica muito usada nas amostras de vinho (Dessuy ef al.,
2008), tratando-se de uma técnica simples ¢ de baixo custo (Aleixo ef al., 2004) , que apresenta
contudo uma sensibilidade baixa (Dessuy ef al., 2008) estando o limite de detecgdo do aparelho
geralmente abaixo dos valores encontrados nas amostras (Aleixo ef al., 2004). A técnica GFAAS
¢ uma das técnicas mais usadas para a determinagdo em amostras de alimentos contaminados,
tratando-se de uma técnica muito sensivel e de facil execugdo (Aleixo et al., 2004). A técnica que
se encontra descrita que oferece mais garantias de ser utilizada nas mais variadas amostras
contendo chumbo €é a técnica de espectroscopia de absorgdo atdmica com atomizagdo
electrotérmica (ETAAS) possuindo esta como principais vantagens a sua elevada sensibilidade, a
boa tolerabilidade das matrizes (Dessuy et al., 2008) e a sua capacidade de requerer apenas uma
pequena quantidade de amostra (reduzindo em muito as possibilidades de contaminacéo) (Jurado

el al., 2006).

Assim, as técnicas que poderdo oferecer melhores resultados na determinagéio do metal
em estudo nos tecidos do animal Procambarus clarkii serdo as técnicas de espectroscopia de
absorgdio atdmica em cAmara de grafite e a espectroscopia de absor¢éio atdmica com atomizagdo

electrotérmica.

10.5. Possiveis metodologias a serem usadas na determinag¢io do cadmio em amostras do

crustaceo Procambarus clarkii

Encontram-se diversas técnicas descritas para a determinagdo de cddmio em amostras,
entre estas pode-se enumerar a Voltametria, cromatografia iénica (Jurado e al., 2006), métodos
ICP (ICP-MS ¢ ICP-OES), espectroscopia de absorgdo atdmica com atomizagéo electrotérmica
(ETAAS) (Farinas ef al., 2007), método de activagio de ides (NAA), espectroscopia de absorgdo
atomica por chama (FAAS) (Pourreza e Mousavi, 2004) e a espectroscopia de absorgéo atémica

em camara de grafite (GFAAS) (Hernandez-Caraballo ef al., 2003).
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De entre estas técnicas tal como j& foi referido anteriormente algumas destas técnicas
praticamente néo sdo utilizadas como ¢ o caso das ICP-MS e as NAA devido ao elevado prego de
andlise, apesar de possuirem elevada selectividade e sensibilidade (Pourreza e Mousavi, 2004), a
[CP-OES (Farinas ef al., 2007) e a FAAS (Pourreza ¢ Mousavi, 2004) devido ao facto de néo
serem suficientemente sensiveis e ao baixo limite de detecgdo (necessidade de técnicas de pré-

concentragdo e separagao).

Posto isto, as técnicas mais usadas na determina¢éo do cadmio sdo a ETAAS e a GFAAS.
As ETAAS destacam-se da maioria das outras técnicas devido a sua simplicidade de utilizagéo,
sensibilidade elevada, especificidade (Farinas ef al., 2007) e pouco tempo para a determinagéo
(Jurado et al., 2004), contudo este método apresenta algumas limitagdes entre as quais se
destacam a interferéncia de anides e catides e a perda de analitos por volatilizagdio. A técnica
GFAAS também € uma técnica de exceléncia na analise de caddmio sendo usada em muitissimas

andlises, sendo um método rapido, simples e de confianga (Hernandez-Caraballo ef al., 2003).

Através destas evidéncias, tal como acontece no caso do chumbo, os métodos que
oferecem mais garantias de poderem ser utilizados na determinagdo de cadmio nos tecidos do
animal em estudo sdo a espectroscopia de absor¢do atomica em cdmara de grafite (GFAAS) e a

espectroscopia de absorgédo atomica electrotérmica (ETAAS).
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XI. Conclusio

Através deste trabalho de pesquisa bibliografica foi possivel constatar que o lagostim
vermelho da Louisiana pode constituir um vector de contaminagdo para as populagdes humanas
que dele se alimentam, nomeadamente no caso dos metais pesados estudados (cadmio e chumbo),
devido ao facto de estes serem muito e facilmente acumuldveis pelo animal em estudo. Para o
caso dos pesticidas estudados (cimoxanil, propinebe e glifosato) ndo foi possivel tirar completas
ilagdes acerca dessa possibilidade, pois os estudos existentes na bibliografia ndo foram
efectuados no proprio animal, nem com os pesticidas em estudo. Assim, ¢ em fungfio dos
resultados referidos, s6 se poderd falar em meras possibilidades. Assim, podera dizer-se que as
populagdes humanas que se alimentam destes organismos capturados na Pateira de Fermentelos,
poderdo estar a acumular principalmente metais pesados, e eventualmente pesticidas. Através da
analise dos resultados existentes para os pesticidas estudados, podera dizer-se que, caso ocorram
intoxicagdes pelos pesticidas Milraz” ¢ Roundup®, poderdo surgir alguns problemas de satde em
humanos. Estas consequéncias serdo importantes principalmente se esta ingestdo se der de forma
continuada. No caso da mistura Milraz", a sua toxicidade deve-se essencialmente ao pesticida
propinebe, pois este exibe uma toxicidade bastante pronunciada mesmo em baixas doses (ex.:,
problemas a nivel da tirdide, reprodugdo e varios tipos de cancro). Nesta mistura (cimoxanil +
propinebe) a toxicidade referente ao pesticida cimoxanil é negligenciavel quando comparada com
a do propinebe; contudo, este composto, devido a sua facilidade em atravessar membranas,
poderd causar toxicidade a nivel neurolégico. O pesticida Roundup” (glifosato), aparentemente
devido a sua rapida excregfio, ndo acarretard muitos problemas para a populagéo que se alimenta
do organismo. No entanto, podem surgir diversos tipos de cancro, mutagdes ou problemas a nivel
reprodutivo. Relativamente aos metais estudados, estes poderdo também levantar alguns
problemas de toxicidade para as populagdes que se alimentam do organismo Procambarus
clarkii. O chumbo exerce toxicidade mesmo em baixas doses, logo a ingestdo deste metal através
da alimentagdo podera ja ser suficiente para desencadear toxicidade. Essa toxicidade ¢ agravada
devido a elevada taxa de acumulagdo a nivel dos tecidos moles (principalmente rim e cérebro),
podendo por vezes essa acumulagio resultar em fenémenos carcinogénicos. No caso da ingestdo
deste metal se dar por parte de criangas e gravidas, deveremos estar particularmente atentos a

possiveis efeitos que dai poderdo advir., O cadmio, tal como o chumbo, podera também causar
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graves problemas de saude, principalmente em individuos que fagam uma alimentagéo frequente
com alimentos contendo residuos de cadmio, pois este exerce seus efeitos principalmente por via
cumulativa (altamente persistente no organismo), dando-se esses efeitos essencialmente a nivel
dos rins, figado e sistema reprodutivo. Assim, e atendendo as quantidades relativamente elevadas
dos metais chumbo e cadmio existentes nas zonas confluentes da Pateira de Fermentelos, a
ingestdo do animal Procambarus clarkii, podera ja ser encarada como danosa para a saltde
publica. Quanto ao caso dos pesticidas, ndo existem dados solidos para se inferir acerca dessa
possibilidade. O ideal seré fazer determinagdes no préprio animal, por intermédio da utilizagdo de

diversas metodologias e diversos biomarcadores.

O risco que representa a ingestdo deste animal pelo ser humano pode ser avaliado pela
determinagdo experimental dos niveis dos toxicos nos organismos dos animais a consumir, bem
como as alteragdes fisioldgicas causadas pela presenga dos mesmos residuos (biomarcadores).
Para isso existem determinadas metodologias laboratoriais para a quantificagdo dos residuos de
metais e pesticidas nos tecidos ediveis, bem como dos efeitos decorrentes. Como método de
determinagdo para o cimoxanil poderd ser usada a cromatografia liquida com detecgdo por
espectroscopia de massa (LC-MS), e como biomarcadores as aberragdes cromossomais, bem
como os niveis de algumas enzimas (PChe, GGT, SGOT, SGTP) do soro. No caso do propinebe,
podera ser usada como metodologia de determinagéio a cromatografia gasosa com detecgédo por
espectroscopia de massa (GC-MS) e como biomarcador a inibigdo da regeneragio dos membros.
Por fim, para o Gltimo pesticida em questdo, o glifosato, poderd usar-se como metodologia de
determinagéo a espectroscopia de massa com plasma indutivamente acoplado (IC-ICP-MS) ou a
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (NMR), e como biomarcadores poderd se
escolher a avaliagdo da peroxidagdo lipidica (TBARS) ou da glutationa peroxidase (GPx). Para o
caso dos metais os métodos de detecgdo sdo semelhantes: espectroscopia de absor¢do em cdmara
de grafite (GFAAS). O biomarcador preconizado para o caso do chumbo serd a actividade da
enzima ALT (alanina aminotransferase), e para o caAdmio, poder-se-a utilizar a avaliagdo do nivel

de aglicar no sangue, a taxa de eclosdo ou de fecundidade.
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