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RESUMO GERAL

O meio ambiente sofre impactos constantes causados pelas agdes antropicas. O
desenvolvimento acelerado dos meios de producéo e a auséncia de consciéncia ambiental tem
levado & degradacdo dos recursos naturais. Um dos recursos naturais mais prejudicados
atualmente sdo os recursos hidricos. A poluigéo é a principal casua dos danos aos ecossistemas
aquaticos, sendo que os efluentes industriais sdo as principais fontes de contaminantes. Neste
cenario, as industrias de curtume se destacam, uma vez que a producdo de couro gera um
efluente altamente toxico, devido aos seus componentes organicos e ndo-organicos, COmo 0S
metais pesados. Desta maneira, o efluente de curtume pode causar danos ambientais e
prejudicar a saude e sobrevivéncia dos organismos expostos. Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos da exposicdo a diferentes concentracdes de efluente de curtume do tipo wet
blue em parametros biométricos (crescimento, ganho de peso e indice Hepatossomatico- IHS),
comportamentais (alimentacdo, movimentacdo, agressividade e resposta ao objeto estranho) e
mutagénicos da tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). Foram realizados dois experimentos:
no experimento 1, os peixes foram expostos as concentracées de 2,5% (0,005%) e 25% (0,05%)
da concentracdo ambiental estimada (0,2%). Neste estudo, a tilapia-do-Nilo foi exposta por um
periodo de 96 horas e foram avaliados o efeito da exposicdo ao efluente de curtume nos
parametros biométricos e comportamentais. Ja no experimento 2, a tilapia-do-Nilo foi exposta
as concentracdes de 50% (0,1%) e 100% (0,2%) da concentracdo ambiental estimada do
efluente de curtume por 96 horas e foram avaliados os efeitos biométricos, comportamentais e
mutagénicos. No experimento 1 o efluente de curtume causou aumento do IHS e da
agressividade nos peixes expostos ao poluente, sem alterar os outros parametros avaliados. No
experimento 2 o efluente de curtume casou alteracdo na resposta a objeto estranho e aumento
das frequéncias de anormalidades nucleares e micronucleo nos peixes expostos. Concluiu-se
que o efluente de curtume, mesmo em concentracdes abaixo da concentracdo ambiental
estimada, apresenta toxicidade para a tilapia-do-Nilo e causa danos biométricos,
comportamentais e mutagénicos, o que pode implicar em prejuizos ecoldgicos na sobrevivéncia
e reproducdo dos peixes.

Palavras-chave: Recursos hidricos; Meio ambiente; Poluicdo; Ecotoxicologia; Peixes.
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GENERAL ABSTRACT

The environment is constantly impacted by human actions. The rapid development of the means
of production and the lack of environmental awareness have led to the degradation of natural
resources. One of the most impaired natural resources today is water resources. Pollution is the
main cause of damage to aquatic ecosystems, with industrial effluents being the main source of
contaminants. In this scenario, the tanning industries stand out, since the production of leather
generates a highly toxic effluent due to its organic and non-organic components, such as heavy
metals. In this way, the tanning effluent can cause environmental damage and impair the health
and survival of exposed organisms. Thus, the objective of this study was to evaluate the effects
of exposure to different concentrations of wet blue effluent on biometric parameters (growth,
weight gain and Hepatosomatic Index - IHS), behavioral (feeding, movement, aggressiveness
and response to the object strange) and mutagenic from Nile tilapia (Oreochromis niloticus).
Two experiments were carried out: in experiment 1, fish were exposed to concentrations of
2.5% (0.005%) and 25% (0.05%) of the estimated environmental concentration (0.2%). In this
study, Nile tilapia was exposed for a period of 96 hours and the effect of exposure to tannery
effluent on biometric and behavioral parameters was evaluated. In the experiment 2, Nile tilapia
was exposed to concentrations of 50% (0.1%) and 100% (0.2%) of the estimated environmental
concentration of the tanning effluent for 96 hours and the biometric effects, behavioral and
mutagenic. In the experiment 1 the tanning effluent caused an increase in IHS and
aggressiveness in the fish exposed to the pollutant, without altering the other parameters
evaluated. In the experiment 2 the tannery effluent married alteration in the foreign object
response and increased frequencies of nuclear and micronuclei abnormalities in exposed fish.
It was concluded that tannery effluent, even at concentrations below the estimated
environmental concentration, presents toxicity to Nile tilapia and causes biometric, behavioral
and mutagenic damages, which may imply ecological damages in fish survival and
reproduction.

Keywords: Water resources; Environment; Pollution; Ecotoxicology; Fish.



APRESENTACAO

Os ecossistemas sdo impactados diariamente pela polui¢do, sendo que os efluentes de
origem industrial sdo as principais fontes poluidoras. As inddstrias de curtume geram um
efluente toxico, rico em metais pesados e compostos organicos 0s quais sdo lancados nos corpos
hidricos e comprometer organismos que dependem de tais recursos. Este estudo foi
desenvolvido com o objetivo de avaliar os efeitos que o complexo efluente de curtume pode
causar em organismos aquaticos, como os peixes. O estudo consistiu em avaliar os impactos do
efluente de curtume do tipo wet blue nos aspectos biométricos, comportamentais e mutagénicos
da tilapia-do-Nilo. O estudo foi dividido em dois capitulos.

No capitulo 1 as tilapias-do-Nilo foram expostas a concentracoes de efluente menores
do que aquela estimada para 0 meio ambiente. Foram analisados os efeitos da exposigéo a esse
contaminante por 5 dias no crescimento, ganho de peso, IHS, comportamento alimentar,
movimentacdo e comportamentos agonistico. Ja& no capitulo 2 as tilapias foram expostas a
concentragdo ambiental estimada e a uma concentracdo que representa a metade da
concentracdo ambiental estimada do efluente de curtume. Neste experimento também foram
avaliados os efeitos da exposicdo ao efluente de curtume por 5 dias nos parametros biométricos
da tilapia-do-Nilo. Neste experimento foi avaliada a capacidade de os peixes explorarem e se
habituarem a presenca de um objeto estranho, frente a exposicdo a um poluente. Além disso,
foi avaliada a capacidade do efluente de curtume em causar danos mutagénicos na tilapia-do-
Nilo.



CAPITULO 1

IMPACTOS SOBRE OS PARAMETROS BIOMETRICOS E
COMPORTAMENTAIS DA TILAPIA-DO-NILO (Oreochromis
niloticus) CAUSADOS PELA EXPOSICAO AO EFLUENTE DE

CURTUME

RESUMO

A indastria de couro contribui para o desenvolvimento econdmico de paises em
desenvolvimento, como o Brasil. Porém, a fabricacdo de couro gera uma grande quantidade de
residuos toxicos, que podem causar diversos danos ambientais. Assim, 0 objetivo do presente
estudo foi avaliar os efeitos da exposicdo ao efluente de curtume do tipo wet blue nos
parametros biométricos e comportamentais da tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), durante
a exposicao por 5 dias ao poluente. Foram formados trés grupos com 13 peixes cada grupo:
grupo controle (0%), grupo de exposicao | (2,5% da concentracdo ambiental estimada), grupo
de exposicdo Il (25% da concentragdo ambiental estimada). Os animais foram medidos e
pesados no inicio e no final do experimento. Os peixes foram mantidos individualmente em
aquarios e foram filmados no dia 1 (0 h), dia 3 (48 h) e dia 5 (96 h) do experimento para as
analises comportamentais. Foi observado o aumento no indice Hepatossomatico nos peixes
expostos ao efluente de curtume. Porém, ndo houve alteragcdes no crescimento e no ganho de
peso. O efluente de curtume néo alterou o comportamento alimentar e nao afetou a capacidade
de movimentacdo da tilapias-do-Nilo. Entretanto, houve um aumento significativo na
agressividade dos peixes expostos ao efluente de curtume em relacdo aos peixes do controle.
Portanto, concluiu-se que o efluente de curtume do tipo wet blue pode causar alteragdes sobre
parametros biométricos e comportamentais na tilapias-do-Nilo.

Palavras-chave: Meio ambiente; Poluicdo; Comportamento; Peixes
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IMPACTS ON BIOMETRIC AND BEHAVIORAL
PARAMETERS OF NILE-TILAPIA (Oreochromis niloticus)
CAUSED BY EXPOSURE TO THE EFFLUENT OF TANNERY

ABSTRACT

An industry of contributions to the economic development of developing countries, such as
Brazil. However, a leather manufacture generates a large amount of toxic waste, which can
cause various environmental damages. Thus, the objective of the present study was to evaluate
the biologic and behavioral parameters of Nile tilapia (Oreochromis niloticus), during a 5-day
period, to evaluate the effects of exposure to wet blue effluent. Three groups were formed with
13 fish each group: control group (0%), exposure group | (2.5% of estimated environmental
concentration), exposure group Il (25% of estimated environmental concentration). The
animals were measured and weighed at the beginning and no end of the experiment. The fish
were kept individually in aquariums and as many films as day 1 (0 h), day 3 (48 h) and day 5
(96 h) of the experiment for the behavioral analyzes. The increase in the Hepatosomatic Index
was observed in the fish exposed to the tannery effluent. However, there was no growth and no
weight gain. The tanning effluent did not alter the feeding behavior and did not affect the Nile
tilapia movement capacity. There is a significant increase in the aggressiveness of the fish
exposed to the tannery effluent in relation to the control fish. Thus, it was concluded that the
tanning effluent of the wet blue type can cause on the biometric and behavioral parameters in
the Nile tilapia.

Keywords: Environment; Pollution; Behavior; Fish
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1. INTRODUCAO

A industria de couro no Brasil tem grande importancia na economia nacional, uma vez
que o pais € 0 4° maior exportador de couro do mundo e contribui com 13% da demanda
internacional deste produto (ESCOBAR, 2014). Estima-se que no Brasil ha cerca de 310
industrias de curtume em diferentes estados brasileiros (PRADO et al., 2013), sendo que s6 em
2017 essas industrias, em todo o pais processaram 202,3 milhdes de metros quadrados de peles
bovinas, arrecadando US$1,9 bilhdes com a exportacdo desse produto (CICB, 2017).

Apesar da importancia econdmica da industria de processamento de pele bovina, essa
atividade industrial depende de processos mecanicos e quimicos para o tratamento das peles,
0s quais geram grandes quantidades de residuos com concentracdes elevadas de produtos
quimicos potencialmente téxicos, tais como cromo, cddmio, niquel e chumbo (GODECK et al.,
2012). Assim, a destinagdo inadequada ou sem tratamento dos efluentes e dos residuos do
curtume implicam no risco de contaminagdo ambiental e prejuizos para a satde das populacées
expostas direta ou indiretamente a esses residuos (GANEM, 2007; GODECK et al., 2012),
envolvendo organismos aquéticos, terrestres e seres humanos.

O Brasil é um pais privilegiado em se tratando de recursos hidricos, sendo que o bioma
do Cerrado tem grande importancia para a abundancia desse recurso, uma vez que o Cerrado
possui diversas nascentes e rios que contribuem para a formacéo e abastecimento de seis bacias
hidrograficas brasileiras (LIMA; SILVA, 2005). Entretanto, as atividades humanas, como a
producdo de couro, podem contaminar esses corpos hidricos, inviabilizando-os para o uso
humano e prejudicando os organismos que vivem ou dependem dos meios aquaticos (GANEM,
2007; GODECK et al., 2012). A contaminacdo dos meios aquaticos por efluente de curtume
(EC) foi demostrado pelo estudo realizado por Jordao et al. (1999), em que os autores
constataram que rios de Minas Gerais que recebiam EC continham elevados niveis de cromo,
sendo que em um rio analisado apresentou nivel de cromo 656 vezes acima do limite
estabelecido pela legislacdo brasileira do CONAMA.

Esses dados séo alarmantes quando se trata da regido Centro-Oeste (regido cujo bioma
predominante € o Cerrado), pois em um estudo realizado em 310 curtumes do Brasil foi
identificado que 20% das empresas curtumeiras localizadas nessa regido nao tém controle sobre
o efluente gerado (PRADO et al., 2013). Outro agravante que pode comprometer ainda mais a

conservacao dos recursos hidricos do Cerrado € o deslocamento das empresas das regides do



Sul e Sudeste para o Centro-Oeste, devido ao deslocamento da criagdo bovina para essa regido
(CORREA & ROSA, 2007; CAMARA & GONCALVES-FILHO, 2007).

Frente a estes impactos ambientais, algumas pesquisas tém buscado avaliar os efeitos
dos ECs em diferentes ambientes e organismos (JORDAO et al., 1999; RODRIGUES &
FORMOSO, 2005; MATSUMOTO et al., 2006; MOYSES et al., 2014; WALIA et al., 2015).
Entre os estudos que testaram os efeitos bioldgicos da exposicdo a efluente de curtume
destacam-se 0s que utilizaram espécies de peixes, uma vez que estes organismos Ssdo
considerados bons modelos para estudos de toxicidade ambiental (BOLIS et al., 2001) e estdo
propensos a contaminagdo direta a partir de lancamentos de poluentes nos ecossistemas
aquaticos (GBEM et al., 2001).

Alguns dos efeitos conhecidos dos efluentes de curtume em diferentes espécies de
peixes sdo imunotdxicos (MURUGESAN et al., 2012), mutagénicos e genotdxicos
(MATSUMOTO etal., 2006; WALIA et al., 2015), efeitos hematolégicos e efeitos sobre indice
de crescimento (GBEM et al., 2003). Entretanto, sdo necessarios mais estudos para
compreender melhor os efeitos do efluente de curtume sobre parametros comportamentais e
indices biométricos dos peixes, uma vez que as informacGes sobre os impactos da exposi¢do ao
efluente de curtume sobre estes parametros em peixes Sao escassas.

Ademais, uma mesma substancia pode apresentar variacdo de toxicidade em espécies
diferentes de vertebrados, o que torna imprescindivel que mais estudos sejam realizados com
espécies diferentes para ter maior conhecimento e melhor compreensao sobre as consequéncias
da contaminacdo de determinadas substancias na biota aquatica (SILVA et al., 2013; SILVA et
al., 2015). Portanto, o0 uso de organismos aquaticos, Como 0s peixes, representa importantes
ferramentas em estudos de ecotoxicologia, podendo ser (til para a avaliacdo da qualidade de
corpos hidricos, para conhecer 0s riscos que determinadas substancias podem causar aos
organismos e para guestionar os limites permissiveis de lancamento de efluentes em corpos
hidricos (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008). Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar
os efeitos do EC do tipo wet blue nos parametros biométricos e comportamentais da tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus), apds a exposicao por 96 horas. A hipétese inicial foi de que 0o EC

iria causar efeitos nos parametros biométricos e causar alteracdes comportamentais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais
Foram utilizadas tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus), sem distingdo de sexo, com

comprimento total médio de 12,1 + 0,94 cm e biomassa corpdrea medio de 32,18 + 5,95 g,
2



obtidas no setor de piscicultura do Instituto Federal Goiano - Campus Urutai (Goiés, Brasil).
Os animais foram aclimatados por um periodo de 15 dias antes da realiza¢do dos experimentos,
com exposicdo ao fotoperiodo natural (12:12). Neste periodo, os animais foram alimentados

diariamente ad libitum com racdo comercial para peixes (28% de proteina bruta).

2.2. Efluente de curtume, concentragdes ambientais e dilui¢cdes usadas

O efluente utilizado foi proveniente de uma industria curtumeira localizada no
municipio de Inhumas (Goias, Brasil). Montalvao et al. (2018), utilizando dados de quantidade
de pele processada em uma inddstria curtumeira e a vazdo do corpo d’agua onde o efluente é
descartado (ilegalmente), estimaram a concentracdo de efluente no ambiente em 0,2%.
(Equacdo utilizada por Montalvao et al. 2018: ECRB = [Ef/(Ef+Wf), em que ECRB =
Concentracéo de efluente no corpo receptor; Ef = fluxo de efluente; e Wf = fluxo de curso de
agua]). Assim, utilizamos as concentracfes correspondentes a 2,5% (0,005%) e 25% (0,05%)
da concentracdo ambiental estimada de efluente de curtume, visando avaliar os efeitos de EC
em baixas concentracdes. Os valores das analises fisico-quimicas do EC sdo apresentados na

tabela 1. J& os componentes organicos sao apresentados na tabela 2.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do efluente de curtume do tipo wet blue, das
concentragBes utilizadas no experimento e da 4gua potavel. (Adaptado de MONTALVAO et
al., 2018).

Valores para

Atributos Efluentede  Grupol  Grupo Il Ag,ua Agua potavel
curtume (0,005%) * (0,05%)*  potavel (CONAMA)
pHa25°C 4,05 704007 7,04£011 7,19 6,00 — 9,50
(Potenciométrico)

Sélidos totais (mg LY)  37.380,00 1,90 19,06 80,00 SR
Sédio (mg L) 9.690,00 0,49 4,94 5,01 SR
Zinco (mg L?) 0,30 <0,0001 0,0001 0,03 0,18
Célcio (mg L?) 601,20 0,030 0,306 4,00 SR**

Chumbo (mg L) 0,32 <0,0001  0,0001 <0,01 0,50
Arsénio (mg L?) <0,010 <0,0001 <0,0001 <0,01 0,010
Magnésio (mg L) 364,80 0,018 0,186 2,43 SR**
Cromo (mg L) 859,00 0,043 0,438 <0,05 0,05
Cadmio (mg L) 0,95 <0,0001  0,0004  <0,001 0,001
Niquel (mg L?) 55 0,0002 0,002 <0,01 0,025

*Valores proporcionais para o grupo | e grupo Il (com excecdo de pH que foi medido na agua dos

aquarios). **Sem registro.



Tabela 2. Componentes organicos identificados no efluente de curtume do tipo wet blue
(efluente bruto). (Adaptado de MONTALVAO et al., 2018).

Formula Nome
ID*
molecular
1 C11H1703 5-Cyclohexyl-5-oxopentanoic acid
2 Ci9H1sNO2 1-Benzoyl-2,2,4-trimethyl-1,2-dihydro-6-quinolinol
3 CisH1sNOs (S)-3-Hydroxy-pyrrolidine-1-carboxylic acid 9H—fluoren-9-
ylmethyl ester
4 C20H1sNO3 2-(4-Butoxy-phenyl)-quinoline-4-carboxylic acid
5 CaoH1sNOs (28)-1-(9H-f|uoren-9-ylmethox;/é:?drbonyl)pyrrol|d|ne-2-carboxyl|c
6 C20H14N303 (5,6-Diphenyl-furo[2,3-d]pyrimidin-4-ylamino)-acetic acid
7 CagH1302 4,4’-Methylenebis[2,6-bis(1,1-dimethylethyl)phenol]
8 CasHutN2O5S 1,2-Naphthalenediol, 5,6,7,8-tetrahydro-6-[[6-[[2-[(2-

methoxyphenyl)thio]ethyl]Jamino]hexyl]propylamino]
3-Amino-3-désoxy-f-D-glucopyranoside de (1S,2R,3S,4S,6R)-4,6-
9 Ca26H11N4O13 diamino-3-[(6-[(benzyloxy)carbonyl]lamino}-6-désoxy-p-D-

glucopyranosyl)oxy]-2-hydroxycyclohexyle
N-[3'-Hydroxy-6'-(1-naphthylmethoxy)-3-ox0-3H-spiro[2-

10 CaeHzsNOs benzofuran-1,9'-xanthen]-5-yl]-4-biphenylcarboxamid
2-propenoic acid, 3-(4-hydroxyphenyl)-, (3aR,4R,6S,7aR)-6-[[[4-
11 CasHeoNsOw [[(1,1-dimethylethoxy)carbonyl]lamino]-1-[[[4-

(octyloxy)phenyl]Jamino]carbonyl]butyl]amino]carbonyl]hexahydro-
6-hydroxy-2,2-dimethyl-1,3-benzodioxol-4-yl ester, (2E)

12 C12H17NONa Diethyl toluamide

Ethyl 6-(2-furyl)-2-hydroxy-4-methyl-1,6-dihydropyrimidine-5-

13 C12H15N204 carboxylate

14 CisH3sNO; N-Lauryldiethanolamine

15 Ci16H2304 Dibutyl phthalate (plasticizer contaminant)

16 C13H22N204Na Ethyl 1-(4-morpholinylcarbonyl)-4-piperidinecarboxylate
17 C24H3904 Dioctyl phthalate (plasticizer contaminant)

5-(4-tert-butylphenyl)-2,2-dimethyl-1,3,5,6-

18 C29HaNONa tetrahydrobenzo[a]phenanthridin-4-one

*1dentificacdo.

2.3. Anédlises dos parametros biométricos

Foram realizados trés grupos experimentais: grupo controle (0% de efluente de
curtume); grupo I, exposto a 0,005% do EC (que corresponde a 2,5% da concentragcdo ambiental
estimada de EC); e grupo 11, exposto a 0,05% (correspondente a 25% da concentragcdo ambiental
estimada de EC). Cada grupo foi composto por 13 peixes. Os animais foram expostos ao
efluente de curtume por um periodo de 96 horas em aquérios individuais (40x30x50 cm, com
43 litros de agua desclorada). Usou-se cascalho como substrato nos aquarios. N&o houve a troca

de &4gua durante o experimento, o que configura o sistema como estatico.



Os animais foram medidos com um paquimetro (comprimento total) e pesados com uma
balanca de precisdo antes e apds o experimento, para analise de crescimento e ganho/perda de
peso. Durante o periodo experimental, os animais foram alimentados com racdo em 3% do peso
corporeo, sendo que metade era oferecida de manha e a outra a tarde. Ao final do periodo
experimental os peixes foram anestesiados com eugenol (1,6 puL L) e, posteriormente,
realizou-se a eutanasia destes animais para a dissecacdo do figado e célculo do indice
Hepatossomatico (IHS) (IHS = (Peso do figado/ Peso corporal) x 100), uma vez que o IHS é
considerado um biomarcador de poluicdo (AL-GHASIS, 2013).

2.4. Andlises dos parametros comportamentais

Os peixes foram colocados nos aquarios um dia antes do inicio do experimento para
aclimatacdo. Os peixes foram filmados no dia 1 (antes da adicdo do efluente de curtume), no
dia 3 e dia 5, conforme o esquema apresentado na figura 1. Os animais foram filmados para
analise do comportamento, da seguinte maneira: no periodo da manhd, os animais foram
filmados por 7 minutos para obtencdo dos dados sobre laténcia para alimentacédo e, ap6s 30
minutos, foram filmados novamente por 2 minutos para analisar a locomog¢édo. No periodo da

tarde os peixes foram filmados por 8 minutos para analise do comportamento agonistico.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Dia 0 Oh 24h 48h 72h 96h

| | | | | |

| | | ]
St S

Eutandsia com eugenol
*Peso @ comprimento;
l *Retirada do figado

Figura 1. Esquema da duragdo do experimento e filmagens para analises comportamentais da exposi¢do

de tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) ao efluente de curtume.

Para a realizagéo do teste de locomogé&o, foram dearcados quadrantes de 5x5 cm na parte
frontal dos aquérios para estimar a distancia percorrida por cada peixe e o tempo de locomogéo
5



durante dois minutos. Ja no teste de comportamento agonistico usou-se um espelho (30x40 cm)
na lateral esquerda do aquério para simular a presenca de outro peixe e avaliar a agressividade,
uma vez que os peixes ndo reconhecem sua propria imagem (FRANCIS, 1990; ROWLAND,
1999). O espelho era retirado no final de cada filmagem. Os comportamentos agonisticos
analisados foram a laténcia para primeiro ataque, nimero de ondulagdes, frequéncia de ataques
frontais e de ataques totais (ALVARENGA & VOLPATO, 1995).

2.5 Analises estatisticas

Inicialmente foram retirados os valores outliers através do box-plot e em seguida foram
realizados os testes de normalidade (Teste de Shapiro-Wilker) e homogeneidade de variancia
(Teste de Bartlett) dos dados. Os dados com apenas um fator e que apresentaram normalidade
e homogeneidade foram analisados pelo teste de ANOVA one-way. Nos casos em que o0s dados
ndo apresentaram esses pressupostos, usou-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Ja
para os dados comportamentais, usou-se a ANOVA two-way para os dados com normalidade e
homogeneidade, e o teste semi-paramétrico da ANOVA ranqueada para a analise dos dados
nédo-paramétricos.

O teste de média utilizado foi o LSD, pois o coeficiente de variacdo de todos 0s
resultados ficou acima de 20%. Adotou-se p< 0,05 como nivel de significancia. Todos 0s
calculos foram feitos no software livre R (R CORE TEAM, 2017). Nos testes da ANOVA two
way as concentracdes de efluente foram consideradas o fator 1 (com tré niveis: controle (0%);
grupo 1 (0,005%) e grupo 11 (0,05%)) e o tempo de exposi¢do como fator 2 (com trés niveis: 0

horas de exposicdo- dia 1; 48 horas de exposicao- dia 3 e 96 horas de exposicdo- dia 5).

2.6 Questdes éticas
O projeto, que deu origem a esse estudo, foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) do Instituto Federal Goiano (protocolo n°® 3088020216).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise dos dados referentes ao ganho de peso dos peixes durante a realizacdo do
experimento demonstrou que ndo houve diferenca significativa no ganho/perda de peso entre
os individuos expostos ao EC e os ndo expostos (H (2) =2,7996; p=0,24) (Figura 2-A). Também
ndo houve diferenca significativa no crescimento entre 0s peixes expostos ao efluente e os
peixes do grupo controle (H (2) =1,351; p=0,50) (Figura 2-B). Gbem et al. (2003) observaram
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que juvenis de Clarias garipinus expostos ao efluente de curtume apresentaram menor ganho
de peso em relagdo a peixes do grupo controle. Porém, o tempo de exposicao foi maior (8
semanas) do que o tempo usado nesta pesquisa, 0 que pode explicar a diferenca de resultado
entre os estudos. Parametros biométricos podem variar quando ocorrem mudancas bioquimicas
e/ou metabodlicas nos organismos expostos, desde que a exposicdo ao poluente toxico seja
suficiente para causar algum tipo de dano (ALMEIDA et al., 2001; ALMEIDA et al., 2009;
GBEM et al., 2003).
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Figura 2. Efeitos do efluente de curtume sobre 0 ganho de peso (A) e crescimento (comprimento total)
(B) da tilapia-do-Nilo exposta ao contaminante por 96 horas (Média + DP).

Jaem relacdo ao IHS, foi observado que o grupo Il (25%) apresentou maior IHS quando
comparado ao grupo controle e o grupo | (2,5%) (F (2,36) =3,5923; p=0,03), como demonstrado
na figura 3. Estudos tém demonstrado que, de modo geral, peixes expostos a diferentes tipos de
poluentes apresentam aumento do IHS (ADAMS & RYON, 1994; SLOOFF et al., 1983). O
figado € um dos 6rgaos mais vulneraveis aos efeitos de substancias toxicas e esta mais propenso
ao acumulo de metais pesados (CEOLIN, 2010; QADIR & MALIK, 2011), e o seu aumento
pode estar relacionado a hiperplasia e/ou hipertrofia, a estimulos hepatico-enzimatica e/ou
acumulacao de lipideos e glicogénio devido a reducdo do metabolismo lipidico (ADAMS et al.,
1992; ADAMS & RYON, 1994; SLOOFF et al., 1983). Uma vez que o figado exerce diversas
fungdes vitais, inclusive 0 metabolismo de toxicos e processos de detoxificagdo, os danos
causados por xenobidticos a esse 6rgdo podem prejudicar a qualidade de vida e interferir na
sobrevivéncia dos organismos expostos a poluentes (PEREIRA, 2015).
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Figura 3. indice Hepatossomatico de Oreochromis niloticus exposta ao efluente de curtume por 96
horas. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos, de acordo com o teste de média
LSD (Média + DP).

N&o houve alteragdes no comportamento alimentar dos peixes expostos ao EC, uma vez
que a laténcia para alimentacdo ndo variou entre 0s grupos e entre os dias analisados (Fator 1-
(F (2, 108) = 0,4498, p=0,63); Fator 2-(F (2, 108) =2,6669, p=0,07); Interacdo entre os fatores-
(F (4,108) =0,9769, p=0,48)) (Figura 4). Gbem et al. (2003) verificaram que peixes da espécie
Clarias guriepinus expostos a 2% e 6% de EC por longos periodos (8 semanas) apresentaram
reducdo das atividades fisicas, especialmente da alimentacéo.

As concentracfes de EC testadas ndo alteraram o comportamento de locomoc¢édo dos
peixes, quando expostos por cinco dias, uma vez que ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos em relacdo a distancia percorrida (Fator 1-(F (2, 108) =0,3513, p=0,70); Fator 2-(F (2,
108) =0,9859, p=0,37); Interacéo entre os fatores-(F (4,108) =1,3651; p=0,25)) (Figura 5-A) e
ao tempo de movimentacao (Fator 1-(F (2, 108)=0,3332, p=0,71); Fator 2-(F (2, 108) =2,1333,
p=012); Interacéo entre os fatores —(F (4,108) =0,6973, p=0,59)) (Figura 5-B). Ganeshwade et
al. (2006) relataram que Cyprinus carpio apresentaram alteracbes nos padrdes de

movimentacdo (natacdo agitada e aleatoria, natacdo com abdome para cima, indicando perda
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de equilibrio) quando expostos ao efluente de curtume. Peixes da espécie Pomatochistus
microps, quando expostos a metais, como o cobre (0 a 400 pug L) (metal presente no efluente
de curtume) e o mercurio (0 a 50 pg L) por 96 horas, também apresentaram alteragdes na
capacidade de locomocdo, pois tinham menor resisténcia a natacdo contra o fluxo de agua e se
locomoveram por distancias menores (VIEIRA et al., 2009). Embora a capacidade de
locomocdo seja considerada um comportamento simples, é importante estudar os efeitos de
toxicos sobre a movimentacdo, pois a reducdo na capacidade de natacdo em peixes pode
comprometer na captura de alimentos, fuga de predadores, entre outros comportamentos
esséncias para a sobrevivéncia do organismo (TIERNEY, 2011; VIEIRA et al.,2009).

500
400

300

200

100

Laténcia para alimentagio (s)

Dia 1 (0 h) Dia 3 (48 h) Dia 5 (96 h)
O Controle B Grupo | B Grupo Il
Grupo experimentais

Figura 4. Laténcia para alimentacdo de Oreochromis niloticus exposta a diferentes concentragdes de

efluente de curtume por 96 horas (Média + DP).

Em relacdo ao comportamento agonistico, todas as variaveis analisadas apresentaram
alteracdes nos grupos expostos ao EC em relacdo ao grupo controle, indicando que o EC do
tipo wet blue aumenta a agressividade em tilapia-do-Nilo. Os resultados indicaram que houve
influéncia das concentracdes (fator 1-(F (2, 108) =3,975, p=0,02)) e interagdo entre os fatores
“tempo de exposi¢do” com o fator “concentragdes do efluente de curtume” (F (4, 108) =3,720,
p<0,01) na laténcia para o primeiro ataque. Enquanto no grupo controle, 0s peixes apresentaram
um aumento na laténcia de ataque ao longo do periodo de exposi¢do, Nnos grupos expostos ao
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efluente a laténcia de ataque reduziu com o tempo de exposicao. J& a diferenca entre 0s grupos
foi significativa apenas no Gltimo dia do experimento (96 horas de exposi¢do), com ambos 0s
grupos expostos apresentando menor laténcia quando comparado com o controle (Figura 6-A).

O EC também alterou o comportamento de ataques frontais, uma vez que 0s peixes
expostos apresentaram maior frequéncia deste tipo de comportamento agonistico quando
comparados com os peixes do grupo controle (Fator 1-(F (2, 108) =0,5310, p=0,58); Fator 2-(F
(2, 108) =3,5967, p=0,03); Interacdo entre os fatores-(F (4,108) =3,5967, p<0,01) (Figura 6-B).
A frequéncia de ondulacdes também variou entre os grupos, pois no grupo controle foi
observada uma redugéo na quantidade de ondulagdes ao longo do tempo, enquanto no grupo |
(0,005%) ndo houve variacgdo significativa na quantidade de ondula¢des durante o periodo de
exposicdo. Ja no grupo Il (0,05%) foi verificado o aumento de ondula¢gdes com o aumento de
tempo de exposicdo. Porém, a comparacgdo entre 0s grupos apresentou resultado significativo
apenas no ultimo dia do experimento, em que o grupo Il (0,05%) apresentou maior frequéncia
de ondulacéo do que os demais grupos (Fator 1-(F (2, 108) =2,349, p=0,07); Fator 2-(F (2, 108)
=9,5876, p<0,01); Interacdo entre os fatores- (F (4,108) =2,1133; p= 0,08)) (Figura 7-A). A
analise dos dados sobre a frequéncia de ataques totais demonstrou que os peixes dos grupos
expostos ao EC atacaram mais sua imagem refletida do que os peixes do grupo controle (Fator
1-(F (2, 108) =0,5429, p=0,58); Fator 2-(F (2, 108) =4,1376, p=0,01); Interacéo entre os fatores-
(F (4,108) = 2,7276, p=0,03)) (Figura 7-B).
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Figura 5. Efeitos da exposi¢do de Oreochromis niloticus ao efluente de curtume por 96 horas sobre a

distancia percorrida (A) e o tempo em movimentagao (B) (Média + DP).
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sobre a laténcia para atacar espelho (A) e sobre a frequéncia de ataques ao espelho. Letras minGsculas comparam
0s grupos em um mesmo dia. Letras maidsculas comparam um mesmo grupo entre os dias do experimento. Letras

diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos e os dias, de acordo com o teste LSD (Média £ DP).
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Grupos experimentais
Figura 6. Efeitos da exposicdo de Oreochromis niloticus a diferentes concentraces de efluente por 96 horas
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Figura 7. Efeitos da exposi¢do de Oreochromis niloticus a diferentes concentragdes de efluente sobre a
frequéncia de ondulac6es (A) e sobre a frequéncia de ataques totais (B). Letras minGsculas comparam
0s grupos em um mesmo dia. Letras mailsculas comparam um mesmo grupo entre os dias do

experimento. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos e os dias, de acordo com
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o teste de média LSD (Média + DP).
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O EC é uma mistura complexa, contendo metais pesados como o cadmio, niquel,
chumbo, entre outros, sendo que esses metais podem alteram o comportamento agonistico de
peixes (HENRY & ATCHISON, 1986; SLOMAN et al., 2003; ALMEIDA et al., 2009).
Almeida et al. (2009) verificaram que a concentracio de 0,75 mg L™ de cadmio causou o
aumento da laténcia para atacar e reduziu a frequéncia de lutas totais em peixes da espécie
Oreochromis niloticus, quando expostos por 15 dias (ALMEIDA et al., 2009). O cadmio
também reduziu a frequéncia de ataques em Oncorhynchus mykiss expostas por 24 horas a uma
concentracéo de 3,3 pug L de cadmio, além de reduzir a capacidade dos peixes expostos de se
tornarem dominantes durante o processo da formacao de hierarquias (SLOMAN et al., 2003).
Porém, outros metais testados por Sloman et al. (2003) como o chumbo (150 ug L), cobre
(15pug L), niquel (2250 pg L) e zinco (130 pg L) ndo causaram alteragdes no
comportamento agonistico de Oncorhynchus mykiss quando expostos por 24 horas. Ja o cobre,
na espécie Lepomis macrochirus, aumentou a frequéncia de ameagas e mordidas quando
expostos as concentragdes de 0,034, 0,057 e 1,30 mg L de cobre por 96 horas. Tais estudos
mostram a complexidade na resposta bioldgica de diferentes espécies de peixes testados, e as
diferencas encontradas podem ser efeito da sua mistura no EC.

Sabe-se que alguns metais pesados presentes no efluente de curtume do tipo wet blue,
como o cobre e o chumbo, podem agir como neurotoxinas e que outros metais, como 0 cddmio
e 0 cromo causam estresse oxidativo, liberando radicais livres que podem reagir com a
membrana celular e causar peroxidacao lipidica, o que pode estar relacionado com alteracdes
neuroldgicas e comportamentais, como a agressividade (SCOTT & SLOMAN, 2004; WALIA
etal., 2015; OZKAN et al., 2011; PEREIRA, 2015; ESTRELA et al., 2017). Ademais, Navaraj
& Yasmin (2012) relataram a ocorréncia de necrose no tecido cerebral de Oreochromis
mosambicus exposto a diferentes concentrac6es de efluente de curtume por 60 dias, 0 que pode
contribuir para alteracdes comportamentais. Assim, alteracdes na agressividade de peixes pode
comprometer relacbes de dominancia, territorialidade e reproducdo, podendo ter efeitos
negativos sobre as populacOes de peixes, uma vez que as formagdes hierarquicas ajudam na
estabilidade destas populacfes (SCOTT & SLOMAN, 2004; SLOMAN et al., 2003). Contudo,
s80 necessarios novos estudos que avaliem os possiveis mecanismos de acdo do efluente que

podem causar alteracdes em comportamento dos organismos.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que a exposicdo ao efluente do tipo wet blue por um periodo de 96 horas,

mesmo em concentragdes abaixo dos valores estimados na natureza, pode causar alteracées no
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IHS e aumentar a agressividade da tilapia-do-Nilo. Desta maneira, os resultados demostraram
que esse contaminante pode causar danos aos peixes, 0s quais podem ter impacto ecolédgicos na

sua sobrevivéncia e reproducdo.
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CAPITULO 2

EFEITOS DA EXPOSICAO AO EFLUENTE DE CURTUME
NOS PARAMETROS BIOMETRICOS, COMPORTAMENTAIS
E MUTAGENICOS DA TILAPIA-DO-NILO (Oreochromis

niloticus)

RESUMO

A poluicdo dos recursos hidricos é atualmente um grande problema ambiental e social. Uma
das principais fontes poluidoras dos ecossistemas aquaticos sdo os efluentes industriais, com
destaque para os efluentes provenientes das inddstrias de couro, que geram grandes quantidades
de residuos toxicos, 0os quais podem causar impactos nos organismos aquaticos. Assim, 0
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da exposi¢do ao efluente de curtume (EC) nos
parametros biométricos, comportamentais e mutagénicos da tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus). Para isso, foram formados trés grupos experimentais com 13 peixes cada: grupo
controle (0% de efluente de curtume), grupo de exposicdo | (50% (0,1%)da concentracdo
ambiental estimada) e grupo de exposicdo Il (100% (0,2%) da concentracdo ambiental
estimada). Para o teste de mutagenicidade foi utilizado um grupo controle positivo, em que 0s
peixes foram expostos a 100 mg L™ de ciclofosfamida. Os peixes foram expostos ao EC por 96
horas. O tamanho e o peso dos peixes foram aferidos no inicio e final do experimento para as
analises biométricas. Ndo foram observados efeitos da exposic¢do ao efluente de curtume nos
parametros biométricos da tilapia-do-Nilo. Também ndo houve alteracdes no comportamento
alimentar e de movimentagdo. Porém, os peixes expostos ao efluente de curtume apresentaram
alteracdo na resposta a presenca do objeto estranho. O EC também induziu aumento da
frequéncia de micronucleos e de anormalidades nucleares em eritrocitos dos peixes expostos.
Conclui-se, assim, que o EC apresenta toxicidade a tilapia-do-Nilo, causando alteracGes
comportamentais e danos mutagénicos.

Palavras-chave: Ecossistemas aquaticos; Poluentes; Peixes; Metais pesados. Biomarcadores
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EFFECTS OF EXPOSURE TO THE EFFLUENT OF TANNERY IN THE
BIOMETRIC, BEHAVIORAL AND MUTAGENIC PARAMETERS OF
NILE-TILAPIA (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT

Pollution of water resources is currently a major environmental and social problem. One of the
main sources of pollution of aquatic ecosystems is industrial effluents, especially effluents from
leather industries, which generate large amounts of toxic waste, which can cause impacts on
aquatic organisms. Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of exposure to
tannery effluent (EC) on the biometric, behavioral and mutagenic parameters of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). For this, three experimental groups were formed with 13 fish each:
control group (0% tannery effluent), exposure group | (50% (0.1%) of the estimated
environmental concentration) and exposure group Il (100% (0.2%) of the estimated
environmental concentration). For the mutagenicity test a positive control group was used, in
which the fish were exposed to 100 mg L-1 of cyclophosphamide. The fish were exposed to EC
for 96 hours. The size and weight of the fish were measured at the beginning and end of the
experiment for the biometric analyzes. No effects of tanning effluent exposure on the biometric
parameters of Nile tilapia were observed. There were also no changes in eating and handling
behavior. However, the fish exposed to the tannery effluent presented alteration in the response
to the presence of the foreign object. EC also induced increased micronucleus frequency and
nuclear abnormalities in erythrocytes of exposed fish. It is concluded, therefore, that EC is toxic
to Nile tilapia, causing behavioral changes and mutagenic damage.

Keywords: Water Ecosystems; Pollutants; Fish; Heavy metals, Biomarkers



1. INTRODUCAO

A poluicdo dos ecossistemas aquaticos € um problema sério, uma vez que a vida
depende principalmente deste recurso para existir. Rios, lagos, mares, entre outras fontes de
agua sao constantemente degradados, principalmente pela poluicdo de residuos liquidos e
solidos (WALIA etal., 2015). As acdes antropicas sdo responsaveis por essa degradacao, sendo
que uma das principais fontes de poluicéo s&o os efluentes industriais (MORAES & JORDAO,
2002; CARVALHO et al., 2004). Um dos efluentes mais danosos para o ambiente gerado
atualmente provem das industrias de curtumes, pois o processamento da pele bovina em couro
necessita de varios componentes toxicos organicos e inorganicos, como 0s metais pesados,
dentre eles o cromo, cadmio e chumbo (GODECK et al., 2012). Devido a sua complexa
composic¢do de elementos toxicos, a poluicdo causada pelo descarte ou tratamento ineficiente
de EC e pode prejudicar os ecossistemas aquaticos, reduzindo a disponibilidade dos recursos
hidricos, além de poder causar danos aos animais, principalmente aqueles que habitam nos
meios aquéaticos, como os peixes (GANEM, 2007; BRITO, 2013).

Devido a capacidade de causar danos ambientais e de salde, véarios autores tém
pesquisado sobre quais sdo os efeitos da exposicdo ao efluente de curtume em diferentes
organismos como mamiferos (GUIMARAES et al., 2016), aves (SOUSA et al., 2017), anfibios
(MONTALVAQO et al., 2018), invertebrados (MOYSES et al., 2017) e peixes (WALIA et al.,
2015). Dentre os organismos utilizados em pesquisas voltadas para impactos ambientais, 0s
peixes se destacam uma vez que estdo sujeitos a exposicao direta dos contaminantes aquaticos
(GBEN et al.,2001; SCOTT & SLOMAN, 2004).

Alguns dos efeitos conhecidos causados pela exposicdo ao efluente de curtume em
diferentes espécies de peixes sdo imunotoxicos (MURUGESAN et al., 2012), mutagénicos e
genotoxicos (WALIA et al., 2013; WALIA et al., 2015; MATSUMOTO et al.,2006), efeitos
hematoldgicos e biométricos (GBEN et al., 2003) e com altera¢cdes ao comportamento natatorio
(GANESHWADE et al., 2005). Entretanto, ha poucos estudos sobre os impactos que o EC pode
causar em aspectos comportamentais dos peixes.

Estudos comportamentais sdo importantes, pois 0 comportamento representa a interagéo
de processos fisioldgicos com os estimulos ambientais e ecoldgicos (SCOTT & SLOMAN,
2004). Além disso, no contexto ecologico, os estudos ecotoxicologicos que avaliam parametros
comportamentais sdo importantes, pois a exposicdo a concentragdes subletais, ou seja,

concentragdes menores do que aquelas que causam a morte, podem reduzir o desempenho de
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diferentes comportamentos essenciais para a sobrevivéncia e reproducdo dos individuos na
natureza (SCOTT & SLOMAN, 2004).

Outro tipo de efeito dos poluentes nos organismos é denominado de mutagénico, o qual
pode causar danos no material genético e culminar no surgimento de canceres e até a morte
celular (BONASSI et al., 2007). Embora ja se conhegam alguns efeitos mutagénicos do efluente
de curtume (WALIA et al., 2013; WALIA et al., 2015; MATSUMOTO et al., 2006), é
importante avaliar os efeitos da exposic¢éo de determinados toxicos em diferentes organismos,
pois espécies diferentes podem apresentar maior ou menor sensibilidade a determinados
toxicos, além de ocuparem niveis tréficos e habitats distintos (SILVA et al., 2013; SILVA et
al., 2015; QADIR & MALIK, 2011). Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da
exposicdo ao EC do tipo wet blue nos parametros biométricos, comportamentais e mutagénicos

da tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Individuos adultos e do sexo masculino de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
foram utilizados como modelo biol6gico, com tamanho médio de 11,74 + 0,54 cm e peso médio
de 32,08 £ 3,68 g. Os animais foram adquiridos no setor de piscicultura do Instituto Federal
Goiano - Campus Urutai e aclimatados por um periodo de 15 dias antes da realizacdo dos
experimentos, com exposicdo ao fotoperiodo natural. Neste periodo, os animais foram

alimentados diariamente ad libitum com ragdo comercial para peixes (28% de proteina bruta).

2.2. Efluente de curtume, concentragfes ambientais e concentrac@es utilizadas

O efluente utilizado foi proveniente de uma industria curtumeira localizada no
municipio de Inhumas-GO. Montalvao et al. (2018), utilizando dados de volume de pele
processada em uma inddstria curtumeira e o volume do corpo d’agua onde o efluente é
descartado (ilegalmente), estimaram a concentracdo ambiental de efluente de curtume em 0,2%
(equagdo utilizada por Montalvdo et al. 2017: ECRB = [Ef/(Ef+Wf), em que ECRB =
Concentracéo de efluente no corpo receptor; Ef = fluxo de efluente; e Wf = fluxo de curso de
agua]). Assim, utilizamos as concentra¢fes correspondentes a 50% (0,1%) e 100% (0,2%) da
concentracdo ambiental estimada de efluente de curtume para 0s grupos experimentais. As
caracteristicas fisico-quimicas do EC e das concentracdes utilizadas sdo apresentados na tabela

1. J& os componentes organicos sdo apresentados na tabela 2.
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas e quimicas do efluente de curtume do tipo wet blue e
das concentrag@es utilizadas no experimento (adaptado de MONTALVAO et al., 2018).

Efluente A Valo,res
Atributos de Grupo |l Grupoll Ag,ua para agua
curtume (50%) * (100%)* potavel potéavel
(CONAMA)
pHa25°C
(Potenciométrico) 4,05 7,02+0,08 6,97+0,06 7,19 6,00 — 9,50
Solidos totais (mg L™Y)  37.380,00 37,38 74,76 80,00 SR**
Sodio (mg L) 9.690,00 9,69 19,38 5,01 SR**
Zinco (mg LY) 0,30 <0,001  <0,001 0,03 0,18
Célcio (mg L ™) 601,20 0,6 1,2 4,00 SR**
Chumbo (mg L) 0,32 <0,001 <0,001 <0,01 0,50
Arsénio (mg L?) <0,010 <0,001 <0,001 <0,01 0,010
Magnésio (mg L™?) 364,80 0,36 00,72 2,43 SR**
Cromo (mg L™?) 859,00 0,85 1,7 <0,05 0,05
Cadmio (mg L) 0,95 <0,001 <0,001  <0,001 0,001
Niquel (mg L™?) 55 <0,001 <0,001 <0,01 0,025

*Valores proporcionais para 0 Grupo | e Grupo Il (com excec¢do do pH ). ** Sem registro.

Tabela 2. Componentes organicos identificados no efluente de curtume do tipo wet blue
(efluente bruto) (adaptado de MONTALVAO et al., 2018).

Formula Nome
ID
molecular
1 C11H1703 5-Cyclohexyl-5-oxopentanoic acid
2 C19H1sNO> 1-Benzoyl-2,2,4-trimethyl-1,2-dihydro-6-quinolinol
3 CioHiNOs (S)-3-Hydroxy-pyrrolidine-1-carboxylic acid 9H—fluoren-9-
ylmethyl ester
4 C20H1sNO3 2-(4-Butoxy-phenyl)-quinoline-4-carboxylic acid
5 CaoH1sNO, (28)—1—(9H—f|uoren—9—ylmethoxycgrbonyl)pyrrol|d|ne—2—carboxyl|c
acid
6 C20H14N305 (5,6-Diphenyl-furo[2,3-d]pyrimidin-4-ylamino)-acetic acid
7 Ca9H130: 4,4'-Methylenebis[2,6-bis(1,1-dimethylethyl)phenol]
8 CusHaN2O5S 1,2-Naphthalenediol, 5,6,7,8-tetrahydro-6-[[6-[[2-[(2-

methoxyphenyl)thio]ethyl]lamino]hexyl]propylamino]

3-Amino-3-désoxy-B-D-glucopyranoside de (1S,2R,3S,4S,6R)-4,6-
9 C26H11N4O13 diamino-3-[(6-[(benzyloxy)carbonyl]amino}-6-désoxy-p-D-
glucopyranosyl)oxy]-2-hydroxycyclohexyle
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N-[3’-Hydroxy-6'-(1-naphthylmethoxy)-3-0x0-3H-spiro[2-

10 CaaHzNOe benzofuran-1,9'-xanthen]-5-yl]-4-biphenylcarboxamid
2-propenoic acid, 3-(4-hydroxyphenyl)-, (3aR,4R,6S,7aR)-6-[[[4-

1 CarHeoN-O [[(1,1-dimethylethoxy)carbonyl]amino]-1-[[[4-

SHIEOTHEIL (octyloxy)phenyl]amino]carbonyl]butyl]Jamino]carbonyl]hexahydro-
6-hydroxy-2,2-dimethyl-1,3-benzodioxol-4-yl ester, (2E)
12 C12H17NONa Diethyl toluamide
13 CioH1sN;Os Ethyl 6-(2-furyl)-2-hydroxy-4-methyl-1,6-dihydropyrimidine-5-
carboxylate

14 Ci6H3sNO2 N-Lauryldiethanolamine

15 C16H2304 Dibutyl phthalate (plasticizer contaminant)

16 Ci3H22N,0O4Na Ethyl 1-(4-morpholinylcarbonyl)-4-piperidinecarboxylate

17 C24H3904 Dioctyl phthalate (plasticizer contaminant)

5-(4-tert-butylphenyl)-2,2-dimethyl-1,3,5,6-

18 CasHuNONa tetrahydrobenzo[a]phenanthridin-4-one

A partir dos valores ambientais estimados, foram criados trés grupos de exposicéo:
grupo controle (0%); grupo I, exposto a 50% da concentracdo ambiental estimada (0,1%); grupo
1, exposto a 100% da concentracdo ambiental estimada (0,2%) (MONTALVAO et al., 2018).
Cada grupo foi composto por 13 peixes. Os animais foram expostos ao EC por um periodo de
96 horas. Para a realizacdo dos testes, os peixes foram mantidos individualmente em aquarios
medindo 30x40x50 cm, com 43 litros de &gua declorada. Ndo houve a troca de agua dos
aquarios durante a realizacdo do experimento. Os animais foram aclimatos por 24 horas nos

aquarios, em isolamento.

2.3. Analises dos parametros biométricos

Os peixes foram medidos com um paquimetro e pesados com uma balanca de precisdo
antes e depois do periodo de exposi¢do ao EC para a analise de crescimento e ganho de peso.
Ao final do periodo de exposicdo os peixes foram anestesiados com eugenol (1,6 pL L?) e,
posteriormente, eutanasiados para a retirada do figado para anélise do indice Hepatossomatico
(IHS) (peso do figado/peso corporal x 100) (AL-GHASIS, 2013), e para a retirada de sangue,

usado na confeccdo das ldminas sanguineas para o teste de mutagenicidade.
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2.4 Andlises dos parametros comportamentais

Usou-se 0s mesmos grupos descritos no experimento biométrico e com o mesmo tempo
de exposicao. Os peixes foram colocados nos aquarios um dia antes do inicio do experimento
para aclimatacdo. Os peixes foram filmados no dia 1 (antes da adicdo do efluente de curtume),

no dia 3 e dia 5, conforme o esquema apresentado na figura 1.

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia
Dia 0 Oh 24h 48h 72h 96h

L

-Eutandsia com eugenol:
*Peso e comprimento;
I *Figada;

™ *Sangue.

Figura 1. Esquema da duracéo do experimento e filmagens para anélises comportamentais da exposi¢ao

de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) a efluente de curtume.

2.4.1 Comportamento alimentar

No periodo da manha colocava-se a filmadora na frente do aquario por um minuto para
gue o peixe se habituasse com sua presenca. Apos este periodo, colocava-se 0 alimento no
aquario e filmava por 7 minutos para verificar a laténcia para alimentacdo. A quantidade de
racao oferecida a cada peixe foi proporcional a 3% do seu peso, dividido em duas por¢des (uma
oferecida na parte da manhd e a outa na parte da tarde).

2.4.2 Movimentacao

Os aquarios foram marcados com quadrantes de 5x5 cm na parte frontal. O objetivo
destes quadrantes era auxiliar na aferi¢do da distancia percorrida por cada individuo. Os peixes
foram filmados por 2 minutos, no periodo da manh@, ap6s 30 minutos da realizacdo do teste de
alimentacdo. Além da distancia percorrida, analisou-se 0 tempo que 0sS peixes passavam se

locomovendo.
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2.4.3 Teste de habituagéo e exploragdo de um objeto estranho

Ap0s a filmagem da movimentacao dos peixes, introduzia-se um objeto ndo familiar aos
peixes (“joelho” de encanamento PVC) ¢ analisou-se a laténcia para os peixes se aproximarem
do objeto e o tempo que cada peixe passou proximo ao objeto (distancia minima de 10 cm,
marcada pelos quadrantes feitos na parte frontal do aquério) (GALHARDO et al., 2012). Neste
teste, cada peixe foi filmado por 8 minutos ap6s a introducéo do objeto no aquério.

2.5 Analise das alteracdes nucleares em eritrocitos (Testes mutagénicos)

Para o teste mutagénico, retirou-se o sangue do corac¢do dos peixes usando seringas e
agulhas. O sangue foi misturado com o anticoagulante EDTA e, posteriormente, foi diluido em
PBS. Em seguida, realizou-se a confeccdo das laminas através da técnica de esfregaco. As
laminas foram fixadas em etanol por 10 minutos e coradas com Giemsa a 10% por 15 minutos
(adptado de WALIA et al., 2015; MATSUMOTO et al., 2006).

Foram confeccionadas duas laminas por animal e, em cada lamina, contou-se mil
células, totalizando 2.000 células por animal. Os danos mutagénicos analisados foram a
frequéncia de micronucleo e de outras anormalidades do nucleo (Figura 7). A contagem das

células foi realizada em um microscopico éptico com aumento de 1.000 vezes.

2.6 Anélises estatisticas

Inicialmente foram retirados os valores considerados outliers dos resultados dos testes
de biometria e dos testes comportamentais e, em seguida, foram realizados os testes de
normalidade (Teste de Shapiro-Wilker) e homogeneidade de variancia (Teste de Bartlett) dos
dados. Os dados dos testes biométricos e de mutagenicidade que apresentaram normalidade e
homogeneidade foram analisados pelo teste de ANOVA one-way. Nos casos em que 0s dados
ndo apresentaram esses pressupostos, usou-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Ja
para os dados comportamentais, usou-se a ANOVA two-way para os dados com normalidade
e homogeneidade, e o teste semi-paramétrico da ANOVA ranqueada para a analise dos dados
ndo-paramétricos. Com a concentracdo do EC sendo considerado o fator 1 (3 niveis: 0%, 0,1%
e 0,2%) e o tempo de exposicdo como fator 2 (3 niveis: Oh, 48h e 96h).

O teste de média utilizado foi o LSD, pois o coeficiente de variacdo de todos 0s
resultados ficou acima de 20%. Adotou-se p< 0,05 como sendo o nivel de significancia. Todos

os célculos foram feitos no software livre R (R Team Core, 2017).
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2.7 Questdes éticas
O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto
Federal Goiano, com protocolo n° 3088020216.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Parametros biométricos

N&o houve efeito do efluente de curtume sobre o ganho de peso dos peixes, conforme a
figura2-A (H (2) = 3, 6371; p=0,16) e sobre o crescimento (F (2,36) =0,1367; p=,87), conforme
figura 2-B, durante as 96 horas de exposi¢do ao poluente. Contudo, outros estudos em peixe,
com maiores periodos de exposicdo de poluentes, mostram alteracbes em parametros
biométricos. Gbem et al. (2003), por exemplo, relataram que a exposi¢cdo por 8 semanas ao
efluente de curtume reduziu o ganho de peso em Clarias garipinus. Almeida et al. (2009)
verificaram tilapias-do-Nilo expostas ao cddmio (um dos metais pesados presentes no efluente
de curtume) por 15 dias tiveram reducdo na taxa de crescimento. Parametros como o
crescimento e ganho de peso podem indicar mudancas bioquimicas e/ou metabolicas em
organismos expostos a contaminantes (ALMEIDA et al., 2009; GBEM et al., 2003). Porém, o
tempo de exposicdo e/ou as concentracBes usadas no presente estudo ndo causaram alteracoes

nestes parametros.
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Grupos experimentais Grupos experimentais

Figura 2. Efeitos do efluente de curtume sobre o ganho de peso (A) e crescimento (B) da tilapia-

do-Nilo exposta ao efluente de curtume por 96 horas (Média + DP).
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A andlise do IHS também ndo apresentou alteracdes (F (2,36) = 0,0428; p=0,95)
(Figura 3). Embora o IHS n&o tenha demonstrado alteragdes, estudos tém relatado que a
exposicdo em periodos maiores ao efluente de curtume causam danos histoldgicos, como
necrose, no figado de peixes como Channa punctatus exposto ao efluente de curtume por 29
dias (MOHANTA et at., 2010) e Oreochromis mossambicus, exposta a diferentes
concentracgdes de efluente de curtume por 60 dias (NAVARAJ & YASMIN, 2012).

]
N
—

]

Indice Hepatossomatico (IHS)

0,5

Controle Grupo | Grupo Il
Grupos experimentais

Figura 3. indice Hepatossomatico de Oreochromis niloticus exposta ao efluente de curtume por
96 horas (Média = DP).

3.2 Parametros comportamentais

Em relacdo ao comportamento alimentar, verificou-se que os peixes de todos 0s grupos
reduziram a laténcia para a alimentacdo, ao longo do periodo avaliado. Assim, o efeito
encontrado foi apenas do tempo de execucéo do estudo (F (2, 108) = 27,6698, p<0,01) e ndo da
exposicdo ao efluente de curtume (F (2, 108) = 0,1000, p=0,90) (Figura 4). O resultado foi

diferente do encontrado por Gbem et al. (2003), em que os peixes da espécie Clarias guriepinus,
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expostos ao efluente de curtume por 8 semanas, apresentaram reducdo das atividades fisicas,

especialmente no comportamento alimentar.
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Figura 4. Laténcia para alimentacdo de Oreochromis niloticus exposta a diferentes concentragfes de
efluente de curtume por 96 horas. Letras mindsculas comparam 0s grupos em um mesmo dia. Letras
mailsculas comparam um mesmo grupo entre os dias do experimento. Letras diferentes indicam

diferenca significativa entre os grupos e os dias (Média + DP).

Foi observado que o a distancia percorrida pelos peixes foi significativamente diferente
no Gltimo dia de exposicdo ao efluente (Fator 1-(F (2, 108) =3,4070, p=0,03); Fator 2-(F (2,
108) =2,0651, p=0,13); Interacdo entre os fatores-(F (4,108) =0,5621, p=0,69)). Porém, como
0 grupo controle apresentou um valor intermediario, quando comparado com 0s grupos
expostos ao efluente de curtume ao grupo controle, observou-se que ndo houve diferenca entre
os grupos (Figura 5-A). Tambeém ndo foram observadas altera¢es no tempo de movimentagao
entre os peixes dos diferentes grupos (Fator 1-(F (2, 108) =0,06); Fator 2-(F (2, 108) =1,8832,
p=0,15); Interacdo entre os fatores-(F (4,108) =0,0717; p=0,99)) (Figura 5-B). Outros estudos
apontam efeitos no comportamento natatorio de peixes expostos a poluentes por periolos
prolongados. Alteracdes na natacdo de Cyprinus carpio, como movimentos agitados e

aleatorios e natagdo com o abdmome para cima, devido a exposicdo a diferentes concentraces
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(10% a 70%) de efluente de curtume por 96 horas foram relatadas por Ganeshwade et al. (2006).
Navaraj & Yasmin (2012) também relataram alterages na natacdo de Oreochromis
mossambicus expostos ao efluente de curtume por 60 dias. Vieira et al. (2009) verificou que a
exposicdo de Pomatochistus microps a concentracdes a partir de 50 ug L de cobre (metal
pesado presente no efluente de curtume) e a concentragdes a partir de 3,125 merc(rio pg L7,
por 96 horas, tiveram menor resisténcia em nadar contra o fluxo de &gua, e a distancia percorrida
pelos peixes expostos foi menor quando comparado com 0s peixes ndo expostos. Honda et al.
(2008) também verificaram a reducdo das atividades locomotoras em Brycon amazonicus
expostos a 9,04 pg L de cadmio (outro metal presente no efluente de curtume) por 96 horas.
As diferencas no periodo de exposicdo, nas concentracdes utilizadas por estes autores e pelo
fato de eles testarem os metais pesados isolados podem ser os motivos provaveis pelos quais
ndo se obteve um resultado semelhante neste estudo. Estudos sobre os efeitos de contaminantes
sobre a capacidade de locomogdo sdo importantes, uma vez que comportamentos mais
complexos que garantem na sobrevivéncia dos animais na natureza, como captura de alimento
e fuga de predadores, dependem prioritariamente da capacidade de locomog&o dos organismos
(TIERNEY, 2011; VIEIRA et al., 2009).
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Figura 5. Efeitos da exposi¢cdo de Oreochomis niloticus ao efluente de curtume sobre a distancia
percorrida (A) e o tempo em movimentagdo (B). Letras mindsculas comparam 0s grupos em um mesmo
dia. Letras mailsculas comparam um mesmo grupo entre os dias do experimento. Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os grupos e os dias (Média + SD).
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A capacidade de explorar novos objetos foi avaliada através do teste do objeto estranho.
Neste teste ndo houve diferenca estatistica entre os grupos em relacdo a laténcia para se
aproximar do objeto estranho (Fator 1-(F (2, 108) =1,8679, p=0,15); Fator 2-(F (2, 108)
=0,7124, p=0,49); Interacdo entre os fatores-(F (4,108) =0,1362, p=0,96)) (Figura 6-A). Porém,
ao analisar o tempo que 0s peixes passaram perto do objeto, constatou-se que houve uma
variacao ao longo dos dias do experimento, em que os peixes do grupo controle e do grupo |
(50% da concentracdo ambiental estimada) apresentaram um aumento no tempo proximo ao
objeto. Ja no grupo Il (100% da concentracdo ambiental estimada) o tempo que 0s peixes
passaram préximo ao objeto ndo variou ao longo do experimento, indicando que os peixes deste
grupo ndo se habituaram a presenca do objeto, ou seja, a exposi¢do a concentracdo ambiental
estimada do efluente de curtume pode afetar o tempo de exploracdo de um objeto novo nos
peixes (Fator 1-(F (2, 108) =0,6269, p=0,53); Fator 2-(F (2, 108) =4,7379, p=0,01); Interacdo
entre os fatores-(F (2,2,4,108) = 0,5537, p=0,69)) (Figura 6-B). O teste do objeto estranho foi
utilizado para avaliar a reacdo ao objeto novo e indicar, entre outros aspectos, a capacidade de
exploracdo ambiental em uma situacdo nova e com potencial risco ao animal (0 novo objeto
pode ser visto como um predador) (REALE et al., 2007). Entretanto, a repeticdo do teste pode
levar a habituacdo por parte do animal a presenca do objeto, uma vez que o objeto nédo
apresentou risco, como foi observado no grupo controle e no grupo I. Contudo, uma vez que 0
grupo Il ndo se habituou a presenca do objeto estranho, € plausivel supor que houve alteragdo
na percepcao ambiental. Outra possibilidade € que o efluente de curtume tenha efeito na
memoria dos peixes, uma vez que o grupo Il ndo se habitou ao objeto estranho. Rabelo et al.
(2016) e Silva et al. (2016) verificaram que camundongos expostos ao efluente de curtume
apresentaram déficit de memdria. Assim, novos estudos que realizem testes de memdria

poderdo investigar a hipdtese de o efluente de curtume causar déficit de memaria em peixes.
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Figura 6. Teste do objeto estranho em Oreochromis niloticus exposta por 96 horas a concentracdes de
efluente de curtume. Laténcia para se aproximar do objeto estranho (A) e tempo que 0s peixes passaram
perto do objeto estranho (B). Letras minudsculas comparam 0S grupos em um mesmo dia. Letras
mailsculas comparam um mesmo grupo entre os dias do experimento. Letras diferentes indicam

diferenca significativa entre os grupos e os dias (Média + DP).
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3.3 Testes mutagénicos

A mutagenicidade do efluente de curtume do tipo wet blue para a tilaplia-do-Nilo foi
testada através do teste de microndcleo e do teste de anormalidades nucleares. As frequéncias
das anormalidades totais foram analisadas, e apresentaram resultado estatisticamente
significativo. O grupo controle positivo apresentou maior frequéncia de anormalidade totais,
seguido pelo grupo Il. J& o grupo controle negativo apresentou a menor frequéncia de
anormalidades nucleares, e o grupo | teve um resultado intermediério entre o controle negativo
e o grupo Il (H (3) = 21,824; p=0,00) (Figura 8-A). De modo geral, 0 aumento da frequéncia
de microndcleos e de anormalidades nucleares demonstraram a capacidade do efluente de
curtume de causar danos mutagénicos em peixes. Danos no material genético podem levar a
morte celular ou desencadear o surgimento de canceres (BONASSI et al., 2007; FENECH et
al., 1999), prejudicando a qualidade de vida e sobrevivéncia dos organismos expostos ao

efluente de curtume.

Figura 7. Anormalidades nucleares em eritrocitos de Oreochromis niloticus: Eritrocito com nucleo
normal (A). Nucleo com broto (B). Célula binucleada (C). Nucleo lobulado (D). Nucleo entalhado (E).

Nucleo deslocado (F). Nucleo riniforme (G). Micronucleo (H).

Houve diferenca estatistica em relacdo a frequéncia de nacleos com brotos (figura 7-B).
Porém, a diferenca foi observada apenas no grupo controle positivo (H (3) = 17, 679; p=0,00)

(Figura 8-B). Walia et al. (2013) encontraram um resultado diferente deste, em que peixes da
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espécie Labeo rohita expostos a concentragcdes de 0,88%, 1,76% e 3,53% de efluente de
curtume por 24, 48, 72 e 96 horas apresentaram maior nimero de células com ndcleos com
broto. Ozkan et al. (2011) também relatou 0 aumento de células com essa anormalidade nuclear
em Oreochromis niloticus expostos a 0,5 mg L e 1,0 mg L™ de cadmio (um dos componentes
do efluente de curtume). As concentrages mais elevadas relatadas por esses autores podem
explicar a diferenca nos resultados encontrados.

Ja na contagem de células binucleadas (figura 7-C) ndo houve diferenca entre 0s grupos
(H (3) = 1,9218; p=0,58) (Figura 8-C). Praveena et al. (2014) relataram o aumento de células
binucleadas em Labeo rohita expostos por 7 e 30 dias a 1/10 da CLso de cromo. Segundo esses

autores, células binucleadas surgem da divisdo celular anormal, devido a inibicao da citocinese.

Em relacdo a presenca de ndcleos lobulados (figura 7-D) os dados indicaram que 0s
peixes expostos a concentracdo ambiental (grupo IlI- 100%) do efluente de curtume e do
controle positivo tiveram maior frequéncia desta anormalidade do que 0s peixes ndo expostos.
Os peixes do grupo de exposicao | apresentaram valor intermediario entre o controle negativo
e o grupo Il (H (3) = 13,419; p<0,01) (Figura 8-D). Um aumento de frequéncia de células com
nacleo lobulado também foi encontrado em Labeo rohita exposto ao efluente de curtume
(WALIA et al., 2013). Componentes metalicos do efluente, como o cadmio e o chumbo,
aumentaram a frequéncia de células com ntcleo lobulado em Oreochromis niloticus (OZKAN
et al.,2011) e em Prochilodus lineatus (MONTEIRO et al.,2011), respectivamente.
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Figura 8. Frequéncia de anormalidades nucleares totais de Oreochromis niloticus dos grupos expostos
ao efluente de curtume por 96 horas e dos grupos controle negativo e positivo (A). Frequéncia de nucleos
com broto nos diferentes grupos testados (B). Frequéncia de células binucleadas (C). Frequéncia de
nlcleos lobulados (D) (Média + DP).

Também foram encontrados resultados significativos para a frequéncia de nucleos
entalhados (figura 7-E). Porém, assim como ocorreu com a frequéncia de ndcleos com brotos,
a diferenca foi observada apenas no controle positivo (H (3) = 10,277; p=0,01) (Figura 9-A). A
capacidade do efluente de curtume em aumentar a frequéncia em de células com nucleos
entalhados em Labeo rohita foi relatada por Walia et al. (2011). Contudo, as concentracdes
usadas por esses autores foram maiores (0,88%, 1,76% e 3,53%) do que as concentragoes

usadas no presente estudo.

Os peixes expostos a concentragdo ambiental de efluente de curtume (0,2%)
apresentaram maior quantidade de células com nucleos deslocados (figura 7-F) do que os
demais grupos. Contudo, ndo houve diferenga entre o grupo controle e o grupo I, e o controle
positivo apresentou a menor valor para essa anormalidade (H (3) = 31,992; p>0,00) (Figura 9-

B). Um resultado que chamou a atengéo foi o fato de que a substancia usada como controle
35
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positivo (a ciclofosfamida) apresentou menor frequéncia de células com nucleo deslocado.
Sabe-se que a ciclofosfamida é uma substéncia clastogénica (PACHECO & SANTOS, 1997),
0 que pode sugerir que nucleos deslocados sdo causados por outros mecanismos, sendo
necessarios mais estudos relacionados a esta anomalia. Além disso, a ocorréncia de nucleos
deslocados é pouco descrita na literatura. Souza et al. (2017) encontraram esta anormalidade
em periquitos Melopsittacus undulates expostos a 5% de efluente de curtume por 60 dias e
sugeriram que seu surgimento esta relacionado com danos nas estruturas que mantem o nucleo
no centro da célula, como o citoesqueleto. Porém, novos estudos sdo necessarios para melhor
compreensdo sobre as possiveis causas para o surgimento de células com nucleos deslocados e

a relagcdo com o efluente de curtume.

Também houve diferenca significativa para a frequéncia de células com nucleo
riniforme (figura 7-G). O grupo controle positivo e o grupo Il apresentaram maior frequéncia
de células com esta anormalidade nuclear. O grupo controle negativo apresentou valores mais
baixos, e o grupo | teve uma frequéncia intermediaria entre o grupo controle e o grupo 100%
(H (3) = 12,440; p=0,00) (Figura 9-C). A presenca de células com nucleo riniforme, devido a
exposicao a poluentes, é pouco relatada em peixes. Porém, Monteiro et al. (2011) encontraram
um maior numero de células com essa anormalidade em peixes da espécie Prochilodus lineatus
expostos a 5 mg L de chumbo por 6, 24 e 96 horas.

Houve diferenca significativa na frequéncia de microndcleos (Figura 7-H) entre os
grupos. Peixes do grupo controle positivo apresentaram maior frequéncia de células com
micronlcleo. Entre os grupos expostos ao efluente de curtume, os peixes do grupo |
apresentaram maior frequéncia de células com microndcleo, enquanto que o grupo Il ndo
apresentou diferenca em relacdo ao grupo controle negativo (H (3) = 27,707; p=0,00) (Figura
9-D). Matsumoto et al. (2006) também relatou o aumento da frequéncia de microndcleos em
células de Oreochromis niloticus expostas por 72 horas a agua diluida (1:1) de um rio que
recebia efluente de curtume. O aumento de células com microndcleo causado pela exposicdo
ao efluente de curtume também foi relatado em outras espécies de peixes, como Labeo rohita
(WALIA et al., 2015). Estudos com metais que estdo presentes na mistura do efluente de
curtume, como o cromo e 0 cadmio, tém demonstrado o aumento da frequéncia de micronucleos
em peixes (LEMOS et al.,2001; OZKAN et al., 2011; PRAVEENA et al., 2014). Belin et al.
(2016) verificaram que a exposi¢do de Oreochromis niloticus a um composto orgénico
identificado neste efluente de curtume (o plastificante di-n-butyl phthalate- DBP) por 24 e 96

horas também causou o aumento de micronucleo e anormalidades nucleares. Contudo, 0
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efluente de curtume € uma mistura complexa, de modo que os efeitos mutagénicos podem ser
causados por metais pesados e, também, pelos seus componentes organicos (que sdo pouco
conhecidos) ou pela interacdo dos componentes presentes neste efluente. Microndcleos sdo
fragmentos de cromossomos formado pela sua quebra (efeito clastogénico) ou cromossomos
inteiros que ndo participaram corretamente da anafase (efeito aneugénico), formando um
pequeno nucleo extra (PRAVEENA et al., 2014; WALIA et al., 2015; FENECH et al., 1999).
A ocorréncia de micronucleos (e também de anormalidades nucleares) também estéa relacionada
com a reacdo de radicais livres com o material genético (AHMAD et al., 2006). Assim, metais
pesados estdo associados com a ocorréncia de estresse oxidativo, que aumenta a quantidade de
radicais livres (DI GIULIO et al., 1995). Além da producdo de radicais livres, Moysés et al.
(2017), ao expor Drosophila melanogaster ao efluente de curtume por 72 horas, verificou que
esse poluente também alterou o sistema de enzimas antioxidante, como a reducéo da atividade
de Glutationa S-transferase, contribuindo para o desequilibrio entre os niveis de oxidantes e

antioxidantes, resultando em danos ao material genético.
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Figura 9. Frequéncia de anormalidades nucleares em eritrocitos de Oreochromis niloticus nos grupos
expostos e ndo expostos ao efluente de curtume por 96 horas. Frequéncia de nacleos entalhados (A).
Frequéncia de ndcleos deslocados (B). Frequéncia de nucleos riniformes (C). Frequéncia de

micronucleos (D) (Média = DP).

4. CONCLUSAO

Conclui-se que o efluente de curtume, nas concentracdes ambientalmente relevantes,
ndo causou danos aos parametros biométricos e no comportamento alimentar e movimentacéo
da tilapia-do-Nilo. Porém, a exposicdo ao EC alterou a capacidade de exploracdo ambiental,
aferido pelo teste de objeto estranho. Além disso, a capacidade deste poluente de causar
alteracbes cromossdmicas foi evidenciada pelo aumento da frequéncia de micronucleos e de
anormalidades nucleares nas células dos peixes expostos. Assim, o efluente de curtume, quando
lancado no meio ambiente de forma incorreta, causa toxicidade na tilpia-do-Nilo, o que pode

interferir em processos bioldgicos vitais para a sobrevivéncia dos organismos na natureza.
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CONCLUSAO GERAL

Conclui-se que o efluente de curtume do tipo wet blue apresenta toxicidade para
Oreochromis niloticus, causando alteracBes em parametros biométricos, comportamentais e
mutagénicos. Assim, o descarte ilegal ou sem tratamento adequado deste poluente nos corpos
hidricos pode interferir em processos biologicos vitais para a sobrevivéncia desses organismos
na natureza, sendo plausivel sugerir que estes efeitos interferem em aspectos ecologicos que
podem reduzir as populagdes de peixes.

Embora este estudo tenha contribuido para a geragdo de novos conhecimentos sobre 0s
efeitos da exposicdo de peixes ao EC sob diversos parametros, sugere-se a realizacdo de novos
estudos, que visem esclarecer 0os mecanismos que levam a alteragdes comportamentais e

diferentes anormalidades nucleares em peixes expostos a esse poluente.
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