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RESUMO

As industrias téxteis vém crescendo gradativamente, gerando empregos e contribuindo para a
rotatividade do setor socioecondmico. Porém, também estdo entre as maiores geradoras de
residuos poluentes, principalmente o efluente téxtil, que ¢ gerado em grande volume e com altas
doses de corantes e outras substancias toxicas. E um residuo complexo, de dificil degradagio,
que contém substincias xenobioticas, recalcitrantes e toxicas. Quando em contato com os
corpos hidricos sem o devido tratamento, estes compostos podem causar danos a satde da biota
aquatica e desencadear diversos impactos ambientais. E importante estudar e identificar os
possiveis danos deste efluente, para auxiliar com desenvolvimento de melhores formas de
gestao destes residuos. O presente estudo tem por objetivo analisar a genotoxicidade do efluente
téxtil em sua composi¢do bruta e tratada sobre o bioindicador Rhamdia quelen. Os 180
exemplares de R. quelen foram submetidos de forma sobreaguda a concentragdes de 0%
(controle); 1,25%; 2,5%; 5,0%; 7,5% e 10% (em triplicatas) do efluente bruto e tratado de uma
industria de producdo de jeans. Foram utilizados animais de ambos os sexos divididos em 18
caixas de 60 litros. A exposicao foi por sete dias em condi¢des controladas. Ao final do periodo
experimental, coletou-se tecido sanguineo e hepatico dos individuos. Essas amostras foram
submetidas ao teste de eletroforese em gel de célula inica, comumente conhecido como ensaio
cometa, para analisar possiveis danos genotoxicos. As laminas foram coradas a base de brometo
de etidio e as analises foram com microscopia de fluorescéncia. Analisou-se 100
nucleoides/lamina, seguindo contagem de danos de 0 (auséncia de danos) até dano 4 (apoptose
celular). A andlise dos danos ndo apresentou diferenga significativa entre as diluigdes do
efluente bruto e tratado em comparacdao ao controle. Em eritrocitos o efluente bruto causou
danos significativamente maiores do que o tratado como esperado. Ja4 em hepatdcitos os danos
ndo foram significativos em comparagdo dos efluentes bruto e tratado. Com este trabalho
conclui-se que o efluente bruto causa danos genotdxicos a baixas concentragdes em curtos
periodos de exposi¢do, enquanto o efluente tratado foi seguro em concentragdo < 10% em

exposicao de até sete dias.

Palavras-chave: Toxicidade; Peixes; Biomarcador ; Aguas residuais Téxteis.



ABSTRACT

Textile industries have been growing gradually, generating jobs and rotating the socioeconomic
sector. However, they are also among the largest generators of polluting waste. The textile
effluent is generated in large volumes and with high doses of dyes and other toxic substances.
It is a complex residue, difficult to degrade, containing xenobiotic, recalcitrant and toxic
substances. When in contact with water bodies without proper treatment, these compounds can
cause damage to the health of aquatic biota and trigger various environmental impacts. The
present study aims to analyze the genotoxicity of textile effluent in its raw composition and
treated on the bioindicator Rhamdia quelen. For that, preliminary tests were carried out to
determine the lethal concentration. Subsequently, 180 specimens of R. quelen were
subchronically submitted to concentrations of 0% (control); 1,25%; 2,5%; 5%; 7,5% and 10%
(in triplicates) of the raw and treated effluent from a textile industry. Animals of both sexes
were divided into 18 boxes of 60 liters. The exposure was for seven days under controlled
conditions. At the end of the experimental period, blood and liver tissue were collected from
the individuals. These samples were subjected to the single cell gel electrophoresis test,
commonly known as the comet assay. This technique was used because it is considered
sensitive, simple and fast to analyze possible genotoxic damage. The slides were stained with
ethidium bromide and the analyzes were performed with fluorescence microscopy. 100
nucleoids/slide were analyzed, following damage counts from 0 (no damage) to damage 4
(cellular apoptosis). With the analysis of the data, it can be observed that there was no
significant difference between the dilutions of the raw and treated effluent compared to the
control. In erythrocytes, the raw effluent caused significantly greater damage than the treated
effluent as expected. In hepatocytes, the damages were not significant raw and treated effluents.
With this work, it is concluded that the raw effluent causes genotoxic damage at low
concentrations in short periods, while the treated effluent proved to be safe at a concentration

of 10% for up to seven days.

Keywords: toxicity; Fish; Biomarker; Textile waste water;
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1. INTRODUCAO

Com o crescimento gradativo da populagdo e a alta procura por empregos, a
industria téxtil acompanha esse gradiente, € vem se destacando em crescimento e geracao de
empregos com um forte potencial econdmico (ABIT,2018). No entanto, além de se destacar
no quesito socioecondmico, esta entre as industrias mais geradoras de residuos poluentes, e
que utiliza grande quantidade de dgua em seu processamento. O efluente téxtil, gerado
durante todo o processamento, principalmente na etapa de tingimento, ¢ considerado, nos
termos da resolugdo CONAMA N° 237, de 19 de dezembro de 1997, como um poluidor
danoso ao meio ambiente, principalmente em seu estado bruto, onde possuem altas
quantidades de corantes e substancias recalcitrantes e toxicas ao meio ambiente e sua biota.

Ritter (2016) corrobora com o descrito acima e incrementa que o efluente téxtil
possui quantidades excessivas de solidos suspensos e grande variagdo de pH, tornando-o
assim com uma caracteristica altamente genotoxica. Quando descartado em ambientes
aquaticos, o efluente téxtil é capaz de causar alta degradacao ao ecossistema e biota aquatica,
além dos compostos quimicos presente, sua turgidez causa impacto visual e pode acarretar a
interferéncia da penetracdo de luz, afetando a fotossintese (CONAMA, 1997). O efluente
téxtil também diminui a entrada de oxigénio e causa danos a satide dos organismos aquaticos
(CONAMA, 1997).

Segundo Cirra, (2004), a induastria téxtil tem a obrigacdo principal e de grande
importancia de licenciamento ambiental, para descarte de efluente téxtil devidamente tratado
no ambiente. O efluente téxtil descartado na natureza ndo pode causar danos genotoxicos,
celulares, fisiologicos e morfoldgicos a nenhum nivel da organizagdo bioldgica, organismo
vivente em corpos hidricos e toda a populagdo em contanto com o desague, (CIRRA, 2004).
A Resolugao do CONAMA n° 430 de 13 de maio de 2011, também adverte que € necessario
o tratamento adequado do efluente e esse s6 poderd ser descartado se ndo causar danos
fisiologicos, genéticos e comportamentais a vida aquatica.

Para analisar o potencial efeito que o efluente téxtil possa causar no material
genético, as andlises foram realizadas através do ensaio cometa, pois 0 mesmo permite uma
visualizacdo da fragmentagcdo do DNA, como danos genéticos, de acordo com Ferraro (2009)
também € uma técnica eficiente, rapida e confidvel. Diante deste contexto o presente estudo
tem por objetivo avaliar os efeitos genotoxicos do efluente téxtil em sua composi¢do bruta e

tratada sobre o peixe Rhamdia quelen por meio do ensaio cometa.



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a genotoxicidade do efluente téxtil de uma industria de producdo de jeans em

sua composicao bruta e tratada sobre o bioindicador R. quelen por meio do ensaio cometa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar os possiveis danos genéticos ocasionados pelo efluente téxtil em células
sanguineas e hepaticas através de ensaio cometa.

e Analisar a relagdo de danos sub-letais em comparagdo com a dilui¢do do efluente e
o tempo de exposicao.

e Comparar a quantificacdo dos danos entre o efluente tratado e o efluente bruto, e se
de fato o tratamento reduz o potencial efeito genotoxico.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 AINDUSTRIA TEXTIL E A GERACAO DE EFLUENTES

A industria téxtil brasileira possui um valor socioeconémico, € um potencial notavel
no que diz respeito a geragao de empregos devido ao crescimento gradativo da populacao de
0,79% ao ano (IBGE 2019). Com isso, o Ministério do Trabalho aponta a industria téxtil
como um dos setores que mais contribui para admissdoes (EMPREGO, 2019). O setor textil
conta com aproximadamente 30 mil empresas em todo o territério nacional, sendo que as
regides sul e sudeste sdo as que apresentam maior quantidade de unidades fabris instaladas
(ABIT, 2018).

Entretanto, observa-se na resolucdo CONAMA N° 237, de 19 de dezembro de 1997,
que as atividades mais geradoras de poluicdo se encontram nas industrias té€xteis. As aguas
residuais sdo de dificil degradacgdo, apresentando risco ao meio ambiente, decorrente da
grande concentragdo de corantes utilizados na coloragdo de tecidos, que durante o processo
de coloragdao ndo sao totalmente fixados aos tecidos, fazendo parte da composi¢cdo do
efluente.

O processamento na industria téxtil é subdividido em cinco etapas. Este se inicia
com o processamento e producdo das fibras, a fiagdo, terceira etapa ¢ tecelagem e malharia
para de fato se tornar o tecido, a quarta etapa ¢ onde grande parte do efluente ¢ produzido,
pois ¢ a fase de tingimento, onde o tecido também vem a ser amaciado e/ou estampado,
resultando em uma grande quantidade de liquido carregado de corante, a quinta e Ultima

etapa ¢ a confeccao (HASSEMER, 2006).

3.2 RISCOS AMBIENTAIS

Compostos quimicos sempre podem apresentar riscos aos ambientes e a biota
aquatica, também podem interagir com outras substancias causando um potencial altamente
toxico. Por este motivo, estes riscos a biota aquatica sdo de observacdo e julgamento
cientifico, podendo assim descobrir seus efeitos danosos e entrar com ac¢des de julgamento
da necessidade de tratamento ou proibi¢do de descarte na natureza (BERTOLETTI, 2013).

A resolugdo 001 de 23 de janeiro de 1986 do CONAMA, Art. 1° relata risco
ambiental como “qualquer alteragdo das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do meio
ambiente”. Desta forma, todas as atividades que venham a causar danos a vida e seguranca
dos seres aquaticos ou afetar a sanidade e bem-estar da populagdo em contato direto ou

indiretamente € considerada como risco ambiental (CONAMA, 1986).



De acordo com Revankar (2007) a grande maioria da polui¢ao através de corantes
¢ oriunda de efluentes téxteis. A legislacdo ambiental brasileira possui critérios de descartes
destes efluentes nos corpos d’agua, de modo que ndo seja danoso a saude e qualidade da
biota aquatica, mantendo o equilibrio ecologico (CONAMA n° 430/2011). Desta maneira, ¢
necessario que tratamentos sejam feitos nesses residuos liquidos, podendo ser por métodos
fisico-quimicos, bioldgicos ou uma combinacdo de métodos (NUNES, 2019).

Efluentes téxteis estdo classificados como um dos residuos liquidos mais poluentes,
por possuirem uma natureza recalcitrante e xenobiotica. Isso deve-se ao fato de que o mesmo
contém grande carga organica de corantes com coloragdo concentrada, altos valores de pH,
sais, acidos, oxidantes, detergentes, dentre outras substancias que prejudicam o meio
ambiente e a saude de seres em contato, sejam eles fisioldgicos ou estresse (VIKRANT et
al., 2018).

Corantes utilizados nas industrias téxteis podem ter sua origem tanto de fontes
sintéticas ou naturais, sendo organico ou inorganico, o qual tem por funcdo dar cor as fibras.
No entanto, a mesma caracteristica que o permite fixar a superficie dos tecidos e ali
permanecer por longo tempo, também ¢€ responsavel por sua alta recalcitrancia e toxicidade
(BANAT et al., 1996). As industrias téxteis também geram grandes quantidade de solidos
suspensos, de metais pesados, compostos organicos e surfactantes (ARAUJO;
YOKOYAMA, 2006). Além de ser utilizada uma grande quantidade de agua para todo o
processamento, tem significativa quantidade de misturas de solventes, microplasticos,
detergentes e demais aditivos quimicos que acabam tornando a 4gua inadequada para
qualquer outra maneira de reutilizagdo (CIRRA, 2003).

A Resolugdo n°® 430, de 13 de maio de 2011 “determina as condicdes, parametros,
padrdes e diretrizes para o lancamento de efluentes em corpos de dgua receptores, que sO
devera acontecer apos o devido tratamento”. Esse efluente descartado nos corpos hidricos
nao devem causar nenhum tipo de efeitos letais ou alteracdoes de comportamentos, tanto na

questao reprodutiva, fisioldgica ou genética da vida aquatica (CONAMA, 2011).

3.3 TOXICIDADE

Toxicologia ¢ a ciéncia que estuda os efeitos que sdo causados por substancias
quimicas em seres vivos (HODGSON, 2004). A toxicidade revela os efeitos danosos
provocados a um organismo vivo devido ao contato com o agente toxico. Diante da exposi¢ao

a agentes toxicos, os ensaios toxicologicos vém a ter um papel de grande importancia para



poder determinar as concentragdes de efeitos observados e ndo observados e assim poder
estimar sua toxicidade, podendo desta maneira utilizar concentragdes em testes de ensaio
laboratoriais (COSTA et al., 2008).

A resolugao 430 do CONAMA (2011) em seu art. 4 do capitulo I, ressalta que testes
de ecotoxicidade em diferentes concentracdes podem ser de grande valia para observar
efeitos nocivos de substancias toxicas, como o efluente téxtil, e para isso sdo utilizados
bioindicadores de grupos ecologicamente relevantes. Esses testes se fazem necessario para
uma observagao mais aprofundada de danos que esses efluentes possam vir a causar. Destaca-
se que somente a avaliagdo por meio de testes e analises fisico-quimicos com os padroes
liberados pela legislagcao ambiental ndo ¢ possivel observar os reais riscos a biota aquatica.
Por meio de exposigdes sub-letais de aproximadamente sete dias, ¢ possivel analisar se a

substancia tem potencial genotéxico ou nio (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

3.4 BIOINDICADOR Rhamdia quelen

Esta espécie ¢ considerada de qualidade e de confianga como organismos bioindicadores
em pesquisas, pois expostos a agentes toxicos em condi¢des controladas apresentam
mudangas em seus padrdes antioxidantes e metabolicos (FERRARO, 2009). Também
apresentam facil adaptacdo a ambientes laboratoriais, manuseio e transporte (DE MENEZES
etal., 2011).

Rhamdia quelen ¢ um peixe pertencente a classe Actinopterygii, conhecido
popularmente como jundia (figura 1). Sua distribuicdo estende-se da América do Sul até
América Central, vivem em aguas doces e permanecem a aproximadamente até trés metros
de profundidade, tendo contato com materiais do fundo dos rios e com facil adaptagdo a
diferentes temperaturas (FERRARO, 2009). Sao sensiveis a biomagnifica¢do, o que causa
acimulo de substancias no organismo devido ao seu habito alimentar, o qual convém a
pequenos peixes e organismos em sedimentos (ROQUE, 2018). Losekann et al., (2008)
destaca também que o jundid também ¢é popularmente reconhecido como fonte alimentar
humana, o que causa grande preocupagdo pois ¢ uma espécie sensivel a contaminagdes,

acarretando uma possivel alimentacao toxica.



Figura 1: Exemplar de Rhamdia quelen utilizado neste estudo
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Fonte: Vasconcelos, 2021

3.5 GENOTOXICIDADE E O USO DE BIOMARCADORES

Biomarcadores sdo utilizados para avaliagdo de efeitos bioldgicos, fisiologicos e
comportamentais, em niveis moleculares, bioquimicos e fisiolégicos, de um determinado
organismo, que venha a sofrer exposi¢des danosas toxicas e xenobioticas (FLORES et al.,
2013; DE OLIVEIRA, 2014; SILVA, 2016). Em bioensaios utilizando exemplares de peixes,
os tecidos mais afetados quando expostos as substincias toxicas e recalcitrantes, sdo as
branquias, figado, rim, musculos e o tecido sanguineo, pois em seu metabolismo exercem a
funcdo de excre¢do de substancias toxicas do organismo (ROCHA, 2003). Quando o
organismo ¢ exposto a substancias toxicas, o figado apresenta grandes alteracdes celulares e
fisiologicas, pois além de fazer a secre¢ao da bile atua com outras substancias requerentes ao
organismo como lipidios e 4cidos graxos, assim contribuindo para desintoxicacdo e
homeostase do organismo (MELETTI; ROCHA, 2003).

Segundo Oost & Beyer (2002), danos genotoxicos tendem a se manifestar altamente
posterior a curtos periodos de exposi¢do a um agente poluente. Nos sistemas biologicos
observa-se uma sequéncia de resposta ao estresse causado por esse agente poluidor, como
indicado na figura 2. Os danos mais precoces sdo visualizados a niveis moleculares e

celulares, em contexto ambiental esses biomarcadores sdo obtidos como sensiveis,



demostram que o poluente em contato com o organismo ¢ distribuido aos tecidos
ocasionando efeitos toxicos. Sucessivamente com maior tempo de exposicao, a hierarquia de
biomarcadores cresce gradativamente ocasionando danos posteriores mais tardios a niveis de
sistema/populacao, assim obtendo maior dificuldade de reversdao (OOST et al., 2002).
Substancias potencialmente genotdxicas possuem capacidade de alteragao ou dano
na estrutura e fun¢do do material genético (WEISBURGER 1999). De acordo com Oliveira
(2013) esses danos ou alteragdes genéticas trasmitidos na replicagdo celular causam o que
chamamos de mutagdo, esse evento na maioria das vezes causam efeitos danosos ao

organimos exposto.

Figura 2: Niveis de biomarcadores
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FONTE: OOST et al. (2002)

3.6 ENSAIO COMETA

O teste do cometa ¢ empregado para a avaliacdo de danos genotoxicos, este teste
toxicogenético possibilita a avaliagdo de quebras ao DNA. As células sdo expostas a
eletroforese por corrente elétrica e as células que sofreram danos genético apresentam o DNA
fragmentado (FERRARO, 2009). Estudos apontam que o potencial genotoxico de efluentes
téxteis testados em espécime de Oreochromis niloticus (tilapia) analisados através do ensaio

cometa no tecido sanguineo apontaram riscos cito-genotoxicos, mesmo em dilui¢des baixas.
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Isto evidencia que sdo necessarias ferramentas para analisar os impactos do efluentes téxteis
(HEMACHANDRA, 2016).

Ensaio cometa ¢ uma forma confiavel e rdpida de andlise de danos em DNA de células
individualizadas. As células submetidas ao protocolo do ensaio cometa, passam para uma
lamina em suspensao a agarose de baixo ponto de fusdo e a agarose normal, submetida a lise
celular e posteriormente eletroforese e, em seguida ¢ analisada através de microscopia de
fluorescéncia, com coloragdo a base de brometo de etidio (FERRARO, 2009). Com isto,
quanto maior o dano causado ao DNA celular, maior serd a diferenca do deslocamento de
fragmentos de DNA formando uma espécie de cauda, o que remete a um cometa (SINGH et
al., 1988). Os danos sdo contabilizados devido ao didmetro formado pelos fragmentos do
nucleo e o comprimento de sua cauda (fragmentacdo de DNA), sdo entdo contabilizados
desde dano 0 (danos ausentes) até dano 4 (apoptose celular) (FERRARO, 2009). Foi
escolhida esta técnica para este trabalho pois, segundo Ferraro (2009) ¢ uma técnica rapida,
sensivel e de baixo custo, eficaz para avaliar efeitos genotoxicos de substancias a células

individualizadas, permitindo a visualizacdo de rupturas no DNA.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 EFLUENTE TESTADO E BIOINDICADOR

O efluente téxtil utilizado na pesquisa foi coletado em uma industria de jeans localizada
no sudoeste do estado do Parana. Para resguardar todos os envolvidos optou-se, em comum
acordo, em manter o sigilo do nome, razao social e CNPJ da empresa. Foram utilizadas
amostras de efluente em sua forma bruta e tratada. O tratamento do efluente foi feito pela

empresa por métodos fisico-quimico e bioldgico.

Antecipadamente foram realizados testes de verificagdo de toxicidade aguda do efluente
téxtil na espécie animal Rhamdia quelen. O teste realizado foi a Clso (concentracao letal que
causa mortalidade de 50% dos individuos) a qual foi base para determinar concentragdes sub-
letais testada para analises de biomarcadores. Essa exposi¢ao foi feita durante quatro dias,
nas concentragoes de 0; 2; 4; 8, 16 e 32% para analisar qual a concentragao era letal para os
peixes, determinando assim a toxicidade aguda. Durante este experimento os animais foram
acompanhados e os parametros eram aferidos, seguindo o protocolo ABNT NBR 15088
(2011). Posteriormente foram realizados bioensaios sobreagudos para testes de
genotoxicidade através do ensaio cometa. Os exemplares de Rhamdia quelen foram
adquiridos em uma piscicultura comercial, sendo todos exemplares juvenis, de ambos os

sexos pensando entre 3,00 a 1,2 gramas.

4.2 BIOENSAIO SOBREAGUDO COM JUVENIS Rhamdia quelen

O projeto foi previamente submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais, pela Universidade Tecnologica Federal do Parand (CEUA-UTFPR) sob protocolo
de n°® 2019-27 (Anexo 1). Os peixes ap0s serem obtidos comercialmente, foram levados até
a UNEPE piscicultura e conforme descrito por Tavares-Dias (2015) submetidos a um banho
salino (9%) por aproximadamente 20 minutos. Em seguida foram aclimatados em condig¢des
controladas de aeragdo e temperatura, e alimentados duas vezes ao dia com racao controlada

a 1,5% da biomassa, por um periodo de no maximo 15 dias.

Para diluig¢@o do efluente bruto e tratado foram utilizados os dados da CLso previamente
quantificado para efluente bruto. Primeiramente, 180 peixes de ambos os sexos foram

aclimatados somente em dgua, posteriormente foram submetidos para o teste sobreagudo por
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7 dias em concentragdes de efluente de 1,25%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% e também o controle.
Os 180 peixes foram divididos em 18 caixas de polietileno de 60 litros em grupos de 10
individuos, contendo 3 réplicas para cada dilui¢des do efluente téxtil tratado. As exposigdes
foram realizadas com efluente tratado e depois com o bruto, ambos durante 7 dias. Para cada
um dos bioensaios primeiramente houve a aclimatacao dos peixes, seguindo as normas do
protocolo descrito na NBR-5410 de 2016. O efluente foi adquirido um dia antes da exposi¢ao
e mantido em sala climatizada. As diluicdes foram feitas diretamente na agua do
experimento. Os peixes alimentados uma vez ao dia com racdo controlada a 1,5% da
biomassa, com controle de temperatura, oxigenacao e afericdo dos parametros de nitrito,

amonia e pH uma vez ao dia (figura 3).

Segundo Instrucdo Normativa da CONCEA (2018) ao fim das exposi¢des os peixes
foram anestesiados com cloridrato de benzocaina 100 mg/L. Foi coletado sangue por pung¢do
no coragdo para as analises genotoxicas e posteriormente foram submetidos a eutandsia por
sobredosagem de Cloridrato de benzocaina. O figado foi coletado de trés peixes cada caixa
(nove peixes por tratamento) para ensaio cometa (figura 3) e outras amostras também foram

retiradas para pesquisas paralelas.

Figura 3: Bioensaio com juvenis de Rhamdia quelen

180 peixes - ox% 1,25% 2,5% 50% 75%  10%

18 caixas contendo 10 individuos cada

ANESTESIA

‘ — (/_ _';' 4—— EUTANASIA <—— g’ s""‘:

Fonte: Autoria propria
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4.3 ENSAIO COMETA

Para realizagdo do ensaio cometa as amostras foram armazenadas em soro bovino fetal e
refrigeradas. As amostras de figado foram desagregadas com o auxilio do
microhomogenizador. Em seguida, as amostras tanto de figado quanto as de sangue foram
suspensas a agarose de baixo ponto de fusdo e entdo alocadas para uma lamina de vidro, ja
previamente cobertas com uma camada de agarose normal (FERRARO, 2009).
Posteriormente as laminas imersas em solu¢ao de lise permaneceram 24 horas em geladeira
a 4°C, para a degradagdo das membranas celulares e nucleares. Em seguida foram alocadas
na cuba de eletroforese horizontal cobertas por solu¢ao de NaOH e EDTA pH>13, ficaram
em repouso por 25 minutos e depois, executando a eletroforese durante 30 minutos a 300mA
e 25V. Na sequéncia da eletroforese as ldminas foram colocadas em bandejas e banhadas

com solu¢do de TRIS, por um tempo de cinco minutos, por trés vezes (FERRARO, 2009).

As laminas prontas, foram coradas a base de Brometo de etidio, o qual foi diluido 1pl
em agua destilada, na proporcao de 120 pl, utilizando 10 pl da mistura por lamina. Apds a
coloracdo foram analisadas, contabilizando-se 100 nucleoides por lamina em microscopia de
fluorescéncia. A andlise foi feita em decorréncia da fragmentacdo do DNA, em que os
nucleoides com um didmetro mais agrupado foi considerado dano 0 (sem danos)
posteriormente danol, dano 2, dano 3 e dano 4 (apoptose celular). Esta analise foi feita
através do deslocamento dos fragmentos de DNA remetendo uma cauda de cometa, como
exemplificada na figura 4. As andlises estatisticas foram realizadas no software Statistica. Os
dados foram testados quanto a sua normalidade e homoscedasticidade pelo teste de Levene’s.
Posteriormente foi realizado uma analise de variancias pelo teste ANOVA para analisar os

resultados e comparar os grupos pelo teste de Tukey.
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FIGURA 4: Danos no DNA observados em nucledides. A) dano 0; B) dano 1; C) dano 2; D) dano 3; E)
dano4.

Fonte: ROQUE, (2018)
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

A andlise dos 100 nucleoides por lamina de eritrocitos resultou em uma diferenga

estatistica entre o efluente bruto e o efluente tratado para eritrécitos, com um p < 5%, ou

seja, as diferencas estatisticas sdo significativas. Porém, quando observada os danos em

eritrocitos entre as dilui¢des (1,25%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% respectivamente) ¢ o

controle, ndo se observa diferencas significativa, tanto para efluente bruto quanto para

efluente tratado, como mostra a figura 5. Os hepatocitos nao apresentaram diferengas

significativas entre a comparacao de efluente tratado com o bruto, nem entre as diluigdes

e controle, observado na figura 6.

Figura 5. Taxa de danos nos eritrécitos de peixes expostos a efluente téxteis bruto e tratado,
avaliados pelo Ensaio cometa. Nota: Blood= sangue. Raw= efluente bruto. Treated= efluente
tratado, seguidos da % de diluicio do efluente (concentration 1.25%, 2,5%, 5%, 7.5% e 10%).

F= Resultado da ANOVA.
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Figura 6. Taxa de danos nos hepatocitos de peixes expostos a efluente téxteis bruto e tratado,
avaliados pelo Ensaio cometa. Nota: Liver= Figado. Raw= efluente bruto. Treated= efluente

tratado, seguidos da % de diluicdo do efluente (1.25%, 2,5%, 5%, 7.5% e 10%). F= Resultado
da ANOVA.

Current effect: F(11, 92)=0,91647, p=0,52816
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Fonte: A autora (2022)

Nas andlises estatisticas apresentadas acima pode-se observar que ndo houve
diferenca significativa de danos causados ao DNA, analisado através do ensaio cometa
nas diluigdes (diluicdo mais concentrada de 10%) em comparagdo ao controle (0% de
efluente) para o efluente tratado num periodo de sete dias. Estudos de Hemachandra e
Pathiratne, (2016) corroboram com os dados obtidos, ao avaliar a espécie de peixe O.
niloticus exposta a concentragdes de 12,5% do efluente téxtil tratado proveniente de uma
industria téxtil do Sri Lanka, que também ndo apresentou danos significativos
comparados ao controle. Porém para o ensaio cometa de O. niloticus exposto ao efluente
téxtil bruto apresentou danos estatisticamente significativos comparados com o controle
(HEMACHANDRA; PATHIRATNE, 2016), o que de fato discorda dos dados obtidos na

presente pesquisa.
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Outro estudo feito por Andrade, (2004) utilizando a espécie adulta de peixe Danio
rerio, com uma concentra¢ao de 36,4% de efluente téxtil tratado, ndo observou diferenca
significativa de danos genotéxicos em comparagdo com o controle em um periodo de
exposicao de 96 H. Rosa et al. (2001) utilizou a mesma concentragao de efluente téxtil
tratado supracitada na espécie de peixe Poecilia reticulata por um periodo de exposi¢ao
de 48 horas e também nao encontrando danos genotdxicos estatisticamente significativos

em relacdo a diluicao e ao controle.

O efluente bruto também ndo apresentou diferenca significativa de danos
genéticos em eritrocitos e hepatocitos entre as concentragdes e controle. J& em
comparagdo entre efluente bruto e tratado, os danos foram estatisticamente significativos
para eritrocitos (p=0,00028) confirmando que o efluente bruto de fato causa maiores
danos genotoxicos. Silva et al (2012) relata ainda que a espécie D. rerio, exposta a uma
concentragdo de 20% do efluente téxtil tratado apresentaram danos entre a extensdo da
cauda do cometa de 0 (sem fragmentagao nas fitas de DNA) até dano 1, j4 em comparagio
a exposicao a efluente téxtil bruto em dilui¢des de 20%, apresentaram aumento na cauda
do cometa, apresentando aumento nos dados 3 e 4 (apoptose celular) em relagdo ao
controle negativo. Assim, corroborando com os resultados apresentados, de que o efluente
téxtil bruto causa danos mais severos ao material genético em comparagao ao efluente
tratado. Desta forma, ressaltando a importancia da realiza¢ao do tratamento do efluente
téxtil descartado no ambiente, removendo a colora¢do que interfere na fotossintese e

demais fatores prejudiciais e reduzindo a toxicidade.

Em relacdo ao tempo de exposicdo para detec¢do de danos significativos,
observou-se na presente pesquisa que em um periodo de tempo de sete dias ja foi
suficiente para observagdo de danos genotdxicos perante o efluente téxtil bruto. J4 em
relagdo ao efluente tratado em exposi¢do de sete dias € seguro para juvenis de R. quelen.
Cavas e Ergene-Gozukara, (2003) apontam que o potencial genotoxico de uma industria
téxtil da Turquia em concentragcdo de 20% ¢ observado em eritrécitos de Oreochromis
niloticus em até 3 dias. Embora encontrados fragmentac¢des significativas no DNA de
eritrocitos de Cyprinus carpio (carpa) em trés dias ao comparar com o controle nao foi

verificado diferencas significativas (SUMATHI et.al, 2001).

Ao observar os danos ¢ necessario levar em conta também a questdo do estresse
causado aos peixes, por sairem de seu ambiente natural e serem mantidos em ambientes
controlados para a realizacdo do experimento. E inerente a presenca de interferéncias
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externa no desenvolver do experimento, provocando alteracdes em seu organismo.
Segundo estudos de Galhardo; Oliveira (2006) as alteragdes podem decorrer do estresse
vindo de fontes quimicas ou fisicas, ja que em primeiro lugar desencadeia mudancas
neuroendocrinas que levam a liberacao de cortisol e radicais livres que podem acarretar
em estresse oxidativo. Fontes naturais também podem ser oriundas como agentes
estressores, bem como o confinamento, pois 0 mesmo aumenta o metabolismo aerobico,
o manuseio dos animais, a cores dos tanques onde ficam confinados a hierarquia e
territorialidade, medo e variagdo de parametros aquaticos, como visto nos estudos de
Costenaro Ferreira (2016). Por isso, a importancia de apresentar um controle negativo
para cada bioensaio, onde os organismos sdo submetidos a todos os fatores e condi¢des
do experimento, exceto o composto toxico. Desta forma, ¢ possivel isolar o dano
ocasionado pelo poluente comparando os tratamentos com o controle.

Neste estudo foram utilizados tecidos sanguineo/eritrocitos e do
figado/hepatodcitos, pois sdo dois alvos de qualidade quando expostos a poluentes
aquaticos, por serem sensiveis e apresentarem danos em pouco tempo de exposi¢ao.
Muitos estudos trazem o figado como um alvo muito sensivel, segundo estudos de Meletti
(2003) o figado pode possuir grandes alteracdes em suas cé€lulas e estrutura fisiologica
quando em contato com poluentes tdxicos, pois 0 mesmo € um orgdo responsavel pela
secrecdo de bile, por metabolizar substancias, armazenar lipidios, fazer oxidacdao de
acidos graxos, desintoxicando o organismo e garantido a homeostase. Nos peixes, bem
como os eritrocitos, os hepatocitos sdo propensos a apresentar efeitos em niveis
molecular, pois sdo irrigados lentamente com fluxo sanguineo, assim tendo um maior
periodo de exposicao (GUILOSKI, 2014). O estudo de Oliveira (2013) prediz que os
efeitos genotoxicos que passam de uma célula a outra denominam-se mutagdo,
desencadeando muitos efeitos podendo ser benéfico ou prejudicial. Segundo Silva (2004)
O figado ¢ um 6rgao chave no que condiz a exposi¢ao de peixes a poluentes. De acordo
com Hinton et. al (1992), devido as suas fun¢des de desintoxicagdes xenobiontes a e
sensibilidade aos poluentes, o figado recebe atencdo em estudos toxicoldgicos
relacionados a contaminagao de espécies aquaticas.

Eritrdocitos também sdo apontados como um 6timo alvo, pois apresenta grandes
danos a nivel molecular a curtos periodos de exposi¢do, observado na presente pesquisa,
pois foi a célula que obteve maior diferenca significativa nos danos causados no DNA
dos eritrocitos. Segundo Seriani e Ranzani-Paiva, (2012) quando os peixes sao expostos

a efluentes de alta poluicdo ocasionam uma série de alteragdes dos constituintes
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sanguineos. A hematopoiese nos peixes ¢ influenciada rapidamente por muitos fatores
bioldgicos e ambientais, por serem desprovidos de medulas dssea, tem menor
complexidade, e acarretam em maiores danos quando submetidos a condi¢des enddgenas
ou exogenas (GABRIEL et al. 2004; RANZANI -PAIVA et al. 2005; TAVARES DIAS
et al. 2007; BARROS et al. 2009; SERIANE et al. 2010). Quando expostos a alteracdes
na qualidade ambiental, produzem niveis de estresses, apresentam interferéncia na sua
atividade homeopatica a qual acarreta na alteragdo morfologica sanguinea, bem como
danos ao material genético dos eritrocitos. Por isso, analises genotoxicas em peixes
expostos a efluentes podem ser consideradas de boa qualidade, sensiveis e rapidas no
sentido de monitoramento dos ecossistemas aquaticos (KIRSCHBAUM et al., 2009;
SERIANE et al., 2010,2011, 2012; MONTENEGRO & GONZALEZ, 2012; AZEVEDO
etal.,2012).

No presente trabalho o figado ndo apresentou danos genéticos, enquanto os
eritrocitos apresentaram, embora muitos estudos trazem o figado como um dos 6rgaos
mais sensiveis quando expostos a poluentes. No entanto, a partir do comportamento dos
hepatocitos neste trabalho, pode-se pressupor de que o tecido hepatico ndo seja tdo
sensivel quando exposto a efluente téxtil proveniente do jeans. J& os eritrocitos
apresentaram-se como células mais sensiveis a este tipo de efluente. Em outros estudos
do grupo da presente pesquisa analisou-se os micronucleos e alteracdes morfologicas
nucleares nos mesmos animais, o qual de modo geral ndo apresentou danos significativos
entre as concentracgdes € o controle, e nem em comparagado entre o efluente bruto e tratado.
Com isto, sdo recomendados mais estudos em vias moleculares ou bioquimicas para
corroborar ou rejeitar esta hipdtese, visto que exposi¢cdes maiores ao efluente téxtil bruto
pode apresentar danos ndo observados nesta pesquisa, pois o efeito do efluente bruto na
oxigenag¢ao nao foi avaliado, pois em ambiente natural os peixes podem vir a apresentar

maiores danos devido a oxigenagdo ser mais limitada pela coloracdo do efluente.

20



6. CONCLUSAO

Com a andlise realizada, pode-se concluir que o efluente bruto causou danos
genotoxicos para as células sanguineas significativamente maiores que o efluente tratado.
Para as células hepaticas ndo observou-se diferenca de danos entre o efluente tratado e
bruto, com isso pode-se estudar mais a fundo o pressuposto de que células sanguineas
sejam mais sensiveis a exposi¢cdo de agentes poluentes do que as células hepaticas, por
conta de suas diferentes fungdes no organismo, justificando a auséncia de diferenca de
danos entre as células.

Nao houve diferencga significativa entre as dilui¢des e o controle negativo, tanto
para o efluente bruto quanto para o efluente tratado em um periodo experimental de sete
dias. O tratamento reduz o potencial de efeito genotoxico e em concentracdo <10% o
efluente tratado foi seguro para espécies juvenis de Rhamdia quelen por um periodo de
sete dias, ressaltando a importancia do tratamento para efluentes té€xteis. Aconselha-se
como perspectiva futura a realizagdo de bioensaios com maior tempo de exposicao e para
outras idades de R. quelen para confirmar de fato se o tratamento ¢ eficaz e nao causa
mutagénese aos demais niveis. Recomendam-se também avaliacdes em outros
biomarcadores e respostas integrativas de toxicidade aos organismos animais, bem como

a outros grupos de organismos.
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