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“O peixe ¢é bastante diferente

Ninguém pode entender como é seu génio
Reservas porgdes de oxigénio

Mutagbes para o meio ambiente

Tem mais cartilagem resistente
Habitando na orla ou profundeza
Devora outros peixes pra despesa

E tem época do acasalamento

revestido de escamas esse elemento

Com a for¢a da santa natureza. “

(Ivanildo Vilanova e Xangai - Natureza (trecho))
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RESUMO

A alteracdo do comportamento animal pode ser interpretada como a resposta da interagao
de processos fisiologicos com estimulos ambientais sendo, desta forma, uma ferramenta
eficiente para deteccdo de contaminantes relacionados a efeitos toxicos. Neste estudo
foram realizados testes comportamentais utilizando a atividade natatdria do peixe Danio
rerio como bioindicador de concentragdes subletais. Para isso, trés substancias auxiliares
da industria téxtil foram escolhidas: H,SO4, CH,O e NaOH. Para a determinacdo das
concentracdes subletais foram realizados testes de toxicidade aguda. A partir desses
testes, doze peixes foram expostos a 10%, 30%, 50% e 70% da CLsy de cada substancia
para avaliacdo do efeito toxico sobre o comportamento de locomog¢do. Com o auxilio de
um sistema de andlise de imagem (VIDEOMEX-V®), os peixes foram monitorados um
periodo de 4 horas, sendo duas horas sem exposi¢ao e mais duas horas com a substancia-
teste. A velocidade média foi usada para avaliar o efeito subletal das substancias. A
concentracdo de 10% da CLsy para o CH,O causou hiperatividade, mas nao foi
considerada téxica para os peixes. As concentracdes de 10 e 30% da CLs para o H,SO4 e
10% da CLs para o NaOH nao causaram alteragdo comportamental. Foram cosideradas
toxias para D. rerio as concentragdes de 30% da CLsy para CH,0, 50 e 70% da CLs, para
H,SO4 e 30, 50 e 70% da CLsy para NaOH, pois causaram diminui¢do na velocidade de
natacdo. Esses resultados demonstraram que D. rerio € um bom biosensor na deteccio de
concentracdes subletais. O biomonitoramento em tempo real em laboratério mostrou-se
um método ndo-invasivo e pratico e poderd ser utilizado para analisar a toxicidade
cronica de efluentes industriais ou substancias quimicas especificas em laboratério, pois
tem sensibilidade elevada compardvel com outros testes toxicolégicos e gera respostas

rapidamente.

Palavras-chave: Danio rerio; comportamento de natacdo; ecotoxicologia; industria

téxtil; biomonitoramento em tempo real.
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ABSTRACT

Behavior alterations can be interpreted as a response of interaction between physiological
process and environmental stimulus, therefore, they are efficient tools for detention of
chemical related to toxic effects. In this study, behavior tests were done using the
swimming activity of Danio rerio as a bioindicator of exposition to sublethal
concentrations. For this purpose, three auxiliaries chemicals of the textile industry were
chosen: sulfuric acid, formaldehyde and sodium hydroxide. Sublethal concentrations were
defined by acute toxicity tests. Twelve fish were exposed to 10%, 30%, 50% e 70% of the
LCsy to evaluate the toxic effects in swimming activity caused by each tested chemical.
An image analysis system (VIDEOMEX-V®) was used to monitor swimming activity.
Fish were monitored for 4h: 2h without chemical exposition followed by 2h with the
addition of test-concentration. The mean velocity was used to evaluate the sublethal
effects. The 10% of LCso of CH,O concentration caused hyperactivity in fish swimming
behavior but it was not considered as a toxic concentration. 10% and 30% of LCsq of
H,SO4 and 10% of LCsy of NaOH did not induce significantly swimming alterations.
Although, 30% of LCsy of CH,0, 50% and 70% LCs, of H,SO4 and 30%, 50% and 70%
of LCsp of NaOH were considered as toxic because induced a hypo activity,
characterizing an adverse effect. The results showed that D. rerio is a good biosensor to
detect sublethal concentrations. Real time biomonitoring in laboratory is a non-invasive
and practical test and could be used to evaluate the chronic toxicity of industrial waste or
some specific toxicant in laboratory, using the swimming behaviour of D. rerio. It has

more sensitivity compared to others toxicological tests and produce quickly responses.

Key words: Danio rerio; swimming behavior; ecotoxicology; textile industry; real time

biomonitoring.



1. INTRODUCAO

A 4gua € um recurso natural essencial, seja como componente de seres vivos, seja
como meio de vida de vdrias espécies vegetais e animais, como elemento representativo
de valores socioculturais e como fator de produgcdao de bens de consumo e produtos
agricolas. Por isso sua preservacdo é importante e envolve duas dimensdes, uma referente

a quantidade e outra referente a qualidade.

As fontes de poluicdo das dguas, pelos seus mais diversos usos, podem ser de
causa natural ou antropogénica, como a poluicdo causada por efluentes domésticos e
industriais e pela drenagem de dreas agricolas e urbanas'. Embora dependam da dgua para
a sobrevivéncia e para o desenvolvimento econdmico, as sociedades humanas poluem e

degradam esse recurso, tanto as dguas superficiais quanto as subterraneas.

Uma das grandes ameagas a sobrevivéncia da humanidade nos proximos séculos é
a contaminacdo quimica das dguas. O aumento da fabricacdo de substancias quimicas,
logo apds a 2* Guerra Mundial (a chamada “revolu¢do quimica”), produziu uma enorme

. L. . . 2
variedade de compostos quimicos e cerca de 87 mil compostos sintéticos”.

Essas substancias quimicas foram desenvolvidas como intermadidrios industriais,
para controlar as doencas, aumentar a producao de alimentos, de bens de consumo e a
expectativa de vida das pessoas. Entretanto, ironicamente, tornaram-se um problema a
saide publica, a saide humana e a biodiversidade devido ao lancamento de efluentes
liquidos, tratados ou ndo, nos corpos d’dgua. Podendo provocar alteracdes nas
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas dos corpos d dgua, colocando em risco os
sistemas de suporte a vida, incluindo a biodiversidade do planeta. Esses efluentes podem
conter elevadas concentracdes de matéria organica, sélidos em suspensdo, metais e

compostos  téxicos, microorganismos patogénicos e substdncias teratogénicas,

A: . N 1
mutagenicas e carcinogenicas .
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No Brasil a fiscalizacdo da qualidade dos efluentes nao € feita de forma adequada

e efetiva devido a falta de tecnologias de monitoramento de baixo custo e de recursos
humanos, ndo hd uma fiscalizacdo adequada da qualidade dos efluentes lancados. Apenas
andlises fisicas e exames quimicos, usualmente empregados, ndo sdo suficientes para
avaliacdo dos efeitos potenciais na biota aqudtica e, conseqiientemente, no

estabelecimento de procedimentos para protegé—1a3.

A avaliagdo do comportamento de poluentes no ambiente através do
monitoramento da sua agdo em organismos vivos € denominado biomonitoramento. O
fundamento desse método € que um estimulo ambiental, como um estimulo proveniente
de um poluente, provoca reacdes no organismo Vvivo que podem acarretar varias
alteracoes em seu funcionamento e sobrevivéncia, ou seja, o comportamento do
organismo frente a um agente estressor é utilizado na avaliacdo da qualidade de um

ambiente”.

O biomonitoramento fornece informacgdes a respeito de sobrecargas langcadas no
ambiente e da necessidade de medidas de protecdo. Ele funciona como um controle do
sucesso dos procedimentos técnicos adotados e como fator de decisdo para a protecdo
ambiental. Além de fornecer informagdes importantes que podem ser necessdrias na
indicacdo do responsavel pelos efeitos provocados, mesmo quando o agente estressor se

. .. . 4
encontra na faixa de limite aceitavel".

O biomonitoramento dos efeitos toxicos nos organismos nao humanos engloba o
conceito e as praticas da Ecotoxicologia. O termo Ecotoxicologia foi criado por René
Truhaut em 1969 como uma extensdo da Toxicologia, para designar o estudo dos efeitos
dos contaminantes sobre os ecossistemas, ja que a Toxicologia cldssica lida apenas com
os efeitos sobre os seres humanos. Naquela €poca, ji se demonstrava a crescente
preocupacdo de cientistas e autoridades em estudar e compreender os efeitos deletérios
promovidos por substancias quimicas, principalmente as de origem antrépica, sobre os
ecossistemas e seus bioconstituintes e suas inter-relacdes. A aplicacdo pratica deste termo

ndo é tdo simples, uma vez que os ecossistemas sdo bastante complexos’.

Estudos ecotoxicoldgicos sdo capaz de responder preditivamente a ecotoxicidade

de novos compostos quimicos, sinalizando os potenciais ecotéxicos € sua capacidade de
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acdo a partir da obtencdo de curvas dose-efeito e dose-resposta. Os resultados
provenientes dessas curvas podem proibir ou liberar o uso de novos produtos quimicos,
ou seja, a Ecotoxicologia é uma ciéncia, com objetivo proprio de estudo (o fendmeno da
intoxicacdo ambiental em todas as suas nuances e conseqiiéncias), com finalidade
(impedir e prevenir determinada intoxica¢do ou saber como interrompé-la, reverté-la e

.z Z 5
remedia-la) e com método”.

As metodologias de biomonitoramento ecotoxicolégico podem ser empregadas
como ferramentas de vigilancia no acompanhamento continuo das condi¢des dos
ecossistemas de maneira a detectar impactos acidentais ou decorrentes da implantacdo de
empreendimentos produtivos. Podem servir ainda como instrumento regulador, sendo
utilizadas como prova cientificamente aceita das alteragdes ambientais provocadas por

acodes criminosas.

Uma vez definido o objetivo do monitoramento, deve-se pensar em selecionar
qual o indicador apropriado. O uso de organismos como indicadores da qualidade da dgua
¢ relativamente recente e vem sendo muito utilizado nos dltimos anos devido a exigéncia
de medidas cada vez mais especificas na andlise dos poluentes. Os organismos
indicadores sdo aqueles que, devido as suas caracteristicas de pequeno limite de
tolerancia ecoldgica, apresentam alguma alteracdo, seja ela fisioldgica, morfoldgica ou
comportamental quando expostos a determinado poluente. As  primeiras respostas a
contaminagdo ambiental ocorrem nos niveis mais baixos de organizagdo bioldgica
(bioquimico e fisiol6gico dos organismos), e por essa razdo elas representam medidas

rapidas e de maior sensibilidade na analise da contamina¢do ambiental.

Os organismos indicadores sdo utilizados em testes para determinar o grau de
toxicidade de amostras ambientais. Esses testes sdo os bioensaios ou testes de toxicidade
que envolvem a exposicao de um organismo a uma determinada condi¢do ou fator para
determinar sua resposta. Apresentam uma série de normas e procedimentos que devem
ser seguidos para que a resposta seja considerada valida. Assim, sdo realizadas as séries
de diluicdo, o controle negativo e o positivo. As séries de diluicdo sdo utilizadas para
medir em que concentragdo o material a ser testado apresenta efeitos sobre determinada
populacdo. O controle negativo é uma populacdo exatamente igual a que se encontra em

testes, mas sem a adi¢cdo do contaminante. Isso ajuda a determinar até que ponto os
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efeitos podem ter acontecido por outro fator qualquer. Utiliza-se como controle positivos
compostos comprovadamente téxicos, em concentragdes ja padronizadas para cada

linhagem, a fim de verificar a qualidade dos organismos-teste.

Um destes testes é o de toxicidade aguda que € relativamente rapido e de baixo
custo baseando-se na mortalidade como efeito adverso. Por essa razdo, ignora-se efeitos
cronicos que representam perturbacdes importantes, as quais impedem que o organismo
realize suas funcOes no ecossistema (morte ecoldgica), inclusive podendo progredir para a
morte. Muitos efeitos indiretos e subletais podem ocorrer a médio ou longo prazo, em
diferentes intensidades, podendo causar a redugdo das populagdes das espécies atingidas
67 Entre os efeitos estdo: a dificuldade na localizagdo de presas, problemas na percepcao
quimica e motora, inibi¢do da desova, aborto, deformacdo de 6rgaos reprodutores, perda
de membros, alteracdes respiratorias, alteragdes na taxa de fotossintese, desenvolvimento
de carcinomas. Os testes de toxicidade cronica sdo bons na determinagdo desses efeitos

subletais, porém tem longa duragdo e custos mais elevados.

A avaliagcdo da qualidade das dguas permite geralmente a obtencdo de resultados
pontuais, que representam apenas a situacdo do momento da tomada das amostras. Para
que se obtenham dados representativos da variagdo temporal da qualidade das dguas em
ambientes como rios, mares e lagos, necessita-se de uma grande quantidade de amostras,

tomadas a intervalos regulares. Isto requer implicacdes de custo e esfor¢o logistico.

Estudos recentes indicam que a avaliacdo ripida e de baixo custo pode ser
realizada utilizando métodos de biomonitoramento em tempo real através de respostas

. . . 1
comportamentais de invertebrados e peixes **'°.

O biomonitoramento em tempo real faz uso de organismos aquaticos para fornecer
um aviso adiantado da presenga de substancias toxicas na dgua. Este conceito tem sido
aplicado no monitoramento de efluentes industriais para detectar processos incompletos
em Estacdes de Tratamento de Efluentes, no auxilio a agravos ambientais devido a
derramamento téxico acidental/intencional ou no monitoramento de fontes de 4gua

potavel utilizadas para o abastecimento publico de dgua.



Os sistemas de adverténcia utilizados tém as seguintes caracteristicas bésicas'':

e Os organismos sdo mantidos em laboratério ou em campo sob circunstancias
controladas e expostos, em uma base freqiiente ou continua do fluxo, ao efluente

ou a dgua que estao sendo avaliados.

e Parametros fisiologicos ou comportamentais do organismo sdo monitorados por
dispositivos que armazenam e comparam a uma faixa de comportamento normal
do biosensor (espécie sentinela que gera respostas associadas a parametros
externos), passando a responder as circunstancias anormais indicadas pelo

organismo.

e A funcdo do organismo sentinela é, primeiramente, detectar mudancgas na

toxicidade em um curto prazo da fonte a qual ele estd sendo exposto.

12 .. . . .
Marcucella & Abramson ~ definiram ‘““toxicologia comportamental” como as
mudancas do comportamento de um organismo, induzida pelo estresse, que excede o

limite normal de variabilidade.

Em geral o uso do termo “comportamento” tem significados diferentes e pode ser
agrupado em dois significados bdsicos: (1) € comportamento todo ato motor de um
animal; (2) é comportamento todas as intera¢cdes de um animal com seu ambiente, como
organismo, e ndo somente os atos motores'”. Essa segunda definicio apresenta duas
acepg¢Oes bdsicas: por um lado, o comportamento € uma espécie de “fisiologia de segunda
ordem”, que se refere ndo a fisiologia do sistema ou a parte dele, mas do conjunto de
sistemas, e assim inclui tudo aquilo que normalmente € caracterizado como *“psicolégico”

— como memdria, percepgio, etc. .

A pesquisa comportamental pode ser de dois tipos: centrada em espécies, ou
centrada em comportamentos. No primeiro tipo de pesquisa, em geral identificada com a
zoologia e etologia cldssica, bem como com a ecologia comportamental, o objetivo é
conhecer caracteristicas particulares do comportamento de uma espécie, e, comumente,
compard-lo com o de espécies préoximas ou de ecologia similar. No segundo tipo, o

objetivo € a deducdo de uma lei geral de comportamento, vélida para um grande nimero
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de espécies'®. Portanto, a andlise de um comportamento implica em manipular varidveis

bioldgicas e/ou ambientais e mensurar um padrio de acdo definido.

Na avaliacdo de impactos em ambientes aqudticos, os peixes t€ém grande
importancia por estarem situados no topo da cadeia alimentar podendo indicar a
contaminagao persistente e bioacumulativa em niveis tréficos mais baixos. Estdo imersos
em seu ambiente fisico e quimico e, por isso, interagem constantemente com poluentes

reativos nesse meio.

Os estudos comportamentais com peixes possuem uma longa tradicao que remonta
ao advento da psicologia cientifica. Thorndike'* utilizou a espécie Fundulus sp em
estudos de labirinto. Lorenz'” executou diversos estudos etoldgicos com peixes cliclideos.
Peixes como o Danio rerio (Paulistinha, Zebrafish) sao utilizados como modelos de

organismos biosensores em estudos ecotoxicolégicos.

Segundo Little & Finger®, que revisaram a literatura toxicolégica para avaliar o
comportamento de natacdo como indicador de toxicoses subletais em peixes, até o inicio
da década de 90, nenhum procedimento padronizado envolvendo valor numérico ou
escala de valores existia para medir amplamente qualquer varidvel da atividade natatdria

para qualquer espécie aquética.

Segundo Gouveia?, que revisou os estudos comportamentais realizados com
peixe, o animal mais utilizado foi o “goldfish” (Carassius auratus), seguido de Danio
rerio (paulistinha, “zebrafish”). Sendo os experimentos com o ‘“zebrafish” os mais
recentes, tal aparecimento de artigos com o este peixe pode refletir a disseminacdo do seu
uso como modelo bioldgico de desenvolvimento e como biosensor, motivo que levou a

escolha da espécie no desenvolvimento deste estudo.

A capacidade natatéria € uma medida de orientac@o para a corrente de dgua, bem
como a capacidade fisica para nadar contra ela. A atividade natatdria inclui varidveis
como freqiiéncia e duracdo dos movimentos, velocidade e distancia percorrida durante o
movimento, freqii€ncia e angulo dos giros, posi¢ao na coluna d’adgua, forma e padrao de

natagﬁog.
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Dentro da hierarquia da organizagdo bioldgica, o comportamento € uma resposta
toxicoldgica que reflete o efeito de todos os niveis do organismo e representa a interagao
de processos fisiolégicos com estimulos ambientais'®. Dessa forma, tem sido explorado
em varios sistemas biosensores para a detec¢do de alteracdes ambientais através da

andlise de imagem em tempo real'"'®1%20-2!,

O desenvolvimento de programas computacionais, em conjunto com a evolu¢do
dos equipamentos de captura e registro de imagem, tanto analdgica quanto digital,
possibilitou a abertura de uma nova perspectiva metodolégica para a avaliagdo

toxicolégica em tempo real?>>242>20-27,

1.1. SISTEMAS DE BIOMONITORAMENTO EM TEMPO REAL EM
OPERACAO NO MUNDO

A maioria dos métodos de biomonitoramento empregados nas duas ultimas décadas
permaneceram no estigio de laboratério. Apenas uns poucos foram testados em condigdes

de campo e realmente alguns estdo disponiveis comercialmente.

Atualmente a Marinha americana (EUA) vem desenvolvendo e aperfeicoando no
“U.S. Army Center for Environmental Health Research” equipamentos para
biomonitoramento em tempo-real, operando uma estacdo automatizada utilizando peixes
como organismos sensores para avaliar a eficiéncia de uma estacdo de tratamento criada
com o objetivo de monitorar o processo de despoluicao de lencéis fredticos contaminados
por residuos da produgdo e armazenamento inadequado de produtos para fabricacdo de
armamentos em uma base Naval’. Possui ainda uma versdo portatil, JABS - AC 1090 —
Intelligent Aquatic BioMonitoring System®, para ser particularmente usada em estacdes
de tratamento de efluentes e reservatérios de abastecimento de dgua. Este equipamento
tem sido usado com sucesso em um dos reservatérios de dgua que abastece a cidade de

Nova York (Figura 1).
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Respostas: Taxa ventilatéria, forca de
ventilagdo, taxa de “cough” e taxa de
movimento do corpo. Avalia cada peixe
individualmente e quando seis ou mais peixes
se comportam anormalmente, o computador
emite um alarme notificador e comeca uma
coleta de 4gua automdtica para permitir a
avaliagdo por andlise quimica.

Figura 1 -Biomonitor aquético de comportamento de peixe usando pares de eletrodos montados
acima e abaixo de cada camara para oito peixes. Assim que O peixe se move na camara e
movimenta suas guelras, as contracdes dos misculos geram sinais elétricos na dgua que sio
monitorados por um computador™.

Vérias universidades americanas também tém investido na aplicacdo do
biomonitoramento em tempo-real. Podemos citar a parceria entre a Marinha Americana
(U. S. Army Center for Health Promotion and Preventive Medicine) e a Universidade de
Maryland (Aquatic Pathobiology Center), com a implantacdo de um sistema denominado
Sistema de Protecio Ambiental em Tempo-Real, para monitoramento de rios na Baia de

Chesapeake®.

A Universidade do Norte do Texas desenvolve um projeto denominado “CLAM”,
sistema baseado no comportamento de abertura das valvas em moluscos bivalves’.
Investimentos semelhantes tém sido desenvolvidos em empresas privadas (Biosensor®),
para avaliacdo de toxicidade em rios ou outras perturbagdes provocadas por efluentes

industriais’".

A Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA) vem avaliando o
desempenho de varios biosensores fabricados nos EUA e na Europa, que incluem os
sistemas: 1. DaphTox - BBE (monitora o comportamento natatorio de peixes e Daphnias),
2. AlgaeTox (mede a eficiéncia fotossintética), 3. Bivalve Monitor (comportamento de

abertura das valvas de moluscos bivalves - University of North Texas/U.S. EPA), 4. Real-
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Time Environmental Protection System (comportamento ventilatério em peixes,
USACEHR/GeoCenters), e 5.ToxControl (Microlan). Os resultados demonstram que
esses biosensores sdo muito sensiveis. Por exemplo, o DaphTox é capaz de detectar
concentracdes menores do que 150 pug/L. de cddmio durante uma exposi¢do de 2 horas,
enquanto, o sistema ventilatério de peixe pode detectar concentracdes tdo baixas quanto

31.25 ug/L.

Na Comunidade Européia (CE), em particular no Reino Unido, 0 monitoramento
continuo € baseado em respostas eletrofisiologicas de trutas em cativeiro, onde os peixes
s@o mantidos conectados permanentemente a eletrodos. O peixe ao ser exposto a um
estressor € capaz de detectar alteracdes na qualidade da dgua através de emissao de sinais.
Este dispositivo € patenteado e comercializado na Europa sendo denominado de MARK
II*'. A Alemanha detém os sistemas mais sofisticados e mantém uma extensa rede de
estacdes de biomonitoramento em tempo-real, utilizando algas, peixes e moluscos™.
Somente na bacia do rio Reno foram instaladas 32 estagdes de biomonitoramento
estabelecidas em contéineres fixados proximos a margens de rios onde um sistema
utilizando peixes como biosensores vem sendo empregado para monitorar a qualidade das

aguas superficiais.

1.2. PROBLEMA

No Brasil, até o momento, ndo existe nenhum sistema de biomonitoramento em tempo
real disponivel. Os tunicos estudos sobre biomonitoramento em tempo real foram
realizados na década de 80 pelo Laboratério de Neurobiologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais juntamente com pesquisadores do
Instituto Nacional de Pesquisas Amazonicas (INPA). Embora tenham desenvolvido e
patenteado um sistema utilizando o principio de que sdo geradas alteragdes no campo
elétrico do peixe elétrico gymnotus carapo, quando submetido a estressores ambientais,
como forma de detec¢do da perda na qualidade das dguas, esse sistema resultou apenas
em trabalhos para literatura cientifica, ndo alcancando fins comerciais e , hoje, encontra-

se desativado.
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O desenvolvimento dessa ferramenta de monitoramento serd bastante util na
predicdo de ondas tdxicas e no controle de Estagdes de tratamento de efluentes, visto que,
atualmente, o controle dos descartes de efluente industriais depende, principalmente de
andlises fisico-quimicas, que nem sempre detectam o dano causado pelos mesmos e nao
predizem a sua toxicidade; ou seja, ndo sdo suficientes para avaliacdo dos efeitos

potenciais na biota e na saide humana.

Um dos ramos industriais que apresenta maior potencial de toxicidade no seu
efluente € o Téxtil. O efluente gerado na industria téxtil tem composicdo variada,
dependendo dos processos utilizados pela industria, sendo esta variacdo um dos maiores
responsaveis pela grande dificuldade em tratd-los. O efluente final téxtil € caracterizado
pela concentragdo de substancias organicas e pelas altas concentracdes de corantes™°.
No entanto, a quantidade de substancias auxiliares utilizadas nesse processo industrial é
muito maior do que as de corante e pouco se sabe sobre o efeito dessas substancias

ey . 7
auxiliares no ambiente”’.

1.2.1 A Industria Téxtil

A implantagdo da industria téxtil no Brasil ocorreu apds a proclamacio da independéncia
em 1822, no periodo que vai de 1844 até o final da 1° Grande Guerra™. O perfil do setor
teéxtil no Brasil, segundo o censo industrial/econdmico do IBGE/1985, conta com 5.570
estabelecimentos téxteis, este nimero expresso por classes e géneros de industrias
atuantes em atividade de toda ordem. Segundo dados do Banco Nacional de
Desenvolvimento do Extremo Sul® o setor ¢ composto por aproximadamente 3.700

empresas téxteis e 14.700 confecgdes.

A) Os Impactos Ambientais do Setor Téxtil

40 4 . .
De acordo com Sewekow*’, ha alguns anos, comegaram a aparecer reportagens em jornais
e na televisdo, especialmente na Alemanha, a respeito de um potencial nocivo das roupas

para a saude humana. Alguns casos reais foram apresentados, entre eles: (1) irritacdes na
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pele devido a tecidos que continham formaldeido em excesso, (2) o caso de um vendedor
contaminado com lindane, supostamente devido a contamina¢do pelo manuseio dos
tecidos. Adicionalmente, os jornalistas alertavam sobre os corantes carcinogénicos ou
aqueles que poderiam decompor-se em compostos carcinogénicos pela reducdo
enzimadtica ou, em geral, pelos compostos quimicos téxteis, os quais ainda ndo tinham

sido avaliados toxicologicamente.

Ainda segundo Sewekow’, algumas das criticas, suposi¢des e acusacdes direcionadas

contra a industrial téxtil incluem:

a publicacdo do livro "Doencas de Guarda-Roupa";

e sensibilidade (efeitos alérgicos) aos corantes azo, ao formaldeido, a agentes 6ticos
€ amaciantes;

e residuos toxicos de pesticidas e agentes para preservacao do algoddo e da 1a como
o pentaclorofenol;

e corantes sintéticos;

e uso de pesticidas nas culturas de algodio como o DDT e o lindane
(hexaclorociclohexano);

e uso de fertilizantes artificiais nas culturas de algodao;

e alto consumo de dgua e energia no processo produtivo;

B) Processos e efluentes liquidos da industria téxtil

As industrias téxteis, para efeito de estudo de seus efluentes, sdo agrupadas em trés
categorias principais: tecidos de algodao, de 12 e sintéticos. Os efluentes provenientes de
um processo com 1a possuem, normalmente, pH 4cido enquanto processos com algodao
tém efluentes alcalinos. As operagdes de limpeza, tingimento e acabamento na industria

textil ddo origem a uma grande quantidade de efluentes.

O que mais prejudica a industria téxtil é o elevado consumo de dgua, fazendo com
que esse segmento ocupe o 4° lugar mundial de industrias com alto potencial poluidor. O
maior consumo de 4gua, e conseqiientemente a maior geracdo de efluentes, estd nas

etapas de lavagem, tingimento e acabamento. A carga de poluente presente neste efluente
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estd diretamente relacionada com a fibra do tecido cru. Além dos corantes, pigmentos e
produtos auxiliares, o efluente téxtil apresenta grande quantidade de compostos organicos
e inorganicos, fazendo com que este tipo de efluente apresente toxicidade a vida aquatica,
pois diminuem o oxigénio dissolvido e modificam as propriedades e caracteristicas fisicas

dos cursos d’agua’’.

Existem indmeros processos de fabricacdo na area téxtil, dependendo do tipo de
produto a ser manufaturado. Basicamente, existem quatro etapas de produc¢ao, cada qual
com um produto final passivel de ser comercializado, o que as torna etapas
independentes. As etapas sdo: beneficiamento, fiacdo, tecelagem, e confec¢do. A seguir
segue, resumidamente, a caracterizacdo de alguns processos responsdveis pela

composicdo dos efluentes**:

Matéria-prima

Depois da obtengdo do algodao cru, a fase seguinte € a fabricacao dos fios.
Preparo da fiagdo e fiagcdo propriamente dita.

O algodao € processado em diferentes equipamentos. Nao hd despejo industrial em
nenhum desses processos. No entanto, os principais impactos dessa area de produgdo sao
os niveis de ruido, o calor gerado pelas maquinas e o pé composto por particulas de

algodao resultantes dos processos de fiagao.
Tingimento de fios

Consiste em ferver os fios em solugdes de hidroxido de sddio e detergente (cozimento),
em agua corrente (lavagem), mergulhando-os, a seguir, em solu¢do contendo corantes
indantrenos e naftoéis (tingimento). Os fios tingidos em bobinas vado direto para a
tecelagem e os tingidos em rolos seguem para a engomacao. Os efluentes de cor forte
contétm basicamente: hidroxido de sédio neutrlizado, detergentes e sabdes. Esses

efluentes s@o intermitentes e se originam de descargas das unidades supracitadas.
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Engomacao

Os fios crus chegam as unidades de engomacdo em rolos, passam por uma solucdo de
goma fervida e vao formar os rolos engomados da tecelagem. Os efluentes sao
constituidos pelas dguas de lavagem das panelas onde sdo preparadas as solugdes de
amido e pelas descargas das engomadeiras. S3o altamente concentrados, ttm DBO
elevada, constituindo-se, principalmente, de amido. O volume varia de 0,5 a 8 I/Kg de

material processado, enquanto o pH variade 7 a 9.
Tecelagem (malharia)

E o processo pelo qual os fios sdo transformados em tecidos. Trata-se de processo seco,
nao ocorrendo producdo de efluentes. Do ponto de vista ambiental, os impactos da

tecelagem sdo os niveis de ruido, calor e p6 produzidos pelas miquinas.
Mercerizagao

E um tratamento fisico-quimico que envolve a impregnacdo do material téxtil, sob tensao,
com solucdes alcalinas em condi¢des de temperatura e concentragdo rigorosamente
controladas. Seu objetivo € o aumento do brilho e da absor¢do de 4gua e de corantes, além

da melhoria da resisténcia a tragcdo e da estabilidade dimensional.

O processo de mercerizacdo apresenta consumos de hidréxido de sédio que

variam de 200g a 300g/Kg de produto seco.

Chamuscagem

E a queima da penugem do pano, obtida pela passagem do mesmo sobre grelhas acesas.
Desengomagdo e lavagem

O pano sai da unidade de chamuscagem e entra direto num saturador. Este aparelho
destina-se a embebicdo do pano com enzimas, detergentes alcalinos quentes ou sabdes e
emolientes dissolvidos em dgua, com a finalidade de destruir as gomas. Apds o periodo
de embebicdo (2 a 10 horas em temperatura superior a 120°C) as enzimas destroem os

amidos. A seguir, o pano passa por lavadeiras especiais. Os efluentes sdo formados,
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principalmente, pelos produtos de decomposicdo da goma de amido e do reagente de
hidrélise. O volume € relativamente baixo e a DBO alta, podendo contribuir com 50% da

DBO total.
Cozimento(''kiering'"') e lavagem

O cozimento € feito por meio de vapor, com hidréxido de sédio e pequenas quantidades

de produtos quimicos diversos.
Alvejamento e lavagem

Nessa operagdo utiliza-se dgua oxigenada e/ou cloro, com finalidade de se obter a
remocdo da cor natural das fibras. Os efluentes s@o continuos e resultam da mistura de
cloro, hipoclorito, peréxido, bissulfito de sddio, hidroxido de sédio, 4cido sulftrico fraco,

produtos tensoativos e outros.
Secagem

E feita em secadeiras, constituidas por uma série de cilindros aquecidos com vapor. Nao
ha ocorréncia de efluentes, j4 que a dgua condensada desses cilindros volta para as

caldeiras.
Estamparia

Os tecidos sdo estampados por meio de rolos gravados ou de quadros com corantes. Os

efluentes contém corantes e, em alguns casos, hidréxido de sdédio e goma.
Tinturaria

O pano € passado por uma solugdo de tinta, fixado e lavado. A fixacdo do corante ao
tecido completa-se ao agregar-se o dlcali, os mais utilizados sd@o carbonato de sédio e

hidréxido de sédio.

Os efluentes do tingimento sao variados, por causa dos diferentes tipos de corantes

e da maneira pela qual sdo aplicados; sdo volumosos, tém forte coloracido e, alguns,
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podem ser téxicos. Possuem restos de produtos auxiliares como hidréxido de sédio, acido

cloridrico, acido sulftrico e outros.
Lavagem

Os panos estampados, tingidos por processo continuo e os que se destinam direto ao
acabamento, sdo lavados em ensaboadeiras. Nessas méaquinas, os panos passam por 8
caixas. Das quatro primeiras caixas fluem continuamente efluentes altamente
concentrados, em virtude de os panos receberem gomas, corantes e outros produtos

quimicos.
Vaporizagdo (processo intermedidrio)

As vaporizadeiras s@o de dois tipos: as antigas, cujos efluentes sdo constituidos por dgua
mais dcido acético que sdo lancados na rede de esgoto e as vaporizadeiras "Atos", que

consomem dgua somente para umedecer com vapor, ndo produzindo efluentes.
Acabamento

E a dltima fase no processamento do pano. Consiste na aplicacio de gomas e resinas que
sdo secadas ou fixadas sob temperaturas controladas, a fim de que o tecido receba o toque
solicitado pelo comprador, o que € feito por meio de processos mecanicos e quimicos. Os
efluentes sdo provenientes das lavagens do fular (cilindros), das maquinas e do piso.
Contém uréia, formol, trifosfato, amido, estearato, 6leo sulforicinado, emulsdes de resinas

polivinilicas e sais de magnésio.

Os efluentes finais apresentam pH ente 8 e 11, tém uma turbidez coloidal
acinzentada, a cor depende do corante usado com predominancia, o teor de sélidos totais
varia de 1000 a 1600 mg/l, a DBO, de 200 a 600 mg/l, a alcalinidade total de 300 a 900
mg/l, o teor de sélidos em suspensdo de 30 a 50 mg/l e o teor de cromo, as vezes, €
superior a 3mg/l. O volume € muito grande, variando de 120000 a 380000 litros por 1000

metros de tecido processado.



16

C) Caracteristicas de Algumas Substincias Auxiliares Utilizadas.
Acido Sulfiirico (H,SOy)

O 4cido sulfurico é um acido mineral forte e “solido. Sua representacdo comercial € na
forma de uma solug@o em dgua a 98,5% em peso, tendo aspecto de um liquido viscoso, de
coloragdo variando do incolor a levemente amarelada. E miscivel na dgua em qualquer
concentracio. E o 4cido mais importante na indistria e no laboratério. Tem vrias
aplicacdes industriais e € produzido em quantidade maior do que qualquer outra
substancia (s6 perde em quantidade para a 4gua). O poder econdmico de um pais pode ser
avaliado pela quantidade de 4cido sulftrico produzida. A producdo mundial, em 2001, foi

de 165 milhdes de toneladas, com um valor aproximado de 8 bilhdes de ddlares.

O principal uso engloba a fabricagdo de fertilizantes, o processamento de
minérios, a sintese quimica, o processamento de efluentes liquidos, o refino de petréleo,
desdobrante de gorduras na fabricacdo de estearina, refinacdo de O6leos minerais,
inddstrias metalirgicas, téxteis e galvanoplastia (limpeza e trabalhos em metais),
fabricacdo de detergentes e cosméticos, industrias de celulose. Na industria téxtil estd

presente nos efluentes liquidos dos processos de Alvejamento e Tingimento™.

2

E um irritante direto que resulta em efeito adverso no local de contato. A
concentracdo de dcido sulftrico é importante na determinacdo de efeitos. Por exemplo,
pequenas quantidades de d4cido concentrado ird provocar perfuracdes no trato
gastrointestinal se engolido, a mesma quantidade de 4cido diluida suficientemente nao
terd efeito. O mecanismo de toxicidade do acido sulfirico € a alteracdo do pH extra e
intracelular, havendo evidéncias que exerce acdo no controle de crescimento e

diferenciacdo das células™.
Formaldeido (CH,0)

E um dos mais comuns produtos quimicos de uso atual, é um composto liquido claro,
sendo usado normalmente como preservativo, desinfetante e anti-séptico. E dtil na
confeccdo de seda artificial, celulose, tintas e corantes, solu¢des de uréia, tiouréia, resinas
melaminicas, vidros, espelhos, explosivos, na confeccdo de germicidas, fungicidas

agricolas, na confeccdo de borracha sintética e na coagulacdo da borracha natural. E
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empregado no endurecimento de gelatinas, albuminas e caseinas. E também usado na

fabricacdo de drogas e pesticidas44.

Na industria téxtil € utilizado para dar firmeza nos tecidos e para promover a
impregnacdo do corante no tecido, estando presente nos efluentes liquidos dos processos
de tingimento e acabamento quimico. Das substincias relacionadas na norma Oko-Tex
Standard100', a grande preocupacio da inddstria téxtil é o formaldeido, substincia

. , 4
considerada cancerigena 3,

O Formaldeido € t6xico quando ingerido, inalado ou quando entra em contato com
a pele, por via intravenosa, intraperitoneal ou subcutanea. Em concentracdes de 20 ppm
(partes por milhdo) no ar causa rapidamente irritacdo nos olhos. Sob a forma de gas ¢é

. . 46
mais perigoso do que em estado de vapor .

E classificado como carcinogénico humano e t€ém sido relacionado com cancer
dos pulmdes e nasal e com possivel cancer no cérebro e leucemia. Em quatro instituicdes

. . . . . . . ~ . L1 47
internacionais de pesquisa foi comprovado o potencial carcinogénico do formaldeido™':

e Em 1995, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) classificou este
composto como sendo carcinogénico para humanos (Grupo 1, julho 2004),
tumorogénico, teratogénico por produzir efeitos na reproducdo para humanos. Em
estudos experimentais, demonstraram ser também para algumas espécies de

animais.

e Agéncia de Protecio Ambiental (EPA), dos EUA: “O composto foi avaliado pelo
grupo de avaliacdo de carcinogenicidade da ACGIH e foi considerado suspeito de

causar cancer em humanos‘.

e Associacdo de Saude e Seguranca Ocupacional (OSHA), dos EUA: considera que

o agente € suspeito de causar cancer para humanos.

e O Programa Nacional de Toxicologia dos EUA (Fourth Annual Report on

Carcinogens) de 1984 considerou que o formaldeido € um agente cancerigeno nas

Norma do Instituto Australiano de Pesquisas Téxteis (Osterreichische Textil-Forschungsinstitut)
elaborada para testar as propriedades ecoldgicas de artigos téxteis e de vestudrio para humanos.
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seguintes doses para ratos: por via oral, 1170 mg/kg/; por via dérmica 350 mg/kg

e por via inalatéria 15 ppm/6 horas.

Hidroxido de sodio (NaOH)

O hidréxido de sédio, também conhecido como soda cdustica, € um irritante potente e
corrosivo. Pode causar queimaduras e danos permanentes em tecidos que entrem em

a - . e ., 4
contato com a substancia. Pode também causar hidrélise de proteinas 8

E usado na inddstria (principalmente como uma base quimica) na fabricacdo de
papel, detergentes e tecidos. Na industria té€xtil é empregado em seis processos: na
Mercerizacdo das fibras, Purga, Cozinhamento e Pré-alvejamento, Alvejamento e
Tingimento, conferindo ao tecido aspecto brilhante, aumento de resisténcia e maciez e
maior afinidade com os corantes, sendo um dos compostos auxiliares mais presente no
efluente téxtil*.

Portanto, este projeto utilizou essas substincias auxiliares presentes no efluente
teéxtil, como modelo experimental, para avaliar a percepcao e velocidade de resposta do
peixe biosensor, exposto a concentracdes subletais dessas substancias, padronizando um
procedimento metodolégico de andlise comportamental em laboratério que poderd ser
utilizado em avaliacdes em tempo real de corpos d’agua, garantindo a boa qualidade das
dguas para abastecimento publico e a manutencdo da biota aqudtica. Além disso, o
desenvolvimento de sistemas capazes de detectar niveis subletais de toxicidade irad
fortalecer a responsabilidade legal, ecoldgica e de vigilancia. Sendo uma ferramenta de
avaliacdo preditiva, poderd ser utilizada na fiscalizacdo publica, ou até mesmo por
empresas, para garantir a eficicia de seus tratamentos de rejeitos antes de serem lancados

no ambiente.

Como foi dito por Cairns & Mount™: “Nenhum aparelho instrumental, até hoje
inventado, pode medir toxicidade! Concentragcbes quimicas podem ser medidas por
instrumentos, mas somente materiais vivos podem ser usados para avaliar toxicidade” .
Entre os beneficios conferidos ao biomonitoramento sobre os métodos de avaliagao

quimica da dgua estdo a coleta instantdnea de dados, o aumento da eficiéncia em termos
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de custos e acurécia e a relevancia ecoldgica. O sucesso do desenvolvimento se dd Poe ser
um sistema que gera informacoes bioldgicas reais, rapidas e economicamente vidveis que

dard respostas do potencial de degradacdo do ambiente.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia do uso de um sistema de andlise de imagem em tempo real para
registro de padrdoes comportamentais da atividade locomotora de um biosensore
submetido a estressores quimicos especificos, visando desenvolver a base metodolégica
para a implantacdo de um sistema de biomonitoramento em tempo-real que funcione
como mecanismo de controle da qualidade de efluentes ou como sistema de vigilancia da
qualidade de 4guas superficiais e subterraneas em procedimentos de rotina em testes

toxicoldgicos de laboratorio.
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3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

L.

IL

I1I.

Determinar, através de testes toxicoldgicos agudos para Danio rerio, a CLsy para
acido sulfarico, hidréxido de so6dio e formaldeido, 3 substancias auxiliares do

processo industrial téxtil.

Determinar o potencial toxico dessas substincias auxiliares, em concentragdes
subletais, tendo por base a CLso, utilizando como resposta o comportamento
natatorio de peixes em um sistema de biomonitoramento por andlise de imagem

em tempo real.

Determinar a quantidade dessas substincias auxiliares que o organismo biosensor

consegue detectar em 2 horas de exposicao.
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4. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1.ORGANISMO-TESTE

O peixe Danio rerio (HAMILTON, 1822), conhecido como paulistinha ou “zebrafish”, da
ordem dos Cypriniformes e familia Cyprinidae (Figura 2), foi utilizado como organismo
biosensor. A espécie tem origem asidtica, podendo ser encontrado no Pasquisto, India,

Nepal e Blangadesh®".

Por ser capaz de se adaptar facilmente as variadas condi¢des ambientais naturais e
artificiais e foi utilizado j4 a partir dos anos 30 para pesquisas cientificas’”, sendo um dos

peixes mais estudados mundialmente.

No Brasil é comercializado como peixe ornamental, ndo ocorrendo naturalmente
nas bacias hidrogréficas brasileiras. Foi escolhido como biosensor neste estudo pois estd
disponivel comercialmente em muitos paises, € facilmente criado em laboratério,
apresenta sensibilidade satisfatéria para ampla gama de substancias quimicas, além de ser
um dos organismos mais utilizados e estudados no mundo para investigacio do

desenvolvimento bioldgico e em testes toxicolc’)gicos53 .

Figura 2 — organismo- teste: peixe Danio rerio
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Foram utilizados exemplares adultos do peixe Danio rerio, com cerca de 120 dias
de idade e de ambos os sexos, adquiridos em um fornecedor comercial licenciado pelo

Ministério da Agricultura.
4.1.1 Manutencao dos peixes em laboratoério

Os peixes foram mantidos em laboratério em aquarios com capacidade de 80 litros (figura
3), preenchidos com 50L de 4dgua de abastecimento publico, filtrada, desclorada e
permanentemente aerada, mantidos numa propor¢io de 1 (um) peixe por litro, a 26 + 2°C.
Todos os dias as excretas no fundo do aquério foram sifonadas com auxilio de uma mini-
bomba. A alimentacdo foi baseada em rag@o para peixe (Spirulina 200), fornecida
diariamente, e “minhoca de sangue” ou Daphnia pulex, fornecida a cada dois dias. Apds
uma semana de aclimatacdo em laboratério, os peixes foram considerados aptos para

utilizacao nos testes.

Figura 3 — Aquario de manutencio.
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4.2. SUBSTANCIAS -TESTE

° Acido sulfirico P.A. 98%, marca Vetec:
° Formaldeido P.A. 37%, marca Isofar;
° Hidréxido de sédio P.A. em lentilhas, marca Pré-analisys.

4.3 TESTES ECOTOXICOLOGICOS

O estudo foi realizado em duas etapas: na primeira foram realizados testes de toxicidade

aguda e, na segunda foram realizados ensaios comportamentais.
4.3.1 Primeira etapa: Teste de toxicidade aguda®

Os procedimentos dos testes toxicologicos com peixes seguiram o padrao adotado pelos
Manuais de Normas Técnicas da CETESB para testes toxicoldgicos com peixes’ (Figura

4).

A dagua de diluicdo (4dgua de abastecimento publico filtrada e desclorada) foi
aerada durante lh antes do inicio dos testes. A temperatura ambiente da sala manteve-se
entre 25 + 1'C, com fotoperiodo de 12:12h claro/escuro. Os parametros fisico-quimicos,
como oxigénio dissolvido (O.D.), pH e dureza total das dguas de manutencdo (dgua do
aquério) e dilui¢do foram medidos antes e depois dos testes. O oxigénio dissolvido final
de cada concentracao-teste foi medido a fim de validar o teste, visto que para teste agudo
com peixe o O.D. final deve ser maior ou igual a 4 mg/L; o pH, para determinar as
variagdes devido ao uso de 4cido e base como substancia-teste; e a dureza total que em

aqudrios de manutencdo para D. rerio deve ser até 300 mg 1" CaCOs,

Foram preparadas 5 concentracdes’ de exposicdo, sendo elas 3,57 x 10™ mol/L;
3,94 x 10 mol/L; 4,32 x 10 mol/L; 4,69 x 10™ mol/L; 5,63 x 10™ mol/L para o 4cido
sulfiirico, 5,23 x 10~ mol/L; 5,45 x 10~ mol/L; 5,63 x 10~ mol/L; 5,81 x 10 mol/L; 6,18

% Niio foi encontrado na literatura o valor da CL50 para Danio rerio para as substincias-teste propostas.
3 . . ~ oqe
No anexo 1 encontra-se uma tabela comparativa de unidades entres as concentragdes utilizadas.
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x 10 mol/L para formaldeido e 16,3 x 1074 mol/L; 17,5 x 10 mol/L; 18,8 x 1074 mol/L;
20,0 x 10 mol/L; 21,3 x 10™* mol/L para o hidréxido de sédio.

Distribuiu-se um total de 10 peixes adultos para cada concentragdo e para o controle.
Esses 10 peixes foram divididos em 2 réplicas de 5 individuos para cada dilui¢do. As
concentragdes-teste foram acondicionadas em cristalisadores de vidro de SL preenchidos
com 3L de solucdo-teste. Durante o periodo de exposi¢do, as concentragdes-teste nao

foram aeradas e nem os peixes foram alimentados (Figura 4).

Figura 4 - Teste de toxicidade aguda em sistema estatico.

4.3.2 Segunda etapa: Registro comportamental em tempo real

Antes do inicio do experimento, 20L. de dgua de dilui¢do foram aerados por no
minimo 15 minutos (tempo suficiente para atingir teores de oxigenagdo entre 5,5 a 7,0
mg/L.). Antes do inicio do experimento foram coletadas amostras da dgua do aquério de

manuteng¢do e da dgua de dilui¢do para andlise fisico-quimica.

O aqudrio teste é dividido em dois compartimentos com capacidade volumétrica
de 10L, cada um contendo 4 boxes de registro. Um total de dgua relativo a 1000 vezes a
quantidade, em unidade de volume (ul), da substincia teste a ser diluida foi retirada e
reservada de ambos os compartimentos (controle e tratamento). Por exemplo, se fosse
introduzido 140ul da substincia, era retirada 140ml de ambos os compartimentos. A

porcdo de dgua do tratamento conteve a substancia-teste diluida.

Oito peixes selecionados aleatoriamente do aqudrio de manutengdo, todos sob

privacdo alimentar de 24h, foram transferidos, dois a dois, para os boxes de registro. Os
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oito peixes foram divididos em dois grupos de quatro individuos, grupo controle e

tratado, monitorados simultaneamente por um periodo de 4 horas.

O experimento durou 5h, sendo 1h de aclimatagdo, para que os peixes se
acostumem com os boxes de registro (ndo houve registro de dados), e 4h de
monitoramento. O periodo de monitoramento foi dividido em duas horas iniciais onde
ambos os grupos ficaram somente expostos a dgua de diluicdo e duas horas seguintes apds
a introducao das porcoes de dgua previamente retiradas, sendo a por¢ao tratamento com a
substancia-teste diluida e a porcdo controle somente dgua de dilui¢do. O grupo controle
recebeu introdu¢do da mesma quantidade de dgua para simular 0 mesmo estresse ao

grupo tratado.

O tempo de duas horas foi escolhido baseado nos estudos de Van der Scalie™, que
concluiram que menos de uma hora € suficiente na deteccdo de concentracdes proximas
as de CLsy 96h para varias substancias através de respostas ventilatérias de peixes, e
Thomas™®, que determinaram 2h como o tempo maximo de exposi¢io para simular uma

resposta desejdvel de um sistema de biomonitoramento em tempo real.

Os peixes foram expostos a 10, 30, 50, e 70% da CLs, das substancias-teste para
avaliacdo do efeito téxico sobre o comportamento de natacdo durante 2 horas de
exposicdo. A atividade locomotora dos peixes foi monitorada por uma camera de video
que envia as imagens para um aparelho denominado VIDEOMEX-V que as analisa
registrando em forma de parametros comportamentais, como velocidade média (mm/seg),
distancia percorrida (mm) e trés tipos de tempo, tempo ambulatorial (seg), tempo em

repouso (seg) e tempo estereotipado (seg).

A velocidade média foi escolhida por ser a razdo entre distancia e tempo. Esse
parametro foi registrado e quantificado em intervalos de 5 minutos (totalizando 48
intervalos de registro) e seus valores armazenados foram analisados para verificacdo da
ocorréncia de diferenca significativa entre os grupos tratados e controle antes e depois da

introducao da substancia.

Dez minutos ap6s a introduc@o da substancia-teste foram coletadas duas amostras

de 4gua, uma do compartimento controle e outra do compartimento tratamento, para a



27
medicdo dos parametros O.D. e pH iniciais , e ao término do experimento, mais duas

amostras foram coletadas para medi¢do dos mesmos parametros.

Estes experimentos tiveram trés réplicas, ou seja, 3 grupos controles e trés

tratamentos, totalizando um grupo amostral de doze peixes por concentragao.
4.3.3 Descricao do sistema analisador de imagem em tempo-real

O sistema era constituido de 4 componentes: a) instrumento analisador de imagem
denominado Videomex-V®, que continha um software denominado “distdncia percorrida
de multiplos objetos (MODT)” que monitora cinco diferentes parametros
comportamentais simultaneamente (distancia percorrida, tempo ambulatorial, tempo
estereotipado, tempo em repouso e velocidade média), tendo conectado em sua face
posterior, através de um cabo axial, uma cimera de video digital que envia a imagem
digitalizada dos animais para um monitor, onde foram visualizadas como silhuetas
formadas de pixels brancos, sobre um fundo preto; b) cabine de registro confeccionada
em acrilico, com as dimensodes de 36cm de comprimento (C) X 36cm de largura (L) X
45cm de altura (H), tendo instalado em sua face posterior um exaustor de 10 cm de
didmetro, para exaustdo do vapor de dgua e compostos quimicos volateis que emanam do
aquério-teste durante o monitoramento; ¢) aqudrio acrilico (70cm de C X 35cm de L X
25cm de H, capacidade = 40 litros) revestido com Insulfilm branco fosco, em seu interior
havia uma camara de acrilico opaca (camara de exposicdo) com toda a drea de sua
superficie perfurada com orificios de 3 mm de didmetro, dividida em 8 boxes de
contengao (9.5cm de C X 5cm de L X 2cm de H) (Figura 5). Para impedir a fuga dos
peixes, as partes superiores dos boxes foram fechadas com tampas de acrilico removiveis.
A camara de exposi¢cdo foi mantida submersa a 2,5cm de profundidade da superficie da
dgua; d) microcomputador, que continha um software armazenador de dados em tempo

real e gerador de planilha Excel®, desenvolvido em nosso laboratério (Figura 5 e 6).

O aquério-teste possuia duas mini-bombas de dgua submersas que tinha como
fun¢do a homogeneizacdo do meio, apds a introducdo da substancia-teste. Nas laterais da
cabine de registro havia dois funis de vidro com tubo flexivel de borracha de silicone que
desembocavam um no compartimento controle € o outro no tratamento, para introdu¢ao

da substancia teste (Figura 5).
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Figura 5 - Desenho esquemadtico do biomonitor: 1 = microcomputador contendo software
armazenador de dados em tempo real e gerador de planilha Excel; 2 = monitor de video; 3=
analisador de imagens em tempo real Videomex-V®; 4 = cabine de registro em acrilico; 5 =
camera de video; 6= aqudrio de acrilico; 7 = cAmara de acrilico de exposicdo subdividida em 8§
boxes de contengdo; 8= bombinhas; 9 = funil de vidro com tubo flexivel de borracha de silicone;
10 = saidas para escoamento dos compartimentos



(b) (c) (d)

Figura 6 — (a)Foto do sistema; (b) interior da cabine de madeira; (c)interior da cabine de registro,
mostrando a cimera acima; (d) boxes de contengdo com 0s 0ito peixes em compartimentos
individualizados
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4.4 ANALISE DOS DADOS

Para andlise dos dados do teste de toxicidade aguda foi utilizado o teste de

Trimmed Spearman Karber para determinacdo da CLsy em 24 horas de exposicao.

As andlises comportamentais do sistema de biomonitoramento foram conduzidas

de duas formas:

1) por comparacdo entre grupo tratado e controle antes e depois, utilizando o teste
de Wilcoxon Matched Pairs Test usando o pacote estatistico STATISTICA 4.2. Cada
grupo de peixe serviu como seu proprio controle. Este procedimento foi adotado devido a
variabilidade bioldgica entre eles, dessa forma, fez-se necessdrio um periodo de
exposicao equivalente em dgua pura para comparar com o periodo sobre tratamento. O
grupo controle servird apenas para excluir o possivel estresse mecanico causado pela
introducao de 4gua no sistema. Foram considerados como outlier e retirados da anélise os
peixes que ficaram mais de trés intervalos de registro (15 min) parado, ou seja,

registrando velocidade média zero.

2) por comparacao individual, cada 12 peixes expostos a cada concentragdo foi
avaliado pelo tipo de resposta. Foi utilizado o teste de Wilcoxon Matched Pairs Test para
determinar os peixes que nao responderam, ou seja, os que nao apresentaram diferenca
significativa na velocidade média apds introdug¢do da substancia; e os demais peixes
foram classificados, por andlise de grificos Box plot, como hiperativos, quando hd uma
resposta que gera o aumento da atividade natatdria, e hipoativos, quando respondem

através da diminui¢ao da velocidade média.
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5. RESULTADOS

O teste de toxicidade aguda para 24 horas de exposicao indicou uma CLsy de
4,46x10™ mol/L para H,SO4; 5,74 x 10~ mol/L para CH,0; e de 16,5 x 10™* mol/L para
NaOH. A tabela 1 ilustra o percentual de mortalidade em cada concentracdo do teste

agudo.

Tabela 1 - Percentual de mortalidade por concentracio para o teste de toxicidade

aguda de 24horas com o peixe Danio rerio.

Substincia Concentracoes % Mortalidade CL5¢(24h)
(mol/L) (mol/L)
Controle 0%
3,57x 10 0%
3,94 x 10 0%
Acido Sulfiirico 432x 10" 10% 4,46 x 10™
4,69 x 10 100%
563 x 10 100%
Controle 0
523x 107 0
Formaldeido 545x 107 10 5,74x10°
563x 10 50
581x 107 60
6,17 x 107 100
Controle 0
16,3 x 10" 40
17,5x 10" 90
Hidroéxido de sédio 18,8x 10 90 16,5x 10
20,0 x 10 100
21,3x 10 100

A partir da CLs foram calculadas as concentragdes correspondentes, para testar o
comportamento de reacdo ao estresse quimico de cada substancia, definidas como 10 %,
30%, 50 % e 70 % da CLsy, sendo estas, respectivamente, 0,45 x 107 mol/L; 1,34 x 10
mol/L; 2,23 x 10™* mol/L e 3,12 x 10™ mol/L para H,SO4; 0,57 x 10” mol/L; 1,77 x 107
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mol/L; 2,87 x 10 mol/L; 4,02 x 10” mol/L para CH,O; e 1,6 x 10 mol/L; 5,0 x 10
mol/L; 8,3 x 10 mol/L; 11,55 x 10 mol/L para NaOH, utilizando como parametro a
velocidade média dos peixes. E importante salientar que todas estas concentragdes sdo
menores que a menor concentragdo onde houve mortalidade no teste agudo, sendo,

portanto, subletais.

Os testes comportamentais foram validos, j4 que ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) entre os controles que acompanharam cada concentracao-teste antes e depois da
introducdo de dgua no sistema (Tabela 2), ou seja, nao causou estresse mecanico, sendo

os resultados aqui apresentados considerados como efeitos das substancias (Figura 7).

A tabela 2 mostra o resultado do teste estatistico Wilcoxon Matched Pairs Test dos
grupos controles e tratados para as concentragdes-teste de cada substancia, utilizando
como parametro a velocidade média de duas horas de exposi¢do sem a substancia

comparada as duas horas apds a introducdo da substancia.

Os grupos tratados foram avaliados de duas formas: comparando a média da
velocidade média do grupo entre os 24 intervalos de registro em dgua pura (antes) com os
24 intervalos seguintes (depois) com exposi¢do a concentracdo correspondente e, dentro
de cada grupo, comparando individualmente a velocidade média antes e depois para cada

peixe exposto.

A andlise de Wilcoxon do grupo tratado com 10% da CLsy do H,SO4 determinou
que houve alteracdo significativa na atividade natatéria do peixe D. rerio apds a
introducdo da substancia, respondendo com o aumento da velocidade média
(hiperatividade); o tratamento de 30% da CLsyp do H,SO, ndo apresentou diferenca
significativa; enquanto que a concentragdo de 50% e 70% da CLsp causaram um

comportamento de hipoatividade, ou seja, houve reducdo da velocidade média (Figura 8).
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Tabela 2 - Resultado do teste estatistico Wilcoxon Matched Pairs Test dos grupos

controles e tratados para as concentragdes-teste de cada substancia.

Grupo amostral N T y/ p-level

Acido Sulfarico

Controle 10% Antes & Controle 10% Depois 24 102 1,37 0,170
Controle 30% Antes & Controle 30% Depois 24 81 1,97 0,050
Controle 50% Antes & Controle 50% Depois 24 140 0,29 0,775
Controle 70% Antes & Controle 70% Depois 24 105 1,29 0,198
Tratamento 10% Antes & Tratamento 10% Depois 24 80 2,00 0,045
Tratamento 30% Antes & Tratamento 30% Depois 24 142 0,23 0,819
Tratamento 50% Antes & Tratamento 50% Depois 24 52 2,80 0,005
Tratamento 70% Antes & Tratamento 70% Depois 24 10 4,00 <0,001
Formaldeido
Controle 10% Antes & Controle 10% Depois 24 108 1,20 0,230
Controle 30% Antes & Controle 30% Depois 24 122 0,8 0,423
Controle 50% Antes & Controle 50% Depois 24 138 0,34 0,732
Controle 70% Antes & Controle 70% Depois 24 117 0,94 0,346
Tratamento 10% Antes & Tratamento 10% Depois 24 72 2,22 0,027
Tratamento 30% Antes & Tratamento 30% Depois 24 58 2,63 0,008
Tratamento 50% Antes & Tratamento 50% Depois 24 101 1,40 0,161
Tratamento 70% Antes & Tratamento 70% Depois 24 4 4,17 <0,001
Hidréxido de Sédio
Controle 10% Antes & Controle 10% Depois 24 142 0,23 0,819
Controle 30% Antes & Controle 30% Depois 24 111 1,11 0,265
Controle 50% Antes & Controle 50% Depois 24 110 1,14 0,253
Controle 70% Antes & Controle 70% Depois 24 125 0,71 0,475
Tratamento 10% Antes & Tratamento 10% Depois 24 92 1,66 0,097
Tratamento 30% Antes & Tratamento 30% Depois 24 6 411 <0,001
Tratamento 50% Antes & Tratamento 50% Depois 24 10 4,00 <0,001

Tratamento 70% Antes & Tratamento 70% Depois 24 18 3,77 <0,001
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Figura 7 — Distribuicdo dos valores (maximo, minimo, mediana e intervalo de 50% dos valores)
da velocidade média dos grupos controles que acompanharam cada concentragdo testada antes e
depois da introducdo de dgua. A — velocidade média antes da introdugdo de dgua, D - velocidade
média depois da introdugdo de 4dgua, a — teste do 4cido sulfiirico, b — teste do formaldeido, ¢ —
teste do hidréxido de sédio.
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A Figura 9 mostra as diferentes respostas a partir da andlise individual dos peixes,

esta avaliacdo indicou que: (1) na concentracao de 10% CLsy do H,SO4, 58,3% dos peixes
tratados ndo responderam a substancia, ou seja, ndo houve diferencga significativa apds a
introducdo da substancia; 33,3% responderam através de hiperatividade; e 8,3%
responderam de forma hipoativa, diminuindo a velocidade média; (2) a igualdade
determinada pelo teste de Wilcoxon em 30% da CLsy do H,SO4 pode ser explicada pela
andlise individual dos peixes desse grupo, onde 33,3% nido responderam, 33,3% foram
hiperativos e 33,3% foram hipoativo (devido a variacdo intra-especifica, pode haver nesse
grupo peixes suscetiveis e resistentes: a soma desses individuos, ou seja, a avaliagdao do
grupo, leva a um comportamento proximo do normal, levando a uma resposta de que ndo
houve efeito téxico, por isso esses dados foram avaliados individualmente); (3) 50% e
70% da CLsp do H,SO4 causaram hipoatividade em 58,3% e 50% dos peixes,
respectivamente. Desses resultados € importante observar a tendéncia da diminui¢do da
resposta de hiperatividade com o aumento da concentracdo acompanhada do aumento de

hipoatividade.
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Figura 8 — Distribuicao dos valores (mdximo, minimo, mediana e intervalo de 50% dos valores)
da velocidade média (mm/seg) dos grupos tratados com 4cido sulfurico antes e depois da
introducdo da substancia em cada concentracdo testada. A — velocidade média antes da introducao
da substancia, D - velocidade média depois da introducdo da substancia.
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Figura 9 — Percentual de respostas comportamentais para cada grupo exposto ao acido sulftrico.

A avaliagdo dos grupos tratados com CH,O revelou que a concentragdo de 10% da
CLsp causou resposta de hipoatividade (Figura 10), mas na avalia¢do individual houve
maior percentual de hiperatividade, 50% dos peixes foram hiperativos, 25% nao
responderam e 25% foram hipoativos (Figurall); essa hipoatividade do grupo pode ter
sido expressa devido aos peixes que ndo responderam terem valores de velocidade média
baixos, levando a um comportamento geral (média do grupo) de hipoatividade (Figura
12). A concentracio de 30% da CLsy também levou a diminuicdo da atividade
locomotora; 50% da CLsy ndo causou efeito sobre a velocidade média, embora a
avaliacdo individual tenha definido que 45% dos peixes ndo responderam e 55%
responderam, igualmente, com hiperatividade ou hipoatividade. Ainda avaliando o grupo,
a concentracdo de 70% causou aumento da velocidade média. Na avaliacdo individual de
todas as concentragdes-teste de CH,O D. rerio ndo seguiu um padrdo dose-resposta, mas

houve maior incidéncia da resposta de hiperatividade comparadas as de hipoatividade

(Figura 11).
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Figura 10 — Distribuicio dos valores (maximo, minimo, mediana e intervalo de 50% dos valores)
da velocidade média (mm/seg) dos grupos tratados com formaldeido antes e depois da introdugdo
da substancia em cada concentracdo testada. A — velocidade média antes da introdug¢do da
substancia, D - velocidade média depois da introdugdo da substincia.
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Figura 11 - Percentual de respostas comportamentais para cada grupo exposto ao formaldeido.
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Figura 12 - Resposta comportamental de cada peixe exposto a concentracao de 10% da CLs, do
formaldeido (maximo, minimo, mediana e intervalo de 50% dos valores). A — antes da introducao
da substincia; D — depois de introduzir a substancia; [ -sem resposta; " Hiperatividade;

W Hipoatividade.

O hidréxido de sédio nao foi capaz de causar efeito sobre o comportamento do
grupo exposto a concentracdo de 10% da CLs), porém, a partir desta gerou hipoatividade
crescente conforme aumento da concentracdo (Figura 13). Na avaliacdo individual a
maioria dos peixes também responderam de forma hipoativa, com excecdo da
concentracdo de 10% onde 67% dos peixes ndo responderam. Nas concentracdes de 30%
50% e 70% da CLso, 58,3%; 75% e 67 % dos peixes, respectivamente, diminuiram a

atividade natatéria (Figura 14).

As tabelas 3, 4 e 5 mostram os parametros fisicos e quimicos das amostras
coletadas durante o experimento. As concentragdes de acido sulftrico e hidréxido de
sédio, embora subletais, levaram a mudancas bruscas no pH do meio. Formaldeido, que
ao entrar em contato com dgua tende a diminuir a concentra¢do de oxigénio dissolvido,
ndo alterou o O.D.”. Os niveis de oxigénio foram satisfatérios, ficaram acima de 4mg/L,

sofrendo pouca alteracdo entre o inicio e fim dos experimentos.
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Figura 13 — Distribuicio dos valores (maximo, minimo, mediana e intervalo de 50% dos valores)
da velocidade média em (mm/seg) dos grupos tratados com hidréxido de sédio antes e depois da
introducdo da substancia em cada concentracdo testada. A — velocidade média antes da introducao
da substancia, D - velocidade média depois da introduc¢do da substincia.
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Figura 14- Percentual de respostas comportamentais para cada grupo exposto ao hidroxido de

sodio.
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Tabela 3 - Parametros quimicos e fisicos das amostras de 4gua que acompanharam o teste
comportamental de exposi¢do ao dcido sulftrico.

Oxigénio dissolvido (mg/L)

10% 30% 50% 70%
Diluicao 6,60 — 6,81 6,07-699 6,13-6,34 5,60 - 6,60
Manutencio 5,86 -6,08  5,38-6,41 5,36 -5,60 5,45-5,87
Controle inicial 5,59-579 597-6,05 5,25-6,06 5,33-6,41
Controle final 542-584  579-684  529-6,05 5,11-5,97

Tratamento inicial 5,63 -5,83 5,79-6,84  546-595 5,40-6,78
Tratamento final 544-5,66 532-6,02  544-5.80 5,30-6,19

pH
10% 30% 50% 70%
Diluicao 6,55-7,12  6,92-6,76 6,68 -7,10 6,24 — 7,02
Manutencao 7,02 -7,27 7,02- 6,78 6,98-7,07 6,58 -6,87
Controle inicial 6,84-7,03 698-6,68 6,78-690 6,49 6,85
Controle final 6,65-694 7,00-6,65 6,50-690  6,35-6,66

Tratamento inicial 6,14 - 6,64 6,28 - 4,82 3,34-3,90 2,93-3,03
Tratamento final 6,30-6,65 6,03-549  3,34-3,39 2,90 -3,00

Temperatura (°C)

10% 30% 50% 70%
Diluicao 22,4 -23,6 234-227 23,1-253 23,0-244
Manutencio 242 -23,8 250-243 23,4-249 23,9-25,2
Controle inicial 23,8 -24,2 245-24,0 24,6-249 23,6 — 24,7
Controle final 24,0 -24,6 246-23,8 24,6-2477 23,7-2573

Tratamento inicial 23,1 -23,8 24,5-239 247-24,9 23,4 -245
Tratamento final 23,4 -24,6 24,7-24,1 24,6-253 23,8 -25,2

Dureza total (mg/L CaCO3)
10% 30% 50% 70%
Diluicao 37,4-528 37,4-41,8 254-35,1
Manutencio 209,0 - 283,8 272,8 -198,0 126,8 — 171,7
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Tabela 4 - Parametros quimicos e fisicos das amostras de 4gua que acompanharam o teste
comportamental de exposi¢ao ao formaldeido.

Oxigénio dissolvido (mg/L)

10% 30% 50% 70%
Diluicao 5,39-5,95 5,5-6,59 6,02 - 6,37 5,84-597
Manutencio 5,30-6,50 5,20-6,29 5,05-6,11 5,17-5,74
Controle inicial 5,08 - 5,89 5,13-6,65 5,07 -5,49 5,48 -5,89
Controle final 5,17-6,03 4,75-6,23 5,21-5,72 5,64 - 6,86

Tratamento inicial 5,27 - 5,87 5,08 - 6,55 5,54 -5,96 541 -6,14
Tratamento final 5,01 -5,49 5,03 - 6,25 5,09 - 5,85

pH
10% 30% 50% 70%
Diluicao 6,89 - 7,00 6,80 - 6,99 6,59 - 7,10 6,72 - 6,92
Manutencao 6,85 - 7,08 6,87 - 6,99 6,63 - 7,01 6,88 - 6,92
Controle inicial 6,84 - 7,04 6,65 - 6,85 6,90 - 7,30 6,81 -6,90
Controle final 6,89 - 7,01 6,65 - 6,82 6,73 - 7,18 6,76 - 6,95

Tratamento inicial 6,76 - 6,89 6,62 - 7,00 6,82-7,17 6,81 - 6,82
Tratamento final 6,89 - 6,97 6.76 - 6,82 6,55-7,03 6,57 -6,75

Temperatura (°C)

10% 30% 50% 70%
Diluicao 24,7 - 26,6 25,1-26,2 23,3-24.8 23,8 -24,7
Manutencio 25,3-264 24,4 -264 24,1-24,6 245-253
Controle inicial 25,6 - 26,4 24,8 -26,9 24,5 -26,0 24,5-25,0
Controle final 24,9 -26,4 25,5-26,8 24,5 -26,0 24,5 -25,1

Tratamento inicial 25,3-26,5 25,0-26,9 24,3-25,8 24,6 -24,9
Tratamento final 25,3 -26,5 25,5-26.,8 24,7-253 24,3-25.2

Dureza total (mg/L CaCO3)
10% 30% 50% 70%
Diluicao 35,2 -46,2 39,6 - 44,0 46,2 - 48,4 44,0 - 48,4
Manutencao 167,2-213,4 2442 -347,5 158,4-246,4 167,2-2244
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Tabela 5 - Parametros quimicos e fisicos das amostras de 4gua que acompanharam o teste
comportamental de exposi¢ao ao hidréxido de sédio.

Oxigénio dissolvido (mg/L)

10% 30% 50% 70%
Diluicao 6,03-642  5,17-630  5,09-737 5,54-6,72
Manutencio 4,770-7,02 548-6,84 551-641 5,36 - 6,83
Controle inicial 529-6,10 6,46-648  5,00-6,20 5,27 -6,47
Controle final 5,711-6,06 5,17-6,72  5,07-6,28 5,22 -6,45

Tratamento inicial 5,33 -6,51 5,78 — 6,96 4,52 -6,28 5,07 - 5,83
Tratamento final 5,38 - 6,21 5,11 -7,44 5,16 —5,81 5,31 -5,78

pH
10% 30% 50% 70%
Diluicao 695-720 657-7,76  6,51-720 596-17,31
Manutencao 6,82-7,09 635-7,01 641-745 5,52-7,25
Controle inicial 695-698 694-753 7,01-794 6,44-745
Controle final 6,96-740 6,67-777  6,64-7,83 5,61 -7,38

Tratamento inicial 8,52 -8,82 9,59-9,98 9,75-10,20 9,90-10,42
Tratamento final 8,65 38,71 923-948 9,52-10,23 10,06 -10,38

Temperatura (°C)

10% 30% 50% 70%
Diluicao 24,0-25,8 244-260  23,3-26,8 24,8 -26,0
Manutencio 242 -264  23,5-26,7 23,3-269 24,8 - 26,6
Controle inicial 23,6 -26,0 253-255 23,8 -26,0 25,8 -26,8
Controle final 229-26,0 24,9-26,1 24,0 - 26,2 24,5 -26,1

Tratamento inicial 25,0-26,8 254-259 23,8 -26,0 25,5-263
Tratamento final 25,6 - 26,0 25,2 -26,0 23,9 - 26,1 24,6 — 26,1

Dureza total (mg/L CaCO3)
10% 30% 50% 70%
Diluicao 48,4-50,6  32,8-390 254-39,0 23,4 -50,6
Manutencao 2222 -275,0 215,5-2524 124,8-2729 4491522
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6. DISCUSSAO

As substancias testadas em concentragdes subletais induziram mudancas na atividade
locomotora do organismo-teste em 2 horas de exposi¢ao, demonstrando que D. rerio é um
bom biosensor na deteccao de concentracdes subletais. Vérios estudos demonstraram a
eficiéncia na deteccdo de compostos quimicos por peixes através do comportamento,
salientando a velocidade de resposta a exposi¢des subletais. Oncorhynchus mykiss
respondeu a vérios poluentes em 40 min para 10-25% da CLs 58, em lh para compostos
organicos e para concentragdes menores que 50% da CLso(96h)*’. Carassius auratus
respondeu com aumento da atividade natatéria em 4h de exposicdo a carbofuranos® e
Apteronoutus albitrons detectou concentragdes de 44 e 69,6 ug/L de KCN em 17 e 6

. . 6
minutos, respectivamente™’.

Esses estudos evidenciam a importancia do desenvolvimento de biomonitores para
melhor avaliar o potencial efeito de contaminantes no ambiente, pois a informagdo €
gerada rapidamente comparada a outros testes de sensibilidade toxicoldgica, tais como: os
agudos, que sO irdo determinar concentracdes letais entre 24 a 96h de exposi¢do; os
cronicos, que s6 dao respostas em longo prazo (ex. crescimento e reprodugdo); o uso de
biomarcadores, que sé é possivel apds um periodo relativamente longo de exposicao,
entre outros. No contraste as andlises fisico-quimicas, os biomonitores facilitam uma
indicacdo inespecifica dos poluentes, incluindo efeitos sinergistas e antagonistas, na

monitoragdo da dgua.

Dentre as diferentes respostas comportamentais, a atividade natatéria ¢é
importante, pois € um indicador que integra o status interno do animal. O uso da
locomocg@o na ecotoxicologia comportamental é baseado no fato de que ela € objetiva e
quantitativa e pode ser medida efetivamente em vérias espécies de peixe para caracterizar
as conseqiiéncias de exposicoes subletais®’. Baseado no critério de Rand®” para selecionar
indicadores comportamentais para estudos de toxicidade, entende-se que a atividade
natatdria € possivelmente mais adequada para medir o comportamento de nata¢do para
uso na rotina de estudos de toxicidade. Ela € altamente sensivel, apropriada para

numerosas espécies aquaticas, relevante para a sobrevivéncia e facil de medir.
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As exposicoOes subletais neste estudo levaram ao aumento da velocidade média,
hiperatividade, ou diminui¢do da mesma, hipoatividade. Estas respostas sdao estratégias
usadas pelos organismos para resistir as exposi¢des quimicas. Podem ser classificadas

dentro de duas categorias gerais de resposta: escape e adaptagao.

O aumento da atividade locomotora é considerado como uma resposta de escape.
Se a substancia ndo causa intoxicac¢do, mas € irritante, o organismo tenta fugir do local
contaminado®. Kane® verificou que a exposicdo do peixe Fundulus heteroclitus a
concentracdes subletais do anestésico MS222 resultou em aumento da velocidade e da
porcentagem de movimento. Respostas de escape foram observadas a 1:3000 da CLsy em
efluentes de indistria de metais contaminados com Ni e Cr® e em concentracoes de 0.1-

L. A . 6l
5% da CLs para vdrias substancias®!.

O aumento da atividade locomotora pode levar ao aumento da taxa respiratéria, ou
seja, o peixe filtra mais dgua pelas branquias para atingir a demanda de oxigénio. Desta
forma, se uma maior quantidade de 4gua contaminada passa pelas guelras, maior a oferta
e a absor¢do da substancia, levando a intoxicagdo e causando a diminui¢do da atividade

com o passar do tempo.

A diminui¢do da motilidade pode ser explicada como um comportamento de
adaptacdo ao estresse toxico devido a uma possivel realocacdo de energia, aumentando a
demanda energética para outros processos fisioldgicos, resultando em menos energia para
locomogio®. Esses outros processos fisiolégicos podem ser de osmo e ionregulacio, de
inducdo de proteinas de estresse ou de aumento de furnover de energia®’. Um estudo com
Oncorhynchus mykiss relatou a reducdo da atividade natatéria apds 96h de exposicao
subletal ao clordane, pentaclorofenol e um a organofosforado, sss-tributil fosforotritioato
(DEF), sendo que esta resposta foi sensivel a 5-50% dos valores da CLso®®. Daphnia
magna sobre estresse de cobre apresenta diminui¢do da velocidade média e tempo de

participacao natatéria'”.

Entretanto, as respostas comportamentais ndo podem ser diretamente relacionadas
as concentragdes toxicas, sendo hiperatividade mais freqiiente em concentragdes mais
baixas, como observado neste trabalho com 10% da CLsy do CH,O, e hipoatividade,

comumente, em mais altas como em 50 e 70% da CLsode H,SOy4, 30% da CLsg de CH,O
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e 30, 50 e 70% da CLsy de NaOH. Similarmente a esse estudo, peixes expostos ao DEF
ou 2,4 — DMA (2.,4- ciclorofenoxiacetato) a 0,5% da CLS50 tiveram a capacidade natatdria
intensificada, enquanto concentracdes maiores (5-50% da CLsp) reduziram
significativamente a capacidade natatéria®®. Uma exposicdo subletal por 30 dias do peixe-
guelra-azul (Lepomis macrochirus) a baixas concentragdes de fluorene (0,12-0,25 mg/L)
aumentou significativamente a capacidade natatdria, a0 passo que uma exposi¢do a um
aumento da concentracdo (1,0 mg/L) diminuiu significativamente a capacidade
natatéria®®. A performance de natacio do peixe truta-arco-iris exposto a compostos

organicos aumentou em baixas concentracdes e diminuiu em altas concentracdes .

Classificando as respostas em ordem de magnitude e considerando a variabilidade
e a sensibilidade individual dos peixes, a primeira resposta seria de escape. Os peixes que
sofreram irritacdo, respondendo de forma hiperativa, seriam peixes com baixa
sensibilidade, e aqueles que responderam com diminui¢do da velocidade média, seriam
mais sensiveis. Embora a classificacdo dos grupos tratados indique um unico tipo de
resposta (indiferenca ou hipoativida ou hiperatividade) frente a exposicdo, na avaliagdo

individual podemos perceber que ha uma distribuicao varidvel dessas respostas.

Desta forma, fez-se necessdria a avaliacdo individual, pois, como foi mostrado nos
resultados, muitas respostas expressas pelo grupo ndo representam nem mesmo O maior
percentual de resposta individual. Por exemplo: o formaldeido, que a 10% da CLsy
revelou hipoatividade para o grupo, quando essa resposta sé representa 25% dos peixes e,
na verdade, a maior resposta foi de hiperatividade representada por 50% dos peixes, ainda
a respeito do formaldeido, na concentracdo de 50% da CLsy, que poderiamos considerar
como ndo causativa de efeito para o grupo, a estatistica individual revelou que 55% de
peixes tiveram alteracdo na velocidade média contra 45% sem efeito. Baseada nas
respostas individuais, todas as concentracdes testadas de formaldeido causaram efeito
significativo nos grupos tratados (com exce¢do da concentragdo de 70% da CLsp), visto

que mais de 50% dos peixes responderam, segundo o teste de Wilcoxon.

A avaliagdo individual também mostrou uma tendéncia a diminui¢do das respostas
de hiperatividade seguida ao crescimento de respostas hipoativas conforme o aumento da

concentracdo. No 4cido sulftirico e no hidréxido de soédio esta tendéncia foi bem
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expressiva, chegando a um percentual de hiperatividade zero nas concentragdes de 50% e

70% da CLs, para o NaOH, acompanhada de mais que 65% de hipoatividade.

No estudo de Ellgard”, todas as concentracdes utilizadas de cromo e zinco
levaram ao aumento da atividade locomotora de Lepomis macrochirus conforme era
aumentada a concentracdo, enquanto que com caddmio a atividade locomotora teve grande
diminui¢do na concentracdo mais alta € um aumento gradual nas concentracdes mais
baixas. Esse fato foi explicado como sendo um sinal de aproximagdo com o limite de
tolerancia ou limiar (“threshold”) do poluente, ou seja, a partir dessa concentragdao a

substancia passa a ser toxica.

Baseado nesse estudo, a concentracdo de 10% da CLsyp do formaldeido foi
considerada como limitrofe para a toxicidade dessa substancia sob as condicdes
estudadas. Essa concentragdo ndo seria considerada como causativa de efeito adverso,
mas poderia ser utilizada para determinar o grau de deteccdo da espécie biosensora

exposta a um agente toxico em um determinado periodo de tempo.

A concentracdo de 10 e 30% da CLsp do &cido sulfirico e 10% da CLsy do
hidréxido de sédio foram consideradas como CEANO (Concentra¢ido de Efeito Adverso
Nao Observado) ou do inglés NOAEL (No Observed Adverse Effect Level), pois nao
causaram alteracdo significativa no comportamento do peixe. Consideramos como
concentracdes de efeito adverso aquelas que levaram a diminui¢cdo da velocidade média,
sendo elas, 50 e 70% da CLsq do acido sulfarico, 30% da CLso do formaldeido e 30, 50 e
70% da CLsodo hidroxido de sédio.

Embora a concentracdo de 70% da CLsy do formaldeido se encaixe no perfil de
hiperatividade, considerando as outras respostas em concentracdes inferiores, ndo €
descartdvel que o seu efeito seja adverso. As respostas expressas por este grupo sao
inesperadas e uma explica¢do, pouco provavel, é que a escolha ao acaso dos peixes,
selecionou 12 peixes bastante tolerantes aos efeitos da substincia. O formaldeido em
peixes agride o epitélio das branquias e diminui a concentra¢do de oxigénio dissolvido na

2’1gua5 7,

A alteragdao no comportamento é um alerta para o tipo de dano ou estresse causado

por uma substancia e esse estresse causard a reducdo ou aumento do metabolismo.
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Segundo Olla’* e Schreck ", quando um animal é exposto a uma perturbacdo, a primeira
resposta de defesa é comportamental, na maioria das vezes um comportamento de fuga,
desenvolvido para diminuir a probabilidade de morte ou economia do gasto metabdlico

para manter a homeostasia fisioldgica.

A redugdo da atividade pode ser uma estratégia eficaz se a exposi¢ao tem natureza
temporéria e a energia economizada para a mitigacdo do processo toxico, por exemplo a
producdo de enzimas de detoxificacdo, é suficiente para suprir esse periodo. No entanto,
uma atividade reduzida por um longo periodo de exposi¢do pode causar danos na
performance (ex. reducdo do habito alimentar e de cépula) e pode levar a um colapso
metabodlico no organism074. Como a natagdo é um aspecto central para a biologia dos
peixes, sua reducdo seguida da exposi¢do a contaminantes pode até mesmo diminuir a
aptiddo em individuos afetados e ter implicagdes conseqiientes para as interagdes inter- e

intraespecificas’.

A avaliacdo do potencial toxico dessas substincias foi importante ndo sé pela sua
alta concentracdo em efluentes téxteis, mas por duas delas representarem um 4cido e uma
base, gerando a possibilidade de avaliar o grau de irritagdo e tolerancia a pH’s extremos
no comportamento de D. rerio, bem como a sua capacidade de deteccdo. Entretanto nao
se pode afirmar que o comportamento aqui descrito causado pela exposicao subletal ao
hidréxido de sédio e ao dcido sulftirico foi apenas uma resposta de irritacdo em relacdo a
mudanca de pH, pois a possibilidade da toxicidade dessas substiancias ndo pode ser
descartada. Em um estudo do efeito do pH na sobrevivéncia de larvas de D. rerio, a
solucdo teste de pH 7.0, preparada a partir de tampao com com hidréxido de sédio e acido
sulfurico, foi toxica para 24h de exposi¢cdo comparada ao controle de mesmo pH, porém

com agua pura76.

Estudos anteriores sobre o efeito do pH estabeleceram que o pH entre 5 € 9 nado
causa letalidade a peixes77, no entanto, antes de causar a morte muitas alteragdes
comportamentais e fisiolégicas podem acontecer que impedirdo o organismo exposto a
cumprir o seu papel ecolégico. De acordo com Little & Finger®, a consegiiéncia ecoldgica
de um comportamento de natagdo anormal estd implicita principalmente na alteracdo de

comportamentos adaptativos, tais como migra¢do, predacdo ou sucesso do predador,
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hipoatividade e hiperatividade, bem como nos desvios na ritmicidade adaptativa diurna,

que podem interromper a alimentacio e aumentar a vulnerabilidade a predacdo.

Embora peixes tenham facilidade em locomover-se e fugir de contaminagdo,
comparado a outros organismos aqudaticos, um estudo realizado na Inglaterra com o peixe
da espécie Perca fluviatilis relatou seu comportamento em seu ambiente natural (Lago
Slapton Ley) onde sazonalmente hd aumento do pH de 9,00 a 10,54 e floracdo de
cianobactérias devido a eutrofizacdo, ao invés de procurar outro ambiente, eles

continuavam no mesmo trecho sofrendo os efeitos estressores e t6xicos’®.

No presente estudo, a concentracdo de 10% da CLsydo H>SO,4 diminuiu o pH para
6,5 ndo causando alteragdao no comportamento do Danio rerio, na concentragdo seguinte o
pH de 5,8 causou hiperatividade em 33,3% dos peixes e 33,3% de hipoatividade. Um
estudo de exposicdo continua a niveis subletais de acido relatou que pH 5,0 foi
suficientemente estressante a ponto de causar hiperatividade e distirbios na atividade
periddica didria do peixe Fundulus grandis. Em Oncorhynchus mykiss, no mesmo pH, a
velocidade de natacdo reduziu 67% em relacdo ao pH 7,0 " Em Salvelinus fontinalis, a
reducdo da atividade de natacdo deu-se em pH 5,5 seguida de reducdo da atividade

alimentar e agressividade®.

Alguns estudos alertam para danos na ecologia de peixes expostos cronicamente a
pH’s extremos. A atividade e a atracdo por um extrato de alimento do peixe Salvelinus
alpinus, foi avaliada ap6s exposi¢des a diversos pH’s. O grupo exposto a pH 5,5 nao foi
significativamente diferente do controle, os expostos a pH 5,0 foram um pouco mais
ativos que o controle e menos atraidos pelo alimento. Nos expostos a pH 4,75 e 4,5, a
atividade foi reduzida drasticamente, além de perda da atragdo pelo alimento, sendo a
privacdo alimentar mais comum em condicdes de hipoatividade do que hiperatividade®'.
Portanto, durante periodos de estresse considerdvel, o comportamento alimentar parece
perder prioridade 1A freqiiéncia de desova de vdérias espécies de peixe diminuiu em

.~ A . . 82 . z 1
condi¢des cronicas de acidez® e a resposta olfativa é anulada ®'.

Em termos fisioldgicos, a exposi¢do cronica de peixes a dcidos causa inibi¢do, ou
pelo menos modifica, a orientacdo de fatores quimiosensérios em geral. Isso ocorre

porque a estrutura e a forma de moléculas como os aminoécidos variam com o pH. Em
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conseqiiéncia disso, a sua transformacdo em outras substancias, depende das suas curvas
de pH’s especificas, sendo mais estimuladas em determinados pH’s do que em outros®’.
Tecidos superficiais, do qual o epitélio € uma parte, sdo especialmente suscetiveis a danos
causados por pH 4cido™®. Além disso, ocorre a diminui¢do da demanda de oxigénio para

os tecidos em meio com pH 4,086.

Comparando o efeito do pH das duas substincias testadas e as respostas
produzidas, pode-se concluir que o estresse alcalino é mais irritante ou Danio rerio € mais
suscetivel a pH’s basicos do que a 4cidos, visto que o0 NaOH causou maior percentual de
respostas de hipoatividade, nas concentragdes mais altas (50% e 70% da CLsg) esse
estresse foi tdo marcado que o percentual de hiperatividade foi de zero, ou seja, todos os
peixes que responderam, o fizeram através da diminuicdo da atividade natatéria. Como
foi destacado na introducdo, essa substancia € a auxiliar mais utilizada na inddstria téxtil
fazendo parte de 12% do efluente final, perdendo apenas para 14% de cloreto de sédio e
gomas® .

Os valores médios de pH medido ao longo de 1995 nos efluentes gerados em
diversas industrias téxteis de Santa Catarina variaram de 7,2 a 11,787. Em outro estudo,
realizado no municipio de Estancia no Rio Piauitinga na bacia hidrogréfica do rio Piaui, a
coleta de efluente téxtil diretamente do cano de lancamento para o corpo d “agua receptor
indicou pH de 12,56, valores superiores aos pH’s aqui testados. Vale lembrar que a
legislacdo responsavel pelos padroes de lancamento de efluentes, Resolucado CONAMA
20/86, vigente no periodo desses estudos, estabelece que efluentes sé poderdo ser
lancados, direta ou indiretamente, nos corpos de dgua desde que o pH esteja entre 5,0 e
9,0. A legislagdo vigente, Resolugado CONAMA 357/05, acrescenta a anterior dizendo
que o efluente ndo deverd causar, ou possuir potencial para causar, efeitos toxicos
cronicos aos organismos aqudticos no corpo receptor, de acordo com os critérios de
toxicidade estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente. Mesmo que esses pH’s nao
causem letalidade aguda, pode-se observar alteracdes comportamentais severas e efeitos

crOnicos, que podem levar a morte.

A exposicao cronica a dgua alcalina causa inibicdo imediata e dréstica da excrecao
de amodnia e subseqiientemente aumento da amoénia no plasma, que pode ser

. 8 1.92 4 e e o - A . , . . N
potencialmente letal 9:9091.92.93.94.95.96 - A inibicdo da excrecdo de amoénia € atribuida a
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interrupcdo do seu gradiente, devido 2 redugio de fons H" disponiveis para transformar

NH; em NH,* 7.

Esses dados revelam a fragilidade do sistema de fiscalizagdo bem como a
suscetibilidade dos ambientes aqudticos a cargas poluidoras. Essa fragilidade di-se pela
falta de recursos humanos e técnicas de avaliacao confidveis, de facil manuseio e de baixo
custo. No cendrio atual, seria conveniente a implantagao de técnicas de biomonitoramento
em tempo real utilizando o comportamento de organismos aquaticos como biosensores de

possiveis efeitos toxicos.

A ecotoxicologia € uma drea ainda pouco explorada no Brasil e, além disso,
nossas leis ambientais ainda estdo em andamento. O controle da toxicidade de residuos
lancados no ambiente é de suma importancia para a saide do ecossistema e do homem.
Através das andlises de indicadores comportamentais sensiveis e apropriados, espera-se
que, no futuro, as substancias lancadas no ambiente sejam minimizadas a niveis que
protejam a viabilidade dos seres vivos. Nao apenas seu envolvimento com a mortalidade,
mas também prevenindo alteracdes no comportamento e garantindo a estrutura das

populacgdes de peixes e das comunidades aquaticas.

A avaliagdo da atividade natatéria € util na definicio das concentracdes
consideradas como sem efeito nos testes agudos em laboratério ou sob condicdes
controladas de campo. Contudo, de acordo com outros indicadores toxicoldgicos, a
extrapolacdo das respostas comportamentais para efeitos que podem ocorrer em
populacgdes naturais € dificil de interpretar. Embora seja de dificil avaliacao, esses estudos
demonstram melhor a realidade do ambiente do que os teste de exposi¢ao aguda e pode
ser usado como um indicador de toxicidade subletal vdlido e consistente que pode ser
facilmente incorporado em protocolos para avaliar a sensibilidade dos testes de toxicidade

padra?lo8 .
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7. CONCLUSOES

® O organismo biosensor foi capaz de refletir alteracdes comportamentais induzidas

por concentracdes subletais.

® A andlise individual é mais confidvel para avaliacdo das respostas e, dessa forma,

caracterizar os efeitos sofridos pelo organismo biosensor.

® O hidréxido de sdédio causou mais estresse ao comportamento de D. rerio
comparado as demais substancias, embora pelo teste de toxicidade aguda tenha

sido 0 menos toxico.

® Danio rerio tende a responder em concentragdes baixas através de hiperatividae e

em altas, com hipoatividade;

® (s resultados obtidos vém demonstrando que o sistema de andlise de imagem em
tempo real em laboratério torna-se uma alternativa eficiente para avaliagdo
toxicoldgica, pois é capaz de detectar alteracdes comportamentais induzidas por
concentracdes que ndo causam mortalidade, porém que possam ter implicacdes

ecoldgicas para as populacdes aquaticas.

® £ um método ndo-invasivo, pratico, bastante sensivel, apropriado para pesquisas
ecotoxicoldgicas e para uma gama de aplicagdes, tendo a vantagem de: a) ter
sensibilidade elevada compardvel com outros testes toxicoldgicos; b) ter a
capacidade de monitorar de forma automdtica sem causar perturbacdo ao
organismo-teste; ¢) os organismos respondem com mudangas comportamentais

dentro de curtos periodos de tempo.

® O método do biomonitoramento em tempo real utilizando a atividade locomotora

de organismos aquéticos como indicador de toxicidade em 2h, a partir de valores
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estimado da CLsg, podera futuramente ser utilizado complementarmente aos testes

de toxicidade aguda e no controle da qualidade de efluentes.
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ASPECTOS RELEVANTES

Embora o procedimento seja simples e tenha curta duragcdo, gostaria de chamar
atencdo para algumas dificuldades que tomaram bastante tempo, mas que contribuiram
para o meu aprendizado. E importante ressaltar alguns aspectos para que, futuramente, em

caso de reproducdo dos dados, possam ser considerados.

1. QUALIDADE DA AGUA DO AQUARIO E SAUDE DOS PEIXES

1.1 Amonia:

A qualidade da dgua do aquario de manuten¢do € um importante fator a ser monitorado.
Geralmente, aqudrios levam de 15 a 30 dias para estabilizarem a biota natural. Antes de
comecgarmos este projeto o laboratério ja mantinha um aquério para os peixes. Nesse
aquério utilizava-se filtro de placa com pedras porosas (figura 15). Esse sistema levou 15
dias para estabilizar-se, ou seja, manter os teores de amoOnia a niveis indetectdveis. O teste
utilizado para deteccdo de amonia foi o Labcon Teste Aménia NH3/NH,4, que indica a
concentracdo aproximada em 4 niveis: ideal (0,0ppm), critico (0,25 ppm), danoso (0,75

ppm) e potencialmente letal (1,5 ppm) .

O fundo coberto de pedras porosas propicia maior drea para fixacao das bactérias
nitrificantes ndo havendo necessidade de introduzir peixes para proliferacdo das mesmas.
Somente o aqudrio com a 4dgua parada e aerada ja foi suficiente para que em 15 dias a
biota depurasse a amonia. O problema desse sistema de filtracdo € que o alimento
administrado aos peixes, que ndo € imediatamente ingerido, precipita € mesmo a
aspiracao das pedras porosas ndo € suficiente para a limpeza do fundo, pois muito da
“sujeira” (excretas e restos de alimento) passa pelo filtro de placa e se concentra no
fundo, onde a aspiracdo ndao € possivel. Observou-se que os peixes estavam ficando
doentes, com manchas pelo corpo, € como eram utilizados em testes de sensibilidade a

substancias quimicas ndo era correto administrar nenhum tipo de tratamento antibidtico.



Figura 15 - (a) Aquario com filtro de placas e pedras, (b) Aquirio somente com Filtro de placas,

(c) filtro de placa.

Para tentar solucionar este problema, o filtro de placa foi substituido pelo filtro de
espuma (Figura 16). O filtro de espuma tem uma édrea de contato menor para a fixagao das
bactérias levando mais tempo para estabilizar, necessitando que fossem colocados peixes
para aumentar a colonia de bactérias e as taxas de retirada de amonia. As taxas de amoOnia
subiram a 1,5 ppm, considerado letal para os peixes. Para minimizar estas taxas, metade
da 4gua do aqudrio era trocada todos os dias e a espuma do filtro era lavada trés vezes na
semana. Este procedimento, sem que soubéssemos, fazia com que parte das bactérias que
haviam se fixado na espuma e que estavam dispersas na dgua fossem jogadas fora,
contribuindo para que os teores de amodnia permanecessem elevados. Porém, em um
feriado prolongado de 5 dias, esse procedimento de troca de dgua e lavagem da espuma
ndo puderam ser realizados, o que contribuiu para o aumento da colonia de bactérias e,
conseqiientemente, redu¢do dos teores de amonia para entre 0 e 0,25 ppm, porém ainda
ndo estava zerada. Alguns testes foram feitos neste periodo e observou-se uma baixa
atividade de natacdo dos peixes, ocorrendo mortalidade em concentragdes subletais e até
mesmo no controle. Entdo, foi esperado um periodo de 15 dias sem qualquer lavagem da
espuma e troca de dgua, somente sifonando as sujeiras do fundo e completando o nivel de

agua, até que a amoOnia atingisse teores nulos.
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Figura 16 - Filtro de espuma.

Desta forma a concentracdo de amoOnia mostrou-se um pardmetro bastante
importante de ser monitorado para qualquer experimento que utilize peixes como
biosensores, sendo necessdrio um tempo prévio aos testes para montagem do aqudrio,
escolha do melhor sistema de filtracio e estabilizacdo das colonias de bactérias
nitrificantes. No mercado ja ha disponivel um coquetel dessas bactérias que pode ser
introduzido em aqudrios recém montados para agilizar esse processo e também ha
produtos para reduzir a amoéOnia. Nao utilizamos nenhum desses produtos, pois
acreditamos que a introdu¢do de substancias artificiais poderia, de alguma forma,
interferir nos resultados e na performance dos peixes. Preferimos perder alguns meses até

que o aqudrio estivesse pronto.

1.2 Alimentacao dos peixes

Um outro aspecto que pode influenciar nos resultados € o grau nutricional dos
peixes. O fornecedor dos peixes ndo se localiza no municipio do Rio de Janeiro, dessa
forma, a compra de peixe necessita de uma organizacdo de calenddrio. Com isso,
compravamos lotes com cerca de 120 peixes a cada vez. Os peixes, como foi dito na
metodologia, ficavam uma semana em aclimatacdo no laboratério, conseqiientemente,

alguns ficavam quase um més em laboratorio até serem usados, sendo alimentado por
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racdo comercial, Spirulina 200. Comegamos a observar a diminuicao da atividade e perda
de peso destes peixes. A partir destas observacdes, reforcamos a alimentacdo com
Daphnia pulex viva e “minhoca de sangue” congelada, alimentos ricos em gorduras e
proteinas, que foram administrados trés vezes por semana e, além disso, passamos a

comprar lotes menores.

2. REAGENTES

Os testes agudos foram realizados utilizando reagentes que ja existiam no
laboratério. Como ja estavam usados, estes reagentes acabaram e recomecgamos 0s testes
comportamentais com outras marcas e lotes de reagente. Como todos eram P.A., nao
eram esperadas diferencas, mas comecgaram a ocorrer mortalidade em concentracdes
subletais. Os fabricantes antigos foram contactados para informagdes sobre as
especificagdes do produto e compra de novos reagentes da mesma marca. Enfim, uma
marca nao tinha as especificacdes do lote, pois era muito antigo e a outra tinha parado de
produzir o reagente. Conclusdo, todos os testes de toxicidade aguda foram refeitos com os

novos reagentes.



