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RESUMO

A contaminacéo do ecossistema aquatico acontece de diversas maneiras, por
exemplo, o corpo d’adgua pode ser atingido por esgotos domésticos,
efluentes industriais, arraste de agrotoxicos e fertilizantes, e lixiviagdo de
residuos perigosos. Os modelos matematicos sdo importantes ferramentas
de gestdo ambiental e gerenciamento de riscos. Modelos sobre a previsdo da
toxicidade de componentes quimicos ja estdo bastante desenvolvidos, e sdo
comumente utilizados quando um acidente ambiental ja aconteceu, ou entdo
para estimar riscos em locais previamente determinados. Mas previsdes
sobre a toxicidade de misturas quimicas ainda devem ser aprimoradas,
devido a complexidade dos efeitos que podem causar aos seres vivos. A
dificuldade de se estimar a toxicidade com base nos resultados de analises
fisico-quimicas é um fato esperado, pois desde que a toxicidade é um
fendmeno biolégico, a utilizacdo de testes baseados em respostas biologicas
parece ser mais apropriada. Assim, neste trabalho avaliou-se o risco
ambiental, abordando a necessidade do estudo da rela¢do entre o organismo
e 0s xenobioticos. Para isto, foram aplicados seis tipos de testes
toxicolégicos através do Modelo WTox (software). Utilizando esta
metodologia foi possivel realizar uma avaliacdo e obter a classificacdo do
risco de substancias ou compostos potencialmente tdxicos. Ensaios de
toxicidade aguda foram realizados com os organismos Daphnia magna e
Vibrio fischeri. Ensaios de toxicidade crénica foram realizados com o
organismo Daphnia magna. Os testes de citotoxicidade e genotoxicidade
foram realizados com o organismo Oreochromis niloticus (lipoperoxidagéo,
frequéncia de micronucleos e metilagdo do DNA). Um estudo de caso foi
realizado com residuos sélidos provenientes da indudstria téxtil, metal-
mecénica e de papel e celulose. Os resultados obtidos com a avaliagdo dos
parametros toxicoldgicos demonstraram que diversos residuos industriais
induziram mortalidade, efeitos na reproducdo, aumentos na taxa de
lipoperoxidagcdo, mutacBes e alteragBes na metilagio do DNA dos
organismos testados. Estes resultados, analisados em conjunto através do
Modelo WTox, e validados através da comparagdo com outros modelos de
avaliacéo de risco ambiental, permitiram a classificacdo de risco ambiental
toxicoldgico dos residuos industriais. A avaliacdo demonstrou que as
amostras analisadas podem ser classificadas como de risco ambiental
toxicolodgico significativo ou critico.

Palavras-chave: risco ambiental, ensaios toxicologicos, residuos solidos
industriais, Daphnia magna, Vibrio fischeri, Oreochromis niloticus.






ABSTRACT

The contamination of the aquatic ecosystem can happen in many ways, for
example, ponds or rivers can be contaminated by domestic sewage,
industrial effluents, drag of pesticides and fertilizers, and leaching of
hazardous waste. Mathematical models are important tools for
environmental management. Models about prediction of toxicity of
chemical components are already well developed, and are commonly used
when an environmental accident has happened, or to estimate risks at sites
previously determined. Predictions about the toxicity of chemical mixtures
must be enhanced due to the complexity of effects that can be caused to the
living species. The difficulty to estimate the toxicity based only in physical-
chemical parameters is an expected fact, because since the toxicity is a
biological phenomenon, it seems more suitable to use tests based on
biological responses. In this work, the environmental risk was accessed
addressing the need to study the relationship between the organism and
xenobiotics. Therefore, six toxicological endpoints were applied through the
WTox Model (software). Using this methodology it was possible to make
an evaluation and to obtain the risk classification of potentially toxic
substances. Acute toxicity tests were performed with the organisms
Daphnia magna and Vibrio fischeri. Chronic toxicity tests were performed
with the organism Daphnia magna. Citotoxicity and genotoxicity tests were
performed with the organism Oreochromis niloticus (lipid peroxidation,
micronucleus frequency and DNA methylation). A case study was
conducted with solid wastes from textile, metal-mechanic and pulp and
paper industries. The results obtained with the evaluation of toxicological
parameters have shown that several industrial wastes induced mortality,
reproductive effects, increases in the rate of lipid peroxidation, mutations
and changes in DNA methylation of the organisms tested. These results,
analyzed together through the WTox Model, and validated by comparison
with other models of environmental risk assessment, allowed the
classification of the environmental risk of industrial wastes. The evaluation
showed that the toxicological environmental risk of the samples analyzed
can be classificated as significant or critical.

Keywords: environmental risk, toxicity tests, industrial solid waste,
Daphnia magna, Vibrio fischeri, Oreochromis niloticus.
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1. INTRODUCAO

A geracdo e a complexidade fisico-quimica de residuos e
efluentes industriais vém aumentando significativamente nos Gltimos
anos. O avanco tecnoldgico aliado ao crescimento demogréfico e a
intensa atividade agricola contribuem para a entrada de elementos
guimicos na agua, no solo e no ar (Zagatto, 2006a).

Nos ecossistemas aquaticos a poluicdo ambiental acontece de
diversas maneiras: o corpo d’agua pode ser atingido por esgotos
domésticos e efluentes industriais lancados sem tratamento adequado;
pode ocorrer arraste de agrotoxicos e fertilizantes por escoamento
superficial, e ainda, a lixiviacdo de residuos perigosos que estdo
depositados no solo (Mozeto e Zagatto, 2006). Fernicola et al., (2003)
afirmam que os agentes quimicos podem penetrar no ambiente de forma
inesperada, por descuido ou acidente, ou de forma permitida ou
controlada, visando algum efeito considerado positivo (econémico ou do
ponto de vista da salde publica). Uma vez que os seres humanos fazem
parte do ecossistema, utilizando recursos naturais continuamente, sua
salde pode ser afetada indiretamente. Como exemplo, cita-se 0 consumo
de peixe contaminado com pesticidas ou outros compostos sollveis
(Galvao Filho e Newman, 2001). Pode também ocorrer uma intoxicagao
através do uso da agua em situagdes como consumo, e em atividades
recreativas ou industriais.

No Estado de Santa Catarina a economia industrial é
caracterizada pela concentracdo em diversos polos, sendo o téxtil, o
metal-mecénico e o de papel e celulose setores importantes para o
Estado (FIESC, 2010). A atividade industrial nestes setores gera
residuos solidos e efluentes liquidos com potencial téxico. Somando-se
isto a falta de iniciativas quanto a protecdo do meio ambiente, é cada vez
maior o risco de problemas ambientais, principalmente em corpos
d’agua que recebem efluentes industriais nao tratados ou lixiviados de
residuos industriais depositados de forma incorreta no solo. Efluentes
liquidos e residuos sélidos industriais sdo misturas complexas,
compostas principalmente de elementos tracos, dioxinas, furanos,
fendis, cloretos e cianetos (Ali e Sreekrishnan, 2001; Sisinno, 2003).

No caso dos residuos industriais, a geracdo, o transporte e 0
destino final devem ser constantemente monitorados, pois o risco de
acidentes relacionados a estas etapas é elevado, e, além disto, como
estes residuos sdo compostos por misturas complexas, as interacdes
destas substancias e seus efeitos, tanto sobre o ambiente como sobre 0s
seres vivos, em geral ndo sdo conhecidos. Portanto, a Toxicologia
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Ambiental é a ciéncia mais indicada para avaliar os efeitos destes
poluentes na salde dos seres vivos e no meio ambiente. De acordo com
Yu (2005), o estudo da toxicologia ambiental deriva do reconhecimento
de que (a) a sobrevivéncia humana depende do bem-estar de outras
espécies e da disponibilidade de ar, agua e alimentos limpos; e (b)
substancias quimicas antropogénicas, bem como produtos quimicos
naturais podem ter efeitos nocivos sobre 0s organismos vivos e
processos ecoldgicos. Assim, a toxicologia ambiental estuda a forma
como as substancias tdxicas e sua interagdo com seres humanos, animais
e plantas podem influenciar o bem-estar destes organismos.

De acordo com a Sociedade Americana de Quimica, existem
aproximadamente 10 milhdes de substancias quimicas mencionadas na
literatura cientifica. Estima-se que 70 mil sdo de uso cotidiano, e que
cerca de mil a duas mil novas substancias sdo adicionadas a essa lista
anualmente. Entretanto, apenas duas mil substancias tém seus efeitos
toxicos conhecidos (Mozeto e Zagatto, 2006). Com o objetivo de
detectar e quantificar substancias potencialmente impactantes ao meio
ambiente foram desenvolvidos varios métodos sofisticados de analises
quimicas. Tradicionalmente, havia uma tendéncia natural em supor que
a toxicidade a organismos aquaticos poderia ser estimada por tais
andlises. Porém, segundo Knie e Lopes (2004), um laboratério bem
equipado com aparelhos de medicdo modernos determina e quantifica,
nas suas andlises rotineiras, quando muito, 250 a 300 substancias
isoladas — diante de 30 a 100 mil substancias (ou até mais) que ocorrem
normalmente em rios medianamente a muito poluidos, ou em efluentes
industriais. Além disso, mesmo que essas técnicas fornecam dados
importantes sobre os poluentes ambientais, no ambiente aquatico natural
0S organismos S0 expostos ndo somente a uma Unica substancia tdxica,
mas em geral, estas se constituem de misturas complexas (Rand, 1995).

A exposicdo as misturas pode resultar em interagOes
toxicol6gicas, onde o contato com duas ou mais substancias quimicas
resulta em uma resposta bioldgica quantitativamente ou
qualitativamente diferente da que era esperada pela acdo de cada uma
das substancias quimicas separadas. A mistura de substancias pode
causar efeitos aditivos, sinérgicos, de potenciacdo ou antagdnicos (Rand,
1995).

Diversos trabalhos mostram que os resultados sobre as
estimativas de toxicidade através das analises quimicas sdo
insatisfatorios, e que ndo existem evidéncias de correlacdo entre
toxicidade e andlises fisico-quimicas de misturas complexas. A
U.S.EPA (1986) ndo obteve valores significativos de correlacdo entre a
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toxicidade dos efluentes de refinaria de petréleo com as variaveis
ambientais. A CETESB (1987) verificou que a toxicidade de diversos
efluentes industriais estudados ndo estava obrigatoriamente ligada ao
nivel de agentes toxicos analisados. Flohr (2005, 2007) e Silva et al.,
(2011) analisaram lixiviados de residuos industriais e concluiram que
em varios deles a classificacdo conforme a Norma de Classificacdo de
Residuos NBR 10004 (ABNT, 2004a) ndo correspondia ao seu real
potencial de toxicidade.

Silva et al. (2003), comentam que apesar do progresso no
desenvolvimento de modelos preditivos sobre a toxicidade de
componentes quimicos, previsdes sobre a toxicidade de misturas
guimicas devem ser realizadas, em parte devido a enorme complexidade
dos efeitos que essas misturas podem causar em seres vivos. A
genotoxicidade de misturas pode ser sinergicamente aumentada quando
comparada com a genotoxicidade dos componentes da mistura testados
individualmente, portanto existe uma necessidade de se avaliar os
efeitos bioldgicos das misturas quimicas.

Como os micropoluentes podem interagir sinergeticamente ou
antagonicamente, a combinacdo de efeitos destes micropoluentes nao
podem ser prognosticados por analises quimicas, portanto, analises
quimicas ndo sdo suficientes para prever riscos ambientais e devem ser
complementadas por estudos toxicologicos (Lambolez et al., 1994). A
dificuldade de se estimar a toxicidade com base nos resultados de
analises fisico-quimicas é um fato esperado, pois desde que a toxicidade
é um fendmeno bioldgico, parece evidente que a resposta bioldgica deva
também ser avaliada. Desta forma, o uso isolado de andlises quimicas
como Unico recurso de deteccdo ou a identificagdo de substancias
quimicas e previsdo de seus efeitos adversos as comunidades aquaticas
se torna praticamente impossivel.

Ainda que seja possivel obter muitos dados resultantes de testes
de toxicidade, deve-se dar importancia a sua interpretacao.
Diferentemente dos dados de propriedades fisico-quimicas, que sdo
sempre constantes, resultados de testes de toxicidade englobam os
fatores que influenciam tanto o agente toxico como o organismo testado
(Rand, 1995). O resultado em si ndo é o objetivo principal dos testes de
toxicidade, mas ele é a base para 0 ganho de informacédo toxicoldgica,
que pode ser usada para fazer comparagdes com outros agentes tdxicos
e/ou organismos (Rand, 1995). A aplicacdo desta informacéo
toxicologica pode ser feita através de modelos.

Rand (1995) comenta que o0 uso de modelos parece ser um
aspecto especializado da toxicologia, mas que na verdade envolve os
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testes de toxicidade e sua interpretacdo. Um modelo é simplesmente
uma ferramenta operacional que permite uma aplicacdo pratica de
principios bésicos e conceitos. A definicdo convencional de modelo
pode ser puramente conceitual em sua natureza, ou um detalhado
algoritmo matematico, ou ainda, algo que esta entre estes dois aspectos.

Os modelos matematicos constituem importantes ferramentas
de gestdo ambiental. Por sua vez, os modelos existentes que englobam
dados de toxicidade, como o AQUATOX e o DREAM, utilizam
também outras variaveis como: vazdo e profundidade do corpo hidrico,
geologia do local atingido, forma de introducdo da substancia tdxica,
dados basicos sobre a emissdo e andlise fisico-quimica completa da
substancia analisada (Park et al., 2008; Reed e Hetland, 2002). Esta
quantidade de dados pode ser de dificil obtengdo, e além disso, algumas
varidveis podem ndo apontar a relagdo entre organismo e substancia
toxica. Ainda, sdo comumente utilizados para estimar riscos em locais
que oferecem perigo de geracdo de acidentes, ou quando um acidente ja
aconteceu.

Devido a enorme complexidade dos ecossistemas néo é possivel
obter em detalhes todos os processos relacionados ao comportamento
dos poluentes. Estes processos devem ser descritos num apropriado
nivel de complexidade para dar respostas adequadas para as questdes em
foco. O nivel de complexidade pode variar de caso para caso, mas a
meta é fazer um modelo o mais simples quanto possivel, englobando
todas as variaveis de um dado problema (Schwarzenbach et al., 2006).

Suter (1993) afirma que o uso de modelos unidimensionais,
com uma s6 variavel, como por exemplo, a concentracao, simplificam a
avaliacdo de risco, porque a resposta é determinada pela importancia
relativa da concentracdo de exposicao e da concentracéo efetiva.

O Modelo WTox, desenvolvido por Matias (2002), vem ao
encontro das afirmagfes dos autores citados anteriormente, pois propde
uma avaliagdo e classificacdo do risco que substadncias ou compostos
potencialmente toxicos apresentam para os seres vivos. O modelo foi
desenvolvido com o objetivo de abordar a relacdo entre o organismo e o
xenobidtico, ou seja, como o individuo se comporta diante da exposi¢cdo
a uma substancia com potencial toxico. O efeito toxico é a variavel
norteadora do modelo, e ele é observado em nivel de efeito global e
especifico, em organismos representantes de diferentes niveis tréficos. O
instrumento matematico utilizado para avaliar esta relacdo baseia-se na
teoria matricial, e sua aplicacdo se da através de um software.

No caso de amostras de misturas complexas como residuos
industriais (que estdo constantemente trazendo riscos ao ambiente, seja
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na geragdo, no armazenamento dentro da industria, no transporte até o
destino final e mesmo dentro do préprio aterro sanitario), o Modelo
WTox mostra-se como uma alternativa para analise de risco ambiental
toxicol6gico. Entretanto, a utilizacdo de um modelo inédito depende de
variaveis como a calibracdo e a validacdo da metodologia proposta.
Para isto, realizou-se um estudo de caso com amostras que justificavam
a utilizacdo do método e observou-se os resultados. A calibracdo foi
realizada através da comparacdo entre os resultados observados com o
que foi inicialmente proposto pelo método, avaliando-se os parametros
analisados e realizando-se o ajuste dos limites propostos para cada
pardmetro. A validacdo foi realizada comparando-se os resultados
encontrados com outras metodologias semelhantes. Assim, o presente
trabalho teve como objetivo realizar um estudo de caso com amostras de
residuos industriais para calibrar e validar o Modelo WTox, utilizando
sete pardmetros toxicoldgicos para evidenciar efeitos globais €
especificos sobre organismos de diferentes niveis da cadeia trofica.

1.1 HIPOTESES DA PESQUISA

Nos modelos de avaliacdo de risco existentes, avaliam-se 0s
riscos que um composto quimico apresenta ao meio ambiente
basicamente por duas linhas de investigacdo. Uma delas refere-se ao
conhecimento das concentragfes de um poluente que ndo causam efeitos
adversos na sobrevivéncia, crescimento ou reproducdo e alteragdes
fisioldgicas de organismos aquaticos. Outra linha de investigacdo é a
estimativa da concentracdo esperada do mesmo agente no meio
aquatico, considerando os dados de producdo, transporte, uso,
disposicdo final e principalmente o efeito do agente quimico sobre seres
vivos. Assim, numa avaliacdo de risco de um poluente, a aceitabilidade
do risco imposto serd obtida pela comparacdo das duas linhas de
investigacdo citadas, ou seja, concentracdo esperada no ambiente e
concentracao que nao causa efeito aos organismos.

A estimativa da concentracdo esperada € quase sempre
inadequada e de alto custo. Inadequada devido as interacdes do
composto com o meio aquatico, podendo sofrer efeitos sinérgicos,
aditivos e antagdnicos, induzindo erros na avaliacdo de risco ambiental.
Alto custo, pois, a extracdo, purificacdo e dosagem dos compostos de
interesse toxicoldgico quase sempre necessitam de técnicas e aparelhos
de alta tecnologia e é evidente que o alto custo configura um obstaculo
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para sua utilizacdo. Ainda, dados fisico-quimicos, geol6gicos e de
hidrologia sdo dificeis de serem obtidos quando um acidente ja
aconteceu e quando ha necessidade de uma resposta rapida.

1.1.1 Primeira Hipotese

Considerando-se que a predicdo de toxicidade de misturas
complexas ndo pode ser avaliada apenas por andlises fisico-quimicas,
afirma-se que ensaios toxicologicos sdo 0s mais adequados para avaliar
efeitos adversos destas substancias aos organismos aquaticos.

1.1.2 Segunda Hipdtese

Considerando-se que a correlagdo entre efeitos toxicolégicos
nos niveis de toxicidade global e toxicidade especifica € 0 modo mais
completo para estudar a toxicidade induzida por compostos quimicos,
afirma-se que um modelo de avaliacdo de risco ambiental deve incluir a
interacdo entre os resultados observados nestes dois niveis.

1.1.3 Terceira Hipdtese

Considerando-se que a maioria dos modelos preditivos sobre
toxicidade e risco ambiental utiliza linhas de investigagdo onde os dados
requeridos ndo englobam a interacdo entre os efeitos globais e
especificos, e ainda podem ser de dificil obtencdo ou de alto custo,
afirma-se que o Modelo WTox é o mais adequado para avaliar o risco
ambiental toxicoldgico de poluentes ambientais.

1.2 JUSTIFICATIVA

A intensa atividade industrial vem causando uma crescente
poluicdo e contaminacdo dos ecossistemas aquaticos, 0 que acarreta em
perigos e riscos para 0s organismos expostos a esta contaminacdo. A
problematica em se prever riscos de danos consiste no fato de que o
sistema de classificacdo de residuos industriais no Brasil segue a Norma
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NBR 10004 (ABNT, 2004a), e a metodologia deste sistema classifica os
residuos baseando-se principalmente em sua composicdo fisico-quimica.
Diversos estudos comprovam que nem sempre fatores fisico-quimicos
demonstram o potencial toxico de substancias quimicas, ja que estes
fatores ndo traduzem corretamente a relacdo entre os contaminantes e
os seres vivos (Flohr, 2005, 2007; Silva et al., 2011).

Diante disso, e preocupado com o problema da contaminagdo
ambiental, este estudo pretende trazer para a comunidade cientifica um
novo modelo de avaliagéo de risco ambiental, 0 Modelo WTox (Matias,
2002). O Modelo WTox, é um modelo que prope uma avaliagdo de
risco ambiental baseada nos efeitos observados em organismos
representativos de diferentes niveis tréficos expostos a substancias
potencialmente toxicas. Até o momento, poucos estudos propdem
avaliacbes de risco ambiental baseados apenas em varidveis de
toxicidade. Além disso, cada um destes modelos emprega parametros
toxicolégicos e organismos variados, e nenhum aplica as mesmas
variaveis selecionadas pelo WTox. Os pardmetros considerados pelo
Modelo WTox fazem uma correlagdo entre efeitos globais e especificos
em organismos aquaticos, através de testes de toxicidade aguda, testes
de toxicidade cronica, e testes de toxicidade para evidenciar efeitos
especificos em células e no DNA.

O Departamento de Engenharia Sanitdria e Ambiental da
Universidade Federal de Santa Catarina  possui a  estrutura  do
Laboratério de Toxicologia Ambiental — LABTOX que oferece apoio
para ensino, pesquisa e extensdo na area da toxicologia ambiental. O
inicio das atividades no LABTOX deu-se em fevereiro de 1997, logo
apés a criacdo da disciplina de Toxicologia Ambiental em setembro de
1996 (Portaria n° 168/PREG/96). Diversos estudos relacionados a
residuos industriais e preservacdo ambiental ja foram desenvolvidos no
laboratério, utilizando metodologias que permitem avaliar os efeitos
toxicos de substancias complexas nos seres vivos.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Aplicar o modelo WTox para realizar uma avaliacdo de risco
ambiental toxicolégica em amostras de residuos industriais.
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1.3.2 Objetivos Especificos

Analisar os efeitos toxicos de amostras de residuos industriais
através de ensaios de teste de toxicidade aguda com a bactéria
Vibrio fischerti;

Analisar os efeitos toxicos de amostras de residuos industriais
através de testes de toxicidade aguda e crbnica com o
microcrustaceo Daphnia magna;

Analisar os efeitos toxicos de residuos industriais, através dos
métodos da lipoperoxidacdo de membranas, da metilacdo
bioldgica do DNA, e da frequéncia de micronicleos em peixes
Oreochromis niloticus;

Realizar um estudo de caso com amostras de residuos
industriais, utilizando o Modelo WTox através de um software
para avaliar e classificar o risco ambiental toxicoldgico destes
residuos.

Aplicar os resultados obtidos com o estudo de caso para
realizar a calibragdo e validagcdo do Modelo WTox.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este topico engloba breve fundamentacdo teérica sobre avaliagdo de
risco ambiental, em destaqgue o Modelo WTox e sua aplicacdo em
amostras de residuos sélidos industriais. Serdo abordados ainda,
conceitos sobre os testes de toxicidade propostos pela metodologia do
Modelo WTox, assim como sobre 0s organismos utilizados nestes testes.

2.1 AVALIACAO DE RISCO AMBIENTAL

O termo risco € utilizado na linguagem comum com o
significado de “chance de desastre”. Quando utilizado no processo de
avaliacdo de risco ele tem definigdes especificas, e a mais bem aceita é:
“a combinacdo de probabilidade, ou frequéncia, ou ocorréncia de um
perigo definido e a magnitude das consequéncias destas ocorréncias”
(Royal Society, 1992, apud Fairman et al., 1998).

Risco ambiental é a possibilidade de dano, enfermidade ou
morte resultante da exposi¢do de seres humanos, animais ou vegetais a
agentes ou condi¢cBes ambientais potencialmente perigosas (Castro,
1998).

Para Conway (1982) apud Brilhante (1999), risco é definido
como a medida da probabilidade e da severidade de efeitos adversos.
Entre os varios conceitos de risco, um ponto em comum ¢é a inclusdo da
nogéo de probabilidade (Brilhante,1999).

Em toxicologia, risco baseia-se no estudo interativo das
ciéncias exatas (matematica/ estatistica), ciéncias bioldgicas e sociais, de
modo a reduzir o empirismo, as incertezas e as falhas na avaliacdo de
toxicidade de agentes quimicos. A toxicologia ambiental, por sua vez,
estuda as interagOes toxicas de substancias quimicas no ecossistema e
sua capacidade de afetar a fisiologia normal de organismos vivos.
Assim, risco pode ser definido como a probabilidade medida ou
estimada de dano, doenca ou morte causada por um agente quimico em
um individuo a este exposto (Caldas, 1999).

Constantemente deparamo-nos com noticias referentes aos
riscos que processos industriais ou produtos quimicos podem causar a
nossa salde e ao meio ambiente. MilhGes de pessoas sdo expostas todos
os dias a estas substancias em seus locais de trabalho ou residéncias, na
cadeia alimentar, no solo em que pisam, no ar que respiram e nas aguas
que consomem (Augusto e Freitas, 1998).
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Em resposta a essa preocupacdo, medidas para avaliar e
gerenciar riscos ao homem e aos sistemas naturais tornaram-se uma
exigéncia da sociedade internacional. O desenvolvimento de ferramentas
que permitam precisar quali-quantitativamente a avaliacdo dos riscos
quimicos, fisicos e bioldgicos tornou-se uma prioridade (Hacon, 2003).

A avaliacdo dos riscos ambientais cresceu e evoluiu desde a
década de 1980. Os novos desafios deste processo sdo, por exemplo, a
mudanca climatica global, a reducdo de habitat e biodiversidade, e os
efeitos de mdltiplas substancias quimicas antropogénicas sobre os
ecossistemas. Assim, vem ocorrendo um aumento na utilizagdo de
avaliagBes de risco, tornando-se cada vez mais claro que, para atingir o
seu potencial como instrumento de gestdo, métodos devem ser
desenvolvidos para aplicar a avaliagcdo de risco ambiental cada vez mais
frequentemente, e em escalas mais complexas (Hope, 2006).

A avaliagdo dos riscos € vista cada vez mais como uma forma
de integrar a ciéncia, a politica e a gestdo para responder a enorme
quantidade de problemas ambientais (CENR, 1999). Pedrozo et al.
(2002) definem avaliagdo de risco como o processo de estimativa da
probabilidade de ocorréncia de um evento associado a magnitude de
efeitos adversos em fungdo do tempo. Para Caldas (1999), a avaliagédo
de risco é o primeiro passo no desencadeamento de processos
decisorios, e advém do conhecimento da relagdo causa-efeito e de
possiveis danos ocasionados pela exposicdo a um determinado agente
quimico.

De acordo com a U.S.EPA (1998), avaliagdo de risco ambiental
é definida como o processo que analisa a probabilidade de ocorréncia de
efeitos adversos em um ecossistema como resultado da exposi¢do a um
ou mais agentes estressores. O termo estressor é definido como qualquer
fator fisico, quimico ou bioldgico capaz de induzir a um efeito adverso.
Efeitos ambientais adversos englobam uma série de implicacBes que
variam desde mortalidade de um organismo até a perda de fungédo de um
ecossistema.

Na avaliacdo de riscos ambientais, os riscos sdo avaliados para
diferentes ambientes e em niveis tréficos diversos, populacdo ou
comunidade, com o objetivo de protegdo do ecossistema como um todo
(Zagatto, 2006b). Nas agéncias regulatérias OECD (Organization for
Economic Cooperation and Development) e U.S.EPA (Agéncia de
Protecdo Ambiental dos EUA) o uso de organismos aquaticos de
diferentes niveis tréficos como algas, microcrustaceos e peixes ja é
obrigatdrio nos estudos ecotoxicolégicos para analise de risco ambiental
(Robbens, 2007).
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Para estruturar a analise de muitos tipos de riscos, Brilhante
(1999) apresenta 0 Modelo Geral do Risco desenvolvido por Bibo e
Lemkowitz em 1994. Este modelo foi modificado por Matias (2002),
onde foi introduzida a variavel “modelo toxicologico”. Desta maneira, 0
modelo adaptado pode ser chamado de Modelo Geral de Risco
Ambiental (Figura 1). O inicio acontece com o termo Fonte, que é a
origem de uma emissdo de algo indesejavel (massa e/ou energia). Estas
fontes podem ter diversas origens: naturais, acidentes ou atividades
normais como, manufatura industrial, trafego rodoviario, agricultura,
producdo de eletricidade, entre outras. As fontes emitem substancias que
geram efeitos adversos. As emissfes ocorrem em um ou mais
compartimentos ambientais — ar, agua ou solo — e interagem entre si.

Fonte de emissio |

I

Mobilidade

[ ] ambiental - Social-
biodisponibilidade Organizagao

Exposigdo -Risco
e

| ,\

I_Estl’matl’ua de rl'scoJ—) [Modelos empirl’cosJ

|

— - MODELO
Avaliagdo derisco |=—— TOXICOLAGICO

l<—

Medidas para
reduzir o risco

I<_|<_

Risco residual

Figura 1 — Adaptagdo do Modelo Geral de Risco Ambiental.
Fonte: Matias (2002).

De acordo com Brilhante (1999), ap6s a emissdo de poluentes,
ocorre 0 transporte. Os modelos de transporte buscam estimar a
intensidade e a duracdo da exposicdo, resultante da emissdo para o
compartimento ambiental em razdo de pardmetros de emissdo. Estes
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compreendem; taxa e tamanho da exposicao; forma da fonte; posicéo da
fonte; tamanho e densidade das particulas; distancia entre a fonte
emissora e os alvos; condigcBes de clima; condi¢cBes da topografia;
composi¢do quimica e reagdes entre a atmosfera e os poluentes; entre
outros.

Ainda segundo Brilhante (1999), transporte corresponde a
movimento, e quase sempre acontece ligado a procedimentos de mistura
e diluicdo, algumas vezes com reagfes quimicas. Por isso, as
concentra¢bes dos poluentes diminuem com o aumento da distancia das
fontes de emissdo, reduzindo-se assim o nivel das concentragdes
ambientais.

O termo exposi¢do significa o contato de um estressor (agente
fisico, quimico ou biolégico) com um receptor (Yu, 2005). O risco
resulta da combinagao da exposicdo com os efeitos observados no
receptor (Yu, 2005). O principal componente da caracterizagdo de risco
é a integracdo dos resultados da avaliacdo da exposicdo e a avaliagdo
dos efeitos para obtengdo uma estimativa do nivel de efeitos que vao
resultar da exposicdo (Suter, 1993).

A magnitude da ocorréncia do risco ndo esta relacionada
somente ao grau da exposi¢do, mas também do tamanho da populagéo-
alvo (Brilhante, 1999). Quando todas as etapas vinculadas ao evento
poluidor (emissdo, transporte, concentragdo, exposi¢do) tenham sido
analisadas, deve-se proceder a estimativa do risco (Brilhante, 1999).

Além da estimativa do risco, considerado no modelo adaptado
como empirico (Figura 1), entende-se que existe a necessidade de
realizar uma avaliacdo do risco baseada em parametros toxicoldgicos
para que o resultado seja mais preciso, ja& que considera todas as
perspectivas geradas pela amplitude que tais pardmetros oferecem.
Desta forma, Matias (2002) fez uma adaptacéo, e acrescentou a variavel
toxicolégica como parte integrante do Modelo Geral de Risco
Ambiental.

Conforme Brilhante (1999), o processo de avaliagdo tem como
objetivo definir se o risco é ou ndo aceitavel. Assim, este processo
envolve uma andlise ética que é baseada em questdes normativas.
Existem casos em que decisdes de politicas ou normas sdo amparadas
nos resultados desses estudos, que consideram ainda, as questfes
econbmicas.

Se um risco ¢é avaliado como aceitavel, ndo ha necessidade de se
adotar outras medidas, caso contrario, medidas de ordem social e técnica
devem ser tomadas (Brilhante, 1999). Medidas de ordem social
abrangem mudancas nas leis, nos padrdes, acordos entre governo e as
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indlstrias, etc. Estas medidas decorrem de mudancas de atitudes e
percepcdes (Brilhante, 1999). As medidas de ordem técnica, podem ser
entendidas como novos métodos para avaliagdo de risco. Neste sentido,
Robbens (2007) afirma que, para regular a producdo e uso de quimicos
industriais, procedimentos cientificos de avaliagdo de risco estdo sendo
estabelecidos em niveis nacional e internacional. A nova legislagdo
europeia (REACH) e a Diretiva para Uso da Agua (WFD) nos Estados
Unidos e em outros lugares do mundo estdo fomentando a demanda por
informagdo toxicologica para uma grande diversidade de espécies, e
ilustrando o crescimento da sensibilizacdo da sociedade e da politica
para este tipo de risco.

A toxicologia computacional é uma area de pesquisa em
crescimento, que esta integrando os avangos em biologia molecular e
quimica com a modelagem e a ciéncia computacional, no sentido de
aumentar o poder de previsGes no campo da toxicologia (Kavlock et al.,
2007). O sucesso nesta area pode traduzir com maior eficiéncia a
determinacdo dos perigos de diversos estressores ambientais, que devem
ser monitorados e, a partir disto, pode-se decidir quais os tipos de
informagdo sdo as mais necessarias para diminuir incertezas na protecdo
da salde humana e do meio ambiente (Kavlock et al., 2007).

De acordo com Mackay e Paterson (1993) existem basicamente
trés tipos de modelos de avaliagdo de risco disponiveis: 1) modelos
multimidia, que descrevem como uma substancia quimica se comporta
no sistema “ar-dgua-solo-sedimento-biota”; 2) modelos de remediagio,
que descrevem os efeitos quimicos no entorno de uma é&rea
contaminada; e 3) modelos que descrevem o comportamento de
substancias quimicas em compartimentos Gnicos como lagos, solos,
atmosfera e cadeia alimentar. Alguns exemplos destes modelos sédo
citados a seguir:

Modelos multimidia: GEOTOX (McKone e Layton, 1986); SMCM
(Cohen et al., 1989, 1990); Enpart (OECD, 1989); Toxscreen (Hetrick e
McDowell-Boyer, 1983).

Modelos de remediagdo: AERIS (Senes Consultants, 1989); RAPS
(Whelan et al., 1987).

Modelos para compartimentos Unicos: EXWAT (OECD, 1989); QWASI
(Mackay et al., 1983); SESOIL (OECD, 1989); POSSM (Brown e
Silver, 1986).

Conforme Fairman et al. (1998), a Agéncia de Protecdo
Ambiental Europeia — EEA — classifica os modelos computacionais de
avaliacdo de risco de uma forma um pouco diferente, mas também em
trés categorias: 1) modelos de avaliacdo de risco e gestdo; 2) modelos de
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avaliacdo de exposicdo/ transporte/efeitos; e 3) modelos de avaliacdo de
identificacdo/ distribuicdo de perigo. Ainda de acordo com a EEA, estes
modelos podem néo ser de facil compreensao, e provavelmente existem
mais de 500 modelos em todo o mundo.

Um exemplo de modelo de avaliagdo de risco que pode ser
classificado como de multimidia e de avaliacdo de efeito é 0 DREAM
(Reed e Hetland, 2002), um modelo tridimensional que analisa o
transporte, a exposicdo, a dose e os efeitos de diversos poluentes,
inclusive misturas complexas. Cada componente é descrito por um
conjunto de parametros toxicolégicos e fisico-quimicos, e incorpora 0s
processos que regem o comportamento de poluentes na coluna d’agua.
A exposicdo, absor¢do, depuracdo e efeitos observados em peixes e no
zooplancton so computados simultaneamente com os dados fisico-
quimicos e de transporte. Um balango de massa representa a fracdo de
cada componente quimico que esta associado aos efeitos observados nos
organismos. Apesar de ser um modelo que analisa a toxicidade de
misturas complexas apenas em organismos aquaticos, ele pode ser de
dificil operacdo, jA que sdo necessarios dados fisico-quimicos e de
emissdo do poluente analisado.

Um outro modelo de avaliagdo que também pode ser
considerado como de multimidia e de avaliagdo de efeito é o
AQUATOX (Park et al., 2008) que opera combinando base de dados
com algoritmos, e pode avaliar efeitos diretos e indiretos de varios
estressores ambientais incluindo nutrientes, residuos organicos,
sedimentos, quimicos organicos toxicos, fluxo e temperatura em
ecossistemas aquaticos. Este modelo conta ainda com um submodelo
ecotoxicoldgico que computa toxicidade aguda e cronica, efeitos letais e
subletais. Contudo, este modelo conta apenas com 60 tipos de
substancias quimicas em sua biblioteca. Apesar de 0s usuarios poderem
acrescentar dados de novas substancias quimicas ao sistema, entende-se
que este nimero ainda é pouco representativo face a quantidade de
substancias quimicas que sdo introduzidas a cada dia nos ecossistemas
aquaticos. Ainda, no submodelo ecotoxicologico, avaliam-se apenas
efeitos agudos e crdnicos, ndo sendo dado o devido valor aos efeitos
genotoxicos para 0 organismo.

O CREAM (Grimm et al., 2009) é um modelo de analise de
risco ambiental toxicol6gico que ainda esta em fase de desenvolvimento
e que se mostra bastante complexo. Envolve questfes associadas com a
recuperacdo das populacOes afetadas, extrapolacdes de individuo para
populacdo e até mesmo entre espécies, sensibilidade entre os diferentes
organismos-teste, doses subletais, e ainda, o nivel de complexidade que
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0 modelo deve ter para compreender questdes envolvendo diferentes
tipos de analise de risco. Mesmo que este modelo apresente uma
metodologia diferente e talvez mais completa de avaliagdo de risco
ambiental toxicologico, ainda assim, os efeitos no organismo limitam-se
a concentracdes subletais.

Tigini et al. (2011), propés uma metodologia para avaliar
toxicidade, genotoxicidade e risco ambiental de residuos da industria
téxtil. A metodologia sugere a utilizacdo de testes de toxicidade com
organismos de diferentes niveis troficos como bactérias, plantas
aquaticas e terrestres e microcrustaceos. Na avaliagdo de risco proposta
por Tigini et al (2011), utiliza-se basicamente os dados de CEsg
observados em cada teste de toxicidade. Estes dados séo transformados
em um indice que representa a toxicidade relativa do teste (TR), e em
seguida este dado é incluido em outra formula que engloba todos as TR
e as transforma em um indice que representa a toxicidade da bateria de
testes (TRB). De acordo com a porcentagem de toxicidade encontrada
no indice TRB é possivel classificar o risco ambiental da amostra. Ainda
gue esta metodologia consiga integrar resultados de diferentes testes de
toxicidade, classificando o risco com base nestes valores, apenas a
toxicidade aguda é observada.

Piva et al. (2011) desenvolveram uma metodologia que fornece
uma classificagéo de periculosidade de sedimentos através da avaliagdo
de diversos parametros toxicoldgicos e ao final integra todos. Nesta
metodologia, a avaliacdo do perigo se da por quatro linhas de evidéncia,
que sdo: 1) caracteristicas quimicas do sedimento; 2) biodisponibilidade
em peixes; 3) biomarcadores e 4) bioensaios em laboratério. A
integracdo é realizada de acordo com os resultados observados em cada
linha de evidéncia. Esta metodologia considera diversos parametros
toxicol6gicos importantes, mas a caracterizagdo quimica do sedimento é
necesséaria.

O Indice PEEP (Potential Ecotoxic Effects Probe) foi
concebido por Constan (1993), para avaliar e comparar o potencial
ecotoxico de efluentes e residuos industriais. Esta metodologia utiliza
uma escala de 0 a 10 para classificar o perigo de um poluente industrial
e uma bateria de ensaios toxicoldgicos e de genotoxicidade. Ainda,
requer a utilizacio da varidvel vazdo (m*h), e considera a
biodegradabilidade da amostra. O método PEEP utiliza basicamente a
concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e a menor concentragdo
de efeito observado (CEO) da amostra em cada teste e transforma este
dado em uma unidade toxica, que é posteriormente incluido em uma
equacdo que engloba o somatério das unidades toxicas e o valor da
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vazdo da amostra. O indice PEEP é representado pela letra P, em uma
férmula que articula todos os dados encontrados nos testes de toxicidade
e a vazdo. A necessidade de se conhecer a vazdo de emissdo e a
biodegradabilidade da amostra sdo um entrave, ja que sdo requeridos
outros dados além da variavel toxicidade.

Segundo Robbens et al. (2007), a avaliagdo dos riscos
ecotoxicoldgicos ha muito tem sido baseada apenas sobre o efeito agudo
e a concentracdo efetiva ou letal (CE/CLsp) em organismos de diferentes
niveis tréficos. Estes testes sdo insuficientes para avaliar adequadamente
0 risco associado com Vvarios produtos quimicos. A introducdo de
avancadas técnicas moleculares levaria & uma avaliagdo de risco mais
adequada.

Baseando-se nos modelos de analise de risco ambiental
toxicoldgico descritos anteriormente, e na afirmacdo de Robbens et al.
(2007), pode-se concluir que o Modelo WTox seria um método mais
adequado para avaliar o risco ambiental toxicol6gico para misturas
complexas, pois além de avaliar os efeitos agudos e concentragdes letais,
0 método inclui varidveis de toxicologia cronica, que permitem
identificar efeitos na reproducdo, e de toxicologia especifica, que
permitem identificar efeitos na célula e no DNA dos organismos
testados.

2.2 MODELO WTox

O modelo WTox, desenvolvido por Matias (2002) é um modelo
de avaliacdo e classificacdo de risco ambiental, e seu fundamento é
baseado no resultado do estudo da relacdo entre 0 organismo e misturas
complexas, abordando parametros da toxicologia global e especifica. O
instrumento matematico aplicado no modelo para avaliar esta relacdo
baseia-se na teoria matricial.

2.2.1 Variaveis do Modelo WTox

Na concepcdo inicial do modelo desenvolvido por Matias
(2002), as variaveis toxicolégicas selecionadas foram:
o Toxicidade aguda em Daphnia magna (CEsg 48 h);
o Toxicidade crbnica - Estudo de reproducdo em Daphnia magna (Taxa
n° de neonatos - %);
o Toxicidade aguda em Vibrio fischeri (CEsg 30 min.);
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o Lipoperoxidacdo (dosagem do MDA - %);

« Metilacdo bioldgica do DNA (dosagem da m°dC - %);

e Teste do Cometa (danos no nucleo da célula, % comparada ao
controle).

« Frequéncia de Microntcleo (nimero de microndcleos em 2000 células
analisadas).

A metodologia do Modelo WTox permite a inclusdo ou
exclusdo de variaveis toxicoldgicas, portanto, no presente trabalho,
optou-se por excluir o Teste do Cometa.

2.2.2 Matriz de risco

Para identificacdo de riscos, 0 modelo propde a utilizacdo dos
principios da Matriz de Leopold. O principio basico da Matriz de
Leopold consiste em, inicialmente, apontar todas as possiveis interacfes
entre situacbes e fatores, para, em seguida, estabelecer em escala
(nimeros), a magnitude e importancia de cada impacto, identificando-o
como positivo ou negativo (Costa et al., 2005). A valoracdo da
magnitude é relativamente objetiva ou empirica, pois se refere ao grau
de alteracéo provocado pela acéo sobre o fato ambiental, enquanto que a
pontuagdo da importdncia é subjetiva ou normativa, pois envolve
atribuicdo de peso relativo ao parametro afetado (Costa et al., 2005).

De acordo com Costa et al. (2005), a teoria matricial € uma
ferramenta frequentemente utilizada em avaliagbes de impacto
ambiental. As matrizes de interacdes sdo técnicas bidimensionais que
contrapoem agdes com fatores ambientais. Uma das mais difundidas
nacional e internacionalmente, é a Matriz de Leopold, elaborada em
1971 para o Servico Geoldgico do Interior dos EUA (Costa et al., 2005).

Assim, na matriz de risco elaborada para o Modelo WTox, séo
identificados locais onde ocorrem eventos de alta gravidade, locais onde
é prudente realizar acdes de gerenciamento de risco, e locais onde as
condicdes sdo aceitaveis. Com estas caracteristicas, 0 estudo matricial
mostra-se uma ferramenta eficiente, pois possibilita analisar efeitos
toxicolégicos complexos e suas implicacbes a partir de ndmeros,
facilitando a avaliacéo do risco ambiental.

A matriz de risco proposta nesta metodologia faz a combinacao
de parametros toxicolégicos (niveis de toxicidade) com os de gravidade
dos riscos, e pode ser visualizada na Figura 2.
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A 5 10 15 20
B 4 8 12 16
Parametro C 3 6 9 12
Toxicolodgico D 2 4 6 8
E 1 2 3 4
v 1l | |
Gravidade

Figura 2 — Matriz de riscos - correlagdo entre o pardmetro toxicolédgico (graus
de toxicidade) com a gravidade induzida pelo xenobidtico.

2.2.3 Niveis de Toxicidade

Para estabelecer os graus de toxicidade propostos neste modelo
foram definidos cinco niveis, que representam os intervalos das taxas de
cada parametro toxicolégico e sua classificacdo (Quadro 1).

Nivel Taxas Classificacéo
A *) Extremamente Toxico
B (*) Altamente Toxico
C *) Mediamente Téxico
D *) Pouco Toxico
E (*) N&o Toxico ou Toxicidade Branda

Quadro 1 — Niveis dos possiveis resultados aplicados na matriz de risco.
Nota: (*) Substituir pelas taxas do Quadro 2.

Cada parametro toxicolégico proposto para o modelo possui seus
intervalos de taxas especificos (Quadro 2). Na fase de concepcdo do
Modelo, os intervalos foram adotados para cada parametro, a partir dos
resultados obtidos nas pesquisas desenvolvidas no Laboratério de
Toxicologia Ambiental da UFSC, no Laboratério de Toxicologia da
Universidade de Bordeaux (Franca), e em publica¢fes correlatas. A base
de dados utilizada para a definicdo dos limites de cada intervalo é
apresentada no Apéndice 1.
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Parametros Toxicolégicos

Nivel | CEs Reng)d ugdo Reprz;iugéo m(5+d)C NE+D)A Micronlcleo | Cometa
A <5 > 100 80 - 100 >100 >80 >20 >100
B |5-10 | 60-100 50-80 | 70-100 | 60-80 10-20 80-100
C |10-30| 30-60 20 - 50 30-70 | 30-60 5-10 60-80
D |30-60| 10-30 10-20 10-30 | 10-30 2-5 20-60
E |60-100| 0-10 0-10 0-10 | 0-10 0-2 0-20

Quadro 2 — Intervalo de taxas dos parametros toxicoldgicos, conforme proposto
por Matias (2002).

Notas: 1 - Dependendo das caracteristicas do composto a taxa de reproducgdo
pode aumentar (+) ou diminuir (-). 2 - Os niveis para o parametro CEs, sdo
utilizados para testes agudos com Daphnia magna e Vibrio fischeri.

A identificacdo de perigos tem por objetivo apontar os possiveis
eventos indesejaveis que podem levar a materializacdo de um perigo,
para que sejam determinadas as hipdteses acidentais que acarretardo
consequéncias significativas. A Analise Preliminar de Perigos — APP, é
uma técnica que teve origem no programa de seguranca militar do
Departamento de Defesa dos EUA. Na APP devem ser identificados o0s
perigos, as causas e 0s efeitos (consequéncias) e as categorias de
severidade correspondentes (CETESB, 2008).

No Modelo WTox, as categorias de gravidade podem ser
comparadas as categorias de severidade de uma APP, entretanto, neste
caso, cada categoria de gravidade (Quadro 3) representa as observacdes
comportamentais e fisioldgicas dos reativos biol6gicos durante os testes,
e sao definidas pelo profissional que realiza o estudo.
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Gravidade | Descricdo Definigéo
Super Alterac0es fisioldgicas irreversiveis causando morte celular ou do

| Crl'fica organismo, influenciando na cadeia tréfica e consequentemente
acarretando um desequilibrio ecol6gico
Alteracdes fisiologicas irreversiveis sem morte celular ou do

I Critica organismo, porém induzindo patologias cronicas que poderdo
influenciar no sistema reprodutivo, gerar mutantes, alteragdes na
célula e no DNA.

i Marginal Alterac0es fisioldgicas reversiveis. Ndo ultrapassam a capacidade
de reparagdo do organismo.

v Desprezivel | Alteragdes fisiologicas pouco importantes

Quadro 3 — Categorias de gravidade.

Se outros dados, tais como vazdo do efluente, vazdo do corpo
receptor ou comportamento do composto no meio ambiente estiverem
disponiveis, isto poderd influenciar o enquadramento da substancia
analisada em determinada categoria de gravidade. Assim, a experiéncia
do profissional que realiza o estudo é um fator fundamental para
determinar a qual categoria de gravidade a substancia pertence.

2.2.4 Classificagéo do risco para cada parametro aplicado

Analisando a matriz de risco proposta para 0 modelo (Figura 2),
verifica-se que, na medida em que se aumenta o grau da relacdo
Parametro Toxicolégico X Gravidade, acontece um aumento numeérico
proporcional na matriz. Para classificar estes valores 0 método sugere o
seguinte enquadramento:

Risco Critico: =9

Risco Significativo: ] 9 — 6]
Risco Reduzido: ] 6 — 4]

Risco Marginal: < 4
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O Quadro 4 demonstra as correlacbes entre o nivel de
toxicidade encontrado para cada parametro toxicoldgico e a gravidade,
resultando na classificacdo de risco.

Nivel de Toxicidade Gravidade Risco
A I, [1oulll

B loull Critico
C loull

B Il

C Il oulll Significativo
D loull

A v

B v

C Il oulV Reduzido
D I, 1l ou IV

E I, 11, 1l ou IV

B v

C v Marginal
D I oulV

E I, 11, 11l ou IV

Quadro 4 — Classificagao de risco.

2.25 Confirmacdo do risco pela avaliagdo cruzada entre o0s
parametros

Ao estimar-se o risco de um composto para 0 meio aquatico, a
partir de um dos parametros toxicoldgicos proposto pelo método, tem-se
uma boa nocdo do risco. Porém ao analisar somente um parametro
toxicol6gico, pode-se estar cometendo erros de classificagao de risco. O
principal motivo desta possibilidade esta nas diferencas dos mecanismos
de acdo toxica.

Assim, 0 método sé terd validade se forem feitos um teste para
evidenciar efeitos agudos, um para evidenciar efeitos cronicos e um para
evidenciar efeitos genotoxicos.

De posse dos resultados faz-se o cruzamento das informacGes
para uma avaliacdo de risco definitiva. Um exemplo do cruzamento
dessas informacgdes é mostrado no Quadro 5. Os passos para a realizacdo
deste cruzamento séo:
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1) Com os resultados dos testes toxicolOgicos (toxicidade aguda e
cronica, genotoxicidade), verificar o risco e assinalar com sinal (+) no
quadro pertinente.

2) Cada parametro ou risco possui um peso (estipulado para o modelo);
estes pesos sdo multiplicados e o valor deve ser colocado nos quadros da
pontuagdo. O peso 1 para toxicidade aguda se justifica pela facilidade de
detectar o efeito no tempo, sendo possivel tomar medidas rapidas em
relacdo a fonte causadora de toxicidade. Chasin e Azevedo (2003)
afirmam que em curto prazo, a absorgdo do agente tdxico é instantanea,
a dose é Unica e as manifestacbes da intoxicacdo se desenvolvem
rapidamente. A morte ou a cura ocorrem sem demora (Chasin e
Azevedo, 2003). O peso 2 para toxicidade cronica e genotoxicidade se
justifica pela dificuldade de detectar o efeito no tempo,
consequentemente, é mais dificil tomar medidas em relagdo a fonte
causadora da toxicidade. Villela et al. (2003) consideram que
substancias toxicas que induzem efeitos crénicos produzem danos em
longo prazo, reduzindo a sobrevivéncia dos organismos, influenciando
na sua reproducdo, ou ainda, alterando o patriménio genético. Por isto é
necessaria uma acdo preventiva, ja que a deteccdo de uma fonte de
atividade genotoxica e/ou carcinogénica pode ocorrer somente apds
muitos anos (Villela et al., 2003).

3) A soma dos pontos de cada quadro representa o valor numérico que
deve ser analisado segundo o seguinte enquadramento de classificagdo
de risco ambiental:

¢ Risco Critico: 16 a 20
o Risco Significativo: 15a 11
¢ Risco Reduzido: 6 a 10

e RiscoMarginal: 1a5
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Classificacéo
Risco Risco Risco Risco
Parametro Marginal | Reduzido | Significativo | Critico
(Peso 1) (Peso 2) (Peso 3) (Peso 4)

Toxicidade .
Aguda (Peso 1)

Toxicidade
Cronica (Peso 2) X
Genotoxicidade X

(Peso 2)
Pontuacéo 1 4 8

Quadro 5 — Exemplo de utilizagdo do cruzamento de informagdes.

Neste exemplo, a soma da pontuacdo seria igual a 13 (1 + 4 + 8),
e a substancia seria classificada como de Risco Ambiental Significativo.

2.3 RESIDUOS SOLIDOS INDUSTRIAIS

Residuos sélidos industriais sdo misturas complexas, compostas
de diversas substancias toxicas, que podem se bioacumular nos
organismos e atingir o homem através da cadeia trofica (Sisinno, 2003).
Mesmo que cada um destes compostos esteja presente em baixas
concentracBes, a sinergia e a adicdo entre substancias podem
potencializar os efeitos toxicos das misturas (Schwarzenbach et al.,
2006).

Segundo a Norma Brasileira NBR 10004 (ABNT, 2004a),
residuos sélidos sdo os residuos nos estados sélido e semi-sélido, que
resultam de atividades de origem industrial, doméstica, hospitalar,
comercial, agricola, de servicos e de varricdo. De acordo com suas
caracteristicas, determinadas conforme os procedimentos da NBR 10004
os residuos sdo classificados em Classe | (residuos perigosos) ou Classe
Il (residuos ndo-perigosos). Residuos Classe | apresentam pelo menos
uma das seguintes caracteristicas: inflamabilidade, corrosividade,
toxicidade, reatividade ou patogenicidade. Residuos Classe Il sdo
divididos em: 1) classe Il A (ndo inertes) e podem ter propriedades
como biodegradabilidade, combustibilidade ou solubilidade em agua; e
2) classe Il B (inertes), residuos que ndo apresentam solubilidade em
agua.
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2.3.1 Industrias e Residuos Industriais em Santa Catarina

Em Santa Catarina a economia industrial é caracterizada pela
concentracdo em diversos pdlos, o que confere ao Estado padrfes de
desenvolvimento equilibrado entre suas regiGes: ceramico, carvao e
descartaveis plasticos no Sul, alimentar no Oeste, téxtil e cristal no Vale
do Itajai, metal-mec&nico e mobiliario no Norte, madeireiro, papel e
celulose na regido Serrana e tecnoldgico na Capital. Embora haja essa
concentragdo por regides, muitos municipios estdo desenvolvendo
vocagOes diferenciadas, fortalecendo varios segmentos de atividade
(FIESC, 2010).

A producdo dos setores téxtil, metal-mecanico e de papel e
celulose é de grande destaque. De acordo com os dados disponibilizados
pela FIESC (2010), no setor téxtil, Santa Catarina abriga a maior
empresa brasileira e a segunda do mundo na fabricacdo de camisas de
malha. O Estado é o maior exportador do pais de roupas de
toucador/cozinha, de tecidos atoalhados de algoddo e de camisetas T-
Shirt de malha. E ainda, é lider da América Latina na producao de fitas
elésticas. No setor metal-mecénico, o Estado possui a maior fundigéo
independente do Brasil, da América Latina e a quinta em nivel mundial,
especializada na fabricagdo de produtos fundidos para a industria
automotiva. O Estado também é lider nacional em eletroferragens
galvanizadas a fogo para distribuicéo de energia elétrica, telefonia e TV
a cabo, além de elementos de fixagéo (parafusos, porcas etc.). No setor
de papel e celulose, o Estado é o maior exportador de papel/cartdo
Kraftliner para cobertura do Brasil. E lider nos mercados de papéis e
cartdes para embalagens, embalagens de papeldo ondulado e sacos
industriais. Além disso, em Santa Catarina estd situada a maior
produtora, exportadora e recicladora de papéis do Brasil (FIESC, 2010).

Sabendo-se que estas industrias geram grandes quantidades de
produtos, pode-se afirmar que a quantidade de residuos industriais
gerados é também muito elevada. Estes residuos possuem importante
potencial poluidor, pois apresentam em sua composi¢do diversas
substancias téxicas, como cromo, aluminio, caddmio, chumbo, cromo,
ferro, niquel, zinco, fendis e dioxinas (Rosa et al., 2007; Chandra et al.,
2005; Jha et al., 2001; Chen et al., 2001; Kostamo et al., 2003).
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2.3.2 Tratamento, Disposi¢cdo Final e Gerenciamento de Residuos
Industriais

No Brasil, o tratamento e a disposi¢cdo final dos residuos
industriais ainda é um problema muito sério. De acordo com dados do
IBGE (2002), sdo produzidas diariamente quase 230000 toneladas de
residuos, sendo que deste total, cerca de 140000 correspondem a
residuos industriais.

Existem diversos tipos de tratamento de residuos, por exemplo,
estabilizacdo e solidificacdo, encapsulamento e incineragdo. A
disposicdo final de residuos geralmente é feita em aterros sanitarios
industriais (Lora, 2000). Na Figura 2.3 é possivel visualizar o Aterro
Industrial e Sanitario de Blumenau - SC, e suas unidades de tratamento
de residuos e efluentes e disposi¢do final de residuos industriais Classe |
ell.

Unidade de Tratamento de
siduos Industriais

d. Estacio de

* % Tratamento de |
% .0 Efluentes

Aterro de
» v Residuos Classe I
—
x————‘—tTunqnes de =
¥ equalizacao de 2
percolados do Aterro:

Classe IT

Figura 3 — Aterro Industrial eanitério de Blumenau — SC.
Fonte: MEA - Momento Engenharia Ambiental (2003).

Ainda que os residuos tenham um destino final correto, sempre
existirdo riscos. O manuseio, o acondicionamento, 0 armazenamento e 0
transporte destes materiais sdo etapas que necessitam de atencdo. Ainda,
ndo se podem descartar problemas quanto a impermeabilizacdo do solo
do aterro, residuos quimicamente incompativeis, e até mesmo
fendbmenos naturais imprevisiveis.

Diante destas caracteristicas torna-se indispensavel um
programa de gerenciamento de residuos sélidos. Este gerenciamento
implica em acdes que vdo além do simples cumprimento de leis e
regulamentacBes ambientais (Lora, 2000). A diminuicdo de riscos e de
geracdo de residuos sdo questdes significativas que devem ser



54

consideradas. Para haver um gerenciamento de residuos é necessario o
conhecimento do processo de geracdo e da caracterizacdo do residuo.
Entretanto, os métodos analiticos tradicionais, desenvolvidos para
substancias quimicas puras, apresentam-se inadequados para a analise
das misturas de residuos heterogéneas e/ou complexas. Em todo o
mundo esforcos tém sido feitos para adaptar ou desenvolver
procedimentos de amostragem e analiticos apropriados (Lora, 2000).

Neste sentido, a analise toxicolégica de residuos complexos,
gue podem causar efeitos sinergéticos e aditivos, apresenta-se como uma
importante aliada na avaliacdo de risco e tomada de decisdo num
processo de gestdo ambiental.

2.4 TOXICOLOGIA GLOBAL: TOXICIDADE AGUDA E CRONICA

A toxicologia global caracteriza-se por evidenciar efeitos
toxicol6gicos no organismo como um todo, sem causa definida. Estes
modelos toxicoldgicos sdo chamados bioindicadores de efeito. A falta
de apetite, alteracdo na taxa de absorcdo de oxigénio, dificuldades
motoras, diarreias, influéncia na reproducdo, etc., sdo efeitos observados
nos ensaios da toxicidade global. A mortalidade é uma das varidveis que
fornece uma indicacdo global do impacto toxico da substancia testada,
sem definir a causa do efeito.

Toxicidade é a capacidade que uma substancia tem de causar
danos a um sistema biolégico. Entretanto, ndo é apenas a presenca de
um composto que produz um efeito toxico, mas as relagdes entre a dose
a gue o organismo estd exposto e seus efeitos bioldgicos, que
determinam qual concentracdo pode causar danos (Landis e Yu, 2003).

Para avaliar a toxicidade de agentes quimicos no meio hidrico é
necessario  realizar  ensaios  toxicolégicos com  organismos
representativos de diferentes niveis tréficos do ecossistema aquatico. O
conhecimento da toxicidade de substancias quimicas em diferentes
organismos  possibilita estabelecer limites permissiveis destas
substancias para a protecdo da vida aquatica e avaliar o impacto que
estes poluentes causam. Permite ainda estabelecer e avaliar critérios e
padrdes de qualidade das aguas (Aragéo e Araujo, 2006).

Ao longo dos anos uma série de métodos para testes de
toxicidade foi sendo padronizada. Estes métodos estdo disponiveis nas
seguintes associagdes ou organizagdes de normatizacdo como American
Society for Testing and Materials (ASTM), Organization for Economic
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Cooperation and Development (OECD), United States Environmental
Protection Agency (U.S.EPA), Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT), Association Francaise de Normalisation (AFNOR),
American Water Works Association (AWWA), Deustsches Institut fur
Normung (DIN) e International Organization for Standardization (ISO)
(Landis e Yu, 2003; Aragao e Araujo, 2006).

Os resultados dos testes de toxicidade em organismos aquaticos
funcionam portanto, como instrumentos capazes de alertar para um sério
problema ambiental, que é a introducdo de substancias toxicas em
corpos d"agua. Assim, de acordo com os principios do Modelo WTox,
testes de toxicidade aguda e crdnica foram selecionados para avaliar e
classificar o risco ambiental de poluentes. As caracteristicas de cada um
dos testes sdo apresentadas nos itens a seguir.

2.4.1 Ensaios de Toxicidade Aguda

Os testes de toxicidade aguda podem ser definidos como
aqueles que avaliam os efeitos sofridos pelos organismos expostos a
agentes quimicos em curto periodo de exposicdo (até 96 horas). E um
teste tipicamente associado a destruicdo dos tecidos ou de sistemas
fisioldgicos a uma velocidade que supera a velocidade de reparacdo ou
de adaptacdo, geralmente levando a letalidade. O efeito agudo
frequentemente estd associado a acidentes ambientais. De acordo com
Frello (1998), o teste de toxicidade aguda evidencia uma situa¢do, mas
ndo identifica a sua causa.

O teste de toxicidade aguda envolve a determinacdo de uma
dose letal média (DLsg) ou de uma concentracdo efetiva média (CEsp),
gue sdo as concentracdes em que se observam letalidade ou efeitos em
50% da populacdo exposta a amostra analisada. Essa é a resposta
considerada significativa para ser extrapolada a uma populacdo (Bassoi
et al,, 1990). Conforme Lu (1996), tais estudos também podem
promover o estabelecimento das doses ou concentracBes a serem usadas
nos estudos mais prolongados.

Na ecotoxicologia, nos estudos do efeito agudo de produtos
potencialmente téxicos ao meio ambiente sdo utilizados organismos-
teste como peixes, microcrustaceos e algas, por serem sensiveis e
representarem diferentes niveis tréficos (Matias, 2005).

O teste de toxicidade aguda com Daphnia magna pode ser
aplicado para varias amostras ambientais (efluentes liquidos industriais
ou domeésticos, lixiviados de residuos sélidos, aguas continentais
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superficiais ou subterrdneas) e de substancias quimicas sollveis ou
estaveis nas condi¢Oes de teste. Consiste na exposicdo de individuos
jovens de Daphnia magna a vérias diluicbes do agente-teste por um
periodo de 24 ou 48 horas, onde o efeito agudo é determinado através da
imobilidade dos organismos. Para representar o resultado utiliza-se a
CEsp (concentragdo efetiva de uma substancia que causa a imobilidade
de 50% dos organismos expostos a ela).

O teste de toxicidade aguda com a bactéria Vibrio fischeri pode
ser utilizado tanto para amostras de agua doce quanto salina. E um
ensaio de fAcil execucdo, e consiste na medicdo da luminescéncia
emitida pelas bactérias apos exposi¢do a uma amostra por um periodo de
15 ou 30 minutos. Na presenca de substdncias toxicas a
bioluminescéncia enfraquece, sendo a quantidade de perda de luz
proporcional & toxicidade da amostra. A diminui¢cdo da luminosidade
acontece em fungdo da inibicdo dos processos metabdlicos das bactérias
(Knie e Lopes, 2004).

O teste de inibicdo de luminescéncia com Vibrio fischeri é um
excelente método para estimar a toxicidade de diferentes substancias
quimicas e efluentes. Os resultados sdo comparaveis com outros testes
de toxicidade aguda, e o teste é padronizado pela 1ISO 11348-3 (1998)
para amostras de agua e efluentes (Lappalainen, 2001).

Por proporcionarem resultados rapidos e serem amplamente
utilizados em pesquisas toxicoldgicas, estes dois testes foram escolhidos
como parametros para 0 modelo de risco ambiental WTox.

2.4.2 Ensaios de Toxicidade Cronica

O teste cronico é importante e complementar ao teste agudo,
pois a auséncia de efeito agudo ndo caracteriza auséncia de efeitos
dissimulados sobre a biota (Brentano, 2006).

O efeito cronico se traduz pela resposta a um estimulo que
continua por longo tempo, geralmente periodos que podem abranger
parte ou todo o ciclo de vida dos organismos. De modo geral, porém néo
exclusivo, estes efeitos sdo subletais e sdo observados em situagfes em
que as concentracbes do agente téxico permitem a sobrevida do
organismo, embora afetem uma ou varias de suas funcdes, tais como
reproducdo, desenvolvimento de ovos, crescimento e maturacdo, etc.
Para avaliar esses efeitos utilizam-se testes de toxicidade crénica, nos
quais é determinada a concentracdo do agente toxico que ndo causa
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efeito observado (CENO — Concentracdo de Efeito Ndo Observado)
(Bassoi et al., 1990).

Em ecotoxicologia, existe uma convengdo de que um teste
cronico deve abranger pelo menos 10% do ciclo de vida da espécie
observada (Suter, 1993 apud Newman e Unger, 2000). Villarroel et al.
(2000) comenta que os critérios para estimacdo de toxicidade com
estudos crénicos sdo sobrevivéncia e nimero total de neonatos gerados.
Koivisto (1995) cita que o tamanho corpéreo é um fator importante que
influencia o acimulo de substancias toxicas nos animais.

No Modelo WTox, a reproducdo € o parametro principal nos
testes crénicos com Daphnia magna, assim, foram utilizadas
metodologias de ensaios onde o principal objetivo é evidenciar uma
eventual acdo da substincia testada sobre este processo. Os principais
pardmetros monitorados durante 21 dias de teste s&o o numero total de
neonatos e nimero de progénies geradas por cada individuo.

Devido a importancia dos testes crénicos, os mesmos foram
selecionados como parédmetros de avaliagdo de risco ambiental para o
Modelo WTox.

2.4.3 Organismos utilizados em testes de toxicidade aguda e crénica:
Daphnia magna e Vibrio fischeri

2.4.3.1 Daphnia magna

A Daphnia magna, um microcrustaceo de dgua doce facilmente
encontrado no hemisfério norte, é amplamente utilizada em testes de
toxicidade aguda e crbnica, testes regulatérios, bem como em pesquisa
basica ecotoxicoldgica (Baudo, 1987; Koivisto, 1995; Hanazato, 1998;
U.S.EPA, 2000). Estes organismos, que apresentam um ciclo de vida de
cerca de trinta dias, sdo os mais indicados para bioensaios rapidos, pois
sdo sensiveis a uma grande diversidade de poluentes, sdo facilmente
cultivaveis em laboratorio, sdo relativamente pequenos, possuem alta
fecundidade, e reproducdo partenogénica (Bassoi et al.,1990; Hanazato,
1998).

Na cadeia alimentar, estes organismos desempenham o papel de
consumidores primarios, pois alimentam-se por filtracdo de material
organico particulado, principalmente de algas unicelulares (Knie e
Lopes, 2004). Estes microcrustaceos se reproduzem por partenogénese
ciclica, assim, durante a maior parte do ano, as popula¢des consistem
quase inteiramente de fémeas. A producdo de machos é estimulada
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principalmente por causa de baixas temperaturas, ou alta densidade de
individuos e subseqgiiente acumulacdo de produtos de excrecdo, e/ou
uma diminuicdo de disponibilidade de alimento (U.S.EPA, 2002a). Na
Figura 4 pode-se visualizar a Daphnia magna, organismo-teste
amplamente utilizado em estudos de toxicidade aquatica.

Figura 4 — Organismo-teste Daphnia magna
Fonte: Laboratério de Toxicologia Ambiental — LABTOX/ENS/UFSC.

2.4.3.2 Vibrio fischeri

Vibrio fischeri é uma bactéria Gram-negativa, marinha
heterdtrofa, pertencente a familia Vibrionaceae, que contém espécies
que desenvolvem interagdes tanto cooperativas quanto patogénicas em
animais hospedeiros. A Vibrio fischeri tem uma distribuicdo global,
principalmente em regides temperadas e subtropicais, existindo sob as
formas de vida: livre; como parte da comunidade de microorganismos
do intestino de muitos mamiferos marinhos; ou em simbiose, como um
“Orgdo luminoso” em muitas espécies de lulas e peixes (Nealson e
Hastings, 1991).

A Vibrio fischeri é frequentemente utilizada em testes de
toxicidade aguda. Em condi¢cGes ambientais adequadas emite luz
naturalmente, necessitando para isto oxigénio acima de 0,5 mg/L (Knie
e Lopes, 2004). A Figura 5 apresenta bactérias emitindo luminescéncia.
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P 3 A
Figura 5 — Bactérias Vibrio fischeri emitindo luminescéncia
Fonte: Nelson e Sycuro (2009)

25 TOXICOLOGIA ESPECIFICA: CITOTOXICIDADE,
GENOTOXICIDADE E EPIGENETICA

A toxicologia especifica aborda a agdo deletéria de uma
substancia sobre o funcionamento de mecanismos biol6gicos especificos
do organismo, como por exemplo, o efeito genotdxico. Em situagdes
particulares, estes mecanismos podem ser chamados de biomarcadores
de efeito.

Danos as estruturas celulares ou a observacao de processos de
morte celular sdo considerados efeitos citotdxicos (Ferreira e Matsubara,
1997). Estes efeitos podem ser gerados pelo estresse oxidativo causado
por poluentes ambientais (Oakes e Van der Kraak, 2003).

A genotoxicidade estuda, sob 0 aspecto genético, o que altera a
vida ou leva & morte tanto na célula como no organismo. E uma
especialidade relativamente recente e se situa na divisa entre toxicologia
e genética (Erdtmann, 2003).

Os agentes genotoxicos sdo aqueles que interagem com 0 DNA
alterando sua estrutura ou funcdo, e quando essas alteracBes se
estabelecem ao ponto de serem transmitidas, denominam-se mutacdes.
As mutacdes sdo as fontes de variabilidade genética de uma populacéo,
sendo, portanto essenciais para a manutencdo das espécies. Porém,
podem ocasionar doencas tanto aos individuos como a seus
descendentes, dependendo da quantidade, do tipo, e do local onde
ocorrem, e alterar o equilibrio dos ecossistemas (Umbuzeiro e Roubicek,
2006).
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Nos ultimos anos, tem sido mais frequentemente observados
relatos acerca da ocorréncia de condi¢cbes malignas e patofisiologicas
em organismos aquaticos, apls exposi¢do a suspeitos genotdxicos.
Neste contexto, os avancos no desenvolvimento de técnicas e
diagndsticos, tem certamente aumentado a compreensdo de como um
organismo interage em dmbito molecular, celular ou individual em seu
ambiente. Além disso, varios estudos tém avancado ao avaliar a indugéo
de danos no material genético por genotoxinas em organismos aquaticos
(Jha, 1998).

A informacdo de que somente 10% dos compostos quimicos
produzidos pelo homem foram avaliados adequadamente quanto a sua
capacidade de causar mutacdo nos levam a refletir sobre a grande
importancia da existéncia de metodologias répidas e eficientes para
testa-los, sobretudo levando-se em conta a diversidade de misturas
complexas que podem ser formadas quando esses compostos s&o
lancados no meio ambiente. Atualmente, mais de 200 testes de
genotoxicidade de curta duragdo estdo descritos em bibliografias
(Umbuzeiro e Roubicek, 2006).

Varios autores tém sugerido a utilizagdo de uma série de testes
para se avaliar o potencial mutagénico e/ou carcinogénico de uma
substancia especifica (Hutchinson et al., 1998; Matias e Creppy, 1998a;
Carvalho Pinto-Silva et al., 2003; Lah et al., 2008). Além disso, 0s
ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade sdo meios de se observar 0s
efeitos de misturas complexas sem a necessidade de uma caracterizagdo
quimica precisa. A genotoxicidade de misturas desconhecidas é avaliada
pela exposicdo das amostras a organismos vivos, que mais tarde sao
examinados a fim de se observar a ocorréncia de danos genéticos (Lah et
al., 2008).

Uma andlise de risco toxicoldgica deve considerar a expressao
da atividade genotdxica in vivo, e em organismos relevantes. Isto
demonstrara as reais vias de exposi¢cdo no meio ambiente, os efeitos do
metabolismo e a eficiéncia de reparacdo do DNA (Jha et al., 2000). De
acordo com Al-Sabti (1995), os peixes podem acumular poluentes por
contaminacéo direta através de substancias quimicas presentes na agua,
ou por via indireta através da ingestdo de organismos que acumulam
poluentes. Desta forma, os peixes sdo importantes indicadores para
monitorar danos citogenéticos ndo apenas em laboratério, onde os
agentes genotoxicos podem ser previamente conhecidos, mas também
para monitorar a presenca destes agentes em aguas superficiais ou em
diferentes ecossistemas aquaticos.
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Os mecanismos bioldgicos de alteracdo do DNA podem ser
classificados por duas maneiras diferentes. Aquele onde o xenobidtico
interage diretamente com 0 DNA, chamados genéticos, e aquele onde o
xenobidtico reage com sistemas periféricos, induzindo alteragBes de
sinteses bioldgicas capazes de alterar a bioquimica do DNA, chamados
epigenéticos. Uma alteracdo epigenética é resultado de uma mudanca na
expressdo génica que nado altera a seqliéncia do DNA, e que pode ser
perpetuada através de geragdes (Lewin, 2004).

Existem diversos ensaios para detectar danos em nivel
citotoxico, genético e epigenético. Os testes do micronicleo e da
fragmentacdo do DNA indicam a ocorréncia de danos genéticos. A
lipoperoxidacdo biolégica indica a ocorréncia de um efeito citotdxico
que pode levar a alteracdes epigenéticas. A metilacdo do DNA indica
possiveis alteracfes epigenéticas. Deste modo, a aplicacdo destas quatro
metodologias em estudos de avaliagdo de risco ambiental representa
uma alternativa de utilizagdo, pois possibilita a verificacdo precoce de
efeitos sobre a célula, o DNA e a expressdo génica, induzidos por
poluentes ambientais. Por esta razdo foram aplicadas no modelo de
avaliacdo de risco ambiental WTox.

2.5.1 Teste do Micronucleo

Atualmente uma das metodologias utilizadas para avaliar danos
causados por substancias genotdxicas nos organismos é o teste do
micronicleo. Esse tipo de teste tem sido recomendado para estudos de
biomonitorizacdo ambiental, principalmente por sua capacidade de
avaliar alteracBes cromossdmicas estruturais ou numéricas em algum
momento do ciclo de vida das células (Carrano e Natarajan, 1988).

Micronicleos sdo corplsculos compostos por material
cromossdmico. Apds a separacdo das cromatides no processo mitético
dois nucleos sdo reconstituidos, um em cada p6lo. A membrana nuclear
é recomposta ao redor destes dois conjuntos de cromossomos. Porém, se
um cromossomo inteiro ou um fragmento cromossdmico acéntrico nao
se integra ao novo nicleo (por ndo estar unido ao fuso), este também
pode vir a constituir um nicleo individual, chamado micronicleo
(Villela et al., 2003).

Os micronucleos sdo, estruturalmente, pequenos nucleos
formados pelo material genético perdido pelo nicleo principal, em
decorréncia de um dano genético causado por agentes fisicos, quimicos
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ou bioldgicos. Para a visualizagcdo do micronicleo, é necessario que haja
uma divisdo celular apds o evento mutagénico, por isto precisa-se
realizar um cultivo celular (in vitro) ou entdo empregar células que
estejam se multiplicando constantemente, como a medula 6ssea (in vivo)
(Villela et al., 2003).

O teste do microntcleo pode ser usado para analisar diferentes
tipos de células de peixes, tais como eritrdcitos, células de guelras, rins,
figado e barbatanas (Bolognesi et al. 2006). O método mais utilizado é o
da contagem de eritrocitos micronucleados. De acordo com Pretti et al.
(2007), esse teste consiste na coloragdo de um esfregaco de sangue e
posterior contagem de eritrdcitos para a quantificacdo de células
contendo essas anormalidades como a ocorréncia de ntcleos lobulados,
segmentados e em forma de rim, etc.

Para determinar a frequéncia de hemdcitos micronucleados
(Figura 6) sdo analisados, em teste cego, 2000 hemdcitos normais por
animal, e anota-se a frequéncia de hemdcitos micronucleados
visualizados (Silva, 2000). A analise citogenética é realizada em
microscdpio optico.

Figura 6 —a) Hemdcitos normais e b) Hemdcitos micronucleados
Fonte: Silva (2000).

As sucessivas inovagdes introduzidas no protocolo apontam a
ampliacdo da aplicabilidade do teste do microndcleo na solucdo de
novos problemas, assim como a definicdo do seu uso como parte da
bateria de testes recomendados pelas agéncias governamentais. Testes
estes, mandatérios para o registro de novos produtos que entram
anualmente no mercado mundial (Salvadori et al., 2003).
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2.5.2 Avaliacdo da lipoperoxidacéo pela dosagem do MDA

O oxigénio é indispensavel para a vida da maioria dos
organismos na terra. A fonte da energia primaria da célula é a producéo
de ATP mitocondrial, e esta ocorre a partir da reducéo de O, para H,0.
Ainda que mais de 90% do O, seja utilizado na oxidagdo mitocondrial,
gue adiciona quatro elétrons em cada molécula de O, para formar agua
(O, + 4H" + 4" > 2H,0), o oxigénio é utilizado como substrato por
outras inimeras enzimas. Muitas destas rea¢cGes geram produtos como o
fon superdxido (Oy) e peroxido de hidrogénio (H,O,). Estes produtos
sdo relativamente pouco reativos e fazem parte dos sistemas biologicos,
mas sdo perigosos, pois desencadeiam o0s altamente reativos radicais
hidroxil (OH) que estdo envolvidos em numerosas formas de dano
celular (Storey, 1996).

Um radical livre (como o hidroxil) é uma molécula ou um
atomo que possui um elétron livre em sua camada externa. Os radicais
livres tém geralmente uma curta duracdo de vida e sua recombinagéo é
quase imediata. Eles tém uma forte tendéncia para estabilizar sua 6rbita
externa, a captar um elétron de um outro 4&tomo ou molécula que se
torna uma forma radicalar. Portanto, eles sdo muito reativos e dificeis de
serem estudados (Matias e Creppy, 1998b).

Os radicais livres produzem uma série de lesdes no DNA,
danificando bases, riboses, causando quebras simples de cadeia e
criando ligagBes cruzadas entre DNA e proteinas (Saffi e Henriques,
2003). Os radicais livres tém uma importante funcdo fisiolégica e
causam grandes danos nos &cidos nucléicos, proteinas, carboidratos e
lipidios (em particular os acidos graxos polinsaturados) (Bast e Goris,
1989 apud Matias e Creppy, 1998b).

Fosfolipideos insaturados, glicolipideos e colesterol em
membranas celulares e outros sistemas sdo alvos proeminentes de
ataques oxidantes. Isto pode resultar na lipoperoxidacdo, um processo
degenerativo que perturba a estrutura ou a funcdo do sistema atingido,
geralmente com consequéncias citopatoldgicas (Girotti,1998).

Segundo Matias e Creppy (1998b), a lipoperoxidacéo é descrita
como uma reacdo em cadeia entre 0 oxigénio molecular ou radicalar e o0s
acidos graxos polinsaturados dos fosfolipidios membranares: é uma
reacdo de auto-oxidacdo que deteriora os lipidios polinsaturados. Assim,
0 oxigénio molecular é capaz de produzir reacdes na célula, formando
radicais livres altamente reativos, induzindo a lipoperoxidagdo das
membranas, alterando sua integridade e aumentando sua permeabilidade
(Figura 9).
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Célula shdo atacada
por radicais livres

Figura 9 — Destruicdo da membrana celular sob o efeito de radicais livres
oxigenados.
Fonte: Oxiscore, 2011.

Durante o processo de peroxidacéo lipidica existem 3 fases,
iniciacdo, propagacdo e terminagdo, que sdo mostradas nas reacfes a
seguir (Figura 10) (Matias e Creppy, 1998b):
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Figura 10 — Quimica da lipoperoxidagdo de membranas celulares.
Fonte: Matias e Creppy (1998b).

Com o objetivo de se proteger do ataque de radicais livres, a
célula possui um sistema de defesa que pode atuar em duas frentes. Uma
delas age como detoxificadora do agente antes que ele cause lesdo. Esta
frente é constituida por glutationa reduzida (GSH), superdxido-
dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina
E. A outra linha de defesa é responsavel por reparar a lesdo ocorrida, € é
constituida pelo &cido ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e
pela GSHPX, entre outros (Ferreira e Matsubara, 1997).

Ferreira e Matsubara (1997) citam alguns exemplos de enzimas
antioxidantes, como a enzima superdxido-dismutase (SOD), que catalisa

a dismutacéo do radical superoxido (O2®) em HoO» e O, na presenca do
proton H*, conforme a reacao a sequir:
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209% + 2H* (SOD) > H,09 + 0,
Outra enzima antioxidante, a catalase - que € encontrada no sangue,
medula 6ssea, mucosas, rins e figado - transforma HoO, em agua e
oxigénio:

2 HyO5 (catalase) > 2H»0 + Oy

O desequilibrio entre o ataque e a defesa é induzido pela
toxicidade de certos metais, solventes, pesticidas e drogas, provocando
diversas condicBes patoldgicas em humanos, entre elas arteriosclerose,
envelhecimento, doengas reumaticas e desordens do figado (Comparoti,
1985 e Suematsu e Abe, 1982 apud Matias e Creppy, 1998b).

O malondialdeido (MDA), um dos produtos gerados na
lipoperoxidagdo, estd fortemente relacionado com danos as proteinas
(Suji e Sivakami, 2008; Traverso et al., 2004). Assim, a sua dosagem in
vivo e/ou in vitro evidencia o desequilibrio entre o sistema de defesa e
ataque nas células.

A lipoperoxidagdo pode ser considerada como um biomarcador
precoce de efeitos, pois é induzida em organismos aquaticos através da
exposicdo a agentes tdxicos como efluentes industriais, toxinas
marinhas, metais e pesticidas (Ahmad et al., 2000; Almeida et al., 2007;
Avci et al., 2005; Matias, 1996; Oakes e Van der Kraak, 2003; Uner et
al., 2006).

2.?.3 Avaliacdo da metilagdo biolégica do DNA pela dosagem da
m°dC

A metilacdo do DNA esta ligada a transcricdo do DNA bem
como a ativacao e inativacdo de genes. Ela é controlada por enzimas
chamadas metiltransferases, que adicionam ou removem grupos metil a
posicdo 5 da citosina (Figura 11). Em células animais de 2 a 7% das
citosinas sdo metiladas (Lewin, 2004; Robertson, 2001).
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Figura 11 - Reagdo de metilagio do DNA catalisada pelas DNA-
metiltransferases.
Fonte: Rodriguez (2010).

De acordo com Esteller (2003) a metilagdo do DNA é a mais
importante  modificacdo epigenética em mamiferos e tem sido
denominada como um mecanismo de controle para a transcri¢do seletiva
ou inativacdo de genes especificos. Estas alteracbes sdo determinantes
para o desenvolvimento e a manutengéo de funcgdes celulares (Pogribny
e Beland, 2009). Entretanto, estudos sugerem que a metilagdo anormal
esta relacionada principalmente com a carcinogénese (Aniagu et al.,
2008; Matias e Creppy, 1998b).

Muitos trabalhos mostram que a fixacdo covalente de
cancerigenos sobre o DNA geralmente causa modificacbes na sua
capacidade de ser metilado. A presenca de um xenobidtico cancerigeno
no DNA provocard uma mutacdo ou um aumento da metilagdo
(hipermetilacdo). A metilagdo anormal é um fendmeno difundido
quando se trata de cancer e pode ser observada nas primeiras mudangas
durante a oncogénese (Pfohl-Leszkowicz et al.,1984; Pfohl-Leszkowicz
e Dirheimer,1986; Matias e Creppy, 1998a; Esteller, 2003). A
hipermetilacdo esta relacionada com a inativagdo de genes supressores
de tumor (Esteller, 2003), enquanto que a hipometilacdo esta
relacionada com a expressdo de oncogenes (Pfohl-Leszkowicz et al.,
1984).

Certos cancerigenos inibem a DNA-metilase ou interferem na
metilacdo normal. A consequéncia direta deste processo consiste na
ativacdo de oncogenes celulares, retirando da célula a protecdo de seu
sistema de regulacdo. O modelo anormal provocado pela exposicdo ao
cancerigeno sera conservado de geracdo a geracdo devido a inativacdo
da DNA-metilase de manutencdo. Assim, toda acdo sobre a metilacdo
dos genes é perigosa e podera constituir um sinal especifico para
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ativacdo ou a desativacdo de genes, podendo causar o desenvolvimento
de um céancer (Matias e Creppy, 1998a).

Em organismos aquaticos como microcrustaceos, peixes e
anfibios, os poluentes ambientais podem provocar a alteracdo da
metilacdo do DNA (Huang et al., 2007; Vandegehuchte et al., 2009z,
2009b; Wright et al., 2010).

2.5.4 Organismo utilizado para testes de toxicologia especifica:
Oreochromis niloticus

A Oreochromis niloticus, ou tilapia, como é popularmente
conhecida, € um peixe da familia Cichlidae, subfamilia
Pseudocrenilabrinae (Figura 12). E originaria da Africa, mas foi
introduzida em diversos paises para fins de aquicultura. O individuo
adulto atinge tamanhos de até 60 cm (machos), e vive em aguas de
temperaturas entre 14 e 33°C (Fishbase, 2010). As tilapias sobrevivem
em faixa de pH entre 5 e 10, entretanto um pH entre 6 e 9 é o ideal para
estes organismos (Popma e Masser, 1999).

A tilapia pode ser encontrada em diversos habitats de agua
doce, como rios, lagos, e em canais irrigados. Apresenta espinhos nas
nadadeiras dorsal e anal. Tem reproducdo ovipara, e a fémea guarda e
incuba os ovos em sua cavidade bucal até o nascimento dos alevinos.
Alimentam-se principalmente de fitoplancton e de algas bentbnicas
(Fishbase, 2010).

Figura 12 — Organismo-teste Oreochromis niloticus
Fonte: Fishbase (2010).


http://www.fishbase.org/Summary/FamilySummary.cfm?ID=349

3. MATERIAIS E METODOS

Apresenta-se neste topico a metodologia utilizada para a
realizacdo dos ensaios de toxicidade, e as caracteristicas do software
WTox. Os testes toxicoldgicos foram realizados com amostras de fragdo
solivel de residuos industriais, e executados no Laboratério de
Toxicologia Ambiental — LABTOX, no Departamento de Engenharia
Sanitéria e Ambiental da UFSC.

3.1 RESIDUOS INDUSTRIAIS - PROCEDIMENTOS

Os procedimentos em relacdo a utilizacdo dos residuos
industriais neste trabalho estdo descritos a seguir.

3.1.1 Amostragem

Neste trabalho, a amostragem de campo foi realizada conforme
os procedimentos da NBR 10007 (ABNT, 2004c), e a amostragem de
laboratério baseou-se no Fluxograma de Lixiviagdo - Anexo B - da NBR
10005 (ABNT, 2004b).

As dez amostras utilizadas foram coletadas no Aterro Industrial
e Sanitario de Blumenau (SC) — AISB, logo que os residuos entraram no
estabelecimento. Foram coletadas amostras de residuos das indUstrias
téxtil, metal-mecanica e de papel e celulose. Cada amostra estava
previamente classificada de acordo com a metodologia da NBR 10004
(ABNT, 2004a). Para esta classificagdo, a analise fisico-quimica foi
realizada conforme a metodologia da APHA et al. (2005). Amostras do
mesmo tipo de residuo foram selecionadas de acordo com suas
caracteristicas fisico-quimicas, e apenas aquelas que apresentavam
grande semelhanca em sua composicdo foram coletadas. Os dados
fisico-quimicos de cada tipo de residuo industrial sdo uma média das
concentracGes de cada amostra (Tabela 1).

As amostras se apresentavam nos estados sélido, ou pastoso, e
foram acondicionadas em frascos de polietileno, devidamente tampados
e identificados. Em seguida, as amostras foram preservadas em caixas
térmicas de isopor com gelo comum e transportadas para o Laboratério
de Toxicologia Ambiental.

As amostras que seriam utilizadas em até dois dias ap6s a coleta
permaneceram refrigeradas e ao abrigo da luz. As amostras que nao
seriam utilizadas no periodo de 48h apds a coleta foram congeladas a
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temperatura de -20°C (Brentano, 2006), para posterior realizacdo dos
ensaios toxicoldgicos.

Os residuos foram caracterizados, conforme a NBR 10004
(ANBT, 2004a), como lodos de estacdo de tratamento de efluentes de

Classe

mecénica, e papel e celulose (Tabela 1).

A, provenientes das seguintes indlstrias: téxtil,

metal-

Tabela 1 — Caracteristicas das amostras de residuos industriais
coletados no Aterro Industrial e Sanitario de Blumenau, conforme
classificagdo da NBR 10004 (ABNT, 2004a).

Descri¢do do Residuo Industrial
Lodo de ETE Lodo o!e ETE Lodo c_ie ETE
roveniente da _pro,ven_lente da _proven lente da Limites
proveniente ¢ industria metal- industria de papel
R industria téxtil. A da
Parametros mecanica. e celulose.
analisados Amostras n° Norma
Amostras n° TX1, MML. MM2 Amostras n° PP1, NBR
TX2, TX3 e TX4 y € PP2 e PP3 10004
MM3
= = ~ (ABNT,
Peso Fracéo Peso Fracéo Peso Fracéo
g 3 , 2004)
seco soltvel Seco soltvel Seco soltvel
(mg/kg) | (mg/L) | (mg/kg) | (mg/L) | (mg/kg) | (mg/L)
Aluminio - - ND - - - *
Arsénio 38,77 ND ND ND 49,53 0,004 1,0
Bario - 12,72 ND ND - 0,72 70
Cadmio 4,73 0,05 ND ND - 0,04 0,5
Chumbo 155,77 0,72 4,6 0,24 709,87 0,59 1,0
Cianetos 47,07 - ND - - - *
Cloretos - - 939,5 - - - *
Cobre - - ND ND - - *
Cromoyotal 50,59 1,46 228,58 0,25 98,98 0,07 5,0
Fenol 4,61 - 8,73 - 1,2 - *
Ferro - 0,05 39631,8 - - - *
Magnésio - - 240,34 - - - *
Manganés - - 148,3 - - - *
Mercurio ND ND ND ND 0,09 0,0001 0,1
Niquel - - 0,63 0,13 - - *
Oleos e ) ) 0,08 ) ) ) *
graxas
Prata - - ND ND - 0,03 5,0
Selénio 9,2 0,15 ND ND 4,67 0,05 1,0
Zinco - 0,1 639,22 1,45 - - *

Notas: (*) Descricdo conforme Laudo de Classificacdo apresentado ao Aterro
Industrial e Sanitario de Blumenau pelas empresas responsaveis pelo residuo
industrial. (-) Ndo analisado. (ND) N&o detectado.(*) Limite ndo definido pela
NBR 10004.
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3.1.2 Obtencao da fracdo soltvel das amostras

Para obtengdo de um extrato solivel das amostras de residuos
industriais coletados, utilizou-se o conceito apresentado na NBR 10005
(ABNT, 1987). Esta Norma afirma que a lixiviacdo é o processo para
determinacdo da capacidade de transferéncia de substancias orgénicas e
inorgénicas presentes no residuo sélido, por meio de dissolugdo no meio
extrator. Assim, utilizou-se a Norma Técnhica NBR 10005 -
Procedimento para obtengdo de extrato lixiviado de residuos solidos
(ABNT, 2004c), que tem por objetivo fixar os requisitos exigiveis para
obtencdo de extrato lixiviado de residuos solidos, visando diferenciar os
residuos classificados pela NBR 10004 como Classe | — perigosos — e
Classe Il — ndo perigosos. Esta metodologia foi escolhida por ser um
procedimento mais rapido (duracao total de 18h) se comparado com o
da NBR 10006 — Procedimento para obtencdo de extrato solubilizado de
residuos sélidos (ABNT, 2004c), que tem uma duracdo de sete dias para
a preparacdo do extrato solubilizado.

A NBR 10005 (ABNT, 2004b) possui diversos procedimentos,
que mudam conforme o teor de solidos da amostra, e se ela é volatil ou
ndo. Para a andlise das amostras coletadas considerou-se que todos 0s
residuos continham um teor de sélidos igual a 100%, e que ndo eram
volateis. Deste modo, utilizou-se o primeiro procedimento da Norma —
“5.2 Lixiviagdo para residuos contendo teor de solidos igual a 100% ",
e em seguida - “5.2.1 Lixiviagdo de ndo volateis”. O fluxograma de
lixiviacdo realizado foi baseado no Anexo B na Norma NBR 10005,
com algumas simplificagdes, conforme os passos a seguir (Figura 13):

Amostra . =
. Residuo 100% Extrato Preservagdo e
[representatlva] . [ sélido } . { lixiviado } . { andlise ]

de residuos

Figura 13 — Fluxograma de Lixiviacdo de Residuos, baseado no Anexo B da
NBR 10005 (ABNT, 2004b).

Neste trabalho, o processo de lixiviacdo se deu de uma forma
mais simples do que a proposta pela NBR 10005, para que ndo houvesse
alteracBes no composto original das amostras coletadas na entrada do
Aterro Industrial e Sanitario de Blumenau. Assim, ndo foram utilizadas
solucdes de extracdo (que contém &cidos), e nem filtros ou peneiras para
reduzir o tamanho dos graos contidos nas amostras.
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O procedimento de prepara¢do da amostra se deu da seguinte
maneira: 100g de amostra bruta foram pesados com uma balanca
analitica de precisdo, e adicionados a 2,0L de 4gua destilada no frasco
de lixiviagcdo. O frasco foi devidamente tampado e utilizou-se fita de
PTFE para evitar vazamentos. O frasco foi mantido sob agitagdo durante
18h, com uma rotagdo de 30 rpm, no agitador rotatdrio (Figura 14).

/'/.‘-\ 2 L de 4gua destilada ﬂ Agitacdo por 18 horas
100g de amostra de 30RPM

= residuo industrial

Sobrenadante é b ~
utilizado no teste ecantacao

de toxicidade por 2 horas

Figura 14 — Procedimento de preparagdo de amostras.

Neste trabalho, a correcdo do pH durante o processo ndo foi
realizada (como € sugerido pela NBR 10005), pois a adi¢do de acidos ou
bases modificaria a amostra original, e assim ndo refletiria com
eficiéncia os efeitos que poderiam ser observados nos organismos em
ambiente natural.

Apds a agitacdo, aguardou-se duas horas para favorecer a
decantacdo, e o0 sobrenadante das amostras (fracdo solGvel) foi
reservado. O pH e Oxigénio Dissolvido destas fracdes solUveis foram
medidos, para que em seguida fossem utilizadas nos ensaios de
toxicidade aguda, sem que houvesse filtracdo. Os dados obtidos
serviram apenas para controle da qualidade da fracdo sollvel, indicando
se 0 teste de toxicidade aguda poderia ser feito sob estas condi¢Ges, e se
ele poderia ser considerado eficiente. A metodologia seguida para a
realizacdo destes testes encontra-se descrita em Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater (APHA et al., 2005).
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3.1.3 Preservacdo da fracao soltvel

Para a realizacdo dos testes de toxicidade aguda, as amostras da
fracdo solvel foram preservadas sob refrigeracéo a 4°C e ao abrigo da
luz, nos frascos de lixiviagdo, por um periodo de até sete dias, caso fosse
necessaria a sua utilizacdo em mais de um ensaio.

Para a realizacdo dos testes de toxicidade crbnica, a preservacdo
das amostras se deu da seguinte maneira: as amostras foram congeladas
em aliquotas logo apds o término do processo de solubilizagdo e
mantidas a -20°C, sendo desta forma, preservadas por no maximo 60
dias. O descongelamento das aliquotas foi realizado a temperatura
ambiente, em agua corrente ou outro mecanismo cuja temperatura nao
ultrapassasse 25°C. Ap6s o completo descongelamento, a amostra foi
utilizada em até 12h, ndo voltando novamente ao congelamento para
ensaios. Quando foi possivel realizar o teste crénico nas 48h seguintes a
lixiviacdo, a aliquota que seria utilizada era preservada resfriada em
temperatura a 4°C e ao abrigo da luz.

Para os testes de citotoxicidade e genotoxicidade as fracGes
sollveis passaram pelo mesmo procedimento de preservacdo do teste
agudo.

3.2 ENSAIOS DE TOXICIDADE

A toxicidade aguda foi avaliada em bactérias Vibrio fischeri e
microcrustaceos Daphnia magna. A toxicidade cronica foi avaliada em
Daphnia magna. A citotoxicidade e a genotoxicidade foram avaliadas
em peixes Oreochromis niloticus. A metodologia para realizacdo de
cada teste esta descrita nos itens a seguir.

3.2.1 Metodologia de cultivo de microcrustaceos Daphnia magna

Para a realizacdo dos ensaios de toxicidade aguda foram
utilizados os organismos-teste Daphnia magna Straus, 1820, que sdo
cultivados no Laboratdrio de Toxicologia Ambiental (LABTOX) —
ENS/ UFSC. O cultivo do organismo-teste foi realizado segundo as
normas I1SO 6341 (ISO, 1996) e DIN 38412 (DIN, 1989). Foram
utilizados recipientes com capacidade para 1,5L de meio de cultura M4,
meio utilizado para crescimento dos organismos. Os organismos foram
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alimentados com cultura algacea de Scenedesmus subspicatus produzido
conforme 1SO 8692 (1SO, 1986), no meio de cultura CHU (CHU, 1942).

Cada lote comportou de 25 a 30 individuos, exclusivamente
fémeas, pois elas sdo geneticamente idénticas. As culturas foram
mantidas em ambiente com temperatura controlada a 20 £ 2°C e em
fotoperiodo de 16h de luz e OD > 2,0 mg/L. Os lotes receberam
manutencdo trés vezes por semana, quando foi observada a possivel
ocorréncia de efipios, a realizacdo da troca do meio de cultura,
eliminacéo das carapacas e retirada dos neonatos.

Para cada teste, a sensibilidade dos organismos foi avaliada
através de um ensaio padronizado de acordo com a ISO 6341 (1996),
com a substancia de referéncia dicromato de potéssio (K,Cr,0;). De
acordo esta norma, a CEsp 24, para testes de sensibilidade com Daphnia
magna deve estar entre 0,6 e 1,7 mg/L.

3.2.2 Teste de toxicidade aguda com Daphnia magna

Os testes de toxicidade aguda com a fragdo sollvel dos residuos
solidos industriais foram realizados conforme a metodologia descrita
pela NBR 12713 (ABNT, 2003). As amostras foram diluidas com o
meio 1SO, conforme ISO 6341 (ISO, 1996) em quatro concentragdes,
sendo elas 100, 50, 25 e 12,5% (Figura 15), e o tempo de exposi¢ao dos
organismos as diluigdes foi de 48 h. Para cada amostra foi realizado um
teste. Houve casos em que ndo foi possivel calcular a CEsg4g, devido a
imobilidade de todos os organismos, assim, o teste foi repetido com
concentragGes mais baixas da amostra, até que se encontrasse o valor da
CEsp 48n . Para cada concentracdo preparou-se 50 mL de amostra diluida,
que foram separados em dois recipientes, cada um com 25 mL da
diluigdo. Em cada recipiente foram inseridos 10 organismos jovens
(entre 2 e 26 horas de vida), resultando em uma observacdo da
imobilidade de 20 individuos. O periodo de exposicdo foi de 48h, sem
alimentacdo e luminosidade, e temperatura de 20 + 2°C e OD > 2,0
mg/L.

Para que houvesse um controle dos ensaios, um recipiente com
meio teste (meio 1SO) com 25 mL foi mantido com 10 organismos
jovens. Este controle também foi realizado em duplicata. O meio 1SO é
composto por: cloreto de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0), a uma
concentracdo de 73,52 g/L; sulfato de magnésio heptahidratado
(MgS0,4.7H,0), a uma concentracdo de 123,3 g/L; cloreto de potassio
(KCI), a uma concentracdo de 5,8 g/L; e bicarbonato de sddio
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(NaHCO:s), efetuando filtracdo estéril da solucdo, a uma concentracdo de
64,8 g/L. O ensaio foi considerado valido quando a porcentagem de
organismos imdveis no controle ndo excedeu 10%.

Em todos os ensaios foram observados o nimero de organismos
imoveis em cada concentracdo e com estes dados foi possivel calcular a
concentracdo letal CEspssn (EXpPresso em porcentagem). Seguindo as
recomendagfes da EPA 821-R-02-012 (U.S.EPA, 2002a), a CExsg 4gn foi
calculada utilizando o método Trimmed Spearman-Karber.

Teste de toxicidade aguda com Daphnia magna

Fator de Diluigdo

10 Daphnia magna por béquer

Figura 15 — Esquema do teste de toxicidade aguda com Daphnia magna.
Fonte: Fuzinatto (2009).

3.2.3 Teste de toxicidade crénica com Daphnia magna

Os testes de toxicidade cronica de 21 dias foram realizados
conforme 1SO 10706 (I1SO, 2000), Bianchinni e Wood (2002), e
Brentano (2006), com modifica¢Ges. Foram realizadas quatro dilui¢cGes
da amostra, e um controle negativo foi mantido para cada teste (somente
agua reconstituida - meio M4). As diluicbes (solucdes-teste) foram
preparadas de acordo com o0s resultados observados nos testes de
toxicidade aguda, e em um teste rapido de toxicidade sub-crénico de 6
dias. Em todas as amostras, as dilui¢cbes seguiram progressao geométrica
na razdo de 2, exceto nas amostras MM1 e MM3, onde foram
preparadas as diluicbes de 1,56, 1,04, 0,78 e 0,56%. Estas diluicGes
foram preparadas no momento do teste, utilizando propor¢es
adequadas de amostra e agua reconstituida (meio M4). Para cada
diluicdo foram utilizados 10 organismos jovens de Daphnia magna em
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béqueres individuais de 50mL. Apds a introducdo de uma aliquota de
25mL da solucdo-teste em cada béquer, cobriu-se cada um dos
recipientes com plastico-filme para evitar a evaporagdo da solucdo e/ou
contaminagdo com particulas suspensas no ar. Um esquema do teste
pode ser observado na Figura 16.

Teste de toxicidade cronica com Daphnia magna
Fator de Diluigao

TN

%E ?‘ E@ ?
R -%EF .

Figura 16 — Esquema do teste de toxicidade crénica com Daphnia magna.
Fonte: Fuzinatto (2009).

./\/

1 Daphnia magna por béquer

Os testes foram mantidos com luminosidade difusa (fotoperiodo
de 16h de luz) e temperatura de 20 + 2°C ¢ OD > 2,0 mg/L. Os
organismos foram alimentados diariamente com a alga cloroficea
Scenedesmus subspicatus. Durante a primeira semana de testes 0s
organismos foram observados diariamente. Apds este periodo, as
observagdes ocorreram trés vezes por semana, em dias intercalados. Os
parametros observados foram o nimero de organismos sobreviventes,
ndmero de neonatos e posturas geradas por fémeas. Nestes dias,
realizava-se a troca da solucdo-teste antiga (com 48h) pela nova solucéo
teste. A nova solugdo teste sempre se encontrava na temperatura de 20 +
2°C no momento da transferéncia dos organismos. As daphnias adultas
eram provisoriamente inseridas em um béquer com meio de cultura M4.
Contabilizavam-se 0s neonatos vivos ou com mobilidade. Em seguida se
descartava a solucdo teste antiga, higienizava-se o béquer com agua
destilada, e introduzia-se a nova solucao teste ao béquer.

O Protocolo que se encontra no Apéndice 4 foi utilizado para
registrar as observacges realizadas ao longo do teste. Para avaliacdo do
parametro fecundidade foi realizada a contagem dos neonatos gerados
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por cada fémea adulta. A média de neonatos foi obtida dividindo-se o
nimero total de neonatos gerados pelo nimero total de posturas no
periodo de 21 dias (Equagéo 1).

Média = nimero total de neonatos
numero total de posturas

(Equacédo 1)

Para se obter a média de neonatos por diluicdo foi realizada a
soma das médias de neonatos e dividiu-se pelo nimero de réplicas que
geraram neonatos (Equacao 2).

Meédia por diluigado = somatério das médias por réplic
numero de réplicas

a]
(Equagéo 2)

Conforme recomendagdo da EPA 821-R-02-013 (U.S.EPA,
2002b), a analise estatistica para comparagdo entre as médias de
fecundidade geradas em cada diluicio com as médias obtidas no
controle de cada teste foi realizada com testes de Dunnett ou teste-t com
ajuste de Bonferroni, com auxilio do Programa Dunnett Versdo 1.5
(U.S.EPA, 1999), sendo a < 0,05.

3.2.4 Ensaio de toxicidade aguda com Vibrio fischeri

Os ensaios de toxicidade aguda com as bactérias marinhas
luminescentes Vibrio fischeri foram realizados conforme a norma 1SO
11348-3 (ISO, 2007), e conforme a metodologia desenvolvida para o
equipamento  Microtox® 500 (Azur Environmental, 1997). Os
procedimentos executados para a realizacdo do teste foram controlados
pelo software Microtox Omni 4.0 que é gerenciado pelo préprio
equipamento. Os passos realizados para a execucdo do teste estdo
demonstrados no Apéndice 3.

O Microtox é um aparelho que consiste em um lumindmetro
com unidade integrada de comando e medi¢do, e um termobloco
embutido no lumindmetro (Figura 17a). O termobloco possui seis
sequéncias, designadas A, B, C, D, E e F. Cada seqiiéncia possui cinco
compartimentos humerados para a disposi¢cdo das cubetas utilizadas na
preparacdo e execucado do teste (Figura 17b). Ao lado das seqliéncias ha
um compartimento para o frasco com a solucdo de reconstituicdo. Esta
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solucdo possibilita que as bactérias Vibrio fischeri (linhagem NRRL B-
11177), adquiridas na forma liofilizada, tenham seu metabolismo e
emissao de luz reativados.

MicrotoxOmnt 500 Well Display

(b)

B Ny

Figura 17 — Microtox: équipam

O teste foi realizado no termobloco com temperatura constante
de 15 + 1°C, e o reagente bacteriano foi mantido a temperatura de 3°C.
Seguindo a recomendacdo da 1SO 11348-3 (ISO, 2007), e as instru¢des
do equipamento, mediram-se a salinidade, o pH e o0 oxigénio dissolvido
de todas as amostras. Como nenhuma amostra apresentou salinidade,
todas foram corrigidas adicionando-se 0,20g de Cloreto de Sédio (NaCl)
a 10 ml de cada amostra, assim, todas as solu¢Ges apresentaram 20% de
NaCl. As amostras que apresentaram pH < 6 ou pH > 8,5 tiveram o pH
ajustado para 7. Quanto ao oxigénio dissolvido, todas as amostras
apresentaram valores de acordo com o recomendado para realizacdo dos
testes, ou seja, OD > 0,5 mg/L.

Em testes de toxicidade com Vibrio fischeri ndo é possivel
testar a amostra bruta (100%), pois com a adicdo de solugdes,
automaticamente ocorre a dilui¢do. A diluicdo mais proxima a 100% de
amostra corresponde ao fator de diluicdo 1:1,25, ou seja, 80% de
amostra. Este fator de diluicdo é considerado 1:1, pois é 0 mais préximo
que se pode testar da amostra bruta. Neste estudo foram realizadas 8
diluigdes, iniciando com 6,25% de amostra, que corresponde ao fator de
diluicdo 16 até 80% de amostra, que corresponde ao fator de diluicdo 1:
1,25. O Quadro 6 demonstra a série de dilui¢des utilizadas.
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Diluicéo da % Concentracdo

FD D!::g;?ada amostra no de amostra no Cubeta
teste teste

1 0 1:1,25 80,00 E5, F5

2 0 1:2 50,00 E4, F4

3 1:1,5 1:3 33,33 E3, F3

4 1:2 1:4 25,00 E2, F2

6 1:3 1:6 16,67 El, F1

8 1:4 1:8 12,50 B5, C5

12 1:6 1:12 8,33 B4, C4

16 1:8 1:16 6,25 B3, C3

Controle B2, C2

Controle B1 C1
80% '

Quadro 6 — Série de diluigdes utilizadas nos testes agudos com Vibrio fischeri.

Os resultados foram determinados através da CEsg somin (%) que
corresponde a concentracdo efetiva que causa a inibicdo de 50% da
luminescéncia, no tempo de 30 min. Os calculos da CEsp zomin (%) foram
realizados pelo software do equipamento.

3.2.5 Aclimatacdo de peixes Oreochromis niloticus

Os organismos utilizados neste estudo foram coletados em um
criadouro de peixes (Piscicultura Panama, Paulo Lopes, SC). Os peixes
(peso = 30,6 + 0,3 g; comprimento = 11 + 2 cm) foram aclimatados por
um periodo de 15 dias, em tanques de 130 L com &gua aerada e sem
cloro, com luminosidade difusa (fotoperiodo de 16h de luz) e
temperatura de 20°C + 2°C. Os restos de alimentos ndo consumidos e 0
material fecal foram retirados dos tanques de estoque e a agua foi
renovada a cada 48h. Os organismos foram alimentados a cada 48h com
racdo para alevinos (Peixe Juvenil, Acqua Line, Supra, RS, Brasil)
contendo 42% de proteina e 500 mg/kg de vitamina C. A utilizacdo dos
animais foi aprovada pelo Comité de Etica para Uso de Animais
(CEUA - UFSC, PP00613).
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3.2.6 Exposicéo dos peixes as amostras da fracao soltvel de residuos
industriais

Os peixes foram mantidos em aquarios individuais de 2L sob
aeracdo, e foram expostos as fragdes sollveis de residuos industriais em
periodos de 48h, de acordo com as concentragfes demonstradas na
Tabela 2. Estas concentracOes foram empregadas com o objetivo de
limitar e minimizar a utilizacdo de organismos em testes preliminares
para definir a concentracdo letal de cada amostra. Assim, adaptaram-se
concentragOes encontradas em diversas referéncias bibliogréficas (Cavas
e Ergene-Goziicara, 2003; Wahbi et al., 2004; Mishra e Mohanty, 2008),
de acordo com as caracteristicas da substancia, a espécie, 0 peso e 0
tamanho dos organismos-teste. O controle negativo e o positivo também
foram realizados com apenas um organismo, em razdo de limitar e
minimizar a quantidade de organismos utilizados em experimentac&o.
Para o controle negativo, um organismo foi exposto a 4gua do tanque de
aclimatacdo e para o controle positivo, um organismo foi exposto a
concentragcdo de 2,5 mg/L de dicromato de potassio (concentragdo
subletal de K,Cr,0O; adaptada ao peso do organismo, baseado em
Mishra e Mohanty, 2008).

Para as amostras de fracdo sollvel de residuos téxteis, as
concentracOes de 6,25, 12,5 e 25% foram adaptadas de Cavas e Ergene-
Gozicara (2003), que observaram efeitos genotdxicos em O. niloticus
(peso: 30 = 5,5g and tamanho: 9,5 + 1,5 c¢cm) expostos a efluentes
téxteis. Neste estudo, as concentragdes de 5, 10 e 20% induziram a
formacéao de microndcleos e anormalidades no nucleo em eritrécitos dos
organismos. Como a fragdo sollvel de residuo ndo pode ser igualmente
comparada com o efluente bruto, optou-se por aumentar as
concentragcBes de exposicdo da amostra solubilizada, ja que a
concentracdo de substancias toxicas provavelmente é menor.

Residuos da indUstria metal-mecanica possuem grandes
quantidades de cromo em sua composi¢do (Chandra et al., 2005; Jha et
al., 2001). Assim, utilizou-se uma adaptagdo das concentragdes
utilizadas por Mishra e Mohanti (2008), que observaram que em peixes
Chana punctatus (peso: 50-55g; tamanho: 18-20cm) expostos as
concentracbes de 20mg/L e 40mg/L apresentaram comportamento
anormal, alteracdes no nado e perda de equilibrio. Desta forma optou-se
por utilizar a diluicdo de 25% das amostras MM1 e MM2 brutas para
observar os efeitos da fracdo sollvel de residuos da indlstria metal-
mecanica em Oreochromis niloticus. A amostra MM3 estava
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caracterizada como residuo de galvanoplastia, portanto buscou-se uma
referéncia de diluicdo para este tipo especifico de amostra. Chen et al.
(2001) observaram uma Clspgen de 11,5% em Oreochromis
mossambicus jovens (2-3 meses de idade) expostas a um efluente de
galvanolpastia. Assim, no presente trabalho, como forma de garantir a
sobrevivéncia do organismo durante as 48h de exposicdo, optou-se por
utilizar a concentracéo de 6,25% para diluicdo da amostra MM3.

Para as amostras de fracdo sollvel de residuos da industria de
papel e celulose, utilizou-se a concentragéo de 25% pois, de acordo com
Wahbi et al. (2004), peixes da espécie Lithognathus mormyrus (peso
médio: 99¢g; tamanho médio:15cm) apresentaram quedas significativas
na quantidade de proteinas em musculo e gbnadas quando os mesmos
foram expostos & concentracdo de 20 mL/L de efluentes da industria de
papel e celulose.

Tabela 2 — Concentragdes de exposicao a fracao soltvel de residuos
industriais, adaptadas de acordo com respectiva referéncia

bibliogréafica.
Tipo de Amostran® Concentracdo Referéncia Bibliografica
industria
Téxtil TX3 6,25% adaptado de Cavas e
TX1eTX4 12,5% Ergene-Gdoziicara (2003)
TX2 25%
Metal- MM3 6,25% adaptado de Chen et al.
mecanica MM1 e 25% (2001)
MM2 adaptado de Mishra e
Mohanty (2008)
Papel e PP1,PP2e 25% adaptado de Wahbi et al.
Celulose PP3 (2004)

Durante o periodo de exposicdo, 0s peixes permaneceram com
luminosidade difusa (fotoperiodo de 16h de luz), temperatura ambiente
de 20°C * 2°C, e sem alimentacdo. Os eritrdcitos dos peixes foram
coletados por puncdo da veia caudal, e preservados em 0,5 mL de
anticoagulante EDTA. Os eritrocitos coletados foram utilizados nos
ensaios do Micronucleo, da Metilagdo do DNA e da Lipoperoxidagdo
Bioldgica.
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3.2.7 Teste do micronucleo

Este teste foi realizado conforme Carvalho Pinto-Silva et al.
(2003). Apos a retirada dos eritrocitos dos peixes, duas laminas foram
preparadas para cada animal. As laminas com os esfregacos de
eritrocitos foram lavadas levemente com agua destilada e permaneceram
secando a temperatura ambiente. As células foram fixadas em uma
solucdo de metanol, por 10 minutos. Em seguida, as laminas foram
coradas pelo método Feulgen-Fast-Green.

A andlise citogenética foi realizada em microscdpio optico
(Olympus BX40) com resolucdo de 10 x 100. O critério adotado para
identificar os microntcleos foi o de Tates et al. (1980) que define os
microndcleos como inclusBes citoplasmaticas esféricas, apresentando
contorno definido, com didmetro de 1/10 a 1/3 em relagdo ao nucleo,
com coloragdo e estrutura similar ao mesmo. Somente células integras
foram consideradas para a andlise, ou seja, com membrana celular e
nuclear intactas. Seguindo este critério, os microndcleos foram
contabilizados em um total de 2000 células analisadas por amostra, em
teste cego.

3.2.8 Metilagdo do DNA: extragdo e quantificacdo da 5-metilcitosina

Os procedimentos que envolvem a metilagdo do DNA foram
realizados baseando-se em Matias e Creppy (1998a), no protocolo de
extracdo de DNA gendmico pelo método fenol-cloroférmio adaptado de
Bardakci e Sibinski (1994) e em Melegari (2010), com algumas
modificacGes. Estas metodologias foram realizadas em trés etapas
(Figura 18), conforme descrito a seguir:
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Figura 18 — Esquema geral dos procedimentos para o teste de Metilacdo do
DNA.

Etapa 1 — Extracdo, purificacdo e quantificacdo do DNA: Apds a
exposicdo dos peixes as amostras de lixiviados industriais por 48h, os
eritrdcitos coletados foram acondicionados em tubos Eppendorf livres
de DNA e RNA com capacidade para 2 mL, e separados em aliquotas de
200uL. Este procedimento foi realizado em duplicata, sendo utilizados
os eritrécitos de um peixe por amostragem sanguinea. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 2000g por 10 min. para a separacao das
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hemécias e do plasma. O plasma sobrenadante foi retirado e armazenado
para a utilizacdo no ensaio de lipoperoxidacdo. As células decantadas
foram ressuspendidas com 400uL do tampdo de lise celular (1M Tris
HCI pH 7,4; 1M NaCl; 0,5M EDTA pH 8; 10% SDS; Agua miliQ).
Logo ap6s, adicionou-se 10uL de Proteinase K e os tubos foram
fortemente agitados por 5 seg. Em seguida procedeu-se a digestdo
enzimatica das proteinas em banho-maria a uma temperatura de 45°C
por 2h, agitando-se os tubos a cada 20 min. para homogeneizar bem a
solucdo. Apobs a digestdo, as amostras foram colocadas em um recipiente
com gelo para evitar a degradacdo do DNA.

Apobs a digestdo das proteinas, verificou-se a quantidade de material
contido no Eppendorf e adicionou-se igual volume de fenol (500 uL).
Os tubos foram invertidos suavemente por 10 min., para
homogeneizagdo da mistura. Em seguida os tubos foram centrifugados
a 14000g por 10 min. a 4°C. Apo6s a centrifugacdo retirou-se a fase
aquosa, que foi colocada em um novo Eppendorf livre de DNA e RNA.
Este procedimento foi realizado por mais duas vezes, porém na segunda
vez adicionou-se igual volume de fenol:cloroférmio e na terceira vez,
igual volume de cloroférmio. Ao final, verificou-se a quantidade de
material e adicionou-se o dobro deste volume de Isopropanol gelado
(400 pL). Apos este procedimento as amostras foram incubadas a -20°C
por uma noite. Depois da incubagdo, o material foi novamente
centrifugado a 14000g por 30 min. a 4°C, e o produto formado foi
lavado com 500pL de Etanol gelado 70% por 2 vezes, invertendo-se 0s
tubos para lavar. Os tubos foram centrifugados por 10 min. a 14000g a
4°C, e o sobrenadante foi retirado. Em seguida, os tubos foram deixados
na bancada em temperatura ambiente para secar o material. Depois de
seco o0 material foi ressuspendido com 50uL de 4gua miliQ autoclavada.
Adicionou-se 5uL de RNAse e os tubos foram deixados em bancada a
temperatura ambiente por uma noite. No dia seguinte separaram-se
aliqguotas de 4uL de cada amostra para a quantificacio em
espectrofotdmetro, e o restante do DNA foi congelado a -20°C. Apds a
quantificacdo do DNA presente em cada amostra, reservou-se um
volume contendo 10pg de DNA para ser utilizado na Etapa 2.

Etapa 2 — Liofilizacdo e hidrélise enzimética: Esta etapa tem a
finalidade de hidrolisar as proteinas e separar o DNA do RNA. 20ug de
DNA foram liofilizados em um microtubo de centrifuga durante uma
noite com o auxilio de um liofilizador-centrifugador sob temperatura
variavel adaptado em série a uma bomba a vacuo e a um evaporador de
resfriamento. O DNA liofilizado (20pg) foi dissolvido em agua ultra
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pura. Os tubos foram colocados em banho-maria a 100°C por 2 min.
Apds um répido resfriamento em banho de gelo, foi adicionado a cada
amostra: 2ul. de tampdo acetato de potassio 250mM (pH 5.,4) , 2uL de
sulfato de zinco 10mM e 4uL de nuclease P1 (6,25U/uL). Estes tubos
foram incubados a 37°C por uma noite. No dia seguinte, uma segunda
hidrdlise enzimatica foi realizada apds a adi¢do de 4ul de tampdo Tris-
HCI 0,5M (pH 8,3) e 4uL de fosfatase alcalina (0,31U/uL) a cada
amostra. Em seguida, os tubos foram agitados por 2h a 37°C. Ap6s a
incubagdo foram adicionados 25uL de cloroférmio a cada amostra, para
inativar as enzimas utilizadas na hidrdlise. Os tubos foram centrifugados
a 13000g por 10 min.

Etapa 3 - Quantificagdo da m°dC por HPCL: A quantificagdo da 5-
metilcitosina foi efetuada por HPLC (HP1050 HPLC System), com uma
coluna fenil Agilent Zorbax SB-Phenyl (250 x 4.6 mm, 5um). A fase
mével utilizada foi uma mistura isocratica (NH;)H,PO, 6,5 mM a pH
3,95 com metanol 4%. O fluxo de eluente foi de 1,0 mL/min. O volume
de injecdo foi de 20uL de uma dilui¢do de 1/10 do DNA hidrolisado. O
detector (HP1050 Series Variable Wavelength Detector) foi utilizado
com comprimento de onda em 254nm. Os tempos de retencdo da
citosina e da 5-metilcitosina foram 3,8 min e 4,8 min., respectivamente.
A porcentagem da metilacdo biol6gica de DNA apresentada através da
taxa de m°dC foi calculada com a medicdo das areas dos picos de
citosina (dC) e 5-metilcitosina  (m°dC), utilizando-se a seguinte
formula: m°dC (%) = (m°dC/ (m°dC + dC) * 100

3.2.9 Lipoperoxidacdo: extracdo e quantificacdo do MDA

O método analitico para a quantificacdo do MDA foi realizado
conforme Matias e Creppy (1998b), com algumas adaptacGes. Apds a
coleta dos eritrocitos dos peixes expostos aos lixiviados de residuos
industriais, foi realizada a centrifugacdo das aliquotas de 200uL de
amostra sanguinea em 2000 RPM por 10 minutos, e utilizou-se o plasma
obtido no processo. Foram utilizados 100uL de plasma de cada amostra,
e adicionou-se 150uL de tampdo SET, pH 8. Em seguida as amostras
foram agitadas em um Vortex. Retirou-se uma aliquota de 20uL do
homogeneizado, que foi congela para a posterior dosagem de proteinas
pelo método de Bradford (ver item 3.3.10). Em seguida, foram
preparadas oito amostras padrdo de MDA de concentragdes entre 7,5 e
6x10" nM/mL. As amostras de plasma e os padrdes foram tratados com
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25uL. de SDS 7%, 300uL de HCI 0.1 N, 40uL de acido fosfotungstico
1% e 300uL de acido 2-tiobarbiturico (TBA) 0.67%. Apos agitagdo no
Vortex, os tubos foram incubados a 90°C, durante 1 hora, no escuro, e
depois resfriados com gelo durante 15 minutos. Adicionou-se 300ul de
n-butanol e as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 3000
RPM. A fase butandlica que contém o complexo MDA-TBA foi retirada
e acondicionada em um outro tubo Eppendorf. A quantificacdo do MDA
foi realizada por HPLC-fluorescéncia (HP1050 HPLC System).
Empregou-se uma coluna Suplecosil LC-18 (250 x 4,6mm) de Spum de
porosidade. A fase mével foi composta de metanol: agua, 4:6 (v/v),
corrida isocratica em pH controlado de 8.4 e o fluxo de eluente de
0,5mL/min. O volume de injecdo foi de S0uL, e a detecgdo ocorreu por
fluorescéncia, com o equipamento Programable fluorescence detector
HP 1064A. O detector (Programmable Fluorescence Detector HP
1064A) foi utilizado com um comprimento de onda excitagcdo de 515
nm, e com um comprimento de onda de emissao de 553nm.

3.2.10 Dosagem de proteinas

Para a dosagem de proteinas foi adotado 0 método de Bradford
(Bradford, 1976). Nas amostras reservadas para este fim, foram
adicionados 980uL do reativo Biorad diluido com agua ultra-pura 1:4
(v/v). A solucdo foi homogeneizada e a absorbancia medida a 595nm
em um espectrofotdbmetro CARY 1E Varian - UV Visible
Spectrophotometer. A concentracdo de proteinas nas amostras foi
deduzida a partir de uma gama padrdo de albumina bovina (BSA) como
proteina padrdo para a curva de calibracdo (ver Apéndice 5).

3.2.11 Analise estatistica

A anélise estatistica dos ensaios de toxicidade especifica foi
realizada com os valores médios obtidos a partir de duas réplicas de
cada amostra + o desvio-padrdo. Em razdo do pequeno nimero de
dados, os resultados foram analisados por tipo de residuo industrial,
utilizando-se os testes de Dunett ou o teste t com ajuste de Bonferroni
(Dunnett, 1955) através do programa computacional Dunnett Program
versdo 1.5 (U.S.EPA, 1999), com ajuste de nivel a < 0,05.
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3.3 MODELO WTox

3.3.1 Utilizagdo dos dados toxicolégicos no Modelo WTox.

Para os ensaios de toxicidade aguda com Daphnia magna e
Vibrio fischeri utilizou-se os valores de CEsy encontrados em cada teste.

Para os testes de toxicidade cronica com Daphnia magna foi
empregada a porcentagem de aumento ou queda nos valores de
fecundidade observada na CENO. Quando nao foi possivel obter o valor
da CENO, utilizou-se o valor da CEO. A CENO ¢ determinada como a
maior concentragdo da amostra que ndo causa efeito estatisticamente
significativo aos organismos quando comparado ao controle, nas
condices de ensaio; e a CEO é definida como a menor concentragéo da
amostra que causa efeito estatisticamente significativo nos organismos
quando comparado ao controle, nas condi¢Bes de ensaio (NBR 13373,
2003).

Nos testes de Lipoperoxidagdo, Fragmentacdo do DNA e
Metilacdo do DNA, foi utilizada a porcentagem de aumento ou queda
nos valores encontrados, em comparagdo com o controle negativo,
independente de este valor ser estatisticamente significativo.

Para o teste do Micronlcleo foi utilizado o nimero de
micronicleos observados em cada amostra, independente de este valor
ser estatisticamente significativo.

3.3.2 Utilizacao do Software WTox

O software WTox foi desenvolvido por Matias (2002) para
automatizar algumas etapas da metodologia de classificacdo proposta
pelo Modelo WTox. O primeiro passo é definir a varidvel toxicologica a
ser avaliada no momento, por exemplo, CEsy (%), e preencher o
resultado encontrado para esta variavel. O passo seguinte é definir a
gravidade deste resultado. A experiéncia do profissional é fundamental
para o correto julgamento da gravidade de cada parametro toxicoldgico.
Logo depois, clica-se em “Incluir”. Assim, os resultados da variavel sdo
armazenados no sistema. Ap0s esta etapa pode-se calcular o risco da
variavel selecionada clicando em “Calcular Risco” ou entdo adicionar os
resultados encontrados em outra variavel toxicoldgica.

A metodologia do modelo propde que uma avaliacdo de risco
completa deva incluir trés pardmetros de toxicidade: um para verificar



88

efeitos agudos, um para verificar efeitos cronicos e um para verificar
efeitos citotoxicos ou genotdxicos. Desta forma, o procedimento de
inclusdo de resultados de cada variavel toxicoldgica se repete, até que
todos os resultados da bateria de testes selecionada estejam armazenados
no sistema. Em seguida clica-se em “Calcular Risco”, e o software
calcula o risco ambiental para as variaveis selecionadas e
automaticamente gera a classificacdo do risco para a amostra estudada.
Na Figura 19 visualiza-se a janela inicial do software WTox.

B Modelo WTox para Avaliar e Classificar Risco Ambiental Toxicolégico
Ajuda
Calculo de Risco Toxicologica | Estimativa de Impacto Ambiental | Adicionar Variivel Toxicologica

Efeito Agudo Vartivel Toxicoldgica Gravdade

CE50 v " v Inchuir
Efeito Cronico Variivel Toxicokigica Gravdade

REPRODUCAO+ - I - Inchae Limpat Dados
Efeito Genotdxico Variivel Toxicokigica Gravidade

m5dC - 1 - Inchui

Efeito Valor Organismo Nivel Gravidade Risco

Figura 19 — Janela inicial do Software WTox.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste topico sdo apresentados os resultados obtidos com o estudo de
caso envolvendo a toxicidade de amostras de residuos soélidos
industriais. A calibracdo e a validagdo do Modelo WTox sédo
demonstradas, assim como os resultados da analise de risco ambiental
destas amostras através do software WTox.

4.1 TESTES DE TOXICIDADE COM Daphnia magna e Vibrio fischeri

Os resultados apresentados nos itens a seguir referem-se aos
testes de toxicidade aguda e cronica com o organismo-teste Daphnia
magna,e aos testes de toxicidade aguda com Vibrio fischeri.

Nos testes com Daphnia magna a faixa de pH recomendada
para estes testes fica entre 5,0 e 9,0; e o Oxigénio dissolvido, nas
diluicbes-teste, ao final do ensaio, deve ser maior ou igual a 2mg/L
(Knie e Lopes, 2004). Neste trabalho o O, dissolvido foi medido apenas
na fracdo sollvel bruta, e o pH ndo foi corrigido para que ndo houvesse
alteracGes na amostra.

Nos testes com Vibrio fischeri, a faixa de pH recomendada para
testes deve estar entre 6 e 8,5; caso a a amostra ndo apresente um pH
dentro desta faixa faz-se a correcdo para pH 7 (1SO 11348-3).

4.1.1 Sensibilidade do organismo-teste Daphnia magna.

O cultivo dos organismos-teste durante o periodo de execucdo
dos testes (de abril a outubro de 2008) foi realizado com sucesso (Tabela
3), pois os resultados dos testes de sensibilidade realizados indicaram
que a CEsppsn média para a substancia de referéncia dicromato de
potassio esteve dentro do recomendado pelas normas internacionais
(1SO 6341, 1996). De acordo com esta norma, a CEspo4n para testes de
sensibilidade com Daphnia magna deve estar entre 0,6 e 1,7 mg/L.
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Na Tabela 3 pode-se visualizar os lotes utilizados nos testes de
toxicidade aguda e cronica realizados com as fragfes soluveis de
amostras de residuos industriais.

Tabela 3 — Resultados dos testes de sensibilidade com microcrustaceos
Daphnia magna de diferentes lotes, utilizados em cada teste de
toxicidade realizado com as amostras de fracao soltvel de residuos

industriais.
Amostras Lote Sensibilidade CEsg 24
TX1eTX2 149 0,99 mg/L
MM1 e MM3 153 0,98 mg/L
PPle TX3 162 0,92 mg/L
TX2 e PP2 166 0,95 mg/L
MM?2 e PP3 168 0,82 mg/L

4.1.2 Sensibilidade do organismo-teste Vibrio fischeri

Os lotes de bactérias selecionados para os testes de toxicidade
apresentaram CEsggismin € fator de correcdo (fk) dentro dos limites
estabelecidos pela ISO 11348-3 (ISO, 2007), tornando viavel a
utilizacdo destes lotes para a realizacdo dos testes de toxicidade (Tabela
4). De acordo com a I1SO 11348-3, para que o teste seja considerado
valido, deve-se realizar previamente um teste de sensibilidade do lote
com uma substancia de referéncia. No presente trabalho utilizou-se o
Sulfato de Zinco Heptahidratado (ZnSO, .7H,0) na concentracgdo de 100
mg/L. A CEsp 1smin para o Sulfato de Zinco deve apresentar um valor
entre 3 e 10 mg/L. Ainda, para que o teste seja considerado valido deve-
se determinar o fator de correcdo para o controle (fk), de acordo com o
tempo de exposicdo da bactéria. O fator de correcdo deve apresentar um
valor entre 0,6 e 1,8. Na Tabela 4 pode-se visualizar os lotes utilizados
nos testes de toxicidade realizados com as fracdes sollveis de amostras
de residuos industriais.
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Tabela 4 — Resultados dos testes de sensibilidade com bactérias Vibrio
fischeri de diferentes lotes, utilizados em cada teste de toxicidade
realizado com as amostras de fracao solUvel de residuos industriais.

Amostras Lote Sensibilidade Fator de
CEs0,15min correcdo (fk)
?ng'l'v”\"z' MM3 " 8E1031 5,398 0,6362
X1, MM1 e PP2 08E1035 3,362 0,6113
TX3, TX4 e PP3 08E1038 3,799 0,6799

4.1.3 Ensaios de toxicidade aguda com Daphnia magna e Vibrio
fischeri

Os resultados encontrados para os testes agudos com Daphnia
magna e Vibrio fischeri estdo reunidos na Tabela 5, onde podem ser
observados os valores da CEsgasn (%), CEsosomin (%), pH e Oxigénio
Dissolvido (mg/L) das amostras da fracdo sollvel de residuos
industriais.

Entre as fracdes sollveis das amostras de residuos da inddstria
téxtil, os resultados dos testes de toxicidade aguda com Daphnia magna
indicam que a amostra TX1 pode ser considerada de baixa toxicidade, a
amostra TX2 ndo induziu toxicidade, a amostra TX3 induziu alta
toxicidade e a amostra TX4 induziu toxicidade moderada. Em relagéo
aos testes com Vibrio fischeri, os resultados indicam que a amostra TX1
ndo induziu & efeitos tdxicos, a amostra TX2 induziu toxicidade
moderada, e a amostras TX3 e TX4 induziram toxicidade alta.
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Tabela 5 — Resultados dos testes de toxicidade aguda com Daphnia
magna e Vibrio Fischeri para fragado sol(vel de residuos das industrias
Téxtil, Metal-mecanica e de Papel e Celulose.

Tipo Amostra Daphnia Vibrio pH oD

Industria magna fischeri (mg/L)
CEsp 48 (%0) CEso 30min
(%0)

X1 70,71 NT 6,83 2,9

Téxtil TX2 NT 43,77 7,75 5,8

TX3 11,26 12,08 7,71 4,0

TX4 48,29 17,99 6,90 3,2

MM1 84,86 73,86 8,89 4,3

Metal- MM2 70,71 48,73 9,47 47

mecanica MM3 2,21 17,47 6,9 5,8

PP1 NT 91,93 6,72 41

Papel e PP2 NT 19,00 8,17 5,6

Celulose PP3 51,76 18,61 6,30 3,4

Notas: (NT) ndo tdxico.

Com os resultados encontrados observa-se que as fracGes
sollveis de residuos da industria téxtil apresentaram toxicidade aguda
bastante variada tanto para Daphnia magna como para Vibrio fischeri.
De acordo com a Tabela 1, as fragdes solUveis dos residuos da inddstria
téxtil analisadas neste trabalho, sdo compostas principalmente por bério,
cadmio, cromo, ferro e zinco. A analise quimica da por¢do de peso seco
destas amostras indica também a presenca de cianetos e fenol, no
entanto estas substancias ndo foram analisadas na fracdo sollvel das
amostras. As substancias quimicas presentes em misturas complexas
podem interagir, provocando efeitos aditivos, sinergéticos ou
antagonicos (Pavlaki et al., 2011; Cooper et al., 2009; Komjarova e
Blust, 2008), e os resultados observados com os testes de toxicidade
aguda neste estudo identificam estes efeitos. A amostra TX1 ndo induziu
efeitos de toxicidade aguda importantes tanto para D. magna como para
V. fischeri. A amostra TX2 ndo induziu efeitos de toxicidade aguda para
0 organismo D. magna. Estes resultados podem ser relacionados a
eficiéncia da estacdo de tratamento ou a estabilizacdo dos lodos TX1 e
TX2 (Sponza e Isik, 2005; Rosa et al., 2007). Ainda, estes resultados
podem ser relacionados com efeitos antag6nicos entre cadmio, chumbo
e zinco (Komjarova e Blust, 2008). Contudo, Soetaert et al. (2007)
observou efeitos em nivel molecular em Daphnia magna expostas a
concentracBes subletais de cadmio por 48h. Digestdo, transporte de
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oxigénio, metabolismo do exoesqueleto e o desenvolvimento de
embrides foram afetados. Além disso, foram encontradas informacdes
moleculares associadas a processos relacionados com resposta auto-
imune, resposta ao estresse, adesdo celular, percep¢do visual e
transducdo de sinais. Estes efeitos em nivel molecular também podem
ter ocorrido em Daphnia magna expostas a fragdo soluvel das amostras
TX1 e TX2 no presente estudo, ja que o cadmio é um metal que compde
este tipo de residuo. Estas amostras ndo induziram efeitos de toxicidade
aguda, mas apds uma exposicao a concentragdes subletais é possivel que
ocorram efeitos em nivel molecular. As amostras TX3 e TX4 induziram
efeitos de toxicidade aguda nos dois organismos testados, e estes
resultados podem ser relacionados a presenca de metais como chumbo e
zinco (Cooper et al., 2009). Apesar de ndo terem sido analisadas as
concentracBes de aluminio e fenol na fragéo sol(vel das amostras, Rosa
et al., (2007) afirmam que altas concentracdes destas substancias
também podem causar efeitos de toxicidade aguda a Daphnia magna.
Villegas-Navarro et al. (1999) afirmam que caracteristicas fisico-
quimicas de efluentes téxteis como dureza, condutividade e pH podem
contribuir para induzir toxicidade a Daphnia magna. Grinevicius et al.
(2009), afirmam que efeitos de toxicidade aguda observados em Vibrio
fischeri expostas a efluentes téxteis podem estar relacionados com as
altas concentragdes de aluminio, magnésio, corantes, surfactantes,
agentes de fixacdo e agentes brangqueadores, que geralmente estdo
presentes nas diferentes etapas do processo na indUstria téxtil.

Entre as fracGes sollveis de residuos da industria metal-
mecéanica, nos testes com Daphnia magna a amostra MM3 induziu o
valor de toxicidade mais elevado entre todas as dez amostras analisadas.
As amostras MM1 e MM2 induziram pouco efeito de toxicidade a
Daphnia magna. A caracterizacdo fisico-quimica destes residuos indica
que os principais componentes da porcdo de peso seco sdo cloretos,
cromo, ferro e zinco. Chumbo, cromo, niquel e zinco sdo também os
principais componentes da fracdo sollvel destes residuos (Tabela 1). O
residuo metal-mecanico identificado como amostra MM3 é proveniente
do processo de galvanoplastia, e foi a amostra que induziu aos maiores
efeitos de toxicidade aguda tanto para D. magna quanto para V. fischeri.
Este resultado é semelhante ao observado por Seco et al.(2003), em D.
magna expostas a residuos que contém metais. Os pesquisadores
relacionaram os efeitos de toxicidade ao zinco encontrado nestes
residuos. Os testes com Vibrio fischeri indicaram resultados variados em
relacdo as amostras de fracdo sollvel de residuos da indlstria metal-
mecanica. A amostra MM1 pode ser considerada pouco toxica,
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entretanto, a amostra MM3 induziu efeitos toxicos importantes, sendo
também considerada a mais toxica entre as trés amostras. A amostra
MM2 induziu toxicidade moderada & Vibrio fischeri. A interagdo entre
substancias quimicas como cromo, chumbo, niquel e zinco (Tabela 1)
podem ter causados efeitos sinérgicos ou antagdnicos. Tsidiris (2006)
observou CEsp de 1,50mg/L apds exposi¢do ao zinco e CEsy de 0,48
mg/L apos exposicdo ao chumbo em V. fischeri. As amostras de fracoes
soliveis da industria metal-mecanica avaliadas no presente trabalho
possuem concentracdes de zinco e de chumbo de 1,45 mg/L e 0,24mg/L
respectivamente. Com estes dados é possivel relacionar os efeitos de
toxicidade observados as interagdes entre metais que compfem o0s
residuos da industria metal-mecénica. Picado et al. (2008) também
observaram grande variedade na toxicidade & V. fischeri induzida por
efluentes de uma industria metal-mecénica, e relacionaram os resultados
com a presenca de hidrocarbonetos totais, 6leos e graxas.

No presente trabalho, arsénio, chumbo, fenol e mercurio séo
substancias que compdem a porgdo de peso seco de residuos da indudstria
de papel e celulose. Cadmio, chumbo e cromo sdo os principais
compostos presentes na fragcdo sollvel destes residuos. Novamente, é
possivel notar que a integracdo de compostos téxicos pode causar
efeitos sinérgicos ou antagbnicos aos organismos testados. As amostras
PP1 e PP2, fracdes sollveis de residuos da industria de papel e celulose,
ndo induziram efeitos de toxicidade para Daphnia magna, e a amostra
PP3 induziu efeitos toxicos moderados. A amostra PP3 induziu efeitos
toxicos a D. magna semelhantes aos encontrados por Picado et al.
(2008). Estes pesquisadores encontraram CEsgssn = 51%, para D.
magna, e a avaliagdo de alguns parametros fisico-quimicos indicou que
a DBO, a DQO, SST e quantidade de 6leos e graxas excediam os limites
impostos por lei, 0 que pode ter contribuido para o valor de toxicidade
observado. Estes fatores também podem ter contribuido para a
toxicidade observada em Daphnia magna exposta a amostra PP3. Os
resultados observados também podem ser relacionados com a presencga
das substancias presentes na fracdo sollvel destes residuos. Mesmo que
a concentracdo de cada uma destas substancias esteja abaixo dos limites
impostos pela NBR 10004, os efeitos aditivos e sinérgicos podem ter
sido responsaveis pela toxicidade observada (Cooper et al., 2009). Para
Vibrio fischeri a amostra PP1 induziu efeitos pouco téxicos, e as
amostras PP2 e PP3 induziram efeitos toxicos elevados. O chumbo pode
ter causado os efeitos observados, pois Tsidiris et al. (2006) observaram
uma CEso de 0,48 mg/L apds exposicdo ao chumbo em V. fischeri, e as
amostras da industria de papel e celulose possuiam uma concentracdo
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em torno de 0,59 mg/L de chumbo em sua composicdo (Tabela 1). De
acordo com Kostamo e Kukkonen (2003), altas concentracGes de acidos
resinicos e esterdis nos efluentes da industria de papel e celulose podem
causar toxicidade elevada a Vibrio fischeri. A presenga de &cidos
resinicos e esterdis ndo foi investigada no presente trabalho, mas a
presenca de fenol na porcdo de peso seco pode ser um indicio de sua
presenca também na fragdo sollvel, o que pode ter contribuido para os
efeitos toxicos observados.

As substancias que compfem os residuos industriais podem
gerar efeitos relacionados com o metabolismo dos organismos expostos.
De Coen e Janssen (1997), afirmam que concentragdes subletais de
cadmio, cromo e mercurio podem alterar a atividade enzimatica
digestiva em Daphnia magna ap6és uma exposicdo aguda. Os
pesquisadores afirmam que o aumento da atividade enzimatica digestiva
reflete uma forma de o organismo lidar com a redugdo de absorgéo de
alimento causado por uma alteracdo na eficiéncia de assimilacdo do
alimento. Estas substancias estdo presentes nos residuos da industria
téxtil, metal-mecénica e de papel e celulose investigados no presente
trabalho (Tabela 1), e podem ter alterado o metabolismo das D. magna
expostas as fracGes sollveis destes residuos industriais.

De maneira geral, todas as fragcdes sollveis dos residuos
industriais estudados induziram toxicidade aguda aos organismos
testados, e os resultados indicaram uma variagdo entre baixo efeito
toxico a efeito téxico importante.

4.1.4 Testes de toxicidade crénica com Daphnia magna

Os resultados sdo apresentados através de tabelas, onde podem
ser observadas as concentragdes a que 0s organismos foram expostos, a
média de neonatos por postura, e o desvio padrdo da média para cada
concentragdo. Considerou-se a reproducdo como principal variavel para
avaliar os efeitos cronicos. Os dados obtidos de longevidade e
crescimento dos organismos sdo apresentados na forma de um artigo
cientifico, no Apéndice 9.
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4.1.4.1 Estudo da fracdo soluvel de amostras de residuos da industria
téxtil

A Tabela 6 apresenta os resultados referentes ao estudo dos
efeitos sobre a reproducdo de Daphnia magna expostas as fragoes
solUveis de quatro residuos provenientes de industria téxtil, codificados
como amostras TX1, TX2, TX3 e TX4.

Entre os organismos expostos as amostras TX1 e TX4, as
médias de neonatos encontradas ndo foram significativamente maiores
do que a do controle para nenhuma das concentracOes testadas. Assim,
nas concentracdes testadas estas fragBes solUveis ndo induziram efeitos
na reproducdo de Daphnia magna. Considerou-se que a amostra TX1
tem CENO 50%, e a amostra TX4, CENO 1,56%. Entretanto, isto ndo
significa que as amostras ndo sdo toxicas. A amostra TX4, pode ser
considerada muito tdxica, visto que foi necessario diluir bastante a
amostra bruta para desenvolver o teste cronico. Entre os organismos
expostos & amostra TX2, as médias de neonatos encontradas foram
significativamente maiores do que a do controle para as concentragdes
12,5 e 25%, portanto considerou-se CENO 6,25%. A amostra TX3
induziu efeito crénico significativo na reproducdo de D. magna em
todas as concentragdes testadas. Como ndo foi possivel determinar a
CENO, considerou-se a CEO 0,78%, para posterior utilizacdo como
dado de toxicidade cronica no Modelo WTox.
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Tabela 6 - Estudo da toxicidade crénica sobre a reproducdo (nimero de
organismos que reproduziram (n) e média * desvio padrao) de Daphnia
magna expostas a diversas concentracdes (%) de fragdes soltveis de
residuos provenientes de quatro industrias téxteis, codificadas como
amostras TX1, TX2, TX3 e TX4, por um periodo de exposi¢do de 21

dias.
Amostra Concentracdo (%) n Média + DP
Controle 10 219 +4,17
6,25 6 24,6 +4,33
TX1 12,5 4 27,91 + 3,05
25 7 26,7 £5,90
50 8 26,24 + 4,30
Controle 10 219 +4,17
3,125 8 19,14 + 3,67
TX2 6,25 6 30,09 + 5,45
12,5 9 33,56 +11,78*
25 5 38,98 + 5,25*
Controle 10 19,11 £ 2,54
0,78 9 25,32 £ 451*
TX3 1,56 8 30,91 + 3,71*
3,125 9 31,16 £ 7,11*
6,25 6 38,14 +£5,18 *
Controle 10 20,66 + 3,03
1,56 5 23,64 £ 3,92
TX4 3,125 7 22,72 +7,22
6,25 9 23,67 £ 7,84
12,5 5 16,8 + 3,27

Nota: (*) indica diferengas significativas entre os tratamentos (controle
negativo e exposi¢do a fragdo soltvel de residuo) o> 0.05

Entre os organismos expostos a amostra TX2 é interessante
observar que as concentragdes que apresentaram aumentos significativos
na reproducdo foram as mesmas que apresentaram grande mortalidade
de organismos ao final do teste (ver Apéndice 9). Como os indices de
reproducdo sdo maiores que 0s de sobrevivéncia, isto mostra que a
preservacdo da espécie foi ameacada (Terra et al., 2008). Assim, este
aumento na reproducédo explicaria uma tentativa for¢ada de preservacéo
da espécie.

Efeitos semelhantes aos induzidos pela amostra TX3 foram
observados por Knops et al. (2001), onde Daphnia magna foram
expostas a um surfactante catiénico, o cetiltrimetilamonio bromideo
(CTAB), e a reproducdo aumentou consideravelmente, especialmente
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nas concentraces mais altas do surfactante. Mesmo observando quedas
no consumo de oxigénio e reducdo do tamanho corp6reo dos
organismos, os pesquisadores ndo conseguiram relacionar estes fatores
com os efeitos observados e, portanto, concluiram que a taxa metabolica
das daphnias ndo foi alterada. Ainda assim, em testes crénicos,
caracteristicas biologicas como taxa de ingestdo de algas, crescimento,
tempo para a primeira progénie, tempo de incubacdo dos ovos e
tamanho da ninhada sugerem o possivel envolvimento de varios
mecanismos de toxicidade, como o aumento do consumo de energia, a
reducdo da aquisicdo de energia (através da inibicdo da atividade de
enzimas digestivas), inibicdo da reproducdo (atraves da inibicdo da
vitelogénese), ou mesmo efeitos diretos sobre a carapaca (De
Schaemphelaere et al., 2007). Portanto, um aumento significativo na
reproducdo deve servir como alerta de risco ambiental. Os efeitos
observados indicam o potencial de toxicidade da amostra TX3.

4.1.4.2 Estudo da fracdo sollivel de amostras de residuos da industria
metal-mecénica

A Tabela 7 apresenta os resultados referentes aos efeitos sobre a
reproducdo de D. magna expostas as fragdes sollveis de trés residuos de
industria metal-mecénica, codificadas como amostras MM1, MM2 e
MM3.

Nos organismos expostos a amostra MM1, as médias de
neonatos significativamente maiores em relacdo ao controle foram as
das diluicdes 1,56 e 1,04%, o que indica efeitos na reproducdo da D.
magna nestas duas dilui¢cdes. Assim, considerou-se CENO 0,78%.

Para a amostra MM2 os resultados em relacdo a reproducéo da
D. magna demonstraram que na diluicdo 25% a média de neonatos foi
significativamente maior que a média do controle e que na diluicdo 50%
a média de neonatos foi significativamente menor que a média do
controle. Portanto, considerou-se CENO 12,5%.

Organismos expostos a amostra MM3 apresentaram médias de
neonatos significativamente maiores do que a do controle em todas as
diluicBes. Como ndo foi possivel determinar a CENO, considerou-se a
CEO 0,52%, para posterior utilizacdo no Modelo WTox.
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Tabela 7 - Estudo da toxicidade crénica sobre a reproducdo (nimero de
organismos que reproduziram (n) e média * desvio padrao) de Daphnia
magna expostas a diversas concentracdes (%) de fragdes soltveis de
residuos provenientes de trés industrias metal-mecénicas, codificadas
como amostras MM1, MM2 e MM3, por um periodo de exposicéo de 21

dias.
Amostra Concentracdo (%) n Média + DP
Controle 10 18,98 +2,58
0,52 6 22,45 + 3,29
MM1 0,78 8 20,09 + 4,69
1,04 9 24,53 + 3,96*
1,56 6 23,77 + 4,34*
Controle 10 15,34 £ 3,30
6,25 10 16,37 + 3,65
MM?2 12,5 10 20,11 +5,19
25 9 27,49 +9,31*
50 3 2,66 + 2,08*
Controle 10 16,23 £2,58
0,52 7 20,41 + 3,41*
MM3 0,78 8 22,18 +£2,98*
1,04 9 27,56 +1,99*
1,56 7 26,21 +2,77*

Nota: (*) indica diferencas significativas entre os tratamentos (controle
negativo e exposi¢do a fragdo soltvel de residuo) o> 0.05

Os resultados observados ap6s a exposi¢do de organismos a
diluigdo 50% da amostra MM2 indicam que, mesmo gerando quantidade
significativamente menor de neonatos, todos 0s organismos
apresentavam ovos na carapaca ao final do teste, indicando um possivel
atraso no desenvolvimento dos 6rgdos reprodutores de D. magna. Nas
diluicBes 6,25 e 12,5% houve um pequeno aumento na média de
neonatos, mas ndo foi significativamente maior que a média do controle.
Efeitos similares na reproducdo de D. magna foram observados por
Brentano (2006), ap6s exposicdo dos organismos a concentragbes sub-
agudas de lixiviados de um aterro sanitario tratado por um sistema de
lagoas. Este mesmo efeito, descrito como hormese, foi observado por
Rodriguez et al. (2006), onde as concentracdes mais baixas de um
efluente metal-mecénico induziram o aumento do nimero de neonatos
de Daphnia magna, mas a concentragdo mais alta diminuiu a quantidade
de neonatos gerados. Os pesquisadores encontraram metais como
niquel, zinco, e cromo nos efluentes e a presenca destas substancias
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pode ter influenciado nos efeitos da reproducdo. A fracdo sollvel das
amostras de residuos da industria metal-mecénica investigados no
presente trabalho também é composta por estes mesmos metais, sendo
que as quantidades de zinco sdo semelhantes a uma das amostras
avaliadas por Rodriguez et al. (2006). Desta forma, € possivel fazer uma
relacdo entre a presenca destes metais com os efeitos observados.
Entretanto, Rodriguez et al. (2006), afirmam que 0s processos que
levam a maior quantidade de neonatos gerados quando 0s organismos
adultos estdo em contato com baixas concentra¢Ges de poluentes devem
ser analisados com mais profundidade. Assim, permanece como
sugestdo um estudo futuro para explicar esse fendmeno que ocorre no
sistema de reproducéo de Daphnia magna.

4.1.4.3 Estudo da fragdo sollvel de residuos da industria de papel e
celulose

A Tabela 8 apresenta os resultados referentes aos efeitos sobre
D. magna expostas as fragGes sollveis de trés residuos da industria de
papel e celulose, codificadas como amostras PP1, PP2 e PP3.

A amostra PP1 induziu aumento significativo na reprodugdo dos
organismos expostos em todas as concentragOes testadas, exceto na
maior diluicdo, 100%. Como este resultado ndo pode ser utilizado para
identificar a CENO da amostra, optou-se por empregar o valor da CEO
12,5% para posterior utilizacdo como dado toxicolégico no Modelo
WTox. Para os organismos expostos a amostra PP2 nota-se que as
médias de neonatos das concentracdes 12,5, 25 e 50% foram maiores
que a média de neonatos do controle. Ja na diluicdo 100% a média de
neonatos é significativamente menor que a do controle. Para a amostra
PP2 também ndo foi possivel obter o valor da CENO, assim o valor da
CEO 12,5% foi utilizado para posterior utilizagdo como dado
toxicol6gico no modelo WTox.
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Tabela 8 - Estudo da toxicidade crénica sobre a reproducdo (nimero de
organismos que reproduziram (n) e média * desvio padrao) de Daphnia
magna expostas a diversas concentracdes (%) de fragdes soltveis de
residuos provenientes de trés industrias de papel e celulose, codificadas
como amostras PP1, PP2 e PP3, por um periodo de exposi¢ao de 21

dias.
Amostra Concentragao (%) n Média + DP
Controle 10 19,57 + 2,70
12,5 9 33,27 + 5,15*
PP1 25 10 28,96 + 6,15*
50 8 29,32 + 6,57*
100 6 2434+ 9,10
Controle 10 19,49 + 3,89
12,5 10 26,43 + 3,22*
PP2 25 8 24 84+ 3,03*
50 10 24,22 + 4,76*
100 3 5,78 + 4,67*
Controle 10 9,20+ 1,74
6,25 10 5,49 + 1,92*
PP3 125 10 8,13 + 2,60
25 8 6,81+ 3,50
50 2 1,50+ 0,71*

Nota: (*) indica diferencas significativas entre os tratamentos (controle
negativo e exposi¢do a fragdo soltivel de residuo) o> 0.05

Os resultados encontrados para as amostras PP1 e PP2, indicam
que ocorreu o efeito hormese. Middaugh et al. (1997), afirmam que o
efeito hormese pode ser relacionado com componentes nutricionais
presentes nos efluentes da indUstria de papel e celulose. Dube e Culp
(1997) afirmam que o tratamento bioldgico destes efluentes contém
fésforo e carbono. Deste modo, podem-se relacionar os efeitos
observados na reproducdo de Daphnia magna expostas as amostras PP1
e PP2 com componentes nutricionais presentes nos residuos da industria
de papel e celulose.

Nos organismos expostos a amostra PP3 os efeitos sobre a
reproducdo ocorreram na menor e na maior diluicdo da amostra,
respectivamente 6,25 e 50%. Nestas concentracdes a reproducdo foi
significativamente menor que a do controle. Considerou-se, portanto, o
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valor da CEO 6,25% para posterior utilizagdo como dado toxicoldgico
no modelo WTox. Efeitos fisioldgicos e hormonais também podem ser
causados por substancias enddcrino-ativas. Estas substancias fazem
parte de diversos processos industriais, e na indistria de papel e
celulose, compostos como esterdides, triglicerideos e acidos resinicos
estdo dissolvidos nos efluentes, sendo responsaveis por efeitos de
toxicidade cronica (Xavier et al., 2005). Deste modo, verifica-se que 0s
efeitos em nivel cronico causados pelas fragdes solliveis de amostras de
residuos da industria de papel e celulose podem ser provocados por
multiplos fatores.

Dentre todas as amostras analisadas observou-se efeito na
reprodugdo na maioria dos organismos testados. Os efeitos das misturas
em nivel subletal sdo muito importantes ja que exposigdes crbnicas
podem acontecer de forma continua em ambientes naturais, podendo
afetar a biota aquatica (Cooper et al., 2009).

4.2 TESTES DE TOXICIDADE COM Oreochromis niloticus

Neste item apresentam-se os resultados encontrados para 0s
testes de lipoperoxidacdo, teste do microncleo, teste da metilacdo do
DNA, e teste da fragmentagdo do DNA, onde foi utilizado o peixe
Oreochromis niloticus como organismo-teste. Ap6s o periodo de
exposicao de 48h nenhum organismo testado apresentou sinais aparentes
de intoxicacdo, conforme o recomendado na bibliografia consultada
(Cavas e Ergene-Goziicara, 2003; Chen et al., 2001; Mishra e Mohanty,
2008; Wahbi et al., 2004). Entretanto, houve pouca quantidade de
sangue coletado dos peixes expostos, assim, foram feitas algumas
adaptacdes para o teste do micronicleo, ndo sendo possivel realizar
duplicatas de cada amostra, portanto, a analise estatistica deste teste ndo
foi realizada.

4.2.1 Teste do micronucleo

Os resultados deste teste estdo apresentados na Tabela 9, onde
se pode observar o nimero de micronlcleos contabilizados no controle
negativo, controle positivo, e em cada amostra de fracdo solivel de
residuo industrial. Como houve pouca quantidade de sangue coletado
dos peixes expostos, e as laminas para o teste do microndcleo foram as
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primeiras a serem preparadas apos este procedimento, optou-se por
preparar apenas duas e ndo quatro laminas de sangue para cada
organismo exposto. Assim, foi realizada a contagem de 1000 células em
cada lamina, resultando um total de 2000 células contabilizadas para
cada organismo exposto.

Para o controle negativo foram encontrados 2 microntcleos em
2000 células contabilizadas. No controle positivo, onde o peixe foi
exposto a 2,5 mg/L de dicromato de potassio foram encontrados 31
micronucleos.

Entre as fragdes solUveis de residuos da industria téxtil, todas as
amostras induziram a formagdo de micronicleos em Oreochromis
niloticus, indicando a ocorréncia de efeitos genotdxicos aos organismos.
No peixe exposto & amostra TX1 foram contabilizados 12 microntcleos.
Para a amostra TX2 foram encontrados 9 microndcleos. Para as
amostras TX3 e TX4, foram contabilizados 7 microntcleos.

Os peixes expostos as amostras de fragdo soltivel de residuos da
indUstria metal-mecénica apresentaram as menores quantidades de
micronicleos observados entre os dez organismos testados. Para a
amostra MM1 foram observados 4 micronicleos, e para as amostras
MM2 e MM3, foram encontrados 3 microndcleos.

Entre as amostras de fracdo soltvel de residuos da industria de
papel e celulose, os resultados foram mais variados, sendo que as
amostras PP1 e PP3 induziram a formacgédo de apenas 3 micronucleos nas
células observadas, enquanto que a amostra PP2 induziu a formagao de
14 microndcleos, um nimero considerado bastante alto se comparado
com o resultados do controle negativo e das outras amostras do mesmo
tipo de residuo.
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Tabela 9 — Estudo da frequéncia de micronucleos em eritrocitos de
peixes Oreochromis niloticus expostos por 48 horas a diversas
concentracdes (%) de fragdes solGveis de residuos provenientes das
indUstrias Téxtil, Metal-mecéanica e de Papel e Celulose.

N° de microntcleos

Amostra Concentracéo (%) observados
(2000 células)

Controle negativo - 2
TX1 12,5 12
Ay TX2 25 9
Ind. Téxtil T3 6.25 7
TX4 12,5 7
MM1 25 4
Ind. Metal-mecanica MM2 25 3
MM3 6,25 3
PP1 25 3
Ind. Papel e celulose PP2 25 14
PP3 25 3
Controle positivo K,Cr,05; 2,5 mg/L 31

Todos os peixes expostos as diversas concentracdes de amostras
de fragdes sollveis de residuos industriais apresentaram quantidade
maior no nimero de micronicleos quando comparados ao organismo
controle. O micronlcleo é o resultado da perda de fragmentos
cromossdmicos ou de cromossomos inteiros, podendo ser induzido por
agentes que danificam diretamente o cromossomo, produzindo quebras,
ou por agentes que afetam o fuso mitético (Maluf e Erdtmann, 2003).
Efluentes téxteis reprimem o nimero de regides organizadoras de ativos
nucleolares, reduzem a atividade transcricional de genes rRNA e inibem
a atividade especifica de nucléolos emparelhados em células de O.
niloticus (Cavas e Ergene-Gozicara, 2003). No presente estudo, as
amostras de residuos da industria téxtil foram as que induziram a maior
quantidade de micronucleos em eritrocitos de Oreochromis niloticus, o
que sugere a ocorréncia de quebras do fuso mitético e uma existéncia
prévia de alteracbes cromossdémicas (Maluf e Erdtmann, 2003), Nestas
amostras, a presenca de metais como cadmio e cromo (Tabela 1) pode
ter causado a inducdo de micronicleos, jA que estes compostos sdo
agentes genotdxicos (Cavas et al., 2005; Norman et al., 2008). O efeito
sinérgico da interacdo entre as substancias que compfem os residuos
téxteis pode ainda ter aumentado o efeito genotdxico observado. Zhu et
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al. (2004) observaram maior quantidade de micronuicleos em peixes
expostos a uma mistura com baixas concentracdes de cddmio e cromo,
guando comparada a quantidade de micronucleos observada em peixes
expostos somente ao caddmio, ou somente ao cromo, em concentragoes
dez vezes maiores.

Os residuos da industria metal-mecanica foram os que
induziram a menor quantidade de micronicleos nos peixes expostos,
apesar da presenca de metais como chumbo, cromo, niquel e zinco na
fracdo solivel das amostras analisadas (Tabela 1). Quando comparamos
0 pequeno nimero de micronlcleos contabilizados apds exposicao a este
tipo de residuo com os contabilizados apds exposicao a residuos téxteis
(que também possuem Pb, Cr e Zn em sua composicao), conclui-se que
0s poluentes podem ter sido metabolizados ou detoxificados pelos
organismos, explicando a diferenca nos resultados entre estes diferentes
individuos da mesma espécie (Al-Sabti, 1995). Ainda, nota-se a
presenga do zinco em grande quantidade nas amostras de residuos da
indUstria metal-mecénica, e estudos comprovam que em ratos, a
presenca de zinco protege o organismo dos efeitos carcinogénicos do
cadmio (Walkees, 2003). Apesar de ndo ser detectada a presenca de
cadmio nas amostras, 0 zinco pode ter atuado como um protetor diante
de efeitos de outras substancias presentes nestes residuos. Esta hipétese
também explicaria a diferenca entre o nimero de microndcleos
induzidos pelos residuos da industria téxtil, que possuem dez vezes
menos zinco em sua fracdo soldvel (Tabela 1). Assim, pode-se supor
que a interacdo entre os compostos de residuos da indistria metal-
mecénica produziram efeitos antagbnicos, amenizando o potencial
toxico das amostras.

Entre os residuos da industria de papel e celulose, a amostra
PP2 foi a que provocou a maior quantidade de micronucleos observada
entre todas as dez amostras testadas, 14 microntcleos em 2000 células
contabilizadas. Este nimero indica um aumento na troca de cromatides
irmas, e demostra o potencial mutagénico dos residuos da indlstria de
papel e celulose (Pacheco e Santos, 1999). Entretanto, as amostras PP1 e
PP3 induziram pouca formacdo de micronicleos, apenas 3 em 2000
células contabilizadas, o que pode ser explicado pela grande variedade
na composicao e toxicidade destas misturas (Pacheco e Santos, 1999).
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4.2.2 Avaliacdo da lipoperoxidacéo pela quantificagdo do MDA

Os resultados encontrados mostram que o organismo controle
negativo produziu 27,05 £ 8,32 nMoles de MDA/ mg de proteina, e para
o controle positivo foram encontrados 168,09 + 58,15 nMoles de MDA/
mg de proteina (Tabela 10). O valor encontrado para o controle positivo
é significativamente maior em relagdo ao controle negativo, de acordo
com o teste t com ajuste de Bonferroni (a < 0,05).

As amostras de industria téxtil apresentaram valores
semelhantes entre as amostras TX1 e TX2, e entre as amostras TX3 e
TXA4. A concentragdo de MDA foi aumentada em torno de 400% para as
amostras TX1 e TX2, e em 77,5 e 48,5% para as amostras TX3 e TX4
respectivamente, em relagdo ao controle negativo.

Para as fracdes sollveis de residuos inddstria metal-mecénica
0s aumentos na taxa de MDA foram de 390 e 360% para as amostras
MM1 e MM3, e a amostra MM2 teve um aumento de 600% na taxa de
MDA. Todas as amostras apresentaram um aumento na taxa de MDA
significativamente maior que a do controle.

Entre as fracdes sollveis de residuos da industria de papel e
celulose 0 aumento na taxa de MDA foi bastante variado, sendo um
aumento de 106, 66 e 5% para as amostras PP1l, PP2 e PP3,
respectivamente. O aumento da taxa néo foi significativo para nenhuma
amostra.
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Tabela 10 — Medida da taxa do MDA em peixes Oreochromis niloticus
expostos por 48 horas a diversas concentraces (%) de fragdes solUveis
de residuos provenientes das indUstrias Téxtil, Metal-mecéanica e de
Papel e Celulose. Os resultados sdo expressos em médias + desvio
padrao em nMoles de MDA/ mg de proteina.

Amostra Diluigdo \ MTSAX\?rSS cl;g%:\otel’na
Controle negativo - 27,05 £ 8,32
TX1 12,50% 132,360+ 27,55*
.. X2 25% 140,28 +114 *
Ind. Téxtil
TX3 6,25% 48,01+ 0,52
X4 12,50% 40,17+ 2,06
MM1  25% 1335+19,5*
Ind. Metal-mecanica MM2  25% 190,02 £ 12,62 *
MM3  6,25% 125,34 + 3,04 *
PP1 25% 55,77 + 6,25
Ind. Papel e celulose  PP2 25% 44,93+ 4.5
PP3 25% 28,56+ 1,97
Controle positivo K,Cr,O; 2,5 mg/L 168,09 + 58,15 *

Nota: (*) a < 0.05

Os resultados do presente estudo evidenciam que lixiviados de
residuos solidos industriais induzem aumento das taxas de MDA nos
eritrocitos de Oreochromis niloticus. Os aumentos nas taxas de MDA
observados no presente trabalho, apds a exposicdo dos peixes a fracdo
soltvel de residuos da industria téxtil, podem estar relacionados com
processos oxidativos nas membranas celulares. Uz-Zaman et al. (2008),
relacionaram o aumento nas taxas de MDA com uma pequena redugdo
em taxas de colesterol dos peixes expostos a efluentes téxteis, e afirmam
que a exposicdo ao efluente provocou uma sensibilizacdo nas
membranas plasmaticas (compostas por colesterol e acidos graxos),
devido ao rompimento fisico-quimico e fisioldgico da homeostase.
Portanto, as diferencas significativas observadas em relagdo ao controle
apoés exposicdo dos organismos as amostras TX1 e TX2 podem ser
associadas a oxidacdo do colesterol, o que poderia ter afetado a
integridade das membranas celulares dos peixes.
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Residuos industriais possuem em sua constituicdo varios tipos
de metais (Tabela 1), e diversos estudos indicam os efeitos dos metais
na lipoperoxidagdo em 6rgéos e eritrdcitos de peixes (Oakes e Van der
Kraak 2003; Avci et al. 2005; Gopal et al. 2009; Osman et al. 2009;
Garcia-Medina et al. 2010). Garcia-Medina et al. (2010), sugerem que
0s aumentos na taxa de MDA em plasma de Cyprinus carpio estdo
relacionados com a exposicdo ao aluminio. A presenca deste metal nio
foi investigada em residuos da industria téxtil e de papel e celulose, e
ndo foi detectada em residuos da inddstria metal-mecénica. Entretanto,
de acordo com Rosa et al. (2007) este metal esta presente em grandes
guantidades nos residuos da industria téxtil, portanto, pode-se relacionar
0S aumentos nas taxas de MDA destas amostras com a presenga do
aluminio.

Osman et al. (2009), observaram aumentos em torno de 50%
dos niveis de MDA em figado, rins, mdsculo e branquias de
Oreochromis niloticus expostos ao cAdmio. Este metal est& presente nas
fracdes sollveis de residuos da indUstria téxtil e de papel e celulose, em
quantidades muito semelhantes (Tabela 1). Portanto, pode-se relacionar
os resultados observados principalmente das amostras TX3, TX4, PPl e
PP2 (que induziram a aumentos similares nas taxas de MDA de O.
niloticus) com a presenga do cadmio.

Gopal et al. (2009), observaram aumentos nas taxas de MDA
em branquias, rins, musculo e figado de Cirrhinus mrigala expostos ao
niquel. O niquel é o componente principal das fragBes sollveis de
residuos da indistria metal-mecénica (Tabela 1), e a presenca deste
metal poderia explicar os aumentos nas taxas de MDA observados
nestas amostras.

O cromo é um dos principais constituintes de residuos da
indastria téxtil e metal-mecanica (Tabela 1). Comparando-se 0s
aumentos nas taxas de MDA induzidos pelas amostras TX1, TX2,
MM1, MM2 e MM3 com o aumento da taxa de MDA observada no
controle positivo, pode-se supor que a presenca do cromo nestas
amostras pode ter contribuido para os resultados observados.

Além dos metais, outros contaminantes podem ser 0s
responsaveis por aumentos nas taxas de MDA em peixes. Avci et al.
(2005), relacionaram a oxidacdo dos tecidos musculares de Silurus
glanis coletados em um rio que recebe efluentes de uma industria de
refinaria de petréleo, com a presenca de compostos como nitrogénio
amoniacal, 6leo e graxas, enxofre e fenol no efluente, e afirmam que
estes compostos foram os responsaveis por danificar o sistema
antioxidante. Oleos e graxas, e fenol estdo presentes também na porcao
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de peso seco dos residuos industriais estudados no presente trabalho
(Tabela 1), e mesmo que a presenca destas substancias ndo tenha sido
investigada na fracdo sollvel, ndo se pode descartar sua possivel
presenca nas amostras. Assim, estes compostos poderiam ter causado
alteracBes no sistema antioxidante dos peixes Oreochromis niloticus,
explicando os aumentos na taxa de MDA observados.

Os peixes expostos a fragdo soltvel de residuos da industria de
papel e celulose ndo apresentaram aumentos significativos nas taxas de
MDA. Oakes e Van der Kraak (2003), observaram aumentos de 51,3 e
39,7% nas taxas de MDA em figado de fémeas e machos de Catostomus
commersoni coletados em rios que recebem efluentes de industria de
papel e celulose, e estes aumentos também ndao foram considerados
significativos. No entanto, 0s pesquisadores observaram que peixes
expostos a estes efluentes apresentavam maiores quantidades de ferro
livre, e isto foi relacionado a inducdo do estresse oxidativo. Em outro
estudo, Oakes et al. (2003), observaram aumentos na taxa de
lipoperoxidacdo em figado e gOnadas de Catostomus commersoni
coletados nas mesmas areas estudadas por Oakes e Van der Kraak
(2003). Ainda que os pesquisadores ndo tenham conseguido relacionar
estes aumentos com alteragdes na reproducdo dos peixes, o fato destes
aumentos terem sido de observados em tecidos de 6rgdos reprodutivos
alerta para o perigo de uma contaminagdo por residuos da inddstria de
papel e celulose no ecossistema aquatico.

Os aumentos nas taxas de MDA dos eritrdcitos encontrados
neste trabalho indicam que pode ter ocorrido uma perturbacdo nas
membranas lipidicas das tilapias expostas as fragcdes sollveis de
residuos industriais, em decorréncia dos metais e de outros
contaminantes presentes nas fracdes solUveis destes residuos industriais.

4.2.3 Avaliacdo da metilacéo biolégica do DNA pela quantificacéo
da m°dC

O estudo da quantificacdo da 5-metilcitosina em eritrocitos de
peixes expostos a fracdo sollvel de residuos de industria téxtil indica o
aumento significativo da m°dC induzido por todas as amostras (Figura
20). Comparando-se ao controle, as amostras TX1, TX2 e TX3
induziram um aumento em torno de 300% nas taxas de m’dC,
passando do valor de 3,82% no controle para valores de 15,49, 14,01 e
15,84%, respectivamente. J& a amostra TX4 induziu um aumento de
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7252,93% comparado ao controle, com um valor de 30,91% na taxa de
m>dC.
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Fragdo soltvel de residuos da indUstria téxtil

Figura 20 — Taxa da DNA-metilase (m°dC/ (m°dC + dC) * 100), medida por
HPLC, em amostras de eritrocitos de peixes Oreochromis niloticus expostos a
fracdo solivel de residuos da indistria téxtil, ao controle positivo com
dicromato de potéssio (2,5 mg/L) e na auséncia de contaminantes (controle
negativo). Os valores representam a média entre cada réplica + desvio padrdo
(n=2). Nota: (*) o < 0,05.

Entre os peixes expostos as fragdes sollveis de residuos de
inddstria metal-mecénica, houve um aumento significativo induzido
pela amostra MM3, onde a taxa de m°dC aumentou de 3,82% no
controle, para 10,64%, o que corresponde a um aumento de 183,24%
quando comparado com o controle. Nos eritrécitos do organismo
exposto a amostra MM2 o aumento foi de 59,63%, comparado ao
controle. A taxa de m°dC aumentou de 3,82% no controle, para 6,0%. A
amostra MM1 foi a Gnica que induziu queda no valor da m>dC, 73,21%
comparado ao controle, j& que o valor da taxa de m°dC observada foi de
1,01% (Figura 21).
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Figura 21 — Taxa da DNA-metilase (m°dC/ (m°dC + dC) * 100), medida por
HPLC, em amostras de eritrocitos de peixes Oreochromis niloticus expostos a
fracdo soltvel de residuos da indUstria metal-mecénica,, ao controle positivo
com dicromato de potassio (2,5 mg/L) e na auséncia de contaminantes (controle
negativo). Os valores representam a média entre cada réplica + desvio padrdo
(n=2). Nota: (*) o < 0,05.

Entre os peixes expostos as fragdes sollveis de residuos da
industria de papel e celulose ocorreu um aumento da taxa de m>dC de
288,49 e de 272,63% nos organismos expostos as amostras PP1 e PP3,
respectivamente. As taxas de m°dC em eritrécitos de O. niloticus
expostos a estas amostras aumentaram de 3,82% no controle para 14,59
e 14,00%, respectivamente. No organismo exposto a amostra PP2 o
aumento foi significativo, 471,52% comparado ao controle. O valor da
taxa de m°dC encontrado em eritrécitos do organismo exposto a esta
amostra foi de 21,47% (Figura 22).
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Figura 22 — Taxa da DNA-metilase (m°dC/ (m°dC + dC) * 100), medida por
HPLC, em amostras de eritrocitos de peixes Oreochromis niloticus expostos a
fracdo sollvel de residuos da industria de papel e celulose, ao controle positivo
com dicromato de potassio (2,5 mg/L) e na auséncia de contaminantes (controle
negativo). Os valores representam a média entre cada réplica + desvio padrdo
(n=2). Nota: (*) o < 0,05.

Este estudo demonstra que a metilacdo do DNA no sangue de
peixes Oreochromis niloticus € alterada pela exposi¢do aos lixiviados de
residuos industriais. Houve hipermetilacdo significativa do DNA em
eritrocitos de seis peixes expostos as fragBes sollveis de residuos
industriais (amostras TX1, TX2, TX3, TX4, MM3 e PP2). A
hipermetilacdo esta relacionada a exposicdo a metais como o cadmio e o
arsénico (Li et al., 2009; Zhang et al., 2009). O cadmio é classificado
como carcinogénico pelo National Institute for Environmental Health
Sciences, e pode induzir efeitos genotxicos e epigenéticos em nivel
molecular (Sabo-Attwood et al., 2006; Walkees, 2003). O arsénico é um
poderoso agente carcinogénico que pode ser liberado para 0 meio
ambiente durante diversos processos industriais (Sabo-Attwood et al.,
2006). No presente trabalho, podem-se relacionar os efeitos de
hipermetilacdo do DNA com o cadmio e o arsénico constituintes das
fracBes sollveis de residuos da industria téxtil e de papel e celulose
(Tabela 1). Ainda, pode-se relacionar os resultados encontrados apds a
exposicdo as amostras da indUstria téxtil (TX1, TX2 e TX3) e metal-
mecénica (amostra MM3), com os resultados encontrados para o
controle positivo (dicromato de potassio). Os aumentos na taxas de
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m°dC induzidos por estas amostras e pelo dicromato de potassio foram
muito semelhantes, assim, sugere-se que 0 cromo possa ter causado o
efeito observado. O cromo estd presente na fragdo soltvel de residuos
gerados nestas industrias (Tabela 1), e isto pode explicar os aumentos
nas taxas de m°dC observados.

Houve apenas um caso onde a fracdo sollvel de residuo
industrial induziu hipometilagdo do DNA no organismo exposto
(amostra MM, residuo da industria metal-mecénica). O valor de
decréscimo na metilacgdo do DNA em eritrdcitos de O. niloticus
encontrado (70% comparado ao controle) assemelha-se ao maior valor
de decréscimo de metilagdo encontrado por Wang et al. (2009). Os
pesquisadores observaram queda em torno de 30 a 60% na metilagdo em
figado de peixes Sebastiscus marmoratus quando expostos a diversas
concentragBes de tributyltin (TBT), uma substancia que pode estar
presente em &guas residuais urbanas e industriais, lodos de esgotos, e
lixiviados de aterros sanitarios. De acordo com Wilson et al. (2007), a
hipometilacdo, desencadeada por substdncias quimicas, pode
predeterminar a iniciagdo de um tumor. Deste modo, é importante
ressaltar o resultado encontrado apds a exposi¢do a amostra MM1, pois
evidencia a influéncia da amostra na metilacdo biolégica do DNA e no
sistema de regulac&o. Mesmo que o valor da queda na taxa de m°dC no
tenha sido significativa, o potencial para inducdo de tumores provocados
pela exposicao a esta amostra deve ser considerado.

Semelhante & amostra MM1, as amostras MM2, PP1 e PP3 ndo
induziram alteraces significativas na metilagdo de O. niloticus. Aluru et
al. (2010), observaram aumentos em torno de 20 e 30% na metilagdo em
figado de peixes Fundulus heteroclitus que vivem em uma &rea
contaminada com PCBs, compostos muito utilizados em aplicacdes
industriais, mas estes aumentos também ndo foram considerados
significativos. Os pesquisadores relacionam estes resultados com a
resisténcia a substancias quimicas adquirida de forma hereditaria pelos
peixes que habitavam a area, mas afirmam que os mecanismos que
proporcionam a transmissdo desta resisténcia ainda ndo estdo
completamente esclarecidos. Em um estudo utilizando Daphnia magna,
Vandegehuchte et al. (2009a), observaram que, apesar da exposi¢do ao
zinco, ndo houve metilacdo significativa nos organismos da geracao FO.
Entretanto, notou-se que na geracdo F1 seguinte, os organismos
apresentaram uma hipometilagdo significativa quando comparada com a
FO; e a geracdo F2 apresentou uma hipermetilagdo significativa
comparada com a FO. No presente trabalho, o zinco é o principal
componente das fracdes sollveis de residuos da industria metal-



114

mecénica (Tabela 1), e, portanto, mesmo ndo sendo observadas
alteracGes significativas na metilacdo do DNA, permanece o alerta para
os efeitos que podem ocorrer nas geracBes futuras dos organismos
atingidos por este tipo de residuo.

Os resultados deste estudo demostram que os residuos
industriais podem alterar a metilacdo biolégica do DNA e interferir no
sistema de regulacéo, podendo iniciar um processo carcinogénico.

4.3 MODELO WTox

A utilizacdo do modelo WTox, como um método seguro e
confidvel de analise de risco ambiental, s6 foi possivel apds a realizagdo
de duas etapas essenciais: a calibracdo e a validagdo do método. Na fase
inicial de concepcdo do modelo, Matias (2002) sugeriu limites para cada
pardmetro toxicoldgico selecionado, conforme dados coletados em
diversos estudos do autor e também na bibliografia disponivel. Como o
método nunca havia sido utilizado para amostras de residuos industriais,
foi preciso realizar uma calibracdo nos parametros, ou seja, ajustar os
limites de cada parametro toxicolégico, baseando-se nos resultados
encontrados em um estudo de caso com diversos testes de toxicidade, e
também em referéncias bibliograficas especificas. Apés esta etapa, foi
necessario validar o método, comparando-se os resultados encontrados
no presente estudo com metodologias ja validadas. Assim, cada uma
destas etapas é descrita nos tépicos a seguir.

4.3.1 Calibracao do Modelo WTox

Para realizar a calibracdo do Modelo WTox, utilizou-se como
base o intervalo de taxas proposto por Matias (2002) na fase de
concepcdo do Modelo WTox. Em seguida, foi realizado um ajuste neste
intervalo de taxas para cada parametro toxicologico, observando-se 0s
resultados encontrados nos testes realizados com amostras de residuos
industriais, e observando-se resultados semelhantes encontrados na
bibliografia.

Para os parametros de toxicidade aguda, toxicidade cronica
(reproducéo), metilacdo do DNA — hipermetilacdo (m°dC +) e n(imero
de micronucleos, ndo houve necessidade de realizar ajustes no intervalo
de taxas propostas na concepcdo inicial do Modelo WTox. Os limites
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iniciais (Quadro 2) corresponderam ao nivel de toxicidade encontrado
nos resultados de cada teste de toxicidade realizado. Mesmo assim,
referéncias mais atuais foram coletadas e avaliadas, para assegurar 0
ajuste nos parametros toxicoldgicos (Apéndice Al).

Para os parametros lipoperoxidacdo (MDA) e metilacdo do
DNA — hipometilacdo (m°dC -) foi preciso realizar ajustes nos limites
dos intervalos de taxas propostos na concep¢do do Modelo. Para a
lipoperoxidacdo, foram considerados os aumentos nas amostras de
residuos da industria de papel e celulose e um estudo de Avci et al.
(2005). Para os residuos da industria de papel e celulose, aumentos de
106, 66 e 5% em relacdo ao controle negativo ndo foram considerados
significativos, entretanto, no estudo de Avci et al. (2005), aumentos em
torno de 115% nas taxas de MDA foram considerados significativos
quando peixes Silurus glanis foram expostos a efluentes de uma
indastria de refinaria de petrdleo. Assim, definiu-se que apenas
aumentos maiores que 120% seriam considerados de nivel de toxicidade
“A”. Nos resultados encontrados para o parametro da metilacdo do
DNA, observou-se que houve uma queda em relagdo ao controle
negativo, e isto ndo havia sido considerado na concepgéo inicial do
modelo. Assim, foi observado o resultado da amostra MM1, que
apresentou queda de 73,21% na taxa de m°dC, e também considerou-se
um estudo realizado por Wang et al. (2009). Estes pesquisadores
observaram queda em torno de 30 a 60% na metilacdo em figado de
peixes Sebastiscus marmoratus quando expostos a diversas
concentracBes de tributyltin (TBT) uma substancia presente em aguas
residuais urbanas e industriais, lodos de esgotos, e lixiviados de aterros
sanitarios. Desta forma, definiu-se que uma queda entre 80 e 100% na
taxa de m°dC em relagdo ao controle teria nivel “A” de toxicidade.
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Parametros Toxicoldgicos

CEso | Repr. Repr. m°’dC | m°dC | MDA

Nivel o (+ %) (- %) (+%) (-%) (%)

>
A
&

>100 |80-100| >100 |[80-100| >120 >20

5-10 |60-100| 50-80 [ 70—-100| 50-80 [90—-120| 10—-20

B
C |10-30| 30-60 | 20—-50 | 30-70 | 20—50 | 60—-90 | 5—-10
D |30-60| 10-30 | 10-20 | 10—-30 | 10—-20 | 30-60 | 2-5

E |60-100| 0-10 0-10 0-10 0-10 | 0-30 0-2

Quadro 7 — Calibracdo do modelo WTox - Intervalo das taxas dos pardmetros
toxicol6gicos.

4.3.2 Validagdo do Modelo WTox

Para obter a validacdo do Modelo WTox foi necessario,
primeiramente, analisar 0s resultados dos testes toxicoldgicos
empregados no presente trabalho realizando-se a avaliacdo de risco
ambiental conforme o Modelo WTox. A avaliagdo de risco foi realizada
com o0 auxilio do software WTox, para cada um dos seis testes de
toxicidade utilizados neste estudo, e também a interagdo entre um
conjunto de trés testes, conforme sugerido pela metodologia do modelo.

Em seguida, foi indispensavel fazer a comparacdo desta
avaliacdo com resultados encontrados em outros modelos validos. Para
que fosse possivel comparar metodologias, procurou-se utilizar modelos
com estruturas semelhantes ao do Modelo WTox.

4.3.2.1 Aplicacdo da avaliacdo de risco com cada um dos seis
parametros toxicoldgicos propostos pelo Modelo WTox

Conforme a metodologia de avaliacdo de risco proposta pelo
Modelo WTox, e com o auxilio do software WTox, obteve-se o risco
ambiental da amostra utilizando-se cada um dos seis parametros
toxicologicos empregados. Aplicou-se os valores encontrados em cada
teste de toxicidade e definiu-se a gravidade (Quadro 3) para cada
parametro. Através do software, as etapas de verificacdo de nivel de
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toxicidade (Quadro 1) e de classificacdo de risco através da utilizacdo da
matriz de risco (Figura 2) se procedem de uma forma automatica, ou
seja, ndo é necessaria a consulta a tabela e nem a matriz para classificar-
se 0 risco. Seguindo-se estes mesmos passos obteve-se o risco ambiental
para cada um dos parametros analisados em todas as amostras de
residuos industriais.

As fragdes sollveis de amostras da industria téxtil (TX1, TX2
TX3 e TX4) apresentaram, de forma geral, Risco Significativo ou
Critico a0 meio ambiente (Tabelas 11, 12, 13 e 14).

Tabela 11 — Analise de risco ambiental através do Modelo WTox, de
acordo com os resultados observados na amostra TX1 (fragdo soltvel
de residuo da industria téxtil).

Variavel Toxicoldgica  Organismo Valor Nivel de Toxic. Gravidade Risco

Teste Agudo (CEso zomin %) V. fischeri 100 E \Y4 Marginal

Teste Agudo (CEsg s %) D.magna 70,71 E v Signif.
Teste Cronico (Reprodugdo %) D.magna 19,82 D 1 Critico
Lipoperoxidacdo (MDA %)  O. niloticus 389,32 A 1l Critico
Metilagdo do DNA (m*dC %)  O. niloticus 312,24 A ] Critico
Microndcleo (n° de Mn.) O. niloticus 12 C 1l Critico

Tabela 12 — Andlise de risco ambiental através do Modelo WTox, de
acordo com os resultados observados na amostra TX2 (fracéo soltvel
de residuo da industria téxtil).

Variavel Toxicoldgica Organismo  Valor Nivel de Toxic. Gravidade Risco

Teste Agudo (CEsgzomin %) V. fischeri 43,77 D | Marginal
Teste Agudo (CEso sn %) D. magna 100.0 E v Signif.
Teste Cronico (Reprodugdo %)  D. magna 37,4 C I} Critico
Lipoperoxidacdo (MDA %)  O. niloticus 418,59 A 1l Critico
Metilagdo do DNA (m*dC %)  O. niloticus 272,97 A 1l Critico
Microndcleo (n® de Mn.) O. niloticus 9 C 1l Critico
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Tabela 13 — Andlise de risco ambiental através do Modelo WTox, de
acordo com os resultados observados na amostra TX3 (fracao soltvel
de residuo da industria téxtil).

Varivel Toxicolégica Organismo Valor Nivel de Toxic. Gravidade Risco
Teste Agudo (CEso zomin %) V. fischeri 12,08 C | Critico
Teste Agudo (CEssh %) D. magna 11,26 C | Critico
Teste Cronico (Reprodugéo %) D. magna 32,5 C 1 Critico
Lipoperoxidagio (MDA %) 0. niloticus 77,49 C 1 Critico
Metilagdo do DNA (m°dC %) 0. niloticus 321,74 A 1 Critico
Micronucleo (n° de Mn.) 0. niloticus 7 C 1 Critico

Tabela 14 — Analise de risco ambiental através do Modelo WTox, de
acordo com os resultados observados na amostra TX4 (fragéo soltvel
de residuo da industria téxtil).

Variavel Toxicolégica Organismo Valor Nivel de Toxic. Gravidade Risco
Teste Agudo (CEsozomin %) V. fischeri 17,99 C | Critico
Teste Agudo (CEsg s %) D. magna 48,29 D | Signif.
Teste Cronico (Reprodugéo %) D. magna 14,42 D 1 Signif.
Lipoperoxidagdo (MDA %) O. niloticus 48,5 D 1 Signif.
Metilagio do DNA (m°dC %) O. niloticus 722,93 A 1l Critico
Microntcleo (n° de Mn.) O. niloticus 7 C 1 Critico

Para as amostras MM1, MM2 e MM3 (fracBes sollveis de
residuo da indistria metal-mecéanica) o risco ambiental definido pelo
WTox varia entre Marginal, Significativo e Critico (Tabelas 15, 16 e
17).
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Tabela 15 — Analise de risco ambiental através do Modelo WTox, de
acordo com os resultados observados na amostra MM1 (fragéo soltvel
de residuo da indUstria metal-mecanica).

Varivel Toxicolégica Organismo Valor Nivel de Toxic. Gravidade Risco
Teste Agudo (CEsgzomin %) V. fischeri 73,86 E v Marginal
Teste Agudo (CEsg sh %) D. magna 84,86 E v Marginal
Teste Cronico (Reprodugdo %) D. magna 5,85 E 1 Marginal
Lipoperoxidag&o (MDA %) 0. niloticus 393,53 A 1 Critico
Metilagdo do DNA (m°dC %) 0. niloticus -73,21 B 1 Critico
Micronucleo (n° de Mn.) O. niloticus 4 D 1 Signif.

Tabela 16 — Analise de risco ambiental através do Modelo WTox, de
acordo com os resultados observados na amostra MM2 (fragéo soltvel
de residuo da industria metal-mecanica).

Variavel Toxicolégica Organismo Valor Nivel de Toxic. Gravidade Risco
Teste Agudo (CEsoaomin %) V. fischeri 48,73 D | Signif.
Teste Agudo (CEsg sh %) D. magna 70,71 E v Marginal
Teste Cronico (Reprodugéo %) D. magna 31,10 C 1 Critico
Lipoperoxidagéo (MDA %) O. niloticus 602,48 A 1l Critico
Metilagio do DNA (m°dC %) O. niloticus 59,63 C 1 Critico
Microntcleo (n° de Mn.) O. niloticus 3 D 1 Signif.

Tabela 17 — Andlise de risco ambiental através do Modelo WTox, de
acordo com os resultados observados na amostra MM3 (fracéo soltvel
de residuo da industria metal-mecanica).

Varidvel Toxicolégica Organismo Valor Nivel de Toxic. Gravidade Risco
Teste Agudo (CEsozomin %) V. fischeri 17,47 C | Critico
Teste Agudo (CEsgsh %) D. magna 2,21 A | Critico
Teste Cronico (Reprodugéo %) D. magna 25,75 D 1 Signif.
Lipoperoxidacéo (MDA %) O. niloticus 363,36 A 1l Critico
Metilagio do DNA (m°dC %) 0. niloticus 183,24 A 1 Critico
Micronucleo (n° de Mn.) O. niloticus 3 B 1 Signif.
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Para as amostras PP1, PP2 e PP3 (fracbes sollveis de residuo
da industria de papel e celulose) o risco ambiental definido pelo WTox
também varia entre Marginal, Significativo e Critico (Tabelas 18, 19 e
20).

Tabela 18 — Analise de risco ambiental através do Modelo WTox, de
acordo com os resultados observados na amostra PP1 (frag&o soltvel de
residuo da industria de papel e celulose).

Varidvel Toxicolégica Organismo Valor Nivel de Toxic. Gravidade Risco
Teste Agudo (CEso,somin %) V. fischeri 91,93 E v Marginal
Teste Agudo (CEso sh %) D. magna 100,0 E v Marginal
Teste Cronico (Reprodugéo %) D. magna 70,0 B 1 Critico
Lipoperoxidagéo (MDA %) 0. niloticus 106,17 B I} Critico
Metilagio do DNA (m°dC %) O. niloticus 288,49 A 1 Critico
Microndcleo (n°de Mn.) O. niloticus 3 D 1l Signif.

Tabela 19 — Andlise de risco ambiental através do Modelo WTox, de
acordo com os resultados observados na amostra PP2 (fracdo solavel de
residuo da induUstria de papel e celulose).

Varidvel Toxicolégica Organismo Valor Nivel de Toxic. Gravidade Risco
Teste Agudo (CEsozomin %) V. fischeri 19,0 C | Critico
Teste Agudo (CEso sh %) D. magna 100,0 E v Marginal
Teste Cronico (Reprodugéo %) D. magna 35,61 C 1 Critico
Lipoperoxidagédo (MDA %) O. niloticus 66,10 C 1 Critico
Metilagio do DNA (m°dC %) O. niloticus 471,52 A 1 Critico
Microntcleo (n° de Mn.) O. niloticus 14 B 1 Critico
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Tabela 20 — Analise de risco ambiental através do Modelo WTox, de
acordo com os resultados observados na amostra PP3 (fragdo soltvel de
residuo da industria de papel e celulose).

Varivel Toxicolégica Organismo Valor Nivel de Toxic. Gravidade Risco
Teste Agudo (CEsgzomin %) V. fischeri 18,61 C | Critico
Teste Agudo (CEsg sh %) D. magna 51,76 D | Signif.
Teste Cronico (Reprodugdo %) D. magna -40,33 C 1 Critico
Lipoperoxidacdo (MDA %) O. niloticus 5,58 E 1 Marginal
Metilagdo do DNA (m°dC %) 0. niloticus 272,63 A 1 Critico
Micronucleo (n° de Mn.) O. niloticus 3 D 1 Signif.

As avaliacBes de risco dos residuos analisados indicam que,
para pelo menos um dos pardmetros toxicoldgicos, todas as amostras
apresentaram Risco Ambiental Toxicolégico Critico. Dentre as 60
avaliacOes realizadas, 37 resultaram em Risco Critico. O Risco Critico
engloba consequéncias como a morte celular ou do organismo, o que
pode influenciar o equilibrio da cadeia tréfica. Ainda, o Risco Critico
esta associado a efeitos que ndo causam morte celular ou do organismo,
mas que podem influenciar o sistema reprodutivo do organismo, ou
também, alterar processos em nivel genético.

4.3.2.2 Aplicacdo da avaliagdo de risco com um conjunto de trés
parametros toxicoldgicos.

De acordo com a metodologia proposta pelo Modelo WTox,
realiza-se a analise de risco ambiental com trés testes de toxicidade. A
utilizacdo de um conjunto de trés testes, deve incluir um teste para
verificar efeito agudo (Daphnia magna ou Vibrio fischeri), um teste para
verificar efeito crénico (Daphnia magna), e um teste para verificar
efeitos especificos ao organismo (Lipoperoxidacdo, Inducdo de
Micronicleos e Metilacdo do DNA).

Utilizando-se uma bateria de trés testes de toxicidade tém-se
seis possiveis combinacfes de testes para obter uma avaliacdo de risco
toxicologico. As possiveis combinacdes de testes estdo demonstradas no
Quadro 8:
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Combinagao de testes toxicoldgicos

Combinacio I;Eesitt?) Teste Efeito | Teste Efeito Especifico em
¢ Cronico Oreochromis niloticus
Agudo
D-D-Lpo Daphnia Daphnia Lipoperoxidacdo
magna magna
Daphnia Daphnia x . ,
D-D-Mn Indugdo de Microntcleos
magna magna
D-D- Daphnia Daphnia .
MetDNA magna magna Metilagao do DNA
Vibrio Daphnia . S
V-D-Lpo fischeri magna Lipoperoxidagdo
V-D-Mn \./'bno. Daphnia Inducéo de Micronucleos
fischeri magna
V-D- Vibrio Daphnia S
MetDNA fischeri magna Metilagdo do DNA

Quadro 8 — Combinacéo de testes toxicoldgicos sugerido pelo método WTox.

Seguindo a sequéncia da combinacdo de testes do Quadro 10, é
possivel encontrar o risco ambiental de cada amostra de residuo
industrial. Os resultados encontrados em cada combinagdo de testes
estdo descritos a seguir, conforme o tipo de industria.

4.3.2.3.1 Fracao Solavel de Residuos da Industria Téxtil

Para a amostra TX1, todas as possiveis combinac@es de 3 testes
classificariam a amostra como de Risco Significativo, ou seja, é capaz
de provocar alteragdes fisiologicas irreversiveis sem morte celular ou do
organismo, porém induzindo patologias crénicas que poderdo
influenciar no sistema reprodutivo, na integridade da célula ou do DNA
(Tabela 21).
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Tabela 21 — Combinacéo de testes para Avaliacdo de Risco Ambiental
da amostra TX1 (fracéo soltvel de residuo da indUstria téxtil) através
do Modelo WTox.

Combinagdo de testes Risco Ambiental Final
D-D-Lpo Significativo
D-D-Mn Significativo

D-D-MetDNA Significativo
V-D-Lpo Significativo
V-D-Mn Significativo

V-D-MetDNA Significativo

Para as amostras TX2 e TX3 todas as combinacdes de testes
resultam na classificacéo Risco Critico (Tabelas 22 e 23).

Tabela 22 — Combinacéo de testes para Avaliacdo de Risco Ambiental
da amostra TX2 (fracéo soltvel de residuo da industria téxtil) através
do Modelo WTox.

Combinacéo de testes Risco Ambiental Final
D-D-Lpo Critico
D-D-Mn Critico

D-D-MetDNA Critico
V-D-Lpo Critico
V-D-Mn Critico

V-D-MetDNA Critico

Tabela 23 — Combinagéo de testes para Avaliacdo de Risco Ambiental
da amostra TX3 (fracéo soltvel de residuo da indUstria téxtil) através
do Modelo WTox.

Combinacdo de testes Risco Ambiental Final
D-D-Lpo Critico
D-D-Mn Critico

D-D-MetDNA Critico
V-D-Lpo Critico
V-D-Mn Critico

V-D-MetDNA Critico
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No caso da amostra TX4 apenas uma combinacgéo de testes ndao
classificaria o residuo como Critico (Tabela 24). A sequéncia de testes,
Daphnia agudo — Daphnia cronico — Lipoperoxidag&o, resultaria em uma
classificacéo de Risco Significativo.

Tabela 24 — Combinagéo de testes para Avaliacdo de Risco Ambiental
da amostra TX4 (fracdo soltvel de residuo da indistria téxtil) através
do Modelo WTox.

Combinacdo de testes Risco Ambiental Final
D-D-Lpo Significativo
D-D-Mn Critico

D-D-MetDNA Critico
V-D-Lpo Critico
V-D-Mn Critico

V-D-MetDNA Critico

4.3.2.3.2 Fracgao Soluvel de Residuos da IndUstria Metal-mecanica

Para a amostra MM1, quatro combinag@es resultaram em Risco
Significativo, e duas combinagfes resultaram em Risco Reduzido
(Tabela 25).

Tabela 25 — Combinagéo de testes para Avalia¢do de Risco Ambiental
da amostra MM1 (fracg&o solGvel de residuo da industria metal-
mecanica) através do Modelo WTox.

Combinacéo de testes Risco Ambiental Final
D-D-Lpo Significativo
D-D-Mn Reduzido

D-D-MetDNA Significativo
V-D-Lpo Significativo
V-D-Mn Reduzido

V-D-MetDNA Significativo
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Para a amostra MM2 apenas um tipo de combinacdo de trés
testes ndo resultaria na classificacdo Risco Critico. Ainda assim, a
combinacdo de testes Daphnia agudo— Daphnia cronico — Micronicleo
resultaria na classificacdo de Risco Significativo, o que ja alertaria para
possiveis efeitos toxicos a nivel global e especifico desta amostra
(Tabela 26).

Tabela 26 — Combinacéo de testes para Avaliacdo de Risco Ambiental
da amostra MM2 (fracéo solGvel de residuo da industria metal-
mecanica) através do Modelo WTox.

Combinagdo de testes Risco Ambiental Final
D-D-Lpo Critico
D-D-Mn Significativo

D-D-MetDNA Critico
V-D-Lpo Critico
V-D-Mn Critico

V-D-MetDNA Critico

Para a amostra MM3, todas as combinagBGes de trés testes
resultariam em Risco Critico (Tabela 27).

Tabela 27 — Combinagéo de testes para Avaliacdo de Risco Ambiental
da amostra MM3 (frac&o solGvel de residuo da industria metal-
mecanica) através do Modelo WTox.

Combinacdo de testes Risco Ambiental Final
D-D-Lpo Critico
D-D-Mn Critico

D-D-MetDNA Critico
V-D-Lpo Critico
V-D-Mn Critico

V-D-MetDNA Critico
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4.3.2.3.3 Fragao Soluvel de Residuos da IndUstria de Papel e Celulose

Para a amostra PP1, as combinac@es de testes que empregavam
0 teste do micronicleo classificaram a amostra como de Risco
Significativo (Tabela 28). Todas as outras combinagdes resultaram em
Risco Critico.

Tabela 28 — Combinagéo de testes para Avaliacdo de Risco Ambiental
da amostra PP1 (fracédo solUvel de residuo da industria de papel e
celulose) através do Modelo WTox.

Combinacdo de testes Risco Ambiental Final
D-D-Lpo Critico
D-D-Mn Significativo

D-D-MetDNA Critico
V-D-Lpo Critico
V-D-Mn Significativo

V-D-MetDNA Critico

Para a amostra PP2, todas as combinagcdes de trés testes
resultariam na classificacdo de Risco Critico (Tabela 29).

Tabela 29 — Combinagéo de testes para Avaliacdo de Risco Ambiental
da amostra PP2 (fragéo solGvel de residuo da industria de papel e
celulose) através do Modelo WTox.

Combinacéo de testes Risco Ambiental Final
D-D-Lpo Critico
D-D-Mn Critico

D-D-MetDNA Critico
V-D-Lpo Critico
V-D-Mn Critico

V/-D-MetDNA Critico

No caso da amostra PP3, o teste da Lipoperoxidacdo foi o
responsavel por definir um Risco Significativo (Tabela 30). Neste caso a
lipoperoxidacdo praticamente ndo foi influenciada pela amostra, mas
houveram alteracdes significativas em nivel global, na mortalidade
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(teste agudo com Daphnia magna e Vibrio fischeri) e na reproducéo
(teste crdnico com Daphnia magna).

Tabela 30 — Combinacéo de testes para Avaliacdo de Risco Ambiental
da amostra PP3 (fracé&o soltvel de residuo da industria de papel e
celulose) através do Modelo WTox.

Combinacdo de testes Risco Ambiental Final
D-D-Lpo Significativo
D-D-Mn Critico

D-D-MetDNA Critico
V-D-Lpo Significativo
V-D-Mn Critico

V-D-MetDNA Critico

Fenske et al. (2006) afirmam que uma combinagdo de vérios
testes, utilizando organismos de diferentes niveis de complexidade,
proporcionam resultados confiaveis para a avaliagdo da toxicidade em
diversas partes do ecossistema. Da mesma forma, Pandard et al. (2006)
afirmam que uma bateria de testes com organismos de diferentes niveis
tréficos € mais adequada para estimar a ecotoxicidade de residuos
industriais e urbanos. Zurita et al. (2007) realizaram uma bateria de
testes toxicoldgicos in vivo (D. magna, V. fischeri e C. vulgaris) e in
vitro (dois tipos de células de peixes), observando efeitos através de 12
parametros. Os pesquisadores concluiram que um Unico bioensaio nunca
ird proporcionar informagGes adequadas para uma avaliacdo
ecotoxicoldgica.

No presente trabalho, fica evidente que uma bateria de testes
toxicologicos é mais adequada para se avaliar o risco ambiental de
residuos industriais. Empregando-se a metodologia do Modelo WTox,
confirma-se que um conjunto de trés testes (um para verificar efeito
agudo, um para verificar efeito cronico, e um para verificar efeitos
especificos ao organismo) oferece resultados de classificacdo de risco
mais completos quando comparado com a avaliagdo de risco que utiliza
apenas um parametro toxicologico. Desta forma, pode-se considerar que
a metodologia do Modelo WTox, que prople a utilizacdo de trés testes
toxicologicos (agudo, cronico e especifico) mostra-se adequada para
uma avaliacéo de risco toxicologico ambiental.
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4.3.2.3 Comparacdo entre resultados obtidos com o WTox e outros
modelos validos

Devido ao fato de que existem poucos métodos com estrutura
semelhante ao do Modelo WTox, ndo foi possivel utilizar um Unico
método em que fosse possivel comparar todos os tipos de residuos
industriais. Portanto, as comparac6es foram realizadas de acordo com o
tipo de residuo e ndo somente com o tipo de modelo. Assim, foram
selecionados trés modelos diferentes, para avaliar separadamente o risco
ou o perigo de poluentes industriais.

4.3.2.2.1 Fracgao Soluvel de Residuos da Industria Téxtil

Os efeitos das amostras de residuos da industria téxtil foram
comparados aos efeitos observados por Tigini et al. (2011). Neste
estudo, os autores avaliaram a toxicidade, a genotoxicidade e o risco
ambiental de amostras simuladas de efluentes téxteis. Os pesquisadores
realizaram testes de toxicidade com bactérias Vibrio fischeri, algas
Pseudokirchneriella subcapitata, planta aquatica Lemna minor, plantas
terrestres Cucumis sativus L. e Lepidium sativum L., e microcrustaceos
Daphnia magna; e testes de genotoxicidade com bactérias Salmonella
typhimurium. A bateria de testes toxicol6gicos ndo utiliza 0s mesmos
organismos que o Modelo WTox propde, mas assemelha-se por
englobar testes com organismos de diferentes niveis troficos, e incluir
um teste de genotoxicidade.

Na avaliacdo de risco proposta por Tigini et al (2011), utiliza-se
basicamente os dados de CEsy observados em cada teste de toxicidade.
Estes dados sdo transformados em um indice que representa a toxicidade
relativa do teste (TR), e em seguida este dado é incluido em outra
férmula que engloba todos as TR e as transforma em um indice que
representa a toxicidade da bateria de testes (TRB). As diferengas
essenciais do método sdo a inclusdo de uma estatistica corretiva (C = 2
se CEsp > 100%; C = 1 se CEgp < 100%); e o peso dado aos diferentes
tipos de teste: mortalidade =8; bioluminescéncia = 7; desenvolvimento =
6; reproducdo = 5; crescimento = 4; genotoxicidade = 3; mutagenicidade
= 2 e comportamento = 1. Estes valores sdo inseridos nas formulas para
calcular os indices citados anteriormente. De acordo com a porcentagem
de toxicidade encontrada no indice TRB é possivel classificar o risco
ambiental da amostra. Resumidamente, a classificacdo de risco proposta
pelos pesquisadores pode ser observada no Quadro 9.



Toxicidade ]
Risco
(valor de TRB)

<5% Insignificante
5-10% Moderado
10 - 20% Alto
20 - 50% Muito alto

> 50% Extremamente alto
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Quadro 9 — Avaliacéo de risco ambiental proposta por Tigini et al. (2011).

Nas andlises realizadas por Tigini et al. (2011), foram avaliados
o0 risco ambiental de quatro amostras de efluentes téxteis. Pelo método
de avaliacdo proposto, as amostras apresentaram valores de toxicidade
(TRB) entre 10 e 40%, representando um risco ambiental que variou
entre alto e muito alto. Mesmo sem gerar um nimero ou valor de
toxicidade que possa ser comparado com o valor TRB, 0 método de
classificacdo de toxicidade determinada pelo Modelo WTox (niveis de
toxicidade — Quadro 1) pode ser comparado com o método de
classificacdo de toxicidade proposta por Tigini et al. (2011). No
presente trabalho as amostras de fragdo solUvel de residuos téxteis
apresentaram (na maioria dos testes de toxicidade realizados) uma
classificacdo de toxicidade entre os niveis A, B, ou C; o que significa
um potencial téxico variando entre extrema, alta ou média toxicidade. Ja
a integracdo entre os parametros toxicoldgicos resultou em Risco
Significativo ou Critico. Assim, quando empregamos 0s resultados do
presente estudo na metodologia proposta por Tigini et al (2011),
observa-se que a indicacdo de risco ambiental ¢ semelhante. Deste
modo, pode-se considerar a avaliacdo de risco proposta pelo Modelo
WTox como sendo valida, quando comparada com o modelo
apresentado por Tigini et al. (2011).

4.3.2.2.2 Fracao Soluvel de Residuos da IndUstria Metal-mecanica

Os resultados da classificacdo de risco observados para as
amostras da indUstria metal-mecanica foram comparados com a
classificacdo de perigo ambiental proposta por Piva et al. (2011). Neste
estudo, os pesquisadores desenvolveram um modelo de classificacdo
muito semelhante ao WTox, pois fornece uma classificacdo de
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periculosidade para cada pardmetro avaliado e ao final integra todos
estes parametros em uma avaliacdo geral de periculosidade. Apesar de
este modelo ser mais voltado para a avaliagdo de sedimentos, € possivel
fazer uma comparagdo entre os dois modelos ja que no presente estudo
foram utilizados residuos sélidos industriais.

No modelo proposto por Piva et al. (2011), a avaliagdo do
perigo se da por quatro linhas de evidéncia, que sdo: 1) caracteristicas
quimicas do sedimento (presenca de metais e elementos traco,
compostos organicos, tamanho do grdo); 2) biodisponibilidade em
peixes (observacdo da concentragdo de substancias quimicas em
branquias e figado do organismo exposto); 3) biomarcadores (MDA,
microndcleos, perda da integridade do DNA) ; 4) bioensaios em
laboratério (mutacdo/genotoxicidade, bioluminescéncia, crescimento,
comportamento, reproducdo e mortalidade). Cada parametro presente
em cada uma das linhas de evidéncia possui pesos definidos. A
integracdo é realizada de acordo com os resultados observados em cada
linha de evidéncia. A classificacdo é separada em cinco niveis de
perigo: ausente, leve, moderado, alto, severo. Apesar de o Modelo
WTox ndo incluir as linhas de evidéncia 1 e 2, as linhas de evidéncia 3 e
4 sdo idénticas nos dois modelos. A distribuigdo de pesos é diferente,
mas ainda assim, é possivel fazer uma comparagdo entre as duas
metodologias.

O estudo de caso realizado por Piva et al. (2011) avaliou o
perigo ambiental de sedimento da industria petroquimica, expondo
enguias Anguilla anguilla ao sedimento de um rio que recebe efluentes
deste tipo de industria. Os autores afirmam que o sedimento contém
grande quantidade de metais como ferro, chumbo e zinco, o que torna
este material similar aos residuos da indUstria metal-mecénica avaliados
no presente trabalho.

A avaliagdo da periculosidade do sedimento da industria
petroquimica, de acordo com cada linha de evidéncia, resultou em: 1)
avaliacdo de caracteristicas quimicas: Perigo Severo; 2) avaliacdo da
biodisponibilidade: Perigo Severo; 3) avaliacdo dos biomarcadores:
Perigo Severo; 4) avaliacdo dos bioensaios: Perigo Alto. A integracdo de
todas as linhas de evidéncia resultou em uma classificacdo de perigo
Severo.

Quando comparamos este resultado com os observados no
presente trabalho, com amostras da indulstria metal-mecanica, nota-se
que a classificacdo pode ser considerada bastante semelhante. Avaliando
cada amostra de acordo com a linha de evidéncia tem-se a seguinte
classificacdo de perigo (Tabela 31):
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Tabela 31 - Classificagdo de perigo de residuos da indudstria metal-
mecénica (amostras MM1, MM2 e MM3) de acordo com a metodologia
proposta por Piva et al. (2011).

Classificagdo do Perigo

Amostra Linha de evidéncia 3: Linha de evidéncia 4:
Biomarcadores Bioensaios
MM1 Alto e severo Leve
MM2 Alto e severo Leve, alto e severo
MM3 Alto e severo Alto e severo

Como no presente estudo cada parametro € classificado
individualmente, tem-se um maior nimero de classificacGes de perigo
para cada linha de evidéncia. Entretanto, o resultado mais importante é o
da integracdo de cada um destes pardmetros, o que resulta, no Modelo
WTox, em risco Reduzido ou Significativo para a amostra MM1, risco
Significativo ou Critico para a amostra MM2 e risco Critico para a
amostra MM3. Pela metodologia de Piva et al. (2011), teria-se um
perigo Leve ou Alto para a amostra MM1, perigo Alto ou Severo para a
amostra MM2 e perigo Severo para a amostra MM3.

Piva et al. (2011), afirmam ainda que os resultados encontrados
com a metodologia desenvolvida confirmam a possibilidade de
investigar a complexidade de sedimentos através da integracdo de dados
provenientes de abordagens multidisciplinares. Aplicando-se os dados
observados no presente estudo (amostras de residuos da industria metal-
mecéanica) a esta metodologia obtém-se uma classificacdo de perigo
semelhante a classificagdo proposta pelo Modelo WTox. Portanto, €
possivel afirmar que o Modelo WTox é valido para classificar o risco
ambiental de amostras de residuos da indUstria metal-mecanica, quando
comparada com o modelo apresentado por Piva et al. (2011).

4.3.2.2.3 Fracao Soluvel de Residuos da Industria de Papel e Celulose

Os resultados observados para amostras de residuos da industria
de papel e celulose foram comparados aos de Blaise e Ferard (2005). Os
pesquisadores utilizam o indice PEEP (Potential Ecotoxic Effects
Probe) concebido por Constan (1993), para avaliar e comparar 0
potencial ecotoxico de efluentes industriais, entre eles os da indlstria de
papel e celulose. O indice PEEP pode ser utilizado também para
residuos, utiliza uma escala de 0 a 10 para classificar o perigo do
poluente industrial e uma bateria de ensaios toxicol6gicos e de
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genotoxicidade. Os ensaios englobam testes agudos com bactérias
Vibrio fischeri, algas Selenastrum capricornutum, microcrustaceos
Ceriodaphnia dubia, e o organismo de agua doce Hydra attenuata.
Além destes testes ainda ha o teste crénico (7 dias) de letalidade e
reproducdo com Ceriodaphnia dubia, o teste para detectar mudancas
morfolégicas em Hydra attenuata (96h), e testes de genotoxicidade com
a bactéria E. Coli.

No modelo PEEP, a bateria de testes toxicolégicos, apesar de
ndo utilizar os mesmos organismos que o modelo WTox propde,
assemelha-se ao WTox por englobar testes com organismos de
diferentes niveis tréficos, e ainda incluir um teste de genotoxicidade.
Entretanto, uma diferenga essencial entre os modelos é a utilizagdo da
variavel Vazdo (m%h), que néo se faz necessaria para o modelo WTox.
Portanto, para comparar as duas metodologias simulou-se um valor de
vaz8o para as amostras de fracdo solivel de residuo industrial do
presente trabalho. Outra diferenca entre os modelos é que o modelo
PEEP considera a biodegradabilidade da amostra, e inclui este valor no
somatério de unidade tdxicas encontradas nos teste. Devido &
dificuldade para simular tal valor, a biodegradabilidade das amostras de
residuos industriais ndo foi considerada para comparacdo entre 0s
modelos.

O método PEEP utiliza basicamente a concentragdo de efeito
ndo observado (CENO) e a menor concentracdo de efeito observado
(CEO) da amostra em cada teste e transforma este dado em uma unidade
toxica (Equacdo 1), que é posteriormente incluido em uma equacéo que
engloba o somatorio das unidades toxicas e o valor da vazao da amostra
(Equacdo 2). Assim, tém-se as formulas:

TC = (CENO * CEO)¥?  (Equacéo 1)
TU = 100% v/v efluente + TC (Equacéo 2)

O indice PEEP é representado pela letra P, na formula que articula todos
os dados encontrados nos testes de toxicidade e a vazdo (Figura 31).
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N

20
P =logo|l +n '-\{—l (0]

Figura 31 — Férmula do indice PEEP (P).
Fonte: Blaise e Ferard (2005).

Os demais dados sdo representados na formula pelas seguintes letras:
P = valor numérico do PEEP
n = nlmero de testes que exibiram resposta toxica
N = namero de testes aplicados
T = unidades tdxicas geradas por cada teste de toxicidade
Q = vazéo do efluente (m*/h)

A classificacdo de toxicidade proposta pelo método PEEP varia entre
praticamente ndo-toxico a extremamente tdxico (Quadro 10).

Valores de PEEP (P) | Classificacdo de Toxicidade
<1,99 Praticamente ndo-toxico
2-2,99 Ligeiramente téxico
3-3,99 Moderadamente Toxico
4- 4,99 Altamente téxico
>5 Extremamente toxico

Quadro 10 — Classificagdo de toxicidade de acordo com o Indice PEEP (P).
Fonte: Constan (1993).

Entre os 50 efluentes analisados pelos pesquisadores, 15 eram
efluentes da industria de papel e celulose e foram os que apresentaram
0s mais altos indices PEEP. Os valores encontravam-se entre 4 e 7,5, ou
seja, os efluentes foram classificados como altamente a extremamente
toxicos. Mesmo sabendo que os testes de toxicidade aplicados no estudo
de Blaise e Ferard (2005) ndo sdo os mesmos aplicados no presente
estudo, buscou-se fazer uma comparacdo entre os dois métodos,
fazendo-se uma simulacdo dos dados ndo observados no presente
estudo, e adaptando os dados encontrados nos testes realizados. Valores
de CENO, CEO e vazédo foram simulados no presente trabalho, sendo
possivel encontrar o indice PEEP para cada amostra. Estabeleceu-se
uma vazdo de 3000 m®h, pois esta foi a vazdo utilizada pelos
pesquisadores. Os outros detalhes da simula¢do podem ser conferidos no
Apéndice 8. Na Tabela 32 podem ser observados os valores de PEEP
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encontrados para as amostras de fracdo sollvel dos residuos da inddstria
de papel e celulose.

Tabela 32 — Valores de PEEP (P) encontrados para amostras de fracdo
soltvel dos residuos da indUstria de papel e celulose.

Amostra Valor de PEEP (P)
PP1 4,83
PP2 6,45
PP3 6,65

De acordo com o Quadro 9, a amostra PP1 pode ser classificada
como altamente toxica, e as amostras PP2 e PP3 como extremamente
toxicas. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados pelos
pesquisadores, ja& que entre as 15 amostras analisadas, todas
apresentaram valores entre 4 e 7,5, e ainda, em dois testes realizados
apés varios meses, as analises indicaram que o efluente apresentou P =
5,9 e P = 6,0, respectivamente.

No estudo de Blaise e Ferard (2005), os efluentes da industria
de papel e celulose sdo apontados como 0s principais responsaveis pela
poluicdo da area em estudo, e alertam para a urgéncia na tomada de
iniciativas para conter a poluicdo e melhorar a situacdo ambiental da
area. Os pesquisadores afirmam que o método é eficiente para avaliar o
perigo destas substancias, e a partir destes dados analisar alternativas
para protecdo e conservacdo do ambiente aquatico. Devido a
proximidade de valores de indices PEEP quanto a classificacdo de
toxicidade, e também a semelhanga quanto ao alerta para o perigo e o
risco ambiental de residuos da industria de papel e celulose é possivel
validar o Modelo WTox para este tipo de poluente industrial. A
aplicacdo dos resultados dos estudos toxicolégicos obtidos no presente
estudo, quando utilizados nos dois modelos, reflete indicativos de risco
ambiental muito semelhantes.

4.4 CONSIDERAGOES FINAIS

Para a protecdo dos organismos aquaticos e do meio ambiente
como um todo, propde-se a utilizacdo do Modelo WTox para avaliacdo
de risco ambiental. A classificacdo de risco é realizada de uma maneira
simples, utilizando-se trés ensaios toxicol6gicos que evidenciam efeitos
em nivel global e em nivel especifico, com o emprego de duas ou trés



135

espécies representantes da cadeia trdfica: bactérias Vibrio fischeri,
microcrustaceos Daphnia magna e peixes Oreochromis niloticus. O
Modelo WTox pode ser utilizado também com uma bateria maior de
testes toxicoldgicos. Quanto maior o nimero de testes mais completa é a
avaliacdo do risco ambiental. Por este motivo, e também por diferengas
entre a disponibilidade de equipamentos em cada laboratério, a
metodologia permite a inclusdo ou a troca de parametros toxicoldgicos.
Isto faz com que o Modelo WTox seja bastante acessivel, pois ele ¢é
flexivel.

No presente estudo os resultados observados em relagdo aos
efeitos da exposi¢do de organismos a amostras de residuos industriais
permitem confirmar a primeira hipotese desta tese, que afirmava que “a
predicdo de toxicidade de misturas complexas ndo pode ser avaliada
apenas por andlises fisico-quimicas, portanto ensaios toxicolégicos sdo
0s mais adequados para avaliar efeitos adversos destas substancias aos
organismos aquaticos. Comparando-se os resultados encontrados com a
caracterizacdo fisico-quimica dos residuos estudados (disponibilizada
nos laudos de classificagdo da NBR 10004), e também com outros
estudos semelhantes que empregaram avaliagdo fisico-quimica deste
mesmo tipo de poluente, confirma-se que 0s ensaios toxicoldgicos sdo
mais indicados, j& que a resposta a exposicdo pode ser rapidamente
demonstrada, sem a necessidade de utilizacdo de técnicas para
determinar a composi¢do da amostra e, principalmente, por abordar
efeitos sinergéticos e antagbnicos de misturas complexas. Ainda, pode-
se relacionar os resultados observados nos testes toxicolégicos e o
sistema de classificagdo de residuos proposto pela Norma NBR 10004
(ABNT, 2004). Todos os residuos estudados neste trabalho foram
classificados pela NBR 10004 como residuos Classe IIA, ou seja,
residuos ndo-inertes, que ndo apresentam caracteristica de toxicidade.
Os resultados observados confirmam o contrario, ja que todos o0s
residuos apresentaram, para algum dos parametros toxicolégicos, um
potencial toxico importante, e deveriam ser classificados como residuos
de Classe | (Residuo Perigoso). Isto demonstra que o sistema de
classificacdo da NBR 10004 pode subestimar o potencial toxico de
residuos, o que pode levar a sérias consequéncias para 0 meio ambiente.

A hipotese 2 afirmava que “um modelo de avaliacdo de risco
ambiental deve incluir a interacdo entre os resultados observados a
niveis global e especifico”. Na pesquisa realizada para encontrar
modelos de avaliacdo de risco ambiental que incluem também dados
toxicologicos, notou-se que a maioria deles considera a integracdo de
efeitos globais e especificos. Entretanto, grande parte dos modelos
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considera a inclusdo de dados fisico-quimicos, de vazdo de descarga ou
de dados geoldgicos do compartimento ambiental. No Quadro 11
apresenta-se uma comparagdo entre 0 Modelo WTox e outros modelos
de avaliacdo de risco ou perigo ambiental.

Comparacdo entre informagdes incluidas em modelos de avalia¢io de risco

Dados Dados Dados geol6gicos
Fisico- de do compartimento
quimicos vazdo ambiental

Modelos Toxicologia | Toxicologia
Global Especifica

WTox
(Matias, 2002)

*kk *kk

Tigini etal.,
2011

Piva et al.,
2011

*kk *kk +

PEEP
(Constan, ek * - + _
1993)

AQUATOX
(Park et al., el - + + +
2008)

CREAM
(Grimm et al., Fhk ? + ? +
2009)

DREAM
(Reed e

Hetland,
2002)

*kk *kk + + +

Quadro 11: Comparagdo entre informagdes incluidas em Modelos de Avaliagdo
de Risco Ambiental.

Notas: (*) nimero de testes aplicados: * = 1; ** = 2; *** > 2 (-) ndo inclui. (+)
inclui. (?) ndo definido.

Os resultados observados no presente trabalho indicam que uma
avaliacdo de risco que utiliza efeitos toxicol6gicos globais e especificos
como variavel principal é mais adequada e representativa. Além de
evidenciar fendmenos bioldgicos, apresenta resultados semelhantes aos
modelos que utilizam varidveis fisico-quimicas. Assim, a aplicacdo de
um modelo que ndo necessita a inclusdo de dados fisico-quimicos, de
vazdo de descarga, ou dados geol6gicos do compartimento ambiental
estudado é mais representativa, pois foca na interacdo entre substancia
toxica e ser vivo. Desta forma, o modelo pode ser aplicado em qualquer
cenario e em qualquer situacdo, independente da obtencao destes dados,
reduzindo custos e tempo.
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Em relagdo & hipotese 3 pode-se confirmar a afirmagéo: “o
Modelo WTox é o mais adequado para avaliar o risco ambiental
toxicoloégico de poluentes ambientais”. Comparando-se 0 Modelo
WTox com outros modelos, foi possivel observar que o Modelo WTox
pode realizar uma avaliacdo de risco ambiental adequada e eficiente,
com a utilizacdo de uma bateria de 3 testes toxicologicos, sem ser
necessaria a utilizacdo de outros dados, chegando a resultados
semelhantes a outros modelos, perante uma mesma situacdo de risco
ambiental.






5. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Este estudo apresentou como objetivo principal, a aplicagdo do
Modelo WTox para a realizacdo de uma avaliacdo de risco ambiental
toxicol6gica em amostras de residuos industriais. Além disso, 0s ensaios
de toxicidade empregados permitiram concluir que:

o As fracBes sollveis de residuos industriais apresentaram
toxicidade aguda bastante variada tanto para Daphnia magna
como para Vibrio fischeri. O maior valor de toxicidade aguda
para Daphnia magna foi induzido por uma amostra de residuo
da indastria metal-mecénica (amostra MM3). Para Vibrio
fischeri, uma amostra de residuo téxtil induziu maior toxicidade
aguda entre todas as amostras testadas (amostra TX3).

e Duas amostras (TX1 e TX4, residuos da indudstria téxtil) ndo
induziram efeitos cronicos significativos na reproducdo de
Daphnia magna nas concentracfes testadas. Todas as outras
amostras de residuos induziram efeitos de toxicidade cronica.

e Todos os residuos industriais estudados induziram a formagao
de micronicleos em Oreochromis niloticus. Uma amostra de
fracdo sollvel da industria de papel e celulose (PP2) induziu a
maior quantidade de micronucleos entre todas as amostras
testadas, sendo observados 14 micron(cleos.

e Foram observados aumentos significativos na concentragdo de
MDA em todos os peixes Oreochromis niloticus expostos as
amostras de residuos da indlstria metal-mecénica e a duas
amostras de residuos téxteis (TX1 e TX2). Apenas 0s residuos
da indastria de papel e celulose ndo induziram aumentos
significativos no processo de lipoperoxidacdo dos organismos
testados.

e Todos os tipos de residuos industriais induziram alteracdes na
metilacdo bioldégica do DNA, sendo que os residuos téxteis
foram os que apresentaram maiores aumentos nas taxas de
m°dC, o que pode levar & efeitos epigenéticos nos organismos
expostos.

e O estudo de caso com amostras de residuos industriais
forneceu os dados toxicologicos necessarios para o ajuste dos
limites dos parametros selecionados para o Modelo WTox,
possibilitando a calibragcdo do modelo.
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e O estudo de caso com amostras de residuos industriais permitiu
a validacdo do Modelo WTox. Através da realizacdo da
avaliagdo de risco, e posterior comparagdo com outras
metodologias validas, as amostras de residuos industriais
selecionadas foram classificadas, em sua maioria, como de
Risco Significativo ou de Risco Critico para 0 meio ambiente.

A integracdo de dados toxicoldgicos é essencial para definir o
risco associado a poluentes ambientais. Um programa computacional
pode atuar como uma ferramenta que proporcione e facilite esta
integracdo. Os resultados apresentados neste estudo confirmam que o
Modelo WTox é capaz de realizar uma avaliacdo de risco ambiental
adequada, baseada apenas em dados toxicologicos. Assim, o Modelo
WTox pode ser utilizado como uma ferramenta auxiliar em processos de
tomada de decisdo que envolvam a preservacdo do meio ambiente e em
situacBes de risco toxicolégico ambiental.

Como recomendacgfes para proximos trabalhos nesta area de
pesquisa sugere-se:

- Realizacdo dos mesmos tipos de testes toxicol6gicos com amostras de
misturas complexas provenientes de outros processos industriais, e da
indUstria petroquimica.

- Insercdo de outros tipos de testes de toxicidade global e especifica a
metodologia do Modelo WTox, para complementar a avaliagdo e
classificacdo de Risco Toxicoldgico.

- Realizagdo de avaliacdo de dados fisico-quimicos das amostras, a fim
de enriquecer a discussao sobre os resultados encontrados.

- Aplicacdo do Modelo WTox em amostras de aguas superficiais ou
subterraneas, contaminantes ambientais conhecidos (como toxinas
produzidas por algas), e contaminantes em forma de nanoparticulas.

- Melhorias na metodologia do Modelo WTox, permitindo a utilizagdo
de mais de trés tipos de testes em uma mesma avaliacao de risco.

- Melhorias no Software WTox, em relacdo a operacdo do programa.
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7. APENDICES

Al. BASE DE DADOS PARA O MODELO WTox

As tabelas a seguir apresentam a base de dados consultada para a
definicdo dos valores dos Quadros 2 e 7 com os limites dos parametros
toxicolégicos do Modelo WTox.

1. Daphnia magna — Testes de Toxicidade Aguda

Tabela Al - Base de dados: Daphnia magna - estudos sobre toxicidade
aguda

Amostra CEsg 48n Referéncia
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Assmuth e Penttila,
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S 13,89 — Villegas-Navarro et al.,
Efluente de indUstria téxtil 66.66% 1999
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2. Daphnia magna — Testes de Toxicidade Cronica

Tabela A2 - Base de dados: Daphnia magna — estudos sobre toxicidade

crénica
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Efeito sobre a
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(concentragéo ndo
informada)
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4. Teste do Microntcleo
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fendis alquilados (0,1 ppm) por 21 dias 2006

3 ] i 0,
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Tabela A5 — Base de dados: estudos sobre lipoperoxidacao.

Amostra Dosagem da produgéo Referéncia
de MDA (%)
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(peixes coletados em &rea que recebe  Aumento de 115% 2005 N

estes efluentes)
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s o CSHSMSTSA e s T
Gome oo e MBS o e 11502 g3
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6. Teste de Metilagdo do DNA

Tabela A6 — Base de dados: estudos sobre metilacéo biolégica do DNA.

Dosagem da

Amostra medC Referéncia

Aumentode  Mass e Wang,

Arsénico (células A549 expostas a 2uM por 24h) 328% 1997

Acido Ocadaico (células Vero expostas a 7,5 Aumentode  Matias e
ng/mL por 24h) 103,15% Creppy, 1998a.
Cadmio (células Caco-2 expostas a 5ug/mL por Aumentode  Traoreetal.,
24 h) 55,55% 2000

Contaminantes de petroquimica (sapos coletados

. . . . Aumentode Huangetal.,
em &reas atingidas pelo contaminante, que possui

0,05 mg/L de 6leo) 95% 2007

17-B oestradiol (peixes expostos a 100 ng/L por Aumentode  Aniagu et al.,
30 dias) 31% 2008
Tributyltin — TBT (peixes expostos a 100 ng/L Queda de Wang et al.,
por 48 dias) 60% 2009
Cadmio (galinhas expostas a 140 mg/kg CdCl, Aumentode  Zhangetal.,
por 60 dias) 81,48 % 2009
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Sebastiscus marmoratus liver. Aquat. Toxicol., v. 95, p. 93-98, 2009.

7. Teste do Cometa

Tabela A7 — Base de dados: estudos sobre o teste do Cometa.

Danos provocados

Amostra (%) em relagao ao Referéncia
controle
Perdxido de hidrogénio (células de Mitchelmore e
sangue de peixe expostas a 200puM por Aumento de 317%  Chipman, 1998

1h)

Cloreto de cromo (embrides de
camardes expostos a 1000ug/L por 14-
20 dias até o rompimento do ovo)
Dicromato de potassio (ratos expostos
a 9,5mg/kg por 48h)

Fragéo solUvel de gasolina (peixes
expostos a 5%, por 96h)

Aumento de

945 45% Lee etal., 2000

Aumento de 265,4%  Devi et al., 2001

Aumento de 73,7%  Pretti et al., 2007

DEVI, K. D., ROZATI, R., BANU, B. S., JAMIL, K., GROVER, P. In vivo genotoxic effect of
potassium dichromate in mice leukocytes using comet assay. Food Chem. Toxicol., v. 39. n. 8,
p. 859-65, 2001.

LEE, R., KIM, G. B., MARUYA, K. A., STEINERT, S. A. DNA strand breaks (comet assay)
and embryo development efects in grass shrimp (Palaemonetes pugio) embryos after exposure
to genotoxicants. Mar. Environ. Res., v. 50, p. 553-557, 2000.

MITCHELMORE, C. L., CHIPMAN, J. K. Detection of DNA strand breaks in brown trout
(Salmo trutta) hepatocytes and blood cells using the single cell gel electrophoresis (comet)
assay. DNA Repair, v. 41, p. 161-182, 1998.

PRETTI, E., CAVALCANTE, D., SIMONATO, J.D., MARTINEZ, C.B.R. Ensaio do cometa
e inducdo de anormalidades eritrociticas nucleares para deteccdo de genotoxicidade e
mutagenicidade no peixe neotropical Prochilodus lineatus expostos a fracdo solGvel da
gasolina. In: CONGRESSO DE ECOLOGIA DO BRASIL, VIII, 2007, Caxambu-MG. Anais
do VIII Congresso de Ecologia do Brasil. Sdo Paulo: SEB, 08.11.2007. v.1.
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A2. RESULTADOS - TESTES DE TOXICIDADE AGUDA

As tabelas a seguir apresentam o nimero de organismos que
ficaram imoveis em periodos de exposicdo de 24 e 48 horas. As
concentracGes variaram para cada amostra testada, para que assim fosse
possivel determinar a CEsy - concentracdo letal que afeta 50% dos
organismos Daphnia magna.

Amostra TX1 - Lodo de ETE de Industria Téxtil, Classe Il A.
pH (ap6s lixiviacdo): 6,83. O, dissolvido (apos lixiviacdo): 2,9 mg/L
CE 50 48h: 70,71%

Tabela A8 — Organismos imdveis ap6s exposicdo a amostra TX1.

Concentracdo Organismos imoveis
(%) 24h 48h
A B A B
Controle 0 0 0 0
100 2 3 5 7
50 2 1 5 3
25 0 0 2 3
12,5 0 0 2 2

Amostra TX2 — Lodo de ETE de Industria Téxtil, Classe Il A.
pH (ap6s lixiviacdo): 7,75. O, dissolvido (apoés lixiviacdo): 5,8 mg/L
CE 50 48h: 100%

Tabela A9 — Organismos imdveis ap6s exposi¢cao a amostra TX2.

Concentracéo Organismos imoveis
(%) 24h 48h
A B A B
Controle 0 0 0 0
100 0 0 0 0
50 0 0 0 0
25 0 0 0 0
12,5 0 0 0 0
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Amostra TX3 — Lodo de ETE de Industria Téxtil, Classe Il A.
pH (apos lixiviagdo): 7,71.

O, dissolvido (ap6s lixiviac¢do): 4,0 mg/L

CE 50 48h: 70,71%

Tabela A10 — Organismos imdveis ap0s exposi¢do a amostra TX3.

Concentracédo Organismos imoveis
(%) 24h 48h
A B A B
Controle 0 0 0 0
100 10 10 10 10
50 10 10 10 10
25 10 10 10 10
12,5 4 2 7 10
6,25 0 0 0 0

Amostra TX4 — Lodo de ETE de Industria Téxtil, Classe Il A.
pH (ap6s lixiviacdo): 6,9

O, dissolvido (apo6s lixivia¢do): 3,2 mg/L

CE 50 48h: 48,29 %

Tabela A11 — Organismos imdveis ap0s exposi¢cdo a amostra TX4.

Concentracao Organismos imoveis
(%) 24h 48h
A B A B
Controle 0 0 0 0
100 9 10 10 10
50 7 2 7 2
25 0 0 0 2
12,5 0 0 0 0
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Amostra MM1 — Lodo de ETE de IndUstria Metal-Mecanica, Classe 11 A
pH (ap6s lixiviacdo): 8,89.

O, dissolvido (apo6s lixiviacdo): 4,3 mg/L

CE 50 48h: 84,86 %

Tabela A12 — Organismos iméveis ap6s exposi¢do a amostra MM 1.

Concentracéo Organismos imoveis
(%) 24h 48h
A B A B
Controle 0 0 0 0
100 7 6 7 6
50 0 0 0 0
25 0 0 0 0
12,5 0 0 1 0

Amostra MM2 — Lodo de ETE de Industria Metal-Mecénica, Classe Il A.
pH (ap6s lixiviacdo): 9,47

O, dissolvido (apo6s lixivia¢do): 4,7 mg/L

CE 50 48h: 70,71 %

Tabela A13 — Organismos imdveis apos exposi¢do a amostra MM2.

Concentracéo Organismos imoveis
(%) 24h 48h
A B A B
Controle 0 0 0 0
100 10 10 10 10
50 0 0 0 0
25 0 0 0 0
12,5 0 0 0 0
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Amostra MM3 — Lodo de ETE de Indistria Metal-Mecanica, Classe Il A.
pH (ap6s lixiviacdo): 6,09.

O, dissolvido (ap6s lixiviagdo): 5,8 mg/L

CE 5048h: 2,21 %

Tabela A14 — Organismos iméveis apds exposi¢do a amostra MM 3.

Concentracdo Organismos imoveis

(%) 24h 48h
A B A B
Controle 0 0 0 0
6,25 7 4 10 10
3,12 5 3 10 10
1,56 0 0 0 0
0,78 0 0 5 5

Amostra PP1 — Lodo de ETE de Industria de Papel e Celulose, Classe 11 A.
pH (ap6s lixiviacdo): 6,72.

O, dissolvido (apos lixivia¢do): 4,1 mg/L

CE 50 48h: 100 %

Tabela A15 — Organismos imdveis apos exposi¢do a amostra PP1.

Concentracao Organismos imoveis
(%) 24h 48h
A B A B
Controle 0 0 0 0
100 0 0 0 0
50 0 0 0 0
25 0 0 0 0
12,5 0 1 4 2
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Amostra PP2 — Lodo de ETE de Industria de Papel e Celulose, Classe 11 A,
pH (apos lixiviacéo): 8,17

O, dissolvido (ap6s lixiviagdo): 5,6mg/L

CE 50 48h: 100 %

Tabela A16 — Organismos imoveis apds exposi¢cdo a amostra PP2.

Concentracéo Organismos imoveis
(%) 24h 48h
A B A B
Controle 0 0 0 0
100 0 0 0 0
50 0 0 0 0
25 0 0 0 0
12,5 0 0 0 0

Amostra PP3 — Lodo de ETE de Industria de Papel e Celulose, Classe 11 A.
pH (ap6s lixiviacdo): 6,3

O, dissolvido (apo6s lixiviagdo): 3,4 mg/L

CE 50 48h: 51,76 %

Tabela A17 —Organismos imdveis apos exposi¢ao a amostra PP3.

Concentracdo Organismos imoveis

(%) 24h 48h
A B A B
Controle 0 0 0 0
100 10 10 10 10
50 1 0 1 0
25 0 3 0 4
12,5 0 0 0 0
6,25 1 0 4 0
3,125 0 0 0 0







A3. TESTE DE TOXICIDADE AGUDA COM Vibrio fischeri —
PROCEDIMENTOS UTILIZADOS

Os procedimentos sdo baseados na ISO 11348-3, e 0 passo a passo
(Etapa 1 até 17) demonstrado nas figuras a seguir, é fornecido pelo
software Microsoft Omni 4.0. A diluicdo inicial da amostra é de 80%.

Coloque as cubetas nas célulasincubadoras: z
A1 at6 A5, BY até B5, C1 até C5, Adicione 1000 (mil) pL de Solugio de Reconstituigio na Célula de Reagente
-D1 até D5, E1 até E5, F1 até F5;
- Célula de Reagente

Célula de
Reagente
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(METTEN (Cempas |

Figura Al: Etapas 1 a 4 do teste de toxicidade com Vibrio fischeri.
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Célutade
Reagente

Adicione 2000 (dois mil) pL de Diluente para:
- Al até 22

>

Cilatade
Peagente
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000000
eec000:
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I ‘Adicione 1000 (mil) uL de Diluente para ﬁmmm WL de Diluente para.
03

- A3 até A5,
-D1até D2,

E

B Célelade
Feagents

0
© 0|0+

o

oot

00
00000

Eooooo
eecoo

A partir dos 10 mL de amostra pré-separados e osmoticamente ajstados
através de adigdo de 0.20 g de NaCl para cada 10 mL de amostra (ara
amostras de dgua doce), amostras com salinidade consultar anexo XX do
manual de testes com Vibrio Fischeri.

- Adicione 1 500 L da amostra a ser testada para a cubeta D2;

- Misture o 0 cubeta D2

B cinde
Feagente

Figura A2: Etapas 5 a 8 do teste de toxicidade com Vibrio fischeri.
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Figura A3: Etapas 9 a 12 do teste de toxicidade com Vibrio fischeri.
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Figura A4: Etapas 13 a 16 do teste de toxicidade com Vibrio fischeri.
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Material necessario para a realizagio deste teste:
30 cubetas ce borossibeato
Becker de vicro para descane 1 frasco de bactéras hofiizadas (Microwx Acute Resgent)
Meroppatadores e ppetss 15.5mL de Dikente
mluswuouﬂocmoﬁe 200 4L de bactéra reconstuida
8.8 mL de Solugio para Bacwnas Liofizcadas 10mL de amostra a ser testada

Figura Ab: Etapa 17 do teste de toxicidade com Vibrio fischeri.






A4. RESULTADOS - TESTES DE TOXICIDADE CRONICA

O Quadro Al apresenta o protocolo para registro das observacdes em
teste cronico com Daphnia magna.

Quadro Al — Protocolo para registro das observacdes em teste cronico com
Daphnia magna

Amostra: [ Fator Diluigéo: [
oD: [ pH:
Aspecto Geral:
Data da Coleta:
Data de Inicio do Responsavel:
Teste:
Lote utilizado: Sensibilidade:
2
[=]
[8) 2 2 T Nuamero de Nascimentos
o © < 2 [=]
S 2 s = | g
£3 21| ¢
S5 s | 3 g | E
T D < e o =
oo (a] [a) = <
Réplicas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
Total de neonatos por réplica
Total de adultas sobreviventes ap6s 21 dias

NUmero de posturas apés 21 dias

Réplica

1 [2[3]4[s5]6]7[8]9f]10

Comprimento (mm) apds 21 dias

Réplica

Crescimento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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As tabelas a seguir apresentam o resumo dos dados de reproducédo
obtidos em cada ensaio de toxicidade crdnica com o organismo Daphnia
magna, em um periodo de 21 dias de teste.

Amostra TX1 - Lodo de ETE de Industria Téxtil, Classe Il A.
Lote utilizado: 149 - Sensibilidade: 0,99 mg/L

Tabela A18 — Dados gerais do teste de toxicidade crénica — amostra

TX1.
Concentracdo  Numero de Totalde  Média de Desvio
(%) organismos que  neonatos  neonatos por padréo
reproduziram postura por da média
organismo
Controle 10 898 21,9 4,18
50 8 1120 26,24 4,30
25 7 872 26,70 5,90
12,5 4 470 27,91 3,04
6,25 6 682 24,6 4,33

Amostra TX2 - Lodo de ETE de Industria Téxtil, Classe Il A.
Lote utilizado: 149 - Sensibilidade: 0,99 mg/L

Tabela A19 — Dados gerais do teste de toxicidade crénica — amostra

TX2.
Concentracdo  Numero de Total de  Meédia de Desvio
(%) organismos que  neonatos  neonatos por padrdo
reproduziram postura por da média
organismo

Controle 10 898 21,9 4,18

25 5 821 38,98 3,67
12,5 9 1393 33,56 5,45
6,25 6 963 30,09 11,78
3,125 8 802 19,14 5,25
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Amostra TX3 — Lodo de ETE de Indstria Téxtil, Classe 11 A.
Lote utilizado: 162 - Sensibilidade: 0,92 mg/L

Tabela A20 — Dados gerais do teste de toxicidade crénica — amostra

TX3.
Concentracdo  Numero de Totalde  Meédia de Desvio
(%) organismos que  neonatos  neonatos por padréo
reproduziram postura por da média
organismo
Controle 10 1082 19,11 2,54
6,25 6 1165 38,14 5,18
3,125 9 1454 31,16 7,11
1,56 8 1289 30,91 3,71
0,78 9 1172 25,32 4,51

Amostra TX4 — Lodo de ETE de Industria Téxtil, Classe Il A.
Lote utilizado: 166 - Sensibilidade: 0,95 mg/L

Tabela A21 — Dados gerais do teste de toxicidade crénica — amostra

TX4.
Concentracdo  Numero de Totalde  Meédia de Desvio
(%) organismos que  neonatos  neonatos por padrdo
reproduziram postura por da média
organismo
Controle 10 1166 20,66 3,03
12,5 5 291 16,8 3,27
6,25 9 1041 23,67 7,84
3,125 7 791 22,72 7,22
1,56 5 543 23,64 3,92
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Amostra MM1 — Lodo de ETE de Indistria Metal-Mecanica, Classe 11 A.
Lote utilizado: 153 - Sensibilidade: 0,98 mg/L

Tabela A22 — Dados gerais do teste de toxicidade crénica — amostra

MML1.
Concentracdo  Numero de Totalde  Meédia de Desvio
(%) organismos que  neonatos  neonatos por padréo
reproduziram postura por da média
organismo
Controle 10 730 18,98 2,57
1,56 6 827 23,77 4,34
1,04 9 1189 24,53 3,96
0,78 8 850 20,09 4,68
0,52 6 714 22,45 3,29

Amostra MM2 — Lodo de ETE de Industria Metal-Mecanica, Classe Il A.
Lote utilizado: 168 - Sensibilidade: 0,82 mg/L

Tabela A23 — Dados gerais do teste de toxicidade crénica — amostra

MM2.
Concentracdo  Numero de Total de  Meédia de Desvio
(%) organismos que  neonatos  neonatos por padrdo
reproduziram postura por da média
organismo
Controle 10 795 15,34 3,30
50 3 13 2,66 2,08
25 9 724 27,49 9,31
12,5 10 840 20,11 5,19

6,25 10 746 16,37 3,65
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Amostra MM3 — Lodo de ETE de IndUstria Metal-Mecanica, Classe 11 A.
Lote utilizado: 153 - Sensibilidade: 0,98 mg/L

Tabela A24 — Dados gerais do teste de toxicidade crénica — amostra

MM3.
Concentracdo  Numero de Totalde  Meédia de Desvio
(%) organismos que  neonatos  neonatos por padréo
reproduziram postura por da média
organismo
Controle 10 799 16,23 2,57
1,56 7 1018 26,21 2,77
1,04 9 1265 27,56 1,99
0,78 8 918 22,18 2,98
0,52 7 787 20,41 3,41

Amostra PP1 — Lodo de ETE de Industria de Papel e Celulose, Classe 11 A.
Lote utilizado: 162 - Sensibilidade: 0,92 mg/L

Tabela A25 — Dados gerais do teste de toxicidade crénica — amostra

PP1.
Concentracdo  Numero de Totalde  Meédia de Desvio
(%) organismos que  neonatos  neonatos por padrdo
reproduziram postura por da média
organismo
Controle 10 1091 19,57 2,69
100 6 441 24,34 9,10
50 8 1688 29,32 6,57
25 10 1528 28,95 6,15

12,5 9 1446 33,27 5,15
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Amostra PP2 — Lodo de ETE de Industria de Papel e Celulose, Classe Il A.

Lote utilizado: 166 - Sensibilidade: 0,95 mg/L

Tabela A26 — Dados gerais do teste de toxicidade crénica — amostra

PP2.
Concentracdo  Numero de Totalde  Meédia de Desvio
(%) organismos que  neonatos  neonatos por padréo
reproduziram postura por da média
organismo
Controle 10 1165 19,49 3,89
100 3 38 5,78 4,67
50 10 1049 24,22 4,76
25 9 1071 24,84 3,03
12,5 10 1272 26,43 3,22

Amostra PP3 — Lodo de ETE de Industria de Papel e Celulose, Classe Il A.

Lote utilizado: 168 - Sensibilidade: 0,82 mg/L

Tabela A27 — Dados gerais do teste de toxicidade crénica — amostra

PP3.
Concentracdo  Numero de Total de  Meédia de Desvio
(%) organismos que  neonatos  neonatos por padrdo
reproduziram postura por da média
organismo
Controle 10 460 9,20 1,74
50 2 3 1,50 0,71
25 8 80 6,81 3,50
12,5 10 193 8,13 2,60
6,25 10 187 5,49 1,92




A5. RESULTADOS - TESTE DE LIPOPEROXIDACAO

1.Curva de calibrago para quantificagdo do malondialdeido (MDA)

Para a realizacdo da curva de calibracdo do malondialdeido
utilizou-se um método analitico baseado em Kouadio et al. (2007). As
andlises foram realizadas por HPLC, com um padrdo de MDA. Foram
realizadas 7 diluicbes do padrdo, mas apenas 3 diluicbes foram
utilizadas para a construcéo da curva de calibracdo do MDA. Os valores
das &reas dos picos de inje¢do sdo apresentados na Tabela A28. Com o
célculo das éreas, foi possivel construir a curva de calibracdo que foi
empregada para a quantificagdo do MDA no ensaio de lipoperoxidagéo
(Figura AB). A Figura A7 apresenta o cromatograma de um ponto da
curva de calibracéo do padrdo do MDA.

Tabela A28 - Valores da area dos picos observados nas concentracoes
padrédo de MDA empregadas para a construcdo da curva de calibragéo.

[MDA] (nM)  Area (LV.S)

7,5 35235
15 60858
30 133135

150000

& 100000

2 y =4395,4x - 418

2 50000 R?=0,9968

1]

\Z 0 T T T 1
50000 10 20 30 40

Concentragao (nM)

Figura A6 — Curva de calibracdo do método empregado para quantificacdo do
MDA no ensaio de lipoperoxidacao.
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Figura A7 — Cromatograma do padréo do MDA ( 30nM - tz: 4,51 min).

KOUADIO, J.H., DANOB, S.D., MOUKHA, S., MOBIO, T.A.,CREPPY, E.E. Effects of
combinations of Fusarium mycotoxins on the inhibition of macromolecular synthesis,
malondialdehyde levels, DNA methylation and fragmentation,and viability in Caco-2
cells.Toxicon, v. 49, p. 306 — 317, 2007.

2. Curva de calibragdo para a quantificacéo de proteinas

Para a realizagdo da quantificacdo de proteinas foi utilizado o
método analitico de Bradford, 1976. As analises foram realizadas por
espectrometria de ultravioleta (UV). Foram definidos cinco pontos para
a construcao da curva de calibracdo de dosagem da proteina em
eritrocitos de Oreochromis niloticus. Albumina bovina (BSA) foi
empregada como padrdo. Os valores das absorbancias no comprimento
de onda de 595nm estdo apresentados na Tabela A29. A partir dos
valores de absorbancia foi possivel construir a curva de calibracdo
(Figura A8) que foi empregada para a quantificacdo da proteina das
amostras no ensaio da lipoperoxidacao.
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Tabela A29 — Valores de absorbancia observados nas concentragdes de
BSA empregadas para a construcdo da curva de calibragéo.
[BSA] ug/ mL DO 595 nm

0,31 0,033
0,63 0,0593
1,25 0,1409
2,50 0,2103
5,00 0,3297

0,4
Eo3
n
20,2 y = 0,0619x + 0,0346
g R2=0,9633
_2 0,1

O T T T 1

0 2 4 6
[BSA] (ug/mL)

Figura A8 — Curva de calibracdo do método empregado para quantificacdo da
proteina BSA no ensaio de lipoperoxidagao.
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3. Resultados da quantificacdo de proteinas e de MDA.

Tabela A30 — Resultados da quantificacéo de proteinas e de MDA

PROTEINAS " A MDA
Amostras  leitura 595nm Corregéo dadiluigao MDA (nM) (nM/mgde  MédiaMDA  DP

(ug/mL) (hg/mL) leitura HPLC proteina) (nM/mg de
proteina)

c+a 69,77 3488,65 802,39 101,88 126,97 168,09 58,15
ctb 84,87 4243,65 976,04 204,19 209,20

c-a 245,13 12256,65  2819,03 92,85 32,94 27,05 832
c-b 242,80 12139,85 2792,17 59,10 21,17

la 46,66 2332,90 536,57 60,57 112,88 132,36 27,55
1b 43,59 2179,50 501,29 76,12 151,84

2a 82,20 4110,10 945,32 140,23 148,34 140,28 11,40
2b 88,21 4410,40 1014,39 134,13 132,23

3a 91,76 4588,20 1055,29 126,33 119,71 13350 19,49
3b 99,16 4958,20 1140,39 167,96 147,28

4a 95,64 4781,95 1099,85 140,22 127,49 12534 3,04
4b 101,20 5059,85 1163,77 143,36 123,19

5a 227,46 11372,84  2615,75 157,46 60,20 55,78 6.25
5b 258,63 1293135  2974,21 152,74 51,36

6a 271,88 13594,15  3126,65 151,27 48,38 48,01 052
6b 276,65 13832,35  3181,44 151,58 47,64

Ta 249,48 1247385  2868,99 111,08 38,72 4017 2,06
b 249,38 12469,15  2867,90 119,40 41,63

8a 244,31 1221570  2809,61 117,29 41,75 44,93 450
8b 249,35 12467,40  2867,50 137,96 48,11

9a 252,22 12611,20  2900,58 577,06 198,95 190,02 12,62
9 249,65 12482,70  2871,02 519,95 181,10

10a 239,90 1199480  2758,80 82,63 29,95 28,56 197
10b 255,68 12783,90  2940,30 79,88 27,17

Para realizar a correcdo da diluicdo da dosagem de proteinas aplica-se a
seguinte formula:

Quantidade de proteinas * 50 * 0,23



A6. RESULTADOS - TESTE DE METILAGCAO BIOLOGICA DO
DNA

1. Curva de calibragéo para quantificagéo da 5-metilcitosina (m>dC)

Para a realizagdo da curva de calibracdo da 5-metilcitosina
utilizou-se um método analitico baseado em Kouadio et al., (2007). As
analises foram realizadas por HPLC-UV. Foram definidos 7 pontos para
a construcdo da curva de calibracdo. Foi empregada uma mistura das
bases do DNA citosina (dC) e a base metilada 5-metilcitosina (m°dC).
Os valores das reas dos picos de injecdo sdo apresentados na Tabela
A31. Com o calculo das areas, foi possivel construir a curva de
calibracdo que foi empregada para a quantificacdo da citosina e da 5-
metilcitosina no ensaio da metilagcdo do DNA (Figura A9).

Tabela A31 - Valores da area dos picos observados nas bases citosina
(dC) e 5-metilcitosina (m5dC) empregadas para a construcao da curva
de calibracdo.

Area dos picos
Tempo Pontos da curva de calibragdo (pug/mL)
Base de
retencdo | 1,56 | 3,125 | 6,25 12,5 25 50 100
(min)
dC 3,8 98616 | 17368,8 | 37133,9 | 76117,4 | 1429633 | 2579979 | 571069,6
m°dC 4,8 42609 | 77241 | 17148,7 | 351538 | 616553 | 113522,8 | 2297425
600000 y=5617,6x - 317,5
500000 R7=09973
’f. 400000 /
% 300000 I
(<]
& 200000 - y = 2266,4x + 2781, Lgm 4 C
100000 - R?=09991
0 T T )
0 50 100 150

Concentragao (ug/mL)

Figura A9 — Curva de calibracdo do método empregado para quantificacdo da
citosina e da 5-metilcitosina no ensaio da metilagdo do DNA.
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O limite de quantificacdo do método aplicado foi definido como
sendo o primeiro ponto da curva de calibracdo, ou seja, 1,56 pg/mL. A
Figura A10 apresenta o cromatograma de um ponto da curva de
calibracdo com as bases padrées do DNA.

3.0ed]

2.8ed]

2.6e4]

40 3.824

2.d4ed]

2.2ed7]

2.0e47]

F (101
?mﬁdc 4817
-

1.Bed]

1.6ed1

2 4 6 8

Time (min)

Figura A10 — Cromatograma das bases padrdes do DNA empregados para a
quantificagdo da citosina e da 5-metilcitosina (6,25pug/mL).

2. Resultados das leituras das areas dos picos de dC e m°dC, e
resultado final da quantificacdo da 5-metilcitosina.

A Tabela A32 demonstra os valores encontrados nas leituras das &reas
dos picos da citosina e da 5-metilcitosina, realizadas através do HPLC, e
os calculos empregados para obtencdo da quantificacdo da taxa de
m°dC. A taxa de m°dC (%) é calculada utilizando-se a seguinte formula:
m°dC (%) = (m°dC/ dC+ m°dC) * 100
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Tabela A32 — Valores das areas dos picos de citosina e 5-metilcitosina
para obtencdo da quantificacdo da taxa de m°dC.

Amostras dC  m°dC somadaéreas taxa de mdC (%) Médiam°dC DP

cta 11667 472 12139 3,89 382 0,09

c+b 2562 100 2662 3,76

ca 2003 262 2265 11,57 9.99 223

ob 4487 412 4899 8,41

1a 1481 280 1761 15,90 15,49 0,50

1b 2130 378 2508 15,07

%2 2237 446 2683 16,62 14,01 3,60

2b 2464 317 2781 11,40

5 49964 658 50622 1,30 101 041

3b 133369 958 134327 071

4a 3678 511 4189 12,20 10,64 2.20

4b 3484 348 3832 9,08

5b 2850 487 3337 14,59 1459 000

6a 2843 556 3399 16,36 1584 073

6b 1044 189 1233 15,33

7a 2168 995 3163 31,46 001 077

7b 1465 639 2104 30,37

8a 3532 883 4415 20,00 21,47 2,08

8b 2318 690 3008 22,94

9 5016 450 5466 8,23 6,00 3.16

% 3941 154 4095 3,76

10a 2215 611 2826 21,62 14,00 10,78
15140 1031 16171 6,38

10b







A7. UTILIZACAO DO SOFTWARE WTox

A sequencia de passos a seguir demonstra como se utiliza o software
WTox.

Passo 1: Janela inicial do WTox.

B Modelo WTox para Avaliar e Classificar Risco Ambiental Toxicolégico
Ajuda
[ Cilculo de Risco Toxicologica | Estimativa de lmpacto Ambiental | Adicionar Varidwel Toxicologica |

Efeito Agudo Vartivel Toxicoldgica Gravidade
CE50 = N Incic

Efeito Cronico Variivel Toxicologica Grawdade —
REPRODUCAO+ - | v Inchuir Limpar Dados:
b tader o M A i ol |

Efeito Genotdxico Variivel Toxicokigica Gravidade
Im5dC - | - Inchie

Efsit Valor | Organismo Nivel Gravidade Risco |

Figura A1l —Janela inicial do WTox.
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Passo 2. Preenchimento com dos dados obtidos através dos testes
toxicoldgicos e definicdo da gravidade pelo usuario do software.

Modelo WTox para Avaliar e Classificar Risco Ambiental Toxicolégico

Ajuda
e [ Avaliagéo de Carga Téxica | Adicionar Varidvel

Efeito Agudo Varidvel Toxicoldgica Gravidade

[ro71 |ceso [+] v [+] Incluir

Efeito Cronico Varidvel Toxicolégica Gravidade

[1982 [RepRoDUCAO- [~] [ [+] Incluir Limpar Dados

Efeito Genotoxico Varidvel Toxicologica Gravidade

[p1224 |msuc <] [ [~] Incluir

Efeito | Valor | organismo | Nivel | Gravidade | Risto

Figura Al2 — Preenchimento de dados observados para a amostra TX1 e
gravidade no programa WTox.

Passo 3: Inclusdo dos dados no programa. Nivel e risco sdo definidos

pelos

oftware.

B Modelo WTox para Avaliar e Classificar Risco Ambiental Toxicolégico

Ajuda
Calculo de Risco Toxicologico | Avaliagéo de Carga Téxica | Adicionar Variavel
Efeito Agudo Varivel Toxicolégica Gravidade
[ | [ceso [~ v [~] [ incur
Efeito Crénico Variavel Toxicolégica Gravidade
[ | [ReproDUCAO™ ‘ v] m [~ [ Incluir Limpar Dados
Efeito Genotéxico Varidvel Toxicolégica Gravidade
[ | [msac [=] [n [~] [ incuir
‘ Efeito | Valor | Organismo } Nivel Gravidade | Risco
|s6UDO 7071 [ces0 E v [MARGINAL
[cRONICO 1982 [REPRODUCAO+ D i [REDUZIDG
GENOTOXICO (31224 Imédc_ & i [cRTIco

Calcular Risco ‘

Figura A13 — Inclusdo dos dados da amostra TX1 no programa WToX.



Passo 4: Calculo do risco ambiental final para a amostra TX1. Acontece o

cruzamento dos resultados individuais.
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P Modelo WTox para Avaliar e Classificar Risco Ambiental Toxicolégico

X

Figura Al4 — Célculo do risco ambiental final da amostra TX1 através do

software WTox.

Ajuda
Calculo de Risco | Avaliagao de Carga Téxica | Adicionar Variavel
Efeito Agudo Varidvel Toxicolégica Gravidade
{ | e 3 B T 2 R -
Efeito Cronico Variavel Toxicolégica Gravidade
| | [reproDUCAO- [+] | [~] [ mcur
Efeito Genotéxico Variavel Toxicoldgica Gravidade
| | e 2 . R =
31| O Risco Ambiental é: SIGNIFICATIVO
Vocé gostaria de imprimir um relatério?
Efeito Valor |__Organismo Nivel Gravidade | Risco Sim| Nao Cancelar
AGUDO 7071 CE50 E v MARGINAL Iﬁl |—‘ |—|
CRONICO 1982 REPRODUCAO+ |D [ REDUZIDO
GENOTOXICO _[312.24 [m&dc i [crmico






A8. RESULTADOS - AVALIACAO DE RISCO RISCO AMBIENTAL
DE RESIDUOS INDUSTRIAIS ATRAVES DO INDICE PEEP (P)

No método PEEP utilizam-se as formulas:
TC = (CENO * CEO)">  (Equagcéo 1)
TU = 100% v/v efluente + TC (Equagdo 2)

O indice PEEP é representado pela letra P, na formula que articula todos
os dados encontrados nos testes de toxicidade e a vazdo.

N

2. Ti
P =logo|l +n %, Q

Os demais dados séo representados na formula pelas seguintes letras:
P = valor numérico do PEEP
n = nimero de testes que exibiram resposta toxica
N = niimero de testes aplicados
T = unidades tdxicas geradas por cada teste de toxicidade
Q = vazéo do efluente (m*/h)

Para os célculos referentes as amostras PP1, PP2 e PP3
considerou-se uma vazdo de 3000 m*h. Ainda, os valores de CENO e
CEO foram simulados para a maioria dos testes realizados, ja que
apenas o teste de toxicidade cronica pode oferecer o valor exato de
CENO e CEO.

Amostra PP1

Nos testes realizados com a amostra PP1, o teste agudo com D.
magna nao indicou efeito tdxico, e o teste com V. fischeri indicou baixa
toxicidade da amostra, entdo, considerou-se para estes dois parametros
CENO=CEO=0, portanto, TC=TU=0. Como estes dois testes nao
exibiram resposta toxica, ndo foram contabilizados na férmula PEEP.

No teste crénico com D. magna, a menor concentracdo testada
foi 12,5% e nesta concentracdo houve aumento significativo na
reproducdo dos organismos. Assim, esta concentracdo foi considerada
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como de menor efeito observado (CEO). Como ndo foram testadas
concentragBes abaixo de 12,5%, assumiu-se que a concentracdo 6,25%
ndo induziria a efeitos cronicos (CENO).

No teste de lipoperoxidacdo, o aumento na taxa de MDA
induzido pela concentracdo de 25% ndo foi considerado significativo,
portanto assumiu-se que esta concentracdo seria a de menor efeito
observado (CEO), e a metade desta concentracdo (12,5%) foi
considerada como aquela que ndo induziria a efeitos toxicos (CENO).

O resultado do teste de metilacdo do DNA indicou que houve
aumento de 14,59% na taxa de m°dC do organismo exposto & amostra
PP1 (na concentragdo de 25%), e 3,82% no organismo controle. Assim,
considerou-se que uma concentracdo de 12,5% poderia induzir um
aumento em torno de 7,5%, e uma concentracdo de 6,25% poderia
induzir um aumento em torno de 3,75%, ou seja, um aumento menor do
que o apresentado pelo controle negativo. Assim, considerou-se CENO
= 6,25% e CEO= 12,5%.

A amostra PP1 induziu a formacdo de 3 micronlcleos, e o
controle negativo apresentou 2 micronucleos. Assim, considerou-se que
25% seria a concentracdo de menor efeito toxico (CEQ), e a metade
desta concentracdo, 12,5% foi assumida como a concentracdo de efeito
ndo observado (CENO).

A Tabela A33 resume os resultados dos testes realizados,
aplicados para a obteng&o do indice PEEP.

Tabela A33 — Resultados dos testes aplicados com a amostra PP1, para
obtencéo do indice PEEP.

Teste Resultado CENO

0,

toxicologico do teste (%) CEO (%) TC TU
Agudo — D. 45000 0 0 0 0
magna

Agudo - — V. g7 g394 0 0 0 0
fischeri

Crbnico — D.

magna 6,25* 12,5 8,84 11,31
Lpo (MDA) 55,77 12,5% 25 17,68 5,65
Met (m®dC) 14,59% 6,25* 12,5% 8,84 11,31
Micron(cleo 3 12,5* 25 17,68 5,65

*Concentragdo assumida
Considerou-se a aplicacdo de 6 testes de toxicidade, e destes, 4
apresentaram resposta toxica.

P = logso [ 1+ 4 (33,92/6) x 3000]
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Assim, a aplicacdo dos resultados na formula para obtengdo do indice
PEEP, resultou em P = 4,83.

Amostra PP2

A amostra PP2 ndo induziu efeito toxico a D. magna, assim,
considerou-se para este parametro CENO=CEO=0, e portanto,
TC=TU=0.

O teste com V. fischeri indicou alta toxicidade desta amostra.
Considerando-se que a concentracdo de 19% é a CEsp, Ou seja,
concentracdo que imobiliza 50% dos organismos testados, entdo,
assume-se que uma concentracdo de 0,07% ndo induziria a efeitos
toxicos, CENO. Desta forma, assumiu-se também, que uma
concentracdo com o dobro deste valor (0,14%) causaria 0 menor efeito
toxico observado, CEO.

No teste crénico com D. magna, a menor concentracdo testada
foi 12,5% e nesta concentracdo houve aumento significativo na
reproducdo dos organismos. Assim, esta concentragdo foi considerada
como de menor efeito observado (CEO). Como ndo foram testadas
concentracBes abaixo de 12,5%, assumiu-se que a concentragdo 6,25%
ndo induziria a efeitos cronicos (CENO).

No teste de lipoperoxidacdo, 0 aumento na taxa de MDA
induzido pela concentragdo de 25% ndo foi considerado significativo,
portanto assumiu-se que esta concentracdo seria a de menor efeito
observado (CEO), e a metade desta concentracdo (12,5%) foi
considerada como aquela que ndo induziria a efeitos toéxicos (CENO).

O resultado do teste de metilagdo do DNA indicou que houve
aumento de 21,47% na taxa de m°dC do organismo exposto & amostra
PP2 (na concentragdo de 25%), e 3,82% no organismo controle. Assim,
considerou-se que uma concentragdo de 6,25% poderia induzir um
aumento em torno de 5,37%, e uma concentracdo de 3,125% poderia
induzir um aumento em torno de 2,68%, ou seja, um aumento menor do
que o apresentado pelo controle negativo. Assim, considerou-se CENO
= 3,125% e CEO= 6,25%.

A amostra PP2 induziu a formagdo de 14 micronlcleos, e o
controle negativo apresentou 2 micronucleos. Assim, considerou-se que
1,56% seria a concentracdo de menor efeito téxico (CEO), e a metade
desta concentracdo, 0,78% foi assumida como a concentracdo de efeito
ndo observado (CENO).

A Tabela A34 resume os resultados dos testes realizados com a
amostra PP2, aplicados para a obten¢éo do indice PEEP.
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Tabela A34 — Resultados dos testes aplicados com a amostra PP2, para
obtencdo do indice PEEP.

Teste Resultado CENO

0,

toxicolégico do teste (%) CEO (%) TC T
Agudo — D. 400 0 0 0 0
magna

Agudo — V. g0, 0,07* 0,14* 0.1 1000
fischeri

Cranico — D. 6,25% 125 884 1131
magna

Lpo (MDA) 44,93 12,5% 25 1768 565
Met (m°dC) 21.47% 3125 6,25 442 2262
Microndicleo 14 0.78* 1,56* 110 90,90

*Concentracdo assumida

Considerou-se a aplicacdo de 6 testes de toxicidade, e destes, 5
apresentaram resposta toxica.

P = logso [ 1+ 5 (1130,48/6) x 3000]

Assim, a aplicagdo dos resultados na féormula para obtengdo do indice
PEEP, resultou em P = 6,45

Amostra PP3

A amostra PP3 induziu efeito téxico a D. magna. Sendo CEsp =
51,76% , considerou-se para este parametro CENO= 0,2% e CEO=
0,4%.

O teste com V. fischeri também indicou a alta toxicidade desta
amostra. O valor de CEsg observado foi de 18,61%, entdo assumiu-se
que uma concentracdo de 0,07% ndo induziria a efeitos toxicos, CENO.
Desta forma, assumiu-se também, que uma concentracdo com o dobro
deste valor (0,14%) causaria 0 menor efeito tdxico observado, CEO.

No teste crénico com D. magna, a menor concentracgao testada
foi 6,25% e nesta concentracdo houve aumento significativo na
reproducdo dos organismos. Assim, esta concentragdo foi considerada
como de menor efeito observado (CEO). Como ndo foram testadas
concentragBes abaixo de 6,25%, assumiu-se que a concentracdo 3,125%
ndo induziria a efeitos cronicos (CENO).

No teste de lipoperoxidagcdo, o aumento na taxa de MDA
induzido pela concentragdo de 25% ndo foi considerado significativo,
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portanto assumiu-se que esta concentracdo seria a de menor efeito
observado (CEO), e a metade desta concentracdo (12,5%) foi
considerada como aquela que ndo induziria a efeitos toxicos (CENO).

O resultado do teste de metilacdo do DNA indicou que houve
aumento de 14% na taxa de m°dC do organismo exposto & amostra PP3
(na concentragdo de 25%), e 3,82% no organismo controle. Assim,
considerou-se que uma concentracdo de 12,5% poderia induzir um
aumento em torno de 7%, e uma concentracdo de 6,25% poderia induzir
um aumento em torno de 3,5%, ou seja, um aumento menor do que o
apresentado pelo controle negativo. Assim, considerou-se CENO =
6,25% e CEO= 12,5%.

A amostra PP3 induziu a formacdo de 3 micronlcleos, e o
controle negativo apresentou 2 micronucleos. Assim, considerou-se que
25% seria a concentracdo de menor efeito toxico (CEO), e a metade
desta concentragdo, 12,5% foi assumida como a concentracdo de efeito
nao observado (CENO).

A Tabela A35 resume os resultados dos testes realizados com a
amostra PP3, aplicados para a obteng&o do indice PEEP.

Tabela A35 — Resultados dos testes aplicados com a amostra PP3, para
obtencao do indice PEEP.

Teste Resultado ~ CENO o

toxicol6gico do teste (%) CEO (%) TC TU

Agudo — D. 59 7604 0,2 0,4 028 35355
magna

Agudo — V. 1q 6104 0,07* 0,14 0.1 1000
fischeri

Croénico — D. -

magna 3,125 6,25 4,42 22,62
Lpo (MDA) 28,56 12,5* 25 17,68 5,65
Met (m°dC) 14,0% 6,25* 12,5* 8,84 11,31
Micronucleo 3 12,5* 25 1,10 90,90

*Concentragdo assumida

Considerou-se a aplicacdo de 6 testes de toxicidade, e destes, 6
apresentaram resposta toxica.

P = logso [ 1+ 6 (1484,03/6) x 3000]

Assim, a aplicacdo dos resultados na féormula para obtencdo do indice
PEEP, resultou em P = 6,65.
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Abstract

Industrial wastes may produce leachates that can contaminate the
aquatic ecosystem. Toxicity testing in acute and chronic levels are
essential to assess environmental risks from the soluble fractions of
these wastes, since only chemical analysis may not be adequate to
classify the hazard of an industrial waste. In this study, ten samples of
solid wastes from textile, metal-mechanic and pulp and paper industries
were analyzed by acute and chronic toxicity tests with Daphnia magna
and Vibrio fischeri. A metal-mechanic waste (sample MM3) induced the
highest toxicity level to Daphnia magna (CEsgsh = 2.21%). A textile
waste induced the highest toxicity level to Vibrio fischeri (sample TX2,
CEso 3omin = 12.08%). All samples of pulp and paper wastes, and a textile
waste (sample TX2) induced chronic effects on reproduction, length and
longevity of Daphnia magna. These results could serve as an alert about
the environmental risks of an inadequate waste classification method.

Keywords: Industrial waste, Daphnia magna, Vibrio fischeri.
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1. INTRODUCTION

Industrial processes generate wastes that must be adequately
treated before final disposal, since the environmental risk involved is
very important. An inappropriate industrial waste treatment and disposal
releases toxic compounds that can contaminate the ground and water
bodies [1].

Standardized methods, like the Brazilian Waste Classification
Method — NBR 10004 [2], characterizes the hazard of industrial wastes
based only in chemical analysis, or in toxicity tests with mammals.
When considering environmental safety in aquatic ecosystems, these
methods may be inadequate, because industrial solid wastes are complex
mixtures composed of various toxic substances [3, 4]. Even if each one
of these compounds is present in low concentrations, synergistic and
additive effects can potentiate the toxicity of mixtures [5, 6]. Therefore,
the most appropriate way to evaluate toxic effects of the bioavailable
fraction of wastes would be by bioassays [7].

Aquatic environmental bioindicators like bacteria and
microcrustaceans can demonstrate the toxicity potential of industrial
effluents and waste leachates without the necessity of knowing all
chemical substances presented in the sample [8, 9]. Toxicity effects are
observed on biological parameters such as mortality, growth and
reproduction [10-12]. The observed effects are statistically analyzed and
the results are expressed in numerical units, such as ECsy and NOEC
[13].

Taking into account the great production of solid waste in
industrial activities and the environmental risk involved in its
generation, treatment and disposal, this study aims to assess the acute
and chronic toxicity of soluble fraction of industrial waste samples using
the test organisms Daphnia magna and Vibrio fischeri. These results
could help to improve the current Brazilian Waste Classification
Method, by proposing a battery of bioassays that may provide a more
complete evaluation of industrial wastes hazard.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Waste Sampling

Field sampling was performed according to the procedures of
the NBR 10007 [14], and laboratory sampling was based on the
Leaching Flowchart - Appendix B - NBR 10005 [15]. Ten samples, each
one from a different industry, were collected at the entrance of an
industrial and sanitary landfill located in the city of Blumenau, SC —
Brazil. Before entering the landfill, each sample must be previously
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classificated according to NBR 10004 method [1]. APHA
methodologies [16] are used to obtain the chemical characterization of
these wastes. Different samples of the same type of waste were chosen
according to their chemical characterization. Only samples of the same
type of waste with very close chemical composition were collected, so it
was possible to obtain the average values of chemical parameters from
each type of waste. Sample characteristics are described in Table 1,
according to their waste classification report. [Insert Table 1 about here].

2.2 Samples preparation

Samples preparation was carried based on the NBR 10005 [14],
with modifications. During this process, pH was not corrected in order
to maintain the original chemical characteristics of the samples
analyzed. 100 g of raw sample were introduced in a flask and filled with
2.0 L of distilled water, and the bottle was stirred for 18 hours with a
rotation of 30 rpm in a rotary shaker. After stirring, the samples had
their pH and dissolved oxygen (DO) measured, and the supernatant was
used to carry out the toxicity tests.

2.3 Toxicity Tests
2.3.1 Daphnia magna cultivation

Cultivation of Daphnia magna Straus, 1820, was performed
according to 1SO 6341 [17] and DIN 38412-30 [18]. Beakers with a
capacity of 1500mL of M4 culture medium were used for the growth of
25 to 30 individuals. The organisms were fed with Scenedesmus
subspicatus algal culture, produced under 1ISO 8692 [19], in the CHU
culture medium [20]. Cultures were kept under temperature controlled at
20 + 2°C, 16-hour light photoperiod, and DO > 2.0 mg/L.

2.3.2 Daphnia magna acute toxicity test

Acute toxicity tests were performed according to NBR 12713
[21]. Samples were diluted with 1SO medium, according to I1SO 6341
[17] in four concentrations: 100, 50, 25 and 12.5%. For each
concentration, 50 mL of diluted sample was prepared, and then, the
solution was separated in two beakers, each one with 25 mL of the
dilution. In each beaker 10 young D. magna (between 2 and 26 hours of
life) were inserted, resulting in an observation of the effects on
immobility of 20 individuals. Organisms were exposed to these
conditions for 48 hours without food and light, controlled temperature of
20 + 2°C and OD > 2.0 mg/L. 20 organisms of control group were
exposed to ISO medium, and kept under the same environmental
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conditions of the cultivated organisms. According to EPA 821-R-02-012
[22], the Trimmed Spearman-Karber Method was used to calculate
CEso,48h -

2.3.3 Daphnia magna chronic toxicity test

21 days chronic toxicity tests were performed according to I1SO
10706 [23], Bianchinni and Wood [24] and Knops at al. [9], with
modifications. The following endpoints were analyzed: fecundity
(neonates number), longevity (surviving organisms), and growth
(organisms length). Each test was conducted with four sample dilutions,
and a negative control (M4 medium). The dilutions were prepared
according to the results observed in acute toxicity tests, and in a short
chronic toxicity test of 6 days. Sample’s dilution followed a geometric
progression model in the ratio of 2, except for samples MM1 and MM3,
and was prepared at the time of organism exposure, using appropriate
proportions of sample and reconstituted water (M4 medium). For each
dilution, 10 replicates were used, disposing 10 young Daphnia magna in
50mL individual beakers. Each beaker received an aliquot of 25mL test
solution and was covered with plastic wrap to prevent evaporation and
contamination with any residue suspended in the air. The tests were kept
under the same environmental conditions of the cultivated organisms
(16-hour light photoperiod, temperature 20 £ 2°C and OD > 2.0 mg/L).
D. magna were fed with Scenedesmus subspicatus algae, and the media
was changed every 48 hours. The organisms were checked daily and the
number of survival organisms and living neonates were registered.
According to EPA 821-R-02-013 [25] the results were analyzed using
Dunett tests or t-test with Bonferroni adjustment, through the Dunnett
Program version 1.5 [26]. A significance level of p < 0.05 was
accepted.

2.3.4 Vibrio fischeri toxicity test

Toxicity tests with marine luminescent bacteria Vibrio fischeri
were performed according to ISO 11348-3 [27], and according to the
methodology developed for the equipment Microtox ® 500 [28]. The
principle used for the determination of toxicity is the inhibition of
luminescence emitted by the bacteria when in contact with the sample.
Exposure time was 30 minutes, and ECsg somin (%) wWas calculated by the
equipment’s software.
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3. RESULTS
3.1 Physicochemical Characteristics of Industrial Wastes

According to the composition of wastes presented in Table 1,
barium, cadmium, chromium, iron, lead and zinc are the principal
components of the soluble fractions of textile wastes. The chemical
analysis of the dry weight portion indicates that despite metals, cyanides
and phenol also composes the textile wastes. Chemical characterization
of metal-mechanical wastes indicates that chlorides, chromium, iron and
zinc are components of the dry weight portion. Zinc is the main
component of the soluble fraction of these wastes. The dry weight
portions of samples of pulp and paper wastes are composed by arsenite,
lead, chromium, phenol and mercury. Cadmium, lead and chromium are
the main components of the soluble fraction.

3.2 Daphnia magna and Vibrio fischeri Acute Toxicity Tests

The results of Daphnia magna and Vibrio fischeri acute toxicity
tests are presented in Table 2. [Insert Table 2 about here] All samples of
soluble fractions of industrial solid waste had pH and dissolved oxygen
(DO) value in accordance with the recommendations for acute toxicity
tests with Daphnia magna (pH between 5.0 and 9.0, DO > 2.0 mg/L).
All bacteria batches used in toxicity tests were sensitive to zinc sulfate
(ZnS0O,4.7H,0) and correction factor (fk) within optimal values for the
feasibility of the toxicity tests. ~ Samples of soluble fraction of textile
waste induced varied acute toxicity effects to both Daphnia magna and
Vibrio fischeri. Samples TX3 and TX4 induced toxicity effects to both
organisms tested, while sample TX2 induced no toxicity to Daphnia
magna, and sample TX1 induced no toxicity to Vibrio fischeri. Sample
TX1 induced little acute toxicity effects to D. magna, since ECsg 4gn =
70.71%. Sample TX2 induced toxicity effects only to V. fischeri, since
ECso,30min = 43.77%. Sample MM3, soluble fraction of metal-mechanic
waste, induced the highest toxicity value of all ten samples. At the end
of 48 hours of testing, all organisms observed were immobile. Sample
MM?2 induced toxicity effects to V. fischeri, but did not induced serious
toxicity effects to D. magna. Sample MM1 did not induce significative
toxicity effects in these same organisms. Soluble fractions of metal-
mechanic waste induced to values of ECspsomin quite varied, no sample
showed similar toxicity. Samples PP1 and PP2, soluble fraction of pulp
and paper mill waste, induced no toxicity to Daphnia magna, since EC-
s048n > 100%.Sample PP1 induced little toxicity to Vibrio fischeri
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(ECso30min = 91.93%). Sample PP3 induced acute toxicity effects to both
D. magna and V. fischeri.

3.3 Daphnia magna Chronic Toxicity Tests
3.3.1 Soluble Fraction of Textile Waste

In Table 3 it is possible to note that only one sample of soluble
fraction of textile waste induced no chronic effect. The remaining
samples induced toxic effects in at least one of the observed
concentrations. [Insert Table 3 about here] Samples TX1 and TX4
induced no effects on Daphnia magna reproduction, since neonates
mean were not significantly different than those of control for any
concentrations tested. In organisms exposed to sample TX2 the neonates
mean was significantly higher than the control at 12.5 and 25%
concentrations. Sample TX3 induced significant chronic effects to
reproduction in all concentrations tested, increasing the number of
neonates. Longevity effects were induced by samples TX2 and TX4. In
sample TX2, at 12.5% concentration, only one organism survived after
21 days, and at 25% concentration, no organism survived until the end
of the test. In organisms exposed to sample TX4, effects were observed
at 12.5% concentration, where only four organisms survived until the
end of the test. Mortality was reported for organisms exposed to samples
TX1 and TX3, but these do not represent a significantly lower mean
than that observed in the control. Organisms’ growth was also evaluated
after 21 days of testing and only sample TX2 (at 6.25% concentration)
induced significant growth effects on Daphnia magna. These organisms
had a growth mean higher than those of the control group.

3.3.2 Soluble Fraction of Metal-Mechanic Waste

Table 4 indicates the results regarding the effects on Daphnia
magna exposed to soluble fractions of metal-mechanic waste in samples
MM1, MM2 and MM3. [Insert Table 4 about here] In organisms
exposed to sample MML1 the neonates mean was significantly higher
when compared to control (at 1.56 and 1.04% concentrations). Sample
MM3 induced reproduction effects for all concentrations tested. Sample
MMZ2 induced significant increases in reproduction at 25%
concentration, and significant decreases at 50% concentration. Even
without generating significant number of neonates, all organisms at 50%
concentration showed eggs at the end of the test, indicating a possible
delay in the development of reproductive organs of D. magna. The
number of neonate increases at 6.25 and 12.5% concentrations, but this
was not significantly higher than those of the control. Longevity of
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Daphnia magna exposed to all samples of soluble fractions of metal-
mechanic waste was not significantly affected. Most organisms survived
the 21 day trial. Sample MM1 induced no growth effects on Daphnia
magna. In organisms exposed to sample MM3 (at 1.56% concentration)
there was a significant length increase. Organisms exposed at 50%
concentration of sample MM2 (the highest concentration tested) had a
significantly lower growth in relation to the control group.

3.3.3 Soluble Fraction of Pulp and Paper Waste

Table 5 indicates the results regarding to the effects on D.
magna exposed to soluble fractions of pulp and paper mill waste in
samples PP1, PP2 and PP3. [Insert Table 5 about here] Sample PP1
induced Daphnia magna reproduction effects. Significant increases in
the number of neonates were observed at all concentrations, except at
100%. In organisms exposed to sample PP2 it was noted that the number
of neonates produced at 12.5, 25 and 50% concentrations were higher
than the control group. At 100% concentration, number of neonates was
significantly lower than those of control. All samples induced longevity
effects on Daphnia magna exposed to the highest concentration tested.
In sample PP1 only three organisms at 100% concentration survived
after 21 days. In sample PP2 only 4 organisms of 100% concentration
survived after 21 days, and in sample PP3 no organisms of the highest
dilution (50%) survived at the end of the test. All samples induced
growth effects on Daphnia magna. In organisms exposed to samples
PP1 and PP2 the effects was observed at 100% concentration. Sample
PP3 induced growth effects in all concentrations tested.

4. DISCUSSION

Chemical analysis confirm the presence of toxic components in
the soluble fractions of all wastes analyzed, but the results of bioassays
shows that they induced varied toxicity effects to both Daphnia magna
and Vibrio fischeri. In textile wastes, results observed in the organisms
exposed to samples TX1 and TX2, can be compared to those reported by
Sponza and Isik [29] and Rosa et al. [30]. These researchers observed
that textile effluent and textile sludge did not induce acute toxicity
effects in D. magna and V. fischeri, respectively. They concluded that
the non toxic effects were related to the efficiency of the textile
treatment plant and textile sludge stabilization. The result of acute
toxicity to D. magna found for sample TX3 can be compared to those
observed by Villegas-Navarro et al. [31], who evaluated the acute
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toxicity to D. magna of five textile effluents and found values of CE-
s048h Detween 66.66 and 13.89% at the exit of the effluent treatment
system. Researchers also observed physicochemical parameters such as
hardness, conductivity and pH and concluded that these factors may
have contributed to the effluents toxicity. Nevertheless, they have not
discarded the influence of other factors that may induce toxicity. Our
data suggest that the presence of metals like cadmium and iron could be
related to the acute toxicity effects. Soetaert et al. [32] observed effects
at the molecular level in Daphnia magna exposed to sublethal
concentrations of cadmium for 48 hours: digestion, oxygen transport,
cuticula metabolism and embryo development were affected. Data
related with immune and stress response, cell adhesion, visual
perception and signal transduction were also found by these researchers.
Sample TX4 induced an acute toxicity to Daphnia magna that can be
compared with the results observed by Rosa et al. [30], who analyzed
the acute toxicity of fresh sludge from a textile treatment plant and
observed CEsg 4gn = 47.88%. Researchers also found high concentrations
of phenol, aluminum and iron in these samples, which may be the cause
of the observed toxicity. Phenol and iron also were found in our samples
of textile sludge, therefore one can assume that the acute toxicity effects
may have been caused by these substances. Sample TX4 induced
toxicity effects in V. fischeri that can be compared to those reported by
Grinevicius et al. [33]. The researchers analyzed the untreated effluent
from a textile industry and found that ECsg 15min Was 10.64% for Vibrio
fischeri. They concluded that the untreated effluent toxicity can be
linked with the high amounts of dyes, metals, surfactants, fixing and
bleaching agents that are used in the various proceedings in the textile
industry.

In the chronic toxicity investigations with D. magna, it is
interesting to note that despite the evidence of acute toxicity induced by
sample TX4, there were no toxicity effects on D. magna’s reproduction.
Sample TX1 also did not induce chronic toxicity effects to D. magna.
Knops et al. [9], exposed Daphnia magna to cetyltrimethylammonium
bromide (CTAB), a cationic surfactant used in textile processing as an
effluent color remover [34], and reproduction was not significantly
affected. Even observing oxygen consumption decreases, and body size
reductions, researchers were unable to relate these factors with effects
on reproduction. In organisms exposed to sample TX2, the
concentrations that showed significant increases in reproduction were
the same that showed high mortality of organisms at the end of the test.
Reproduction increases followed by high mortality, would explain a
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forced attempt of species conservation [35]. The high mortality
observed after 21 days exposition to sample TX2 (at 12.5 and 25%
dilutions) may have been caused by the presence of metals like lead and
zinc (Table 1). According to Cooper et al. [36], Zn (0.0179 mg/L)
caused 90% of mortality, and Pb (0.2164 mg/L) caused 70% of
mortality on C. dubia after a 7 days exposition. The combination of
these two substances caused 60% of mortality on C. dubia after the
same period of exposition [36]. Textile sludge contains nitrogen,
phosphorous and potassium, and these nutrients may induce growth
increases in plants, algae and earthworms [30]. This same stimulating
potential may explain growth effects observed when D. magna was
exposed to sample TX2.

A metal-mechanic waste (sample MM3) induced the highest
acute toxicity value of all ten samples analyzed. Lambolez et al. [37]
also found high toxicity effects in Daphnia magna and Photobacterium
phosphoreum induced by a metal slag leachate. It was considered the
most toxic of all samples analyzed, and also induced mutagenic effects
in R. subcapitata. Kang et al. [38] evaluated the toxicity induced by
effluents from an electronics factory in Daphnia magna. The final
effluent induced a significant toxicity to D. magna, since ECsg4gn Was
15.38%. The researchers also conducted chemical analysis and toxicity
has been linked to salinity of sodium hypochlorite (NaOCI) from the
effluent treatment process. Chlorides were also found in the dry weight
portion of our samples, and the presence of this substance could explain
the toxicity effects observed in organisms exposed to sample MM3.
Samples MM1 and MM2 induced varied toxicity effects to both D.
magna and V. fischeri. The interaction of chemical substances like lead,
nickel and zinc (Table 1) could have caused the synergistic and
antagonistic effects to both organisms. Zinc affects negatively the
uptake of nickel by D. magna; on the contrary, the presence of zinc
stimulates the uptake of lead in this organism [39]. A binary mixture of
lead and zinc induces synergistic effects to V. fischeri [40]. Picado et al.
[41] found quite varied toxicity effects in Vibrio fischeri exposed to
effluents from a metal industry. They observed metal concentration in
these samples, and found exceeded limit values of chromium, cooper
and iron.

Chronic toxicity tests shows that sample MM2 induced
increases in reproduction at 6.25, 12.5 and 25% concentration, and
significant decreases at 50% concentration. This same effect, known by
hormesis, was observed by Rodriguez et al. [11], in Daphnia magna
exposed to two metal surface coating effluents. These effluents
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contained metals like Ni, Zn, and Cr, and the researchers affirm that
their presence may explain the reproduction effects. Our samples from
soluble fraction of metal-mechanic wastes are also composed by these
same metals, therefore we can relate their presence with the observed
effects. However, the processes that lead to higher quantities of
neonates when they come in contact with low concentrations of
pollutants must be further analyzed [11].

Soluble fractions of pulp and paper wastes induced varied
toxicity effects. The integration of toxic compounds present in sample
PP1 may have produced antagonistic effects to both D. magna and V.
fischeri, since these organisms were not affected. The presence of
selenium (Table 1) may explain this observation. Hamilton et al. [42]
related a delay in mortality of Xyrauchen texanus larvae, possibly due to
the interaction of Se with other substances in water and food treatment.
Sample PP2 induced the same effect to D. magna. On the contrary,
sample PP3 induced acute toxicity effects to D. magna similar to those
reported by Picado et al. [41]. These researchers reported CEsg 4gn = 51%
for D. magna, and the evaluation of some physicochemical parameters
showed that BOD, COD, TSS, oil and greases exceeded the limit values
of a Portuguese law. The toxicity effects induced by sample PP3 can
also be related to the presence of cadmium, lead and chromium in the
soluble fractions of pulp and paper wastes. Even if the amount of each
toxic substance is below the limits imposed by the Brazilian law NBR
10004 [2], synergistic and additive effects could be responsible for the
observed toxicity. Integration of toxic compounds from samples PP2
and PP3 could also have induced the toxic effects in V. fischeri. Our
results can be compared to those observed by Kostamo and Kukkonen
[43], who reported ECsg zomin Values between 13 and 19% for V. fischeri
exposed to samples of untreated pulp and paper mill effluent.
Researchers also found high concentrations of resin acids and sterols in
the total effluent sample. These components were not investigated in our
work, but the dry weight portion of our samples contains phenol, which
could have contributed to the toxicity effects.

Reproduction effects were observed in organisms exposed to
sample PP2. It was noted that the number of neonates produced at 12.5,
25 and 50% concentrations were higher than the control group. At 100%
concentration, number of neonates was significantly lower than those of
control. These results indicate hormesis in sample PP2, similar to that
found by Middaugh et al. [44], who detected the same effect in the
reproduction of Ceriodaphnia dubia during 7 days of exposure to a pulp
and paper mill effluent. Researchers affirm that hormesis can be related
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to nutritional components presented in these effluents. Biologically
treated bleached kraft pulp mill effluent contains phosphorous and
carbon [45]. These nutrients could have influenced D. magna’s
reproduction effects induced by samples PP1 and PP2. Sarakinos and
Rasmussen [46] observed these same mortality effects in Ceriodaphnia
dubia exposed to water from a river that receives pulp and paper mill
effluents. After a 7 days chronic survival test, reported value of ECs
was 23.9%, and the researchers affirm that effects may be attributed to
BOD, suspend solids, and different exposure routes, like nutrition. The
presence of lead and chromium in the soluble fractions of samples PP1
and PP2 may also have contributed to the mortality observed. According
to Seco et al. [47] the sublethal concentrations of these two metals for D.
magna are 0.55 mg/L for Pb and 0.043 mg/L for Cr. Table 1 shows that
in the soluble fractions of our samples these concentrations exceed the
ideal limits for sublethal concentrations. All samples of pulp and paper
wastes induced growth effects on Daphnia magna. The length of the
adult organism decreased as concentration increased. These results can
be compared to those reported by Knops et al. [9], who exposed D.
magna to different cadmium concentrations, and significant length
decreases were observed at the higher dilutions. Chemical
characterization of our samples from pulp and paper wastes indicates the
presence of cadmium, therefore, growth effects induced by sample
MM2 could be attributed to this substance.

Our results indicate that there is a considerable variability
between the different waste toxicity, and also between samples of the
same type of waste. Lambolez et al. [37] made these same observations
and affirmed that the waste’s type can not inform about toxicity effects
from the leachates.

When comparing our toxicity tests results with the Brazilian
Waste Classification Method - NBR 10004 [2], it is possible to note
that, despite the fact that all wastes were classified as Class Il A (non-
hazardous and non- inert), only sample TX1 induced low acute toxicity
and no chronic toxicity effects to the organisms tested. According to
NBR 10004, only Class | wastes may exhibit the toxicity characteristic.
This leads to the thought that maybe this classification method has an
underestimated toxicity assessment, disregarding the harmful effects of
industrial landfill toxic loads in aquatic ecosystems. Similar results were
reported by Silva et al. [48], who applied a battery of acute toxicity tests
with Scenedesmus subspicatus, Vibrio fischeri and Daphnia magna to
textile, metal-mechanics, and automotive solid wastes. The researchers
observed that in some cases, the hazardous potential of industrial sludge
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was underestimated, so they affirm that the current Brazilian regulation
(NBR 10004) is not always appropriate to evaluate the environmental
impact from a solid waste. Thus, we can conclude that the use of
chemical characterization to promote wastes classification is outdated
and must be reviewed. Synergistic, additive and antagonistic effects of
complex mixtures cannot be predicted only by chemical analyses, and
bioassays are more appropriate to effectively demonstrate toxicity levels
in aquatic environments. Therefore, they should be included in the
Brazilian methodologies for waste classification.

When comparing acute and chronic toxicity tests, it is possible
to confirm the great importance of chronic tests with Daphnia magna,
since six of ten samples showed no significant acute effects, but
presented chronic effects in at least one of the observed variables
(reproduction, growth and longevity). Results from the Vibrio fischeri
toxicity tests, once again confirm the importance of chronic tests with
Daphnia magna. Samples MM1 and PP1, induced few toxicity effects
on V. fischeri, but chronic effects where observed in the
microcrustacean. Table 6 summarizes results for acute and chronic
effects for each sample. [Insert Table 6 about here]

Only sample TX1, considered to have low toxicity according to
the acute tests with Vibrio fischeri and Daphnia magna, induced no
chronic effects. Samples TX2 and PP2 were toxic to Vibrio fischeri, but
no acute toxicity was observed to Daphnia magna. However, these two
samples induced chronic effects in D. magna’s reproduction, length and
survival. De Coen and Janssen [49] affirm that digestive enzyme activity
monitored after 48h in Daphnia magna may be a good indicator of
chronic toxicity levels, since digestive enzyme activity increases may
reveal the way the organism deals with reduced absorption of food
caused by a change in the efficiency of food assimilation. This
hypothesis may explain the results observed in samples TX2 and PP2.
Increases in digestive enzyme activity in these organisms may have
caused the reproductive and physiological changes observed. Despite
this, it is not possible to discard other factors that could have induced
chronic effects in these samples. In chronic toxicity tests, biological
characteristics may be related to many toxicity processes: (i) effects on
digestive enzyme activity can be related with the inhibition on energy
consumption and acquisition, which may affect the amount of food
consumed and consequently interfere on the length of adult organisms;
(i) effects in vitellogenesis may alter the number of neonates produced
[50]. Endocrine-active substances are involved in various industrial
processes, and especially in pulp and paper industry -effluents,
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compounds like steroids, resinic acids and triglycerides, are responsible
for chronic hormonal and physiological effects [51]. So it seems that
chronic toxicity effects can be caused by multiple factors.

Samples MM1 and MM2 induced no significant acute effects
for either V. fischeri and D. magna, but some chronic effects were
observed. Sample MM1 induced chronic effects on reproduction, and
sample MM2, on Daphnia magna’s reproduction and growth. The
highlight occurs for sample PP1, which did not induce acute toxicity in
neither of the two organisms tested, but chronic effects were observed
on D. magna’s reproduction, length and survival. These same
observations were made by Mendonca et al. [52], and they affirm that
occurrence of chronic effects on Daphnia magna exposed to low
concentrations is important, since effluent samples did not show great
acute toxicity for any of the other organisms tested (Vibrio fischeri,
Pseudokircheneriella subcapitata, Thamnocephalus platyurus, Daphnia
magna and Lemna minor). Without chronic toxicity testing samples
MM1, MM2 and PP1 probably would not be considered toxic, and the
environmental risk of these wastes would not be classified as dangerous.

Samples TX3, TX4, MM3 and PP3 had demonstrated
significant toxicity potential as observed in acute tests with Vibrio
fischeri and Daphnia magna. This toxicity potential was confirmed
again by chronic toxicity testing with D. magna. Sample MM3 induced
chronic effects on reproduction and growth. Sample TX3 induced
reproductive effects and sample TX4 induced longevity effects. Sample
PP3 induced effects on all parameters observed.

Results found after the application of the three types of toxicity
tests showed that Vibrio fischeri is more sensitive than Daphnia magna
in acute toxicity tests. Interestingly, Vibrio fischeri tests could predict
chronic toxicity in Daphnia magna, in seven of ten tests it was possible
to note that when V. fischeri showed acute toxicity, some chronic effect
was also observed. The same was observed in only four acute tests with
Daphnia magna. So it is important to realize the three tests together, for
a more complete evaluation of toxicological effects of soluble fractions
of industrial waste.

In conclusion, considering that decision-making to improve an
environmental situation requires reliable measures, the use of methods
that can together assess acute and chronic effects provide a more
complete evaluation of toxicological effects of soluble fractions of
industrial solid wastes, and warn about the environmental problems
caused by an inadequate waste classification, treatment and disposal.
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TABLE 1
Industrial Waste Description®
. Sludge from metal- | Sludge from pulp
'[SrI::tgrﬁe]:t() g;at:: tile mechanic and paper
Parameters | Class Il A treatment plant. treatment plant.
Class Il A Class Il A
Analyzed
f/r;iaér;) Samples Samples MM1, | Samples PP1, PP2
DTG and | mMpaandMm3 | and PP3
Dry Soluble | Dry Soluble | Dry Soluble
weight | fraction | weight | fraction | weight fraction
(mg/kg) | (mg/L) | (mg/kg) | (mg/L) | (mg/kg) | (mg/L)
Al - - ND - - -
As 38.77 ND ND ND 49.53 0.004
Ba - 12.72 ND ND - 0.72
Cd 4.73 0.05 ND ND - 0.04
Pb 155.77 | 0.72 4.6 0.24 709.87 0.59
Cyanides 47.07 - ND - - -
Chlorides - - 939.5 - - -
Cu - - ND ND - -
Criotal 50.59 1.46 228.58 0.25 98.98 0.07
Phenol 4.61 - 8.73 - 1.2 -
Fe - 0.05 396318 | - - -
Mg - - 240.34 | - - -
Mn - - 148.3 - - -
Hg ND ND ND ND 0.09 0.0001
Ni - - 0.63 0.13 - -
Qil and | ) 0.08 _ ) )
greases
Ag - - ND ND - 0.03
Se 9.2 0.15 ND ND 4.67 0.05
Zn - 0.1 639.22 1.45 - -

(*) NBR 10004 Classification Report submitted to the industrial and

sanitary landfill, by industries responsible for waste.

(-) Not analyzed.
(ND) Not detected.
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TABLE 2
Industry Sample Daphnia Vibrio pH OD
magna fischeri (mg/L)
CEso, 48n (%) CEsy, 30min
(%)
TX1 70.71 > 100 6.83 29
Textile TX2 > 100 43.77 775 58
TX3 11.26 12.08 771 4
TX4 48.29 17.99 69 32
MM1 84.86 73.86 8.89 43
Metal- MM2 70.71 48.73 947 47
mechanic MM3 2.21 17.47 6.9 58
PP1 > 100 91.93 6.72 4.1
Pulp and PP2 > 100 19.0° 8.17 56
Paper PP3 51.76 18.61 6.3 34

(*) Determined by data extrapolation.
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TABLE 3
Concentration Roeproductlon. Longevity: n° Growth:
Sample n’  neonates/ ;
(%) b survivors lenght (mm)
roods
Control 21.9+4.17 10+£0.0 4.3+0.48
6.25 246 +4.33 8+0.42 457042
X1 12.5 27.91 +£3.05 9+0.32 471 +0.29
25 26.7 £5.90 9+0.32 475+ 0.39
50 26.24 +4.30 7+0.48 46+0.19
Control 21.9+4.17 10+£0.0 4.25+0.42
3.125 19.14 + 3.67 9+0.32 444 +0.42
TX2 6.25 30.09 +5.45 10+ 0.0 4.92 +0.20°
125 33.56+11.78% 1+0.32° 444 +0.39
25 38.98 +5.25% 0.0+0.0° 46+0.42
Control 19.11+£2.54 10+0.0 39+0.21
0.78 25.32 +4.51° 10+0.0 3.77+£0.36
TX3 1.56 30.91+3.71% 9+0.32 4,06 +0.32
3.125 31.16 +7.11° 9+0.32 3.87+£0.35
6.25 38.14 +5.18° 7+0.48 40+£0.0
Control 20.66 + 3.03 10+0.0 475+ 0.35
1.56 23.64 +3.92 7+0.48 475+0.42
TX4 3.125 22.72 +7.22 6+0.52 492 +0.19
6.25 23.67 +7.84 6+0.52 4.83+0.25
125 16.8 + 3.27 4 +052° 466 +0.41

(*)Values which differ significantly from control (P < 0.05).
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TABLE 4

Reproduction:

Sample Concentration n®  neonates/ Longevity: n° Growth:
(%) broods survivors lenght (mm)
Control 18.98 +2.58 10+0.0 3.7+0.48
0.52 22.45+3.29 9+0.32 3.83+0.41
MM1 0.78 20.09 £ 4.69 8+0.42 3.87+£0.35
1.04 24.53 + 3.96° 9+0.32 4+0.0
1.56 23.77 + 4.34° 10+0.0 4+0.0
Control 15.34 +3.30 10+0.0 3.95+0.16
6.25 16.37 + 3.65 10+0.0 3.8+0.26
MM2 125 20.11+£5.19 10+0.0 3.85+0.24
25 27.49 +9.31° 10+0.0 3.9+0.21
50 2.66 + 2.08° 10+0.0 3.65 +0.34°
Control 16.23 +2.58 10+0.0 3.85+0.24
0.52 20.41 + 3.41° 9+0.32 3.93+0.19
MM3 0.78 22.18 +2.98° 8+0.42 3.94+0.32
1.04 27.56 + 1.99° 10+0.0 3.94+0.17
1.56 26.21 +2.77° 9+0.32 421 +0.27°

(yValues which differ significantly from control (P < 0.05).
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TABLE 5
Concentration Roeproductlon: Longevity: n° Growth:
Sample n°  neonates/ !
(%) survivors lenght (mm)
broods
Control 19.57£2.70 10+£0.0 4.1+0.21
PP1 12.5 33.27 £5.15° 9+0.32 3.94+0.30
25 28.96 +6.15° 10+0.0 3.9+0.32
50 29.32 +6.57° 10+0.0 4.06+0.42
100 24.34 + 9.10 3+0.48 3.08 + 0.49°
Control 19494389  10+00 48+0.42
P2 12.5 26.43 +3.22° 10+0.0 49+0.32
25 24.84+ 3.03° 10+0.0 4.66+0.71
50 24.22 +4.76° 10+0.0 49+0.32
100 5.78 + 4.67° 4+052° 4.25 +0.96°
Control 920174  10+00 42+0.26
PP3 6.25 5.49 +1.92° 10+0.0 2.95 +0.28
12.5 8.13+260 10+0.0 2.8+0.35°
25 6.81+ 3.50 10+0.0 2.55 + 0.44°
50 150+ 0.71° 0+0.0° 2.75 + 0.35°

(%) Values which differ significantly from control (P < 0.05)
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TABLE 6
V. D.
fischeri magna D. magna D. magna m.agna
Industry Sample CEsg CEs, Reproduction  Longevity Growth
30min 48h effects effects effects
(%) (%)
X1 NT 70.71 NO NO NO
Textile TX2 43.77 NT O o] o]
TX3 12.08 11.26 O NO NO
X4 17.99 48.29 NO O NO
Metal- MM1 73.86 84.86 o] NO NO
mechanic MM2 48.73 70.71 O NO o]
MM3 17.47 2.21 0O NO O
Pulp and PP1 91.9? NT o] o] o]
Paper PP2 19.0 NT o O o]
PP3 18.61 51.76 O 0 @)

(%) Determined by data extrapolation.
(NT) Non Toxic.

(O) Observed.

(NO) Not Observed.
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Abstract

In this study, lipid peroxidation and DNA methylation were observed in
erythrocytes of Oreochromis niloticus exposed to soluble fractions of
textile, metal-mechanic and pulp and paper industrial waste, after a
period of 48 hours. Lipid peroxidation was quantified by the rate of
malondialdehyde (MDA) and DNA methylation was quantified by the
rate of 5-methyldeoxycytosine (m°dC). Soluble fractions of textile
industrial waste caused metabolic changes for all studied samples. In
organisms exposed to samples TX1 and TX2 (textile waste) MDA rates
were 132.36 and 140.28 nM MDA /mg protein, respectively, while in
control organism the MDA rates were 27.5 nM MDA /mg protein. All
samples from soluble fractions of textile industrial waste induced
increases in m°dC rates, increases varied between 300 and 700% when
compared to the control organism. All the organisms exposed to soluble
fractions of metal-mechanic industrial waste presented increases
between 360 and 600% in the rates of MDA, and one of them (sample
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MMB3) induced an increase of 180% in the rate of m°dC, when compared
to control. Although a significant increase was not observed in the MDA
rate of fish exposed to the soluble fractions of pulp and paper industrial
waste, there was an increase of 460% in the rate of m°dC in one of the
samples (sample PP2), when compared to control. The results showed
that the soluble fractions of these industrial wastes are capable of
inducing oxidative damage and altering the DNA methylation of
Oreochromis niloticus. Thus, the MDA and m°dC rates demonstrated to
be effective biomarkers of exposure, which could be used to evaluate the
toxicity of soluble fractions of industrial solid waste.

Keywords: Lipid peroxidation, DNA methylation, industrial solid
waste, Oreochromis niloticus.

Abbreviations: dC: deoxycytosine; m°dC : 5-methyldeoxycytosine;
MDA: malondialdehyde.

1.Introduction

Santa Catarina is a state in southern Brazil which has a strong
industrial activity, and sectors like textile, metal-mechanic, and pulp and
paper are relevant to the local economy (FIESC, 2010). Industrial
activity in these sectors generates solid waste and effluents with toxic
potential. This, coupled with the lack of initiatives to protect the
environment increases the risk of environmental problems, especially in
water bodies that receive untreated industrial effluent or leachate from
improperly disposed industrial waste. Effluents and industrial solid
waste are complex mixtures, composed mainly of heavy metal, trace
elements, dioxins, furans, phenols, chlorides and cyanides (Ali and
Sreekrishnan, 2001; Sisinno, 2003). The mere presence of a contaminant
in the aquatic environment is not indicative of adverse effects due to the
synergism between molecules and chemical interactions with the
organisms, and an assessment of complex mixtures without an
ecotoxicological characterization is not adequate to predict the potential
effects on the environment (Van der Oost et al., 2003; Picado et al.,
2008). Thus, the study of water pollution can be performed on fish,
since these organisms can accumulate pollutants through contact with
chemicals present in water or by eating organisms that accumulate
pollutants (Al-Sabti, 1995; Hanson and Larsson, 2011). In fish, the
effects of exposure to pollutants can be measured by using biomarkers
such as malondialdehyde (MDA), which indicates the process of lipid
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peroxidation (Bacchetta et al., 2010; Garcia-Medina et al., 2010) and 5-
methyldeoxycytosine (m°dC), which indicates changes in DNA
methylation (Shugart, 1990, 2000; Aniagu et al., 2008).

Lipid peroxidation can be described as a degenerative process,
generated by an oxidative stress that causes damage to the function of
cell membranes, such as a change in their integrity and an increase of
their permeability (Storey, 1996; Girotti, 1998; Matias and Creppy,
1998a). The whole body can suffer consequences because of injuries in
the cell membrane generated by the oxidizing attacks on lipids, fatty
acids and cholesterol (Gabrielak et al., 2002; Uz-Zaman et al., 2008).
The phospholipase, activated by toxic substances disintegrates the
phospholipids and releases unsaturated fatty acids (Halliwell and
Gutteridge, 1989), resulting in harmful effects of lipid peroxides and
among other effects, changes in DNA. The malondialdehyde (MDA), a
product generated in the lipid peroxidation, is strongly related to
proteins damage (Traverso et al., 2004; Suji and Sivakami, 2008). In
aquatic organisms, the lipid peroxidation is induced through exposure to
toxic agents such as industrial effluents, metals and pesticides (Ahmad
et al., 2000; Oakes and Van der Kraak, 2003; Avci et al., 2005; Uner et
al., 2006; Almeida et al., 2007).

DNA methylation is linked to DNA transcription and to
activation and inactivation of genes. It is controlled by enzymes
methyltransferase that add or remove methyl groups to the 5 position of
cytosine. In animal cells, 2-7% of cytosines are methylated (Robertson,
2001; Lewin, 2004). These changes are crucial to the development and
maintenance of cell functions (Pogribny and Beland, 2009). However,
studies suggest that abnormal methylation is mainly related to
carcinogenesis (Matias and Creppy, 1998b; Aniagu et al., 2008):
hypermethylation is associated with the inactivation of tumor suppressor
genes (Esteller, 2003) while hypomethylation is associated with the
expression of oncogenes (Pfohl-Leszkowicz et al., 1984). When DNA
methylation is perpetuated through generations, resulting in changes of
gene expression without changes in DNA sequences, it can be
recognized as epigenetic alteration (Lewin, 2004). In aquatic organisms
like microcrustaceans, fish and amphibians, environmental pollutants
can affect the DNA methylation (Huang et al., 2007; Vandegehuchte et
al., 2009; Wang et al., 2009).

Due to the risk that soluble fractions of industrial solid waste
present to aquatic organisms, the aim of this study was to evaluate the
lipid peroxidation by quantifying MDA rates and to verify DNA
methylation by quantifying m°dC rates in Oreochromis niloticus
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exposed to soluble fractions of three types of industrial wastes, and also
to verify if these methods are suitable for the proposed situation. It is
demonstrated that O. niloticus is suitable as a bioindicator of genotoxic
effects caused by contaminants presented in water (Cavas and Ergene-
Gozikara, 2003; Grisolia et al., 2009; Franco et al., 2010).

2. Materials and methods
2.1 Test organisms

Oreochromis niloticus fish (weight = 30.6 £ 0.3 g, length = 11
+ 2 cm) were acclimated for a period of 15 days in 130 liter tanks with
aerated and chlorine-free water, with diffuse light (photoperiod of 16
hours) and at 20°C + 2°C temperature. The organisms were fed every 48
hours with food for juvenile fish (Peixe Juvenil, Acqua Line, Supra, RS,
Brazil) containing 42% protein and 500 mg/kg vitamin C. The remains
of uneaten food and fecal material were removed from storage tanks and
the water was renewed every 48 hours.

2.2 Waste sampling

The field sampling was performed according to the procedures
of NBR 10007 (ABNT, 2004a). The laboratory sampling was based on
the Leaching Flowchart - Appendix B of NBR 10005 (ABNT, 2004b).
Ten samples of waste were collected at the entrance of the Industrial and
Sanitary Landfill of Blumenau (Blumenau, SC - Brazil). The wastes
were characterized, according to NBR 10004 (ABNT, 2004c), as sludge
from the treatment plant of the following industries: textile, metal-
mechanic, and pulp and paper (Table 1). Several studies have
investigated the physical and chemical characteristics of industrial waste
(Chen et al., 2001; Jha et al., 2001; Kostamo and Kukkonen, 2003;
Chandra et al., 2005; Rosa et al., 2007), and the general composition of
the waste collected for this study is also described in Table 1.

2.3 Soluble fraction of industrial waste samples preparation

Samples preparation were based on NBR 10005 (ABNT,
2004b), with modifications. 100 g of raw sample were introduced in a
bottle which was filled with 2.0L of distilled water. The bottle was kept
under shaking for 18 hours with a rotation of 30 rpm in a rotary shaker.
After shaking, the samples had their pH and dissolved oxygen measured
according to the methodology described in Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater (APHA, 1995). Samples of
soluble fractions (leached) were exposed to the test organisms and lipid
peroxidation and DNA methylation rates were measured.
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2.4 Fish Exposure Assays

Each fish was kept in an individual two liter aquarium under
aeration, and they were exposed to soluble fractions of industrial waste
during periods of 48 hours, according to the following concentrations
(Table 2). These concentrations were employed in order to limit and
minimize the use of organisms in preliminary tests to define the lethal
concentration for each sample. So, the concentrations were adapted
according to Cavas and Ergene-Goziicara (2003), Mishra and Mohanty
(2008) and Wahbi et al. (2004), based on the characteristics of each
substance, the species, weight and size of the test organisms. Negative
control and positive control were also performed with only one body for
the same reason, to limit and minimize the amount of organisms used in
the experiment. One organism exposed to the water of the
acclimatization tank was used for the negative control, while one
organism exposed to a concentration of 2.5mg/L of potassium
dichromate (sublethal concentration of K,Cr,0; adapted to body weight,
based on Mishra and Mohanty, 2008) was used as a positive control.

Concentrations of soluble fractions of textile waste samples
(6.25, 12.5 and 25.0%) were adapted from Cavas and Ergene-Gdoziicara
(2003), who observed genotoxic effects in O. niloticus (weight: 30 +
5.5g and size: 9.5 £ 1.5 cm) exposed to textile effluents. In this study,
concentrations of 5.0, 10.0 and 20.0% induced the formation of
micronuclei and abnormalities in the nucleus of the organisms’
erythrocytes. As the soluble fraction of waste cannot be compared with
the raw effluent, we decided to increase the exposure concentrations of
the solubilized samples, since the concentration of toxic substances is
probably smaller. Since four samples of textile waste were collected in
this study (samples TX1, TX2, TX3 and TX4), the sample dilutions
values were distributed randomly.

Waste from the metal-mechanic industry contains large amounts of
chromium in its composition (Chandra et al., 2005; Jha et al., 2001).
Thus, we used an adaptation of the concentrations used by Mishra and
Mohanti (2008), who observed that Chana punctatus fish (weighing 50-
55¢, size: 18-20cm) exposed to concentrations of 20 mg/L and 40mg/L
showed abnormal behavior, changes in swimming and loss of balance.
Thus, we decided to use a 25.0% dilution of the soluble fraction of
metal-mechanic industrial waste of samples MM1 and MM2 to observe
the effects in Oreochromis niloticus. Sample MM3 was characterized as
electroplating waste, so we looked for a reference dilution for this
specific waste type. Chen et al. (2001) affirm that in addition to chrome
and nickel, electroplating wastewater usually contains cyanide, and the
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interaction of these substances may contribute significantly to the
effluent toxicity. The same researchers reported a CLsogen Of 11.5% in
young Oreochromis mossambicus (2-3 months old) exposed to an
electroplating effluent. In the present work, in order to guarantee the
survival of the organism during the 48 hours of exposure, a 6.25%
dilution of the soluble fraction was used for the sample MM3.

In samples of pulp and paper waste (PP1, PP2 and PP3), the soluble
fractions were diluted at 25.0%. According to Wahbi et al. (2004),
Lithognathus mormyrus (average weight: 99g, medium size: 15cm)
showed significant decreases in the amount of protein in muscle and
gonads when they were exposed to a 20ml/L concentration from a pulp
and paper effluent.

During exposure, the fish were kept under diffuse light
(photoperiod of 16 hours), at 20°C + 2°C temperature, and without food.
The fish erythrocytes were collected by punction of caudal vein and
preserved in 0.5 mL of EDTA anticoagulant. The collected erythrocytes
were separated in 200pL aliquots. For each individual two replicates
were made. The collected aliquots were used for determination of MDA
and m>dC rates.

2.5 DNA methylation measured by m°dC rates.

DNA methylation was carried out based on previous work
(Bardakci and Sibinski, 1994; Matias and Creppy, 1998b), with some
modifications. 200uL of blood were centrifuged and the pellet formed
was resuspended with 400 mL of lysis buffer (1M Tris HCI pH 7.4, 1M
NaCl, 0.5 M EDTA pH 8, 10% SDS, MiliQ water). 10uL of Proteinase
K were added and the samples were left in a water bath at 45°C for 2
hours. Subsequently, the DNA was purified with one extraction with
phenol, one extraction with phenol:chloroform and one extraction with
chloroform. DNA was precipitated with cold isopropanol and incubated
at 20°C overnight. Then, DNA was washed with 500 mL of ethanol
70%, and after drying, the pellet was resuspended in 50ulL of MiliQ
water. 5uL. RNAse was added and left at room temperature overnight.
DNA purity was quantified by the ratio between the absorbance at 260
and 280nm.The A260/A280 nm ratio should be between 1.8 and 2.0 to
ensure a high level of DNA purity. DNA was preserved at -20°C and a
volume containing 20ug of pure DNA of each sample was lyophilized.
The first enzymatic hydrolysis occurred when the lyophilized DNA was
dissolved in ultrapure water, followed by a quick ice bath and a water
bath at 100°C, and the subsequently addition of 2uL of potassium
acetate 250mM (pH 5.4), 2uL of zinc sulfate 10 mM and 4ulL of P1
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nuclease (6.25 U/mL). The tubes were incubated at 37°C overnight. A
second hydrolysis was carried out after adding 4uL of Tris-HCI (pH 8.3)
and 4uL of alkaline phosphatase (0.31 U/mL). The tubes were shaken
for two hours at 37°C. After the incubation, 25uL of chloroform were
added to each sample to inactivate the enzymes used in hydrolysis. The
tubes were centrifuged at 130009 for 10 minutes. The quantification of
m°dC was performed by HPLC (HP1050 HPLC System) and an UV
detector (HP1050 Series Variable Wavelength Detector), using an
Agilent Zorbax SB-Phenyl column (250 x 4.6 mm, 5um). Elution was
carried out with H,PO4 (NH,) 6.5 mM at pH 3.95 and 4% methanol
(v/v) at a flow rate of 1.0 mL/min. The injection volume was 20uL of a
dilution of 1/10 of the hydrolyzed DNA. Eluates were monitored at
254nm. Standard DNA bases (dC and m°dC — Sigma-Aldrich) were
used for quantification. The results in pg/mL were used to calculate the
% rate of m°dC as compared to (m°dC + dC) * 100.

2.6 Lipid peroxidation measured by MDA quantification

The analytical method for MDA quantification was performed
according to Matias and Creppy (1998a), with modifications.
Centrifugation of 200uL aliquots of fish erythrocytes were carried at
2000g for 10 minutes, and the plasma obtained were used for the test.
100uL of plasma were collected from each sample and then, 150uL of
SET buffer, pH 8 were added. The samples were shaken in a Vortex and
20uL of the homogenate were removed to measure the protein content.
A calibration curve was prepared with eight samples of standard MDA
concentrations varying between 7.5 and 6x10’ nM. The following
reagents were added to the standard MDA concentrations and to the
plasma samples: 25uL SDS 7% (w/v), 300uL HCI 0.1M, 40uL
phosphotungstic acid 1% (w/v) and 300uL thiobarbituric acid 0.67%
(w/v). After Vortex mixing, the tubes were incubated at 90°C for 1 hour
in the dark, and then cooled in ice bath (0°C) forl5 minutes.
Subsequently, a volume of 300uL of n-butanol were added to each
sample and the tubes were vigorously mixed in a Vortex. Then a
centrifugation was carried at 3000g for 10 minutes. The n-butanol phase
containing the MDA-TBA adduct was separated and quantified through
HPLC (HP1050 HPLC System) with a Suplecosil LC-18 column (250 x
4.6 mm, 5um). The mobile phase consisted of methanol-water 40:60
(v/v), pH 8.4. The flow rate was kept at 0.5 mL/min, and the injection
volume was 50uL. The excitation and emission wavelengths were of
515 and 553 nm, respectively (Programmable Fluorescence Detector HP
1064A). The amount of MDA-TBA quantified is related to the protein
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content of cellular homogenates, determined using the colorimetric
Bradford method (1976).

2.7 Statistical analysis

Statistical analysis was performed with mean values from two
replicates of each sample + standard deviation. Due to the small amount
of data, the results were analyzed by industrial waste type, using Dunett
tests (Dunnett, 1955), through the Dunnett Program wversion 1.5
(U.S.EPA, 1999). A significance level of p < 0.05 was accepted.

3. Results
3.1 pH and Dissolved Oxygen

In all raw samples of soluble fractions of industrial waste pH
values varied between 6.3 and 9.47 and dissolved oxygen varied
between 2.9 and 5.8 mg/L (Table 3).

3.2 Lipid peroxidation: MDA quantification.

After 48h of exposure, the negative control organism produced
27.05 + 8.32 nM MDA/mg of protein, and the positive control
(organism exposed to 2.5mg/L of potassium dichromate) produced
168.09 £ 58.15 nM MDA/mg of protein (Table 4). The value found for
the positive control was significantly higher compared to the negative
control.

Soluble fractions of textile industrial wastes induced very
similar values of MDA rates between samples TX1 and TX2 and
between samples TX3 and TX4. The MDA rate increased approximately
400% for samples TX1 and TX2, and 77.5% and 48.5% for samples
TX3 and TX4 respectively, when compared to the negative control.

Soluble fractions of metal-mechanic industrial wastes induced
significant increases in the rate of MDA, when compared to the negative
control. The production of MDA increased 393.53% and 363.36% for
samples MM1 and MM3, and 602.48% for sample MM2.

Among the organisms exposed to the soluble fractions of pulp
and paper industrial wastes, the increases of MDA rates observed were
not significant. Sample PP1 induced an increase in MDA rate of
106.17% when compared to the negative control. Samples PP2 and PP3
induced increases in the MDA rates of 66.1% and 5.58% respectively,
when compared to the negative control.
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3.3 DNA methylation measured by m°dC rates.

After 48h of exposition, negative control organism
spontaneously produced 3.82+0.09% of m°dC. Potassium dichromate
(2.5 mg/L) employed as positive control increased the m>dC rates to
9.99+2.23%.

5-methyldeoxycytosine quantification in fish erythrocytes
exposed to the soluble fractions of textile industrial wastes indicates a
significant increase of methylation in all samples (Fig. 1). Samples TX1,
TX2 and TX3 induced an increase of m°dC rates of approximately
300% when compared to the negative control. Organisms exposed to
samples TX1, TX2 and TX3, produced m°dC rates of 15.49+0.59%,
14.01£3.69% and 15.84 +0.73%, respectively. The organism exposed to
sample TX4 produced a m°dC rate of 30.91+ 0.77%, which means an
increase of 722.93% when compared to the negative control.

Among the fish exposed to the soluble fraction of metal-
mechanic industrial waste, there was a significant increase induced by
sample MM3 (Fig. 1). Organisms exposed to sample MM3 produced
m°dC rate of 10.64+2.21%, which corresponds to an increase of
183.24% when compared to the negative control. In the organism
exposed to samgle MM2 the increase was of 59.63%, when compared to
control. The m°dC rate produced by this organism was of 6.0+3.16%.
Sample MM1 was the only one that induced decreases in m°dC rates.
The m°dC rate produced was of 1.01+0.42%, which means a decrease of
73.21% when compared to the negative control.

The production of m°dC increased in all of the Oreochromis
niloticus exposed to the soluble fractions of pulp and paper industrial
waste, when compared to the negative control (Fig.1). Organisms
exposed to samples PP1 and PP3 produced m°dC rates of 14.59% and
14.00£10.78% resgectively. These values indicate increases of 288.49
and 272.63% in m>dC rates, when compared to the negative control. In
the organism exposed to sample PP2 the increase was significant,
471.52% compared to control. The m°dC rate produced was of
21.4742.08%.

4. Discussion

Industrial solid wastes are complex mixtures composed of
various toxic substances that can bioaccumulate in organisms and reach
humans through the food chain (Sisinno, 2003). Even if each one of
these compounds is present in low concentrations, synergic and additive
effects can potentiate the toxicity of mixtures that affect aquatic
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organisms (Schwarzenbach et al.,, 2006; Baderna et al., 2011).
Therefore, the substances present in environmental pollutants are
capable of inducing oxidative damage and DNA damage, which can
lead to epigenetic effects (Baccarelli and Bollati, 2009).

Results of this study indicate that soluble fractions of industrial
solid waste induce increases in MDA rates of Oreochromis niloticus
erythrocytes. Significant increases were induced by five samples.
Although there are few studies reporting MDA rates in erythrocytes of
fish exposed to industrial pollutants, there are several studies where
MDA rates are reported in organs and tissues like kidneys, liver, gills
and muscle. Uz-Zaman et al. (2008) analyzed the MDA rates in Sophora
Puntius exposed to effluents from a textile industry and compared with
the MDA rates of fish that were not exposed to the effluent. In liver
tissue there was a significant increase of 65% in the rate of MDA, and in
extrahepatic tissues there was an increase of almost 420%, when
compared to the controls. The researchers related the increase in rates of
MDA with a small reduction in cholesterol levels of fish exposed to the
textile effluent, and claim that this exposure affected the plasma
membranes (composed of cholesterol and fatty acids), because they may
be wvulnerable to physicochemical and physiological disruption of
homeostasis. In our study, soluble fractions of textile industrial waste
induced increases of up to 400% (compared with control) in the MDA
rates of O. niloticus. These increases could be associated with the
oxidation of cholesterol, which could have affected the integrity of the
fish cell membranes, which explains the differences observed when
compared to the negative control.

Industrial waste, primarily textiles and metal-mechanics,
contains various types of metals (Table 1), and several studies confirm
lipid peroxidation in fish erythrocytes and organs induced by metals.
Garcia-Medina et al. (2010) suggest that increases in the MDA rates in
Cyprinus carpio plasma are related to exposure to aluminum. The
researchers observed increases of up to 529% in MDA rates of fish
exposed for 48 hours to 120mg/L of aluminum, when compared to
control group. Chronic exposure to metals also induces changes in
MDA rates. Gopal et al. (2009) observed increases of 52.2 and 98.5% in
the rates of MDA in gills, kidneys, liver and muscle of Cirrhinus Mrigal
exposed to 3.5 mg/L of nickel for 28 days. Osman et al. (2009) observed
increases of around 50% in MDA levels of these same organs in
Oreochromis niloticus exposed to 15mg/L of cadmium for 15 days.
Roberts and Oris (2004) observed a fivefold increase in the MDA rates
of gills from Oncorhynchus mykiss exposed to 10.2mg/L of hexavalent
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chromium for 48 hours. In addition to metals, other contaminants may
be responsible for increases in MDA rates on fish. Avci et al. (2005)
observed a significant increase around 115% in the MDA rates in
muscles of Silurus glanis collected in a river that receives effluents from
a petroleum refinery industry. A preliminary chemical characterization
of the effluent was also done. The researchers related the muscle tissue
oxidation with the presence of compounds such as ammonia nitrogen,
oil and grease, sulfur and phenol in the effluent speculating that these
compounds were responsible for damaging the antioxidant system.

Erythrocytes of fish exposed to soluble fractions from pulp and
paper industrial waste did not show significant increases in rates of
MDA. Oakes and Van der Kraak (2003) observed increases of 51.3 and
39.7% in the levels of MDA in liver of females and males of
Catostomus commersoni collected in rivers receiving effluent from a
pulp and paper industry, and these increases were not considered
significant by the investigators. However, the researchers observed that
fish exposed to these effluents had higher amounts of free iron, and this
was related to the induction of oxidative stress. In another study, Oakes
et al. (2003) observed increases in the rate of lipid peroxidation in liver
and gonads of Catostomus commersoni collected in the same areas.
Although the researchers were not able to relate these increases to
changes in fish reproduction, the fact that these increases have been
observed in tissues of reproductive organs alert to the danger of
contamination by pulp and paper industrial waste on the aquatic
ecosystem. In the present study, increases of MDA rates in fish
erythrocytes indicate that there may have been a disturbance in lipid
membranes of the exposed O. niloticus due to metals and other
contaminants present in the soluble fraction of industrial wastes.

This study also demonstrates that the DNA methylation in
erythrocytes of Oreochromis niloticus is altered by exposure to soluble
fractions of industrial waste. There was significant DNA
hypermethylation in erythrocytes of six fish exposed to the soluble
fractions of industrial waste (samples TX1, TX2, TX3, TX4, MM3 and
PP2). Metals present in these samples may have induced DNA
methylation (Baccarelli and Bolatti, 2009). Li et al. (2009) observed
DNA hypermethylation in Danio rerio embryos exposed to arsenite.
After 48 hours of exposure to 2 mM of arsenite, the embryos showed a
large increase in DNA methylation, especially in the tail. The arsenite is
a derivative of arsenic and a powerful carcinogen, which can be released
into the environment during various industrial processes (Sabo-Attwood
et al., 2006). Zhang et al. (2009) observed hypermethylation in the liver
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and kidney of chickens exposed to two concentrations of cadmium. The
increase in methylation was significant in both organs analyzed, and the
percentages of increase were between 60 and 180% in the liver, and
between 10 and 20% in the kidneys. Cadmium is a heavy metal present
in leachate from the metal-mechanic waste (Chandra et al., 2005),
classified as a carcinogen by the National Institute for Environmental
Health Sciences (NIEHS, 2011), and may induce genotoxic and
epigenetic effects at the molecular level (Waalkes, 2003). In the
mentioned studies, it is evident that the increases in DNA methylation
are induced by chemicals. Similarly, in the present study it may be
possible to relate hypermethylation with the chemicals present in the
soluble fraction of industrial waste.

It is possible to relate the results observed in O. niloticus after
exposition to the samples TX1, TX2, TX3, TX4, MM3 and the results
observed in the positive control. Organisms exposed to these samples
showed m°dC rates higher than that exposed to 2.5 mg/L of dichromate
potassium. Chromium is present in the waste generated by these
industries (Table 1), and this may explain the increases observed in
m°dC rates.

Only one fish exposed to soluble fraction of industrial waste
showed DNA hypomethylation (sample MM1). Huang et al. (2007),
reported decreases in m°dC rates of 15.0, 7.5 and 5.5% in the liver of
frogs collected from lakes receiving effluents from a petrochemical
industry. Researchers related the amount of m°dC with the concentration
of oil and phenols in water samples, and found that the higher the
concentration of these substances in water, the greater the decrease in
DNA methylation. Waste from the metal-mechanic industry may also
contain oil and phenols in its composition, which results from the sludge
stabilization process (Minocha et al., 2003). This could explain the
decrease in m°dC rates observed in erythrocytes of fish exposed to
sample MML1. The amount of decrease in DNA methylation observed in
erythrocytes of O. niloticus exposed to sample MM1 (70% compared to
control) resembles the higher value of the decrease in methylation
reported by Wang et al. (2009). These researchers observed a decrease
of 30 and 60% in DNA methylation in the liver of Sebastiscus
marmoratus after exposition to different concentrations of tributyltin
(TBT). There was also hypomethylation when organisms were exposed
to trifenyltin (TPT), and this decrease was around 20%. They also
investigated metabolic indicators of cellular methylation status, which
are the substrate and the product of transmethylation reactions,
respectively  SAM  (S-adenosylmethionine) and SAH  (S-
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adenosylhomocysteine), and concluded that TBT or TPT exposure
caused DNA hypomethylation by altering the intracellular SAM and
SAH concentrations. The researchers affirm that other sources of TBT
and TPT are urban and industrial wastewater, sewage sludge, and
leachate from landfills.  According to Wilson et al. (2007), the
hypomethylation, triggered by chemicals can predetermine the initiation
of a tumor. Thus, it is important to note the m°dC rates induced by
sample MM1. Even if the decrease in m°dC rate was not significant, the
potential effects caused by the exposure to this sample must be
considered, since hypomethylation may modify the concentrations of
transmethylation reactions, which may lead to the initiation of a tumor.
Similar to sample MM1, samples MM2, PP1 and PP3 did not
induce significant changes in the DNA methylation of O. niloticus.
Aluru et al. (2010) reported increases of 20 and 30% in DNA
methylation in liver of Fundulus heteroclitus living in an area
contaminated with PCBs, a class of compound widely used in industrial
applications, but these increases were not considered significant. The
researchers relate these results with a chemical resistance, hereditarily
acquired by fish living in the area. In a study using Daphnia magna,
Vandegehuchte et al. (2009) reported that, despite chronic exposure to
zinc, no significant DNA methylation was observed in the organisms of
the FO generation. However, it was noted that organisms of F1
generation showed a significant hypomethylation when compared to FO,
and organisms of F2 generation showed a significant hypermethylation
when compared to FO. DNA methylation is an epigenetic mechanism
that can promote heritable changes in gene expression (Baccarelli and
Bolatti, 2009), so, although exposure to soluble fraction of some
industrial waste has not significantly altered DNA methylation, the
genotoxic and epigenetic effects that may occur cannot be disregarded,
since the abnormal methylation was observed.
Adverse factors such as temperature, oxygen level, salinity, exposure to
metals, pesticides and oils and their derivatives are known to cause
oxidative stress (Lushchak et al., 2010). Oxidative stress can damage
DNA, thereby altering the methylation, which can result in
carcinogenesis (Traore et al., 2000). By knowing that metals are present
in industrial wastes and that lipid peroxidation results from an oxidative
stress, causing mutations in DNA (Halliwell and Gutteridge, 1989), it is
possible to find a link between lipid peroxidation and DNA methylation
induced by soluble fractions of industrial wastes. These two processes
may be evidenced jointly by the nature of the mechanisms that directly
or indirectly affect the DNA, and can be used as markers of
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environmental exposure for industrial solid waste. In our work, this link
is evident in organisms exposed to samples TX1, TX2 and MM3, where
significant increases both in MDA and in m°dC rates were reported.
These results point to a potential deleterious effect on the regulatory
system which may be related to oxidative processes, indicating a
probable carcinogenic process in the exposed organisms. In organisms
exposed to the other samples of soluble fractions of industrial wastes,
the observed results do not permit to make this correlation, because
although changes were observed, they were not considered significant.

5. Conclusion

The overall results show that soluble fractions of industrial
wastes interfere with epigenetic systems. Although the substances that
compose these wastes are well known in the physicochemical and
toxicological level, studies on synergistic and antagonistic effects of
complex mixtures are insufficient and need to be better explored. The
fact that they cause deleterious effects to Oreochromis niloticus does not
mean that extrapolation to other species can be direct, by contrast, these
extrapolations are very complex to perform. However, the
biomagnification of these elements in the food chain may be a factor
that expresses effects in the human genome. This is a warning to the
need for adequate treatment and disposal of industrial waste. Thus, the
mechanisms of toxic action studied by the quantification of MDA and
m°dC rates, prove to be biomarkers of exposure that can be used to
evaluate the toxicity of soluble fractions of industrial solid waste.
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Figure 1. (A) Percentage of DNA methylation (m°dC/(m°dC + dC)*100)
related to erythrocytes of O. niloticus exposed to soluble fractions of textile
industrial waste, negative and positive control with potassium dichromate
(2.5 mg/L). (B) Percentage of DNA methylation (m>dC/(m°dC + dC)*100)
related to erythrocytes of O. niloticus exposed to the soluble fraction of
metal-mechanic industrial waste, negative control and positive control with
potassium dichromate (2.5 mg/L). (C) Percentage of DNA methylation
(M>dC/(m°dC + dC)*100) related to erythrocytes of O. niloticus exposed to
the soluble fraction of pulp and paper industrial waste, negative control and
positive control with potassium dichromate (2.5mg/L). The values represent
the average of each replicate + standard deviation (n = 2). (*) at p < 0.05
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Table 1: Characteristics and general composition of industrial waste
samples collected in the Industrial and Sanitary Landfill of Blumenau,
as classified by NBR 10004 (ABNT, 2004c).

Sample n°  Industrial waste® Composition
TX1, TX2, . Iron, aluminum, phenol, zinc,
TX3 and ,[Srg:ﬁ,]ee:tr (F))T;nttextlle chromium, lead, manganese, nickel
TX4 and copper. (Rosa et al., 2007)
MM1 and Sludge from metal-
MM2 mechanic treatment Chromium, iron, nickel, zinc,
plant copper, manganese, lead and
Sludge from cadmium. (Chandra et al., 2005;
MM3 electroplating Jha et al., 2001)
treatment plant
op1 PP Sludge from the Chlorop_her_lol compour_wds, resin
) ul and aner aC|ds,_d|oxms, sterols, zinc, copper
and PP3 PUp PAPET and iron (Chen et al., 2001;

treatment plant

Kostamo and Kukkonen, 2003)

? Description according to the Classification Report presented to the
Industrial and Sanitary Landfill of Blumenau by companies responsible
for these industrial waste.
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Table 2: Concentrations of exposure to the soluble fractions of
industrial waste according to its reference.

:;S: S Sample n°  Concentration Reference
TX3 6.25%
: TX1 and 0 adapted from Cavas and
Textile TX4 12.5% Ergene-Goziicara (2003)
TX2 25.0%
0 adapted from Chen et al.
Metal- MM3 6.25% (2001)
mechanic MM1 and 25 0% adapted from Mishra and
MM2 ' Mohanty (2008)
Pulp and PPl1, PP2 25 0% adapted from Wahbi et al.
paper and PP3 ' (2004)

Table 3: pH and dissolved oxygen values observed in the raw samples
of soluble fractions of industrial waste

Industry Type Sample pH DO (mg/L)
TX1 6.83 2.9
TX2 7.75 5.8
Textile TX3 7.71 4.0
TX4 6.90 3.2
MM1 8.89 4.3
. MM2 9.47 4.7
Metal-mechanic MM3 6.90 58
PP1 6.72 4.1
Pulp and paper PP2 8.17 5.6
PP3 6.30 3.4
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Table 4. MDA rates in erythrocytes of Oreochromis niloticus exposed
to different concentrations of soluble fractions of industrial solid waste,
measured by HPLC. The results are expressed as means + SD in nM
MDA/mg protein.

Industry Sample MDA rate
Type Concentration(nM MDA/mg of protein)
Negative control - 27.05 £ 8.32
T™X1 12.50% 132.360 £ 27.55*
. T™X2 25% 140.28 + 114 *
Textile
TX3 6.25% 48.01 £ 0.52
TX4 12.50% 40.17 £ 2.06
. MM1 25% 1335+£195*
Metal-mechanic
MM2 25% 190.02 £ 12.62 *
MM3 6.25% 12534 +3.04 *
PP1  25% 55.77 £6.25
Pulp and paper PP2  25% 4493+45
PP3  25% 28.56 £ 1.97

Positive control K,Cr,0; 2.5 mg/L 168.09 +58.15 *
(*) p<0.05




