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A contaminacdo de aguas superficiais por agentes tdxicos acontece
principalmente atraveés do lancamento de efluentes. Dentre os agentes toxicos mais
conhecidos estdo os compostos Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAP) e os
metais. Para avaliar os efeitos provocados por esses agentes, 0 local selecionado para
coleta das amostras de efluentes estdo localizados na lagoa de Imboassica e no canal
Macaé-Campos, ambos na cidade de Macaé/RJ. O objetivo é avaliar alteracdes na
expressao génica de biomarcadores e na morfologia, considerando a letalidade e os
efeitos em doses subletais no desenvolvimento embriondrio de Danio rerio. Os
experimentos foram conduzidos utilizando o teste de toxicidade aguda em embrides. O
tempo total de exposicdo dos embrides ao teste foi de 96 horas contando a partir da
fertilizacdo. Os ensaios foram preparados com dilui¢bes seriadas do efluente e o
controle negativo contendo meio do embrido E3. Os testes com os biomarcadores foram
realizados utilizando o gene S-actina como gene referéncia, o gene citocromo p450 lal
(cyplal) expresso na presenca de HAP e o gene metalotioneina2 (mt2) expresso quando
0 organismo é exposto a metais. Na lagoa Imboassica, os resultados do teste com
embrides mostraram desenvolvimento normal, ndo havendo diferengas com o controle
negativo. No canal Macaé-Campos, os resultados do teste com embrides apresentaram
mortalidade, edema no pericardio, atrasos no desenvolvimento, consumo irregular do
vitelo e ma-formagéo do crénio e face. Em relagdo aos testes com os biomarcadores, 0
gene cyplal aumentou sua expressdo indicando a presenca de HPA na amostra do
canal; enquanto, o gene mt2 diminuiu sua expressdo. Novos testes sdo necessarios para
avaliar se existe alguma relacéo entre as expressdes dos genes cyplal e mt2 ou se a
presenca de HPA interfere em alguma via metabdlica que interrompa a expressédo do
gene mt2.
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Contamination of surface water by toxic agents occurs primarily through
discharge of effluents. Among the best known toxic agents are Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons (PAHs) and metals compounds. To evaluate the effects of such agents,
the lagoon of Imboassica and Macaé-Campos canal was selected for collecting samples
of effluents, both in the city of Macaé / RJ. The objective is to evaluate changes in gene
expression of biomarkers and morphology, considering the lethality and effects at
sublethal doses in embryonic development of zebrafish. The experiments were
conducted using the acute toxicity test in embryos. The total exposure time of embryos
to test was 96 hours counting from fertilization. Assays were prepared with serial
dilutions of the effluent and the negative control containing embryo medium E3. Tests
with biomarkers were performed using f-actin gene as reference gene, the cytochrome
p450 1A1 gene (cyplal) expression in the presence of PHA and metalotioneina2 gene
(mt2) expressed when the organism is exposed to metals. In Imboassica lagoon, the test
results with embryos showed normal development, with no differences with the
negative control. In Macaé-Campos canal, the test results showed embryo mortality,
edema in the pericardium, developmental delays, irregular consumption of the calf and
malformation of the skull and face. With regard to testing biomarkers, the cyplal gene
increased its expression indicating the presence of HPA in the canal sample; while the
mt2 gene expression decreased. Further tests are necessary to assess whether there is
any relationship between the expressions of genes cyplal and mt2 or the presence of
PAH interfere in some metabolic pathway that disrupts the expression of the gene mt2.

Keywords: 1. Polycyclic aromatic hydrocarbon. 2. Heavy metals. 3. Toxicology. 4.
Gene expression. 5. Danio rerio.
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Introducao

Poluicéo e a ciéncia da toxicologia

O investimento realizado na industria quimica brasileira tem crescido nas
ultimas décadas em nameros expressivos. A Associacdo Brasileira da Industria Quimica
e associagcdes de segmentos especificos realizaram levantamentos sobre o faturamento
liquido gerado pelo setor ao longo desses anos. No ano 2000, o faturamento liquido foi
de R$79,8 bilhdes; em 2005 de R$176,1 bilhdes; em 2010 de R$225,9 bilhdes e em
2013 R$335,9 bilhdes. Esses valores indicam o crescimento do setor tanto na
quantidade como na inovacdo de produtos quimicos. Essas substancias estdo sendo

disponibilizadas comercialmente para uso doméstico e industrial (Abiquim, 2014).

Para muitas dessas substéncias, ainda ndo ha registros sobre sua intera¢cdo com o
meio ambiente. Estimativas feitas pela Sociedade Americana de Quimica indicam
estudos cientificos de dez milhdes de substancias quimicas, das quais 70 mil sdo de uso
cotidiano. Anualmente, duas mil novas substancias séo adicionadas a esta lista. Devido
a varias dificuldades de gerar conhecimento sobre esses compostos, apenas duas mil
substancias ja tiveram seus efeitos toxicos registrados. Estes desconhecimentos dos
efeitos tdxicos de substancias dificultam a resolucdo de problemas em casos de

acidentes ambientais (Mozeto, 2008).

A porta de entrada desses agentes toxicos no meio ambiente ocorre através do
descarte de efluentes domiciliar e/ou industrial (Manoli e Samara, 1999), por &guas
pluviais (Hoffman et al., 1984; Wu et al., 2014) ou ainda através de atividades
econbmicas como a pecuaria (Hamscher, 2006) e a agricultura (Pallade et al., 1960;
Weston et al., 2004). Direta ou indiretamente, essas fontes potenciais de poluentes estdo
aptas a contaminar ecossistemas aquaticos e terrestres. No Brasil, a lei n® 6.938, de 31
de Agosto de 1981 define poluicdo como “degradacdo da qualidade ambiental
resultante de atividades que direta ou indiretamente prejudiquem a salde, a seguranga
e 0 bem-estar da populacdo; criem condi¢fes adversas as atividades sociais e
econbmicas; afetem desfavoravelmente a biota; afetem as condi¢fes estéticas ou
sanitarias do meio ambiente; lancem matérias ou energia em desacordo com 0s

padrbes ambientais estabelecidos”.
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Em alguns casos onde 0s ecossistemas aquaticos foram ou estdo sendo
contaminados, podemos observar vérias fontes de lancamento de efluentes com
possiveis misturas de efluentes domésticos e industriais (Rand, 1995). Essas misturas de
contaminantes organicos e inorganicos sdo complexas e algumas combinagdes quando
simuladas em laboratorios tem demonstrado interacGes sinérgicas (Nys et al., 2015) ou
antagobnicas (Kszos et al., 2003), de potenciacdo (Kefalas e Stacey, 1991) e de adigéo
(Madden et al., 2002; Fowler et al., 2004) sobre a biota.

Os agentes poluentes quando produzem toxicidade, raramente apresentam um
evento molecular simples, mas eventos em cascata. Tais eventos em cascata iniciam-se
com exposicdo aos organismos presentes no ambiente contaminado, seguem com o
metabolismo e a distribuicdo, finalizam com a interacdo entre macromoléculas
(geralmente proteinas ou DNA) e a expressdo de um fenotipo causado pelo toxico
(Hodgson, 2004). Em algumas situacdes, os toxicos podem sofrer biotransformacoes
por meio de mecanismos de excrecdo e/ou de reparo. Esses mecanismos séo capazes de
produzir metabdlitos que podem ser excretados diretamente ou se tornar substrato para
outras reacdes (O'Flaherty, 2003). Assim, o agente toxico pode ser inativado ou
desintoxicado, ou ainda, pode ser transformado em substancias bioativas ainda mais
toxicas (Franklin e Yost, 2003).

Essas informacGes tém sido registradas pelas ciéncias toxicologicas. A
toxicologia estuda os possiveis efeitos adversos produzidos por substancias quimicas ou
agentes fisicos em organismos vivos, sob condi¢cdes especificas de exposicao,
empenhando todo o seu esfor¢co em descobrir qualitativa e quantitativamente 0s riscos
associados ao toxico (James et al., 2003). Para se avaliar a toxicidade de qualquer
agente toxico é necessario considerar cinco componentes basicos: selecdo de um
organismo teste, a escolha de uma resposta para medir (incluindo a metodologia a ser
usada), periodo de exposicdo, a duracdo do teste (periodo de observagédo) e uma série de
doses para testar (Hodgson, 2004; Klaassen, 2008).

O ensaio de toxicidade pode ser executado de diferentes maneiras. Dentre elas,
pode ser realizado diretamente no meio ambiente ou em laboratério. No meio ambiente,
0 agente toxico estara sujeito as variacbes dos pardmetros fisico-quimicos reais
encontrados na natureza. No laboratério, os mesmos parametros fisico-quimicos sdo

possiveis de serem controlados. Alem do local, é preciso avaliar qual organismo se
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ajusta melhor as condicbes dos experimentos, de maneira que as respostas sejam
precisas e significativas. Essa escolha sera fortemente influenciada pela pergunta a ser
respondida no trabalho. E possivel utilizar organismos capturados no seu habitat afetado
ou utilizar organismos mantidos em laboratério. A diferenca entre ambos se da
principalmente pela variacdo genética existente em cada grupo (James et al., 2003;
Brown et al., 2009). Entretanto, a fim de melhorar o desenho experimental, alguns
cientistas procuram usar organismos geneticamente idénticos. 1sso diminui os erros dos
testes, considerando apenas os efeitos causados pelo agente toxico (Roe, 1993). Os
experimentos também podem ser desenhados para utilizar linhagens de células (in vitro)
ou o organismo (in vivo). Entretanto, é preciso ter em mente que existem limita¢cdes na
utilizagdo de sistemas in vitro. Os experimentos in vitro ndo propiciam as mesmas
condi¢cdes do meio natural das células no corpo do organismo e sdo dependentes da
disponibilidade de linhagens celulares apropriadas ao ensaio. Ao contrario dessas
limitacbes, os organismos quando usados por inteiro produzem resultados mais
consistentes, principalmente se o sistema da espécie modelo permitir manipulacéo das
funcBes dos genes. Esses animais ndo s6 terdo o meio mais sensivel a interagir com 0s
agentes toxicos, como também permitirdo desvendar 0s mecanismos genéticos e
celulares (Yang et al., 2009). Além da escolha do sistema, se in vitro ou in vivo, ainda
precisamos entender qual o objetivo da pesquisa, se é avaliar os efeitos toxicos no
funcionamento do organismo, ou estudar as perturbacdes susceptiveis de ecossistemas
naturais ou seus componentes (Nikinmaa, 2014). Assim, os estudiosos conseguem obter
respostas relacionadas a ocorréncia, a natureza, a incidéncia, 0s mecanismos e os fatores

de risco dos efeitos deletérios de agentes quimicos (Klaassen, 2008).

Nos casos em que se adotam organismos inteiros, uma alternativa possivel e que
se tem visto em pratica é a utilizacdo de embrides de Danio rerio sendo usado em testes
de toxicidade (Nagel, 2002). Sendo um dos organismos-modelo mais utilizados na
atualidade, se tornou um recurso material pensado com a finalidade de estudar
fendmenos biologicos considerando processos genéticos e de desenvolvimento. As
informacdes obtidas com esses organismos, geralmente possibilitam entender o
funcionamento de mecanismos fundamentais compartilhados por outras espécies,

incluindo o homem (Dietrich et al., 2014).
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Utilizando o peixe-zebra como organismo modelo

O Danio rerio (Teleostei: Cyprinidae), conhecido também como peixe-zebra,
tornou-se um modelo importante e ja tem grande quantidade de informacdes de diversas
areas das ciéncias. Comegcou a ter o seu genoma sequenciado desde 2001 pelo
WellcomeTrust Sanger Institute. Atualmente, a quantidade de dados obtidos através
deste projeto alcanca o tamanho total de 1.412 gigabases (Gb), sendo o vertebrado com
maior numero de genes codificadores de proteinas sequenciado. Comparando
diretamente com os seres humanos, dos 71.4% dos genes humanos pelo menos um é
ortélogo no peixe-zebra, assim como, 69% dos genes de peixe-zebra possuem pelo
menos um ortélogo nos genes humanos. E entre os genes ortdlogos, 47% dos genes
humanos tém relacdo de um-para-um com um ortélogo de peixe-zebra (Howe et al.,
2013). Genes ort6logos sdo genes em duas espécies que surgiram a partir do mesmo
gene em ancestral comum a elas (Hartwell et al., 2011). Assumindo a premissa de que
diferentes espécies possuem genes com mesmas funcgdes, nos possibilitam adotar uma
delas para desenvolver estudos em que os resultados possam ser extrapolados a outras.
Como em muitos casos a utilizacdo do ser humano em pesquisas de toxicidade torna-se

invidvel e antiético, utilizamos assim outras espécies como modelo.

A espécie Danio rerio oferece além do conhecimento de suas informagdes
genéticas outras inimeras vantagens. Por exemplo, o tamanho do individuo adulto
aproximado entre 3-5 cm, o crescimento rapido, e a maturidade em torno de trés meses.
Esta espécie ¢ facil de ser adquirida, e dentre os vertebrados é a espécie que apresenta
menor custo de manutencdo e menor esforco para manté-las saudaveis no laboratorio.
Em condicGes ideais, uma fémea consegue depositar entre 50-200 ovos por dia, e sua
recuperacao requer apenas uma semana para obter a mesma quantidade de ovos
novamente. Além disso, possui fecundacdo externa e 0s 0vOs proporcionam as
vantagens de serem néo aderentes e transparentes (Hill et al., 2005). O desenvolvimento
embrionario (FIGURAL) € bem descrito (Kimmel et al., 1995). E assim, o peixe-zebra
se tornou um modelo importante para o estudo sobre o desenvolvimento bioldgico dos
vertebrados (Nusslein-Volhard, 1994; Westerfield, 1995). Devido as informacdes ja
registradas sobre o seu desenvolvimento, os embriGes de peixe-zebra tém sido usados
para observar os efeitos que as misturas de substancias quimicas disponiveis nos

efluentes podem provocar (Nagel, 2002).
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Figura 1 - (A) Desenvolvimento embrionario de Danio rerio desde a primeira célula até o periodo de
72 h pos-fertilizacdo. As setas indicam o surgimento de novas caracteristicas morfoldgicas referente
ao tempo de desenvolvimento. (B) Estagio larval com 96 horas de desenvolvimento normal com
descricdo de suas principais caracteristicas. Fonte: (A) adaptado de Kimmel et al. (1995); (B)

autoria prépria.
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Quando o objetivo é avaliar respostas severas e rapidas a agentes toxicos,
aplicamos ensaios de toxicidade aguda (Birge et al., 1985). Os ensaios podem iniciar na
fase embrionéria e seguir até a fase larval, ndo ultrapassando o periodo de 96 h pos-
fertilizacdo (ABNT, 2011; OECD, 2013). Neste estagio, 0 embrido ja possui todos 0s
orgdos completos, inicia a atividade de natacdo e a bexiga natatoria comeca a inflar
(FIGURA 1-B). Na TABELA 1 estdo apresentadas as possiveis alteracGes decorrentes
da exposicao a agentes toxicos de acordo com o estagio de desenvolvimento do embrido
(Lammer et al., 2009).

Associado ao desenvolvimento embrionario, técnicas relacionadas a expressao e
inibicdo de genes também tem sido desenvolvidas (Chen et al., 2004; Chan et al., 2006;
Timme-Laragy et al.,, 2007). Nas avaliacBes toxicolOgicas, essas técnicas tem
possibilitado identificar o grupo de substancias atuantes e o tipo celular onde ocorrem as

alteracdes.
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(6]

Tabela 1 - Principais caracteristicas de altera¢des morfol6gicas no desenvolvimento embrionério e
larval de Danio rerio sob exposi¢do de agentes toxicos. Adaptado de Lammer et al. (2009).

Fendtipo Letais

Nao destacamento da cauda

x
x
x

Nenhum batimentos cardiacos

x
x

Fenotipos Subletais no Desenvolvimento

Formacdo de somitos X

Movimento espontaneo X X X

Frequéncia cardiaca X X

Formac&o de edemas X X

Ma formacdo da cabeca X X X

Ma formacéo da cauda X X X

Modificagdes na estrutura da notocorda X X X

Retardo do crescimento em geral X X X
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Expressédo génica como ferramenta de monitoramento de polui¢cdo no

ambiente aquatico

Para evitar ou minimizar os efeitos causados pela toxicidade, as células de um
organismo possuem um sistema de defesa proprio. Nesse sistema existem proteinas e
processos com funcbes de proteger o metabolismo celular contra possiveis efeitos
deletérios. Os genes responsaveis pela transdugdo de enzimas atuantes na defesa podem
ser especialmente importantes para os embrides, no qual devem lidar com o meio
ambiente durante os estagios mais sensiveis de diferenciacdo e desenvolvimento
(Goldstone et al., 2006).

O sistema de defesa celular (FIGURA 2) inclui receptores sollveis e outros
fatores de transcricdo ativados por ligantes (Sorg, 2014) que atuam como sensores
celulares de agentes toxicos ou danos; enzimas de biotransformacfes oxidativas (Li et
al., 2002), redutivas (Ward e Young, 1990; Mikalsen et al., 1991) ou conjugadas (Wolf
et al., 1984) que transformam substancias quimicas em metabdlitos menos toxicos e
facilmente excretados; transportadores de efluxo (Lusin et al., 2015; Nornberg et al.,
2015) que ativamente exportam substratos da célula; e enzimas antioxidantes (Dwivedi
et al., 1998) protegendo internamente e externamente de espécies reativas de oxigénio
geradas ou de radicais. Esse mecanismo de defesa é dividido em duas fases. Na primeira
fase, destacam-se as reacOes capazes de acrescentar um grupamento substituto adequado
ao composto. A segunda fase envolve biossintese do agente toxico e sua ligacdo com
algum componente do tecido normal ou do substrato enddgeno (Nascimento, 2008;
Stegeman et al., 2010). A toxicidade ocorre quando ha interagdo entre agente toxico e
0s constituintes bioquimicos das células de um organismo; principalmente nos sistemas
enzimaticos, que sdo capazes de detectar, responder e metabolizar agentes toxicos
(Lewis, 1996). Logo, alteragBes nestes sistemas de enzimas que metabolizam agentes
toxicos podem se tornar uma resposta induzida por poluentes ambientais. Nesse sentido
tanto o sistema do citocromo P4501A1 (cyplal) como o gene metalotioneina (mt) tem
sido particularmente bem estudados (Goksgyr e Forlin, 1992; Leaver, 1996; Chan et al.,
2006).
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Figura 2 - Defesa quimica celular. Biotransformagdes de substancias toxicas orgénicas e
inorganicas. Linhas solidas indicam caminhos possiveis para substancias téxicas exdgenas; linhas
pontilhadas representam possiveis inducdes de genes em resposta a receptores de estresse-ativados;
linhas tracejadas com pontos indicam possiveis fontes de producdo enddgena estimulada por
substancias toxicas de oxigénio reativo. Fonte: modificado de Goldstone et al. (2006).

Os citocromos P450 constituem uma superfamilia de enzimas heme-tiolato que
sdo onipresentes na natureza (Lewis, 1996), sendo encontrados em todos 0s reinos
bioldgicos, com excecdo de algum Archaea (Poulos, 2005). Processos evolutivos
permitiram que a estrutura P450 fosse selecionada para se ligar a diferentes moléculas,
como oxigénio, substratos a base de carbono, um grupo heme e parceiros redox, como
redoxina ferro-enxofre, nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato-oxidase dependente
(NADPH-dependente), dinucledtido de flavina e adenina (FAD-) e monocleétido de
flavina (FMN-) contendo redutase de flavoproteina e citocromo bs (Gibson e Skett,
2001; De Montellano, 2005). Essa capacidade de se ligar e metabolizar um grande
numero de substratos de diversas classes quimicas é uma caracteristica fundamental da
atividade P450. No entanto, esta funcionalidade depende muito da enzima de interesse
(Rendic e Di Carlo, 1997; Rendic, 2002). Basicamente, a ligacdo e a seletividade de
substratos P450 estdo ambos relacionados as caracteristicas particulares da regido do
sitio ativo da enzima (Lewis, 2000). A grande maioria das enzimas capazes de
metabolizar HPAs sdo membros da familia 1, por exemplo, CYP1Al, CYP1A2 e
CYP1BL1. Existem varios estudos comparando metabolismo e ativacdo mutagénica de
compostos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) por essas trés enzimas (Bolt,
2008).
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No caso do gene cyplal, sua inducéo é provocada por HPAs e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos halogenados (HPAH). A entrada desses compostos nas células
acontece por difusdo passiva e se ligam especificamente ao receptor de Ah
(Arylhydrocarbon); formado por um complexo de proteinas citosélicas (Gelboin, 1980;
Whitlock, 1990). Esta ligacdo permite a dissociacdo de hsp90, uma proteina de 90 kD
presente em células normais, deixando o receptor de Ah livre para dimerizar com a
proteina ARNT (Ah receptor nuclear translocator). O complexo dimerizado e ativado
entra no nicleo da célula e interage diretamente com seu gene alvo contendo uma
sequencia regulatdria especifica na qual o complexo se liga (FIGURA 3). A ligacédo do
complexo ativado para as regides de regulagdo destes genes resulta em uma modulagéo
da sua transcricdo, consequentemente, causando alteracbes nos niveis de produtos

proteicos destes genes (Swanson e Bradfield, 1993).

r Citoplasma \
Q8> o CYP1 A1 mRNA

Nucleo

\. J/

Figura 3 - Representacdo esquematica da ativacdo do receptor de Ah e expressdo do gene
citocromoP450 1A1 por benzo(a)pireno. Fonte: modificado de Leaver (1996).

Em relacdo as proteinas de metalotioneina (MT), que tem demonstrado estrutura
e funcdo homologa entre os mamiferos (Hamer, 1986), as principais caracteristicas
descritas sdo baixo peso molecular; alto teor de cisteina e escassez de residuos
aromaticos e hidrofobicos de aminoacidos; alto teor de grupos tiol eficazes nas ligacdes
com ions de metais pesados. Na fisiologia do organismo, a MT desempenha um papel
importante no sequestro, desintoxicagdo de metais pesados (Chan et al., 2006) e na
regulacdo de metais essenciais como o zinco durante o desenvolvimento embrionario de
peixes (Olsson et al., 1990; Chen et al., 2004). Além disso, a MT também desempenha
outros papeis como transporte de ions metalicos, eliminacdo de radicais livres,

armazenamento de ions metélicos (Zn, Cd, Cu, e Hg), metabolismo de ions metalicos
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essenciais, resposta imune (atua como um doador de Zn), genotoxicidade e
carcinogenicidade (Nordberg e Nordberg, 2009). A atuacdo dessa proteina pode ser
exemplificada com a absor¢do do cadmio (Cd) em seres humanos e outros animais
(Nordberg e Nishiyama, 1972; Nordberg e Nordberg, 2000). Apos a absorcdo do Cd
pelos pulmdes ou intestinos, o Cd é transportado pelo sangue para outras partes do
corpo. No sangue, o Cd esta ligado as células sanguineas (Jarup et al., 1983), onde
fragbes de alto e baixo peso moleculares ocorrem (Nordberg et al., 1971). Alguns
estudos (Nordberg, 1978; Garty et al., 1981) indicam que fracbes de baixo peso
molecular sdo similares a MT, no qual também liga Cd ao plasma (Nordberg et al.,
1971). O baixo peso molecular da MT permite que esta proteina seja filtrada através
das membranas glomerulares dos rins. Consequentemente, a MT é reabsorvida nas
células tubulares proximais igualmente a outras proteinas. O transporte de Cd ligado a
MT do sangue para as células do tubulo renal é rapido e quase completo (Nordberg e
Nordberg, 1975; Johnson e Foulkes, 1980). A capacidade de MT ligar-se a metais vai
variar de acordo com a afinidade pelo metal (Kagi, 1991). No total s&o conhecidos 18
metais diferentes capazes de ligar-se a MTs, dentre eles o Cu, Cd, Ag, Hg, Bi, Pb e Zn.
(Nath et al., 1988; Coyle et al., 2002). Em vertebrados existem quatro tipos de
metalotioneinas, MT-1 a MT-4 (Kagi, 1991; Coyle et al., 2002). As MTs sdo
encontradas principalmente no citoplasma, entretanto, sob condi¢Ges de estresse
causado por radiacdo ultravioleta, elas podem se mover para 0 ndcleo onde atuam na
ativacdo de fatores de transcricdo contendo dedo-de-zinco®, promovendo o intercambio
de Zn (Takahashi et al., 2005). Os genes mt-1 e mt-2 s&o expressos em todas as fases do
desenvolvimento da maioria dos tipos de células e funcionam como um reservatorio de
Zn. O gene mt-2 também tem demonstrado ser um gene neuroprotetor na isquemia
cerebral (Durnam e Palmiter, 1987; Penkowa et al., 2002). Em Danio rerio, Chen et al.
(2004) registraram a expressao do gene metalotioneina (mt) em varios estagios
embrionarios (desde a primeira célula até o quarto dia de desenvolvimento), indicando
que embrides de D. rerio sdo modelos em potencial para ensaios de toxicidade aguda
para avaliar ambientes aquaticos poluidos com metais pesados. Assim, selecionamos o
gene mt2 como biomarcador para avaliar possiveis efeitos causados por agentes tdxicos

de metais pesados neste estudo.

1 . . . ~ . ;. . ~

Dedo de zinco ou zinc finger: sdo segmentos estruturais que fazem parte do dominio de ligacdo ao
DNA. S3o formados por quatro residuos de cisteina em cada dedo e configuram complexos coordenados
por ions de zinco, formando duas estruturas independentes em forma de alga.
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Toxicidade dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA)

Os compostos HPA sdo agentes toxicos organicos, derivados principalmente da
queima de combustiveis fosseis e da mistura de alguns solventes (Teaf, 2003). Suas
caracteristicas quimicas assumem propriedades apolares e lipossollveis e podem ser
consideradas carcinogénicas (Nelson-Smith, 1971; Boffetta et al., 1997). As
incorporacdes de alguns HPA em organismos vertebrados aquaticos, como 0s peixes,
podem ocorrer inicialmente nos tecidos das branquias, do figado e intestino (Lee et al.,
1972). Nesses tecidos, o0 mecanismo de toxicidade interfere na fungdo da membrana
celular e de sistemas enzimaticos associados (Neff, 1985). Entretanto, preocupacdes
maiores que HPA ndo metabolizados pelo organismo, encontram-se na habilidade de
metabolitos reativos de alguns HPA, como epoxidos e dihidrodiols, em ligar-se a
proteinas celulares e DNA. Essas alteracdes bioquimicas e alteragdes das funcdes e
estruturas celulares promovem mutacGes, ma-formacdes durante o desenvolvimento,
tumores, alteracbes na reproducgédo, reducdo do crescimento, alteragdes no DNA,
alteracdes no sistema imunologico, alteracdes nas funcbes enddcrinas, alteracdes no
comportamento, doencas no sangue, no figado e rins, alteracGes na respiracdo e na
frequéncia cardiaca, hiperplasia nas branquias, erosdo das nadadeiras e morte (Eisler,
2000; Albers, 2003). Estudos relacionados aos efeitos provocados pela exposi¢cdo de
embribes de peixe-zebra a compostos de HPA e seus derivados identificaram efeitos tais
como: disfuncdo cardiaca, edemas no pericardio e no saco vitelinico, curvatura da
coluna vertebral, reducdo do tamanho do maxilar e de outras estruturas craniofaciais
(Incardona et al., 2004).

Embora ainda ndo se tenha conhecimento de exatamente como acontecem essas
alteracbes morfologicas, alguns estudos indicam caminhos que tentam explicar sua
ocorréncia. Um exemplo disso é o processo de desenvolvimento de edemas cardiacos
nos embrides de Danio rerio. Alguns estudos sugerem que a formagéo dessa anomalia
estd associada a falhas no sistema cardiaco (Lanham et al., 2014) e que a formacéo de
edema pode provocar alteragcdes na morfologia dos rins, apesar de ndo alterar o processo
de filtracdo; e ainda substancias como 2,3,7,8- tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) que
podem inibir a funcéo da barreira de permeabilidade da &gua, critica para a manutencao
do balango osmotico no desenvolvimento inicial (Hill et al., 2004). Devido aos peixes
de agua doce serem hiperosmotico e habitarem ambientes com baixa osmolaridade,
estes acabaram desenvolvendo muito bem a habilidade de excluir agua (Bradley, 2009).
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Essa habilidade é dependente das funcGes realizadas pela pele, branquias e rins, que
garantem a manutencdo do volume e osmolaridade do organismo. A pele forma uma
barreira para a entrada de agua, e os rins excretam constantemente todo excesso de agua
que ultrapassa essa barreira (Serluca et al., 2002). Nos embrifes de peixes, entre o
periodo de 48 a 72 horas pos-fertilizacdo (hpf), o desenvolvimento de branquias e do
sistema digestivo propiciam &reas de intensa permeabilidade (Kimmel et al., 1995).
Entretanto, o desenvolvimento das brénquias em peixe-zebra s6 esta completo ao
término de duas semanas pds-fertilizacdo e sua funcdo primaria inicial pode ser a
regulacao de ions ao inves de troca gasosa (Pelster e Bagatto, 2010). Em relacéo ao trato
digestivo, 0 mesmo se encontra completo 5 dias pds-fertilizacdo e passa a ser usado
apos todo o vitelo ter sido consumido pela larva (Wallace e Pack, 2003).

No que se refere a toxicidade originada por agentes toxicos, uma possibilidade é
gue compostos que se ligam ao receptor aryl hydrocarbon (AHR), como por exemplo, o
TCDD (Hill et al., 2004) e alguns membros dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
halogenados (HPAH) e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) (Incardona et
al., 2004), séo capazes de provocar perturba¢bes na manutencdo dessa barreira que
impede a difusdo de 4gua para dentro do organismo (Guiney et al., 2000). Na tentativa
de explicar como isso acontece, Hill et al. (2004) realizaram experimentos tentando
identificar se o TCDD causava alguma alteracdo no desenvolvimento dos rins, na
expressdo dos genes reguladores essenciais (sim 1, pax 2a, wt 1) e da sua funcéo.
Entretanto, os resultados para todos esses ensaios foram negativos. A Unica alteragdo
detectada foi na area glomerular, em que a altura média de cada glomérulo foi reduzida.
Em adicdo, houve reducdo na area do espaco de Bowman, como se a pressao crescente
da formacdo de edema pudesse causar achatamento do glomérulo. Por outro lado, a
utilizacdo de manitol, uma substéncia capaz de remover a forga osmética que conduz a
agua para dentro dos peixes, ocasionou 0 blogueio com sucesso sobre a formacdo do
edema induzido por exposicdo ao TCDD. Hill et al. (2004) concluem que existe um
efeito de TCDD sobre a permeabilidade da agua, mas que ha a possibilidade de que a
mudanca na morfologia renal seja secundaria ao edema. O edema também pode
produzir efeitos negativos no sistema circulatério ocasionando a diminuicdo da filtragdo

glomerular e aumento do edema.

Desta forma, Lanham et al. (2014) para entender como a toxicidade do TCDD

afeta o sistema cardiaco, construiram um receptor AHR constitutivamente ativo
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(caAHR) baseado no AHR2 presente em Danio rerio e expresso especificamente em
cardiomidcitos. Os resultados mostraram que a ativacdo de caAHR nos cardiomidcitos
foi a responsavel pela mé formagéo cardiaca, perda de circulagcdo e edema no pericardio.

H& fortes indicacbes de que compostos quimicos como HPAs e HPAHSs
promovem falhas no sistema circulatério, que consequentemente induzem
anormalidades no funcionamento do sistema renal, principalmente no que se refere ao
controle osmotico do organismo. Assim, as formagdes de edemas no pericardio e no
saco vitelinico acabam se tornando caracteristicas visiveis quando o organismo esta

exposto a tais substancias (Hill et al., 2004; Lanham et al., 2014).

Toxicidade dos metais

A definicdo de metal € um tanto ampla e imprecisa. Uma das defini¢fes diz que
metal é: "Qualquer um de uma categoria de elementos eletropositivos que normalmente
tém uma superficie brilhante, geralmente sdo bons condutores de calor e eletricidade, e
podem ser derretidos ou fundidos, martelados em folhas finas, ou transformados em
fios. Metais tipicos formam sais com nao-metais, 6xidos basicos com oxigénio, e ligas
com outros metais. ”(Soukhanov et al., 1992) Entretanto, existem exce¢des nesta
definicdo. Contudo, a grande questdo é que todos 0s seres Vivos estdo continuamente em
contato com metais, mesmo antes da idade industrial. Por exemplo, na &gua que
bebemos existem minerais e tracos de inumeros metais; outro exemplo, as plantas
absorvem metais do solo, e quando ingerimos plantas, algumas fragdes desses metais
sdo absorvidas por nosso trato digestivo. Porém, a quantidade absorvida nesses dois

exemplos ndo é o bastante para causar toxicidade (Hook, 2008).

No meio ambiente encontramos dois tipos de metais: 0s essenciais e 0S néo-
essenciais. Os metais essenciais (exemplos: Na, K, Ca, Mg, Fe, Cr, Zn, Co, Mn, Ni)
auxiliam o funcionamento fisiologico dos seres vivos e 0S metais ndo essenciais
(exemplos: As, Pb, Cd, Hg, Al, Ti, Sn, W) ndo sdo necessarios em nenhuma via
metabdlica. Para ambos os tipos de metais, a interacdo com 0s seres vivos pode
ocasionar alteracdes fisioldgicas sérias. Todos os aspectos dependerdo da frequéncia,
magnitude, duracdo da exposicdo, todas que excedem o limite de tolerancia no
organismo (Donkin et al., 2003). Em peixes, uma das formas de captacdo de metais
ocorre através das células epiteliais nas branquias. Nas células os metais sdo absorvidos
através da bomba de sodio (Na) e célcio (Ca), pelo cotransportador de
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sodio/potassio/cloreto, ou pelo permutador de sodio/préton. Embora esses
transportadores sejam mais comuns e presentes em muitas células, existem pequenos
nameros de carregadores para ions (Nikinmaa, 2014). A acumulacéo de metais no corpo
de peixes pode ser diferente para cada metal. Em resposta a uma exposi¢do cronica,
pequenas concentracdes de Zn foram observadas nas branquias e no restante do corpo
do peixe rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), enquanto o Cu foi acumulado no figado
e 0 Cd nos rins (McGeer et al., 2000). Sendo assim, a toxicidade dos metais pode
intervir em varios mecanismos fisiologicos nos peixes, principalmente 0s que estdo
relacionados & captacdo de Ca®*, Na* e homeostases (Hogstrand et al., 1996; Niyogi e
Wood, 2004). Metais como o niquel também afetam a respiragcdo (Pane et al., 2003).
Nos embrides de peixes, a toxicidade dos metais podem provocar atrasos na eclosao
(Dave and Xiu 1991), ma-formacGes durante a organogénese, anomalias craniofaciais,
méa-formacdo do saco vitelinico, encurtamento e curvatura vertebral, ma formacéao
cardiaca, danos nos vasos sanguineos e hemorragias (Jezierska et al., 2009; Witeska et
al., 2014).

Tendo em vista que até recentemente o esgoto da cidade de Macaé ndo possuia
qualquer tratamento, as chances de canais langando efluentes em corpos d’agua com

agentes toxicos se tornou uma possibilidade.

Macaé — “capital do petrdleo”

A cidade de Macaé nas ultimas décadas experimentou um crescimento
econbmico altissimo ocasionado pela rdpida instalacdo e consolidacdo de setores
voltados a producdo e servigos para as atividades de exploracdo de petroleo e gas
natural na Bacia de Campos (Dias, 2013). Esse crescimento econdmico Veio
acompanhado do crescimento urbano desordenado (FIGURA 4). A comparacao entre 0s
Censos Demogréaficos realizados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) nos anos 2000 e 2010 indicam que a populacdo residente cresceu de forma

pronunciada no municipio e alguns bairros duplicaram de tamanho (TABELA 2).

Associado ao crescimento urbano houve também o aumento do langcamento de
efluentes sem tratamento em corpos d’agua pela cidade. Dentre os ecossistemas

afetados temos a lagoa Imboassica e o canal Macaé-Campos.

Lagoa Imboassica
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Sendo uma lagoa costeira, a lagoa Imboassica foi formada a partir de
sedimentacgdo da foz do rio Imboassica que drenava para o oceano (Esteves, 1998). As
caracteristicas fisicas da lagoa indicam que a mesma possui uma profundidade média de
1,5m, temperatura de 24,6°C, pH de 8,1, condutividade 4,9 mS/cm, salinidade de 2,7
ppt, transparéncia 1,3m e oxigénio dissolvido 9,1 mg/L (Petrucio, 1998). Em relacdo a
biota, a lagoa abriga organismos que variam desde invertebrados até peixes (Esteves,
1998).

A lagoa Imboassica ja representou uma fonte importante de producéo de pescado
para 0 municipio de Macaé, assim como, atualmente serve a populacdo nas formas de
recreacdo e turismo. Porém, ja ha alguns anos, a lagoa vem sofrendo impactos
agressivos e irreversiveis a curto a prazo. Desde 1960, dos impactos observados temos:
langamentos de efluentes domésticos e/ou industriais, aterro das margens, assoreamento
da bacia, retirada de areia e depositos calcarios, degradacdo da vegetacdo terrestre no
entorno da lagoa costeira ou ao longo de seus tributarios, introducao de peixes exoticos

(como Tilépia) e edificacBes nas margens (Esteves, 1998).

Tais alteracdes, principalmente as de cunho ecoldgicos, vém sendo estudadas ao
longo dos anos na lagoa Imboassica. Dentre esses estudos, Machado (2012) realizou
analise da qualidade da &gua e do sedimento aquatico préximo aos principais afluentes
(canais e rios) da lagoa quantificando a concentracdo de metais como As, Cd, Pb, Cu,
Cr, Hg, Ni e Zn. Os resultados mostraram altos valores de chumbo e mercario no rio
Imboassica. Machado (2012) destaca ainda a concentracdo de As encontrada no canal
localizado no bairro Novo Cavaleiros, que mesmo abaixo do limite, precisa ser avaliado
com novas abordagens. Outro estudo realizado na lagoa Imboassica, dessa vez por
Coimbra (2013), quantificou a concentragédo de metais (Cd, Pb, Cr e Ni) em tecidos
musculares da espécie Hoplias malabaricus. O resultado observado registrou valores
abaixo do limite estipulado pela legislacdo brasileira — Decreto n° 55.871, de 26/03/65
do Ministério da Salde e da portaria n°® 685 de 27/08/1998 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Entretanto, Coimbra (2013) identificou, através do uso
de biomarcadores, que a espécie de peixe Hoplias malabaricus apresentou diminuigéo
da atividade total da enzima acetilcolinesterase. Ainda de acordo com o autor, a
acetilcolinesterase é um reconhecido biomarcador neurotoxico, sendo inibida

principalmente por organofosforados e carbamatos.
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Esses resultados indicam a presenca de substancias com potencial toxico nos
efluentes que sdo langcados na lagoa e que estes agentes toxicos estdo interagindo com os
organismos alterando alguns processos metabdlicos. Desta forma, surgem
preocupac0es, pois mesmo a lagoa Imboassica estando impropria para banho, a mesma
tem sido utilizada nos fins de semana por adultos e criangas para o lazer, aumentando

assim a chance de contaminagdo da populacéo por agentes toxicos ou patogénicos.

Canal Macaé-Campos

Em relacdo ao canal Macaé-Campos, Soffiati (2007) aponta sua importancia na
sua historia. O autor conta que o canal foi construido por mao-de-obra escrava com o
objetivo de escoar a producdo agricola entre as cidades de Macaé e Campos dos
Goytacazes. Foi idealizado em 1837 pelo inglés John Henrique Freese, sua construgédo
deu inicio no ano de 1844 e a inauguracdo ocorreu em 1861. Este canal conectava o rio
Macaé ao rio Paraiba do Sul, com extensdo de aproximadamente 100 km. Considerado
0 segundo maior canal do mundo. Soffiati (2007) ainda diz que no ano de 2002, o Canal
Macaé-Campos foi tombado oficialmente pelo Instituto Estadual do Patriménio Cultural
mediante Edital publicado. Entretanto, atualmente o valor atribuido pela populacdo e
autoridades ao canal tem sido de deposito de efluentes domésticos e industriais. EXxiste
uma pratica na cidade que ja se tornou alvo de noticias em jornais locais (InterTV,
2013), da acédo de alguns caminhdes coletores de efluentes fazendo o descarte em corpos
d’agua da cidade (FIGURA 5).

Além disso, devido ao canal Macaé-Campos estar conectado ao rio Macaé, o
canal sofre influéncia dos periodos de cheia e vazante promovidos pelo efeito de maré.
Processo que permite a “renovacgdo” de grande volume de dgua do canal que se mistura
as aguas do rio Macaé. Alguns trabalhos apontam que no estuario do rio Macaé,
proximo ao local onde o canal se conecta, as emissdes antropicas de nutrientes (N, P) e
metais (Zn, Cd, Cu e Pb) superam as naturais (Molisani et al., 2013). De acordo com
Molisani et al. (2013) as principais fontes desses poluentes estdo nos descartes de
efluentes domesticos e da pecuéria, com excecdo do Pb que tem sua fonte na disposi¢éo
de rejeitos solidos. Os autores ainda atribuem esses impactos ao crescimento urbano e
socioecondmico causado pela estimulacdo das atividades promovidas do setor
petrolifero.
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Embora existam inimeros outros pontos de lancamento de efluentes espalhados
pela cidade de Macaé, escolhemos a lagoa Imboassica e o canal Macaé-Campos devido
ao facil acesso de coleta de material e pela possibilidade de haver descarte irregular de

residuos por empresas nesses locais.

FEV/2010

Google eart

FEV/2013

Google eartt

OUT/2014

Google eart

Figura 4 — Lagoa de Imboassica em fevereiro de 2010 (A), fevereiro de 2013 (B) e outubro de 2014
(C). Dados do IBGE indicam que o crescimento urbano no entorno da lagoa duplicou de tamanho.
A seta em vermelho indica o local onde foi realizado a coleta de efluentes.
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Figura 5 — (A) Local de coleta da amostra de efluentes que desembocam no Canal Macaé-Campos
(circulo vermelho). (B) As amostras séo coletadas antes de se diluirem na saida da manilha que
conduz o efluente até o canal. (C-D) Em frente ao ponto de coleta existe um terreno com
reservatorios de efluentes trazidos por caminhdes coletores. Esses efluentes desembocam no canal
sem tratamento prévio.

Tabela 2 — Dados do IBGE indicam que o ndmero de pessoas residentes em alguns bairros do
municipio duplicaram de tamanho.

Censo Demografico da cidade de Macaé
2000 | 2010 | % Crescimento
TOTAL 132 461 206 728 56,1
Bairros no entorno da
lagoa Imhoassica
Cavaleiros 2 406 2551 6,0
Gloria 2982 6194 107,7
Granja dos Cavaleiros 2281 5056 121,7
Imboassica 991 1035 4,4
Lagoa 2129 5102 139,7
Vale Encantado 74 194 162,2
Bairros no entorno do
canal Macaé-Campos
Parque Aeroporto 16992 25657 51,0
Sdo José do Barreto 1106 2 300 108,0

Objetivo

Analisar o efeito tdxico de efluentes lancados na Lagoa de Imboassica e no canal
Macaé-Campos, em embrides de Danio rerio, considerando a letalidade e os efeitos
morfologicos em doses subletais, avaliando detalhadamente as alteragbes no
desenvolvimento embrionario causadas por substancias encontradas nos efluentes por
meio da mudanca na expressdo de biomarcadores.
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Materiais e Métodos

Manutencao dos reprodutores

Os organismos adultos de Danio rerio sexualmente maduros foram mantidos em
aquarios de 30 litros com sistema continuo de filtracdo, garantindo niveis de amdnia,
nitrito e nitrato em condigdes ideais. A oxigenacdo foi mantida garantindo valores
>6mg/L. O pH foi checado constantemente com o objetivo de manté-lo sempre préximo
a 7.0. A temperatura foi mantida em 28° +1. Todos os individuos usados como matrizes
foram aclimatados a um sistema de claro/escuro de 14h/10h. A alimentacdo diaria
consistiu em duas porc6es de racdo comercial em flocos BASIC da empresa ALCON,
complementada uma vez com nauplios de artemias; nos finais de semana, a alimentacdo
foi feita com nduplios de artemias e uma vez com flocos (Schulte, 1994; Westerfield,
1995; Lammer et al., 2009).

Producéo de ovos

No dia anterior ao inicio do experimento, ao final da tarde, foram postos tanques
de desova (tamanho: 12 cm de altura X 17 cm de comprimento X 1,13 cm de largura)
dentro dos aquéarios das matrizes. Dentro dos tanques de desova, utilizamos pedras
(tipo: areia de quartzo; tamanho: 5-8 mm) como aparato estimulante; as pedras usadas
sdo comumente comercializadas como ornamentacdo para aquarios. A razdo entre
machos e fémeas nas matrizes foi 2:1. O acasalamento e a desova aconteceram no dia
seguinte durante os primeiros 30 minutos apos iniciar o ciclo do periodo claro. Em
seguida, os tanques foram retirados e a agua contida dentro deles foi filtrada,
aglomerando os ovos, que imediatamente foram levados para o laboratério para serem
observados, sob um microscopio estereoscopico. Somente foram utilizados para
experimentos os ovos fertilizados (FIGURA 1). Ap0s a separacdo dos ovos fertilizados
dos né&o-fertilizados, os experimentos foram iniciados (Lammer et al., 2009;
Selderslaghs et al., 2009; Jeffries et al., 2014).
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Figura 6 - Esquema dos processos de realizagdo do ensaio de toxicidade utilizando embribes de
Danio rerio. Da esquerda para a direita: coleta dos ovos (A), separacdo entre fertilizados e néo-
fertilizados (B), e distribuicio de ovos fertilizados nas placas de 24 pogos contendo as soluces testes
(C). FONTE: adaptado de Lammer et al. (2009), p. 198.

Agua de diluicdo

A &gua de diluicdo utilizada nos ensaios seguiu o protocolo do meio de embrido
(E3). O meio de embrido foi preparado com 5mM NaCl, 0.17 mMKCI, 0.33 mM
MgSO4, 10°% azul de metileno, disponivel em Niisslein-Volhard (2002).

Coleta e caracterizacao fisico-quimica das amostras de efluentes

As amostras de efluentes foram coletadas e preservadas seguindo a ABNT
(2007). Os efluentes foram coletados diretamente da origem de despejo; garantindo que
a concentracdo do efluente ndo fosse diluida pela 4gua do canal e nem pela agua da
lagoa. As manipulac@es das diferentes diluicdes para 0s ensaios de toxicidade ocorreram
no Laboratorio Integrado de Ciéncias Morfofuncionais (LICM). A coleta de efluente foi
realizada com volume total de 8 litros. Do volume total, 4 litros foram encaminhados ao
laboratdrio de espectrometria atdmica (Labspectro) no Departamento de Quimica da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro. A amostra foi mantida em
temperatura menor que 10°C sem congelamento. O servigo prestado foi de identificacdo

e quantificacdo de metais pesados.

Assim que as amostras chegavam ao laboratério (LICM), imediatamente
iniciava-se a caracterizacdo fisico-quimica da agua, seguindo a ABNT (2007). As
medicdes foram feitas dos seguintes fatores abidticos: temperatura (Oximetro YSI
550A), salinidade (Termosalindmetro YSI vyellow spring; Modelo: YSI85),
condutividade (Termosalinbmetro YSI yellow spring; Modelo: YSI85), oxigénio
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dissolvido (Oximetro YSI 550A), pH (pHmetro modelo PHS-3B - PHtek), aménia
(Labcon Test Amonia Toxica Agua Doce - Alcon), nitrito (Labcon Test Nitrito - Alcon)
e dureza total (Labcon Test Dureza Total Gh - Alcon).

Teste de toxicidade com embrides de peixes

Os testes foram realizados seguindo duas metodologias. A primeira segue 0
modelo proposto por Lammer et al. (2009). Dez pocos de uma placa de vinte e quatro
foram designados para cada nivel do tratamento e o controle negativo (FIGURA 2). Em
cada poco foram pipetados dois mililitros de solucdo e dez ovos fertilizados. As
possiveis alteracbes morfoldgicas foram registradas com 24, 48, 72 e 96 horas pos-

fertilizagéo (hpf).

QO0OOIOO I & -
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Figura 7 — Esquema da distribuicdo dos testes de concentragdo e controle negativo. O controle
negativo (C, contendo o meio de embrido E3) é igualmente distribuido nas placas do experimento a

fim de identificar peculiaridades especificas das placas. No esquema acima, 0s pogos em cor preta e
sem numeracao néo sdo utilizados. FONTE: adaptado de Lammer et al. (2009), p. 199.

No caso de amostras de efluentes com oxigenacdes menores do que 4 mg/L,
seguiu-se a metodologia proposta pela OECD (2013).Vinte pogos de uma placa de vinte
e quatro foram separados para cada tratamento. Os quatro pocos restantes eram usados
como controle negativo interno da placa. O controle negativo também foi preparado
numa placa separada, sendo utilizados os vinte quatro pogos. Em cada pogo foi pipetado
dois mililitros de solucdo e um ovo fertilizado. As alteracdes morfologicas foram

registradas com 24, 48, 72 e 96 horas pos-fertilizacéo.
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Coleta e diluicdo dos efluentes

Canal Macaé-Campos

A primeira coleta de efluente foi realizada dia 02/04/2014 e este foi mantido em
temperatura menor que 10°C sem congelamento. Os experimentos ndo foram iniciados
imediatamente devido as matrizes de Danio rerio ndo terem produzido quantidade de
ovos fertilizados suficientes. Sendo assim, o primeiro experimento aconteceu no dia
10/04/2014; o segundo experimento, dia 08/05/2014; e por fim, o terceiro experimento
no dia 22/05/2014. Os ensaios foram preparados com as seguintes dilui¢des: C80 (80%
de efluente somado a 20% de E3), C60 (60% de efluente somado a 40% de E3), C40
(40% de efluente somado a 60% de E3) e por fim o controle negativo (CTRL, contendo
somente E3). Os experimentos foram feitos seguindo a metodologia proposta por
Lammer et al. (2009). Ao término das 96 horas de exposicdo dos embrides ao efluente,
os embrides foram colocados em TRIzolReagent (Life Technologies) para posterior

extracdo de RNA.

A repeticdo da amostragem aconteceu com uma segunda coleta de efluente
realizada no dia 15/10/2014 e mantida a temperatura menor que 10°C sem
congelamento. Entretanto, devido aos resultados obtidos das caracteristicas fisico-
quimicas, foram realizados trés experimentos usando o efluente: primeiro (25/10/2014),
com as mesmas condigdes que foram coletadas; o segundo (04/11/2014) com o efluente
aerado; e o terceiro (11/11/2014), com o efluente filtrado (filtro para seringa de 0,22
micrémetros - KASVI). As dilui¢des foram realizadas com volumes diferentes da
amostra do més de abril, sendo eles, C20 (20% de efluente somado a 80% de E3), C30
(30% de efluente somado a 70% de E3), C40 (40% de efluente somado a 60% de
E3),C60 (60% de efluente somado a 40% de E3)e por fim o controle negativo (CTRL,
contendo somente E3). Os experimentos foram feitos seguindo a metodologia proposta
pela OECD (2013). Ao término das 96 horas de exposi¢do dos embrides ao efluente, os
embrides foram colocados em TRIzolReagent (Life Technologies) para posterior

extragdo de RNA.

Lagoa Imboassica
A coleta de efluente foi realizada dia 15/07/2014 e este foi mantido em
temperatura menor que 10°C sem congelamento. Os experimentos nao iniciaram

imediatamente devido as matrizes de Danio rerio ndo terem produzido quantidade de
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ovos fertilizados suficientes. Sendo assim, o experimento aconteceu no dia 22/07/2014.
Para a realizacdo dos ensaios, o efluente foi aerado até alcangar 5mg/L de oxigénio
dissolvido. Em seguida, os ensaios foram preparados com as seguintes dilui¢cdes: C80
(80% de efluente somado a 20% de E3), C60 (60% de efluente somado a 40% de E3),
C40 (40% de efluente somado a 60% de E3) e por fim o controle negativo (CTRL,
contendo somente E3). Os experimentos foram feitos seguindo a metodologia proposta
pela OECD (2013). Ao término das 96 horas de exposicdo dos embrides ao efluente, 0s
embrides foram colocados em TRIzolReagent (Life Technologies) para posterior

extracdo de RNA.

Preparacdo das amostras para o teste de toxicidade utilizando

biomarcadores

Desenho dos primers

Ambos os genes cyplal e mt foram selecionados neste trabalho com o objetivo
de identificar se existem concentracdes suficientes de HPA e metais pesados nas
amostras de aguas coletadas para causar alteracdes em suas expressfes. Para conseguir
esses dados, os primers foram desenhados de acordo com a TABELA 3. O gene f3-
actina foi utilizado como gene constitutivo ou referéncia para a normalizacdo dos
resultados da expressdo génica alcancados com a técnica da reacdo em cadeia da
polimerase quantitativo (QRT-PCR) em tempo real (Tang et al., 2007). Genes
constitutivos ou de referéncia séo aqueles cujos produtos estdo envolvidos em funcdes
de manutencdo celular bioldgica basica e transcritos a uma taxa relativamente estavel

em muitos diferentes tipos de células e condicdes (Casadei et al., 2011).

Tabela 3 - As sequencias dos primers foram retiradas deLiedtke et al. (2008).

Gene Genbank Mo. Primers

f-actin AFO5T040 Forward AGGTCATCACCATTGGCAAT exon |
Reverse GATGTCCACGTCGCACTTCAT exon 2

2 AY 305851 Forward TGTGCCAAGACTGGAACTTG exon 1 + 2
Reverse AGCTGGAGCCACAGGAATT exon 3

cyplal ABOTRI2T Forward CCTGGGCGGTTGTCTATCTA exon 4

Reverse AGGTTCGOCCTGTCAGATAA exon 5

Extracéo de RNA

Seguindo o protocolo da empresa, os embribes eram colocados em tubos
eppendorfs ao término dos experimentos com 1 ml de TRIzolReagent (Life
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Technologies). Em seguida, os embrides foram macerados com pistilos no proprio tubo
eppendorf por 2 minutos. ApOs a maceragdo, os tubos foram centrifugados
(ThermoFisher Scientific — modelo: Heraeus Fresco 17) a 12.000 x g por 10 minutos a
4°C, com a intencdo de separar e fazer o descarte da camada de gordura e outros
materiais insolGveis das amostras. Ao término da centrifugacdo, a solucdo sobrenadante
foi transferida para novos tubos eppendorfs. Em seguida, a fase de separacdo foi
iniciada com a adicdo de 0,2 ml de cloroférmio. As amostras foram agitadas
vigorosamente por 15 segundos e incubadas por 3 minutos a temperatura ambiente. Os
tubos contendo as amostras foram levados a centrifuga novamente a 12.000 x g por 15
minutos a 4°C. Ao término da centrifugacdo, a fase aquosa foi removida e transferida a
novos tubos eppendorfs enquanto a fase organica foi descartada.

Para iniciar o procedimento de isolamento de RNA foram adicionados 0,5 ml de
isopropanol 100% a fase aquosa e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. As
amostras foram novamente centrifugadas por 10 minutos a velocidade de 12.000 x g a
4°C.

Ao término desta ultima centrifugacéo, houve a formacédo de um pellet de RNA.
Entdo, foi removida a solucédo flutuante e adicionado 1 ml de etanol 75% em &gua livre
de DNAse/RNAse para a lavagem do RNA. Em seguida, as amostras foram levadas
brevemente ao Vortex-Mixer (KASVI basic — K45-2820) por 5 segundos e por fim
centrifugadas a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C. A solucdo usada na lavagem foi

descartada e o pellet de RNA foi deixado secar por 10 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida o RNA foi ressuspendido em 30pl de &gua livre de RNase e DNase
e incubada em bloco de calor a 55°C por 10 minutos. Ao término, as amostras de RNA

foram guardadas em refrigeracéo a -70°C para posterior utilizag&o.

Antes de iniciar a sintese de DNA complementar (cDNA), as concentragdes das
amostras de RNA e a relagcdo 260/280 foram medidas com o uso do aparelho Thermo
Scientific NanoDrop ND2000, utilizando 1 pl de RNA. Esses valores foram usados para
determinar os volumes de RNA necessarios para 2jug a serem utilizados na sintese de
cDNA.
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Sintese do DNA complementar (ou cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada seguindo o protocolo oferecido pela empresa
com o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies). O
mastermix do kit foi preparado contendo 2ul de 10x RT Buffer, 0.8ul 25x dNTP Mix
(100 mM), 2ul de 10x RT Random Primers, 1l de MultiScribe Reverse Transcriptase,

4.2 de Nuclease-free H,0, totalizando 10pl de mix a ser usado para cada amostra.

Em seguida, foram pipetados 10ul de 2x RT mastermix em tubos eppendorfs
individuais acrescentados de 10ul de amostra contendo 2 microgramas de RNA,
separadamente. As solucdes foram homogeneizadas utilizando o Vortex-Mixer (KASVI
basic — K45-2820) durante 5 segundos. Os tubos foram vedados e rapidamente
centrifugados (5 segundos) em centrifuga de bancada para aglomerar a solugdo
preparada no final do tubo e evitar a formacdo de bolhas de ar. Todos esses passos
foram manipulados com as amostras e o kit sempre em contato com gelo até chegar ao
termociclador (Applied Biosystems — Modelo: 9902; Veriti ™ 96-Well Thermal Cycler).

O termociclador foi configurado em 4 passos com temperaturas e tempos
diferentes um do outro (TABELA 4): (1 passo: anelamento dos primers; 2 passo:
transcricdo reversa; 3 passo: desnaturacdo do RNA; 4 passo: manutencdo em baixa

temperatura).

Tabela 4 - Configuracéo do termociclador para a sintese de cDNA.

Passo 1 Passo 2 Passo 3 Passo 4
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Tempo 10 min 120 min 5 min 0

O volume final da reacédo foi de 20pl. Ao finalizar, as amostras de cDNA foram

guardadas a refrigeracdo de -20°C.

Reacdo em cadeia da polimerase “quantitativo em tempo real” (QRT-

PCR em tempo real)

As quantificacOes da expressdo génica de cyplal, mte pf-actina foram realizadas
utilizando o kit Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life — AppliedBiosystems).
Este kit contém o corante SYBR® Green I, AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, dNTPs

e componentes de buffer otimizados.
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A montagem do experimento seguiu o protocolo oferecido pela empresa, em que
uma reacao foi preparada com 7.5 pl de Master Mix, 0.75 pl de Reverse Primer, 0.75 pl
de Forward Primer, 1 pl de H,O (livre de RNase e DNase) e 5 pl de amostra de cDNA,
totalizando 15 pl de solucdo. A concentracdo de primer na solucéo final foi 0.2 uM e o

cDNA utilizado foi diluido em dez vezes.

Preparacdo dos embrides para fotografia
Ao longo de 24, 48, 72 e 96 horas pos-fertilizacdo (hpf) alguns embrides de cada

diluicdo eram selecionados para realizar registro fotografico. A escolha do embrido em
cada diluicdo e controle era feita com base na representatividade do grupo. Até 72 hpf, o
embrido era colocado em placa de Petri contendo apenas solucdo E3 e fotografado. Em
96 hpf, devido ao embrido iniciar seu processo de natacdo, era utilizado solugédo de metil
celulose para diminuir sua movimentacdo. Apdés a fotografia, os embrifes eram
mergulhados em meio E3 para retirar a solugdo de metil celulose e retornavam para a
placa de 24 pocos dos ensaios toxicoldgicos. Para realizar as fotografias foi utilizada a
lupa Leica M205 FA (Modelo: MDG34; Camera: DFC550).

Estatistica

As caracteristicas observadas nos ensaios toxicolégicos foram classificadas
como dados categodricos. As distribuicdes dos dados foram anormais. Por esta razédo, o
teste estatistico adotado para tratar os dados observados € o teste de Kruskal-Wallis. De
acordo com Vieira (2011) este teste serve para identificar se trés ou mais populacoes
estatisticas possuem mesma distribuicdo. A hip6tese da nulidade (Ho) é que a variavel
analisada possui a mesma distribuicdo nas populacbes de onde os tratamentos em
comparacgdo tiveram origem. A hipétese alternativa (H;) € que existe diferenca

significativa nessas mesmas populagdes. Adotou-se o p-valor de p<0,05.

Nos casos onde os resultados mostraram diferenca significativa (p<0.05),
utilizamos o teste de Dunn para saber onde estdo as diferencas. De acordo com Vieira
(2011) este teste compara 0s postos médios de grupos dois a dois. Este teste ndo exige
gue 0s grupos possuam o mesmo nimero de observagdes, mas tem melhor aproximagéao
quando as amostras sdo grandes. A hipotese da nulidade (Hp) € que os tratamentos
analisados possuem populacdes estatisticas com 0os mesmos postos médios. A hipotese
alternativa (H;) é que os tratamentos analisados possuem populagdes estatisticas com
postos médios diferentes. Adotou-se o p-valor de p<0,05.
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Todos os testes foram realizados com o programa GraphPad Prism version 5.00

para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com.

Os graficos foram realizados utilizando o programa Excel (Microsoft Office
Professional Plus 2010, versao: 14.0.7145.5000 — 32 bits).

Resultados

Resultados das caracteristicas fisico-quimica dos efluentes coletados no

Canal Macaé-Campos

As caracteristicas fisicas e quimicas dos efluentes coletados no més de abril e
outubro foram registradas imediatamente apds sua coleta (TABELA 5). Amostras dos
efluentes também foram encaminhadas ao LABSPECTRO/PUC com a finalidade de
detectar e quantificar as concentracdes de metais presentes nos efluentes (TABELA 6).
Os resultados encontrados para as caracteristicas fisico-quimicas ndo apresentaram
valores acima dos indicadores sobre as condicdes e padrdes de lancamentos de efluentes
propostos na resolucdo CONAMA (2005) e CONAMA (2011). Entretanto, os valores
de oxigénio dissolvido dos efluentes coletados no més abril (4,2 mg/L) e outubro (2,7
mg/L) foram inferiores a 6 mg/L. De acordo com CONAMA (2005) a salinidade
apresentou valores que classificam o efluente de abril como &gua doce e o efluente de
outubro como agua salobra. A condutividade encontrada no efluente de outubro (1550
puS/cm) é um indicador de ambientes impactados, pois seu valor foi superior a 100
pS/cm (de Saneamento Ambiental, 1980). Em relacdo a dureza total, os resultados de 50
ppm de CaCOs indicados pelo teste LabconTest classificam os efluentes, em relagdo a
dureza, como leves. Os testes LabconTest de amdnia toxica e nitrito ndo apresentaram
valores para causar interferéncia nos ensaios toxicoldgicos. Em ambas as amostras, o

pH (abril = pH 7,2; outubro = pH 7) esteve dentro da faixa considerada (entre 6 € 9).



Tabela 5 - Resultados das analises fisico-quimicas das amostras de efluentes coletados no canal
Macaé-Campos.

Canal Macaé-Campos

Data de coleta 2/4/2014 15/10/2014
Amdnia toxica (ppm) < 0,037 < 0,037
Condutividade (uS) - 1550
Dureza total (ppm de CaCOs) 50 50
Nitrito (ppm) 0 0
Oxigénio dissolvido (mg/L) 4,2 2,7
pH 7,2 7
Salinidade (ppt) 0,2 0,8
Temperatura (°C) 25 25,4
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Tabela 6 - Resultado da andlise de metais pesados na amostra de dgua coletada no dia 02/04/2014 e
15/10/2014 comparados aos padrdes de lancamento de efluentes pelas RESOLUCOES CONAMA
(2005) e CONAMA (2011). Os seguintes elementos apresentaram concentracao abaixo do limite de
deteccdo (<0,001 mg/L): Ag, Au, Be, Bi, Cd, Ce, Co, Cs, Dy, Er, Eu, Ga, Gd, Ge, Hf, Hg, Ho, In, Ir,
La, Lu, Mo, Nb, Nd, Os, Pd, Pr, Pt, Re, Rh, Ru, Sb, Sm, Ta, Tb, Te, Th, TI, Tm, U, Y, Yb, Zr. Os
valores em amarelo destacam valores superiores ao proposto para qualidade da agua por
CONAMA (2005).

CONAMA 2005 e 02-abril 15-
2011 outubro
Elementos Concentragéo (mg/L)
As 0,5 0,002 0,001
B 5 0,061 <0,001
Ba 5 0,049 0,05
Ca - 11,6 21,8
Cr 0,1 0,003 0,009
Cu 1 0,005 0,008
Fe 15 0,16 2,1
I - 0,025 <0,001
K - 16,3 62,1
Li - 0,007 0,006
Mg 1 53 12,3
Mn 1 0,50 0,35
Na = 77 227
Ni 2 0,002 0,003
Pb 0,5 <0,001 0,001
Rb - 0,032 0,07
Sn 4 <0,001 0,001
Sc - < 0,005 <0,001
Se 0,3 < 0,005 < 0,005

Sr - 0,107 0,13
Ti - 0,014 0,05
\ - 0,002 <0,001
W - <0,001 0,002
Zn 5 0,042 0,07
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Resultados obtidos com o efluente coletado em abril

Primeiro ensaio toxicologico

O primeiro ensaio toxicologico foi realizado apos oito dias da coleta. A amostra
esteve durante este tempo armazenada abaixo de 10°C sem congelamento. Os testes de
toxicidade foram realizados utilizando um total de 100 ovos fertilizados em cada
tratamento, incluindo o controle negativo. Os resultados da mortalidade nos embrides
mostraram valores gradativos em C60 e C80 ao longo do tempo de exposi¢do ao
efluente (FIGURA 8). Ao término do ensaio com 96 hpf, o CTRL e a diluicdo C40
mostraram valores de 8% e 6% de mortalidade. As diluicbes C60 e C80 apresentaram
mortalidade de 81% e 79%, respectivamente. O resultado do teste estatistico de
Kruskal-Wallis (26,51) mostrou diferenca significativa na distribuicdo dos dados com
p<0,0001. O teste de Dunn mostrou que entre C60 e C80 ndo ha diferenca entre si,
assim como, entre C40 e CTRL também ndo ha. Entretanto, existem diferencas em

ambas as dilui¢des, C60 ou C80, quando comparadas com a diluicdo C40 ou o CTRL.
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Figura 8 — Resultados da mortalidade de embrifes de Danio rerio expostos a substancias toxicas
presentes no efluente coletado em abril. Ensaio toxicolégico realizado apés oito dias da coleta de
amostra de efluente. Os valores em porcentagem mostram a soma total dos embrides afetados por
tratamento. Os simbolos em 96hpf representam as diferencas entre os tratamentos obtidas através
do teste estatistico de Dunn.

Uma vez o ensaio iniciado, também foi registrado no periodo de 72hpf a
sobrevivéncia e as alteracbes morfologicas ocorridas no desenvolvimento embrionario.

No controle negativo observamos que 96% dos embrides estavam vivos e 84% desses
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embrides ja haviam eclodido; e ndo houve ma-formacdo no desenvolvimento
embrionério. Na diluicdo C40 a quantidade de embriGes vivos foi de 98% e 86% dos
embrides estavam eclodidos. Entretanto, na diluicdo C40 o surgimento de anomalias no
desenvolvimento foi registrado com a formacéo de edemas no pericardio (FIGURA 18),
em que 6% dos embrides foram afetados. Na diluicdo C60, a sobrevivéncia dos
embrides diminuiu e houve atraso no desenvolvimento, registrando apenas 47% de
embrides vivos e 33% de embrides eclodidos. A formacdo de edemas no pericéardio
atingiu um nmero maior nessa diluicdo em que 28% de embrides foram afetados. Na
diluicdo C80, 42% dos embrides sobreviveram, porém apenas 6% dos embrides
conseguiram se desenvolver até o estagio de eclosdo. Aqueles que conseguiram se
desenvolver foram afetados com a formacéo de edema no pericardio (6% dos embrides).
Assim, percebemos que os embrifes que ndo eclodiram nas diluicdes C60 e C80
estavam vivos, porém ndo conseguiram se desenvolver até o estagio necessario para

eclodirem e formar edemas no pericardio.

O resultado estatistico de Kruskal-Wallis (14,95) em relagdo ao atraso no
desenvolvimento observado pelo nimero de embrides eclodidos mostrou diferenga
significativa na distribuicdo dos dados com p= 0,0019. O teste de Dunn mostrou
diferenca apenas na comparacdo de C80 com o CTRL e C40, p<0,05 (FIGURA 9). Em
adicdo, o resultado estatistico de Kruskal-Wallis (13,68) em relacdo a formacdo de
edema no pericardio mostrou diferenca significativa na distribuicdo dos dados com p=
0,0034. O teste de Dunn mostrou diferenca apenas na comparacéo de C60 com o CTRL
e C40, p<0,05 (FIGURA 9).
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Alteracdoes morfoldgicas relativa ao tempo
(8 dias ap0ds a coleta de efluente)
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Figura 9 — 1° Experimento (10/04/2014). Ensaio toxicoldgico realizado com efluente coletado em
abril no canal Macaé-Campos. Efeitos da toxidade sobre os embrides vivos em 72hpf. As barras
indicam a soma total dos embribes afetados; valores mostrados em porcentagem. Os simbolos
representam as diferencas entre os tratamentos obtidas através do teste estatistico de Dunn.

Segundo ensaio toxicologico

Apds trinta e sete dias da amostra armazenada abaixo de 10°C sem
congelamento, o efluente ainda apresentava potenciais agentes toxicos. No que se refere
a mortalidade (FIGURA 10), o CTRL néo teve mortalidade. A diluicdo C40 apresentou
2% de embrides afetados. Nas diluicdes C60 e C80 apresentaram valores de 68% e
25%, respectivamente. A mortalidade em C60 e C80 ocorreu principalmente entre os
periodos de 72 e 96 hpf. O resultado do teste de Kruskal-Wallis (19.13) mostrou
diferenga significativa na distribui¢do dos dados com p= 0,0003. O teste de Dunn

mostrou diferenca apenas na comparagdo de C60 com o CTRL e C40.
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Figura 10 - Resultados da mortalidade de embrides de Danio rerio expostos a substancias toxicas
presentes no efluente coletado em abril. Ensaio toxicoldgico realizado trinta e sete dias apés a coleta
da amostra de efluente. Os valores em porcentagem mostram a soma total dos embrifes afetados
por tratamento. Os simbolos em 96hpf representam as diferencas entre os tratamentos obtidas
através do teste estatistico de Dunn.

Apbs 37 dias, a amostra de efluente conservada ainda era capaz de provocar
alteracdes no desenvolvimento dos embrifes de Danio rerio (FIGURA 11). Durante o
ensaio, no periodo de 72hpf, a sobrevivéncia desses individuos apresentava menos de
10% de embrides afetados no controle negativo e nas demais diluicbes. No controle
negativo todos tiveram um desenvolvimento normal, ou seja, ndo houve mas-formacdes,
e todos alcancaram o estagio de eclosdo. Na diluicdo C40, 76% dos embrides eclodiram
e 23% sofreram com a formacao de edema no pericardio. Na diluicdo C60, o atraso no
desenvolvimento foi maior fazendo que apenas 49% dos embrides chegassem a eclodir.
Além disso, na diluicdo C60 37% dos embrides apresentaram formacdo de edema no
pericardio. E por fim, na diluicdo C80, embora a quantidade de embribes vivos fosse de
97%, nenhum dos embribes se desenvolveram normalmente, todos sofreram atraso e
ndo alcancaram o estagio correspondente as 72 horas de desenvolvimento e isso pode
ser percebido porque nenhum deles conseguiram eclodir. Entretanto, alguns dos
embrides chegaram bem proximos ao estagio de eclosdo, neles foram observados a

formacéo de edema no pericardio atingindo 52% dos embrides vivos.
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O resultado estatistico de Kruskal-Wallis (32,75) para a caracteristica de atraso
no desenvolvimento observado pelo nimero de embrides eclodidos mostrou diferenca
significativa na distribuicdo dos dados com p<0,0001. O teste de Dunn mostrou
diferenca na comparacdo de C60 e C80 com o CTRL,; e entre C80 e C40, p<0,05. Em
relacdo a formacdo de edema no pericardio, o resultado do teste de Kruskal-Wallis
(18,64) mostrou diferenca significativa na distribuicdo dos dados com p= 0,0003. O
teste de Dunn mostrou diferenga na comparagdo das diluigdes C80, C60 e C40 com o

CTRL, p<0,05. N&o houve diferenca entre as dilui¢des.

Alteracoes morfoldgicas relativa ao tempo
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Figura 11 — 2° Experimento (08/05/2014). Ensaio toxicologico realizado com efluente coletado em
abril no canal Macaé-Campos. Efeitos da toxidade sobre os embrides vivos em 72hpf. As barras
indicam a soma total dos embrifes afetados; valores mostrados em porcentagem. Os simbolos
representam as diferencas entre os tratamentos obtidas através do teste estatistico de Dunn.

Terceiro ensaio toxicoldgico

O dltimo ensaio toxicoldgico foi realizado apds cinquenta dias de coleta da
amostra de efluente do canal Macae-Campos. A amostra esteve resfriada abaixo de
10°C sem congelamento durante este tempo. Os resultados obtidos apresentaram as
mesmas caracteristicas em compara¢do com os dois outros ensaios. Potenciais agentes

toxicos ainda estavam presentes, mas a quantidade de embrides afetados foi menor em
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relacdo aos outros ensaios, ou seja, ao longo do tempo a toxicidade existente no efluente

foi perdendo sua capacidade de alterar o desenvolvimento dos embrides de Danio rerio.

Desta forma, percebemos que a mortalidade foi reduzida e gradativa; ndo houve
mortes em um momento especifico como no segundo ensaio (entre 72 e 96 hpf). Néo
houve morte no CTRL. Enquanto que nas dilui¢cbes C40, C60 e C80, a mortalidade
apresentou valores de 2%, 11% e 3%, respectivamente. O resultado do teste de Kruskal-

Wallis (2,398) ndo mostrou diferenca significativa na distribuigdo dos dados, p= 0,4940.
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Figura 12 - Resultados da mortalidade de embrides de Danio rerio expostos a substancias toxicas
presentes no efluente coletado em abril. Ensaio toxicoldgico realizado cinquenta dias apés a coleta
da amostra de efluente. Os valores em porcentagem mostram a soma total dos embrides afetados
por tratamento. Os simbolos em 96hpf representam as diferencas entre os tratamentos obtidas
através do teste estatistico de Dunn.

Em relacdo ao atraso no desenvolvimento (FIGURA 13), o numero de embrides
eclodidos foi de 98% dos embrides vivos. Na diluicdo C40 registrou-se valores de 86%
de embrides eclodidos e 13% de embrides com edemas no pericardio. Em C60, o
namero de embriBes eclodidos foi de 80% e 3% de embrides com a formacdo de
edemas. Em C80, a diluicdo mais afetada apresentando apenas 43% de embriGes
eclodidos e 29% dos embriGes com edema. O resultado do teste de Kruskal-Wallis
(19,45) para o atraso no desenvolvimento observado através do nimero de embrides que
se desenvolveram até a eclosdo em 72hpf mostrou diferenca significativa na distribuicéo
dos dados, p= 0,0002. O teste de Dunn mostrou diferenca na comparacdo de C80 com
C40 e 0 CTRL, p<0,05. Em adicéo, o resultado do teste de Kruskal-Wallis (19,02) para
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0 numero de embrides afetados com a formacdo de edemas no pericardio mostrou
diferenga significativa na distribuicdo dos dados, p= 0,0003. O teste de Dunn mostrou
diferenca na comparacéo de C80 com C60 e o CTRL, p<0,05.

Alteragoes morfologicas relativa ao tempo
(50 dias ap0ds a coleta de efluente)
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Figura 13 — 3° Experimento (22/05/2014). Ensaio toxicoldgico realizado com efluente coletado em
abril no canal Macaé-Campos. Efeitos da toxidade sobre os embribes vivos em 72hpf. As barras
indicam a soma total dos embribes afetados; valores mostrados em porcentagem. Os simbolos
representam as diferencas entre os tratamentos obtidas através do teste estatistico de Dunn.

Comparacéo da mortalidade nos trés ensaios toxicoldgicos

Os resultados a seguir € uma comparacdo da proporcdo de embrides mortos em
96hpf nos trés ensaios toxicoldgicos. O CTRL obteve menos de 10% de morte nos trés
ensaios, 0 que permitiu a validacdo de todos eles. A diluicdo C40 também obteve menos
de 10% de embribes mortos. As diluicbes c60 (1° exp.=81%; 2° exp.= 68%; 3°
exp.=11%) e c80 (1° exp.=79%; 2° exp.= 25%; 3° exp.=3%) apresentaram diminuigéo
no namero de embrides afetados ao longo do tempo. Essa diminuicdo no numero de
embrides afetados indica a degradacdo dos agentes tdxicos. Consequentemente, 0
potencial de causar alteracfes no desenvolvimento do embrido também perde seus
efeitos. O resultado do teste de Kruskal-Wallis foi significativo (p<0,05) para o CTRL,
C60 e C80 com valores de 11,54, 13,17, 17,06, respectivamente. O teste de Kruskal-
Wallis para C40 apresentou valor de 1,132, p= 0,5678. O teste de Dunn no CTRL

mostrou diferenca do 1° exp. para o 2° e 3° exp.; na diluicdo C40, ndo houve diferenca;
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na diluicdo C60, o 3° exp. foi diferente do 1° e 2° exp.; na diluicdo C80, o 1° exp. foi

diferente do 2° e 3° exp.
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Figura 14 — Comparacéo da mortalidade dos embrides expostos ao efluente coletado em abril no
canal Macaé-Campos nos trés ensaios toxicoldgicos. Os ensaios aconteceram em momentos
diferentes. O primeiro ensaio iniciou com oito dias ap6s a coleta do efluente; o segundo experimento
com 37 dias apds a coleta; e o terceiro experimento com 50 dias ap6s a coleta. A amostra esteve
resfriada abaixo de 10°C sem congelamento. As barras indicam a soma total dos embrides afetados
em cada experimento separados por tratamento. Os simbolos representam as diferencgas obtidas
entre os experimentos através do teste estatistico de Dunn.

Resultados dos testes com os biomarcadores

As FIGURAS 15 e 16 apresentam os resultados das expressdes dos genes
cyplal e mt2. Os dados foram obtidos com os embrides usados no primeiro ensaio
toxicolégico. Em relacdo ao cyplal, em todos os tratamentos contendo o efluente houve
um aumento na expressdo do gene em comparacdo ao controle. Quanto mais
concentrado a solugdo com o efluente, maior o valor da expressdo do gene cyplal
(CTRL= 1; C40= 1,6; C60= 1,6; C80= 3,2). Enquanto que o0 oposto ocorreu a mt2. O
gene mt2 ao invés de expressar a mesma quantidade que o controle, sofreu uma
diminuigdo na expressdo. Quanto mais concentrada a solugcdo com o efluente, menor a
expressao de mt2 (CTRL=1; C40=1,1; C60=0,3; C80=0,2).
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Figura 15 — Expressdo génica de cyplal. Embrides expostos ao efluente coletado no canal Macaé-
Campos no més de abril, oito dias apés a coleta. Os resultados estdo apresentados como média +
desvio padréo.
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Figura 16 — Expressdo génica de mt2. Embribes expostos ao efluente coletado no canal Macaé-
Campos no més de abril, oito dias apds a coleta. Os resultados estdo apresentados como média +
desvio padréo.

Resultados das alteracdes morfoldgicas

A seguir na FIGURA 17 temos imagens representativas dos embrides em 24
horas pés-fertilizacdo (hpf). Em (A) temos o desenvolvimento normal do controle
negativo, apresentando o estagio prim-6 (25h). Em (B), temos a diluicdo C40 que
mostrou acompanhar 0 mesmo estagio que o CTRL. Na diluicdo C60 houve variacdo
nos atrasos (C e D). Em (C) o estagio se encontra em 14-somite (16h) e (D) em 18-
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somite (18h). Na diluicdo C80 também houve atrasos no desenvolvimento. Os estagios
observados na diluicdo C80 foram (E) 10-somite (14h) e (F) 26-somite (22h). Na
FIGURA 18 temos imagens representativas dos embrides em 96 hpf. O controle
negativo (G) se desenvolveu normal até o momento de iniciar o processo de inflar a
bexiga natatdria. Na diluicdo C40 (H e 1), os embribes apresentaram atraso em relacao
ao controle. Em (H) o estagio do embrido é o0 mesmo de pec fin (60h). Em (I) o estagio
do embrido é o mesmo de protruding mouth (72h) e apresentou a formacéo de edema no
pericardio. Nas diluicbes C60 (J) e C80 (L) o estagio mais avancado encontrado foi pec
fin (60h). Em J e L além do atraso, houve formacédo de edema no pericardio, consumo

irregular do vitelo e ma-formagdes no cranio e na face.

Figura 17 - Analise da morfologia dos embrides em 24 horas pds-fertilizacdo (hpf) dos embrides de
Danio rerio expostos ao efluente do canal Macaé-Campos coletado no més de abril de 2014. As
imagens de A-F estdo representando o desenvolvimento em 24hpf. (A) controle negativo (CTRL):
apresentou desenvolvimento normal de acordo com o proposto por Kimmel et al. (1995). (B)
diluicdo com 40% de efluente: o desenvolvimento foi parecido com CTRL. Na diluigdo com 60%
(C-D) e 80% (E-F) de efluente, os embrides apresentaram atrasos em diferentes estagios quando
comparados com o CTRL. A escala estd representada por um traco negro e corresponde a 1
milimetro.
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Figura 18 — Andlise da morfologia dos embrides em 96 horas pos-fertilizacao (hpf) dos embrides de
Danio rerio expostos ao efluente do canal Macaé-Campos coletado no més de abril de 2014. As
imagens de G-L estdo representando o desenvolvimento em 96hpf. (G) controle negativo (CTRL):
normal de acordo com o proposto por Kimmel et al. (1995). O CTRL apresentou bexiga natatéria
inflada (seta amarela). (H-1) diluicho com 40% de efluente: atraso no desenvolvimento e
desenvolvimento de edema no pericardio (seta em vermelho). Na diluicdo com 60% (J) e 80% (L)
de efluente houve mé-formacao do créanio e da face (seta em azul), consumo irregular do vitelo (seta
em verde), formacao de edema no pericardio (seta em vermelho) e atraso no desenvolvimento. A
escala representada por um traco negro (L) corresponde a 1 milimetro e se aplica a todos os
embrides.

Resultados obtidos com o efluente coletado em outubro

Primeiro ensaio toxicoldgico

O primeiro ensaio foi realizado apds dez dias da coleta da amostra de efluente do
canal Macaé-Campos referente ao més de outubro. A amostra esteve resfriada abaixo de
10°C sem congelamento. Na TABELA 7 temos as médias de oxigénio, pH e
temperatura durante as 96 horas pos-fertilizagdo. As diluicdes apresentaram oxigénio <5
mg/L e o CTRL apresentou média de 7,7 mg/L +0.5. O pH das dilui¢Ges esteve entre 7 e
7,5. O pH do controle apresentou média de 6,3 £0,3. A temperatura foi ambiente com

média de 25°C %1 e corresponde ao momento de medida do oxigénio e do pH.
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Tabela 7 — Primeiro ensaio toxicoldgico. Variacoes de oxigénio e pH na amostra do més outubro
durante 96hpf.

Oxigénio (mg/l) pH Temperatura (°C)

Efluente 2,4 0,6 7,4 £0,2 251
sem diluicéo

CTRL 7,705 6,3+0,3 251
C20 48+10 7,3+0,1 25 +1
C30 3,617 7,4 £0,1 25+1
C40 2917 7,4 0,1 25 +1
C60 2,917 7,4 0,1 25 +1

Os resultados das analises morfoldgicas apontaram atrasos no desenvolvimento
em todas as diluicbes. A FIGURA 19 representa o estagio de desenvolvimento de 48
horas pos-fertilizacdo (hpf). Em A, o CTRL apresentou desenvolvimento normal
apresentando estagio proximo ao observado em long pec (48h). Entre B-E, seguem 0s
embrides expostos as diluicdes C20, C30, C40 e C60, respectivamente. B: embrido com
estagio high pec (42h). C: embrido com estadgio 18-somite (18h). D: embrido com

estagio 3-somite (11h). E: embrido com estagio germ-ring (5,7h).

Figura 19 - Analise da morfologia dos embrides em 48 horas pds-fertilizacdo (hpf) dos embrides de
Danio rerio expostos ao efluente do canal Macaé-Campos coletado no més de outubro de 2014.As
imagens de A-E estdo representando o desenvolvimento em 48 horas pos-fertilizacdo (hpf). (A)
controle negativo (CTRL): apresentou desenvolvimento normal de acordo com o proposto por
Kimmel et al. (1995). (B) diluicdo com 20% de efluente: estagio high pec (42h). (C) diluicdo com
30%: estagio de 18-somite (18h). (D) diluicdo com 40% de efluente: estagio de 3-somite (11h). (E)
diluicdo com 60% de efluente: estagio de germ-ring (5,7h). Todas as dilui¢des apresentaram atraso
no desenvolvimento. A escala esta representada por um trago negro e corresponde a 1 milimetro.

A FIGURA 20 representa o estagio de desenvolvimento de 96 horas pos-

fertilizacdo (hpf). Em F, o CTRL apresentou desenvolvimento normal apresentando
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estagio com 96hpf e a bexiga natatéria comecando a inflar. Em G, é possivel observar o
embrido exposto a diluicdo C20 com o desenvolvimento em pec fin (60h), apresentando
consumo irregular do vitelo e ma-formacdo do cranio e face. Em H, o embrido exposto a
diluicdo C30 apresenta estagio prism-6 (25h). Em I, observamos o embrido exposto a
diluicdo C40 no estagio de 10-somite (14h). Na diluicdo C60, todos os embrides

estavam mortos em 96h de exposigéo ao efluente.

Figura 20 — Andlise da morfologia dos embrides em 96 horas pos-fertilizacao (hpf) dos embrides de
Danio rerio expostos ao efluente do canal Macaé-Campos coletado no més de outubro de 2014. Sem
alteracdo no amostra de efluente. As imagens de F-1 estdo representando o desenvolvimento em
96hpf. (F) controle negativo (CTRL): normal de acordo com o proposto por Kimmel et al. (1995). O
CTRL apresentou bexiga natatoria (seta amarela) inflada. (G) diluicdo com 20% de efluente:
atraso no desenvolvimento, consumo irregular do vitelo (seta em verde) e ma-formacéo do cranio e
face. (J) diluigdo com 30% de efluente: estagio prism-6 (25h). (L) diluigdo com 40% de efluente:
estagio 10-somite (14h). A escala representada por um trago negro corresponde a 1 milimetro e se
aplica a todos os embrides.

Os embrides expostos as diluicdes C30 e C40 ndo conseguiram se desenvolver a
ponto de eclodirem. No CTRL e na diluicdo C20 todos os embrides vivos eclodiram
(FIGURA 21). O teste de Kruskal-Wallis (91,44) mostrou diferenga significativa na
distribuicdo dos dados sobre os embrides eclodidos, p<0,0001. O teste de Dunn indicou
diferenca significativa entre o CTRL e as diluicbes C30, C40 e C60; a diluicdo C20
também foi diferente de C30, C40 e C60; ndo houve diferenca entre CTRL e C20,
p<0,05 em todas as comparacdes. Nas diluicdes C20, C30, C40 e C60 as proporgdes de
mortes em 96hpf foi de 10%, 0%, 5% e 100%, respectivamente; ndo houve mortes no
CTRL (FIGURA 21). A mortalidade apresentou diferenga na distribuicdo dos dados
através do teste Kruskal-Wallis (83,63), p<0,0001. O teste de Dunn mostrou diferenca
significativa entre C60 quando comparado com o CTRL, C20, C30 e C40, p<0,05.
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Figura 21 — 1° Experimento (25/10/2014). Efeitos da toxidade sobre os embribes vivos em 96hpf. A
baixa proporcdo de individuos eclodidos neste ensaio indica atraso no desenvolvimento
embrionario. Os simbolos representam as diferengas entre as diluicdes e o controle negativo,
obtidas através do teste estatistico de Dunn.

Segundo ensaio toxicoldgico

O segundo experimento foi realizado vinte dias ap6s a coleta do efluente no
canal Macaé-Campos no més de outubro. Neste experimento, mudamos as condi¢fes da
agua, aerando o efluente com a finalidade de aumentar a quantidade de oxigénio
dissolvido. Assim, as concentracGes de oxigénio nas diluicbes e controle negativo
apresentaram valores >5mg/LL (TABELA 7). Entretanto, a oxigenacdo da amostra
provocou alguma reacdo entre os compostos quimicos, alterando o pH. O pH da amostra
de efluente de 7.2 aumentou para 8.3, transformando o pH neutro em basico. Como as
diluicdes foram feitas com o meio E3 e seu pH foi de 5,8 £0,2, essas condic¢des
promoveram varia¢des no pH das diluigdes C20, C30, C40 e C60 (TABELA 8).
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Tabela 8 - Variagdes de oxigénio e pH na amostra do més outubro durante 96hpf. Estas condicdes
foram observadas ap6s aeracédo do efluente durante 3h30min para a realizacdo do segundo ensaio
toxicoldégico.

Oxigénio (mg/l) pH Temperatura (°C)

Efluente 5,715 8,1+0,2 251
sem diluicéo

CTRL 6,2 £0,5 5,8 £0,2 251
C20 5804 7,3+0,3 25 +1
C30 5504 7,7+0,1 251
C40 5,6 £0,5 7,8 +0,1 25 +1
C60 5,6 £0,6 7,9+0,1 25 +1

As alteracBes morfologicas em 96hpf foram observadas somente o atraso no
desenvolvimento (FIGURA 21). Em A, o CTRL apresentou desenvolvimento normal.
Em B, o embrido exposto a diluicdo C20 demonstra estagio igual ao CTRL. Em C, o
embrido esta exposto a diluicdo C30 com estagio long pec (48h). Encontramos
alteracdes no consumo do vitelo e na formacdo do cranio e face. Em D, a diluigédo
utilizada foi C40 e o embrido apresentou estagio long pec (48h). Os embrides
apresentaram consumo irregular, pouca ou quase nenhuma pigmentacdo e ma-formacéo
do cranio e face. Em E, os embrifes ndo conseguiram se desenvolver na diluicdo C60 e

estagnaram no estagio 18-somite (18h).
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Figura 22 - Anélise da morfologia dos embrides em 96 horas pds-fertilizacdo (hpf) dos embrides de
Danio rerio expostos ao efluente do canal Macaé-Campos coletado no més de outubro de 2014.
Amostra de efluente aerada. O controle negativo (CTRL) esta representado na imagem A, e
apresenta desenvolvimento normal. A imagem B apresentou estagio igual ao CTRL (96h). A
imagem C mostra o desenvolvimento do embrido exposto a diluicdo C30 com estagio em long pec
(48h). Em D a diluigdo usada foi C40 e o estagio alcancado pelo embrido foi entre long pec (48h). Na
imagem E a diluicdo C60 provocou atraso no desenvolvimento no embrido, alcangando apenas o
estagio de 18-somite (18h). As setas em azul indicam a ma-formacéo do crénio e face. As setas em
verde apontam a grande quantidade de vitelo. A grande quantidade de vitelo indica consumo
irregular.

Na FIGURA 23 estdo os resultados encontrados para eclosdo em 96hpf. No
CTRL e na diluicdo C20, todos os embrides eclodiram. As diluigdes C40 e C30 tiveram
5% e 20% de embrides eclodidos, respectivamente. Na diluicdo C60 os embrides ndo
alcancaram o estagio de eclosdo. O resultado do teste de Kruskal-Wallis (82,40)
mostrou diferenca significativa na distribuicdo dos dados referente aos embribes
eclodidos, com intervalo de confianga de p<0.0001. O teste de Dunn mostrou diferenga
entre C30, C40 e C60 com o CTRL e C20. N&o houve diferenca entre C20 e 0 CTRL.

Em relacdo a mortalidade (FIGURA 23), nas dilui¢des C20, C30, C40 e C60 as
proporcdes foram de 0%, 5%, 0% e 15%, respectivamente. Nd&o houve mortes no
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CTRL. O resultado do teste de Kruskal-Wallis (8,766) ndo mostrou diferenca
significativa na distribuicdo dos dados, com intervalo de confianga de p= 0,0672.
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Figura 23 — 2° Experimento (04/11/2014). Efeitos da toxicidade sobre os embribes vivos em 96hpf. A
baixa proporcdo de individuos eclodidos neste ensaio indica atraso no desenvolvimento
embrionario. Diferente do primeiro ensaio, neste o efluente foi aerado antes de iniciar por 3h30min.
Os simbolos representam as diferencas entre as diluigdes e o controle negativo, obtidas através do
teste estatistico de Dunn.

Terceiro ensaio toxicolédgico

O terceiro experimento foi realizado vinte sete dias ap6s a coleta do efluente
langado no canal Macaé-Campos em outubro. A amostra durante este tempo esteve
resfriada a 10°C sem congelamento. Diferente do primeiro ensaio, a amostra foi filtrada,
eliminando microrganismos e qualquer particula sobrenadante na solucdo. Os resultados
encontrados para o oxigénio dissolvido foram abaixo de 6 mg/L em todas as dilui¢des
(TABELA 9).
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Tabela 9 — Resultados do oxigénio dissolvido, pH e temperatura no experimento com amostra
filtrada durante 96hpf. Amostra coletada no canal Macaé-Campos em outubro.

Oxigénio (mg/l) pH Temperatura (°C)

Efluente 2,4 +14 7,705 25 +1
sem diluicéo

CTRL 5,8 +0,2 6,4 0,4 25+1
C20 5,1+0,4 7,5+0,3 25 +1
C30 4,5+0,8 7,6 £0,4 25+1
C40 39110 7,704 25 +1
C60 3617 7,8+0,4 25 +1

Na FIGURA 24 estdo as imagens representando possiveis alteragdes
morfologicas em 96hpf. Na imagem A temos o CTRL com desenvolvimento normal em
96hpf ja com a bexiga natatoria inflada. A imagem B, o embrido foi exposto a diluicdo
C20 e o estagio de desenvolvimento observado é 0 mesmo do CTRL. Em C, a dilui¢do
utilizada foi C30 e o embrido apresentou atraso no desenvolvimento, sendo o estagio
encontrado protruding mouth (72h). Na imagem D foi utilizado a diluicdo C40 e o
estagio apresentado pelos embrides foi entre pec fin (60h) e protruding mouth (72h). A
diluicdo C60 (Imagem E) apresentou também o atraso no desenvolvimento, em que o
embrido alcangou apenas o estagio de prism-16 (31h).
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Figura 24 — Anélise da morfologia dos embrides de Danio rerio em 96 horas pds-fertilizagéo (hpf)
expostos ao efluente do canal Macaé-Campos coletado no més de outubro de 2014. Amostra de
efluente filtrada. O controle negativo (CTRL) estd representado na imagem A, e apresenta
desenvolvimento normal. A imagem B apresentou estagio igual ao CTRL (96h com a bexiga
natatoria inflada). A imagem C mostra o desenvolvimento do embrido exposto a diluicdo C30 com
estagio em protruding mouth (72h). Em D a dilui¢do usada foi C40 e o estagio alcangado pelo
embrido foi entre pec fin (60h) e protruding mouth (72h). Na imagem E a diluicio C60 provocou
atraso no desenvolvimento no embrido, alcangando apenas o estagio de prism-16 (31h). As setas em
amarelo indicam a bexiga natatoria. As setas em verde apontam a grande quantidade de vitelo. A
grande quantidade de vitelo indica consumo irregular.

O CTRL e as diluicdes C20, C30 e C40 tiveram todos os embrides eclodidos. O
CTRL e C20 j& apresentavam a bexiga natatoria inflada. Na diluicdo C60 os embrides
ndo alcancaram o estagio de eclosdo. O resultado do teste de Kruskal-Wallis (47,03)
mostrou diferenga significativa na distribuicdo dos dados referente aos embrides
eclodidos, p<0,0001. O teste de Dunn mostrou diferenca significativa entre C60 com o

CTRL e as demais diluigdes.

Em relacdo a mortalidade, ndo houve mortes no CTRL e nas diluigdes C20 e
C30. Nas diluigdes C40 e C60 as proporcdes foram de 25% e 70%, respectivamente. O
resultado do teste de Kruskal-Wallis (77,39) mostrou diferenca significativa na
distribuicdo dos dados, p<0,0001. O teste de Dunn mostrou diferenca entre C60 com o

CTRL e as demais diluigoes.
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Figura 25 — 3° Experimento (11/11/2014). Efeitos da toxicidade sobre os embribes vivos em 96hpf. A
baixa proporcdo de individuos eclodidos neste ensaio indica atraso no desenvolvimento
embriondrio. Diferente do primeiro ensaio, neste ensaio, o efluente foi filtrado antes de iniciar. Os
simbolos representam as diferencas entre as dilui¢des e o controle negativo, obtidas com o teste
estatistico de Dunn.

Comparacéo da mortalidade nos trés ensaios toxicoldgicos

O primeiro ensaio iniciou no dia 25/10/2014, o segundo no dia 04/11/2014 e o
terceiro no dia 11/11/2014. A amostra esteve resfriada abaixo de 10°C sem
congelamento. N&do houve morte no CTRL dos trés ensaios. O resultado que mais
explica 0 que houve no efluente, estd representado na diluicdo C60. O oxigénio na
diluicdo C60 no primeiro (2,9 £1,7), segundo (5,6 +0,6) e terceiro (3,6 £1,7) ensaios
pode ter sido o motivo da mortalidade e do atraso no desenvolvimento. O teste de
Kruskal-Wallis foi feito comparando cada diluicdo nos trés ensaios. O resultado do teste
de Kruskal-Wallis foi significativo (p<0,05) apenas para C40 e C60 com valores de
7,648 e 30,92, respectivamente. O teste de Dunn em C40 mostrou diferenca do 2° para o
3% exp.; na diluicdo C60, o 2° exp. foi diferente do 1° e 3° exp.
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Figura 26 — Comparacdo da mortalidade dos embrifes expostos ao efluente coletado em outubro no
canal Macaé-Campos nos trés ensaios toxicologicos. As barras representam o somatorio total de
embrides (valores em %). Os ensaios aconteceram em momentos diferentes. O primeiro ensaio
iniciou no dia 25/10/2014; o segundo no dia 04/11/2014; e o terceiro no dia 11/11/2014. A amostra
esteve resfriada abaixo de 10°C sem congelamento. Os simbolos representam as diferencas entre os
experimentos realizados em momentos diferentes. Essas diferencas foram obtidas através do teste
estatistico de Dunn.

Resultados das analises fisico-quimica do efluente coletado na Lagoa

Imboassica e das alteracdes morfoldgicas observadas nos embrides

As caracteristicas fisico-quimicas do efluente coletado no més de julho foram
registradas imediatamente ap6s sua coleta (TABELA 10). Os resultados encontrados
para as caracteristicas fisico-quimicas ndo apresentaram valores acima dos indicadores
sobre as condicdes e padrdes de lancamentos de efluentes propostos na resolucdo
CONAMA (2005) e CONAMA (2011). Entretanto, avaliando os resultados com 0s
critérios de qualidade da &gua classe 1 proposto na resolu¢do CONAMA (2005), o valor
de oxigénio dissolvido do efluente coletado foi de 0,59 mg/L, quando deveria ter sido
>6 mg/L. De acordo com CONAMA (2005) a salinidade apresentou valor (0,5 ppt) que
classifica o efluente como agua salobra. A condutividade encontrada no efluente de
outubro (918 uS/cm) é um indicador de ambientes impactados, pois seu valor foi
superior a 100 uS/cm (de Saneamento Ambiental, 1980). Em relacdo a dureza total, os
resultados de 50 ppm de CaCOg indicados pelo teste labconTest classificam os efluentes
como leves. Os testes labconTest de amonia tdxica e nitrito ndo apresentaram valores
para causar interferéncia nos ensaios toxicologicos. A amostra obteve pH 7,4, portanto

dentro da faixa considerada (entre 6 e 9).
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O experimento foi feito com sete dias apds a coleta. Durante este tempo a
amostra esteve conservada em temperatura a menos 10°C, sem congelamento. Os
valores de oxigénio, pH e temperatura foram medidos durante as 96hpf (TABELA 11).
O oxigénio nas diluicdes foram maiores que 5 mg/L. O pH variou de 6,9 a 7,4,
consideramos como pH neutro. A temperatura no momento das medicdes foi ambiente,
em torno de 25°C 1.

Tabela 10 — Resultados das anélises fisico-quimicas das amostras de efluentes coletados na Lagoa
Imboassica.

Lagoa Imboassica

Data de coleta 15/7/2014
Aménia toxica (ppm) < 0,037
Condutividade (uS) 918
Dureza total (ppm de CaCOs) 50
Nitrito (ppm) 0
Oxigénio dissolvido (mg/L) 0,59
pH 7,4
Salinidade (ppt) 0,5
Temperatura (°C) 22,8

Tabela 11 — Resultados do oxigénio dissolvido, pH e temperatura no experimento com amostra
durante 96hpf. Amostra coletada na lagoa Imboassica.

Oxigénio (mg/l) pH Temperatura (°C)
Efluente 3,812 7,1+0,1 25 +1
sem diluicéo
CTRL 8,9 10,2 7,1£0,2 251
C40 6,8 +0,3 7,2+0,1 25+1
C60 6,1 £0,5 7,2+0,1 251
C80 5,4 0,5 7,310,1 25+1

Embora o efluente apresente condigdes parecidas com o efluente coletado no
canal Macaé-Campos, as observacdes sobre as alteracbes morfoldgicas ndo indicam a
presenca de agentes toxicos. Os embribes se desenvolveram normalmente, com
morfologia muito similar ao controle negativo. N&o houve mortes e ndo houve

alteraces morfoldgicas (FIGURA 21). Como ndo houve alteracbes no desenvolvimento
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embrionario, a realizacdo da identificacdo e quantificacdo de metais ndo foi feita, assim

como o gRT-PCR em tempo real.

A e

Y e e

Figura 27 — Experimento realizado com efluente coletado na Lagoa Imboassica (22/07/2014). (A)
Controle negativo. (B) Dilui¢cdo C60. (C) Diluicdo C80. As imagens A, B e C apresentam 0 mesmo
estagio de desenvolvimento, entre 72 e 96 hpf. O efluente nédo apresentou agentes toxicos capazes de
alterar a morfologia dos embrides.

Discussao

Parametros fisico-quimicos dos efluentes

Assim como os ecossistemas recebem descartes de efluentes com substancias
potencialmente tdxicas, existem também muitos fatores que afetam a toxicidade dessas
substancias (Landis e Yu, 2003). Alguns desses fatores sdo abioticos. Dentre eles temos
0 pH, a temperatura, 0 oxigénio, a dureza da agua e a salinidade capazes de modificar
respostas toxicologicas ou de serem mudados por eles (Dave, 1985; Hall e Anderson,
1995; Laskowski et al., 2010).

No presente trabalho os resultados obtidos mostraram pH neutro (entre 7 — 7,2)
para ambas as amostras coletadas no canal Macaé-Campos, enquanto o pH do meio E3
estava um pouco mais acido (pH = 6,5). O peixe-zebra em seu ambiente natural pode
ser encontrado em locais onde o pH pode variar entre 6,6 a 8,2 (McClure et al., 2006).
O pH em meio &cido, sem considerar a adicdo de substancias toxicas, por si S0 é capaz
de alterar a fisiologia de peixes (Kwong et al., 2014). Em Danio rerio, experimentos
realizados por Dave (1985) sugerem que o pH ideal para o desenvolvimento dos

embribes esta entre 7 e 6, entretanto, em 6,2 os embrides eclodiram mais rapido; o pH
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abaixo de 6 promove atrasos na eclosdo. Dave (1985) também avaliou a influéncia do
pH na toxicidade de aluminio, Cd e Fe. Os resultados mostraram que o aluminio e o Cd
sdo mais toxicos em pH bésico, diferentemente do ferro que é mais toxico em pH acido.
Em experimentos com Cu, Pb, Cd e Ni, Komjarova e Blust (2009) observaram que em
adultos de Danio rerio a absorcdo de Cd e Ni aumentam em pH basico; e que a
absorcdo mais elevada para Cu e Pb ocorreram quando o pH foi neutro, devido a
alteracOes na especiacdo de Cu e Pb. Variacdes de pH também podem ser promovidas
pelas variacOes de temperatura. Por exemplo, o pH de uma agua neutra (pH = 7 e
temperatura = 25°C) se acidifica com 0 aumento de temperatura e se torna basica com a

diminuigéo da temperatura (Nikinmaa, 2014).

Os organismos possuem um limite de toleréncia a temperatura. Dentro dessa
tolerancia térmica, a temperatura pode agir como um fator controlador através de seus
efeitos no metabolismo (Brett, 1964). Alguns efeitos toxicos podem ser intensificados
pelo aumento da temperatura, por exemplo, quando substancias toxicas atuam sobre
enzimas celulares envolvidas no metabolismo energético ou capazes de alterar taxas de
absorcéo; assim como inibicdo da troca gasosa na respiracdo nas branquias de peixes
(Cairns et al., 1975). O aumento da temperatura também pode provocar aumento da
sensibilidade da glicosidase intestinal de alevinos de algumas espécies de peixes a acdo
de ions de Cu e Zn (Golovanova e Golovanov, 2014). Neste trabalho, a temperatura dos
efluentes coletados no canal Macaé-Campos apresentou valor de 25°C, entretanto, o0s
ensaios toxicoldgicos foram realizados a temperatura de 28°C. Essa mudanca foi
realizada devido ao desenvolvimento embrionario de Danio rerio ter uma temperatura
ideal de incubacdo (Kimmel et al., 1995). Desta forma, ndo se assumiu o fator
temperatura como causador de disturbios no metabolismo do peixe-zebra. Além disso, a
temperatura também pode influenciar no consumo de oxigénio dissolvido pelo
organismo. Krishnamoorthy et al. (2008) observaram que o aumento da temperatura
provocou aumento da producdo de aménia e do consumo de oxigénio dissolvido pela
especie de peixe Alepes djidaba. Em ensaios de toxicidade aguda com efluentes, o
oxigénio dissolvido pode diminuir por condi¢Bes de reducdo e/ou pela alta atividade de

microrganismos (Kuster e Altenburger, 2008).

Como os efluentes coletados no canal Macaé-Campos foram diluidos em meio
E3, os valores de oxigénio dissolvido realizados com o efluente coletado no més de

abril em cada tratamento apresentaram valores >5 mg/L; o menor valor encontrado foi
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em C80. Além disso, os ensaios foram desenhados para se enquadrar no sistema semi-
estatico, ou seja, a cada 24h as solucbes de cada tratamento foram renovadas.
Consequentemente, as alteragdes morfoldgicas presentes nos embrides nao sdo
resultados produzidos pela concentracdo de oxigénio nas amostras. A concentracdo de
oxigénio necessario nos ensaios de toxicidade para considerar o desenvolvimento
normal de embrides de Danio rerio foi estimada em valores >5,1 mg/L (Kuster e
Altenburger, 2008). De acordo com Strecker et al. (2011) o consumo de oxigénio por

um embrido é de 0,022 mg nas primeiras 72hpf.

Os efluentes coletados no canal Macaé-Campos também apresentaram aguas
leves como caracteristica. Essa condi¢do para alguns metais pode promover aumento da
toxicidade em baixas concentracdes. Utilizando a espécie Capoeta fusca, Ebrahimpour
et al. (2010) identificaram que em relacdo a dureza da agua, o cobre (Cu) ou zinco (Zn)
necessitam de concentracdes menores para causar toxicidade em aguas leves. O oposto
acontece em Aaguas duras. Pascoe et al. (1986) utilizando o peixe truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) obteve resultados sobre a influéncia da dureza da agua em
relacdo a toxicidade de Cd. Os resultados indicam que a concentracdo necessaria de Cd
para produzir toxicidade em aguas duras, € preciso o dobro do valor encontrado para o

mesmo tipo de ensaio usando aguas leves, tanto em ensaios de 48h como de 96h.

Além do parametro dureza da &gua, outro fator abidtico que interfere na
absorcdo de metais é a salinidade. Observando os resultados encontrados nas amostras
de efluentes do canal Macaé-Campos, percebemos que a salinidade apresentou
diferencas entre as duas amostras. Sendo a amostra do més de outubro com maior
quantidade de sais. Essas condi¢des se comparadas com os resultados de Komjarova e
Blust (2009) abrem espago para questionamentos sobre a influéncia do Na e Ca na
absorcéo de outros metais pelos embrides de Danio rerio. A salinidade também mostrou
ser capaz de influenciar na toxicidade de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.
Shukla et al. (2007) utilizando a espécie de peixe Tilapia mossambica encontrou
diferenga significativa de HPAs em diferentes concentragdes de salinidade (0%o, 15%o e
30%o0). A maior quantidade de HPAs soltuveis foram encontradas em 0% e foi
diminuindo em 15% e menos ainda em 30%. A maior quantidade de moléculas foram
de baixo peso molecular com dois (naftalenos) ou trés (fenantrenos) anéis aromaticos. A

hipotese que melhor explica essa condicdo é encontrada na solubilidade de
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contaminantes organicos hidrofobicos que é baixa em aguas com salinidade alta
(Schlautman et al., 2004).

No que se refere aos metais, Shek e Chan (2015) perceberam que em tilapias
(Oreochromis niloticus; O. aureus) a absorcdo de Cd e Zn diminuiu com 0 aumento da
salinidade. A absorcdo de Cu teve seus niveis aumentados. Komjarova e Blust (2009)
identificaram que Na e Ca interferem na absorcdo de metais em adultos de peixe-zebra.
Os resultados mostraram que a adi¢cdo de Ca ao meio suprimiu o efeito de absorcdo de
Cd nas brénquias. O valor mais alto da taxa de absorc¢do de Cu e chumbo e a mais baixa
de niquel foram observados com concentracdo de 0,5 mM Ca. O aumento da
concentracdo de Na de 0,5 a 8 mM diminuiu a captura de Cd e Ni nas branquias.

Concentrac0es altas e baixas de Na na dgua suprimiram o efeito de captura do Pb.

Metais pesados

A solubilidade do metal em agua é um fator que influencia na disponibilidade e
na absorcdo de metais (Cornelis e Nordberg, 2007). Desta forma, dentre os metais
encontrados nos efluentes do canal Macaé-Campos, as concentracdes de boro, cromo,
ferro e estroncio apresentaram concentracdes insuficientes para provocar alteragdes no
embrido (Dave, 1985; Rowe e Eckhert, 1999; Domingues et al., 2010; Pasqualetti et al.,
2013). O manganés superou o limite de classificacdo de qualidade da agua classe 1
(CONAMA, 2005) em ambas as amostras de efluentes. Entretanto, ndo foram
encontradas publicacOes sobre a toxicidade aguda do manganés em peixes.

A concentracdo de Cu em ambas as amostras do canal Macaé-Campos
apresentaram valores >1 ug/l e <10 pg/l, indicando que embora nao seja suficiente para
causar mortalidade, sua concentragdo contribui para o retardo no desenvolvimento do
embrido. Dave e Xiu (1991) mostraram que 100% dos embrides de Danio rerio
morreram em 24 hpf em exposi¢do a concentragao de 128 pg/l de Cu; e menos de 50%
eclodiram em concentragdes menores até 1 pg/l. O autor ainda afirma que a exposi¢cdo
ao Cu causou maior sensibilidade na ecloséo do que em relagdo a mortalidade. Johnson
et al. (2007) utilizando diferentes concentragdes de Cu entre 50 e 100 pg/l também
identificaram aumento da mortalidade, diminui¢do do sucesso de eclosdo e reducéo na

quantidade de neuromastos.

Para o chumbo nas amostras de efluentes ndo foram encontrados valores

suficientes para causar alteragbes no desenvolvimento de Danio rerio. Os efeitos da
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toxicidade causada pelo chumbo sé conseguiriam ser observadas caso a concentracdo

estivesse acima de 20 ug/1 (Dave e Xiu, 1991).

As concentracBes de zinco identificada nos efluentes do canal Macaé-Campos
foram <50 pg/l, indicando que o Zn n&o influenciou nas alteragGes ocorridas nos
embrides de Danio rerio. Alsop e Wood (2011) identificaram que a LC50 de Zn em

larvas de Danio rerio possui valor de 2535 ug/l em aguas leves.

Analisar informacdes individuais dos metais presentes nos efluentes pode nos
indicar um caminho para explicar os fendbmenos ocorridos na toxicidade. Porém, esses
metais estdo misturados em uma Unica solucdo. Os comportamentos dessa mistura de
compostos quimicos podem estar sendo influenciadas por interacfes sinérgica,
antagbnica, de potenciacdo, de adicdo ou ndo héa interacdo alguma entre eles (Rand,
1995). Por isso, utilizar apenas a identificacdo de metais na amostra e associa-las a
outros dados ja divulgados cientificamente, ndo garante uma interpretacdo real do que
esta acontecendo. Por este motivo, a utilizagdo de biomarcadores pode complementar os
resultados, indicando se houve alteracdo na expressdo do gene metalotioneina2. Os
resultados encontrados na expressao de mt2 dos embrides expostos ao efluente coletado
no canal Macaé-Campos no més de abril (FIGURA 15), ndo apresentaram valores de
aumento em relacéo ao controle. Ao contrério, nas diluigdes C60 e C80 houve uma leve
diminuicdo. Uma hipotese levantada por esse trabalho é de que essa leve inibigcdo do
gene mt2 pode ter sido promovido pela influéncia dos resultados encontrados no
aumento da expressdo do gene cyplal. Uma vez que ambos atuam como reguladores de
metais pesados e hidrocarbonetos, respectivamente, durante a fase embrionaria (Chen et
al., 2004; Goldstone et al., 2010). Entretanto, Sd0 necessarios novos experimentos para

avaliar essa condic&o.

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Como os efluentes usados nos experimentos sao misturas de rejeitos doméstico e
possivelmente industrial ndo é préatico identificar todas as substancias quimicas e suas
toxicidades (Ryker e Small, 2008). Consequentemente, o experimento realizado
assumiu a combinagdo de todas as substancias quimicas presentes no efluente como
sendo um Unico agente toxico (USEPA, 1986). Os efluentes formados por misturas
quimicas das quais ndo se sabe a composi¢do e origem sdo solu¢Ges complexas. Com

essa mistura de substdncia € impossivel identificar qual composto quimico esta
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contribuindo para a toxicidade de toda a mistura ou como duas ou mais substancias
trabalham juntas para produzir toxicidade (Kortenkamp et al., 2010). Embora ainda néo
seja possivel determinar qual ou quais substancias estdo atuando na toxicidade, atraves
da expressdo de biomarcadores, conseguimos identificar o grupo ao qual tais agentes
toxicos pertencem. No caso do gene cyplal, na literatura alguns estudos indicam que
sua expressdao aumenta quando o organismo se torna exposto a solugfes contendo
hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos e poluentes organoclorados. Assim, dos
resultados encontrados sobre a expressdo do gene cyplal em peixe-zebra, apenas o
efluente coletado em abril no canal Macaé-Campos apresentou aumento (FIGURA 14).
Os resultados mostraram ainda que quanto maior a porcentagem de efluente na solucéo,
maior o aumento da expressao (C80 apresentou trés vezes mais) quando comparado ao
controle. Comparando com outros estudos, percebemos que as respostas dos efeitos
causados pela toxicidade no efluente foram parecidas. Como em Andreasen et al. (2002)
que realizaram ensaios com embrides de Danio rerio em que foram expostos a
concentracéo de 0,5 pg/l de 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). Os resultados
mostraram um aumento de aproximadamente 50 vezes na expressdo de mRNA de
cypla. O composto também originou a formacdo de edemas no pericardio e curvatura
na notocorda. Outro exemplo, Liu et al. (2014) utilizaram 64 pg/l de 3,3°,4,4°,5-
pentachlorobiphenyl (PCB126, pureza >99%) em experimentos de 96hpf. As respostas
alcancadas mostraram que aproximadamente 70% dos embriBes expostos apresentaram
formacdo de edema no pericardio. A expressdo de mRNA de cypla mostrou um
aumento de 46,98 vezes em relacdo ao controle. Em relacdo aos HPAs, Huang et al.
(2012) utilizaram o composto quimico benzo[a]pireno. A exposicdo de 72h de
benzo[a]pireno provocou disfuncBes cardiacas e alteragdes na morfologia do coracéo,
como edemas no pericardio em embrides de peixe-zebra. A expressdo do gene cypla
apresentou aumento de 5 vezes mais que o controle com a exposi¢édo de 0.2 nM de
benzo[a]pireno. Desta forma, com base nas alteragdes morfologicas e na resposta da
expressao do biomarcador é possivel afirmar a existéncia de agentes toxicos no efluente
coletado em abril no canal Macaé-Campos. O biomarcador cyplal mostrou ser uma
ferramenta capaz de auxiliar na identificagdo do grupo aos quais os agentes toxicos

pertencem. Assim reconhecemos a toxicidade de HPAs na amostra.



77

Alteragdes morfologicas

O efeito provocado por um agente toxico pode ser medido e relacionado a
concentracdo em que os organismos modelo estavam expostos (Leblanc, 2004). Desta
forma, as caracteristicas adotadas nos experimentos deste trabalho foram mortalidade,

formagéo de edemas e eclosdo nos embrides de Danio rerio.

Nos experimentos realizados com o efluente coletado no més de abril no canal
Macaé-Campos, a mortalidade foi uma caracteristica que esteve presente nos trés
ensaios toxicoldgicos (FIGURA 14). Medir a mortalidade nos permite avaliar o efeito
toxico de uma substancia considerando a concentracdo e o tempo de exposicdo ao
organismo estudado (Nikinmaa, 2014). Como os ensaios foram feitos em momentos
diferentes, quando comparamos o0s resultados da mortalidade nos trés ensaios vemos
que o numero de embrides atingidos diminui. Mesmo a amostra de efluente estando
conservada a temperatura abaixo de 10°C sem congelamento, os agentes tdxicos
presentes na amostra de efluente foram perdendo a sua toxicidade ao passar do tempo.
Embora ndo possamos dizer qual ou quais substancias causaram a mortalidade nos
embribes, com a expressao do biomarcador cyplal (FIGURA 15) conseguimos afirmar
que existe interacdo entre os HPAs disponiveis com o organismo. Como os HPAs
sofrem degradacéo por fatores abidticos como pH, niveis de oxigénio, disponibilidade
de nutrientes (Doyle et al., 2008) e por a¢cdo de microrganismos (Volkering e Breure,
2003), € provavel que sua degradacdo no efluente permitiu a diminuicdo da toxicidade

na amostra. Consequentemente, o nimero de embrides mortos também diminuiu.

A mortalidade também aconteceu em momentos diferentes nos ensaios
utilizando o efluente coletado em abril no canal Macaé-Campos. No primeiro ensaio
(FIGURA 8) as mortes nas diluicdes C60 e C80 foram gradativas em 24, 48, 72 e 96hpf.
Esse acontecimento se observado junto com o processo de eclosdo dos embrides,
percebemos que em C80 de 42% de embrides vivos apenas 6% conseguiram eclodir
(FIGURA 9). Na diluicdo C60 nédo foi diferente, de 47% de embriGes vivos 33%
eclodiram (FIGURA 9). Isso indica que a toxicidade afetou os estagios iniciais
impedindo o desenvolvimento do embrido. Semelhante as respostas encontradas, Wu et
al. (2014) realizou experimentos com amostras de &guas pluviais coletadas em eventos
de tempestades de rodovias em Shangai. Os experimentos foram realizados com
embrides de Danio rerio durante 96h de exposicdo. As analises quimicas das amostras

foram comparadas com critério de concentragcdo maxima (representa toxicidade aguda)
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e critério de concentracdo continua (representa toxicidade cronica) (U.S.EPA, 2009). Os
resultados da analise quimica apresentaram concentracfes de metais pesados e de
HPAs. Entretanto, somente os metais ultrapassaram o valor do critério de concentracéo
continua. Os resultados apresentaram mortalidade, alteracdo na frequéncia cardiaca,
alteracdo no movimento espontaneo, atraso na eclosdo e teratogenese no
desenvolvimento de peixe-zebra. No segundo ensaio (FIGURA 10), C60 e C80 tiveram
um momento especifico de mortandade de embrides, que aconteceu entre 72-96hpf. Na
diluicdo C60, em 72hpf, dos 92% de embrides vivos 37% apresentaram a formacao de
edema no pericardio. Em C80, em 72hpf, temos 97% de embribes vivos e 52 % de
embrides com edema no pericardio (FIGURA 11). Quando observado o ensaio em
96hpf, C60 apresentou mortalidade de 68% e C80 apresentou 25% (FIGURA 10). Esse
acontecimento pode estar associado a falhas no sistema cardiaco, uma vez que em 72hpf
0s embrides ja apresentavam a formacdo de edemas no pericardio. A formacdo de
edemas, diferente da mortalidade, é um fenétipo subletal causado por falhas no sistema
cardiaco (Lanham et al., 2014). Defeitos na funcdo cardiaca podem aparecer desde a
auséncia de batimentos no coracdo, como arritmia. Consequentemente, alterando o

processo de fluxo de sangue no corpo do embrido (Miura e Yelon, 2011).

O sangue é fundamental para o transporte de oxigénio, nutrientes e residuos de
produtos dentro do organismo (Strilic et al.,, 2010). Uma vez que ndo haja
funcionamento regular dessas funcbes, o embrido pode ndo conseguir sobreviver.
Incardona et al. (2004) obteve resultados semelhantes com a exposicéo de embrides de
Danio rerio a diferentes concentracfes de misturas de HPAs. Dentre as caracteristicas
observadas foram registradas disfuncéo cardiaca, edema, curvatura espinhal e reducéo
do tamanho da mandibula e outras estruturas craniofaciais. Entretanto, novos
experimentos Sd0 necessarios para comprovar a hipotese de que os resultados
encontrados com o efluente coletado em abril no canal Macaé-Campos foram de fato
provocados por HPAs. Em relagdo a eclosdo, C60 teve 49% de embrides eclodidos e
C80 nenhum embrido alcancou este estagio. A mortalidade em 96hpf no terceiro e
ultimo ensaio foram gradativas e apresentaram menos de 20% nas diluigdes (FIGURA
12). Das demais caracteristicas, edema no pericardio e eclosdo, somente C80 foi
diferente estatisticamente do CTRL, mostrando que a amostra ainda tinha substancias

capazes de alterar o desenvolvimento do embrido (FIGURA 13).
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Em relacdo aos ensaios toxicologicos realizados com a amostra de efluente
coletado em outubro no canal Macaé-Campos, as mortes foram influenciadas pela baixa
oxigenacdo da amostra (FIGURA 26). A concentracdo de oxigénio no primeiro ensaio
nas diluicdes C30, C40 e 60 foram respectivamente de 3,6 £1,7, 2,9+1,7 e 2,9+1,7
(TABELA 7). Strecker et al. (2011) observou que o desenvolvimento de Danio rerio
em solugGes com oxigénio entre 3,0 e 2,0 mg/L, os embrides sofrem atrasos no
desenvolvimento e nenhuma alteracéo patologica. O autor ainda diz que solugdes com
concentracdes abaixo de 0,88 mg/L de oxigénio dissolvido apresentaram 100% de
mortalidade. Com o efluente coletado no canal Macaé-Campos em outubro, nas
FIGURAS 19 e 20, percebemos apenas 0 atraso no desenvolvimento dos embrides em
24 e 96hpf. O segundo experimento, o efluente foi aerado e sua concentracdo nas
diluicdes foram acima de 50 mg/L (TABELA 8). As respostas das alteracdes
fenotipicas ainda foram com base atraso do desenvolvimento, entretanto, os embrides
conseguiram avancar nos estagios e houve apenas 15% de mortalidade em C60
(FIGURA 22 e 23). As diluigcdes C40 e C30 tiveram 5% e 20% de embrides eclodidos,
respectivamente. Na diluicdo C60 os embrides ndo alcancaram o estagio de eclosdo
(FIGURA 23). No terceiro ensaio, o efluente foi apenas filtrado, diminuindo particulas
e microrganismos livres na solucdo. As diluicdes C30, C40 e C60 apresentaram
concentracdes de 4,5+0,8, 3,9+1,0, 3,6+1,7, respectivamente. Novamente, 0
desenvolvimento foi afetado apenas com o atraso no desenvolvimento, apresentando
alta mortalidade (70% de mortalidade) e nenhum embrido desenvolvido a ponto de
eclodir em C60 (FIGURA 25). Comparando a mortalidade nos trés ensaios (FIGURA
26), utilizando o efluente coletado em outubro no canal Macaé-Campos, fica evidente
que a oxigenacéo foi um fator importante e que pode ter sido o principalmente agente

toxico presente na amostra.

O ensaio feito com o efluente coletado na lagoa Imboassica ndo apresentou
nenhum efeito. N&o houve atraso no desenvolvimento, assim como nao houve mortes e
nem mudangas fenotipicas (FIGURA 27). Desta forma, as substancias presentes no
efluente ndo foram capazes de apresentar alteracGes no desenvolvimento embrionario de
Danio rerio. A amostra assim que coletada possuia oxigenacdo abaixo de 0,88 mg/L, o
que seria letal para o embrido (Strecker et al., 2011). Entretanto, como as diluigdes

foram feitas com o meio E3 e 0 mesmo apresentou oxigenacdo alta, o oxigénio
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disponivel em C80 foi maior que 5 mg/L, ideal para o desenvolvimento normal do

embrido.

Conclusdo
O estudo realizado através desta pesquisa destaca os efeitos, causado pelo

descarte de efluentes sem tratamento que sd@o lancados nos corpos hidricos na cidade de
Macaé. Sobre a biota, a conclusdo que chegamos foi que existem substancias com
potencial toxico sendo langadas no canal Macaé-Campos. Essas substancias sao capazes
de alterar o desenvolvimento e provocar mortalidade ainda nos primeiros estagios
embrionarios. A espécie Danio rerio também se mostrou um modelo sensivel a
toxicidade e o uso de biomarcadores auxiliou na identificacdo de HPAs atuando no
metabolismo do peixe-zebra. A lagoa de Imboassica, no ponto onde foi testado, ndo
apresentou substancias toxicas capaz de alterar o desenvolvimento dos embriGes de

Danio rerio.
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