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RESUMO

O complexo estuarino do Rio Capibaribe é um dos sistemas hidricos mais importantes do
estado de Pernambuco, infelizmente, a acdo das atividades humanas em seu entorno
associadas as elevadas cargas de contaminantes provenientes principalmente do
langamento de efluentes domésticos e industriais, tém resultado em um elevado nivel de
poluicdo ambiental. Estudos anteriores apontaram diversos grupos de substancias
responsaveis pela sua contaminacao, desta forma, no presente trabalho foi empregado o
processo de Avaliacao e Identificacdo da Toxicidade (AIT) utilizando embrides de Danio
rerio como organismo teste expostos aos elutriatos dos sedimentos estuarinos, visando
uma nova alternativa de avaliagéo da toxicidade, na utilizacdo de um vertebrado marinho
e de pardmetros subletais (frequéncia cardiaca e teratogenicidade). O principio desse
método baseia-se no fracionamento das amostras por meio de uma série de processos
(filtracdo, aeracdo, adicOes de EDTA e Tiossulfato de sddio), objetivando tornar
indisponiveis certos grupos de substancias para verificacdo de seus efeitos. Mediante aos
resultados obtidos os parametros subletais, demonstraram maior sensibilidade as amostras
e confirmaram que sdo endopoints relevantes a serem incluidos em testes
ecotoxicoldgicos. Antes da realizacdo das manipulagdes do AIT, foi observado no Teste
Base, que a toxicidade das amostras é influenciada pela pluviometria, demonstrando a
importancia da avalicdo nos periodos secos e chuvosos em amostras ambientais. Apos a
confirmacdo da toxicidade dos trés pontos de coleta pelo Teste Base e a aplicacdo das
manipulagdes dos AIT, verificou-se a redugdo significativa da toxicidade dos elutriatos
principalmente os manipulados com a filtragdo e adicdo de EDTA. Estas manipulac¢des
do AIT apontaram respectivamente, compostos associados as particulas do sedimento e
metais catibnicos como maiores responsaveis pela toxicidade dos sedimentos. Esta
variedade de agentes toxicos indicados pode ser atribuida a diversidade de atividades
realizadas na area, as diferentes influéncias sofridas pelos pontos estudados e ao regime
de chuvas, marés e correntes, indicando a necessidade de monitoramento constante da

regiao.

Palavras chave: Ecotoxicologia, Paulistinha, Teratogenicidade, Frequéncia cardiaca,
Recife/PE.



ABSTRACT

The estuarine complex of the Capibaribe River is one of the most important water systems
in the state of Pernambuco. Unfortunately, the activity of human activities in its
surroundings associated to the high loads of contaminants originating mainly from the
discharge of domestic and industrial effluents, have resulted in a high level of
environmental pollution. Previous studies have pointed out several groups of substances
responsible for their contamination. In this work, the Toxicity Assessment and
Identification (AIT) process was employed using Danio rerio embryos as test organism
exposed to the elutriates of the estuarine sediments, aiming at a new alternative toxicity,
the use of a marine vertebrate and sublethal parameters (heart rate and teratogenicity).
The principle of this method is based on the fractionation of the samples by means of a
series of processes (filtration, aeration, additions of EDTA and Sodium thiosulphate),
aiming to make certain groups of substances unavailable to verify their effects. By means
of the results obtained the sublethal parameters, demonstrated greater sensitivity to the
samples and confirmed that they are relevant endopoints to be included in
ecotoxicological tests. Before carrying out the AIT manipulations, it was observed in the
Base Test that the toxicity of the samples is influenced by rainfall, demonstrating the
importance of the evaluation in the dry and rainy periods in environmental samples. After
confirming the toxicity of the three collection points by the Base Test and the application
of TIA manipulations, a significant reduction in the toxicity of elutriates was verified,
especially those manipulated with EDTA filtration and addition. These manipulations of
AIT indicated, respectively, compounds associated with sediment particles and cationic
metals as being more responsible for sediment toxicity. This variety of toxic agents can
be attributed to the diversity of activities carried out in the area, the different influences
suffered by the points studied and the regime of rains, tides and currents, indicating the
need for constant monitoring of the region.

Keywords: Ecotoxicology, Zebrafish, Teratogenicity, Heart rate, Recife / PE.
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1 INTRODUCAO

A Cidade do Recife tem seu processo de urbanizacdo determinado pela presenca dos
rios, em particular o Capibaribe, com uma area estuarina de aproximadamente 15 km,
totalmente inserido na area urbana. (OLIVEIRA et al., 2014). As caracteristicas fisicas,
quimicas e hidrodinamicas destas regides favorecem condi¢fes 6timas para o habitat de
grande parte dos recursos marinhos, 0 que as tornam de grande relevancia bioldgica.
(MARTINS et al., 2007). Entretanto, atualmente a maioria dos estuérios recebe uma
grande quantidade de rejeitos produzidos nos centros urbanos e industriais sem
tratamento adequado, o que vem modificando as condi¢cGes ambientais destes locais,
afetando diretamente 0s organismos que nele habitam, causando distarbios fisioldgicos e
letais (BARROS et al., 2009; SANTOS et al., 2009; GUSSO-CHOUERI et al., 2016).

Os estuarios sdo ecossistemas costeiros que funcionam como barreiras
biogeoquimicas, retendo as particulas em suspenséo e os poluentes adsorvidos a estas
(SHUBEL; CARTER 1989; TOLOSA et al., 2004). Os sedimentos podem atuar como
vias de exposicao a poluentes para os organismos (CHAPMAN, 1989; KIM et al., 2011),
pois concentram uma fragdo consideravel dos contaminantes que chegam aos estuarios,
devido a grande afinidade quimica por carbono organico a maior parte dos contaminantes
persistentes que chega nos ambientes aquéticos, proveniente de diversas fontes, acaba
depositando-se nos sedimentos, fazendo com que 0s mesmos permanecam associados a
particulas de sedimento por longos periodos, mesmo ap6s o término de eventos de
lancamento no ambiente. Desta forma, tanto os organismos que utilizam o sedimento
como habitat, estando em estreito contato com as particulas e com a &gua intersticial,
como 0s que vivem ou se alimentam nas proximidades do sedimento podem ser

adversamente afetados pela presenca dos contaminantes (ABESSA et al., 2006).

Devido a complexidade causada pelas interagcBes das substancias quimicas no
ambiente (ZAGATTO; BERTOLLETI, 2006; CARIELLO, 2012; SOUSA 2013) e a
grande importancia dos sedimentos como repositorios de contaminantes e por oferecer

substrato para organismos, a resolucdo CONAMA N°454/2012 prevé:

“[..] A caracterizagdo ecotoxicologica deve ser realizada em
complementacéo a caracterizagéo fisica e quimica, com a finalidade de avaliar os
impactos potenciais a vida aquatica, no local proposto para a disposicdo do

material dragado. Os ensaios e 0s tipos de amostras (sedimentos totais, ou suas
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fracBes - elutriato, 4gua intersticial, interface agua-sedimento) a serem analisadas

serdo determinados pelo érgdo ambiental competente [...]” (CONAMA 454, 2012)

O AIT (Avaliagéo e Identificacdo da Toxicidade) ou TIE (Toxicity Identification
Evaluation) € um dos mais importantes procedimentos usados para identificar a
toxicidade em amostras ambientais. Foi desenvolvido pela Agéncia de Protecédo
Ambiental dos Estados Unidos (U.S.EPA), inicialmente para avaliacdo de efluentes
industriais, de forma que medidas mitigadoras pudessem ser implementadas e,
posteriormente, avaliadas quanto a sua eficiéncia (ANKLEY; BURKHARD,1989).
Contudo, estudos demonstraram que também podem ser utilizadas com sucesso para
identificacdo de compostos causadores de toxicidade em aguas superficiais, solubilizados

de residuos perigosos, fracfes aquosas de sedimento e sedimento total (MATOS, 2011).

Este procedimento consiste em varias manipulacdes fisicas e quimicas das
amostras, que viriam a alterar sua toxicidade decorrente da diminui¢do da concentracédo
ou remogdo do agente toxico (BADARO-PEDROSO; RACHID, 2002). No estudo de
AIT, o resultado ecotoxicologico das manipulagdes é comparado ao de uma amostra ndo
manipulada que, integrado a analises quimicas e outras técnicas, pode levar a
identificacdo da substancia causadora da toxicidade (LAVORANTE et al., 2013).

Os peixes sdo excelentes ferramentas no acompanhamento da qualidade de
ambientes aquaticos, servindo como importantes bioindicadores, pois respondem de
varias maneiras a contaminacdo, como por exemplo, mudancas na taxa de crescimento,
na maturacdo sexual, na estrutura populacional, danos em tecidos e/ou células, entre
outros, podendo ajudar a predizer alguns efeitos de contaminantes em ecossistemas
aquaticos naturais (WOOTON, 1990; MARTINEZ; SOUZA, 2002).

No Brasil, 0s testes ecotoxicologicos ja veem ha algum tempo utilizando os peixes
como organismo teste, a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT, padronizou
duas espécies de peixes para realizacdo de ensaios de toxicidade, o Danio rerio
(Hamilton, 1822) e Pimephales promelas, para avaliar toxicidade aguda e cronica de curta
duragéo, em exposicdes de 48 e 168 h, respectivamente (ABNT, 2004; 2007). Dentre as
entidades de normatizacdo a APHA (2005); ABNT NBR 15088:2011 (ABNT, 2011);
OECD 236 (2013) e ABNT NBR 15499:2015 (ABNT, 2015) padronizaram a utilizagéo
o D. rerio em testes de toxicologia. Desde 2005, na Alemanha e em outros paises

europeus, uma modalidade do ensaio de toxicidade aguda com peixe, 0 teste com
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embrides ou ovos recém-fecundados (FET TEST), vem substituindo o teste agudo com
peixes adultos e tornou-se obrigatério para o monitoramento de efluentes
(BRAUNBECK; LAMMER, 2006), pois considerar apenas os efeitos sobre a
sobrevivéncia do D. rerio pode nem sempre pode ser suficiente para a caracterizar a
toxicidade de amostras ambientais, por isso efeitos subletais podem ser um boa
ferramenta de avaliagdo (ARENZON et al., 2013).

Mesmo Danio rerio sendo uma espécie exaética no Brasil, estudos tem demostrado
que sua utilizacdo € viavel, podendo substituir as espécies nativas nos ensaios de
toxicidade (BERTOLETTI, 2009). O D. rerio, conhecido por “zebrafish” ou paulistinha,
dentre os outros peixes tem sido amplamente utilizado em estudos de ecotoxicidade
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008) por causa das diversas vantagens gque a tornam uma
espécie modelo seguro para ensaios ecotoxicologicos, por possuirem um ciclo de vida
répido, grande quantidade de embrides produzidos a cada ciclo de reprodugdo e seu
tamanho pequeno, sdo bastante sensiveis a uma grande quantidade de substancias
quimicas (KNIE; LOPES, 2004; TESOLIN et al., 2014).

Portanto, a proposta desta pesquisa foi utilizar o Danio rerio como organismo
teste na Avaliacéo e ldentificacdo da Toxicidade (AIT) dos sedimentos do estuario do rio
Capibaribe, buscando respostas sobre os efeitos letais e subletais em decorréncia dos

possiveis contaminantes deste ambiente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AECOTOXICOLOGIA E SEUS TESTES

O termo “ecotoxicologia” foi inicialmente utilizado por René Truhaut em 1969, que
a caracterizou como o ramo da toxicologia que investiga os efeitos toxicos de poluentes
quimicos nos ecossistemas, abrangendo desde sua entrada no ambiente até suas

implicacdes nos organismos, populacdes e comunidades expostas (TRUHAUT, 1977).

A ecotoxicologia é a integracéo de duas linhas da biologia ja consolidadas, a ecologia
e a toxicologia classica. Foi inicialmente impulsionada pelo rapido e continuo
desenvolvimento industrial, o qual acarretou no uso intensivo de produtos quimicos,
como compostos organicos, metais e pesticidas (CHAPMAN, 1995). Tem como objetivo
compreender e prever efeitos bioldgicos de substancias quimicas e/ou exposicdo em
condigdes reais nas comunidades naturais. Desta forma, conhecimentos tedricos e
métodos oriundos da ecologia sdo necessarios para alcancar este objetivo (CHAPMAN,
2002).

Os primeiros relatos de utilizacdo de ensaios de ecotoxicidade com organismos
aquaticos datam da década de 1920, sendo 0s peixes 0S primeiros organismos a serem
utilizados (ARAGAO; ARAUJO, 2006). A ecotoxicologia aquatica tem como objetivo
avaliar o efeito de substancias quimicas toxicas sobre organismos representativos do
ecossistema aquatico (RAND et al., 1995). Os efeitos toxicos podem se manifestar em
diferentes niveis de organizacao, desde estruturas celulares até individuos, populacdes e
comunidades (ADAMS et al., 2003; RONCO et al., 2004).

A ecotoxicologia aquatica envolve o transporte, a distribuicdo, a transformacéo e
0 destino final dos contaminantes no ambiente. Os testes de toxicidade sdo bastante
utilizados porque os ecossistemas aquaticos constituem os principais receptaculos de
contaminantes, sejam eles langados diretamente nos corpos d’agua por meio das
descargas de efluentes, emitidos no ar ou depositados nos solos (KENDAALL et al.,
2001; GHERARDI-GOLDSREIN et al.,1990).

A utilizagdo de testes de toxicidade para avaliacdo dos efeitos potencialmente
toxicos de substancias no ambiente marinho é importante para tomada de decisdes,

possibilitando a minimizacdo e até mitigacdo de suas consequéncias no ambiente e para
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0 proprio homem. Estes efeitos podem ser letais a curto e/ou longo prazo, e/ou subletais,
tais como mudanca de comportamento, alteracfes do crescimento, da reproducdo, da
tomada de alimento e outros. Sendo assim, a avaliacdo ecotoxicoldgica dos efeitos de
substancias em organismo aquaticos € essencial para a manutencao da biodiversidade e
da propria espécie humana (SOUZA, 2002).

Nesse sentido, estudos ecotoxicologicos podem avaliar efeitos toxicos em diversos
niveis de organizacdo bioldgica, de individuos a ecossistemas (COSTA et al., 2008).
Sendo usados para a identificacdo de processos gque indiquem a exposi¢do ou efeitos de
xenobioticos em varios niveis de organizacdo (BARTELL, 2006). Desta forma, testes
ecotoxicolégicos fornecem informacGes fundamentais para a analise e gestdo do risco
ecologico, tornando-os amplamente Uteis na formulacdo e instituicdo de politicas
normativas e medidas administrativas que visem definir os limites toleraveis de emissao
e concentracdo de substancias quimicas no ambiente (CHAPMAN, 2002). Esta ciéncia
tornou-se uma importante ferramenta na avaliacdo de como substancias quimicas afetam
diferentes organismos e populacGes, fornecendo subsidios para avaliar e proteger
adequadamente a qualidade ambiental (CHAPMAN, 2002; CALOW, 1996).

Os testes de toxicidade podem ser definidos como procedimentos utilizados para
estimar a toxicidade de substancias, efluentes industriais e amostras ambientais (d4guas ou
sedimentos), consistindo na exposi¢do de organismos-teste a varias diluicbes da amostra
a ser testada, por um periodo determinado de tempo. Os efeitos tdxicos produzidos sobre
0s organismos sao entdo observados e quantificados (KNIE; LOPES, 2004; ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2008; COSTA et al., 2008).

O uso dos testes ecotoxicoldgicos integra 0s conceitos da ecologia, em relacdo a
diversidade e representatividade dos organismos e seu significado ecol6gico nos
ecossistemas, e da toxicologia, em relacdo aos efeitos adversos dos poluentes sobre
comunidades bioldgicas (PLAA, 1982).

Para Abessa (2002) a utilizagdo dos ensaios ecotoxicologicos apresenta diversas

finalidades como:

e O conhecimento da qualidade das aguas, solo e ar;
e A estimativa dos efeitos das descargas de contaminantes sobre as
populagdes naturais;

e A definicdo de areas criticas;
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e Analise de risco ecoldgico;
e Integrar programas de monitoramento ambiental;
e Deteccdo dos primeiros sinais de impacto dos compostos quimicos;

e Fornecimento do significado biologico para dados da contaminagéo.

Os testes de toxicidade podem ser classificados de acordo com a duracéo e o sistema
de exposicdo. Os testes de toxicidade aguda sdo empregados para avaliar os efeitos, que
normalmente apresentam-se de forma severa e rapida, sofridos pelos organismos-teste
quando expostos as substancias selecionadas (AZEVEDO; CHASIN, 2003; ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006). O efeito avaliado nos testes de toxicidade aguda com organismos
aquaticos é a letalidade (CLso ou CEso) ou alguma outra manifestacdo do organismo que
a antecede como, por exemplo, o estado de imobilidade observado em invertebrados
(CENO e CEO) (COSTA et al., 2008).

Os testes de toxicidade cronica permitem avaliar os efeitos adversos sofridos pelos
organismos-teste quando expostos a concentragdes subletais de uma determinada amostra
por pelo menos um terco do seu ciclo de vida, ou seja, concentragcdes que permitem a
sobrevivéncia dos mesmos, mas que afetam suas funcdes bioldgicas, tais como
reproducdo, desenvolvimento de ovos, crescimento e maturacdo, dentre outras (COSTA
et al., 2008).

2.1.1 Avaliacéo e Identificacdo de Toxicidade (AIT)

Apesar dos testes de toxicidade serem ferramentas importantes para identificar os
impactos de substancias toxicas no ambiente, eles ndo fornecem indicacfes diretas da
causa ou origem especifica da toxicidade (MELO et al., 2013; HONGXIA et al., 2004;
MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). Conhecer a causa da toxicidade é fundamental
para o seu eficiente controle, por isso a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (U.S.EPA: United States Environmental Protection Agency) em 1991
desenvolveu um método para auxiliar na identificacdo de substancias tdxicas em
efluentes, denominada Avaliacdo e Identificacdo da Toxicidade (AIT), tendo como
objetivo a redugdo e/ou a manutencdo da toxicidade de efluentes a niveis aceitaveis
(USEPA, 1991b).
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Devido a necessidade de diversas metodologias de analise para identificar o
composto toxico presente em uma amostra, o estudo de AIT é baseado na utilizagdo
conjunta de manipulagdes fisicas e quimicas das amostras seguidas de ensaios
ecotoxicologicos e no emprego de técnicas analiticas. As manipulacdes realizadas podem
alterar a toxicidade e, desta forma, sdo realizadas comparacGes entre a amostra ndo
manipulada e as fracfes da amostra submetida as vérias manipula¢des. Com isto, €
possivel indicar caracteristicas da (s) substancia (s) causadora (s) da toxicidade, pois as
alteracdes observadas podem ser decorrentes da diminuicdo da concentracdo do agente
toxico, da remocéo ou alteracio tornando-o biologicamente néo disponivel (BADARO-
PEDROSO; RACHID, 2002; USEPA, 1991, 1992b; MELO et al., 2013).

A U.S.EPA, inicialmente desenvolveu protocolos de AIT para amostras de
efluentes industriais (USEPA, 1991). Melo (2012) observou que os EUA € o pais que
apresenta maior volume de trabalhos cientificos empregando o protocolo de AIT, seguido
pela Inglaterra e Canada, no Brasil o protocolo de AIT ainda é pouco estudado, porém
vem sendo utilizado em estudos ecotoxicoldgicos realizados em universidades e centros

de pesquisas, em sua grande maioria, da regido Sudeste.

Estudos de AIT realizados demonstraram que esta técnica pode ser empregada de

forma eficiente em diferentes amostras, por exemplo mostrado na tabela 1.

Tabela 1 — Resumo dos tipos de amostras e respectivos estudos de AlIT.

FURLEY, 2009;

Yl etal., 2011;
KANG et al., 2011;
FANG et al., 2012;
MELO et al., 2013;

DAFLON, 2015

ANDERSON et al., 2010;
PERRON et al., 2010;
MEHLER et al., 2010;
MONTERO et al, 2013

POLEZA, 2010;

FERRAZ et al., 2013
MUNOZ, et al., 1994;
REVELEZ; GESBERG, 1999;
THOMAS et al., 2001;
ANDERSON et al., 2006;
BARBOSA, 2010;
LAVORANTE, 2014.

Efluentes industriais ou domésticos

Sedimento ou suas fragdes

Agua
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O método de AIT compreende 3 fases distintas, Fase I. caracterizacdo (USEPA;
1991, 1992Db), Fase Il: identificacdo (USEPA, 1993a) e Fase IlI: confirmacdo da
toxicidade (USEPA, 1993b).

A Fase | visa caracterizar as propriedades fisico-quimicas dos compostos que
causam a toxicidade atraves das manipula¢fes da amostra que alteram ou eliminam a
biodisponibilidade de substancias com caracteristicas similares. Nessa fase, 0s testes
ecotoxicoldgicos em conjunto com as manipulacfes fisicas e quimicas da amostra,

fornecem informac6es sobre a classe quimica dos compostos toxicos.

A filtracdo fornece informacdes sobre substancias toxicas associadas a materiais
filtraveis presentes na amostra. Os testes com aeracdo destinam-se a detectar se a causa
da toxicidade é atribuida a compostos volateis ou oxidaveis. A adicdo do &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) (CioH1sN2Os) pode identificar a toxicidade
relacionada a metais catiénicos e a adicdo de tiossulfato de s6dio (Na.S203) tem por
finalidade detectar a toxicidade de substancias oxidantes (USEPA, 1991b).

Tabela 2 — Categorias de agentes tdxicos caracterizados pelas diferentes manipulac6es da
Fase | (Adaptado de CETESB, 2010)

Manipulaces Agente alvo

Sélidos filtraveis ou compostos cuja solubilidade é

Filtragao influenciada por condigdes acidas e bésicas

Sélidos volateis (solventes orgénicos), oxidaveis
Aeracao (cloro) ou flotaveis (surfactantes) ou composto com
volatilidade dependente do pH

Metais catibnicos (Cr, Al, Cd, Cu, Fe, Pb, Mn, Ni,

Adicdo de EDTA Zn)

Oxidantes (cloro, per6xidos) e metais catiénicos

Adigdo de Tiossulfato de Sédio (Cu, Cd e Hg)

Em continuidade ao processo de AIT, a identificacdo (fase Il) de uma ou mais
substancias especificas responsaveis pela toxicidade da amostra pode ser realizada através
da aplicacdo de meétodos analiticos, dependendo da classe do agente toxico suspeito na
primeira etapa. Na fase I11, métodos alternativos podem ser designados para confirmar a
identificacdo quimica, como por exemplo, estudos de correlagdo da toxicidade com o
poluente em questdo (concentracdo X toxicidade), avaliagdo dos sintomas, sensibilidade

relativa, adicdo do agente toxico & agua controle ou a propria amostra para observar uma
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proporcionalidade do efeito, testes de recuperacdo do agente tdxico seguidos de nova

exposicdo para avaliagdo dos efeitos aos organismos testes, etc. (U.S.EPA, 1993b).

A Fase 11l € uma etapa que confirma o (s) composto (s) responsavel (eis) pela
toxicidade e é considerada uma etapa critica, uma vez as manipula¢fes quimicas da Fase
I podem introduzir artefatos que levem a conclusdes erroneas sobre os quais sdo 0s
compostos responsaveis pela toxicidade. Nesta etapa, deve-se, portanto, realizar testes
para confirmar os verdadeiros compostos ou classe de compostos suspeitos, que incluem
a avaliacdo da sensibilidade das substancias suspeitas para 0s organismos teste, estudo de
correlagdo (substancia suspeita e amostra), observacdo das respostas dos organismos,
realizacdo de testes com contaminacgédo do sedimento dentre outros procedimentos.

2.2 0 USO DO DANIO RERIO E SEUS EMBRIOES COMO ORGANISMOS TESTE

O peixe Danio rerio € uma espécie ovipara, teledsteo da familia Cyprinidae,
conhecido por “zebrafish” ou paulistinha no Brasil, originario da india e vem sendo
utilizado mundialmente em estudos de ecotoxicidade (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2008). Segundo Akande et al. (2010), sua utilizagcdo em pesquisas teve inicio de 1930, 0s
motivos sdo bastante evidentes hoje em dia: é um vertebrado dipléide com um bom
equilibrio entre a complexidade e a simplicidade (STREISINGER et al. 1981). Suas
caracteristicas tornam este peixe um modelo seguro na pesquisa em nossos tempos
(SPIRITA; AHILA, 2015), pois fornecem o maior nimero de informacfes a nivel de

desenvolvimento, cardiotoxicidade e neurotoxicidade (KALUEFF et al., 2013).

Pesquisas relacionadas com genes humanos sdo cada vez mais desenvolvidas
utilizando este modelo uma vez que o seu genoma apresenta alto grau de similaridade
com os genomas de humanos e de camundongos (BARBAZUK et al., 2000; LIESCHKE;
CURRIE, 2000), onde segundo Howe, et al., 2013, quando comparados a humanos o
peixe-zebra possui 70 % de similaridade genética. Este teledsteo possui grande
sensibilidade quando exposto a produtos quimicos por ser capaz de absorver de forma
rapida os compostos que séo diretamente adicionados na agua e acumula-los em
diferentes tecidos, principalmente no sistema nervoso central, como demonstrado em
estudos com o cobre (GROSSEL; WOOD, 2002).
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Outas vantagens que tornam essa espécie um modelo seguro em ensaios
ecotoxicoldgicos sdo por possuirem um ciclo de vida rapido e em pouquissimo tempo
varios 0rgéos ja estdo formados (em média quatro dias), alta taxa de fecundidade, com
um casal podendo colocar 200-300 ovos em uma manha, seu tamanho pequeno, com
poucos milimetros de comprimento, facilitando a acomodagdo em recipientes-teste, sua
sensibilidade pode ser testada mesmo em baixissimas concentracfes de compostos
quimicos (TESOLIN et al., 2014), encontra-se disponivel comercialmente em diversos
paises, bastante popular entre os aquariofilistas, podem suportar grandes variacdes de
temperatura, pH e dureza da &gua, sdo bastante sensiveis a uma grande quantidade de
substancias quimicas e atualmente, o D. rerio é reconhecido internacionalmente por

diversas normas para ensaios ecotoxicologicos (KNIE; LOPES, 2004).

Em geral, os adultos atingem comprimento médio de 4,5 cm e a primeira desova
ocorre quando as fémeas atingem comprimento de aproximadamente de 25 mm e 0s
machos, 23 mm e em média 75 dias de idade (Figura 1), quando expostos a temperatura
de 25-26°C (LAALE, 1977). Segundo Johnson (1932), uma fémea nunca expulsa ovos
durante o cortejo até que o 6rgao genital entre em contato com o do macho, ap6s isso uma
pequena corrente de ovos é ejetada. Violentos ataques e perseguicdes caracterizam o

cortejo, finalmente culminando em ovos sendo derramados um pouco a cada vez.

Figura 1 - Casal de zebrafish adultos

Fonte: Abyssos.gr, 2018.

Apesar do D. rerio ser uma espécie exotica no Brasil, estudos tem demostrado que
sua utilizacdo é viavel. Bertolleti (2009) realizou levantamento sobre sensibilidade de
algumas espécies de peixes para realizacdo de ensaios toxicologicos, foram utilizados
Danio rerio (paulistinha), Poecilia reticulata (guart), Hemigrammus marginatus

(bandeirinha) e Serrapinnus notomelas (piabinha) e o autor concluiu que as espécies
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introduzidas Danio rerio e Poecilia reticulata, poderiam substituir as espéecies nativas nos

ensaios de toxicidade.

Na Europa e muitos outros lugares, o uso de embrides de peixe ndo é regulado por
legislagbes sobre bem-estar animal, portanto, sdo considerados como substituicdo de
experimentos tradicionais com peixes (SCHOLZ et al., 2008). Embrides de peixe (Figura
2) representam um modelo atraente para avaliacdo de risco ambiental de produtos
quimicos, ja que possibilitam um superior enforme em pequena escala, além de apresentar
uma excelente correlacdo entre o teste convencional in vivo com peixe adulto (LAMMER
et al, 2009b). Além de sua aplicagdo para determinar a toxicidade aguda, embrifes de
peixe também sdo excelentes modelos para estudos destinados a condicdo de toxicos
especificos, mecanismos e indicacdo de possiveis disturbios adversos e efeitos a longo
prazo (SCHOLZ et al., 2008).

Figura 2 — Estagios de desenvolvimento de embrides de peixe-zebra em 24 horas pds
fertilizacdo (hpf), 48 hpf, 72 hpf e 96 hpf.

Fonte: Autor, 2017.

As outras vantagens do uso de embrides de peixe-zebra séo de serem oticamente
transparentes, permitindo a observagdo continua de seus 6rgdos em desenvolvimento. O
desenvolvimento do peixe-zebra é rapido, os principais sistemas de 6rgaos sdo evidentes
dentro de 24 hpf, e todo o processo de desenvolvimento é completado por
aproximadamente 5 dias ap0s a fertilizagdo. Além disso, a embriogénese ocorre fora da
mde, permitindo que a biologia do desenvolvimento seja estudada sem o sacrificio dos
pais. Importante também € que todo o genoma do peixe zebra foi sequenciado. Os 6rgaos
do peixe-zebra, incluindo os sistemas cardiaco, imune e nervoso, também compartilham

caracteristicas fenotipicas com os humanos. Os embrides de peixe-zebra vém sendo,
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portanto, amplamente utilizados para estudar os mecanismos moleculares associados aos
efeitos toxicos, induzidos por estresses externos tais como produtos quimicos,
temperatura e radiagdo (JING SI, 2017).

Observou-se que os estadios iniciais da vida dos peixes sdo geralmente mais
sensiveis a compostos toxicos em comparacdo com adultos e juvenis, entdo os embrides
de peixe-zebra oferecem um bom modelo para investigar as avaliacdes de risco ecologico
e ajudar determinar os processos criticos de desenvolvimento neurologico. Atualmente, a
abordagem alternativa mais promissora para a toxicidade aguda dos peixes com peixes
Vvivos é o teste com embrides o Fish Embryo Test (FET) (COOK et al., 2005). O FET é
um componente obrigatorio na rotina de efluentes na Alemanha desde 2005 (DIN, 2001).
O teste de efluentes com embrides de peixe-zebra tem sido padronizado a um Nivel ISO
(2007), e uma versao modificada foi feita pela Agéncia Federal Alema para o Meio
Ambiente (UBA) como um projeto de alternativa ao teste quimico com peixes adultos
(BRAUNBECK et al., 2005).

Ambos os embrides (ovos) e eleuteroembrides (o intervalo de vida entre a ecloséo
e o inicio da alimentacdo exdgena) sdo considerados alternativas no contexto da
legislacdo europeia (EFSA, 2005). Além de parametros como adequacéo, confiabilidade
e reprodutibilidade, tanto do ponto de vista cientifico como do ponto de vista
regulamentar, caracteristicas importantes para que o teste seja aceito como alternativa de
um teste convencional é a correlacdo entre os resultados obtidos no teste alternativo e o
teste a ser substituido. O FET mostrou sensibilidade, reprodutibilidade e adaptabilidade,
encontrando caminho para os laboratorios, ndo sé para produtos quimicos fortes, mas
também para investigacbes em amostras ambientais, (ex.: sedimentos ou particulas
suspensas) (HALLARE et al., 2005a; HOLLERT et al., 2003).

2.3 SEDIMENTO VS. CONTAMINACAO

Os sedimentos séo ecologicamente, socialmente e economicamente importantes.
Visto que é compartimento um dos principais componentes do ecossistema aquatico,
serve de substrato para que uma variedade de organismos gque vivem no seu interior ou
na interface (sedimento-agua), formando uma variedade de habitats e ambientes. Alem

disso, sdo uma importante fonte de nutrientes para esses organismos, e indiretamente para
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organismos de niveis troficos mais elevados na cadeia alimentar. Ha séculos o homem
tem se beneficiado, na agricultura, com o enriquecimento dos solos com a deposicéo de
sedimentos enriquecidos com nutrientes em areas alagaveis marginais a rios e como fonte
de minerais e outros materiais (SEDNET, 2003).

A avaliacdo da qualidade dos sedimentos constitui uma estratégia confiavel na
verificacdo da qualidade ambiental (ARAUJO et al., 2013). Por sua capacidade de
acumular contaminantes ao longo do tempo, tornando-se um deposito de contaminantes
que entram nos estuarios e sistemas costeiros (RODRIGUEZ-OBESO et al, 2007; HO;
BURGESS, 2009), acumulando estes compostos em niveis muito mais elevados que
aqueles observados na coluna de &gua adjacente (NIPPER et al., 1989) e pela sua
importancia ecoldgica, os sedimentos tém sido utilizados como importantes indicadores
da qualidade dos ecossistemas aquaticos, sendo considerados tdo importantes quanto a

coluna d’agua em avaliacdes ambientais ou bioacumulacdo dos compostos nos

organismos (CHAPMAN; MANN, 1999; LINKQOV, 2001; ABESSA, 2002).

Além disso, inimeros processos quimicos, fisicos e bioldgicos podem ocasionar a
liberagdo dos contaminantes inorganicos e organicos persistentes presentes nos
sedimentos para a coluna d’agua, trazendo riscos a biota que nela vive, sendo que esses
processos ocorrem por acdo da natureza e/ou por acdo do homem (DELVALLS et al.,
2004; MONTERO et al., 2013).

Historicamente a principal forma de avaliar a contaminacdo do sedimento era
através de analises quimicas, entretanto, somente esses resultados néo sao suficientes para
determinar a qualidade do sedimento, pois muitos fatores podem afetar a
biodisponibilidade dos contaminantes ali presentes (USEPA, 1999; PASCHOAL, 2002),

0 que ndo permite, o levantamento da verdadeira qualidade do sedimento.

Com isso, avaliacdes de sedimentos através de ensaios ecotoxicoldgicos tém sido
extensivamente utilizados, tendo como vantagem principal diagnosticar qual o potencial
toxico de uma amostra sob condi¢Oes controladas em laboratério. Segundo Costa et al.
(2008) os ensaios ecotoxicoldgicos sdo ferramentas utilizadas na avaliagdo de amostras
ambientais, complementando as analises quimicas e fisico-quimicas, que sdo comparadas
com os limites estabelecidos nas legislacdes ambientais, mas que ndo sdo capazes de

demonstrar os efeitos que estes causam na biota aquatica. Assim, enquanto as analises
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quimicas identificam e quantificam os contaminantes presentes nas amostras, 0s ensaios

de toxicidade avaliam os efeitos destes sobre a biota aquética.

Nos estudos com sedimento, as rotas de exposicdo podem ser quatro: sedimento

total ou integral, &gua intersticial, elutriato e interface sedimento/agua:

Sedimento total ou integral: consiste na exposi¢do de organismos benténicos ao
sedimento sem alteracdo, mantendo suas caracteristicas fisicas originais, ndo
submetidas a tratamento prévio;

Agua intersticial: consiste na 4gua que ocupa os espagos entre as particulas solidas
do sedimento. O ensaio consiste na exposi¢cdo de organismos de coluna de agua a
fracdo de contaminantes nela contidos. A agua intersticial é considerada como a
rota dominante de exposi¢do para muitos organismos;

Elutriato: € a solucdo aquosa obtida apds lavagem de uma amostra de sedimento.
O ensaio ecotoxicoldgico é o mesmo utilizado para agua intersticial;

Interface sedimento/agua: exposicdo de organismos a &gua sobrejacente em
recipientes contendo sedimentos. E utilizado para avaliar os efeitos de

contaminantes na interface do sedimento com a agua (NIPPER, 1997).

A matéria organica tem grande afinidade com cétions de metais pesados, formando

complexos, o que tem sido confirmado pelos estudos que revelam grande correspondéncia

entre a quantidade de matéria organica presente no sedimento e os niveis de metais
(MOALLA et al., 1998). Segundo Salomons et al. (1987), na coluna d’agua os metais

encontram-se complexados com a matéria organica, mas na agua intersticial o sulfeto

compete com a matéria organica para estabelecer essa complexacéo.

O monitoramento dos sedimentos em sistemas aquaticos era realizado principalmente

no sentido de controlar a quantidade dos sedimentos dragados. Pois, desde o inicio da

revolucdo industrial, as emissdes antropogénicas de poluentes na agua tém causado uma

rapida deterioragdo da qualidade dos sedimentos. Isto introduziu a necessidade de um

novo tipo de monitoramento e gerenciamento da qualidade dos sedimentos (SEDNET,
2003).
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2.4 IMPORTANCIA E CONTAMINACAO DOS ESTUARIOS

Estuarios sdo encontrados ao longo das costas ao redor do mundo independente da
formacdo geoldgica, regime energético hidrodindmico ou de ambiente deposicional.
Constituem um importante elo na ecologia global, uma vez que é através destes ambientes
que passa a maior parte da matéria originada da decomposi¢do intempérica dos
continentes em direcdo aos oceanos (SCHETTINI, 2002). Estes ambientes representam
um dos sitios de sedimentacdo mais dindmicos da Terra por representarem a transi¢do os
ambientes terrestres e marinhos, e evoluirem em respostas a interacbes de processos
fluviais, costeiros e marinhos (PERILLO, 1995; ELLIOT; MACLUSCKY, 2002;
FITZGERALD; KNIGHT, 2005).

Estes corpos d’agua, por formarem areas protegidas ao longo da costa, sao propicios
ao assentamento humano bem como o estabelecimento de portos comerciais. Os estuarios
geralmente sdo areas mais produtivas quando comparadas com 0S rios e oceano
adjacentes devido as caracteristicas hidrodindmicas da circulagdo que aprisionam
nutrientes, algas e plantas (MIRANDA et al., 2002).

Atuam como areas de criacdo, reflgio temporario ou permanente de varias especies
de peixes, crustdceos e moluscos, que sdo recursos basicos para a pesca artesanal e
industrial. Desta forma, estas regides constituem-se um importante meio de vida para as
populacgdes ribeirinhas que retiram do estuario o seu sustento (BARROS et al., 22009;
SANTOS et al., 2009).

Mediante a isto, este ecossistema atualmente recebe um grande aporte de
contaminantes, que se ddo através do lancamento de efluentes industriais e domésticos;
da lixiviacdo do solo na éarea da bacia de drenagem; de fontes pontuais localizadas no
estuario (portos, marinas e estaleiros) e também através da deposicdo atmosférica de
particulas (e.g., fuligem resultante da combustdo de combustivel féssil), o que vem

modificando as condi¢Oes ambientais destes locais (MORAES et al., 2001).

O material particulado em suspensdo e o sedimento podem atuar como vias de
exposicdo a poluentes para organismos filtradores e detritivoros, bem como fontes
secundarias de libera¢do de contaminantes para a coluna d’agua (CHAPMAN, 1989; KIM
et al., 2011). Estes poluentes podem ocasionar efeitos relevantes sobre a biota, tais como
reducdo na fecundidade dos organismos e atrasos no desenvolvimento (CHAPMAN,
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1990). Além disso, propriedades fisico-quimicas dos poluentes (ex. elevada capacidade
de se particionar para matrizes organicas) e caracteristicas ambientais (ex. anoxia na
coluna d’agua) podem favorecer a retengdo destes poluentes no estuario, prolongando a
toxicidade (MACIEL et al., 2015).

Dentre os Varios estuarios que formam a costa pernambucana, destaca-se o0 estuario
do rio Capibaribe, ndo sO pela sua extensdo, mas principalmente pela sua importancia
socioeconémica, presente desde o principio da colonizacdo da regido metropolitana do
Recife. Infelizmente, este estuario é mais um exemplo tipico de regido estuarina
impactada pela agéo das atividades desenvolvidas pelo homem, pois recebe a influéncia
de diversos tipos de fontes de poluentes, de carater organico ou inorganico (NOBREGA,
2011). O rio Capibaribe € responsavel pelo abastecimento de vérias cidades de
Pernambuco, porém, no baixo Capibaribe, a por¢cdo do rio que banha o municipio de
Recife, foi classificado como de qualidade “muito poluida” e seu estuario apresentando
“alta acdo antropica”, segundo a Agéncia Estadual de Meio Ambiente e Recursos

Hidricos (CPRH, 2006).

A bacia do rio Capibaribe se estende pelo Agreste Pernambucano marcado pela
semiaridez, atravessa a Zona da Mata onde se desenvolveram os engenhos de cana de
acucar e atinge a area estuarina, no centro do Recife, para onde convergem outros cursos
d’agua: Beberibe, Tejipié e Jorddo, formando uma série de ilhas (CONTECNICA-
PQA/PE, 1998). Os reservatérios da bacia do rio sdo: Jucazinho, Carpina, Tapacura,
Goita, Poco Fundo, Eng. Gercino de Pontes, Varzea do Una, Qitis, Santa Luzia, Matriz
da Luz, Machado, Lagoa do Porco, sendo o reservatdrio de Tapacurd o maior deles, que

abastece a capital pernambucana.

Dentro da bacia hidrogréafica do rio Capibaribe encontram-se também areas de
protecdo ambiental, que segundo relatério de monitoramento da CPRH séo: Mata de Dois
Irmdos, Mata do Eng. Tapacura, Mata Outeiro do Pedro, Mata de Sdo Jodo da Varzea,
Mata de Quizanga, Mata do Tor0, Mata Camucim e a Reserva de Preservagdo Permanente
Natural da Fazenda Bituri (CPRH, 2000).

Do ponto de vista das ocupagdes urbanas e industriais, a bacia do rio Capibaribe
é um ambiente muito explorado para diversos fins, contendo areas cultivadas com cana-

de-agUcar; policultura e areas de Mata Atlantica e Manguezal. A agua € usada para
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abastecimento publico, recepcdo de efluentes domésticos gerados por 36 municipios e

recepcdo de efluentes industriais e agroindustriais (CPRH, 2008).

O estuario do rio Capibaribe esta totalmente inserido na regido metropolitana da
cidade do Recife e banha, na margem esquerda, os bairros de Casa Forte, Pogo, Santana,
Jaqueira, Gragas, Capunga, Derby, llha do Leite, Coelhos, Boa Vista e Recife. Pela
margem direita, os bairros de: Monsenhor Fabricio, Bomba Grande, Cordeiro, Torre,
Madalena, Ilha do retiro, llha Joana Bezerra, Sdo José e Santo Antbnio. O estuério é
também cortado por vérias pontes, como da Torre, Seis de Marcgo, Boa Vista, Duarte
Coelho, Princesa Isabel, Mauricio de Nassau e a Doze de Setembro, além de varios canais

sanitarios que desembocam em seu curso (Tabela 3).

Tabela 3 - Canais que aportam na bacia do Rio Capibaribe.

Canal do Caiara
Canal Dona Suzana

Canal do Valenca Canal do IPA Canal Santa Rosa
Canal do Prado Canal do ABC
MAIORES . . Canal Derby-Tacaruna
Canal Santa Edwirgem Canal do Parnamirim e
a Canal da Rua Pe. Teofilo
Canal da 22 Travessa do Canal Cavouco
- Twortz
Bongi
Canal da Macaxeira Canal Golf Club
Canal da Cohab L .
Canal Nova Canal Cérrego do Jenipapo
Canal do Sport Descoberta Canal do Coque
MENORES Canal Lins Petit Canal do Buriti Canal Shopping Plaza Cassa
Canal do Serpro ~
Canal do Torredo Forte

Fonte: CPRH, 2008.

A ocupacdo e a expansao urbanas da planicie do Recife vém ocorrendo através de
aterros, principalmente das areas alagadas, que eram 0s espacos nhaturais das aguas.
Constata-se que somente as cidades do Recife, Caruaru e Vitdria de Santo Antdo sdo
parcialmente servidas por rede de coleta extensa, apesar de insuficiente. Desse modo, a
solucdo generalizada em quase todos os municipios é a fossa rudimentar. Quando néo
existe esse recurso 0 escoamento é feito diretamente nos rios, lagos e etc.
(CONTECNICA-PQA/PE, 1998).

Os principais aportes de poluentes no estuario do rio Capibaribe sdo provenientes
de setores industriais de produtos alimentares, minerais ndo metalicos, téxteis,
metaldrgicos, quimicos, farmacéuticos/veterinarios, sucroalcooleiros, couros, matéria
plastica, bebidas, mecénica, material elétrico/comunicacdo, material de transporte,
perfumes/sabdes/velas e madeira (CPRH, 2008) (Figura 3) (Tabela 4).
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Figura 3 - Industrias localizadas ao longo da area de estuario no estuario do Rio

Capibaribe.
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Fonte: Google Maps, 2017.

Tabela 4 - Lista das industrias localizadas ao longo da area estudada no presente trabalho
no estuario Rio Capibaribe. (Adaptada de CPRH, 2011)

Distancia do rio

Legenda Nome da Industria (m)
1 Ceradmica Camaragibe Ltda. 2.215
2 Maxrelé Automacéo Ltda. 780
3 Bxr Ltda. 1.403
4 Art Bruta Ltda. 310
5 Nordeste/MCT 1.171
6 Metalshop Industria Ltda. 357
7 C.C.S. Gréfica Ltda. 3.386
8 Sirga Engenharia Ltda. 336
9 Tecnoplast Ltda. 183
10 Campo Total Produtos Agricolas Ltda. 107
11 Natusense Industria e Comércio Ltda. 567
12 Lajeiro Gesso Ltda. 935
13 Construtora Andrade Guedes Ltda . 810
14 Raio x Gréfica & Editora 928
15 Tramontina Delta S/A 753
16 Ralquimica Ltda. 1.101
17 Miguel Medeiros Indistria Ltda. 696
18 Construtora Queiroz Galvéo S/A 906
19 Coremal - Maia Ltda. 1.562
20 Tanplast Ltda. - ME 2.365
21 Limp Indudstria e Comércio Ltda . 563
22 Cartago Ltda. 878

23 Wollk Elevadores Ltda. 1.903
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24 Neupel S/A - Industria e Comércio 799
25 Vpo Perfumaria Ltda. 1.316
26 Colamid do Brasil Ltda. 1.139
27 Koblitz S/IA 612
28 Bola Canarinha Ltda. 1.472
29 Moinho Limoeiro Ltda. 177
30 Bella Batata Ltda. 69
31 Masterboi Ltda. 315
32 Martins e Silva Quimica 256
33 Norscent Fragrancias e Aromas S/A 8
34 al Quimica 141
35 L. Priori Empreendimentos Ltda. 73
36 TMED. Tecnologia Médica S/A 519
37 R. Maciel e S. Couto Ltda. 574
38 Bessa & Filho Ltda. ortopedia 1.893
39 Alimentos Folia Ltda. 2.159
40 Teccel Industria e Comércio Ltda. 1.224
41 IndUstria e Comércio Mongraf Ltda. 622
42 Gradar Produtos Farmacéuticos Ltda. 437
43 Farmécia das Formulas Ltda. 297
44 Prevencéo Industrial Ltda. 234
45 Portela Industria Ltda. 323
46 Afasa Agropastoril Ltda. 469
47 Primo Schincariol Ltda. 478
48 Eteno Plastico Ltda. 286
49 Npap Alimentos Ltda. 228
50 Bunge Alimentos S/A 375
51 S&o Mateus Frigorifico Ltda. 168

Devido a sua grande importancia para a regido do grande Recife, o Estuario do

Capibaribe tem sido alvo de muitas pesquisas, em sua grande maioria com o objetivo de

avaliar a qualidade dos seus compartimentos (4gua, sedimento e organismos) e quantificar

0s niveis dos contaminantes presentes nos mesmos (NOBREGA, 2011). Estudos

realizados no estuério do rio Capibaribe ja apontam a contaminacdo da &gua, sedimentos

e organismos por coliformes fecais, metais, organoestanicos,

hidrocarbonetos,

organoclorados, dentre outros (FEITOSA, 1988; SILVA, 2004; CASTRO et al., 2007;
FAVROD, 2012; MACIEL et al., 2015 (a,b); MACIEL, 2016, MOURA, 2016).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo de Avaliacdo e Identificacdo da Toxicidade (AIT) em amostras
de sedimento do estuério do Rio Capibaribe e identificar os possiveis agentes toxicos,

utilizando embrides de Danio rerio como organismos teste.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Implementar no Laboratorio de Ecofisiologia e Comportamento Animal - LECA
da UFRPE o processo de Avaliacdo e Identificacdo de Toxicidade (AIT);

e Empregar o procedimento de AIT em amostras ambientais do nordeste Brasileiro;

e Utilizar uma espécie de embrides do D. rerio como organismo teste;

e Avaliar a toxicidade dos sedimentos coletados nos estuarios do rio Capibaribe
através de bioensaios usando o elutriato;

o Verificar os possiveis efeitos toxicos destas amostras sobre parametros subletais;

e Avaliar a qualidade dos sedimentos das amostras ambientais;

o Identificar o (s) grupo (s) de contaminantes responsavel (is) pela toxicidade, caso

seja observada.
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4 METODOLOGIA

4.1 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

O Rio Capibaribe nasce na Serra dos Campos, na divisdo dos municipios
pernambucanos de Jatatba e Pocdo. O rio banha 43 municipios do agreste, zona da mata
e litoral, possuindo uma extensao total de 270 km da nascente até a sua foz, Recife (capital
do estado), no Oceano Atlantico e traz consigo a maior parte dos dejetos produzidos pela
populacdo (MONTEIRO et al., 2011; OLIVEIRA, 2007).

A Bacia hidrogréfica do Rio Capibaribe possui uma éarea de drenagem de 7.557,41
km? e esté totalmente inserida no Estado de Pernambuco, entre as coordenadas 07°41°20”
e 08°19’30” de latitude sul, e 34°51°00” e 36°41°58” de longitude oeste (BIONE et al
2009). Esta bacia abriga uma populacdo de 1.328.361 habitantes, com a maioria (cerca
1.041.734 habitantes) concentrada em zonas urbanas (CPRH, 2008). Entretanto, dos
municipios inseridos na Bacia do Capibaribe, apenas 7 possuem esgotamento sanitario, o
que indica que os 36 municipios restantes despejam parcialmente ou totalmente seus

esgotos em estado bruto no Rio Capibaribe ou em algum afluente deste rio (Figura 4).

Figura 4 - Bacia Hidrografica do Rio Capibaribe

Belo Jardim

Fonte: PERNAMBUCO, 2010.

Ao chegar na Regido Metropolitana do Recife, a mistura das aguas fluviais e
marinhas ddo origem ao estuario do Rio Capibaribe, que possui cerca de 25 km de
comprimento, com uma érea total de cerca de 10 km?, abrangendo os municipios de: S&o
Lourenco da Mata, Camaragibe e Recife. Alem de percorrer uma zona altamente

urbanizada, o estuario abriga ainda, préximo a sua desembocadura, a Bacia Portuaria do
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Recife, formada pela confluéncia do Rio Capibaribe e a Bacia do Pina. Esta ultima possui
uma extensao de aproximadamente 3,6 km e recebe o aporte de vérias afluentes, incluindo
o0s Rios Jordao, Pina e Tejipio, além do Capibaribe (SANTOS et al., 2009).

Existem dois canais de acesso ao Porto, sendo que o Canal Sul e o principal, possui
cerca de 260 m de largura, 3,4 km de extenséo, com profundidade de 12 m (na mareé zero);
0 outro, denominado Canal Norte, possui aproximadamente 1 km de comprimento e 6,5
m de profundidade (na maré zero), sendo utilizado apenas para embarcac¢des de pequeno
porte (PORTO DO RECIFE, 2016). Devido a hidrodindmica do local, todo este complexo
emaranhado de aguas fluviais e marinhas tem intensa comunicacao e, por esta raz&o, mais
recentemente, tem sido designado como sistema estuarino do Rio Capibaribe (SERC)
(MACIEL 2015; MACIEL et al., 2015 a,b; MACIEL et al., 2016; SCHETTINI et al.,
2016 a;b).

4.2 COLETA DO SEDIMENTO

O sedimento teste foi coletado em trés pontos do estuario do Rio Capibaribe (Figura
5), durante as mares de sizigia, proximo a ponte da Caxanga, (P1), Parque Santana (P2)
e Prefeitura do Recife (P03) (Figuras 6, 7 e 8 respectivamente) foram realizadas duas
coletas, uma no periodo chuvoso (18/05/2017) e outra no seco (03/12/2017). Em cada
ponto da coleta, o sedimento superficial (até 5 cm) foi coletado com uma pa de inox, apés
a coleta os sedimentos foram transportados para o Laboratério de Ecofisiologia e
comportamento Animal (LECA — UFRPE), onde foram armazenados a 4° C no freezer

para conservacao dos parametros fisico-quimicos até sua utilizacéo.

No momento da coleta foram aferidas as varidveis temperatura da agua (° C),
condutividade elétrica (uS/cm) e salinidade (ppt) mediante o uso de sonda multiparametro
YSI modelo556 MPS e coordenadas geograficas (Tabela 5) em todos os pontos de
amostragem, posteriormente variaveis como granulometria e quantidade de matéria

organica (MO) foram mensurados posteriormente.
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Figura 5 - Mapa dos pontos de coleta de sedimento do estuario do Rio Capibaribe nos

periodos chuvoso e seco.

Fonte: Google maps, 2017

Figura 6 - Ponto de Coleta proximo a Ponte da Caxanga

Fonte: Autor, 2017.
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Figura 7 - Ponto de Coleta prximo a Parque Santana

Fonte: Autor, 2017.

Figura 8 - Ponto de Coleta proximo a Prefeitura do Recife

Fonte: Autor, 2017.
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Tabela 5 - Coordenadas geograficas e caracteristicas dos pontos de amostragem no

estuario do Rio Capibaribe.

Periodo P1 P2 P3
de coleta (Pt. da Caxangd) (Pg. Santana) (Pref. do Recife)
Latitude S -8.054932 S -8.042854 S -8.031145
Longitude W -34.876457 W -34.915844 W -34.956422
Temperatura Chuvoso 28,5 28,6 33,1
(°C) Seco 27,1 27,2 34,9
Salinidade Chuvoso 0,5 5,7 9,7
(ppt) Seco 3,4 7,8 26,4
Condutividade Chuvoso 1062 10,07 19,11
(nS/cm) Seco 1074 13,74 49,72
pH Chuvoso 7,5 7,4 7,2
Seco 8,0 8,5 7,5

4.3 PREPARO DO ELUTRIATO

O elutriato (Figura 9) foi preparado segundo a descricdo da U.S.EPA (1998), na
qual a agua deionizada foi adicionada a amostra de sedimento em uma proporcéo de 1:4
(v:v) com agitacdo vigorosa por 30 min e em seguida foram mantidas em repouso por 24
horas na geladeira. Apds a decantacdo o sobrenadante foi retirado cuidadosamente por
sifonamento. Posteriormente os parametros fisico-quimicos foram medidos (pH, oxigénio

dissolvido, salinidade, temperatura e aménia).

Figura 9 - Elutriato preparado das duas coletas

Fonté: Autor, 217.
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4.4 OBTENCAO E CULTIVO DOS ORGANISMOS-TESTE

Todos os protocolos envolvendo animais foram submetidos a avaliacdo pelo
Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA — UFRPE. Os peixes adultos foram
adquiridos em loja comercial de aquariofilia (Aquarium Recife) e mantidos em aquarios
de 10L, onde fémeas e machos ficam separados, sob aeracdo constante, alimentacéo diaria
com racdo comercial extrusada (40% de proteina bruta) (ad libitium), para manutencgéo
destes animais é utilizada agua potével da rede de abastecimento municipal, pH corrigido
para 7,0 £ 1,0 e temperatura ambiente (26 £ 2° C) no LECA (Biotério Cadastrado na
Plataforma CIUCA/CONCEA) onde a manutencdo destes aquarios é feita semanalmente,

com troca total e ajuste da agua e sifonamento diério.

Para a obtencdo dos ovos para os bioensaios ecotoxicologicos, a reproducdo €
realizada com as matrizes cultivadas no LECA — UFRPE, para este fim machos e fémeas
sdo acondicionados em aquarios de reproducdo de 1,5L numa proporcdo de 2:1 (OECD,
236) e mantidos por 14 horas no escuro, apés 1 hora de claridade, os adultos foram
removidos e 0s ovos retirados com auxilio de uma rede de 200 pm. A triagem e contagem
dos ovos ¢ feita com a utilizacdo de uma bandeja de luz, onde os ovos inviaveis (ndo

fecundados ou coagulados) sdo descartados e 0s vidveis seguem para 0s bioensaio.

45 TESTES ECOTOXICOLOGICOS

Os embrides foram alocados em potes estéreis de polietileno com capacidade de 25
mL, mantidos por 96 h em temperatura controlada de 25 + 1° C, fotoperiodo de 12:12
(claro:escuro) e pH de 7,0 £ 0,5 para cada grupo experimental e controle foram realizadas
trés repeticbes com 10 embrides cada. Os organismos testes naos receberam alimento
durante a exposi¢cdo, as solugdes foram renovadas diariamente ap6s o periodo de
observacao (24, 48, 72 e 96 horas).

Os testes ecotoxicologicos foram primeiramente realizados nas amostras sem
manipulagcdes do AIT, sendo estes considerados como Teste Base, a toxicidade foi

avaliada através dos parametros letais e subletais:

e Coagulagéo - apés 72h;

e Eclosdo - 96h;
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e Mortalidade total - 96h: considerados os ovos coagulados, embrides que se
desenvolveram e morreram antes da eclosdo e 0s que morreram apos
eclodir;

e Teratogenicidade - 96h: ma formacdo da cabeca, cauda e coracdo,
modificacdo da estrutura da notocorda, escolioses, raquitismo, deformacao
do saco vitelino e retardo geral de desenvolvimento (LAMMER et al.,
2009);

e Frequéncia cardiaca diaria dos embrides (YANG, 2016),

Apo6s a comprovagdo da toxicidade as amostras toxicas foram submetidas as
manipulacdes do AIT, onde posteriormente os testes ecotoxicoldgicos foram novamente

realizados com as amostras manipuladas.

46 MANIPULACOES DO AIT

Os procedimentos realizados no estudo do AIT, com as amostras de elutriato
seguiram as recomendacdes definidas pela U.S.EPA (U.S.EPA 1991; 1993a; 1996; 2007),
utilizando embrides de D. rerio. Antes de iniciar os testes, as solugdes-estoque de EDTA
e Tiossulfato de s6dio foram preparados em agua destilada. Dentre os sugeridos pela

U.S.EPA foram realizados: filtracdo, aeracao, adicdo de EDTA e Tiossulfato de Sodio.

Figura 10 — Manipulag®es realizadas na Fase | do AIT do presente estudo.

FASE 1
TESTE BASE DE MANIPULAGOES
TOXICIDADE
Aeragao
Amostra Ambiental
Filtragao
— ) Teste
J—-—"" Adicdo de EDTA |— Ecotoxicoldgico
Teste Adigdo de
Ecotoxicoldgico Ly Tiossulfato |
de sddio

Fonte: Autor, 2018.
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4.6.1.1 Manipulagéo 1: Filtragéo

Aliquotas do elutriato foram colocadas em cones feitos de filtro de acetato até que
toda parte liquida fosse filtrada, ficando apenas as particulas solidas reditas no filtro
(Figura 11), pois os agentes toxicos podem ficar acumulados nos sedimentos quando
adsorvidos as particulas e tornar-se biologicamente disponivel a uma variedade de
organismos (USEPA, 1991b). Apos essa manipulacdo a solucéo filtrada foi transferida

aos potes de exposicdo para realizacdo dos bioensaios de ecotoxicologia.

Figura 11 - Filtros de acetato e manipulacdo dos elutriatos

Fonte: Autor, 2017

4.6.1.2 Manipulagédo 2: aeracdo

Foi utilizado um sistema de bombeamento de ar (composto por bomba de aeracéo,
com as mangueiras acopladas aos recipientes) (Figura 12) para que as amostras fossem
submetidas a aeragdo moderada por 60 minutos. Tanto sob aspersdo com oxigénio como
nitrogénio, além da volatilizacdo ou oxidacdo, pode ocorrer a remogdo de agentes
tensoativos da solucdo. Durante a aspersdo, tais agentes se congregam na interface
liquido/gas das bolhas de oxigénio ou nitrogénio e sdo carreadas juntamente com as
mesmas para a superficie do liquido aspergido. Quando as bolhas se rompem, tais agentes
sdo depositados e concentrados na superficie e nas paredes do recipiente de aeracdo
(USEPA, 1991). Apo0s este processo, seguiu-se 0 bioensaio. No inicio e ao final das
manipulagdes foram verificados o pH e a temperatura das amostras.
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Figura 12 - Aeracdo das amostras de elutriato

Fonte: Autor, 2017.

4.6.1.3 Manipulacdo 3: Adicdo de EDTA

Esse agente quelante complexa os metais cationicos reduzindo a toxicidade do
aluminio, cadmio, bario, cobalto, cobre, ferro, chumbo, niquel, manganés, estroncio e
zinco. O EDTA ndo complexa metais anidnicos e complexa fracamente alguns metais
catibnicos como prata, cromo e talio. O excesso de EDTA na solucdo pode aumentar sua
toxicidade e levar a falsos resultados. Portanto, foi avaliado previamente a sensibilidade
dos organismos testados e foi utilizado concentracbes que ndo causam toxicidade
(USEPA, 1991, 1992b, 2007; MELO, 2012).

Solugdes de EDTA (2000 mg L1) foram preparadas no mesmo dia da realizacio
dos testes de toxicidade. Foram adicionados gradualmente 1,5 mL da solucéo estoque de
EDTA em cada aliquota de elutriato e apds um periodo de 3 horas o bioensaio foi iniciado,

no inicio e ao final das manipulacGes serdo verificados o pH e a temperatura das amostras.

4.6.1.4 Manipulacdo 4: Adicdo de Tiossulfato de Sodio

A adicdo de tiossulfato de sodio (Na2S203) tem por finalidade detectar a
toxicidade de substancias oxidantes como cloro, 0zénio, bromo e ions de manganés, além

de reduzir a biodisponibilidade de alguns metais catiébnicos, como cadmio, cobre e



45

mercurio. Assim como o0 EDTA o tiossulfato de sddio em determinadas concentracfes
pode ser toxico para 0 organismo teste, portanto, testes preliminares de sensibilidade
foram realizados e concentra¢Ges que ndo produzam efeito adverso foram utilizadas nas
manipulagdes (USEPA; 1991, 1992b).

Foram adicionados 1,8 mL da solucéo estoque de tiossulfato de sédio (2000 mg
L1, preparadas no mesmo dia da execucio dos testes) e apds um periodo de 1 hora o
bioensaios sera realizado, no inicio e ao final das manipulaces serédo verificados o pH e

a temperatura das amostras.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o software SigmaPlot 11.0, com nivel
de significancia de 5% para todas as analises. Os parametros foram analisados quanto a
normalidade através do teste Kolmogorov-Smirnov e quanto a homogeneidade de
variancias ou heterodasticidade pelo teste de medianas Levene. A ANOVA oneway
(ANOVA unifatorial) foi utilizada para os dados que apresentaram uma distribuigédo
normal ou homogeneidade de variancia. Quando os testes apresentaram diferencas
significativas foi realizada a comparacdo das médias das manipulacdes, em relacdo a ao

teste de caracterizacdo, pelo teste Dunnett a 5% probabilidade.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO GRANULOMETRICA

As amostras P1, P2 e P3 de sedimentos coletadas no estuario do rio Capibaribe para
preparacdo dos elutriatos, demonstraram caracteristicas sedimentoldgicas distintas
(Tabela 6). O P3, em relacéo aos outros pontos, apresentou a maior fragdo de sedimentos
arenosos e a menor fracdo de matéria organica, o oposto ocorreu na analise dos
sedimentos finos (argila + silte) e percentual de matéria organica foi maior no P1 seguido

por P2.

Tabela 6 — Analises granulométricas dos sedimentos coletados nos pontos de amostragem

do rio Capibaribe.

Pontos de amostragem P1 P2 P3
Pardmetros avaliados (Ponte da Caxangd) (Parque Santana)  (Prefeitura do Recife)
Fracéo de Areia 5,5% 12,2% 20,8
Fracéo de Finos 44,5% 37,8% 29,2
Matéria Organica 31,6% 23,9% 12,8%

5.2 TESTE BASE

As amostras também apresentaram distingdo em relacdo a toxicidade, onde, no P1
a amostra apresentou toxicidade elevada em quase todos os parametros analisados no
periodo chuvoso e no periodo seco s6 manifestou toxicidade na teratogenicidade. O P2
durante o periodo chuvoso foi ressaltado a toxicidade apenas nos parametros subletais e
no seco ndo foi toxica apenas no pardmetro de coagulacdo. O P3 apresentou toxicidade
similar nos periodos, sendo toxica nos parametros subletais, frequéncia cardiaca e

teratogenicidade, em ambos periodos. Como descrito na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados do teste base ecotoxicoldgico realizado com os elutriatos dos dois

periodos de coleta de sedimento do estuario do rio Capibaribe

Pontos de Coleta P1 P2 P3
Periodo de Coleta  Chuvoso Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco
Coagulagdo NT NT NT NT NT NT
Eclosao T NT NT T NT NT
Mortalidade Total T NT NT T NT NT
Teratogenicidade T T T T T T
Bat. Cardiacos T NT T T T T

T= efeito significativo de toxicidade; NT= amostra ndo toxica
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A coagulagéo observada no teste base, com os elutriatos das amostras coletadas
no periodo chuvoso, foi possivel observar que os embriGes expostos durante 72h nédo
apresentaram diferenca significativa (ANOVA, F = 2,91; P = 0,101) em todos 0s pontos
(P1, P2 e P3) em relacdo ao controle (Grafico 1), mas observa-se que 0s pontos P3 seguido
pelo P1 e P2 apresentaram maior coagulacéo que o controle, apresentando os valores de
3,0 (x0); 2,3 (£0,6) e 0,6 (x2,1) respectivamente (Gréfico 1).

Nas amostras do periodo seco, foi possivel observar que 0s organismos expostos
ndo apresentaram diferenca significativa (ANOVA, F = 3,48; P = 0,070) quanto a
coagulagdo nos trés pontos escolhidos, em relagdo ao controle (Gréfico 1) mas observa-
se que os pontos P2 seguido pelo P1 e P3 apresentaram maior coagulagéo que o controle,
apresentando os valores de 2,3 (+0,5); 2,0 (¥1,7) e 1,3 (0,5 ovos coagulados

respectivamente.

Observa-se que o P1 apresentou médias muito préximas durante o periodo seco e
chuvoso, demostrado que as estagdes ndo influenciam diretamente na toxicidade do
sedimento quando avaliado pela coagulagcdo dos ovos. No P2 nota-se um aumento na
coagulagdo dos ovos no periodo seco quando comparado ao periodo anterior sugerindo
que as caracteristicas do periodo seco tornam os sedimentos deste ponto mais toxico ou
torne os contaminantes mais disponiveis no ambiente. No P3 ocorre o inverso do ponto
anterior, este ponto apresentou um nimero médio de coagulacdes maior no periodo

chuvoso, reduzindo este valor no periodo seguinte.

Gréafico 1 — Coagulacdo média (£ desvio padrao) dos embrides de D. rerio expostos por
72h aos elutriatos obtidos dos sedimentos do estuario do rio Capibaribe

durante os periodos seco e chuvoso.
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A ecloséo dos embribes apds 96h de exposicdo as amostras do periodo chuvoso,
apenas 0 Pl (Dunnett, g’= 5,91; P < 0,50) se mostrou toxico neste pardmetro,
apresentando diferengas significativas (ANOVA, F = 13,85; P = 0,002) em relacdo ao
controle, os pontos P2 e P3 ndo apresentaram diferencas significativas, porém observa-se
uma reducdo na eclosdo. Em relacéo aos ovos expostos as por¢des do periodo seco, 0 que
apresentou diferenca significativa (ANOVA, F = 73,60; P = < 0,001) em relacdo ao
controle foi o P2 (Dunnett, g’= 13,42; P < 0,50), 0 P1 e P3 n&o apresentaram diferencas
significativas, porém o numero medio de ovos eclodidos foi inferior a média encontrada

pelo grupo controle (Gréfico 2).

Gréfico 2 — Eclosdo média (+ desvio padrdo) dos embrifes de D. rerio apds 96h expostos
aos elutriatos obtidos dos sedimentos do estuario do rio Capibaribe durante o

periodo chuvoso e seco. (* = diferencas significativas)
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Na avaliacdo do periodo chuvoso a mortalidade total observada nos trés pontos
ndo apresentarou diferencas significativas (ANOVA, F = 3,25; P = 0,081) (Grafico 3).

O ponto P2 durante o periodo seco (Dunnett, q’= 10,58; P < 0,50) apresentou
diferenga significativa (ANOVA, F = 44,26; P = < 0,001) em relag&o ao controle, o0s
pontos P1 e P3 ndo apresentaram diferencas significantes em relacéo ao controle (Grafico
3).
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Gréafico 3 — Mortalidade total média (£ desvio padréo) dos embribes de D. reio apos 96h
expostos aos elutriatos obtidos dos sedimentos do estuario do rio Capibaribe

durante o periodo chuvoso e seco. (* = diferencas significativas)
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Foi observado efeitos teratogénicos nos trés pontos coletada no periodo chuvoso,
apresentando diferencas significativas (ANOVA, F = 1e40; P = < 0,001) em relacdo ao
controle. O mesmo ocorreu no periodo seguinte (ANOVA, F = 1e40; P < 0,001) (Gréfico
4). O mais frequente efeito teratogénico observado foi o retardo no desenvolvimento
(delay) observado em todos os embrides expostos aos elutriatos dos 3 trés pontos nos dois

periodos (Figura 13).

Gréfico 4 — Teratogenicidade média (+ desvio padrdo) dos embrides de D. rerio ap6s 96h
expostos aos elutriatos obtidos dos sedimentos do estuario do rio Capibaribe

durante o periodo chuvoso e seco. (* = diferenca significativa)
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Figura 13 — Desenvolvimento dos embrides ap0s 96h expostos aos elutriatos dos

periodos chuvoso e seco.

Controle

Chuvoso

Seco

Os batimentos cardiacos dos embrides expostos a coleta do periodo chuvoso
apresentaram diferencas significativas (ANOVA, F = 4920,75; P = < 0,001) em relacédo
ao controle, nos pontos P1 (Dunnett, q’= 99,20; P > 0,50), P2 (Dunnett, q’= 99,20; P >
0,50) e P3 (Dunnett, q’= 99,20; P > 0,50) nas primeiras 24h de exposi¢cdo. Em 48h de
exposicao os trés pontos ndo apresentaram diferencas significativas (ANOVA, F = 3,72;
P =0,061) (Gréfico 5).

Ap0s 72h de exposic¢do, os pontos P1 (Dunnett, q’= 8,29; P > 0,50) e P3 (Dunnett,
q’=3,01; P > 0,50) exibiram diferengas significativas (ANOVA, F = 28,02; P = < 0,001)
em relacdo ao controle, mas 0 P2 ndo apresentou diferencas significativas, mas foi o ponto

que obteve maior frequéncia nessa avaliagéo.

Em 96h de exposicdo, o P2 é o ponto que mais se aproximou da média de
batimentos cardicos observada no grupo controle, os pontos P3 (Dunnett, q’= 4,98; P >
0,50) e P1 (Dunnett, q’= 8,29; P > 0,50), mostraram diferencas significativas (ANOVA,
F = 25,56; P = < 0,001) em relagdo ao controle, porém foram valores inferiores ao

controle.

Gréafico 5 — Batimentos cardiacos médios (+ desvio padrdo) dos embrides de D. rerio
durante as 96h de exposicdo aos elutriatos obtidos dos sedimentos do estuario

do rio Capibaribe durante o periodo chuvoso. (* = diferencas significativas)
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Os batimentos cardiacos dos embrides expostos as amostras do periodo seco
apresentaram diferencas significativas (ANOVA, F = 500,83; P < 0,001) em relagdo ao
controle nos pontos P1 (Dunnett, q’=31,65; P > 0,50), P2 (Dunnett, ¢’=31,65; P > 0,50)
e P3 (Dunnett, g’= 31,65; P > 0,50) nas primeiras 24 horas. Em 48h o P1 (Dunnett, q’=
3,70; P > 0,50), P2 (Dunnett, q’= 36,64; P > 0,50) e P3 (Dunnett, q’= 3,33; P > 0,50)
continuam com diferengas significativas (ANOVA, F = 495,24; P < 0,001) (Gréfico 6).

Em 72h de exposicdo a frequéncia cardiaca dos embrides continua mostrando
diferengas significativas (ANOVA, F =494,84; P <0,001) no P1 (Dunnett, q’=4,55; P >
0,50), P2 (Dunnett, g’=34,09; P > 0,50) e P3 (Dunnett, q’=4,14; P > 0,50) em relagdo ao
controle, porém no P3 observa-se diferenca em relacdo ao controle por ndo apresentar
batimentos cardiacos, pois 0s embrides ndo desenvolveram o coracdo neste periodo. Os
pontos P2 (Dunnett, q¢’= 17,66; P > 0,50) e P3 (Dunnett, q’= 4,00; P > 0,50) em 96h de
analises da frequéncia cardica continuaram significativamente diferentes (ANOVA, F =
2,18; P < 0,001) do controle, porém o P1(Dunnett, q’= 34,09; P > 0,50) obteve um
aumento nos batimentos cardiacos dos embrifes e ndo apresentou mais diferencas

significativas em relagéo ao controle.
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Gréafico 6 — Batimentos cardiacos médios (+ desvio padrdo) dos embrides de D. rerio
durante as 96h de exposi¢do aos elutriatos obtidos dos sedimentos do estuério

do rio Capibaribe durante o periodo seco. (* = diferencas significativas)
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De acordo com os resultados observados na caracterizacdo, todas as amostras
coletadas no periodo chuvoso e seco séo toxicas para os embrides de D. rerio variando a
toxicidade nos endpoints avaliados, mediante a isto todos os pontos foram submetidos a

avaliacdo do AIT.

53 AVALIACAO E IDENTIFICACAO DA TOXICIDADE (AIT)

N&o obstante aos resultados obtidos no teste base, o procedimento de AIT foi
aplicado para identificar os compostos ou classes de compostos toxicos presentes nos
sedimentos, possibilitando a tomada de decisfes conscientes a implementacdo de novas
medidas de tratamentos e limiares, objetivando a reducdo da toxicidade a niveis aceitais

e ndo prejudiciais a biota do local em questéo.

53.1 Ponto1l

Localizado préoximo a ponte da Caxanga, este ponto foi toxico em todos os
parametros analisados exceto o de coagulacdo durante o periodo chuvoso. Dentre as
quatro manipulagdes que o elutriato foi submetido ap0s a caracterizagdo, duas (filtracéo
e adicdo de EDTA) foram mais eficientes neste ponto durante o periodo chuvoso

reduzindo a tocixidade na maioria dos parametros analisados (Gréafico 7)
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Em relagdo ao nuimero de ovos coagulados até 72h, ndo houve diferenca
significativa em nenhuma das manipulacGes. Na analise dos ovos eclodidos ap6s 96h de
as manipulacbes que apresentaram diferenca significativa (ANOVA, F = 16,844; P <
0,001) em relacéo ao teste base foram a, filtracdo (Dunnett, q’=5,77; P < 0,50), acragdo
(Dunnett, q’=4,33; P <0,50) ¢ adi¢do de EDTA (Dunnett, q¢’=3,17; P < 0,50).

No que se refere a mortalidade ap6s 96h nenhuma das manipulagdes apresentaram
diferenca significativa. No parametro da teratogenicidade os tratamentos com Filtracdo
(Dunnett, q’= +inf; P < 0,50) e adicdo de EDTA (Dunnett, ¢’= +inf; P < 0,50)
apresentaram diferencas significativas (ANOVA, F <1e40; P < 0,001) em comparagéo
com o teste base, reduzindo significativamente a teratogenicidade dos embrides, o efeito
teratogénico mais observado tanto na aeracdo quanto na adicéo de tiossulfato foi o delay
(Figura 14).

Gréafico 7 — Média das manipulagdes (+ desvio padréo) realizadas nos elutriatos do Ponto
1 do periodo chuvoso comparados com o Teste base e o controle. (* =

diferencas significativas)
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Figura 14 — Desenvolvimento dos embries submetidos as manipulac6es dos elutriatos

do P1/chuvoso ap6s 96h.

A: Teste Base, B: Aeracdo, C: Filtracdo, D: Controle, E: Adi¢do de EDTA,
F: Adigdo de Tiossulfato de sodio

As frequéncias cardiacas durante a exposicdo ao elutriato do periodo chuvoso
apresentaram diferengas significativas em relacdo ao teste base, variando essa
significancia no decorrer dos dias avaliados (Grafico 8). Apds 24h de exposi¢do nenhum
dos tratamentos foi significativamente diferente (ANOVA, F = 103,40; P > 0,050), em
48h de exposi¢do os tratamentos com Aeracdo (Dunnett, q’=5,63; P <0,50) e Tiossulfato
de sédio (Dunnett, g’= 9,63; P < 0,50) apresentaram diferencas significativas, o0 com
adicdo de EDTA ndo apresentou diferenca significativa, porém dentre as manipulacoes
foi a que apresentou a maior média de frequéncia cardiaca sendo superior ao teste de

caracterizacdo base.

Apds 72h de exposicao o elutriato com o tratamento de adi¢do EDTA continuou
apresentando a maior média de frequéncia cardiaca entre os tratamentos, sendo desta vez
significativamente diferente do teste base (Dunnett, q’=7,42; P <0,50), o tratamento com
adicdo de Tiossulfato de sédio foi 0 que apresentou maior frequéncia cardiaca ap0s 0 com
EDTA, sendo diferente significativamente (Dunnett, q’= 3,95; P < 0,50) do teste base.
No final do bioensaio, 96h de manipulacéo, o elutriato com adicdo de EDTA foi 0 que
apresentou maior reducdo de toxicidade, apresentando uma frequéncia cardiaca mais
proxima ao controle e significativamente (Dunnett, q’= 5,94; P < 0,50) superior que 0
teste base, seguida pelo tratamento com Tiossulfato de sddio (Dunnett, q’= 5,17; P <
0,50).
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Gréafico 8 — Média das frequéncias cardiacas diarias das manipulacdes (+ desvio padrao)
realizadas nos elutriatos do Ponto 1 do periodo chuvoso comparados com o
Teste base e o controle. (* = diferencas significativas)
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O ponto 1, no periodo seco se mostrou menos toxico do que no periodo chuvoso
e nos parametros letais ndo apresentou diferencas significativas em relagcdo ao controle,
mas nos parametros subletais foi observado um aumento na teratogenicidade e alteracao
na frequéncia cardiaca, mediante a isto ele também foi submetido aos tratamentos do AIT
(Gréfico 9).

Assim como foi observado no teste base onde este ponto sé apesentou toxicidade
guando avaliado pelos pardmetros subletais, as manipulacdes s6 se mostram eficazes nos
endpoints subletais. Na avaliacdo da teratogenicidade da amostra os tratamentos fisicos
de Filtragdo (Dunnett, q’= 11,33; P <0,50) e Aeragdo (Dunnett, q’= 6,04; P <0,50) e os
quimicos com adi¢cdo de EDTA (Dunnett, q’= 7,18; P < 0,50) e Tiossulfato de Sodio
(Dunnett, q’=5,29; P <0,50) apresentaram diferencas significativas (ANOVA, F =36,16;
P < 0,001) em relacdo ao teste base, reduziram de 10 individuos com caracteristicas
teratogénicas (Figura 15) para 0; 4,6; 3,6 e 5,3 respectivamente.
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Grafico 9 — Média das manipulacdes (+ desvio padrdo) realizadas nos elutriatos do Ponto
1 do periodo seco comparados com o Teste base e o controle. (* = diferencas
significativas)
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Figura 15 — Desenvolvimento dos embries submetidos as manipulac6es dos elutriatos
do P1/seco apds 96h.

Ln-'.. X . v‘ ‘...\ ‘ ‘ ; s
A: Teste de caracterizacdo, B: Aera¢do, C: Filtragdo, D: Controle, E: Adicdo de EDTA,
F: Adicdo de Tiossulfato de sédio

As manipulages realizadas no elutriato do periodo seco apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao teste base do ponto quanto a frequéncia cardiaca (Gréafico
10). Apds 24h de exposicdo nenhum dos tratamentos foi significativamente diferente do
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teste base (ANOVA, F = 500,83; P > 0,050), em 48h de exposi¢do os tratamentos com
Aeracdo (Dunnett, q’= 29,38; P < 0,50), Filtracdo (Dunnett, q’= 29,38; P < 0,50) e
Tiossulfato de sddio (Dunnett, q’= 4,00; P < 0,50) apresentaram diferencas significativas
(ANOVA, F =454,22; P > 0,050).

Apo6s 72h de exposicéo o elutriato com a manipulagdo de Tiossulfato de sddio e
EDTA ndo apresentaram diferencas significativas, mas suas frequéncias cardicas
superaram o teste base se aproximando a média do grupo controle, se mostrando eficiente
na reducdo da toxicidade neste parametro, a manipulacdo com filtracdo nota-se uma
tendéncia ao aumento dos batimentos cardiacos, enquanto o tratamento com aeracéo esta

estagnado pois 0s embrides ndo apresentam coragao.

Em 96h de manipulacdo, os tratamentos com adicdo de Tiossulfato de sodio e
EDTA, apresentaram uma queda na frequéncia cardiaca e o tratamento com a Filtragdo
aumentou, o tratamento com Aeragao (Dunnett, q’= 20,31; P < 0,50) apresentou

diferencas significativas (ANOVA, F = 135,69; P > 0,050) em relacéo a caracterizacao.

Gréfico 10 — Média das frequéncias cardiacas diarias das manipulacdes (+ desvio padrao)
realizadas nos elutriatos do Ponto 1 do periodo seco comparados com o

Teste base e o controle. (* = diferencas significativas)
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5.3.2 Ponto 2

O ponto de coleta 2, localizado proximo ao Parque Santana, exibiu toxicidade

apenas nos parametros subletais durante o periodo chuvoso, mas no periodo seco ocorreu
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0 aumento da toxicidade do ambiente, ndo sendo toxico apenas no parametro que avaliou

as coagulactes dos embrides.

Quando submetido as manipulaces do AIT, as amostras do periodo chuvoso no
pardmetro que avaliou a coagulacdo dos ovos ap6s 72h, as manipula¢des que reduziram
a quantidade média de ovos coagulados foram a Filtracdo, adicdo de EDTA e Tiossulfato
de sodio apresentando médias iguais de 0,33, porém estas diferencas ndo foram
estatisticamente significantes. O elutriato submetido ao tratamento com Aeragédo
apresentou diferenca significativa (Dunnett, q’= 5,66; P < 0,50) em relacdo ao teste base,

contudo este tratamento aumentou o nimero de ovos coagulados (Grafico 11).

Em relacdo a eclosdo dos ovos apds 96h de manipulacdo, os tratamentos de
Filtragdo, adicdo de EDTA e Tiossulfato de Sddio, foram 0s que apresentaram maiores
médias de eclosbes 9,67; 8,00 e 6,33 respectivamente, sendo superiores ao teste base,
porém ndo foram diferencas significativas. O elutriato que passou pelo tratamento da
Aeracdo apresentou diferenga significativa (Dunnett, q’= 4,18; P < 0,50) em relagdo ao
teste base, mas a média 4,33 foi inferior a apresentada no teste base (8,67). Na analise da
mortalidade total, a manipulacdo em que se teve diferenca significativa foi a Aeracdo
(Dunnett, q’= 5,42; P < 0,50), porém neste tratamento foi observado média superior de

mortalidade em relacdo ao teste base.

Assim como nos parametros analisados anteriormente, o tratamento com Aeragao
se distingue dos demais apresentando um resultado negativo na reducao da toxicidade no
que diz respeito a teratogenicidade dos elutriatos. Os tratamentos de Filtracdo (Dunnett,
q’= +inf; P < 0,50), adi¢cdo de EDTA (Dunnett, q’= +inf; P < 0,50) e Tiossulfato de sodio
(Dunnett, qg’= +inf; P < 0,50) apresentaram diferencas significativas (ANOVA, F <1e40;
P < 0,001) em comparagdo com a caracterizacdo do ponto, reduzindo significativamente

a teratogenicidade neste ponto (Figura 16).
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Gréafico 11 — Média das manipulacdes (+ desvio padréo) realizadas nos elutriatos do Ponto
2 do periodo chuvoso comparados com o Teste base e o controle. (* =
diferencas significativas)
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Figura 16 — Desenvolvimento dos embries submetidos as manipulac6es dos elutriatos
do P2/chuvoso apds 96h.
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A: Teste de caracterizago, B: Aeracdo, C: Filtracdo, D: Controle, E: Adi¢do de EDTA,
F: Adicéo de Tiossulfato de sddio

Quanto a frequéncia cardiaca, apds 24h de exposicdo das manipulacbes foi
significativamente diferente do teste base (ANOVA, F = 103,40; P > 0,050), em 48h de
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exposicao o tratamento com Aeragao (Dunnett, q’= 3,48; P < 0,50) apresentou diferenca
significativa porem inferior em comparagdo ao teste base, o elutriato submetido ao
tratamento com adicdo de EDTA e o com adicdo de Tiossulfato de sdédio ndo
apresentaram diferencas significativas, porém dentre os tratamentos foram os que

apresentaram a maiores médias de frequéncia cardiaca (Grafico 12).

Na contagem dos batimentos em 72h as manipulagdes com aeragdo (Dunnett, q’=
14,07; P < 0,50) e filtragdo (Dunnett, q’= 9,62; P < 0,50) foram as que apresentaram
diferencas significativa em relacdo ao teste base. Em 96h de manipulacdo, as quatro
manipulacdes apresentaram diferencas significativas, as manipulagdes fisicas com
Aeracdo (Dunnett, g’= 11,88; P < 0,50) e Filtragdo (Dunnett, q’= 9,37; P < 0,50)
apresentaram a média inferior de batimentos em relacéo ao teste base e consequentemente
ao controle, as manipulagdes quimicas com adigdo de EDTA (Dunnett, q’= 4,82; P <
0,50) e adi¢ao de Tiossulfato de sodio (Dunnett, q’= 3,09; P < 0,50). Demonstrando que
neste parametro as manipulagdes com adi¢do de EDTA e adicdo de Tiossulfato de sodio

sdo mais eficientes na reducédo de toxicidade no P2 no periodo chuvoso.

Gréfico 12 — Média das frequéncias cardiacas diarias das manipulacdes (+ desvio padrao)
realizadas nos elutriatos do Ponto 2 do periodo chuvoso comparados com o

Teste base e o controle. (* = diferencas significativas)
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O elutriato do P2 do periodo seco, quando submetido as manipulacGes do AIT, a
com adi¢do de EDTA (Dunnett, q’= 12,60; P < 0,50) e adi¢do de Tiossulfato de sddio
(Dunnett, qg’= 5,66; P < 0,50) apresentam diferencas significativas (ANOVA, F <8,76; P
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< 0,001) em relagdo ao teste base aumentando a quantidade média de coagulacéo apds

72h de exposicédo aos elutriatos manipulados.

No parametro que avaliou a eclosdo dos ovos apos 96h de manipulacao, dentre os
quatro tratamentos utilizados no AIT os que aumentaram quantidade média de ovos
eclodidos foram a Aeracdo e Filtracdo, apresentando médias de 6,33 e 3 respectivamente
porem sé o tratamento com Aeracao (Dunnett, q’= 6,33; P < 0,50) apresentou diferenca

estatisticamente significante (ANOVA, F < 21,80; P <0,001) (Gréfico 13).

Na analise da mortalidade total, nenhum dos tratamentos realizados apresentou
diferengas significas (ANOVA, F < 75,15; P < 0,001) na reducéo da mortalidade,

As manipulagdes com Filtragdo (Dunnett, q’= 9,18; P < 0,50), adi¢ao de EDTA
(Dunnett, g’= 9,18; P < 0,50) e Tiossulfato de sdédio (Dunnett, ¢’= 9,18; P < 0,50)
apresentaram diferencas significativas (ANOVA, F < 35,0; P <0,001) em relacdo ao teste
base, reduzindo a teratogenicidade do ponto, destacando nesse parametro as
manipula¢es com filtragdo que reduziu a 0 o ndmero de individuos com efeitos
teratogénicos no tratamento com adicdo de EDTA nota-se a média igual ao tratamento
com filtracdo, porem este numero se da por todos 0s ovos expostos terem coagulado antes
de apresentar algum efeito teratogénico no embrido, se igualando a média encontrada no

grupo controle (Figura 17).

Gréafico 13 — Média das manipulacdes (+ desvio padrdo) realizadas nos elutriatos do Ponto
2 do periodo seco comparados com o Teste base e o controle. (* = diferencas

significativas)
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Figura 17 — Desenvolvimento dos embries submetidos as manipulac6es dos elutriatos

do P2/seco apds 96h.

A: Teste de caracterizacdo, B: Aeragdo, C: Filtragdo, D: Controle, E: Adigdo de EDTA,
F: Adicdo de Tiossulfato de sodio

Apos 24h de exposicdo nenhum das manipulagdes foi significativamente diferente
do teste base (ANOVA, F =500,82; P > 0,050), em 48h de exposi¢do os tratamentos
continuam sem apresentar diferencas significativas (ANOVA, F = 1816,74; P > 0,050)

em relacdo ao teste base (Gréafico 14).

Em 72h de exposic¢do os elutriatos com o tratamento com aeragdo (Dunnett, q’=
13,70; P < 0,50) e filtragdo (Dunnett, q’= 10,48; P < 0,50) foram os que apresentaram
diferenca significativa em relagéo ao teste base, apresentando um aumento na frequéncia

cardiaca dos embrides.

O tratamento com Aeragdo (Dunnett, q’= 19,05; P < 0,50) apresentou a maior
média de batimentos em relacdo ao teste base, sendo este aumento significativamente
diferente (ANOVA, F = 280,68; P > 0,050) em relacéo ao teste base, os tratamentos com
Filtracdo e adicdo de EDTA, adigdo de Tiossulfato de sodio ndo apresentam diferencas

significativas.
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Gréafico 14 — Média das frequéncias cardiacas diarias das manipulagdes (+ desvio padréo)
realizadas nos elutriatos do Ponto 2 do periodo seco comparados com o
Teste base e o controle. (* = diferencas significativas)
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5.3.3 Ponto 3

O ponto de coleta 3, localizado préximo a Prefeitura do Recife, nos resultados do
teste base ndo apresentou diferencas significativas quanto aos endpoints letais. Nos
endpoints subletais, frequéncia cardiaca e teratogenicidade apresentou diferencas

significativas em relacdo ao controle nos dois periodos.

Na avaliacdo do AIT, no que diz respeito a coagulacdo dos ovos apds 72h expostos
ao elutriato do P3 coletado no periodo chuvoso, nenhuma das quatro manipulacdes
apresentou diferenca significativa (ANOVA, F = 2,48; P = 0,092) (Gréfico 15).

Em relacdo a eclosdo dos ovos apds 96h, nenhum tratamento apresentou diferenca
significativa (ANOVA, F = 1,67; P = 0,217), mas os tratamentos que apresentaram
médias superiores de eclosdo ao resultado apresentando no teste base foram os
tratamentos de Aeracdo (9,0), Filtracdo (8,6) e adicdo de EDTA (8,33).

Os resultados obtidos durante a analise da mortalidade total, continuam seguindo
0 padréo de resultados dos outros parametros onde as manipulacGes ndo apresentam
diferencas significativas (ANOVA, F = 1,65; P = 0,219).

Os tratamentos com Filtracdo (Dunnett, q’= 29,0; P < 0,50), adicdo de EDTA
(Dunnett, q’= 29,0; P < 0,50) e adicdo de Tiossulfato de sédio (Dunnett, q’= 29,0; P <
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0,50) apresentaram diferencas significativas (ANOVA, F = 456,60; P <0,001) em relacéo
ao teste base do ponto na reducédo da teratogenicidade, e o tratamento com Aeracdo que
nos outros parametros partia reduzindo as medias, neste ndo se mostrou eficiente (Figura
18)

Gréfico 15 — Média das manipulacdes (+ desvio padréo) realizadas no elutriato do Ponto
3 do periodo chuvoso comparados com o Teste base e o controle. (* =

diferencas significativas).
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Figura 18 — Desenvolvimento dos embrides submetidos as manipulac6es dos elutriatos

do P3/chuvoso apds 96h.

A: Teste de caracterizacdo, B: Aera¢do, C: Filtragdo, D: Controle, E: Adicdo de EDTA,
F: Adicdo de Tiossulfato de sodio
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A frequéncia cardiaca apresentada nas manipulacdes em 24h ndo apresentou
diferencas significativas (ANOVA, F = 103,40; P < 0,001). A manipulagcdo com Aeragéo
(Dunnett, q’= 3,47; P < 0,50) apresentou diferenga em relacdo ao teste base. Apos 48h,
os tratamentos com Filtracdo, adicdo de EDTA e adicdo de Tiossulfato de sodio nédo
apresentaram diferencas significativas (ANOVA, F = 16,69; P < 0,001), porém os
tratamentos com EDTA e Tiossulfato de sodio obtiveram batimentos cardicos por minuto

superiores ao teste base (Gréfico 16).

Em 72h de exposicdo o elutriatos com Aeragdo (Dunnett, q’= 4,45; P < 0,50) ¢
Filtracdo (Dunnett, q’= 4,35; P < 0,50) apresentaram diferencas significativas na
frequéncia cardiaca media (ANOVA, F = 17,71; P < 0,001) em relagdo ao teste base, as
manipulacdes quimicas com adi¢cdo de EDTA e adicdo de Tiossulfato de sodio nao

apresentaram diferencas significativas.

A Aeracdo (Dunnett, q’=7,52; P < 0,50) e Filtragdo (Dunnett, g’= 7,56; P < 0,50)
apresentaram diferencas significativas (ANOVA, F = 74,02; P < 0,001), mas
apresentaram a média inferior de batimentos cardiacos em relacdo ao teste base. A adi¢ao
de EDTA e adicédo de Tiossulfato de sodio apresentaram resultados superiores as médias
do teste base e mais proximas ao resultado obtido com o grupo controle, demonstrando
que neste parametro os tratamentos com adicdo de EDTA e adi¢do de Tiossulfato de sddio

sdo mais eficientes na reducdo de toxicidade no P3 no periodo chuvoso.

Gréafico 16 — Média das frequéncias cardiacas diarias das manipulagdes (+ desvio padréo)
realizadas nos elutriatos do Ponto 3 do periodo chuvoso comparados o Teste

base e o controle. (* = diferencas significativas)
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O ponto de coleta 3, foi 0 que apresentou menor tocixidade no periodo seco em
relacdo aos outros pontos de coleta, porém nos endpoints subletais, frequéncia cardiaca e
teratogenicidade foi observada diferencas em relacdo ao controle. Na avalia¢do do AIT,
no que diz respeito a coagulacdo dos ovos apds 72h de manipulacéo, os quatro tratamentos
apresentaram médias de coagulacdo maiores que a do teste base, os tratamentos com
adi¢ao de EDTA (Dunnett, q’=4,33; P <0,50) e Tiossulfato (Dunnett, ¢’=7,66; P <0,50)
apresentaram diferencas significativas (ANOVA, F = 11,65; P = 0,092), mostrando que
nenhum dos tratamentos utilizados foi capaz de reduzir a toxicidade neste parametro
(Grafico 17).

Em relacdo a eclosdo dos ovos apds 96h de manipulagdo, o tratamento com adicdo
de Tiossulfato de Sodio (Dunnett, q’= 4,67; P < 0,50) apresentou diferenca significativa
(ANOVA, F =9,07; P = 0,217) em relacdo ao teste base, mas tanto neste tratamento
quanto os outros trés ndo foram eficientes na reducdo da toxicidade, pois suas médias de
eclosédo de ovos, foram inferiores a apresentado pelo teste base.

Os resultados obtidos durante a analise da mortalidade total, continuam seguindo
0 padréo de resultados anteriores onde o tratamento com adicao de Tiossulfato de sddio
(Dunnett, g’= 3,90; P < 0,50) apresentou diferencas significativas (ANOVA, F = 1,65; P
= 0,219) em relacdo ao teste base, se mostrando o tratamento com menor resposta

positiva.

As quatro manipulacdes se mostraram eficazes na reducao da teratogenicidade em
relacdo ao teste base apresentando diferencas significativas (ANOVA, F = 55,15; P <
0,001), sendo o tratamento de Aera¢do (Dunnett, g’= 13,41; P < 0,50) mais eficiente,
seguido pelo de adicdo de EDTA (Dunnett, g’= 12,97; P < 0,50), adi¢ao de Tiossulfato
(Dunnett, g’= 12,52; P < 0,50) e Filtragao (Dunnett, q’= 11,18; P < 0,50) (Figura 19).
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Grafico 17 — Média das manipulacgdes (+ desvio padrado) realizadas nos elutriatos do Ponto
3 do periodo seco comparadas com o Teste base e o controle. (* = diferencas

significativas)
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Figura 19 — Desenvolvimento dos embries submetidos as manipulac6es dos elutriatos
do P3/seco apds 96h.

A: Teste de caracterizacdo, B: Aeragdo, C: Filtragdo, D: Controle, E: Adi¢do de EDTA,
F: Adicdo de Tiossulfato de sédio

A frequéncia cardiaca apresentada pelas elutriatos manipulados no periodo seco
em 24h ndo apresentaram diferencas significativas (ANOVA, F = 500,83; P = 1,00) em
relacdo ao teste base. As manipulacfes também ndo apresentaram diferencgas
significativas (ANOVA, F = 1,05; P = 0,43) em relacdo ao teste base em 48h de
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exposicdo, porem nota-se um aumento da frequéncia cardiaca nas quatro, se aproximando

do valor encontrado no teste base (Grafico 18).

Em 72h de exposicao o elutriato com o tratamento adicao de Tiossulfato de sddio
(Dunnett, q’=3,01; P < 0,50) apresentou diferenca significativa (ANOVA, F =8,53; P =
0,001) em relagdo ao teste base, os com Aeracdo, Filtracdo e adicdo de EDTA,
apresentaram frequéncias cardiacas médias de 162, 7; 154 e 146,3 respectivamente se

aproximando do valor 171 batimentos/minuto encontrado durante o teste base.

Apos 96h de exposicdo, as manipulacbes apresentaram diferencas significativas
em relacdo ao teste base (ANOVA, F =5,19; P =0,009), variando os batimentos cardiacos
de acordo com o tratamento, 0 que apresentou maior frequéncia cardiaca em relacéo ao
teste base foi a Aeracdo (166,7 batimentos/minuto), as demais manipulacOes

apresentaram frequéncias cardiacas inferiores que a do teste base.

Gréafico 18 — Média das frequéncias cardiacas diarias das manipulagdes (+ desvio padréo)
realizadas nos elutriatos do Ponto 3 do periodo seco comparados com o

Teste base e o controle. (* = diferencas significativas)
200

180
8160

m
[N
B
o

=
o N
S o

o]
o

[o2]
o

Ne de batimentos/

N b
o O

o

24h 48h 72h 96h
Periodos de observagdo
Tendo em vista os resultados obtidos pelas manipulacdes do AIT e sua
heterogeneidade de toxicidade, tanto nos periodos quanto nos parametros avaliados,
sugere-se que a contaminagdo dos pontos de coleta ndo é motivada apenas por um grupo
de substancias, mas possivelmente por dois ou trés em cada ponto ou devido a interacdes
fisico-quimicas, como sera apontado na Tabela 8, mediante a reducéo da toxicidade dos

elutriatos por mais de uma manipulagéo usada.
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Tabela 8 - Indicacdo de possiveis contaminantes mediante a eficiéncia significativa das manipulagdes realizadas nos elutriatos do rio Capibaribe

nos periodos chuvoso e seco.

Pontos de Coleta P1 P2 P3
Periodo Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco
Endpoints CE M T FCEMMTU FC CEMTU FC CEMTUFCIEMMMTFTC CEWMT F

Manipulagdes

Possiveis
contaminantes

Aeracdo

Sélidos volateis
(solventes
organicos),
oxidaveis (cloro)
ou flotaveis
(surfactantes)

Filtracao

Sélidos filtraveis
ou metais
(atragdo pelo
filtro de acetato
de celulose)

Adicédo de
EDTA

Metais catidnicos

(Cr, Al, Cd, Cu,

Fe, Pb, Mn, Ni,
Zn)

Adicdo de T.

de Sodio

Oxidantes (cloro,
perdxidos) e
metais cationicos
(Cu, Cd e Hg)

LEGENDA: C - coagulacéo 72h; E - ecloséo 96h; M - mortalidade total 96h; T - teratogenicidade 96h; F - frequéncia cardiaca 96h.



70

6 DISCUSSAO

6.1 TESTE BASE E ANALISE GRANULOMETRICA

Os resultados obtidos durante o Teste base comprovaram que as amostras coletadas
nos trés pontos do estuario do rio Capibaribe sdo toxicas param os embrides de Danio
rerio, corroborando aqueles apresentados em estudos anteriores realizados neste mesmo
estuario, onde apontam que tanto a &gua, como sedimento e organismos presentes neste
ambiente estdo contaminados por diversas substancias, como por exemplo: coliformes
fecais, metais, organoestanicos, hidrocarbonetos, organoclorados, entre outros
(FEITOSA, 1988; SILVA, 2004; CASTRO et al., 2007; FARRAPEIRA et al., 2010;
MACIEL, 2015 (a;b); MACIEL, 2016; ZANARDI-LAMARDO et al., 2016;).

A diferente toxicidade apresentada nos paramentos avaliados entre pontos pode
estar relacionada a distribuicdo granulométrica heterogénea e MO entre as amostras,
como foi observado também nos estudos sobre o estuario do rio Capibaribe de Resende
et al., (2016) e Oliveira et al., (2014), onde esses autores atribuem essa heterogeneidade
a influéncia das fontes fluviais e marinhas. No presente estudo o Ponto 1 (Ponte da
Caxangd) apresentou maior predominancia da fracdo fina (silte + argila), seguido pelo
Ponto 2 (Parque Santana), esse alto teor de lama no estuario do rio Capibaribe esta
provavelmente relacionado ao baixo fluxo de energia do estuario que pode favorecer a
deposicéo dos sedimentos mais finos (Oliveira et al., 2014), que de acordo Fenili (2011)
e Mudrock e Macknigth (1997) existe uma correlacdo entre as fracdes granulométricas
finas e alguns contaminantes, como os metais, onde essas substancias tendem a ficar
adsorvidos em particulas menores, ficando incorporada principalmente na porcéo de silte

e argila.

As analises granulométricas e MO observadas neste estudo corroboram com o
trabalho de Resende et al., (2016) que aprova a afirmacdo que quanto maior o nimero de
particulas finas no local maior o indice de matéria organica (GAO et al. 2012; SARMA
etal., 2012). Particulas menores de sedimento tendem a possuir sitios ativos que facilitam
a adsor¢ao da MO e compostos hidrofbicos, como os HPAs (BICEGO et al., 2008; XIA,;
WANG, 2008; ARAGHI et al., 2014). Embasado em estudos pretéritos feitos em areas
costeiras impactadas, assim como o0 estuario do rio Capibaribe, pode-se esperar a

tendéncia de haver contaminacdo por HPAs em sedimentos onde ha predominancia de
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finos e, por consequéncia, um alto teor de MO (BICEGO et al., 2006; WANG et al., 2006;
WAGENER et al., 2010; CHEN; CHEN, 2011; ARAGHI et al., 2014).

O P1, ponto mais distante da desembocadura do rio, situado proximo a uma
comunidade ribeirinha, que despeja todos seus dejetos sem nenhum tratamento
diretamente no rio, apresentou maior complexidade de resultados no teste base do periodo
chuvoso, segundo Coimbra (2015) os periodos chuvosos promovem uma maior lixiviacéo
dos contaminantes que estejam adsorvidos no sedimento tornando-os biodisponiveis no
ambiente, durante o periodo de chuvas o aumento das descargas de agua podem

potencializar o transporte dos contaminantes para corpos d’agua.

No periodo seco houve a reducdo nos parametros que apresentaram-se tGxicos no
chuvoso, sendo toxico apenas no parametro dos efeitos teratogénicos, Bertolleti (2013)
recomenda que sempre que os efeitos letais ndo forem suficientemente significantes para
caracterizar um efeito toxico, a utilizacao de ensaios de toxicidade crdnica € indicada para
observar os possiveis efeitos subletais apresentados pela amostra estudada, os resultados
obtidos demonstram que os efeitos subletais sdo de suma importéncia para avaliagcdo da
toxicidade de amostras ambientas.

O P2, trouxe um efeito bem distinto entre os resultados do teste base dos periodos
chuvoso e seco, expondo uma maior toxicidade durante o periodo seco, segundo Silva et
al. (2006) a concentragdo de contaminantes, por exemplo 0s metais, durante o periodo
seco fica mais concentrada na primavera e principalmente no verao tornando o ambiente

mais toxico.

Mediante aos pardmetros subletais avaliados (batimentos cardiacos e
teratogenigidade) os pontos se mostram mais toxicos quando avaliados por esses
endpoints. Foi visto que dentre os efeitos teratogénicos observados o delay foi 0 mais
presente nos embrides expostos aos elutriatos, Tensolin et al. (2014) estudando os efeitos
dos herbicidas em embrides de D. rerio também observou dentre os endpoints utilizados
que o atraso do desenvolvimento (delay) foi o caso mais encontrado na contaminagéo por

£sses compostos.

Tambem foi observado nos 3 pontos uma reducdo na taxa de ovos eclodidos,
segundo Dammisk et al. (2011), geralmente os ovos de D. rerio levam de 2 a 3 dias apds
fertilizacdo, este tempo varia também de acordo com a temperatura, mais como 0s

bioensaios foram realizados in situ com temperatura padronizada de 25° C, este efeito
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pode ter sido causado por outros fatores como 0s possiveis contaminantes presentes no
elutriatos. Edemas de pericardio, edema de saco vitelino, escoliose foram observados em
alguns embriGes exposto com as amostras do presente estudo, essas méas formacdes
também descritas em trabalhos que estudaram a toxicidade de farmacos e metais pesados
(WHATSON et al., 2014; TENSOLIN, 2015; ZHANG et al., 2015; TOKUNAGA et al.,
2016; Ll et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017).

Na avaliacdo da frequéncia cardiaca diaria dos embrides, foi visto que estes animais
expostos apresentaram um decrescimento de batimentos, principalmente nas primeiras
48h de exposicéo, corroborando com o delay do desenvolvimento igualmente observado
nas amostras analisadas, Andrade (2004), Naguel (2002), Samson et al., (2001) também
notaram um decrescimento nos batimentos cardiacos dos embribes de D. rerio, quando
expostos a um efluente téxtil, ao propanol e a Metil mercdrio. Andrade (2004) e Billiard
et al., (1999) reconheceram que os batimentos cardiacos revelou ser um pardmetro que
reage precocemente a toxicidade de efluente téxtil e as manifestacdes cardiovasculares

como primeiro alvo do peixe zebra quando exposto a dioxinas

Alguns estudos ja reportaram alteracbes a niveis ecoldgicos em comunidade
bidticas do estuario do rio Capibaribe, tais evidencias demostram o risco de grandes
proporcdes para os taxons oligocheata e nematoda (VALENCA, 2009), outros estudos
utilizando espécies de cladoceros, bivalves, poliquetas e crustaceos (PARANGUA et al.,
2005; MACIEL, 2015) registraram alteragdes bioldgicas e fisioldgicas nesses organismos
e nas comunidades resultantes da exposic¢ao ao poluentes, nenhum estudo ainda foi feito
para avaliar os efeitos dos peixes expostos as contaminantes presentes no estuario em

questao.

6.2 AIT

6.2.1 Ponto1l

Ap0s a aplicacdo das manipulagdes propostas pelo AIT e os resultados obtidos por
estas, mostrou que o processo de Filtragdo foi uma das manipulacdes que reduziu a
toxicidade dos parametros avaliados nos embriGes expostos aos elutriatos do Ponto 1,
acordo Welkje (2010) a membrana de acetato de celulose usada no tratamento de filtragéo

além de reter as particulas mais finas do sedimento que ficaram suspensas no elutriato,
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apresentam uma grande afinidade pelos metais, devido a existéncia de uma atragédo
eletrostatica entre a membrana e 0s metais, 0 que sugere uma possivel contaminacéo por

substancias do grupo dos metais neste ponto.

Hockett e Mount (1996) conduziram estudos de AIT em um efluente de uma
pequena industria e notaram que a adicdo de EDTA e tiossulfato de sodio eliminou a
toxicidade aguda do efluente para o organismo Ceriodaphia dubia, aliado a outros fatores
como reducdo de toxicidade apds filtracdo, os autores suspeitaram gque 0S responsaveis

pela toxicidade eram metais, como é o caso da amostra P1 do presente estudo.

A aeracdo foi uma das manipulacdes que reduziu a toxicidade de maneira
significativa, e que pode ser uma indicacdo que houve volatilizacdo de algum composto
organico inclusive surfactante (devido a reducdo simultanea pela filtracdo). Segundo
Lavorante (2014) quanto maior for o nimero de manipulacGes que reduzam a toxicidade
da amostra, maior sera a complexidade toxicoldgica do local, devido as diversas fontes
de contaminac@es nota-se que a amostra em estudo sugere que a presenca de mais de 4

classes de contaminantes associados a toxicidade do local.

6.2.2 Ponto 2

O ponto P2 também apresentou na analise granulométrica um grande percentual de
finos, é possivel que mediante a isto, a manipulacdo com filtragdo tenha mostrado maior
reducdo de toxicidade, seguida pelas adicdes de EDTA e Tiossulfato de sédio o que
sugere que o composto que é responsavel pela toxicidade do local também faz parte do
grupo dos metais. Lyman (1995) afirma que os metais podem ser adsorvidos pelo material
em suspensdo, podendo formar complexos com outras inimeras substancias organicas
naturais ou sintéticas, onde estas ligacGes podem ser influenciadas principalmente pela

temperatura, pH e o tipo de ligante.

As manipulagdes variaram na reducdo da toxicidade do ponto P2 que se mostrou
muito mais complexo durante o periodo seco, a manipulacdo com adi¢do de EDTA
potencializou o efeito toxico da amostra, causando 100% da coagulagéo dos ovos, estudos
pretéritos insinuam que quando ha o aumento da toxicidade apos esta manipulacéo, pode
estar associado ao fato deste quelante ter retirado algum metal que estava inibindo a
toxicidade, e sua auséncia aumenta o efeito letal (RAJENDA KANAL et al., 2015; JIN-
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SUNG et al., 2016) o EDTA também nao é eficaz na remoc¢édo de complexos com metais

aniodnicos e forma ligagdes fracas com Ag, Cr e Tl (USEPA, 1996).

6.2.3 Ponto 3

As manipulagdes variaram a eficiéncia no P3, porém de modo geral as mais eficazes
foram respectivamente a adicdo de EDTA e a filtracdo o que sugere uma contaminagéo
por metais, a manipulacdo com aeragdo teve uma alta taxa de eclosdo, mas a maioria das
larvas eclodidas apresentaram efeitos teratogénicos, segundo Cavalcanti (2017) as larvas
recém eclodidas por estarem foram do ovo ndo possuem nenhuma barreira ou estrutura
que impeca ou diminua a exposicao de certos contaminantes, o que indica que a aeracdo
ndo foi capaz de retirar todos contaminantes presentes na amostra, 0 que sugere gue na
amostra possui mais de um grupo toxico, porém os que sao removidos pela aeracdo, como
0s compostos oxidaveis, volateis e sublateis ndo foram os responsaveis efeito teratogénico

nas larvas.

A manipulagdo com Tiossulfato de sodio ndo foi eficaz neste ponto, pois aumentou
0 numero de ovos coagulados e 0s causou a eclosdo prematura nos ovos que chegaram a
se desenvolver. Sabe-se que sinais fisicos e quimicos detectados pelo embrido ativam a
producdo da enzima relacionada a eclosdo (corionase), que degrada a camada interna do

cérion e permite movimentos que proporcionam o evento da eclosdo (FUIMAN, 2002).

Diferentes mecanismos tdxicos podem justificar o atraso ou falha na eclosdo, como
a inducdo funcional anormal da ensina corionase e/ou a incapacidade das larvas
emergentes de quebrar a casca dos ovos (HALLARE et al., 2005; JEZIERKA et al.,
2009). Corroborando com o estudo de Jesierska et al. (2009) que afirma que os metais
podem inibir ou acelerar o processo de eclosao dos peixes, a eclosdo prematura, também
foi observada nos estudos de Jesus et al. (2013) e de Oliveira et al. (2013), onde houve
aumento na taxa de eclosdo de D. rerio expostos ao antisséptico clorexidina e ao
antibiotico amoxilina, o presente estudo sugere que o tratamento com Tiossulfato retirou

0/0s composto (s) que mantinham a toxicidade menor desta amostra.

A aeracdo pode proporcionar remocdo dos efeitos tdxicos por volatilizacéo,
remocdo de surfactantes por emulsdo e alteracdo quimica da substancia toxica por

oxidacdo. Algumas substancias com estas caracteristicas seriam o sulfeto de hidrogénio,
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a amonia e os hidrocarbonetos volateis (U.S.EPA, 1991; 1996). Perdas consideraveis de
amonia em meio aquoso ocorrem por volatizacdo e/ou aumento de pH (WHO, 1992). Foi
a aeracdo a manipulacdo que reduziu de forma mais eficiente os efeitos toxicos do ponto
P3, sugerindo que compostos susceptiveis a estes processos podem estar envolvidos com

a toxicidade inicialmente verificada.

Ankley et al., (1990) abordaram as caracteristicas de surfactantes durante o
processo de AIT e foi verificado que a toxicidade dos surfactantes pode ser removida pela
aeracdo, provavelmente pelo o processo de sublacdo e pela filtracdo das amostras, o que
sugere que este ponto de coleta no estuario do rio Capibaribe esteja sofrendo o efeito
toxico deste grupo de contaminante pelo fato das manipulac6es de aeragéo e filtragéo

terem sido as mais eficientes na reducdo da toxicidade.

Na regido mais proxima a desembocadura do estuario, elevados niveis de imposex
(formacdo de 6rgdos masculinos em fémeas de gastropode) foram reportados por Castro
etal., (2007), este fendmeno pode ser resultado da exposicao dos organismos a compostos
organicos como tribulestanho (TBT) e trifenilestanho (TPT), concentragbes de metais
também foram encontrados nos sedimentos do estuario do rio Capibaribe, teores de
cadmio, cobre, ferro, cromo, zinco e manganés apresentaram concentragdes muito acima

do permitido, sendo a fauna regido mais proxima da foz a mais impactada.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo ambiental na atualidade tem uma importancia consideravel, visto que
devido as atividades humanas, a pressdo sobre 0s recursos naturais apenas aumentou.
Observa-se que hoje existem milhares de substancias quimicas que sdo lancadas no

ambiente pontualmente ou difusamente, residuos das atividades humanas.

Devido a essa complexidade, as técnicas da avaliacdo desses ecossistemas, deve
integrar ferramentas que reduzam as incertezas e estabelecam medidas de controle e
recuperagdo. Mediante a isto o AIT assume no mundo atual um importante papel nos
estudos de ambientes degradados por substancias quimicas e residuos gerados por

atividades antropicas.

Diante destes resultados, conclui-se que a toxicidade das amostras coletadas no
estuario do rio Capibaribe é variavel e bastante complexa, fato que pode ser atribuido a
diversidade de atividades realizadas na area, as diferentes influéncias sofridas pelos
pontos estudados. A toxicidade das amostras de sedimento aos embrides de Danio rerio
pode ser atribuida a substancias de diferentes fontes e as varias relacdes e efeitos que estas

podem apresentar quando presentes simultaneamente no ambiente.

Trata-se do primeiro trabalho de AIT realizado na regido estuarina do rio Capibaribe,
cujos estudos necessitam ser aprofundados com a utilizagdo de outras técnicas analiticas
e de preparo de amostra para fornecer mais informacGes em relagdo as possiveis causas
da toxicidade da regido, como por exemplo as Fase Il e 111 do AIT. Assim com trabalhos
que facam uma correlagdo entre os grupos contaminantes encontrados nos pontos e as
fontes poluidoras circundantes.Notou-se que a adicdo de parametros subletais, com
teratogenicidade e frequéncia cardiaca, contribuiu para aumento da sensibilidade do teste,

demonstrando de forma prévia os efeitos causados pelas amostras ambientais.

A resolucdo de qualquer problema relacionado a toxicidade do estuario do Rio
Capibaribe, assim como ja exposto em estudos anteriores, estd na adocdo de politicas
publicas para solucao de problemas de saneamento béasico, conscientiza¢do da populagéo,
incentivo aos meios de producdo mais sustentaveis, investigacdo de industrias com
descargas irregulares e por fim, projetos de monitoramento ambiental mais frequentes e
com maior duracdo, que poderdo subsidiar quaisquer acdes de manejo de forma mais

adequada.
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