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RESUMO

Os efluentes oriundos das estagdes de tratamento de esgoto sdo geralmente
despejados em rios, estuarios e oceanos. Com o aumento da populagdo humana,
esse volume tende a ser cada vez maior, fazendo-se necessario estudos que avaliem
os impactos causados nos ecossistemas aquaticos bem como em sua biota. Efluentes
tratados contém carga de matéria organica e componentes sintéticos, que apresentam
uma gama de xenobioticos que ocasionam efeitos negativos sobre a biodiversidade
aquatica. Os testes ecotoxicoldgicos sao utilizados para avaliar os impactos em
ambientes aquaticos, sendo o microcrustaceo Daphnia similis e o peixe Poecilia
vivipara modelos biolégicos amplamente empregados nesses estudos. Nesse sentido,
este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do despejo de efluente domeéstico
tratado nestes dois organismos quando expostos a diferentes gradientes de
concentragédo de efluente tratado (100%, 75%, 50%, 25%, 0%), visando avaliar os
efeitos em sua reprodugéo, sobrevivéncia e alteragdes histopatoldgicas no tecido
branquial das larvas de peixe. Para os ensaios com o microcrustaceo D. similis,
adotamos as diluicées (100%, 75%, 50%, 25%, 10% e 0%), para no teste agudo
avaliar a imobilidade e mortalidade enquanto no teste crénico avaliar a reproducéo do
numero de neonatas por fémea. A exposicao ao efluente tratado nas diluicdes 100%
e 75% ocasional mortalidade dos organismos e promoveu alteragdes nos tecidos
branquiais das larvas de P. vivipara em todas as diluicdes testadas. Os dados de CEsg
para niveis de toxicidade nos ensaios com o0s organismos Daphnia spp.
caracterizaram-se como moderadamente toxica e, quando diluido (10%, 25% e 50%),
o efluente tratado ndo afetou a sobrevivéncia desses organismos e ocasionou
acréscimo na taxa de reproducdo. Desta maneira, reforcamos que sdo necessarias
mais pesquisas conduzidas tanto in situ quanto testes laboratoriais, visando
compreender de forma holistica as consequéncias que o despejo do efluente tratado
neste ponto do Rio ltapanhau e em seu entorno.

Palavras Chave: Bertioga. Rio Itapanhau. Ecotoxicologia. Impacto ambiental.
Recursos Hidricos.



ABSTRACT

Effluents from sewage treatment plants are generally discharged into rivers, estuaries
and oceans. With the increase in the human population, this volume tends to be
increasingly larger, making it necessary studies that assess the impacts caused on
aquatic ecosystems as well as on their biota. Treated effluents contain loads of organic
matter and synthetic components, which have a range of xenobiotics that cause
negative effects on aquatic biodiversity. Ecotoxicological tests are used to assess
impacts on aquatic environments, with the microcrustacean Daphnia similis and the
fish Poecilia vivipara biological models widely used in these studies. In this sense, this
study aimed to evaluate the effects of the discharge of treated domestic effluent in
these two organisms when exposed to different gradients of concentration of treated
effluent (100%, 75%, 50%, 25%, 0%), to evaluate the effects on their reproduction,
survival and histopathological changes in the branchial tissue of fish larvae. For the
tests with the microcrustacean D. similis, we adopted the dilutions (100%, 75%, 50%,
25%, 10% and 0%), in order to evaluate immobility and mortality in the acute test while
in the chronic test to evaluate the reproduction of the number of neonates per female.
Exposure to treated effluent at 100% dilutions and 75% occasional mortality of the
organisms and promoted changes in the branchial tissues of P. vivipara larvae in all
tested dilutions. The EC50 data for toxicity levels in trials with Daphnia spp. they were
characterized as moderately toxic and, when diluted (10%, 25% and 50%), the treated
effluent did not affect the survival of these organisms and caused an increase in the
reproduction rate. In this way, we reinforce the need for more research conducted both
in situ and laboratory tests, in order to understand in a holistic way the consequences
that the discharge of the treated effluent in this point of the Itapanhau River and in its
surroundings.

Palavras Chave: Bertioga. Rio Itapanhau. Ecotoxicologia. Impacto ambiental.
Recursos Hidricos.
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INTRODUGCAO

O ecossistema aquatico € altamente suscetivel a poluicdo, assim como os
organismos que o habitam e a deposigédo de poluentes em sistemas hidricos, mesmo
que temporariamente e em baixas concentragcdes, contribui para a sua contaminagao,
uma vez que ha uma tendéncia de acumulagéo dessas substancias nos sedimentos
e nos organismos aquaticos (DIAMOND et al., 2018; CAPPARELLI et al., 2019). Em
regides estuarinas, 0os organismos aquaticos sdo cada vez mais expostos a uma
grande gama de compostos quimicos, liberados em quantidades crescentes, devido
a continua expansao das atividades humanas (LI et al., 2016; GARBOSSA et al.,
2016).

O rapido crescimento populacional, muitas vezes de forma desordenada,
irregular e ilegal, afeta os ambientes marinhos e estuarinos resultando em alteragdes
dos ciclos biogeoquimicos e na perda de biodiversidade (LINDEBOOM, 2002;
CAMPANHA et al., 2010, MEDEIROS et al., 2012) e também, na deterioragdo dos
ecossistemas e a perda de habitats como consequéncias destas ocupagdes (XUEMEI
et al; 2014; VERAS et al.,, 2019). Além disso, fatores como a alta densidade
populacional e a extragdo da agua para o consumo aliados a precariedade da
infraestrutura de saneamento (MEDEIROS et al., 2017) estdo correlacionadas com a
transmissdo de doengas aos seres humanos (MITOSO et al.,, 2016). Assim, a
preocupagao com 0 meio ambiente e a poluicdo dos recursos hidricos tornou-se um
problema de interesse publico, atrelado ao fato de caréncia de politicas publicas para
o setor e auséncia de mecanismos de controle e fiscalizacdo destes agentes
poluidores (POSSETTI et al., 2017). Portanto, existe a necessidade do monitoramento
ambiental dos corpos d’agua, visando compreender as interagdes entre os poluentes
e os seres vivos, bem como sua suscetibilidade aos poluentes (LINDE-ARIAS et al.,
2008).

Apesar do direito humano a agua e ao saneamento basico, definidos pela
Assembleia Geral das Na¢des Unidas (2010), a qual o Brasil € signatario, a coleta e o
tratamento de aguas residuarias ainda ndo sdo supridos de maneira adequada
(STEPPING, 2016), desta forma, parte do efluente n&o € coletado ou ndo recebe
tratamento. Porém, parte destes efluentes recebe tratamento realizado por uma
Estacdo de Tratamento de Efluentes (ETE), sendo esse efluente caracterizado por

uma mistura complexa de substancias que se fundem e sao liberadas no meio



ambiente apos sua degradagéo e transformacéo (DIAMOND et al., 2011; OHLINGER
et al., 2013; COORS et al., 2018) e a sua toxicidade esta associada ao método de
tratamento empregado, o tamanho da populagcdo e o regime climatico da regido
(DIAMOND et al., 2011).

O tratamento de efluentes pelo método de lodo ativado (Figura 1) € eficaz na
remocao de produtos quimicos e farmacos muitas vezes superior aos outros tipos de
tratamento, por exemplo, filtro por gotejamento e lagoas de decantagéo
(GULKOWSKA et al., 2008; KASPRZYK-HORDERN et al., 2009). Porém, Gotvajn et
al. (2009) ressaltam que mesmo os sistemas mais modernos de tratamento de
efluente ndo sdo capazes de eliminar totalmente a acdo de algumas substancias
xenobidticas inibidoras bioldgicas e genotoxicas, ocasionando danos a biodiversidade
presente no corpo receptor dos efluentes. Assim, devido a preocupacdo com a
destinagdo final do efluente, deve-se levar em consideragdo além das analises
quimicas do perfil desta agua, a toxicidade biolégica e a presenca de farmacos
(TONKES et al.; 1999, JORDAO e PESSOA, 2008, VERAS et al., 2019).
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Figura 1. Modelo de tratamento com lodo ativado.
Fonte: Companhia de Saneamento Basico do Estado de Sao Paulo (SABESP)



Nesse sentido, a condugao de testes de toxicidade de efluentes visam avaliar
os efeitos potencialmente toxicos sobre os organismos aquaticos (RA et al., 2006).
Testes ecotoxicologicos realizados com o proprio efluente sdo reconhecidamente
bons indicadores da sua qualidade, podendo ser avaliado o efeito toxico resultante da
interacdo entre as substancias nele presentes, além de levar em consideragao a
biodisponibilidade dos contaminantes (RA et al., 2006; BERTOLETTI, 2013).

Os bioensaios sdo amplamente utilizados para avaliar os efeitos da introdugao
de xenobidticos em corpos aquaticos, sejam eles oriundos de efluentes domeéstico,
industrial ou de acidentes ecoldgicos. Em testes realizados com organismos vivos,
pode-se observar efeitos agudos e crénicos. O primeiro denominado efeito agudo
apresenta respostas rapidas e severas, geralmente associadas a concentragao das
substancias toxicas presentes na amostra testada, sendo capazes de levar a morte
dos individuos em um curto periodo. Ja o segundo denominado efeito cronico, refere-
se a resposta observada a um estimulo a longo prazo, geralmente observado em
situagbes em que as concentragbes toxicas permitem a sobrevivéncia dos
organismos, porém podem afetar suas fung¢des biolégicas a médio e longo prazos
(GHERARDI-GOLDSTEIN et al., 1990).

Alguns organismos bioindicadores sdo amplamente utilizados nestes testes e
resultados obtidos com mais de uma espécie sdo mais confiaveis (GHERARDI-
GOLDSTEIN et al., 1990; BERTOLETTI, 2013), avaliando com maior seguranga os
possiveis impactos no corpo receptor. Dentre os organismos comumente utilizados
nesses bioensaios, podemos citar o microcrustaceo, pulga d’agua Daphnia similis
(Claus, 1876) e o peixe guaru ou barrigudinho Poecilia vivipara (Bloch & Schneider,
1801). As Daphnia spp. sdo organismos de agua doce, abundantes em aguas
continentais, com tamanho médio de 0,5 a 5,0 mm de comprimento. Geralmente,
apresentam reproducgéo partenogénica, onde as fémeas produzem células diploides
que originam outras fémeas, geneticamente idénticas. Apresentam uma camara
incubatdria na parte dorsal e as neonatas sao liberadas para o ambiente apds cerca
de quatro dias, tornando-se capazes de reproduzir entre cinco a dez dias apds o
nascimento (BUIKEMA e SHERBERGER, 1977; EBERT, 2011; MINER et al., 2012;
KOTOV, 2015).

A familia Poeciliidae abriga cerca de 200 espécies, amplamente distribuida em
paises da América e Africa (LUCINDA, 2003). Os peixes desta familia sdo
amplamente utilizados em ensaios bioldgicos devido a sua alta prolificidade e curto



tempo de geracado, resisténcia ao ambiente laboratorial (COOMAN et al., 2005;
REZNICK et al., 2017, OLKOVA et al., 2018; LEE et al., 2019). A fase larval dos peixes
caracteriza-se por ser uma etapa de rapido desenvolvimento ontogénico, alta taxa de
crescimento especifico e grande sensibilidade a alteragdes nos parédmetros de
qualidade de agua (WESTERNHAGEN, 1988). A avaliacdo da mortalidade e
toxicidade na fase larval € de extrema relevancia, uma vez que impactos ocasionados
nessa etapa podem causar decréscimo na populagdo adulta (OLKOVA et al., 2018;
LEE et al., 2019).

Além da observacido dos efeitos na sobrevivéncia dos peixes expostos a
substancias toxicas, podemos utilizar os biomarcadores histolégicos, pois sao de
baixo custo e eficientes para diagnosticar a condigdo vital dos peixes e, por
consequéncia, avaliar a condigdo ambiental dos ecossistemas aquaticos (PEREIRA
et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2016). Por meio da histologia, € possivel avaliar os
efeitos de poluentes organicos e inorganicos sobre os peixes (SANTOS-FILHO et al.,
2014) e observar resultados significativos quanto ao efeito da exposicédo desses
organismos em condi¢des estressoras do ambiente que habitam (YANCHEVA et al.,
2015).

Muitos autores relatam alteragdes histoldgica em érgéos de peixes que vivem
em ambientes contaminados ou em seu entorno (TRIEBSKORN et al., 2008; LUKIN
et al. 2011; OLIVA et al., 2013; DANE & SISMAN, 2015) acometendo principalmente
branquias (DANE & SISMAN,2015; VIEIRA et al., 2017), figado (PAULO et al., 2012;
JORDANOVA et al., 2016; VIEIRA et al., 2017), rins (CAMARGO & MARTINEZ, 2007;
HAMED et al., 2017), érgéos reprodutores (HARAYASHIKY et al., 2013; KAPTANER
et al., 2016) e tecido 6sseo (SLOOFF, 1982; WESTERNHAGEN et al., 1998; MUTLAK
et al., 2018). Portanto, estudos histologicos podem elucidar alteragdes em tecidos
organicos e, desta forma, a compreensao dos efeitos provocados pela exposi¢céo a
aguas contaminada gerando informagdes sobre a qualidade dos corpos d’agua bem
como o impacto ocorrido sobre as espécies de peixes residentes em areas com
deposicao de efluentes.

Assim, esse estudo visou verificar os efeitos do efluente tratado em
organismos pertencentes a dois niveis troficos diferentes, o microcrustaceo, pulga
d’agua (Daphnia similis) e larvas do peixe guaru (Poecilia vivipara) expostas
experimentalmente a diferentes gradientes de efluente doméstico tratado.



MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O efluente tratado analisado é despejado pela companhia responsavel pelo
tratamento de esgoto municipal no rio Itapanhau, no ponto de coleta (23°49'02.2"S
46°09'08.0"W) (Figura 2), através de tubulagcdo na margem do rio, ficando
parcialmente submersa no momento da maré cheia. Segundo a Companhia de
Saneamento Basico do Estado de Sdo Paulo (SABESP), o método utilizado para
tratamento de esgoto na cidade € lodos ativados em batelada. O rio Itapanhau
localiza-se no Parque Estadual da Serra do Mar, situando-se na 72 Unidade de
Gerenciamento de Recursos Hidricos (UGRHIs) — da Baixada Santista no municipio
de Bertioga-SP, sendo classificado pela CETESB (2018) como classe 1, aquele que
suas aguas, dentre outras destinag¢des, podem ser destinadas ao abastecimento para
consumo humano, apos tratamento simplificado.

A coleta foi realizada dia 12 de maio de 2019, no final do periodo da tarde, por
volta das 16h15, com boas condicbes do tempo. No momento da coleta, o rio
Itapanhau estava com maré baixa e o efluente doméstico tratado foi coletado
diretamente da tubulagdo que desemboca no rio, sem que houvesse contato entre o
efluente coletado da tubulagao e o rio Itapanhau. Na ocasido da coleta n&o era feriado
no municipio de Bertioga-SP e o municipio possui uma populagdo de 61.736
habitantes (CESTEB, 2018), ocasido em que ha um aumento exponencial da sua
populacao, devido estar localizada numa regido litoranea.
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Figura 2. Ponto de coleta do efluente doméstico tratado.




Avaliacao da qualidade de agua

Concomitantemente a coleta do efluente doméstico tratado, foram coletadas
aliquotas para avaliagdo dos parametros de qualidade de agua utilizando-se frascos
de vidro, acondicionadas em caixa de isopor contendo gelo e enviadas para o
laboratorio de analise de agua (Controle Analitico de Analises Técnicas Ltda, relatorio
n° 24418/2019). Os parametros avaliados e os métodos utilizados encontram-se

descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Métodos utilizados para obtencao dos resultados para os parametros de qualidade
de agua avaliados.

Parametro Método
Demanda biolégica de Oxigénio (DBO) SMEWW 5210B Ed. 22
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) SMEWW 5220D Ed. 22
Oxigénio dissolvido SMEWW 45500-G
Fosfato SMEWW 4500P Ed. 22
Amoénia SMEWW 4500 NH3 - F Ed. 22
Nitrito HACH 8507 Ed. 10?
Nitrato HACH 8039 Ed. 92
Coliformes termotolerantes SMEWW 9221 A, C Ed. 22

SMEWW: Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.

Material Biol6gico e delineamento experimental

O uso dos animais experimentais obedeceu as leis, diretrizes e politicas
brasileiras de bem-estar animal, conforme a Lei Federal n° 11.794 de 8 de outubro de
2008, que regulamenta o inciso VIl do § 1° do artigo 225 da Constituicdo Federal,
estabelecendo procedimentos para o uso cientifico de animais, sendo aprovado pelo
Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Santa Cecilia
(UNISANTA), sob protocolo n° 06/2018. Os experimentos laboratoriais com as larvas
de Poecilia vivipara foram conduzidos no municipio de Bertioga/SP e os demais
experimentos laboratoriais com o microcrustaceo Daphnia similis foram conduzidos
no laboratorio de Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecilia (UNISANTA), no

municipio de Santos/SP.

Poecilia vivipara (Bloch & Schneider, 1801)
Para a avaliagao da resposta dos organismos expostos ao efluente tratado em
relagdo a taxa sobrevivéncia e a morfologia das branquias, larvas de P. vivipara



obtidas a partir de desova natural foram cultivadas em agua (pH 7,0 £ 0,4 e 27°C %
1,2°C) até atingirem o comprimento inicial de 7,3 + 0,8mm e 1,7 £ 0,7mg de peso
umido, quando foram transferidas para as unidades experimentais (100 ml) para
aclimatagdo. Apds 24 horas, substitui-se a agua de cultivo pelas dilui¢des do efluente
testadas: 100%, 75%, 50%, 25% e 0% e mantidas por 96h de acordo com as diretrizes
da Norma ABNT NBR ISSO 15088 (ABNT, 2016). Foi utilizada a agua de cultivo dos
organismos para obtenc&o das diluicées do efluente e no controle negativo (0%). Este
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticbes cada e com quatro larvas por frasco, em sistema estatico. Cada unidade
experimental consistiu em um recipiente plastico, com volume total de 150 ml,
preenchidos até o volume de 100 ml do efluente bruto ou nas diluigbes testadas.
Permaneceram em banho-maria a fim da manutencado da temperatura. As larvas nao
foram alimentadas durante o periodo experimental (96h).

Para avaliagao histologica, as larvas coletadas (n=8) foram eutanasiadas com
aprofundamento de anestésico em solugéo de 6leo de cravo 5% (RANZANI-PAIVA et
al., 2013) e fixadas em solugédo de formol tamponado 10% por 24h e mantidos em
alcool a 70%. Posteriormente, foram incluidas em parafina. Cortes histologicos
longitudinais, com cinco micrémetros de espessura, foram dispostos em laminas de
vidro para microscopia oOptica e submetidos a coloragao diferencial entre nucleo e
citoplasma corados com Hematoxilina-Eosina (HE) para descri¢do histoldgica sob
microscopio optico. Com os dados de sobrevivéncia obtidos, foram calculadas as
concentragbes de efeito (CE) através do meétodo Trimmed Spearman-Karber
(HAMILTON et al., 1977), através do software TSK (SANATHANAN et al., 1987).

Daphnia similis (Claus, 1876)

Para os ensaios com o microcrustaceo D. similis, adotamos as mesmas
dilui¢gdes utilizadas para o teste com o peixe P. vivipara: 100%, 75%, 50%, 25%, 10%
e 0%.

Os ensaios de toxicidade aguda foram realizados de acordo com o
procedimento descrito em ABNT NBR 12713/2016 (Ecotoxicologia aquatica -
Toxicidade aguda - Método de ensaio com Daphnia spp. (Crustacea, Cladocera).
Cinco neonatas de D. similis foram colocadas em tubos de ensaio de 10 ml contendo
as diluicdes testadas com quatro réplicas cada (Figura 3). Foi utilizada a agua de
cultivo dos organismos para obtencéo das diluicées do efluente e no controle positivo



(0%). Os testes foram mantidos por 48h em camara de germinagao, com fotoperiodo
de 12 horas, temperatura média de 20°C + 2°C e em jejum. Ao final do teste, foi
quantificado os organismos mortos/iméveis nos tubos de ensaio. Com os dados
obtidos foram calculadas as concentragdes de efeito (CE) através do método Trimmed
Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977), através do software TSK (SANATHANAN
et al., 1987).

Figura 3. Ensaio de toxicidade aguda.

Os ensaios de toxicidade crénica foram realizados de acordo com o
procedimento descrito em ABNT NBR 13373/2017 (Ecotoxicologia aquatica -
Toxicidade crénica - Método de ensaio com Daphnia spp. (Crustacea, Cladocera), que
consistiu na exposigao individual de neonatas de D. similis com idade entre 6 e 24
horas, as concentragdes testadas. Para tanto, uma neonata de D. similis foi colocada

em um béquer com volume de 50 ml com as dilui¢gdes testadas com dez réplicas cada



(Figura 4) durante 21 dias. Durante este ensaio, os organismos foram mantidos na
camara de germinagéo, com temperatura media de 20°C + 2°C, com alimentagdo em
dias alternados a base de alga Pseudokirchneriella subcaptata, na quantidade de 150
Mg/L. A cada 2 dias, as solugdes-teste eram trocadas e realizada a observacéo dos
organismos e a contagem de neonatas, quando presentes, em cada unidade
experimental. Foram obtidos os valores de pH, temperatura e oxigénio dissolvido de
cada concentragéo antes e depois de cada ensaio (Apéndice 1).

Figura 4. Ensaio de toxicidade cronica.

Analises estatisticas

Os dados obtidos foram comparados através de analise de variancia One-way
Anova, seguida de teste post hoc de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade. As
analises foram processadas utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prism
8.0.0. para Windows (GraphPad Software, San Diego, California, EUA).
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RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir da avaliagdo dos parametros fisico-quimicos e
bioldgicos de efluente testado encontram-se descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Resultado dos parametros de qualidade de agua avaliados no efluente coletado. (OD:
Oxigénio Dissolvido; NH3: Aménia; NOz: Nitrito; NOs": Nitrato; (PO4)*: Fosfato; CT: (Coliformes
termotolerantes); pH: potencial Hidrogenionico.

Efluente doméstico tratado

DBO 83 mg/L
DQO 186 mg/L
oD 3,56 mg/L
CT 4,9x10% NMP/mL
NHs 1,16 mg/L
NO2- 0,236 mg/L
NOs 80,20 mg/L
(POa4)* 14,40 mg/L

Em relagdo a mortalidade das larvas de P. vivipara, ap0s exposi¢cao as
diferentes diluigbes testadas pelo periodo de 96h (Tabela 3), observou-se diferenca
estatistica (p < 0,05) entre o controle 0%e as concentragdes de 25% e 50% em relagéo
aos tratamentos em que havia maior concentracdo do efluente 75% e 100%. A
mortalidade total das larvas de P. vivipara, nas concentracdes 100% e 75%, ocorreu
com 72h de exposicdo. Ao final do periodo de exposicdo, ndao houve diferenca
estatistica na mortalidade final dos tratamentos 50%, 25% e 0%

Tabela 3. Mortalidade final (%) das larvas de Poecilia vivipara apés 96h de exposig¢ao ao
efluente doméstico tratado. DP: desvio padrao, CV: coeficiente de variagao.

0% 25% 50% 75% 100%
Média 18,82 50,07 50,07 100,0° 100,0°
DP 12,5 28,9 35,4 0,0 0,0
Ccv 0,67 0,58 0,71 0,00 0,00

*Letras diferentes na horizontal representam diferengas estatisticas (p < 0,05) entre as
concentragoes testadas

As avaliagbes histolégicas evidenciaram influéncia do efluente mesmo na
diluicdo mais baixa (25%) e foi observado que a gravidade das lesdes é diretamente
proporcional ao volume de efluente testado, ocasionando principalmente o

descolamento epitelial, hiperplasia e fusao lamelar (Figura 5).
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Figura 5. Cortes de filamentos branquiais de larvas de Poec:ha v:wpara A: Grupo controle: 1.
Lamela branquial, 2. Filamento branquial; B: 25% Efluente: 3. Espessamento do tecido
proliferativo filamentar e lamelar; C: 50% Efluente: 4. Descolamento epitelial; D: 50% Efluente:
5, Hiperplasia; E: 75% Efluente: 6. Aneurisma, 7. Fusao lamelar F: 100% Efluente: 7. Fusao
lamelar. (HE)

Em relagdo aos testes para avaliagdo de efeito agudo realizados com o
microcrustaceo D. similis, foi observado a mortalidade total na diluigdo 100%, nao

diferendo estatisticamente da diluicdo 75% de efluente tratado. Ja nas outras diluicdes
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testadas, ndo observamos diferengas significativas (p > 0,05) entre os outros trés

tratamentos e o controle (0% - agua do cultivo) (Figura 6).
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Figura 6. Total de neonatas D. similis (média * desvio padrao) iméveis/mortas apos exposigao
ao efluente tratado em diferentes diluigoes por 48 horas. Letras diferentes representam
diferencas estatisticas (p <0,05) entre as diluicoes testadas.

Os valores médios encontrados nos trés ensaios de toxicidade realizados
estao descritos e apresentados, a partir dos dados obtidos nos ensaios de toxicidade
aguda (n=3) foi estimada a Concentracao Efetiva (CE50) (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados dos ensaios de toxicidade aguda em 48 h. CE: Concentragao Efetiva, IC:
Intervalo de Confianga, DP: desvio padrao, CV: coeficiente de variagao.

Ensaios CE 50,4sn IC

1 74,10 (70,52 — 77,68)

2 50,02 (46,44 — 53,60)

3 54,01 (50,43 — 57,59)
Média 59,43 -
DP 12,90 -
Ccv 0,21 -

No ensaio de toxicidade crbnico realizado com a D. similis, foi observado a
mortalidade total dos organismos nas diluicdes de 75% e 100%. Nos demais
tratamentos, ocorreu 0 aumento da reproducdo das neonatas, com énfase nos
tratamentos de 25% e 50%, que apresentaram maior reproducdo em comparagao ao

tratamento controle (p > 0,05) (Figura 7).
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Figura 7. Total de neonatas por fémea de D. similis (média * desvio padrido) apés exposi¢ao ao

efluente tratado em diferentes diluigcoes por 21 dias. Letras diferentes representam diferencgas
estatisticas (p <0,05) entre as diluicoes testadas.

DISCUSSAO

As respostas dos organismos aquaticos sao dependentes das caracteristicas
quimicas dos xenobidticos depositados nesse ambiente, bem como sua concentracgao,
tempo de exposigdo e tipo de organismo (YADA e TORT, 2016). Desta maneira,
dentro da fauna presente nesse ecossistema, podemos encontrar diferentes niveis de
susceptibilidade. Neste estudo, utilizamos dois organismos amplamente empregados
em bioensaios ecotoxicolégicos, o microcrustaceo D. similis e larvas do peixe P.
vivipara.

Foi observado que a exposicéo ao efluente puro (100%) e na diluigao de 75%
ocasionou a mortalidade total das larvas de P. vivipara nas primeiras 72h de
observacdo. Contrariamente ao observado, Osti et al. (2007) e Bertoletti (2009) que
verificaram inexistir diferencgas significativas nas médias da concentracao de letalidade
de todos os peixes estudados. Porém, no presente estudo, foram utilizadas larvas que
sdo mais susceptiveis a alteragdes na qualidade de agua, como presenga de
xenobidticos, mudancgas bruscas de temperatura, pH e aménia (WESTERNHAGEN,
1988; SANTOS et al., 2017). O uso de formas larvais em estudos ecotoxicoldgicos é

de suma importancia, uma vez que a fase larval dos peixes se caracteriza por ser uma
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etapa em que ha grande desenvolvimento ontogénico com a diferenciagao de 6rgaos
e ossificacdo do esqueleto (YUFERA, 2018). Além disso, a mortalidade massiva de
formas jovens pode comprometer a abundancia da espécie em sua fase adulta.

As branquias constituem um 6rgédo “chave” para o estudo das agbes dos
poluentes no meio aquatico porque estdo continuamente em contato com a agua e
possuem uma superficie de contato relativamente grande (ARELLANO et al., 1999).
Os efeitos observados no tecido branquial neste estudo sdo os mais comumente
encontrados em peixes expostos & xenobiéticos (CANTANHEDE et al., 2014), e sdo
considerados indicativos de resposta imunologica do tecido branquial. Além de causar
disturbios na respiragéo, essas alteragdes ocasionam um balancgo i6nico negativo e
alteragdes no hematocrito e hemoglobina (PEURANEN et al., 1994). Segundo Greco
et al. (1995), essas alteragcbes aumentam a distancia de difusdo sangue-agua,
diminuem a distancia intralamelar e resultam na reducao da capacidade das branquias
em difundir os gases respiratorios.

Um dos principais objetivos do tratamento de efluentes € a diminuicdo do
potencial poluidor da agua residuaria, visando a remogao da carga orgénica de
maneira eficiente, tornando-o menos téxico (CAMPOS et al., 2016). Porém, na
presente pesquisa, observamos a total mortalidade quando neonatas de D. similis
foram expostas ao efluente tratado sem diluicdo (100%) e na menor diluigdo de 75%.
Ja nas maiores diluicdes, nao foi observado diferengas estatisticas na sobrevivéncia
das neonatas, uma vez que o0s componentes toxicos estavam em menores
concentragcdes, mostrando-se ndo letais. A diluicdo do efluente langado no rio avaliado
ocorre naturalmente e sofre grande influéncia da maré, uma vez que ele se encontra
em uma area de mangue. Assim, podemos inferir que ao longo do curso do rio, os
efeitos na sobrevivéncia dos organismos tendem a ser atenuados, sendo
potencialmente danosos no entorno do local de despejo.

Organismos microcrustaceos do género Daphnia sao abundantes em
ambientes com altas concentragbes de matéria organica, alimentando-se de
bactérias, leveduras e microalgas (OCAMPO et al., 2010). Constatamos que o
efluente testado atende a essas caracteristicas e pode ter influenciado na taxa de
reproducao da D. similis. No teste cronico, foi observado que os organismos dos
tratamentos com diluicdes de 10%, 25% e 50%, embora com uma carga maior do
efluente, exibiram uma taxa de reproducdo maior em relagdo ao tratamento controle

(0%). O aumento dos niveis de nutrientes no corpo de agua receptor, especialmente
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concentragdes elevadas de fosfato e nitrato, pode estimular a produtividade primaria
da microalga utilizada na nutrigdo das D. similis, aumentando a disponibilidade de
alimento para esses organismos, acarretando maior taxa de reprodugédo, quando
comparadas ao controle.

Semelhante aos resultados obtidos nas taxas reprodutivas de D. similis,
Rodriguez et al. (2006) também avaliaram a influéncia da deposicao de efluentes na
reproducao de Daphnia spp. e observaram aumento da taxa de reprodugao (~78%)
desses organismos em comparagao ao controle. Os autores atestaram que este fato
pode estar relacionado a presenga de protozoarios no efluente e as Daphnia ssp.
podem ter se utilizado deles como fonte de alimento.

Entretanto, o excesso desses nutrientes na agua pode ocasionar a eutrofizagao
do ambiente, o que compromete toda a comunidade aquatica, promove alta
mortalidade de peixes e acarreta prejuizos econémicos e sociais pela diminuicdo do
pescado (COMPTON et al., 2011), bem como impactos ambientais (SCHINDLER,
2012). De fato, segundo o relatorio da CETESB (2018), houve piora na qualidade do
Rio Itapanhau e perda da abundancia de espécies (21%), o que pode estar ligado a
fatores quimicos (aumento da contaminagdo) ou fisicos (arraste por chuvas mais
intensas e menor heterogeneidade dos habitats). Aléem disso, o Canal de Bertioga,
local onde o Rio Itapanhau desagua, foi considerado uma area altamente impactada
(CETESB 2019). No relatério divulgado pela Cetesb (2019), de acordo com a média
anual, esse local foi classificado como “Eutrofico”, indicando um ambiente altamente
impactado por agdes antropicas, como despejo de efluentes, seja de maneira regular
ou irregular, devido a ocupagao humana desordenada.

Por fim, segundo os estudos de Bulich (1982), que utilizou dados de CEso para
niveis de toxicidade nos ensaios com os organismos Daphnia spp., a média dos
resultados obtidos no presente estudo, conforme apresentado na Tabela 6,
caracterizam-se como moderadamente toxica, o que denota que oOs organismos
apresentaram sensibilidade ao efluente tratado, corroborando com os estudos
realizados na ETE de Sao Cristévao localizada no municipio de Fortaleza, Estado do
Ceara, que apresentaram resultados semelhantes (COELHO, 2006; VASCONCELOS
et al., 2014).

Outro fator preponderante para os danos causados nos organismos estudados
foram os indices observados no presente estudo de oxigénio dissolvido (3,56 mg/L)
(OD), demanda biol6gica de oxigénio (83 mg/L) (DBO) e demanda quimica de
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oxigénio (186 mg/L) (DQO), que indicam a presenca de poluentes de origem organica
no ambiente, que em excesso causam danos aos organismos (PINHO, 2001,
BRESEGHELO et al., 2004; PAULO et al., 2012). Além dos possiveis xenobidticos
presentes no efluente estudado, segundo Westernhagen (1988), o baixo nivel de
oxigénio dissolvido na agua, comum em regides com alta carga poluidora, pode
interferir na embriogénese e desenvolvimento inicial de larvas de peixes.

Conforme podemos observar os parametros indicadores de qualidade da agua,
apesar do efluente tratado encontrar-se dentro do enquadramento proposto pela
Resolucdo Conama 430 (2011), a exposicdo dos organismos a esse efluente
influenciou negativamente a sobrevivéncia dos peixes e crustaceos no experimento
realizado. A amdnia € um téxico bastante restritivo a vida dos peixes, muitas espécies
nao suportam concentragées acima de 1 mg/L (MIRON et al., 2008). Em peixes, a
exposi¢ao ao nitrito pode causar efeitos danosos no transporte do oxigénio, uma vez
que penetra nas hemacias e oxida o Ferro, resultando em uma meta-hemoglobina,
que n&o consegue se ligar ao oxigénio (BALDISSERTTO, 2018).

Na presente pesquisa, a concentragao do nitrato no efluente tratado (100%) foi
de 80,20 mg/L, que certamente trouxe consequéncias danosas aos organismos
estudados (P. vivipara e D. similis). Em excesso, o nitrato pode desencadear uma
série de consequéncias para os organismos aquaticos, sendo causador de mutagdes,
alteracbes comportamentais e anomalias génicas (CAMARGO et al., 2005). Além
disso, de acordo com Baldisserotto (2018), o mecanismo de toxicidade deste
componente para peixes ainda € pouco compreendido e, supostamente, apds sua
metabolizacdo, ele seja convertido em nitrito, de maior toxicidade. Em estudos
conduzidos com D. magna, observou-se que o nitrato foi letal em concentragdes de
3155 mg/L (SCOTT e CRUNKLINTON, 2000) e 250 mg/L (MACEDA-VEIGA et al.,
2015), quantidades menores do que encontradas no efluente tratado testado. Porém,
nesse estudo, além do nitrato, existe a influéncia dos demais componentes do efluente
atuando de forma sinérgica, ocasionando assim a letalidade, mesmo este
micronutriente estando abaixo do encontrado em outros estudos (SCOTT e
CRUNKLINTON, 2000; MACEDA-VEIGA et al., 2015).

O método empregado para tratamento do efluente, antes do seu despejo no
Rio Itapanhau, é o lodo ativado que apresenta boas taxas de remogao de carga
organica, porém nao € capaz de eliminar por completo xenobidticos toxicos a biota

aquatica (GOTVAJN et al.,, 2009). Porém, no presente estudo, mesmo apds o
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tratamento do efluente, foram observados efeitos danosos sobre os organismos
testados, principalmente nas concentragées mais elevadas do efluente tratado.

Segundo a Resolugdo Conama 430, a emissao de efluentes nos corpos d’agua
nao pode interferir na qualidade e enquadramento do corpo receptor. De fato, o Rio
Itapanhau ainda pertence a classe 1 e a emisséo do efluente tratado nao alterou a sua
classificagdo. Porém, vale ressaltar, que de acordo com os relatorios anuais da
CETESB, nos ultimos anos este rio apresentou piora na qualidade de agua, perda da
biodiversidade além da eutrofizagdo do canal de Bertioga, local onde ha o desague
deste rio (CETESB 2019).

Portanto, os resultados apresentados na pesquisa tornam-se extremamente
relevantes, uma vez que foram obtidas taxas de letalidade e alteragdes nos sistemas
organicos dos animais avaliados, sendo um indicativo do comprometimento da fauna
residente no local de despejo do efluente tratado. Desta maneira, sugere-se que haja
maior intensificacdo e monitoramento do efluente tratado langado neste ponto do Rio,
revisando-se a capacidade suporte deste corpo receptor. Além disso, ainda sao
escassos os estudos que avaliam os fatores sinérgicos que ocorrem nos organismos

vivos expostos aos efluentes depositados nos corpos d’agua.

CONCLUSAO

Neste estudo, observou-se que a exposicao P. vivipara e D. similis ao efluente
tratado coletado, nas concentragdes de 75% e 100%, demonstrou-se letal nas larvas
de peixe. Foram observadas alteragdes no tecido branquial das larvas, mesmo nas
menores concentragdes testadas. Por outro lado, quando diluido (10%, 25% e 50%),
o efluente ndo afetou a sobrevivéncia desses organismos e ocasionou acréscimo na
taxa de reproducdo da D. similis. Desta maneira, reforgamos que sdo necessarias
mais pesquisas conduzidas tanto in situ quanto testes laboratoriais, visando
compreender de forma holistica as consequéncias que o despejo do efluente tratado
neste ponto do Rio ltapanhau e em seu entorno.
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APENDICE

Apéndice 1. Valores de pH e oxigénio dissolvido (OD) das concentragdes avaliadas durante os ensaios agudos.

1° Agudo Inicial 1° Agudo Final 2° Agudo Inicial 2° Agudo Final 3° Agudo Inicial 3° Agudo Final

Tratamento oD pH oD pH oD pH oD pH oD pH oD pH
0% 6,9 7,6 6,4 7,5 7,8 7,8 7.4 7.5 6,8 7,8 6,3 7,7
10% 59 7.1 6,2 7,2 7,8 7.4 7,2 7,3 6,4 7,8 6,4 7,6
25% 6,9 7,8 6,4 7,2 7,8 58 6,8 6,9 6,5 7,8 6,5 7.4
50% 5,9 7,4 6,1 7,2 7,7 54 6,5 6,5 5,9 7,3 6,4 7,2
75% 6,4 6 6,3 6,1 7,9 57 6,3 6,1 6,3 7,6 5,9 7.4
100% 6,1 6 6,2 6,3 7,6 54 7,1 5,9 6,6 7,3 6,1 7.1

Apéndice 2. Valores de pH e oxigénio do efluente testado em cada troca realizada durante o ensaio croénico.

Troca oD pH
1 6,9 7,1
2 51 7,3
3 7.7 6,5
4 71 7,3
5 7,3 6,7
6 7.5 6,9
7 8,2 7
8 71 6,8
9 7,3 7,4

-
o

6,9 7,3




