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GENOTOXIC EVALUATION OF RAW TEXTILE EFFLUENT ON Rhamdia quelen BY
COMET ASSAY
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RESUMO

As industrias téxteis estdo entre as maiores geradoras de residuos poluentes. O efluente téxtil € um residuo
complexo, de dificil degradagdo que contém substancias xenobidticas, quando em contato com 0s corpos
hidricos, podem causar danos a salde da biota aquéatica e impactos ambientais. O presente estudo tem por
objetivo avaliar a quantidade de danos que o efluente téxtil bruto pode causar ao material genético, de
animais expostos. Com isso foram submetidos 180 peixes da espécie R. quelen, divididos em 18 caixas de
60 litros, a exposi¢do subcrdnica nas concentragdes de 0%; 1,25%; 2,5%; 5,0%; 7,5% e 10% do efluente
bruto por 7 dias em condi¢Bes controladas. Foi coletado tecido sanguineo e hepético dos individuos,
armazenado em soro bovino fetal e posteriormente submetidos ao teste de eletroforese em gel de célula
Unica, comumente conhecido como ensaio cometa. As Iaminas foram coradas a base de brometo de etidio,
analisando 100 nucleotideos/lamina, seguindo contagem de danos de 0 até dano 4. Resultados obtidos
foram significativo no quesito causador de danos ao DNA, resultado ndo significativo em relacdo as
concentragdes utilizadas. Com isso conclui-se que que o efluente téxtil em sua composicao bruta é potencial
toxico em concentragdes baixas, causando danos no material genético.

Palavras-chave: Poluente, Genotoxico, Ensaio Cometa.
ABSTRACT

Textile industries are among the biggest generators of polluting waste. Textile effluent is a complex,
difficult-to-degradation waste that contains xenobiotic substances, when in contact with water bodies, they
can cause damage to the health of aquatic biota and environmental impacts. This study aims to evaluate the
amount of damage that raw textile effluent can cause to genetic material from animals in contact. Thus, 180
fish of the species R. quelen, divided into 18 boxes of 60 liters, were subjected to subchronic exposure at
concentrations of 0%; 1.25%; 2.5%; 5.0%; 7.5% and 10% of raw effluent for 7 days under controlled
conditions. Blood and liver tissue was collected from the individuals, stored in fetal caf serum and later
submitted to the single-cell gel electrophoresis test, commonly known as the comet assay. The slides e
stained with ethidium bromide, analyzing 100 nucleotides/slide, following damage count from 0 to damage
4. The results obtained were significant in terms of damage, a non-significant result in relation to the
concentrations used. Thus, it is concluded that the textile effluent in its gross composition is toxic in low
concentrations, causing damage to the genetic material.
Keywords: Pollutant, Genotoxic, Comet Assay.
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1 INTRODUCAO

Com o crescimento gradativo da populagdo humana e a alta procura por empregos, a indudstria téxtil
acompanha esse gradiente, e vem se destacando em crescimento e geragdo de empregos com um forte potencial
econdmico (ABIT,2018). No entanto, além de se destacar no quesito socioecondmico, esté entre as industrias
mais poluentes, e geradoras de residuos. Segundo dados da resolugdo CONAMA N° 237, de 19 de dezembro
de 1997 o efluente téxtil gerado durante todo o processamento, principalmente na etapa de tingimento, é
considerado como um poluidor danoso ao meio ambiente, principalmente em seu estado bruto onde possuem
altas quantidades de corantes e substancias recalcitrantes e toxicas ao meio ambiente e sua biota.

O tema a ser trabalhado neste projeto, € a avalicdo da genotoxicidade do efluente téxtil em sua
composicao bruta, e analisar os danos genético causados em células sanguineas, através do ensaio cometa.
Contabilizar as taxas de danos causados pelo efluentes em seu estado bruto e buscar entender se as
concentracdes subletais ao qual os peixes da espécie Rhamdia quelen foram submetidos por sete dias é capaz
ou ndo de gerar danos genéticos.

Compostos quimicos sempre podem apresentar riscos aos ambientes e a biota aquatica, pois estes
podem interagir com outras substancias causando um potencial altamente toxico. Segundo a resolugdo 001 de
23 de janeiro de 1986 do CONAMA, Art. 1° relata risco ambiental como “qualquer alterag@o das propriedades
fisicas, quimicas e biologicas do meio ambiente”. Desta forma, todas as atividades que venham a causar danos
a vida e seguranca dos seres aquaticos, e também a sanidade e bem-estar da populagdo em contato direto ou
indiretamente é considerada como risco ambiental (CONAMA, 1986)

De acordo com Revankar (2007) a grande maioria da poluicdo através de corantes é oriunda de
efluentes téxteis. A legislacdo ambiental brasileira possui critérios de descartes destes efluentes nos corpos
d’agua, de modo que ndo seja danoso a satude e qualidade da biota aquética, mantendo equilibrio ecoldgico
(CONAMA n° 430/2011). Corantes utilizados nas industrias téxteis podem ter sua origem tanto de fontes
sintéticas ou naturais, sendo organico ou inorganico, o qual tem por funcdo dar cor as fibras. No entanto, a
mesma caracteristica que o permite fixar a superficie dos tecidos e ali permanecer por longo tempo, também é
responsavel por sua alta recalcitrancia e toxicidade (BANAT et al., 1996).

De acordo com o Estado Real das dguas no Brasil- CIRRA (2003 e 2004) a contaminacédo aquifera
teve um gradiente de aumento significativo no que diz respeito a despejo de matérias toxicas e residuos
industriais. Também a significativa quantidade de agua utilizada nos processos e a mistura de solventes,
corantes, detergentes e demais aditivos quimicos em suas determinadas etapas de processamento, tornando
assim a 4gua inadequada para qualquer outra maneira de reutilizacdo. Dentre estas indUstrias se destaca a téxtil
pela utilizacdo de grandes concentrac@es de corantes em seus processos de tingimentos, além disso gera grande
guantidade de soOlidos suspensos, de metais pesados, compostos organicos e surfactantes (ARAUJO;
YOKOYAMA, 2006).

Diante do problema destacado e do descarte desses residuos serem feitos em corpos hidricos, buscou-
se responder através realizacdo do experimento com peixes expostos a diferentes concentragdes do efluente
bruto a seguinte perguntas, qual é a quantidade de danos que o efluente téxtil em sua composicdo bruta pode
causar ao material genético, de animais em contato a esse agente poluidor?

Diante disto a presente pesquisa teve por objetivo analisar a genotoxicidade do efluente téxtil de uma
indUstria de produgdo de jeans em sua composicao bruta sobre o bioindicador Rhamdia quelen, popularmente
conhecido como Jundia. Analisar os danos genéticos em células sanguineas através de ensaio cometa
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ocasionados pelo efluente téxtil. E analisar a relacdo de danos sub-letais em comparacdo com a diluicdodo
efluente e o tempo de exposicao.

2 METODO

O efluente téxtil utilizado na pesquisa foi coletado em uma inddstria de jeans localizada no sudoeste do
estado do Parand. Para resguardar todos os envolvidos optou-se, em comum acordo, em manter o sigilo do
nome, razdo social e CNPJ da empresa. Foi utilizado amostras de efluente em sua forma bruta.

Antecipadamente foram realizados teste de verificagdo de toxicidade aguda do efluente téxtil na espécie
animal Rhamdia quelen. Posteriormente foi realizados bioensaios sobreagudos para testes de genotoxicidade
através do ensaio cometa. Os exemplares de Rhamdia quelen foram adquiridos em uma piscicultura comercial,
sendo todos exemplares juvenis, de ambos 0s sexos pensando entre 3,00 a 1,2 gramas.

O projeto foi previamente submetido e aprovado a Comisséo de Etica no Uso de Animais em Pesquisa,
pela Universidade Tecnoldgica Federal do Parand (CEUA-UTFPR) descrito sob protocolo de n° 2019-27. Os
peixes apds serem obtidos foram levados até a UNEPE piscicultura da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana-Dois Vizinhos, e conforme a literatura de Tavares-Dias (2015) foram acondicionados a um banho
salino (9%) por aproximadamente 20 minutos. Em seguida foram aclimatados em condicdes controladas de
aeracdo e temperatura, e alimentados duas vezes ao dia com racdo controlada a 1,5% da biomassa, por um
periodo de no maximo 15 dias.

O experimento teve inicio no més de Fevereiro de 2020.Para dilui¢do do efluente foram utilizados os dados
da CLso previamente quantificado, onde foram aclimatados 180 peixes de ambos 0s sexos para o teste sub-letal
por 7 dias em concentragdes de efluente de 1,25%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% e também o controle. Os 180 peixes
serdo divididos em 18 caixas de 60 litros de polietileno em grupos de 10 individuos, contendo 3 réplicas para
cada concentracdo. O efluente foi adquirido um dia antes da exposi¢do e mantido em sala climatizada até o
momento das dilui¢bes. As diluicGes foram feitas diretamente na &gua do experimento. Os peixes foram
alimentados uma vez ao dia com ragdo controlada a 1,5% da biomassa, as condi¢bes foram controladas bem
como, temperatura, oxigenacdo e uma vez ao dia foram aferidos os pardmetros de nitrito, amdnia e pH, o
bioensaio seguiu as normas do protocolo descrito na NBR-5410 de 2016.

Segundo Instrugdo Normativa da CONCEA (2018) ao fim das exposi¢cdes o0s peixes foram anestesiados
com cloridrato de benzocaina 100 mg/L. Foi coletado sangue por pun¢do no coragdo para as analises
genotoxicas e posteriormente foram submetidos a eutandasia para coleta de outros materiais biolégicos.

Para realizagdo do ensaio cometa foi utilizado uma amostra de sangue por punc¢do cardiaca com seringa
previamente heparinizada, as mesmos foram armazenadas em soro bovino fetal e refrigerada. Em seguida foi
feito a desagregacdo com o auxilio do microhomogenizador, foram suspensas a agarose de baixo ponto de
fusdo e entdo alocadas para uma lamina de vidro, ja previamente cobertas com uma camada de agarose normal
(FERRARO, 2009).

Segundo a literatura de Ferraro (2009) as mesmas Iaminas foram submetidas a uma solucdo de lise em
refrigeracdo, posteriormente a uma corrida de eletroforese. Ao serem analisadas foram coradas a base de
Brometo de etidio, onde analisadas contabilizando-se 100 nucleoides por l&mina em microscopia de
fluorescéncia. A analise foi feita em decorréncia da fragmentacdo do DNA, em que nucleoides com um
diametro mais agrupado sera considerado dano 0 (sem danos) posteriormente dano 1, dano 2, dano 3 e dano 4
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(apoptose celular). Esta analise sera feita através do deslocamento dos fragmentos de DNA remetendo uma
cauda de cometa.

Posteriormente as laminas analisadas, foi contabilizado as taxas de danos e submetido ao software de
estatistica ANOVA bifatorial, onde pode-se analisar os danos causados ao DNA de tecido sanguineo
ocasionado pelo efluente téxtil em sua forma bruta.

3 RESULTADOS

Apos as andlises serem feitas, as taxas de danos foram submetidos a estatistica, onde os dados obtidos
representados no gréfico (figura 1), voltado a linha da taxa de dano, apresentou cerca 160%, assim, apresentam
resultados significativo voltado a os danos causados pelo efluente téxtil no DNA de tecido sanguineo de R.
guelen, e resultado néo significativo em comparacao as concentragfes do efluente testado, ou seja ndo houve
diferenca de danos em cada uma das concentragdes, de 1,25% a 10% do efluente téxtil em sua forma bruta.

Figura 1: Grafico estatistico, apresentando os danos causados pelo efluente téxtil em DNA, através da analise
ensaio cometa.
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Fonte: Autoria Propria (2020)

Testes de genotoxicidade sdo de grande importancia para analisar os efeitos danosos causados por
poluentes & natureza. Essas avaliagBes podem vir a trazer alertas sobre a genotoxicidade de efluentes ndo
tratados ao sistema biolégico (RANI et al., 2020). Visto que o efluente téxtil em seu estado bruto pode causar
danos ao DNA mesmo em concentracdes baixas para a espécie testada, muitos estudos vem sendo feitos acerca
dos potenciais efeitos toxicos do efluente téxtil pois demanda uma importancia econdmica e ambiental.
Segundo Liang et al., (2018) reconhecem diferencas toxicas e genotdxicas quando duas espéces diferentes ou
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mais sao expostas a este agente poluidor, bem como variacdo de toxicidade de aguas residuais pelo tingimento
de tecidos das indUstrias téxteis.

Neste contexto alguns estudos apresentam relatos de toxicidade e de danos ao material genético em
diferentes espécies bioindicadoras quando expostas ao efluente téxtil. Garcia (2018) realizou testes de
genotoxicidade aguda durante 48 horas ao bioindicador Daphnia similis expostas ao efluente téxtil, o que
resultou em concentracao efetiva mediana de 0,61% de volume por volume do efluente téxtil, considerando-o
muito toxico para os organismos, visto que ausou imobilidade e danos severos ao material genético. Garcia;
Rosa; Borrely, (2020) também ressaltam o efluente téxtil como muito toxico e de grande genotoxicidade ao
material genético em concentragdes de 0; 2,5; 5; 7,5 e 10 utilizando como bioindicador crusticeos e bactérias.

Diante disso estudos de Oost & Beyer (2002) danos genotdxicos tendem a se manisifestar autamente
posterior a longos periodos de exposi¢do a um agente poluente. Dentro de um sistema bioldgico possui uma
sequéncia de resposta ao estresse causado por esse agente poluidor. Os danos mais precoces sdo visualizados
a niveis moleculares e celulares, em contexto ambiental esses biomarcadores sdo obtidos como sensiveis,
demostram que o poluente em contato com o organismo é distribuido aos tecidos ocasionando efeitos toxicos.

4 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados acima pode-se observar que o efluente téxtil em sua composicao bruta
vem a ser txico em concentragdes baixas, quando expostos a biota. Vem causando danos no material genético
significativo ao tempo de exposi¢éo, assim podendo causar desequilibrio na cadeia trofica e também trazendo
danos a nivel de ecossistema aquatico. Assim como esperado sao poluentes recalcitrantes e genotoxicos.
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