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RESUMO

A avaliacdo da toxicidade aguda seguindo o método FET (Fish Embryo Toxicity
Test) apresenta como proposta a utilizacdo de embribes de peixes como
organismos-teste em substituicdo aos peixes adultos. Desenvolvido e padronizado
originalmente na Alemanha com o objetivo de ser uma alternativa para a avaliacdo
da toxicidade de efluentes com peixes em ensaios de 48h, foi sugerido
internacionalmente pela OECD em 2013 para avaliacdo da toxicidade de
substancias quimicas em ensaios de 96h. Contudo, a aplicabilidade do método para
amostras de efluente ainda é considerada carente de maiores informacdes. Desse
modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar se o uso da metodologia de ensaios com
embrides de peixes (FET), proposto pela OECD 236/2013, com duracéao de 96h para
avaliacdo da toxicidade aguda de amostras de produtos quimicos, pode ser
considerada uma alternativa para a avaliagdo dos efeitos em amostras de efluentes
hospitalares. Para avaliar a eficiéncia do FET, os resultados obtidos foram
comparados com diferentes métodos para a avaliacdo da toxicidade aguda com
peixes: D. rerio em fase larval (10 + 2 dias, método ndo padronizado), juvenis de D.
rerio e larvas de P. promelas seguindo a NBR ISO 15088, 2011. Dois periodos de
exposicdo (48 e 96 horas) foram analisados e os resultados de CL50; 48h e CL50;
96h foram calculados com intuito de avaliar se esse periodo seria suficiente para
observar o potencial toxicologico da amostra. Com objetivo de aumentar a
sensibilidade do FET trés novos efeitos toxicos foram incluidos na avaliacdo dos
resultados: nédo eclosdo, edemas e imobilidade das larvas, considerados como FET
Subletal. Os ensaios de toxicidade realizados com diferentes fases do
desenvolvimento de D. rerio com a amostra de efluente hospitalar demonstraram
gue o FET seguindo a metodologia OECD 236 ndo apresentou a maior sensibilidade
guando comparada aos demais métodos utilizados. As fases larvais (D. rerio - 10 + 2
dias) e P. promelas foram as que apresentaram as maiores sensibilidades, seguidas
do FET Subletal. O método FET somente ndo apresentou diferencas significativas
em sua sensibilidade quando comparado aos ensaios com juvenis de 2 + 1 cm
realizados seguindo a NBR 1SO 15088, 2011. Os resultados dos ensaios com FET
48 horas e FET 96 horas ndo apresentaram diferencas significativas. Contudo,
apesar dos efeitos previstos pela OECD 236 terem sidos observados nas primeiras
48 horas de exposicdo dos organismos, o prolongamento dos ensaios até 96 horas
permitiu que outros efeitos pudessem ser observados, aumentando a sensibilidade
do método. O presente trabalho concluiu que o uso do método FET segundo a
OECD 236 de 2013 com embrides de D. rerio para avaliacdo de toxicidade de
efluente hospitalar bruto ndo foi o0 método mais sensivel quando comparados aos
demais e deve ser observado com cautela.

Palavras-chaves: Ensaios ecotoxicologicos; Ensaios ecotoxicolégicos com
embrides de peixe; D. rerio; Efluente hospitalar.



ABSTRACT

The acute toxicity evaluation following the FET (Fish Embryo Toxicity) method
presents as a proposal the utilization of fish embryos as a replacement of adults
fishes. This method was originally developed and standardized in Germany with the
objective of being an alternative for the toxicity evaluation of effluents using fishes in
48h experiments. In 2013, the OECD (Organisation for Economic Co-operation and
Development) suggested 96h experiments for the toxicity evaluation of chemical
substances. However, there is a lack of information referring to this method using
effluent samples. Therefore, the objective of this study was to evaluate if the 96h FET
method can be used as an alternative for the evaluation of hospital effluent samples.
In order to assess the FET efficiency, results were compared with different methods:
larval D. rerio (10 + 2 days, unstandardized method), juveniles D. rerio and larval P.
promelas, following NBR ISO 15088, 2011. Two exposure periods (48 e 96h) were
analyzed and the CL50 (48 and 96h) were calculated aiming to evaluate if the
exposure period were sufficient to observe the sample toxicological. Intending to
increase the FET sensibility, three new toxic effects were included in evaluation: no
outbreak, edemas and larval immobility; these were considered as subletal FET. The
experiments with different development phases of D. rerio showed that the OECD
236 did not present the highest sensibility over other methods. Larval phases (D.
rerio — 10 + 2 days) and P. promelas presented the highest sensibilities, followed by
Subletal FET. FET method did not present significant differences only when
compared with tests using 2 + 1 cm juveniles, executed according to NBR ISO
15088, 2011. The results between FET 48h and 96h exposure did not present any
significant differences. Nevertheless, despite that the effects provided by OECD were
observed in the first 48 exposure hours, the tests extension to 96h allowed the
observation of different effects, increasing the method sensibility. This study
concluded that using OECD FET method with D. rerio embryos for the evaluation of
hospital effluents toxicity was not the more sensible method when compared with
otheres methods and it should be cautiously observed.

Key-words: ecotoxicological experiments; fish embryos ecotoxicology; D.rerio;
hospital effluent.
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1. INTRODUCAO

Devido a importancia de observar e determinar 0os impactos causados por
agentes toxicos no ambiente de maneira direta, a utilizacdo de ensaios
ecotoxicolégicos vém apresentando resultados eficientes na deteccédo de poluentes
guimicos e agentes estressores (BUSS, 2002; SILVA; FONSECA, 2003). Os ensaios
de toxicidade servem como um complemento das andlises fisicas e quimicas, visto
gue somente essas analises ndo sao suficientes para caracterizar a qualidade de
determinado ambiente (MAGALHAES; FILHO, 2008). Apenas 0s organismos S&o
capazes de detectar o efeito toxico que algumas substancias causam, pois muitos
organismos respondem a concentragdes de substancias bem abaixo dos limites de
deteccdo dos métodos analiticos (KNIE; LOPES, 2004; MAGALHAES; FILHO,
2008).

Os ensaios ecotoxicolégicos podem avaliar a toxicidade aguda ou crénica. Os
primeiros avaliam a capacidade da amostra em causar efeitos deletérios do tipo
morte ou imobilidade aos organismos expostos apds um curto periodo de exposicao.
Nos ensaios de toxicidade cronica, os efeitos observados caracterizam disturbios
fisiologicos elou comportamentais, identificados apdés um maior periodo de
exposicdo a amostra (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006). Como nos ensaios
ecotoxicolégicos o que é avaliado sdo os danos causados aos organismos, O
indicado é que o0s ensaios sejam realizados com trés diferentes niveis tréficos
(DEZOTTI, 2008), representantes da cadeia alimentar, para assegurar uma maior
confiabilidade dos resultados. Os principais organismos utilizados estdo entre as
espécies de fotobactérias, algas, microcrustaceos e peixes (KINE; LOPES, 2004).
Cada um desses organismos pode responder de forma diferenciada aos efeitos da
amostra. Segundo Arenzon (2004), a variabilidade dos efeitos téxicos pode estar
relacionada com as diferencas nas sensibilidades dos organismos, na complexidade
dos compostos presentes nas amostras e na biodisponibilidade de certas
substancias.

Os ensaios ecotoxicologicos que utilizam espécies de peixes vém sendo bem
aceitos em avaliacbes de riscos ambientais e de produtos quimicos, no
estabelecimento de critérios da qualidade da agua, em avaliagGes de efluentes e no
monitoramento da qualidade de rios e estuarios (SANDBACKA et al, 2000; COSTA;
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OLIVI, 2008; MAGALHAES:; FILHO, 2008; DUFECH, 2009). Esses organismos
possuem caracteristicas especificas que sustentam a sua utilizacdo como: ciclo de
vida documentado; as fases inicias do seu ciclo sdo extremamente sensiveis a
contaminantes; muitas espécies possuem informagdes cientificas disponiveis sobre
a sua fisiologia, genética, comportamento, facilitando a interpretacdo dos resultados
(CLEVELAND et al, 1999), e encontram-se em contato intimo com o ambiente
aquatico (KNIE; LOPES, 2004; EMBRY et al, 2010).

Em funcdo das leis europeias de protecdo animal (Direito dos Animais;
DEFRA, 2006) e dos 3R (Replacement, Reduction and Refinement) proposto por
Russell & Burch, (1959), com relacdo ao bem estar animal, muitos autores vém
trabalhando em métodos alternativos para substituir os ensaios de toxicidade aguda
com vertebrados. A reavaliagdo da utilizagcdo de animais em experimentos tem se
apresentado como tendéncia mundial (CAZARIN et al, 2004). No Brasil a recente
Resolucdo ANVISA/DC N° 35 DE 07/08/2015 restringe a utilizacdo de animais em
testes de medicamentos, cosmeéticos e produtos de limpeza. A medida abre um
caminho para a restricdo do uso de animais em pesquisas no pais.

O FET (Fish Embryo Toxicity Test) foi desenvolvido em 2001 pela German
Standardisation Organisation (DIN) como uma proposta de método alternativo ao
uso de peixes adultos em ensaios agudos (OECD 203, 1992) para avaliacao
ecotoxicoldgica de efluentes. Segundo Lammer et al (2009) o método nao transgride
a legislacdo Europeia, pois tanto ensaios com embrides (ovo) quanto ensaios
eleutereoembrios (estagio entre embrido e larva) sdo considerados métodos aceitos,
pois nessa fase 0s organismos nao sao protegidos.

Na Alemanha o FET é utilizado em ensaios de rotina de efluentes de aguas
residuais exigidos pela Agéncia Ambiental Alema e, posteriormente, foi padronizado
internacionalmente pela ISO (DIN 38415-6, 2001) como um meétodo alternativo ao
ensaio agudo padréo (OECD 203, 1992) (EMBRY et al, 2010). Na Europa, devido a
crescente preocupacdo ética a respeito do uso de vertebrados em ensaios
ecotoxicolégicos, o desenvolvimento de métodos alternativos foi fortemente
recomendado por agéncias europeias como a REACH (Registration, Evaluation,
Authorization and Restriction of Chemicals) (EU 2006) e a European Cosmetics
Directive (EU 2009). Desse modo, o FET foi aprovado pela OECD e padronizado em
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2013 (OECD 236, 2013) para avaliagdo de toxicidade aguda de substancias
guimicas (BRAUNBECK, 2014).

O FET é um método interessante, pois, além de ser considerado alternativo
ao ensaio agudo padréo (EMBRY et al, 2010) e ser mais informativo que 0 mesmo
(DOMINGUES et al, 2010), é mais econdmico quando comparado com ensaios
feitos em vertebrados maiores, incluindo mamiferos. A escolha da espécie D. rerio
(Zebrafish) também trouxe vantagens ao método pelas seguintes caracteristicas do
organismo: cérion translicido, facil manutencédo e extensa base literaria disponivel
(EMBRY et al, 2010). De acordo com Lammer et al (2009), embrides de peixes sao
excelentes modelos em estudos voltados para a compreensdo dos mecanismos
toxicos e para a indicacao de possiveis efeitos adversos a longo prazo.

Danio rerio € uma espécie bentopélgica, pertence a familia ciprinidae
originaria da Asia. Quando adulta a espécie mede cerca de 3 a 5 cm, é simples de
se obter, econdmica, de facil manutencéo e, sob condi¢cdes apropriadas, consegue
proporcionar um grande numero de ovos transparentes e de facil manuseio. Uma
fémea tem posturas de aproximadamente 50 a 200 ovos por dia (ANDRADE, 2004).
O seu desenvolvimento embrionario foi descrito em varios estudos (KIMMEL et al
1990; KIMMEL et al, 1991; KIMMEL et al, 1995) e vem servindo como base para a
interpretacdo dos efeitos provocados por poluentes ambientais. Os ensaios com
embrides sdo modelos eficientes, pois segundo Andrade (2004) as fases de
desenvolvimento iniciais dos peixes séo estagios bastante sensiveis, decorrentes de
seu rapido desenvolvimento. A partir de duas células iniciais, torna-se rapidamente
um organismo funcional com sistemas e 6érgdos bem desenvolvidos. Se durante
essa fase de desenvolvimento um estresse ambiental ocorrer ha hipéteses de que a
sua sobrevivéncia possa ser reduzida (ANDRADE, 2004).

Os ensaios com embrides de D. rerio sdo recomendados por Nagel (2002)
como modelo em ecotoxicologia e toxicologia. Esta espécie também é recomendada
pela Environmental Protection Agency para testes de toxicidade aguda com peixes
adultos (USEPA, 1996a) e para testes de toxicidade com embrides (USEPA, 1996b).

O desenvolvimento de metodologias para analises toxicologicas de efluentes
tornou-se uma ferramenta importante da ecotoxicologia aplicada (SMOLDERS et al,
2003). Os efluentes sao a principal fonte de entrada direta e continua de poluentes

em ecossistemas aquaticos e o estudo dos efeitos da exposicdo de organismos a
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efluentes possui alta relevancia ecolégica (AUSLEY, 2000). Os efluentes de origem
hospitalar encontram-se entre um dos principais problemas ambientais, pois Sao
constituidos por uma série de compostos quimicos, produtos farmacéuticos e os
utilizados em limpeza (EMMANUEL et al, 2005). E, como mencionado por Tsakona
et al, (2006), além da complexidade das substancias quimicas presentes, ainda
podem possuir caracteristicas infecciosas.

Na maioria dos paises em desenvolvimento, inclusive no Brasil, sdo escassos
0s hospitais ou centros de salude que possuem um sistema de tratamento adequado
para seus residuos (SILVA et al, 2011) muitas vezes, os efluentes hospitalares sdo
lancados na mesma rede de esgoto a qual sdo destinados residuos urbanos,
causando seérios problemas, pois possuem compostos que por vezes nao Sao
eliminados por tratamentos convencionais (SOUZA, 2011), contaminando os corpos
receptores (FUENTEFRIA et al, 2007; VECCHIA et al, 2009; EMMANUEL et al,
2009; VERLICCHI et al, 2010). No entanto, as pesquisas envolvendo avaliacdo de
riscos ecotoxicologicos e genotoxicos (BAGATINI et al, 2009; VECCHIA et al, 2009),
em efluentes hospitalares ainda s&o incipientes, ainda que 0S mesmos sejam
considerados uma das rotas de entrada de compostos quimicos e micropoluentes no
ambiente aquatico (KERN, 2012).

Estudos vém sendo desenvolvidos para caracterizar quais sao as substancias
toxicas presentes e suas respectivas concentracdes, para que a partir desses dados
seja possivel avaliar o impacto que essas substancias podem causar, ndo s6 para
seres humanos, mas também para a biota aquatica (HAO et al, 2006; LIN et al,
2006; FOCAZIO et al, 2008; KASPRZYKHORDERN et al, 2008; VAN DE STEENE e
LAMBERT, 2008; NAKADA et al, 2008; COMEAU et al, 2008; CHANG et al, 2008;
SPONGBERG et al, 2008; VULLIET et al, 2011).

O monitoramento da qualidade de um efluente de origem hospitalar € avaliado
com base em parametros fisicos e quimicos, exigidos legalmente por 6rgaos
ambientais para sua disposicdo em redes coletoras (COSTA et al, 2008). No
entanto, somente esses parametros ndo sao suficientes para caracterizar o real
efeito que esse efluente pode vir a causar no ambiente, uma vez que carreados para
0s corpos d'dgua, 0s compostos toxicos podem interagir diretamente com a biota

aguatica. Nesse contexto 0s ensaios ecotoxicolégicos podem avaliar e prever a
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magnitude do risco de determinados poluentes presentes nessas amostras
(MAGALHAES; FILHO, 2008).

Apesar da Resolucdo 430/2011 do CONAMA indicar que os efluentes de
gualquer fonte poluidora somente poderdo ser langcados no corpo receptor apés o
devido tratamento e desde que atendam as condi¢Oes, padrbes e exigéncias, 0S
efluentes hospitalares no Brasil, de um modo geral, ndo recebem tratamentos
adequados (KERN, 2012). Estudos desenvolvidos vém mostrando que os efluentes
originarios de hospitais e clinicas possuem alto potencial genotéxico em funcéo de
elevadas concentracdes de farmacos (GIULIANI et al, 1996).

A ocorréncia de produtos farmacéuticos no ambiente € preocupante em
funcdo dos inumeros problemas que a presenca de certos compostos podem
ocasionar nos ecossistemas aquaticos e para os seres humanos (HALLING-
SORENSEN et al, 1998, TERNES, 2001, KUMMERER et al, 2001; HEBERER,
2002). Apesar da crescente preocupacdo com a gestdo de residuos hospitalares,
pouca atencdo tem sido dada aos residuos provenientes destas instituicdes. Além
de consumir uma quantidade significativa de agua, que varia entre 400 e 1200 Lt ao
dia por leito/paciente, tais instituicbes geram, nessa mesma propor¢ao, aguas
residuais carregadas com microrganismos, metais pesados, produtos quimicos
toxicos e elementos radioativos (GUPTA et al, 2009).

Desse modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar se 0 uso da metodologia de
ensaios com embrides de peixes (FET), proposto pela OECD (OECD 236, 2013),
com duracdo de 96h para avaliacdo de toxicidade aguda de amostras de produtos
guimicos, pode ser considerada uma alternativa para a avaliacdo dos efeitos de
amostras de efluentes hospitalares sobre vertebrados aquaticos, principalmente no
gue se refere a sua sensibilidade e repetibilidade. Para isso, os resultados obtidos
das amostras na avaliagdo com embrides de D. rerio foram comparados aos
resultados provenientes dos ensaios agudos com larvas e juvenis (NBR ISO 15088,
ABNT, 2011) de D. rerio, e larvas de P. promelas (NBR ISO 15088, ABNT, 2011).
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2. MATERIAIS E METODOS

O organismo-teste utilizado nesse trabalho foi a espécie D. rerio (Zebrafish)

um peixe de dgua doce, originario da Asia, pertence a familia Cyprinidae (Figura 1).

Figura 1: Exemplares de Danio rerio (Teleostei, Cyprinidae)
Fonte:_ www.akvaristalexikon.hu

Os organismos-testes utilizados nos ensaios foram provenientes do
laboratério de Ecotoxicologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Os peixes reprodutores foram utilizados com idade entre 17 e 20 meses,
livres de doencas externas visiveis e nunca foram submetidos a qualquer tratamento
farmacéutico. Os peixes foram alimentados diariamente com artémias adultas
congeladas e nauplios recém-eclodidos. O cultivo foi mantido a 27+ 2°C, com
fotoperiodo controlado de 16 horas de iluminacéo e 8 horas no escuro. Este controle
€ primordial na regulacdo de crescimento e reproducéo dos peixes (DAMMSKI et al,
2011). Cultivados em aquarios de 25 litros, respeitando a proporcédo de 1g de peixe
por litro de agua, preconizado pela ABNT NBR 15088 (ABNT, 2011).

Da reproducédo dos organismos adultos foram obtidos trés diferentes lotes de
embrides que foram utilizados nos ensaios de toxicidade. Cada lote apresentava
uma quantidade suficiente de embrides para a realizacao de todos os ensaios com a
espécie D. rerio. Assim, em cada uma das 3 (n=3) repeticbes do experimento, 0
mesmo lote de organismo era utilizado quando atingiam a idade exigida pela
metodologia: 90 minutos pos fertilizacdo (mpf), 10 + 2 dias p6s-eclosdo, e 2 + 1 cm

(aproximadamente 60 + 4 dias).
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Para manter a qualidade da agua, os aquarios onde os peixes foram mantidos
tinham um sistema de filtragem fisica na qual a 4gua passa por material poroso que
retém os detritos e a filtragem bioldgica ocorre pela acao de col6nias de bactérias
gue sdo responsaveis pela degradacao da aménia (Figura 2). Parametros como pH,
alcalinidade, dureza, aménia e condutividade foram avaliados semanalmente e
ajustados sempre que necessarios. Machos e fémeas foram mantidos em aquarios
separados, sendo agrupados somente um dia antes da reproducdo na proporcéo de
dois machos para uma fémea. O acasalamento, desova e fertilizagdo ocorreram
apos as luzes se acenderem e os ovos obtidos foram coletados cuidadosamente por
succao e transferidos para placas de Petri contendo dgua deionizada reconstituida
para uma dureza de 40- 47 mg.L™* de CaCOs; e pH 7,4 - 7,5.

Figura 2. Sistema de cultivo Danio rerio. Laboratorio de Ecotoxicologia da
Universidade Federal do Rio Grade do Sul- UFRGS.
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2.1 Efluente avaliado

O efluente utilizado no presente estudo foi proveniente de um Hospital de
grande porte, caracterizado por ser um complexo odonto-médico-hospitalar com
uma area construida de 128.339 m2, com 843 leitos localizada na capital do Estado
do Rio Grande do Sul, Brasil. O hospital gera em torno de 830m3/dia de efluente
originarios de diferentes setores como: ala de internacdo, bloco cirdrgico,
ambulatério, sanitarios entre outros. Apesar da alta geracao de efluentes o hospital
nao dispde de sistemas de tratamento e os efluentes sdo lancados diretamente na
rede coletora de esgoto municipal.

Considerando a proposta do trabalho de avaliar a variabilidade dos métodos
ecotoxicolégicos, todos os ensaios foram realizados com uma Unica amostra,
coletada no més de abril de 2015 ( Figura 3). Foram coletados aproximadamente 70
litros de efluente que foram alicotados em frascos de 500 ml e 1 Lt e posteriormente

mantidos em freezer a -27 + 2°C até o momento de serem utilizados.

Figura 3. Ponto de coleta do efluente utilizado. O local da coleta foi definido com
base na planta hidrosanitaria de um hospital da capital do Rio Grande do Sul. Coleta
do efluente realizada em abril de 2015. Porto Alegre/RS.
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2.2 Caracterizagdo fisica e quimica

A amostra foi caracterizada conforme os parametros fisicos e quimicos

apresentados na (Tabela 1). Os parametros foram analisados no Laboratério Geral e

no Laboratério de Absorcdo Atémica Centro de Ecologia (CENECO) do Instituto de

Biociéncias da UFRGS no mesmo dia que a coleta foi realizada.

Tabela 1. Parametros avaliados para a caracterizacao fisica e quimica da amostra

de efluente hospitalar bruto avaliado, unidades de medida e suas respectivas

metodologias.

Parametros Unidade Método

Nitrogénio amoniacal mg/L-1 Nesslerizagcao

DBO mg/L-1 Método de Winkler

DQO mg/L-1 Colorimétrico

Carbono Organico Total COT ~ Mg/L-1 Oxidagéo via combust&o
pH Potenciométrico
Temperatura mg/L-1 Termomeétrico

Solidos Totais mg/L-1 Gravimeétrico
Surfactantes mg/L-1 Espectrofotométrico
Cloretos mg/L-1 Volumetri de precipitacao
Alcalinidade mg/L-1 Volumetri de precipitacao
Aromaticidade ABS UV 254  Espectrofotométrico
Flureto mg/L-1 Eletrodo de ion seletivo
Ortofosfato mg/L-1 Espectrofotométrico
Oxigénio Dissolvido mg/L-1 Método de Winkler
Turbidez NTU Nefelometria

Chumbo mg/L-1 EAA/Eletrotérmica
Cromo Total mg/L-1 EAA/Eletrotérmica

Ferro Total mg/L-1 EAA/Chama ar- acetileno
Mercurio mg/L-1 EAA/Geracao de hidretos
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2.3 Ensaios de Toxicidade

Visando a comparacao entre os métodos de avaliagdo da toxicidade aguda
com peixes, 0s ensaios com embrides de D. rerio realizados segundo a metodologia
OECD 236 (OECD, 2013) foram comparados aos ensaios com larvas de (10 + 2 dias
pbs-eclosdo) e ensaios de Toxicidade aguda com juvenis (2 + 1 cm) de D. rerio e
larvas de Pimephales promelas (1 a 14 dias pos eclosdo), ambas seguindo as
orientacdes da Norma NBR 15088 (Ecotoxicologia Aquatica — Toxicidade aguda —
Método de ensaios para peixes) (ABNT, 2011).

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Ecotoxicologia do Centro de
Ecologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), exceto os
ensaios realizados com P. promelas que foram realizados por laboratorio
especializado em ensaios de toxicidade e com certificagdo NBR ISO/IEC 17025.

Os ensaios com embrifes seguiram as orientacdes apresentadas pelo método
OECD 236 (OECD, 2013). Cada ensaio com embrides iniciou até 90 (mpf). Esse
periodo é crucial, pois antecede o inicio da clivagem do blastocisto (OECD, 2013).
Para a caracterizacdo da viabilidade dos ovos, estes foram observados em
estereomicroscopio com aumento de 70x. Os ovos fecundados foram identificados
por um espaco pré-vitelino totalmente transparente rodeado pela membrana do ovo
e a gema contendo o disco germinal iniciando a formacédo do polo animal.

Os ovos foram transferidos para placas de Petri contendo agua deionizada
reconstituida para uma dureza de 40 - 47 mg.L™" de CaCOsz e pH 7,4 - 7,5, a mesma
utilizada para a diluicdo das amostras. Em média 30 ovos foram selecionados e
transferidos para cada uma das placas de Petri contendo as seguintes
concentracdes do efluente hospitalar ndo tratado: 100%, 75%, 50%, 25%, 12,5%,
6,25% e os controles negativos (Agua deionizada reconstituida) e controle positivo
(4,0 mg/L de 3,4-Dichloroaniline). Com auxilio do estereomicroscopio 0S 0v0S
fecundados foram transferidos para as placas de microtitulacdo com as respectivas
concentracdes (Figura 4), e foram mantidos em incubadora a 26 + 1 C° e com
fotoperiodo de 15L:9E.

Os embries foram observados a cada 24 horas poés fertilizagdo (hpf).
Segundo o método OECD 236 (OECD, 2013) para indicar a toxicidade aguda quatro
‘end points” sdo avaliados: (1) coagulacdo, (2) auséncia de somitos, (3) néo

desprendimento da cauda e (4) auséncia de batimento cardiaco. Além dessas quatro
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caracteristicas, foram observadas também efeitos como ndo eclosdo, edema
pericardial e imobilidade. Para avaliar o quanto estas novas caracteristicas afetariam
a sobrevivéncia dos organismos ao final das 96h de exposi¢cado do ensaio, as larvas
sobreviventes e embrides ainda n&o eclodidos foram transferidos das amostras de
efluente hospitalar ndo tratado, para dgua com as mesmas caracteristicas da
utilizada para a diluicAo das amostras e observados a cada 24 horas por mais 3

dias.
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Figura 4. Esquema do ensaio FET: separacdo dos ovos, pré-exposicdo dos ovos
apos fertilizacao, selecéo dos ovos fertilizados com auxilio do microscépio binocular
e distribuicdo dos ovos em placas de microtitulagcdo (OECD, 236, 2013).

2.4 Ensaios de toxicidade comparativos

Os resultados obtidos com os ensaios agudos com embrides de D. rerio foram
comparados aos obtidos pelo método padronizado pela norma ABNT NBR
15088/2011 (ABNT, 2011). Foram realizados ensaios com as duas espécies de
peixes indicadas pela referida norma, Danio rerio e Pimephales promelas. A espécie
P. promelas foi utilizada na faixa de idade de 1 a 14 dias pés ecloséo. Para os
ensaios com D. rerio além da exigéncia da norma (organismos com 2 + 1 cm),

também foram realizados ensaios com organismos com 10 + 2 dias pos-ecloséo,
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conforme sugerido por Freyri et al, (2014) por ser considerada uma fase com maior
sensibilidade dos organismos (Tabela 2).

Cada ensaio foi composto por cinco concentracdes de efluente hospitalar ndo
tratado: 100%, 75%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e controle negativo (Agua de diluicdo
40-47 mg.L™ de CaCO3). Os organismos-teste foram colocados em béqueres de 200
(para os ensaios com larvas de 10 * 2 dias) e 400 ml (para os ensaios com jovens
com 2 + 1 cm). A distribuicdo dos organismos foi sempre da menor para a maior
concentragdo do agente toxico, iniciando pelo controle. Para cada concentragdo
foram utilizadas duas réplicas com dez individuos em cada recipiente-teste,
totalizando 120 organismos expostos por ensaio. Visando minimizar o efeito da
variavel tempo de exposicéo todos os resultados dos ensaios foram avaliados tanto
em 48h quanto em 96h.

Cada uma das repeticdes dos ensaios realizados com D. rerio, considerando
ensaios com embrides, ensaios com larvas de 10 + 2 dias e ensaios com jovens com
2 + 1 cm foram realizados com o0 mesmo lote de organismo conforme estes atingiam
a idade/tamanho requerido pelo método. Desta forma, foi observada a variacdo da
sensibilidade dos métodos em funcéo da idade dos organismos.

Durante os ensaios os peixes ndo foram alimentados e foram monitorados os
parametros de oxigénio dissolvido, pH e condutividade das amostras ensaiadas,
tanto no inicio quanto apos a conclusédo do ensaio. O oxigénio foi monitorado com
auxilio oximetro Alfakit AT-160, a fim de garantir que a mortalidade dos organismos
nao acontecesse pela auséncia de oxigénio, considerado que a amostra em gquestao
apresenta elevada taxa de matéria organica. O pH foi verificado com pHmetro
Oakton pH110, para avaliar as alteracbes ocorridas nas amostras durante 0s
ensaios. E o monitoramento da condutividade, realizado com condutivimetro WTW -

FL197, a fim de verificar a correta diluicdo das amostras.
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Tabela 2. Resumo das condi¢cdes dos ensaios ecotoxicoldgicos (Toxicidade aguda)
utilizadas no presente estudo desenvolvidos com a espécie de D. rerio em diferentes

fases do seu desenvolvimento e de P. promelas como espécie referéncia.

Tipo de Embrides FET Larvas Larvas
Ensaio OECD 236 Subletal ABNT ABNT
NBR 15088 NBR 15088
Organismo- Danio rerio Danio rerio Danio rerio  Danio rerio le_ephales
teste primales
90 mpf. .
Idadg do 96h 10 + 2dias 1,a 14|d|ais
organismo Pés eclosio pos eclosao
Amo_stra Efluente Agua Efluente Efluente
Ensaiada
Coagulacao,
auséncia de ~
i ~ Nao
somlto,_ nao eclosio
Parametros dezgrigghn;eento Edema Mortalidade Mortalidade Mortalidade
avaliados auséncia de pericardial e
; Imobilidade
batimento
cardiaco
Tempo de 48h — 96h 72h 48h—-96h  48h—96h  48h —96h
exposicao
N° de 1 > >
Replicas -
N° de
organismos 20 20 20 20
por
concentracdo
Tipo (.je Estético Estético Se,”?" Se,rr_u-
ensaio estatico estatico
Temperatura 27+2°C 27+2°C 25 + 2°C 25 + 2°C
dos Ensaios
Cr_|ter|(3 de Mortalidade Taxa de Mortalidade Mortalidade Mortalidade
Validacédo do <10% Recupera <10% <10%
Controle - cao B B
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2.5 Andlise dos dados

Os valores de CL50, bem como os intervalos com 95% de confianca, foram
obtidos pelo método das Probitas utilizando o programa SPSS. As diferencas nos
valores de CL50 obtidos com cada um dos diferentes métodos de ensaios utilizados
foram verificadas baseadas no método de sobreposi¢cdo dos intervalos de confianca
(PAYTON et al, 2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Comparacgéo da sensibilidade do FET com outros ensaios agudos com
peixes

Para a amostra ensaiada no presente estudo, ndo foi observada diferenca
significativa entre os resultados obtidos com embrides para o método FET 96h
segundo a OECD, 236 (OECD, 2013) e o método padronizado pela ABNT para
ensaios agudos com adultos de D. rerio, NBR ISO 15088 (ABNT, 2011) (Figura 5 e
Tabela 3).

A similaridade entre os métodos também foi observada por outros autores.
Oliveira et al, (2009) ao avaliar o mecanismo de toxicidade do triclosan em embrides
e peixes adultos de D. rerio concluiram que os resultados entre ambos 0s ensaios
foram semelhantes. Porém os autores destacam que os ensaios com embrides se
mostraram mais informativos, permitindo que caracteristicas complementares
fossem observadas além da letalidade do organismo, levando em consideracdo o
seu desenvolvimento e as modificacbes fenotipicas do embrido (RATTE;
MARTELOS-WIRTZ, 2003; BRAUNBECK; LAMMER, 2006; LAMMER et al, 2009).
Da mesma forma, Lammer et al (2008) através de uma andlise de correlacédo entre
ensaio FET e ensaios padronizados com peixe adulto OECD 203 (OECD, 1992),
para substancias quimicas concluiram que, em comparacdo aos peixes adultos, os
ensaios com embrides ndo resultaram em diferencas significativas.

Ao compararmos 0s resultados obtidos pelo método FET 96h (OECD, 236,
2013) com o resultado obtido com as larvas P. promelas seguindo a NBR ISO 15088
(ABNT, 2011), (Figura 5 e Tabela 3 - FET 96h x P. promelas), observamos que as

larvas de P. promelas demonstraram maior sensibilidade que os embribes de D.
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rerio (FET 96h). Ao repetirmos a metodologia NBR ISO 15088 utilizada na avaliagdo
da toxicidade aguda com P. promelas, porém substituindo esta espécie por larvas de
D. rerio (Larvas de 10 + 2 dias poés-eclosdo), observamos que a fase larval de D.
rerio também foi mais sensivel, que o FET 96h (OECD 236, 2013) (Figura 5 e Tabela
3 - Larvas 96h 10d x FET 96h). Segundo Freiry et al (2014) os ensaios agudos com
D. rerio realizados com juvenis de 2 + 1 cm de acordo com as metodologias
apresentadas nas normas NBR ISO 15088 (ABNT, 2011) e OECD 203 (OECD,
1992) ndo utilizam a fase mais sensivel da espécie e os resultados obtidos no
presente estudo corrobora com estes autores.

O método FET pode ser controverso por duas razdes principais: primeira, no
gue se refere a impermeabilidade do corion por moléculas com alto peso molecular
e/ou altamente lipofilicas que poderiam né&o ter acesso ao embrido devido a funcéo
protetora do ovo e, segundo, pela suposta incapacidade do individuo de
biotransformacdo, o que reduziria a biodisponibilidade dos tdxicos ao organismo
(BRAUNBECK et al, 2014). No entanto, uma revisdo realizada com
aproximadamente 150 estudos toxicologicos usando diferentes estagios de vida de
peixes, incluindo embrides e larvas, chegou a conclusdo de que em pelo menos 80%
dos casos a toxicidade poderia ser prevista se estagios iniciais do organismo fossem
utilizados (MCKIM,1977). Da mesma forma, Braubeck & Lammer (2006) consideram
gue a utilizacdo das fases iniciais (embrido e eleuteroembrides) dos organimos-teste
possa ser indicada para a realizacdo dos ensaios ecotoxicoldgicos por estes serem
mais suscetiveis a substancias toxicas.

Em relacdo ao tempo de exposicdo dos organismos a amostra, os resultados
dos ensaios com FET 48 horas e FET 96 horas, ndo apresentaram diferencas
significativas (Figura 5 e Tabela 3 - FET 48h x FET 96h). A média dos valores de
CL50 encontrados para 48h e 96h de exposicdo entre as trés repeticbes do
experimento foram de 56,5% e 53,5%, respectivamente. Contudo, apesar dos efeitos
causados pela amostra avaliada terem sido observados nas primeiras 48 horas de
exposicao dos organismos, a continuacao dos ensaios até as 96 horas foi importante
para que outros efeitos pudessem ser observados e a sensibilidade dos ensaios
pudesse ser aumentada. Desta forma, durante as 96h de exposi¢do dos ensaios,
também foram observados e tabulados os dados de: ndo ecloséo, formacdo de

edemas e imobilidade dos organismos apés a eclosdo. Uma nova CL50 foi calculada
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incluindo estes efeitos. Durante as 96h de exposi¢do foi possivel observar um
aumento significativo na sensibilidade do método em detectar a toxicidade em todas
as repeticdes do experimento (Figura 05, FET 96h x FET 96h Subletal). As médias
dos valores de CL50 para o método FET 96h e FET 96h Subletal observado foram
de 53,5% e 37,3%, respectivamente.

Larva 96h-10d Exp B ——
Larva 96h- 10d ExpC | e
4 Larva 9Gh- 10d Exp A | s
P, promelas ——ntm
A Larva 4Bh-10d Exp b ——
Larva d8hk- 104 Exp C —
Larva 48h- 10d Exp A | = ]
FETS96 hSub ExpB ]
FET96hSubExpA | —_—— e
FET96 h Sub ExpC | P s
Juvenil48h2 cmExp B | 8 smcl s c———————
Juvenil96h 2 cm Exp B TEET———
Juvenildsh2 cm Exp A | T —
JuvenilS6h 2 em Exp A | Sl —
Juvenil96h 2 em Exp C | ="
FET9& hExpC | e
Juvenil4h 2 em Exp C L ]
re——
E———
—
—————
—cT—

Sensibilidade do Método

FETOSh ExpB |
FET96h ExpA |

FETABh ExpA |
FETABhExpC |

FET48hEXpB |

Intervado de Confianga da CL50 (%)

Figura 5. Comparacdo multipla dos resultados das andlises de toxicidade aguda
(CLs0;48h e 96h) para as 3 repeticdes do experimento (Exp. A, B e C) e respectivos
intervalos de confianga (0=0.05) dos diferentes métodos utilizados na avaliagdo com
a amostra de efluente hospitalar bruto sobre D. rerio.

Legenda: Larva xxh — 10 dias (larvas de 10 + 2 dias pés-eclosdo em exposi¢cdo de 48h e
96h); P. promelas - Norma ABNT NBR ISO 15088 (ABNT, 2011); FET 96h - OECD 236,
2013; FET 96h Sub - OECD 236, 2013 incluindo mais 3 efeitos; e Juvenil xxh - Norma ABNT
NBR ISO 15088 (ABNT, 2011) em exposicdo de 48h e 96h. Cores diferentes indicam
diferencas significativas entre as médias (p = 0.05). xxh refere-se ao tempo de exposi¢cédo de
48h ou 96 de cada ensaio.
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Tabela 3. Valores de CLspy e os respectivos intervalos de confianga (a=0.05)
observados nos diferentes métodos utilizados na avaliacdo da toxicidade com a
amostra de efluente hospitalar bruto sobre D. rerio.

Ensaios Realizados CL50 Grupos Limite Inf. Limite Sup.
Larva 96h- 10d Exp B 8,46 A 6,10 10,86
Larva 96h- 10d Exp C 9,13 A 6,80 11,47
Larva 96h- 10d Exp A 14,37 B 11,90 16,89
P. promelas 18,64 B 15,69 21,68
Larva 48h- 10d Exp B 2564 C 22,26 29,09
Larva 48h- 10d Exp C 27,06 cd 23,66 30,61
Larva 48h- 10d Exp A 27,84 cd 24,33 31,5
FET 96h Sub Exp B 36,72 D 30,23 43,14
FET 96h Sub Exp A 36,85 d 32,58 41,22
FET 96h Sub Exp C 38,2 d 31,81 44,65
Juvenil 48h 2 cm Exp B 42,07 de 37,28 46,63
Juvenil 96h 2 cm Exp B 42,07 de 37,28 46,63
Juvenil 48h 2 cm Exp A 50,09 e 46,52 53,67
Juvenil 96h 2 cm Exp A 50,09 e 46,52 53,67
Juvenil 96h 2 cm Exp C 51,72 e 46,62 56,89
FET 96h Exp C 52,58 e 48,91 56,34
Juvenil 48h 2 cm Exp C 53,47 e 48,16 58,91
FET 96h Exp B 53,48 e 49,72 57,37
FET 96h Exp A 54,45 e 50,55 58,51
FET 48h Exp A 55,53 e 51,43 59,83
FET 48h Exp C 55,53 e 51,43 59,83
FET 48h Exp B 58,29 e 53,44 63,38

Legenda: Exp. A, B e C. Larva xxh — 10 dias (larvas de 10 + 2 dias pds-eclosdao em
exposicao de 48h e 96h); P. promelas - Norma ABNT NBR ISO 15088 (ABNT, 2011); FET
96h - OECD 236, 2013; FET 96h Sub - OECD 236, 2013 incluindo mais 3 efeitos; e Juvenil
xX h - Norma ABNT NBR ISO 15088 (ABNT, 2011) em exposicdo de 48 e 96h. Os
resultados sdo apresentados em ordem crescente de CL50 dentro de cada método. Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre as médias (p = 0.05). xxh refere-se ao
tempo de exposicdo de 48h ou 96h de cada ensaio.

A nao eclosao dos embrides, registrada neste estudo, pode estar associada a
mecanismos téxicos que interferem na inducdo da enzima “chorionase” ou na
incapacidade das larvas em romper a casca do ovo (HALLARE et al, 2005). A nao
eclosdo apos um periodo de 108 horas pés fertilizacdo deve ser considerado letal,
pois os embrides geralmente eclodem em 72 horas (LAMMER et al, 2008).

Segundo Hallare et al (2005) a presenca de edemas no pericardio dos

organismos-teste pode estar associada ao vazamento dos vasos endoteliais, 0 que
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geralmente resulta em disfun¢des cardiovasculares. Conforme observado por outros
autores, edemas no pericardio estdo entre as anormalidades mais comuns em
ensaios com embrides, apdés a exposicdo a uma ampla variedade de produtos
guimicos, incluindo pesticidas (FRAYSSE et al, 2006; OSTERAUER & KOHLER,
2008; DEMICCO et al, 2010), metais pesados (FRAYSSE et al, 2006; CHENG et al,
2000; DEVLIN, 2006) e produtos farmacéuticos (FRAYSSE et al, 2006; AKANDE et
al, 2010. LALONE et al, 2012). Jeffries et al (2015) observaram que os antibioticos
interferiram no desenvolvimento normal de D. rerio, causando atraso e
malformacges como: corpo curvado, edema no pericardio, edema no saco vitelino e
bexiga natatoria ndo inflada.

Apés interrupcdo da exposicdo dos organismos a amostra (96h) a
observacdo dos organismos nas 72 horas seguintes indicou uma taxa de
recuperacdo para estes efeitos de, no maximo 10%. Assim, 0S organismos que
apresentavam edema no pericardio, ndo haviam eclodido ou estavam imoveis apés
a eclosdo permaneceram nessas condicdes, mesmo apos terem sido transferidos
para a agua de diluicdo dos ensaios.

A reduzida taxa de recuperacdo dos organismos apdés o encerramento do
periodo de exposicdo a amostra indica que tais caracteristicas podem ser
consideradas como indicadores de toxicidade (Tabela 4). Desta forma, ter
incorporado ao método da OECD, 236 (OECD, 2013) outras caracteristicas
possiveis de serem observadas durante 0s ensaios permitiram aumentar a
sensibilidade do método. Ao acrescentar estes efeitos aos dados utilizados para os
célculos das CL50, pode-se observar um aumento significativo da sensibilidade
entre FET 96h (CL50 53,5%) e FET 96h Subletal (CL50 37,3%).
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Tabela 4. Resultados dos efeitos observados sobre embrides de D. rerio nas trés
repeticbes do experimento durante e apds a exposicdo a concentracdo de 50% da
amostra de efluente hospitalar e as respectivas taxas de recuperagcdo apos cessar a
exposicao a amostra.

Concentracao de 50%

N° de N° de

[0}
N° ovos organismo Organismos Or l:mii?nos Recuperacéao
expostos  Efeitos Letais = com efeitos g foi (72h)
OECD* Subletajs** ~ cOM efeltos
Experimento A 20 5 10 15 10%
Experimento B 20 8 7 15 0%
Experimento C 20 7 11 18 0%

*Efeitos Letais método FET OECD 236 (2013): coagulagdo, auséncia de somito,
auséncia de batimento cardiaco, ndo desprendimento da cauda. * Efeitos Subletais:
edema no pericardio, ndo eclosdo e imobilidade. Recuperagdo: percentual de
organismos que apresentavam efeitos subletais, mas desenvolveram-se
normalmente em até 72 horas apods terem sido transferidos para agua com as
mesmas caracteristicas utilizadas para diluicdo da amostra.

A amostra ensaiada produziu outros efeitos em uma pequena parcela dos
organismos. Estes efeitos ndo foram quantificados, mas evidenciaram possiveis mas
formacGes causadas pela amostra em concentragcdes a partir de 25%. Foram
observados atrasos no desenvolvimento (Figura 6a), deformidades na espinha
dorsal e na cauda de algumas larvas recém-eclodidas (Figura 6e e 6d), bem como
embrides com o corpo curvado (Figura 6b e 6¢), edemas no pericardio e edemas no
saco vitelino (Figura 6b e 6c¢). Essas deformacfes podem estar associadas as
caracteristicas do efluente avaliado, por se tratar de um efluente de origem
hospitalar, este pode apresentar em sua composicdo substancias quimicas

complexas.
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Figura 6. Efeitos observados no desenvolvimento de embrifes de D. rerio expostos
a concentracdes de 50% do efluente hospitalar avaliado. (a) Desenvolvimento
embrionario anormal, presenca de edema no saco Vvitelino, ndo houve
desprendimento da cauda e desenvolvimento anormal dos olhos; (b) Edema
pericardial; (c) M& formagéo da larva, desenvolvimento anormal da boca e presenca
de edema no pericéardio; (d) Larva apresentando curvatura da espinha dorsal.

3.2 Variabilidade entre os métodos

Com relacdo a variabilidade entre os métodos para a avaliacao da toxicidade
aguda em peixes utilizados neste estudo (Tabela 3) € possivel observar que, para 0s
ensaios com larvas de 10 + 2 dias pos-eclosdo em exposi¢do de 96 horas (Larva
96h 10d) e Juvenis de 2 + 1cm em exposicdo de 48 e 96 horas (Juvenil 48h e
Juvenil 96h) foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os lotes
utilizados nas avaliagbes. Contudo, o coeficiente de variagio méximo para um
mesmo meétodo foi de 24,6% para 0s ensaios realizados com larvas (10 + 2 dias);
96h (Tabela 5 — Larva 96h). Para que a variabilidade de um método seja
considerada aceitavel, esta deve ser igual ou inferior a 30% (ENVIRONMENT
CANADA, 1990). Dessa forma as médias dos valores de CL50 podem ser

consideradas como representativas ao conjunto de ensaios realizados (Tabela 5).
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Tabela 5. Resultado com base na ClLsy dos ensaios realizado com D. rerio em
diferentes fases de desenvolvimento. Média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo
com intervalo de confianca de 95%.

FET FET FET Sub LARVA LARVA JUVENIL JUVENIL

48h 96h 96h 48h 96h 48h 96h
Experimento A 55,5 54,5 36,9 27,8 14,4 50,9 50,9
Experimento B 58,3 53,5 36,7 25,6 8,5 42,1 42,1
Experimento C 55,5 52,6 38,2 27,6 91 53,5 51,7
Média 56,5 53,5 37,3 27,0 10,7 48,8 48,2
Desvio 1,30 0,76 0,67 0,99 2,64 4,88 4,37
C.V (%) 2,3 14 1,8 3,6 24,6 10,0 9,1

3.3 Caracterizacao do efluente

Os parametros cloreto, DBO, DQO, nitrogénio amoniacal, sélidos totais,
surfactantes, chumbo, cromo total e mercuario, avaliados no presente trabalho
encontram-se fora dos limites estabelecidos na Resolucdo CONSEMA 128/2006
(Tabela 6). Esse efluente ndo possui um sistema de tratamento, ou seja, 0s residuos
gerados nesse centro de saude sdo descartados diretamente na rede publica de
esgoto.

Apesar dos efluentes hospitalares serem considerados similares aos efluentes
domésticos por apresentarem valores proximos de parametros como matéria
organica, DBO e DQO, metais, coliformes e pH (HOAG, 2008), varios autores citam
as diferencas entre esgoto doméstico e o hospitalar, discutindo a pratica do
lancamento diretamente na rede publica (VERLICCHI et al., 2015; SANTOS et al.,
2013; VERLICCHI et al., 2010; LANGFORD; THOMAS, 2009). Essas diferencas se
referem principalmente & concentracdo de compostos farmacéuticos e
guimioterapicos presentes nos efluentes hospitalares, ressaltando a importancia do
seu tratamento em estabelecimentos de saulde, ja que as estacdes de tratamento de

esgoto ndo séao eficientes para a completa remocao destes poluentes.
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Tabela 6. Caracterizacdo fisica e quimica da amostra do efluente hospitalar bruto
utilizado nos ensaios ecotoxicologicos, comparando seus resultados com os limites
estabelecidos pela CONSEMA 128/2006.

Resolucéao
Parametros Unidade Resultado CONSEMA
128/2006
Alcalinidade mgCaCos/L 125 -
Cloretos mgCl/L 42,5 0,01
DBO mgO,/L * 80
DQO mgO./L 448 260
Flureto mgF/L 0,61 10
Ortofosfato mgPO,-P/L 3,94 -
E;rggizrc‘z mgNHz-N/L 35,6 20
Oxigénio
Diss?:)lvido mgo2/L 2,5 )
Solidos Totais Mg/L 488 80
Sulfeto mgS2-/L ND -
Surfactantes mgMBAS/L 4,96 2
Turbidez NTU 201 -
Chumbo mg-L2 7,14 0,02
Cromo mg-L?* 15,1 0,05
Ferro mg-L?* 0,803 10
Mercurio mg-L138 0,474 0,01

Legenda: - Limite ndo encontrado na Legislagao
ND= N&o detectado

* = Andlise de DBO nao foi concluida, pois o oxigénio zerou em menos de 24
horas.

Nos ensaios ecotoxicologicos realizados com o efluente em questao,
observamos que os valores de CLsp variaram de 10,7% a 56,5% (Tabela 5),
dependendo do método utilizado, considerando métodos padronizados e nao
padronizados conforme encontra-se disposto pela resolucdo do CONAMA 430/2011,
efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderdo ser lancados no corpo
receptor, apés o devido tratamento e desde que atenda aos limites preconizados
pela legislagdo. Os resultados deste estudo ressaltam a importancia de se realizar
um tratamento diferenciado para os efluentes hospitalares, visando a reducdo da

toxicidade e a protecdo dos organismos aquaticos do corpo receptor.
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4. CONCLUSAO

Diferentes metodologias de ensaios ecotoxicologicos foram avaliadas no
presente estudo a fim de comparar o0 método FET com embrides de D. rerio
seguindo a OECD 236 (OECD 236, 2013) para avaliagdo ecotoxicolégica de amostra
de efluente hospitalar, com relacdo a sensibilidade e aplicabilidade do método. Os
resultados indicaram auséncia de diferencas significativas entre os resultados
obtidos com o FET e os ensaios agudos padronizados com D. rerio segundo a ABNT
NBR 15088 (ABNT, 2011), que utiliza peixes com 2 + 1 cm. Em um primeiro
momento isso poderia significar que utilizacdo do método FET seria uma boa
alternativa para avaliacdo ecotoxicoldgica de efluente hospitalar. Porém a utilizacdo
deste método deve ser observada com cautela, pois os resultados obtidos para as
formas larvais tanto de D. rerio e P. promelas, demonstraram maior sensibilidade
gue método com os embrides.

Em relacéo a toxicidade do efluente hospitalar, a percepcédo desta mudou de
acordo com o método utilizado na avaliacdo. Em média, o efluente pode apresentar
toxicidade a partir de 10,7% para ensaios com larvas (96h) até 53,5% para 0s
ensaios com embrides (96h). Esses resultados ressaltam a importancia de se
realizar um tratamento diferenciado para os efluentes hospitalares, visando a
reducédo da toxicidade e a protecao dos organismos aquaticos do corpo receptor.

O método FET segundo a OECD 236, juntamente com 0s ensaios realizados
com juvenis de D. rerio apresentaram a menor sensibilidade entre os métodos
utilizados. Os ensaios com larvas, tanto com D. rerio quanto com P. promelas
apresentaram as maiores sensibilidades.

Embasado pelas comparag@es dos resultados do método FET com os obtidos
pelos demais métodos utilizados para avaliar a toxicidade do efluente hospitalar,
observou-se que os resultados gerados a partir dos 4 “end points” sugeridos pela
metodologia FET - OECD 236 (OECD 236, 2013) néo foram satisfatorios para obter
a melhor deteccdo de toxicidade da amostra em questdo. A inclusédo de outras
observagdes tais como, ndo eclosdo do embrido, imobilidade pos eclosédo e edema
no pericardio, poderiam ser incorporadas ao método como caracteristicas
complementares, contribuindo dessa forma no aumento da sensibilidade do método

em detectar a toxicidade, além de torna-lo mais informativo.
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5. SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Como possiveis trabalhos futuros, pode-se apontar:

» Avaliar a toxicidade de um namero maior de amostras de efluente hospitalar;

> Avaliar a toxicidade de efluentes hospitalares em diferentes periodos (inverno
e verao);

» Avaliar a toxicidade de efluentes hospitalares com outros niveis troficos;
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