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RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar a toxicidade aguda e determinar a dose letal
mediana (DLso) de efluentes de curtume, administrados pela via oral em fémeas de
camundongos da linhagem Swiss. Para isso, estabeleceu-se os seguintes grupos
experimentais: grupo controle, o qual recebeu apenas agua filtrada; grupo 20% de
efluente de curtume diluido em &agua filtrada, 40%, 60%, 80% e 100%. Adotou-se
procedimentos adaptados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria para avaliagdo da
toxicidade aguda. Observou-se que as concentrages de 100% e 80% de efluente de
curtume promoveram a morte de todos os animais dos respectivos grupos. Por outro
lado, a DLso correspondeu a concentragdo de 60% de efluente de curtume diluido em
agua. Para as demais doses (40% e 20%) ndo foi evidenciada a morte de nenhum dos
animais. Acredita-se que este estudo possa subsidiar trabalhos futuros que venham
investigar diferentes efeitos da exposi¢ao oral de camundongos a efluentes de curtume,
possibilitando a elucidagdo dos mecanismos que relacionam os efeitos a esses
xenobidticos.
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Acute toxicity and median lethal dose (DLso) of the tannery effluent in
Swiss mice

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the acute toxicity and to determine the median lethal dose
(LDsg) of tannery effluent, administered orally in Swiss mice females. For this, the
following experimental groups were established: control group, which received only
filtered water; group 20% of tannery effluent diluted in filtered water, 40%, 60%, 80%
and 100%. It adopted appropriate procedures of the Agéncia Nacional de Vigildncia
Sanitdria (Brazil) for evaluation of acute toxicity. It was observed that concentrations of
100% and 80% of tannery effluent promoted death of all animals of the respective
groups. Moreover, the LDsg corresponded to 60% of tannery effluent diluted in water.
For other doses (40% and 20%) there was no evidence of any death of animals. It is
believed that this study may subsidize future work that will investigate different effects
of oral exposure of mice to tannery waste, enabling the elucidation of the mechanisms
that relate the effects to these xenobiotics.
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INTRODUGCAO

Varios tipos de residuos sdao diariamente
gerados pelas mais diferentes atividades industriais.
Um dos residuos, produzidos em larga escala, o qual
muitas vezes é descartado diretamente no
ambiente sem tratamento prévio e considerado
problema de saude publica em paises como Brasil,
China, Paquistdo e india, refere-se aos efluentes de
curtume (Tare et al.,2003; Prabakaran et al., 2007).
Tais residuos, conforme discutido por Godecke et al.
(2012), sdo produzidos em diferentes fases do
processamento da pele bovina e apresentam
consideraveis cargas organicas e inorganicas, tais
como acidos, fendis, sulfatos e sulfuretos, bem
como elementos altamente téxicos, como o cromo,
cadmio, niquel, chumbo, dentre outros (Bhat, 2011;
Isaac, 2013).

No campo experimental envolvendo a
ecotoxicologia relacionada a efluentes de curtume,
ja demonstrou-se teratogenicidade em espécies de
ourico-do-mar, redugdo do crescimento de
microalgas e uma variedade de efeitos toxicos em
micro crustaceos (Oral et al., 2005). Outros estudos
envolvendo peixes, plantas e bactérias e exposi¢do
a efluentes de curtume também tém demonstrado
efeitos prejudiciais (Tagliari et al., 2004; Matsumoto
et al., 2006; Junior et al., 2007; Tigini et al., 2011;
Taju et al., 2012). Sabe-se que estes organismos sdo
adequados para a determinagdo de letalidade,
caracterizando-se bons modelos ecotoxioldgicos.
No entanto, outros organismos mais complexos
como, por exemplo, os mamiferos, podem
apresentar diferentes sinais ou sintomas ndo
observados nos modelos ecotoxicoldgicos,
necessitando, portanto, que novas investigacdes
sejam realizadas. No entanto, raros sdo os estudos
que avaliaram os efeitos dos efluentes em
mamiferos, destacando-se apenas os trabalhos de
Kumar et al. (2008), Siqueira et al. (2011), Moysés
et al. (2014) e Silva et al. (2015), os quais
trabalharam com ratos e camundongos.

Todos esses estudos sdo importantes e
contribuem enormemente com a elucidagdo dos
efeitos que a exposicdo dos efluentes de curtume
pode causar nestes organismos. Porém, ha grande
dificuldade para reproduzir os efeitos humanos da
ingestdo de efluentes de curtume em um modelo
experimental, devido aos distintos protocolos de
exposicdo aos quais os animais sdo submetidos. O
estudo de Siqueira et al. (2011) avaliou os efeitos da
exposicao dos animais a ingestdo de 0,1% e 1% de
efluente de curtume, diluidos em dagua, por um
periodo de 21 dias. J& Moysés et al. (2014)
estudaram ratos Wistar expostos a ingestdo das
concentracgdes de 0,1%, 1% e 5% de efluentes de
curtume, também diluidas em dgua, por um periodo
de 30 e 45 dias. Em ambos os estudos, os critérios
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de escolha para essas concentracdes sdao obscuros,
fato este que abre perspectivas para a realizagdo de
novas investigacdes, ndo apenas para avaliagdo de
efeitos desses efluentes em doses superiores, mas
também para investigacdo de periodos e formas
diversificadas de exposicdo aos efluentes
diversificadas.

Nesse sentido, considerando a enorme
escassez de trabalhos envolvendo modelos
experimentais mamiferos e exposicdo a efluentes
de curtume, este estudo teve como objetivo avaliar
a toxicidade aguda e determinar a dose letal
mediana (DLso) desses residuos, administradas pela
via oral, a fim de servir de subsidios para o
desenvolvimento de investigacdes sobre os efeitos
téxicos desses residuos, incluindo estudos sobre
opgOes terapéuticas a serem utilizadas em casos de
intoxicagdo por esses toxicantes.

MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizadas 24 fémeas
de camundongos da linhagem Swiss (35 a 45
dias), oriundos de matrizes do Biotério do
Laboratorio de Pesquisas Bioldgicas do Instituto
Federal Goiano (IF Goiano) — Campus Urutai (GO,
Brasil). Todos os animais foram mantidos sob
condicGes sanitarias de biotério convencional,
com controle de temperatura (22 a 249C) e
luminosidade (12 h de ciclo claro). Os animais
foram mantidos em caixas coletivas de
polipropileno padrdo para camundongos (30 x 20
x 13 cm) com tampas gradeadas de arame
galvanizado com tratamento antioxidante, com
no maximo 4 animais em cada caixa. As caixas
eram limpas trés vezes por semana, com troca da
serragem e alimentacao.

Apods distribuicdo equitativa da massa
corporea dos animais, estes foram distribuidos em
seis grupos experimentais (n=4, cada): grupo
controle, o qual recebeu apenas agua filtrada; grupo
20% de efluente de curtume diluido em &gua
filtrada, 40%, 60%, 80% e 100%. A avaliacdo da
toxicidade aguda foi realizada com base nos
procedimentos adaptados da Agéncia Nacional de
Vigilancia  Sanitaria (ANVISA, 2013) e da
Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD).

Cada animal recebeu seis aplicagbes de
volume de 2 mL, cada, de agua filtrada ou agua
filtrada contendo efluente de curtume nas
concentragdes acima expostas, durante um
periodo de 24 h (dia 1: 7h, 11h e 15h e dia 2: 7h,
11h e 15h), conforme preconiza os
procedimentos de toxicidade aguda preconizados
pela ANVISA (2013). As aplicagdes ocorreram por
meio de canula orogastrica (gavagem) (Figura 1)
diurnamente (trés vezes ao dia — 2 mL em cada
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aplicagdo) e em estado de restricdo de comida e
agua no periodo noturno. A opgdo por aplicar o
volume de 6 mL foi baseada em Chorilli et al.
(2007), os quais descrevem que o consumo médio
diario de dgua por camundongo é de 6 mL. Logo,
0s animais avaliados receberam no periodo de 24
h apenas o volume de liquidos que normalmente
é ingerido pela espécie, diariamente. Por outro
lado, a administracdo dos liquidos ocorreu em
diferentes momentos do dia para que ndo
houvesse extrapolagdo do volume pelo aparelho
gastrico do animal, ja que 6 mL é um volume
muito elevado para a capacidade volumétrica do
estdmago do animal.

Figura 1. Imagem representativa do procedimento de
gavagem realizado diariamente em cada animal dos
diferentes grupos experimentais.

Tabela 1. Caracterizagdo fisico-quimica e quimica
do efluente de curtume bruto utilizado no presente
estudo®.

R Agua Efluente
Parametros p
potavel bruto

pH a 252C (UpH) 7,20 4,05
Sdlidos totais 80,00 37.380,00
(mg/L)
Sddio total (mg/L) 5,25 9.690,00
Zinco total (mg/L) 0,03 0,30
Célcio (mg/L) 4,00 601,20
Chumbo (mg/L) <0,01 0,32
Arsénio (mg/L) <0,01 <0,01
Magnésio (mg/L) 2,43 364,80
Cromo (mg/L) <0,05 859,00
Cadmio (mg/L) <0,001 0,095
Niquel (mg/L) <0,01 0,55

#As analises da dgua e do efluente de curtume bruto foram
realizadas de acordo com a metodologia preconizada pela
American Public Health Association (APHA, 2005). Todas as
andlises foram realizadas em um laboratério comercial
localizado em Goiania, GO, Brasil.

Para a determinac¢do da dose letal mediana

(DLso), os animais foram monitorados diariamente
e, havendo morte, esta foi expressa como o
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percentual do numero total de animais que
receberam os tratamentos. Simultaneamente as
aplicagdes das crescentes concentragbes de
efluentes de curtume, procedeu-se a observagdo
dos animais, de acordo com o teste hipocratico
descrito.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme pode ser observado na Figura 2,
as concentragdes de 100% e 80% de efluente de
curtume promoveram a morte de todos os animais
dos respectivos grupos. As fémeas que receberam a
concentracdo de 100%, apds a terceira aplicagdo
(em periodo inferior a 4 h), apresentaram
comportamentos pré-6bito semelhantes, com
destaque para: falta de coordenagdo motora, com
evidente auséncia de resposta ao toque ou aperto
da cauda; auséncia de reflexo de endireitamento;
auséncia de ténus muscular nas patas, no corpo e
ataxia, bem como prejuizos na atividade do sistema
nervoso central, evidenciados por meio de hipnose,
forte espasmo muscular seguido de morte.
Comportamentos semelhantes foram observados
em todas as fémeas que receberam a concentragdo
de 80% de efluente diluido em agua; porém em
periodo superior a 4 h apds a terceira aplicagdo.

Por outro lado, a DLso correspondeu a
concentragdo de 60% de efluente de curtume
diluido em agua (Figura 2), tendo sido evidenciado
a morte de metade dos animais (n=2) ap6s 15 h da
ultima aplicagdo da referida concentragdo. Para as
demais doses (40% e 20%) ndo foi evidenciada a
morte de nenhum dos animais.
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Figura 2. Dose letal mediana de efluente de curtume
diluido em 4d&gua e administrado em fémeas de
camundongos Swiss.

Esses dados demonstram o alto potencial
toxico agudo a partir de aplicagBes orais de elevadas
concentragGes de efluentes de curtume, diluidas
em agua filtrada no modelo experimental utilizado
(camundongos Swiss), resultados estes nunca antes
demonstrados. Na literatura, apenas dois trabalhos
determinaram doses letais de efluente de curtume
em camundongos (Silva et al., 2015; Lemos et al.,
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2015). No estudo de Silva et al. (2015),
camundongos C57BI/6) fémeas receberam,
intraperitonealmente, por 5 dias consecutivos,
injecdes de concentragdes de 100%, 75%, 50% e
25% de efluentes de curtume, diluidas em agua e
camundongos C57BI/6) machos receberam pela
mesma via de administragdo 44%, 38%, 32% e 26%
de efluentes de curtume. Verificou-se que a
concentragdo de 25% de efluentes de curtume
administradas intraperitonealmente mostra-se
indcuas a fémeas de camundongos C57BI/6J e que
doses de até 44% de efluentes de curtume, ndo
evidenciam sinais de toxicidade aguda em
camundongos machos da mesma linhagem.

No trabalho de Lemos et al. (2015) fémeas
de camundongos BALB/c foram distribuidas em
grupos que receberam, pela via intraperitoneal,
duas doses fracionadas de efluentes de curtume
(wet blue), diluidos em agua (11,25%, 22,5% e 45%).
O grupo controle recebeu apenas agua filtrada. Os
dados do referido estudo ndo apontam para
qualquer alteragdo fisica na massa corpérea dos
animais, tampouco nas massas relativas do figado,
baco, timo e rins. Além disso, nenhuma mudanga
comportamental pelo screening hipocratico foi
observada nos animais, com exce¢do de um animal
do grupo 45% que foi a 6bito no 32 dia de avaliagdo,
o0 que corresponde para essa dose uma
concentragdao de efluente de curtume que mata
16,66% dos animais, ndao sendo possivel calcular da
DL1oo ou DLso.

Assim, nota-se que a DLso ndo foi possivel
de ser determinada em nenhum dos estudos
supramencionados. Além disso, ao comparar os
estudos existentes sobre dose letal de efluente de
curtume e o presente trabalho, é possivel notar
grandes diferencas nos procedimentos
metodoldgicos utilizados e entre as linhagens de
camundongo investigadas. Enquanto em Silva et al.
(2015) e Lemos et al. (2015) foram investigados
camundongos isogénicos (C57BI/9) e BALB/c,
respectivamente), no presente trabalho, utilizou-se
uma linhagem heterogénica (camundongos Swiss).
Além disso, Silva et al. (2015) e Lemos et al. (2015)
administraram conteudo de efluente de curtume
pela via intraperitoneal e ndao oral. Assim, essas
diferengas podem explicar as discrepancia entre os
resultados obtidos.

CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo representa um avango no
conhecimento, considerando ser o primeiro estudo
a determinar DLso relativa a ingestdo de efluente de
curtume, diluido em agua. Demonstramos que
concentragbes de 40% e 20% de efluentes de
curtume, diluidas em agua administradas pela via
oral mostram-se inécuas a fémeas de camundongos
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Swiss e que a dose de 60% representa a DLso.
Acredita-se que este estudo possa subsidiar
trabalhos futuros que venham investigar diferentes
efeitos da exposicio oral de camundongos a
efluentes de curtume, possibilitando a elucidagdo
dos mecanismos que relacionam os efeitos a esses
xenobidticos.
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