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INGESTAO DE EFLUENTE DE CURTUME COMO UM
FATOR DE RISCO A SAUDE DAS AVES: UM ESTUDO
TOXICOLOGICO UTILIZANDO Coturnix coturnix japonica
COMO SISTEMA MODELO

RESUMO

As industrias curtumeiras geram grandes quantidades de efluentes de curtume (TE), os quais
tém sido considerados altamente toxico a diversos grupos de animais. No entanto, a
identificacdo e caracterizacdo do impacto desse poluente sobre as aves ainda é muito incipiente.
Assim, nosso objetivo foi avaliar as possiveis alteracdes bioldgicas de C. coturnix japonica
expostas por 45 dias a diferentes diluicdes de TE (1.4%, 3.1% and 6.5%), utilizando
biomarcadores comportamentais, mutagénicos e de producéo de ovos. Quando submetidas aos
testes comportamentais, as codornas que ingeriram TE apresentaram comportamento
compativel com efeito ansiolitico no campo aberto; auséncia de reatividade emocional no teste
de reconhecimento de objetos; reduzido indice de predacdo de larvas de Tenebrio molitor
(potenciais presas); bem como déficit de resposta defensiva antipredatéria quando confrontadas
especialmente com macho de Felis catus (potencial predador). Além disso, observamos nessas
aves aumento da biomassa relativa do figado, maior indice de conversdo alimentar e menor
indice de eficiéncia alimentar; efeito mutagénico do TE (inferido pelo aumento de
anormalidades nucleares eritrocitarias); menor desempenho produtivo e producéo de ovos de
biomassa e espessura da casca reduzidas, além de padrdo de coloracdo diferente dos ovos
produzidos pelas codornas do grupo controle. Portanto, nosso estudo confirma a toxicidade do
TE em C. coturnix japonica, mesmo em pequenas diluicdes. Enquanto as alteracGes
comportamentais demonstram o potencial neurotdxico do poluente, as demais alteracdes
sugerem os mecanismos de acdo de seus constituintes quimicos ndo sdo seletivos, isto €, agem
sistemicamente, atuando sinérgica, antagbnica ou aditivamente, causando efeitos prejudiciais
aos animais.

Palavras-chave: Residuos agroindustriais, Ecotoxicologia, Aves, Poluicdo aquética; Codornas
japonesas.
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INGESTION OF TANNERY EFFLUENT AS A RISK FACTOR
TO BIRD HEALTH: A TOXICOLOGICAL STUDY USING
Coturnix coturnix japonica AS A MODEL SYSTEM

ABSTRACT

The tannery industries generate a large amounts of tannery effluents (TE), which have been
considered highly toxic to various animal groups. However, the identification and
characterization of the impact of this pollutant on birds is still very incipient. Thus, our objective
was to evaluate the possible biological changes of C. coturnix japonica exposed for 45 days at
different TE dilutions (1.4%, 3.1% and 6.5%) using behavioral, mutagenic and egg production
biomarkers. When submitted to the behavioral tests, the quails that ingested TE presented
behavior compatible with anxiolytic effect in the open field; absence of emotional reactivity in
the object recognition test; reduced rate of predation of Tenebrio molitor larvae (potential prey);
as well as ant predictive defensive response deficit when confronted especially with Felis catus
male (predatory potential). In addition, we observed in these birds increased relative biomass
of the liver, higher feed conversion index and lower feed efficiency index; mutagenic effect of
ET (inferred by increased erythrocyte nuclear abnormalities); lower production performance
and biomass egg production and reduced shell thickness, as well as a different staining pattern
of the eggs produced by the quail of the control group. Therefore, our study confirms the
toxicity of ET in C. coturnix japonica, even in small dilutions. While the behavioral changes
demonstrate the neurotoxic potential of the pollutant, the other alterations suggest the
mechanisms of action of its chemical constituents are not selective, that is, they act
systemically, acting synergistically, antagonistically or additionally, causing detrimental effects
to the animals.

Keywords: Agroindustry wastes, Ecotoxicology, Birds, Aquatic pollution; Japanese quail



1. INTRODUCAO
A indUstria curtumeira € responsavel por parte significativa da economia de diferentes paises

— especialmente aqueles asiaticos e da Ameérica do Sul (Aber et al., 2010) —, gerando emprego e
matéria prima para setores ligados a producdo de calcados, bolsas, vestuarios e estofamentos
(Marques et al., 2017). Por outro lado, os processos necessarios para a transformacgao da pele in natura
em couro geram enormes quantidades de residuos que podem impactar o ambiente e a biota, se
descartados incorretamente (Mwinyihija, 2010; Mwinyihija, 2012). Estudos prévios ja demonstraram
que os tannery effluent (TE) sdo compostos por uma mistura complexa de componentes organicos e
inorganicos com alto potencial poluidor (Kumar et al., 2008; Guimaraes et al., 2016; Montalvéo et
al., 2018).

Mais recentemente tem sido demonstrado que a exposicdo a TE causa alteracdes bioldgicas
importantes em distintos modelos experimentais do grupo dos metazoarios (Souza et al., 2016a).
Alteracdes bioquimicas, na resposta imune e genotoxicas, por exemplo, ja foram observadas em
peixes expostos ao poluente (Weldetinsae et al., 2017; Borgia et al., 2018; Lunardelli et al., 2018).
Além disso, girinos expostos ao TE apresentaram prejuizos no desenvolvimento, alteracfes
comportamentais e alteracdes nucleares eritrocitarias (Montalvéo et al., 2018; Amaral et al., 2018) e,
em camundongos, estudos prévios ja relataram disturbios comportamentais, alteracfes
histopatoldgicas e reprodutivas (Kumar et al., 2008; Siqueira et al., 2011; Guimarées et al., 2017,
Souza et al., 2017a; Estrela et al., 2017; Guimaraes et al., 2018; Rabelo et al., 2018”).

Contudo, em relacdo ao grupo das aves, poucos estudos avaliaram os efeitos da exposicao
desses animais aos TE. Até onde vai nosso conhecimento, apenas dois estudos abordaram essa
problematica. Hoffman & Eastin (1981) expuseram ovos de Anas platyrhynchos a solventes organicos
e a diferentes efluentes industriais (incluindo os TE) por um curto periodo de tempo. Na ocasido, a
exposicdo dos ovos simulou a transferéncia de poluentes das penas de aves aquaticas para 0S seus
ovos, causando reducdo no crescimento embrionario das aves. Mais recentemente demonstramos que
a exposicdo de Melopsittacus undulates (periquitos australianos) a ingestdo de agua contendo TE
causou efeito mutagénico, indicado pela elevada formacéo de microntcleos e de outras anormalidades
nucleares em eritrocitos circulantes (Souza et al., 2017b). Portanto, nota-se que o conhecimento sobre
0s impactos da poluicdo aquatica causada pelos TE sobre as aves € muito limitado.

Conforme relatado por Sekercioglu et al. (2004), aproximadamente 20% das espécies de aves
estdo sob o risco de extincdo e 6,5% ja se encontram funcionalmente extintas. Os estudos revistos por
esses autores demonstram ainda que pelo menos Y2 das espécies frugivoras e onivoras e
aproximadamente 1/3 das aves herbivoras, piscivoras e exdticas sdo propensas a extingdo, sendo que

a poluicdo aquatica tem sido uma das responsaveis por esse cenério (Hallmann et al., 2014; Behrouzi-
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Rad & Behrouzi-Rad, 2014). Portanto, estudos que avaliem como 0s poluentes aquaticos impactam
as populacdes aviarias podem contribuir para a proposicéo de estratégias ou a¢des de mitigacdo de
impactos, com consequéncias positivas na conservacao ou preservacao desses animais.

Nesse sentido, a avaliacao da resposta comportamental, dos efeitos mutagénicos e de possiveis
mudancas biométricas, constituem biomarcadores importantes que podem predizer como 0s
poluentes aquaticos (incluindo os TE) podem impactar o fitness dos individuos e, consequentemente,
a estruturacao e organizacao das populagdes aviarias. Conforme ressaltado por Amaral et al. (2018),
quanto maior for as variaveis bioldgicas investigadas em estudos (eco)toxicolégicos, maior sera nosso
know-how para compreendermos a magnitude dos impactos causados pelos poluentes nos ambientes
naturais. O grupo das aves, por exemplo, ao serem expostas a poluentes (dieta ou indiretamente)
podem apresentar distrbios comportamentais com consequéncias drasticas; porém, pouco
conhecidas.

Considerando esse cenario, utilizamos individuos da espécie Coturnix coturnix japonica para
ampliarmos o conhecimento sobre as consequéncias da exposicao cronica a concentragdes ambientais
preditivas relevantes de TE. Tal espécie tem sido considerada um excelente modelo animal para
estudos (eco)toxicoldgicos, ja que apresentam facil manuseio em cativeiro, boa resisténcia a doencas
e baixo custo de manutencdo (Romijn, 1995; Mineau, 2005; Michael & Quinn-Jr, 2012, De-Faria et
al., 2018). Por outro lado, embora nao esteja ameacada de extingdo [pela Red List of the International
Union for Conservation of Nature (IUCN, 2016)], suas populacdes naturais tem sofrido crescente
declinio (Okuyama, 2004) e, portanto, estudos como o0 nosso podem contribuir (direta ou
indiretamente) para a conservacao da espécie, especialmente em paises asiaticos onde a densidade
populacional desses individuos e as atividades curtumeiras séo elevadas.

Assim, nosso objetivo foi avaliar as possiveis alterac@es biologicas de C. coturnix japonica
expostas cronicamente a distintas concentracbes TE, consideradas concentragdes ambientais
relevantes. Partimos da hipdtese de que a ingestdo de agua contendo esse poluente pode causar déficit
de locomocdo, da percepcdo do ambiente e da resposta defensiva antipredatoria frente a potenciais
predadores naturais (cobra e gato). Além disso, partimos do pressuposto de que baixas concentracdes
de TE seriam suficientes para causarem efeitos mutagénicos, assim como alteracdes que podem

interferir indireta e negativamente na reproducao desses animais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e delineamento experimental
Neste estudo utilizamos 48 fémeas de codornas japonesas (C. coturnix japonica) (35-45 dias)

adquiridas em criadouro comercial (Pires do Rio, GO, Brasil) e mantidas em ambiente de temperatura
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(24 a 25° C) e luminosidade (12h claro/12 h escuro) controlada do setor aviario do Biotério do
Laborat6rio de Pesquisas Bioldgicas (Instituto Federal Goiano - Campus Urutai, GO, Brasil). No
biotério, os animais foram mantidos em gaiolas de aco na densidade populacional de 255 cm?/bird,
como também adotado por De-Faria et al. (2018). Antes do inicio do experimento os animais foram
aclimatados as condicdes laboratoriais por 15 dias. Em seguida, as codornas foram distribuidas em
quatro grupos experimentais (n=12 codornas/grupo) com biomassa corpdrea equitativa entre 0s
grupos. As codornas do grupo controle (C) foi oferecida agua potavel sem TE (em bebedouros
convencionais) e aquelas dos grupos TE(1,4), TE(3,1) e TE(6,5) foi oferecido agua contendo 1,4%,
3,1% e 6,5% de TE, o qual foi cedido por uma empresa curtumeira (Inhumas, GO, Brasil). A ragédo
[segundo as recomendacdes da NRC (1994)] e as aguas (com ou sem TE) foram ofertados ad libitum,

sendo que os animais foram expostos por um periodo de 45 dias consecutivos.

2.2. Determinagéo das concentracdes de efluente de curtume
Para a definigéo das diluicdes de TE nas aguas ofertadas aos animais, consideramos o regime

de funcionamento e quantidade de peles processadas diariamente na empresa concedente do efluente,
bem como o registro historico anual da vazao mensal do curso d’agua mais proximo a empresa, o
qual serve ilegalmente como corpo receptor destes efluentes. Para a determinacédo da taxa de geragéo
de efluentes, consideramos uma jornada de trabalho didrio de 8h, o processamento médio de 1
tonelada de pele ao dia (dados fornecidos pela empresa) e que esse quantitativo gera em média 32 m3
de efluentes, segundo Pacheco (2005). Nesse sentido, a vazdo de efluentes considerada para a
definicdo das diluicdes avaliadas em nosso estudo foi de 4 m3/h.

O curso d’agua situado proximo a empresa apresentou no ano anterior a realizagdo deste
estudo (2017) a vazdo média mensal apresentada na Figura 1S (vide “Material Suplementar”). Em
razdo de nao haver a intencdo de atuar como agentes fiscalizadores do cumprimento de legislacdes
ambientais no territério brasileiro ou como fonte de informacédo que possam subsidiar denincias aos
orgaos ambientais competentes, optamos pela omissdo dos nomes da empresa concedente do TE e do
curso d’agua referido que margeia o curtume. A partir da constatacdo de que a vazdo de um curso
d’agua pode variar ao longo do ano, correlacionando-se diretamente com o regime pluviométrico da
regido, decidimos avaliar diferentes diluicbes de TE, plausiveis de serem encontradas na estacao
chuvosa (quando a vazdo dos rios aumenta consideravelmente na regido de estudo) e na estacdo seca
(quando a vazdo reduz substancialmente). Além disso, definiu-se uma concentracdo de TE
correspondente a vazdo mediana anual do curso d’agua.

Para o calculo da taxa de diluicdo do TE, foi utilizada a equacdo da diluigdo do TE no corpo

receptor, presente na Resolucdo n. 430 de 2011 do Conselho Nacional de Meio Ambiente
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(CONAMA, Brasil), expressa pela férmula: CECR=(Qe/(Qe+Qr), onde “CECR” refere-se a
concentragdo do efluente no corpo receptor (taxa de diluicdo); “Qe” a vazdo de efluentes e “Qr” a
vazao do curso d’dgua. Considerando a vazio constante de TE ao longo de todo ano (4 m%/h), assim
como a média da vazdo do curso d’agua nos meses mais chuvosos (dezembro, janeiro, fevereiro e
margo) (274,37 m*/h) e nos meses mais secos (julho, agosto, setembro e outubro) (57,51 m?h),
chegou-se as diluicdes de 0,014 (ou 1,4%) e 0,065 (ou 6,5%), respectivamente. Ja a concentracdo de
efluente de 0,031 (ou 3,1%) foi obtida, a partir da mediana das vazGes mensais registradas ao longo
de todo ano (121,1 m¥/h).

2.3. Caracterizacao do efluente de curtume
A caracterizacdo quimica e fisico-quimica do TE foi realizada conforme procedimentos

metodologicos preconizados pela American Public Health Association (APHA, 1997). A anélise
microbiologica para deteccdo de coliformes totais na agua e no TE foi realizada conforme
procedimentos descritos pela Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA) (Brasil, 2006). Ja a analise de
compostos organicos foi realizada via espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray. A
fonte do eletrospray foi operada no modo positivo e negativo. Utilizou-se nitrogenio altamente puro
(>98%) como dessolvatacdo (200 °C; 4 L/min) nebulizador e gas de colisdo. A pressao do
nebulizador foi mantida a 0,4 bar e a voltagem da capilaridade fixada em 4500V. As condicGes do Q-
TOF foram as seguintes: Deslocamento da placa terminal: -500 V; Funil 1: 200 Vpp; Funil 2: 200
Vpp; Hexapolo RF: 200 Vpp; Colisdo RF: 400 Vpp; Tempo de Transferéncia: 70 us; Armazenamento
pré-pulso: 5 us; Quadrupolo de Energia Ionica: 5¢V; Média de rolagem: 2 x 1Hz. Os espectros de
massa foram adquiridos e processados utilizando um Software de Anélise de Dados Bruker Compass
(Bruker Daltonik, GmbH).

2.4. Biomarcadores
A avaliacdo da toxicidade do TE foi realizada a partir de biomarcadores comportamentais,

mutagénicos, biométricos e reprodutivos, conforme detalhados a seguir. Na analise comportamental
investigamos o potencial dos TE causarem alteracGes locomotoras, déficit na percepcdo do ambiente,
alteracdes no comportamento alimentar e prejuizo na resposta defensiva contra potenciais predadores.
Para isso, os animais foram submetidos a diferentes testes comportamentais, 0s quais foram realizados
em sala de teste que continha isolamento acustico, controle de luminosidade/temperatura, além de

cameras que se conectavam com computador localizado externamente.
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2.4.1. Andlises comportamentais
2.4.1.1. Capacidade locomotora

Os efeitos dos tratamentos sobre a capacidade locomotora das codornas foram avaliados por
meio do teste do campo aberto (no 40° dia experimental), conforme procedimentos adotados por De-
Faria et al. (2018). Tal teste foi realizado em aparato com dimens@es de 58 cm largura x 38 cm altura
x 40 cm comprimentp, cujas paredes eram opacas, impedindo que o animal visualizasse o ambiente
externo. Apos serem colocados individualmente no centro do aparato (Figura 1A), o animal era
filmado por 5 min ininterruptos. Entre um animal e outro, o aparato era higienizado com &lcool a
70%. Em seguida, a laténcia para a primeira locomocéo e o total de cruzamentos dos quadrantes (10,5

cm?) tragados no assoalho do aparato foram registrados, utilizando-se o PlusMZ software.

2.4.1.2. Teste de reconhecimento de objetos

Para avaliacdo da capacidade de percep¢do do ambiente e possivel reacdo a novidade, as
codornas foram submetidas ao teste de reconhecimento de objetos (no 41° dia experimental), de
acordo com De-Faria et al. (2018). Este teste ¢ realizado em duas sessdes. Na primeira, simulamos a
introducdo de um objeto no interior da gaiola (i.e.: a mao do pesquisador era introduzida na gaiola)
onde a codorna (individualmente) se encontrava e na sequéncia o animal foi filmado por 5 min.
Posteriormente, 0 mesmo procedimento era adotado; porém, um objeto era colocado no assoalho da
gaiola e a codorna era filmada por mais 5 min (Figura 1B). Tal objeto consistiu de um cilindro de
polypropyleno fixado a uma base (10 cm de altura e 1 cm de diametro) que continha faixas
intercaladas nas cores azul, vermelho, amarelo, cinza e verde, ja que as aves sdo mais sensiveis a
percepcao de cores de acromaticidade oposta (Salven et al., 1971).

Pressupomos que esse objeto despertaria atencdo das aves, permitindo-nos avaliar mais
precisamente sua habilidade perceptiva. Entre um animal e outro a gaiola era higienizada com alcool
a 70%. Finalizadas as filmagens, os seguintes parametros foram registrados: frequéncia (fcon) € tempo
(tcon) de congelamento (para célculo do indice de congelamento (lcon), dado pela formula “fcon/tcon X
100”; frequéncia (fcis) € tempo (tcis) de exibicdo do comportamento de ciscar seguido ou ndo do
comportamento de “banho na areia” (para calculo do indice de ciscagem (Icis) dado pela equacgao
“feon/tecon X 100”), bem como a frequéncia de levantamentos. O comportamento de ciscar foi registrado
sempre que a ave explorava sua area com seus pés e bicos direcionados para o assoalho da gaiola.
Em alguns momentos essa categoria comportamental era acompanhada de tentativas da codorna de
revolver o assoalho. Ja o levantamento era registrado quando a ave ficava com o corpo ereto com

visivel intencdo de explorar o ambiente ao seu redor e o congelamento era registrado sempre que a
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ave permanecia imével — normalmente com olhar fixo em alguma diregdo — ou quando realizada

pequenos movimentos respiratorios.

Faja - -

Figura 1. Desenho esquematico (em 3D) dos aparatos utilizados no (A) teste do campo aberto
e (B) de reconhecimento de objetos. As cores sdo meramente ilustrativas.

2.4.1.3. Teste de comportamento predatério (codornas enquanto predadores)

Neste teste (realizado no 42° dia experimental) avaliamos se a exposi¢cdo ao TE poderia
suprimir ou alterar o comportamento predatdrio inato das codornas. Para isso, foi utilizado um aparato
retangular (de paredes opacas) nas seguintes dimensdes: 60 cm de comprimento x 40 cm de largura
X 40 cm de altura. Em uma das extremidades do aparato havia uma abertura estreita (15 cm de
comprimento x 2 cm de altura) por onde eram oferecidos as codornas os diferentes estimulos
alimentares (Figura 2A).

Objetivando descartar a hipotese de que as codornas pudessem explorar ou atacar qualquer
objeto estranho e, ndo necessariamente, exibir um comportamento de predacdo, oferecemos aos
animais dois tipos de estimulos: (i) falsa larva de inseto (silicone, ndo toxicas e sem odores, obtidas
no www.amazon.com) e (ii) uma larva real. Como representante desta ultima, utilizamos larvas de 2°
estagio (= 1,5 cm) de besouros da espécie Tenebrio molitor.

A dindmica do teste iniciava com a fixacdo de duas larvas (falsas ou reais) por lamina de
plastico polietileno (16 cm de comprimento X 3 cm de largura). As larvas em cada lamina eram
posicionadas de modo que a primeira e segunda larvas ficavam a 2 cm e 3,5 cm de distancia de uma
das extremidades da lamina. Apos o preparo das laminas, a codorna teste (privada de alimentacdo por
5 h anteriores ao teste) era introduzida no aparato e filmada por 3 min, sem a presenca de qualquer
estimulo alimentar. Em seguida, 4 laminas (contendo larvas falsas, reais ou sem larvas) eram
oferecidas em ordem sequencial pré-definida (permanecendo 40 s/ldmina no aparato) que alternava
entre um animal e outro de cada grupo experimental (sequéncia A: real larvae de T. molitor > larva
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falsa > nada > larva real; sequéncia B: larva falsa > larva real > nada > larva real). Nosso intuito foi
excluir potencial previsibilidade das codornas relativa a ordem sequencial com que as larvas eram
introduzidas no aparato. Além disso, a introducdo de lIaminas sem qualquer larva foi importante para
descartarmos a hip6tese de que as codornas seriam atraidas pela ldmina de plastico, em si. Essa
dindmica foi realizada duas vezes para cada ave, para assegurar que a exploracdo das larvas pelas
codornas ndo seria aleatoria, assim como para inferir sobre a aquisicdo de memoria alimentar e
ferocidade predatdria das aves.

Apos as filmagens, registramos o tempo de exploracdo e a frequéncia de bicagem em cada
lamina, a laténcia para comer as larvas verdadeiras na primeira e segunda exposic¢des, bem como o
indice de predacdo. O indice de predacdo (IP) foi calculado pela Eq. 1, onde “NA” e “Ttoal” referem-
se ao nimero de animais que comeram as larvas verdadeiras e tempo total do teste, respectivamente.

Entre um animal e outro o aparato era higienizado com alcool a 70%.

IP = (NA/Ttotal) x 1000 D

Real larvae
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Figura 2. Desenho esquematico (em 3D) dos aparatos utilizados no (A) teste de comportamento
predatorio e (B) de resposta defensiva antipredatdria, em que codornas japonesas (Coturnix
japonica) expostas ou ndo a efluente de curtume foram submetidas. As cores sdo meramente
ilustrativas.

2.4.1.4. Teste de resposta defensiva antipredatoria (codornas enquanto presas)

A resposta defensiva antipredatoria foi avaliada utilizando um aparato em que as codornas
eram colocadas em contato com dois potenciais predadores (cobra e gato) em sessdes e dias
diferentes. Em ambos os testes, utilizamos um aparato nas dimensdes de 150 cm comprimento x 30
cm largura x 30 cm altura, de paredes opacas e com assoalho dividido em trés distintas zonas (50 cm
de comprimento/cada) (Figura 2B). Tais zonas foram discriminadas (zona 1, 2 e 3) pela distancia em
que se localizavam do recinto onde os predadores eram introduzidos. A zona 3 se localizava mais
proximo do recinto do predador e, portanto, foi denominada de ‘“zona aversiva’, ja que
pressuplnhamos que as codornas seriam aversas ao gato e/ou cobra e que ir ou permanecer nessa
zona implicaria em risco iminente. Por outro lado, a zona 1 foi denominada de “zona de seguranga”,
ja que era a mais distante do recinto dos predadores e, caracterizava a localizacdo espacial que
representaria menor risco de predacdo. Ja a zona 2, correspondia uma regido neutra, a qual
representava a transi¢ao entre a ‘zona aversiva” e de “seguranga”. Destaca-se que 0 recinto onde o
predador era introduzido apresentava 60 cm comprimento x 40 cm largura x 40 cm altura. As paredes
do recinto também eram opacas, com excecdo daquela frontal (Figura 2B). Nesse caso, a codorna
teste recebia estimulos visuais, olfatérios e auditivos de seus potenciais predadores, porém a tela que
0S separavam garantia que ataques imprevistos ndo ocorressem.

O predador felino utilizado foi um gato macho saudavel da espécie Felis silvestris catus, o

qual apresentava padré@o de pelagem brown agouti. Esse animal foi capturado em ambiente urbano e
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mantido em recinto apropriado no setor clinico do Departamento de Medicina Veterinaria do IF
Goiano — Campus Urutai (GO, Brasil), privado de alimentos por 9 horas — para estimular seus extintos
predatdrios. Ja o predador ofidico foi um macho da espécie Pantherophis guttatus (4 anos de idade)
que apresentava padréo de coloracgdo do tipo Okeetee — normal ou comum. A cobra era alimentada
rotineiramente com camundongos, mas no dia do teste faziam 20 dias que ela ndo recebia qualquer
tipo de alimento.

A exposicao das codornas ao predador felino (Figure 2B.1) e ofidico (Figure 2B.2) ocorreu
no 43° e 45° dia experimental, respectivamente, isto &, intercalados por um periodo de 24 h. Em ambos
os dias experimentais, o teste iniciava com a introdug@o da codorna (sempre individualmente) no
centro do aparato (zona neutra) com o cabeca voltada para uma das paredes laterais. Em seguida, a
ave explorava o aparato por 10 min; porém, na auséncia de predadores no recinto. Essa sessdo era
denominada de “fase de habitua¢dao”. Na sequéncia, a codorna era retirada do aparato e colocada de
volta a sua gaiola residéncia. Quando todas as codornas (de todos o0s grupos) passavam pela fase de
habituacdo, a segunda sesséo do teste era iniciada. Nessa sessdo, 0s procedimentos anteriores eram
repetidos; porém, a codorna teste explorava o aparato (também por 10 min) na presenca dos seus
potenciais predadores. Apos as filmagens registramos o total de cruzamentos entre as zonas tracadas

no assoalho do aparato e o tempo (s) de permanéncia nas zonas “aversiva” e de “seguranca”.

2.4.2. Mutagenicidade

A mutagenicidade do TE foi avaliada por meio do ensaio do microntcleo (MN), foi realizado
em eritrocitos circulantes periféricos maduros com base no procedimento descrito anteriormente por
Souza et al. (2017). A frequéncia de anormalidade nuclear foi determinada no final da fase de
exposi¢ao. Aproximadamente 20 pL de sangue/codorna foram coletados via decapitacdo e,
posteriormente, esfregacos de sangue foram preparados para avaliar o possivel efeito mutagénico
resultante da exposicdo desses animais a agua contendo TE. Duas laminas foram preparadas para
cada animal. fixadas em metanol frio a 100% (v / v) por 5 min e coradas com Panotico Rapido®
(New Prov). Em seguida, todas as laminas foram analisadas em microscopio Optico com lente de
imersdo, com base nos procedimentos metodoldgicos adotados por Montalvao et al. (2017). Dois mil
(2.000) eritrocitos circulantes de cada individuo foram contados. Apenas os eritrocitos que ndo se
sobrepuseram e apresentaram membranas celulares e nucleares intactas foram levados em
consideracdo. As laminas foram analisadas as cegas e aleatoriamente. A investigacdo também
verificou se o TE induziria a formacdo de outras anormalidades nucleares eritrocitérias. Esta

investigacdo quantificou as anomalias nucleares observadas nas laminas avaliadas.
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2.4.3. Parametros ligados a reproducéo

A avaliacdo dos possiveis efeitos do TE sobre aspectos reprodutivos, foi realizada a partir do
registro do numero total de ovos postos por gaiola durante o dia pelo nimero médio de aves. Os
parametros de qualidade dos ovos foram: (a) area da superficie; (b) indice de forma do ovo; ()
percentual e (d) espessura da casca; (€) biomassa dos ovos e (f) caracteristicas visuais dos ovos.

A area da superficie (As) (em cm?) e o volume (cm®) de cada ovo foram estimados a partir
das equagdes matematicas propostas por Narushim (2005) (Eg. 2 e 3), onde “L” e “C” referem-se a

largura e comprimento maximos de cada ovo.

V =0,525xCx L2 2

As = (O,9658X%+2,1378)XCXL ©)

O comprimento do ovo (ao longo do eixo longitudinal) e a largura do ovo (ao longo do eixo
equatorial) foram medidos com um medidor digital (preciséo de 0,01). O indice de forma de ovo foi
calculado como a razao entre largura e comprimento do ovo (%) pelo método proposto por Anderson
et al. (2004).

As cascas dos ovos foram lavadas e secas em estufa por dois dias a 60° C para posterior calculo
do percentual de casca (em relacdo a biomassa fresca dos ovos) e sua espessura, conforme
procedimentos adaptados de Kamata et al. (2006). Nesse ultimo caso, as medi¢cdes (com paquimetro
digital) ocorreram em trés pontos distintos ao longo do meridiano dos ovos: (a) ponta superior (a),
(b), o eixo equador (c) ponta inferior. J& a biomassa dos ovos no periodo experimental foi obtida
multiplicando-se o peso medio dos ovos pelo nimero total de ovos produzidos no periodo
experimental, conforme Lima et al. (2015). Esta massa total foi dividida pelo nimero total de aves
por dia do periodo, sendo expressa em gramas de ovo/codorna/dia.

As caracteristicas visuais dos ovos das codornas também foram avaliadas [similarmente a
Collias (1993), Westmoreland & Kiltie (1996) e Kirikci et al. (2005)], uma vez que esse parametro
pode ser alterado em condicdes de poluicdo (Jagannath et al., 2008. Wilson, 2017). A coloracédo de
fundo e o padrdo de manchas dos ovos foram avaliadas com base em Farghly et al. (2015) e Idahor
et al. (2015). Para a categorizacdo das cores do fundo dos ovos adotamos o sistema RGB, isto &,
sistema de cores aditivas em que o vermelho, o verde e 0 azul sdo combinados de varias formas de
modo a reproduzir um largo espectro cromatico (Figura 3S-A). Nesse sistema, as cores sao obtidas
através das misturas das trés cores primarias, em quantidades determinadas. Cada cor esta enquadrada
numa escala que varia de 0 a 255. Quando a mistura das trés cores esta no valor minimo (0, 0, 0), o

resultado é a cor preta. Quando estd no maximo (255, 255, 255), a cor resultante € a branca. Apos
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uma avaliacéo geral de todos os ovos produzidos, identificamos uma variagdo de quatro cores de
fundo dos ovos, conforme apresentado na Figura 3S-B, sendo o valor RGB obtido por meio do
software ColorPix v.1.1. Tais cores foram categorizadas em ‘“esbranquigada”, “esverdeada”,
“azulada” e “amarronzada” e aplicando o sistema RGB, as quais formam um gradiente de tonalidade
(da mais clara para a mais escura) (Figura 3S-C). J& as manchas castanho-escuras ou negras salpicadas
nas cascas foram categorizadas com base na quantidade identificada na casca, isto ¢, em “pequena”
(escore 10), “média” (escore 50) ou “grande” (escore 100), as quais também formam um grande de
tonalidade conforme Sezer & Tekelioglu (2009), com modifica¢des (Figura 3S-D). Logo, tem-se ovos

mais claros e mais escuros, com cores de fundo que também variam da mais clara para a mais escura.

2.4.4. Outros parametros

Ao longo do experimento foram medidos o consumo de agua e racdo. O consume diario foi
calculado através da subtracdo do restante ao total de agua e comida ofertado por de acordo com
Estrela et al. (2015). A taxa de conversao alimentar foi calculada em gramas de ragdo por gramas de
ovo produzido, de acordo com Manafi (2018). Ja a eficiéncia alimentar foi calculada conforme EI-

Hack et al. (2017) e expressa como g ovo/g racdo

2.4.5. Analises estatisticas

Inicialmente a normalidade de todos os dados obtidos foi testada utilizando-se os testes
Shapiro-Wilk, Anderson-Darling e Kolmogorov-Smirnov. Os testes de Levene e Bartlett avaliam a
igualdade de variancia residual. Os dados relativos ao campo aberto, a qualidade dos ovos e a
avaliacdo da mutagenicidade do efluente de curtume foram comparados através da ANOV A one-way
(dados paramétricos) e através do teste de Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos), também a 5%
de probabilidade . Por outro lado, dados de biomassa corporal, comportamento predatério e dados de
reconhecimento de objetos e respostas a testes de predadores, foram analisados como teste
paramétrico, pois as aves na primeira e segunda sessdes foram as mesmas. Nesses casos, 0 teste t de
Student foi utilizado para comparar os dados paramétricos e o teste de Mann-Whitney foi aplicado
aos ndo paramétricos. Os videos foram incluidos utilizando o software PlusMZ e todas as analises e
elaboracdes graficas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism versdo 7.00 para Windows,

GraphPad Software, La Jolla Califérnia USA, www.graphpad.com.
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3. RESULTADOS
A anélise inorgénica do TE bruto, assim como suas dilui¢cdes nas dguas ofertadas aos animais

mostrou elevada concentracdo de varios elementos quimicos de toxicidade conhecida, tais como Ba,
Cd, Pb, Cu, Hg, Ni, As, Cr, Sn, Ag e Si (Tabela 1S), sem a presenca de coliformes fecais. Além disso,
identificamos hidrocarbonetos monocromaticos e policiclicos diferentes (Figura 2S e Tabela 2S) de
estrutura molecular complexa e pouco identificada em analises quimicas organicas de rotina. Assim,
confirmamos a alta complexidade quimica do TE, assim como reportado em estudos prévios que
utilizaram diferentes tipos de TE Estrela et al. (2017), Mendes et al. (2017).

Quanto aos animais expostos a TE, ndo observamos sinais clinicos ao longo do periodo
experimental indicativos de toxicidade sistémica (tais como fraqueza, impossibilidade de andar ou
permanecer em pé, letargia, respiracdo ofegante, cianose, regurgitacdo / vémito, tremor de melena,
ataxia, inclinacdo da cabeca, convulsdes e / ou cegueira) ou de desidratacdo (olhos aparentemente
afundados ou sem brilho, pele ao redor dos com aparéncia enrugada ou membranas mucosas
pegajosas ou secas). Ndo houve diferenca estatistica no consumo médio de agua de todos 0s grupos
[C: 44,4 mL/ave/dia; TE(1.4): 42.4 mL/ave/dia; TE(3.1): 44.06 mL/ave/dia; TE(6.5): 43.3 mL/ave/dia
— H=4.107; p=0.250], o que nos permite descartar a possibilidade de algumas codornas beberem
menos agua por aversdo a agua poluida. No entanto, as codornas dos grupos TE(3.5) e TE(6.5)
ingeriram maior quantidade de ragdo [C: 27.42 g/ave/dia; TE(1.4): 25.65 g/ave/dia; TE(3.1): 30.16
g/ave/dia; TE(6.5): 31.37 g/ave/dia — H=11.240; p=0.010].

O exame fisico dos animais revelou diminuicdo da biomassa corporea das codornas de todos
0s grupos experimentais (inicial vs. final) (Figura 3A), bem como aumento da biomassa relativa do
figado das aves dos grupos TE(1.4), TE(3.1) e TE(6.5) sem, no entanto, haver diferengas na biomassa
cerebral (Figura 3B). E provavel que a reducio da biomassa corporea das aves esteja relacionada a
fase postural em que as codornas se encontravam ao longo do periodo experimental. Conforme bem
conhecido na literatura, a biomassa corpdrea das aves pode sofrer variacao nas primeiras semanas de
postura, uma vez que pode haver dispéndio do metabolismo energético voltado a producao dos ovos
(Sefton & Siegel, 1973). Isso explicaria a reducao da biomassa corporea nas aves de todos 0s grupos
experimentais. Por outro lado, 0 aumento da biomassa hepatica pode estar relacionado a possiveis
alteracbes hepaticas associadas com a ingestdo de agua contendo TE. Embora ndo tenhamos
aprofundadas nossas analises em nivel histopatoldgico, hd consenso do aumento do peso do figado
em roedores devido a exposicdo a substancias quimicas pode ocorrer através de varios mecanismos e
pode ser acompanhado por uma variedade de aparéncias histoldgicas diferentes, algumas das quais
mostram claramente citotoxicidade e morte celular (Hall et al., 2012). O estudo de Rabelo et al. (2018)
envolvendo a exposicdo cronica de camundongos Swiss (machos e fémeas) a TE reforca a hipdtese

de ocorréncia de danos hepéticos nas codornas expostas ao poluente. Na ocasido degeneracdo
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hidrépica moderada foi observada nas regides centro lobulares do figado de camundongos expostos
a5e 10% TE, bem como maiores quantidades de hepatdcitos apresentando cariomegalia e hepatdcitos
necréticos, e uma menor quantidade de células Kuffer no figado de camundongos expostos a o
xenobidtico. Além disso, camundongos expostos a 10% TE apresentaram leve hiperplasia dos ductos
biliares nas areas portais e proliferacdo de fibroblastos ao redor dos ductos biliares, sugerindo um

processo fibroso.
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Figura 3. (A) Biomassa corporea inicial e final e (B) biomassa relativa do figado e cérebro de
codornas japonesas (Coturnix corturnix japonica) expostas ou ndo a diferentes diluicbes de
efluente de curtume. As barras indicam a média + erro padrdo e as letras minusculas distintas
indicam diferencas significativas entre os grupos experimentais. C: controle; TE: grupos expostos
a tannery effluent diluidos a 1.4% [TE(1.4)], 3.1% [TE(3.1)] e 6.5% [TE(6.5)] (n=12/cada)

Em relacdo aos testes comportamentais, as codornas expostas ao TE ndo apresentaram

evidéncias de alteracbes locomotoras inferidas por meio da laténcia para a primeira locomocao e do
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total de cruzamentos dos quadrantes tragcados no assoalho do aparato do teste do campo aberto. Nestes
casos ndo observamos diferencas entre 0s grupos experimentais (Figura 4A-B, respectivamente). No
entanto, as aves dos grupos TE(1.4), TE(3.1) e TE(6.5) apresentaram reduzido tempo e frequéncia de
exibicdo do comportamento de freenzing (Figura 4C), quando comparadas as aves do grupo controle.
Esses dados, em particular, s&o semelhantes aos observados por De-Faria et al. (2018), ao exporem
fémeas de codornas a agua concentragdes ambientais de abamectina. Conforme discutido por
Satterlee & Marin (2006), aumentos da exibicdo desse comportamento reflete diretamente um alto
nivel de estresse e ansiedade nesses animais, sendo o inverso relacionado a um efeito ansiolitico néo-

sedativo.
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Figura 4. (A) Laténcia para o primeiro movimento; (B) total de cruzamentos dos quadrantes
tracados no assoalho do campo aberto e (C) tempo e frequéncia de exibicdo do comportamento de
freezing por Coturnix coturnix japonica expostas ou ndo a diferentes diluicdes de efluente de
curtume. As barras indicam a média + erro padrdo e as letras minusculas distintas indicam
diferencas significativas entre os grupos experimentais. Os dados foram analisados pelo teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, com pos-teste de Dunn’s, a 5% de probabilidade. C: controle; TE:
grupos expostos a TE diluidos a 1.4% [TE(1.4)], 3.1% [TE(3.1)] e 6.5% [TE(6.5)] (n=12/cada).

Na literatura ja foram reportados tanto efeito ansiogénico, quanto ansiolitico da exposicao de
distintos modelos animais a TE. Almeida et al. (2016), por exemplo, observaram que fémeas de
camundongos Swiss que ingeriram as diluicGes de TE 5% e 10% ingeridas apresentaram efeito
ansiolitico (menor nivel de ansiedade, maior porcentagem de tempo com bragos abertos, maior tempo
e frequéncia no comportamento de mergulho, menor tempo de espera e menor frequéncia de
freezing). Por outro lado, Guimaraes et al. (2017), utilizando grupos de controle farmacoldgico ndo
observaram efeito ansiogénico ou ansiolitico da exposicdo oral de machos e fémeas de camundongos
Swiss a TE. J& Souza et al. (2017) ao exporem cronicamente camundongos C57BI/6J a TE
observaram comportamento compativel com o aumento da ansiedade nos animais que ingeriram agua
contendo TE (0.1, 1 and 5%) — i.e.: efeito ansiogénico do poluente. As discrepancias entre esses estao
relacionadas certamente ao tipo de TE testado e a sua composi¢do quimica, a via e ao periodo de
exposicdo, além das caracteristicas bioldgicas distintas dos modelos animais avaliados. De todo
modo, os dados obtidos no presente estudo, aliado aos ja relatados em roedores expostos a TE
sugerem fortemente acdo neurotdxica do poluente, ora em vias neurais que levam ao aumento da
ansiedade, ora a diminuigdo do estresse e, consequente efeito ansiolitico.

Em relacéo ao teste de reconhecimento de objetos, nossos dados mostram que as codornas do
grupo controle exibiram com menos frequéncia e tempo o comportamento de freezing (Figuras 5A-

B), o que pode ser explicado pela maior frequéncia de exibi¢cdo do comportamento de ‘alta postura’,
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quando o objeto novo foi introduzido na caixa onde se encontravam (segunda sessao do teste) (Figura
5C). Esses dados indicam reacdo alerta clara a novidade e ao medo, uma vez que este teste permite
avaliar se as aves sdo capazes de reconhecer um novo objeto (de cores diferentes) e inferir a percepgéo
do animal sobre o meio ambiente, suas habilidades cognitivas e emocionais (medo e ansiedade) (
Taylor et al., 1969; Salzen et al., 1971; Forkman et al., 2007; Fernandes et al., 2015; De-Faria et al.,
2018). No entanto, as aves expostas a TE ndo tiveram o seu comportamento (de 'alta postura’)
influenciado por estar na segunda sessdo de teste, (Figura 5C ). Nesse caso, uma ingestdo de agua
sustentou que o TE pode ter influenciado negativamente a habilidade de reconhecer o objeto colocado

no ambiente familiar, e explicaria sua falta de resposta ao objeto.
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Figura 5. (A) Tempo e (B) frequéncia de exibicdo do comportamento de congelamento, (C) frequéncia de exibi¢do do comportamento de high-posture
e (D) e de ground scratching de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) expostas ou ndo a diferentes concentragdes de efluente de curtume.
As barras indicam a média + erro padrdo e as letras minasculas distintas indicam diferencas significativas entre os grupos experimentais. C: controle;
TE: grupos expostos a tannery effluent diluidos a 1.4% [TE(1.4)], 3.1% [TE(3.1)] e 6.5% [TE(6.5)] (n=12/cada)
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Resultados semelhantes foram observados em relacdo ao comportamento de ‘ciscar’ no
assoalho da caixa durante o teste de reconhecimento de objetos. As aves expostas ao poluente néo
reduziram tal comportamento na presenca do objeto, como observado nas codornas do grupo controle
(Figura 5D). E sabido que todas as codornas dedicam parte do seu tempo (aproximadamente 8%) para
ciscar e e forragear procurando sementes e invertebrados no campo (Schmid & Wechsler, 1997).
Além disso, comportamento de banho de poeira acontece de modo discreto em C. coturnix japonica,
cada um dos quais é composto da seguinte sequéncia de padrdes de comportamento de componentes:
movimentos de raspagem com o bico, arranhar ou raspar movimentos com as pernas, jogar poeira no
ar com as asas e ondular o corpo sob o chuveiro, esfregando a cabeca e o corpo no po, e pena vigorosa
agitando e sacudindo (Borchelt, 1977; Statkiewicz & Schein, 1980; Gerken & Petersen, 1987; Mills
et al., 1997). No entanto, a percepcdo de qualquer sinal de perigo ou alerta, reduz ou interrompe
imediatamente a exibigao do comportamento de ‘ciscar’ (Mills et al., 1997). Portanto, esses resultados
em associacdo com aqueles referentes a exibicdo do comportamento de freezing no teste do campo
aberto, reforcam a hipdtese de que o TE cause efeito ansiolitico em codornas, supostamente
diminuindo sua reacéo a novidade e ao medo (sem efeito sedativo).

NOs também avaliamos se a ingestdo de agua contendo TE poderia influenciar a capacidade
predatoria das codornas, isto €, de forragear invertebrados. Assim, ao confrontarmos as codornas com
larvas falsas e verdadeiras de T. molitor, observamos clara resposta predatdria das aves livres de TE.
O maior tempo de exploracdo e da frequéncia de bicadas nas larvas verdadeiras pelas codornas do
grupo controle demonstram que essas aves foram capazes de explorar a novidade (representada pelas
larvas), bem como diferenciar a larva verdadeira da falsa indicando clara resposta inata predatoria
(Figura 6A-B). Contudo, as codornas expostas ao TE ndo apresentaram a mesma performance
comportamental quando confrontadas com as larvas, uma vez que ndo observamos diferencas
significativas entre o tempo de exploracdo e da frequéncia de bicadas das larvas verdadeiras e falsas
(Figura 6A-B).

Além disso, 0 menor tempo de laténcia para comer a larva verdadeira durante a segunda vez
em que as codornas do grupo controle e as larvas foram confrontadas, sugere a aquisicdo de memoria
alimentar e maior ferocidade predatéria desses animais, o que ndo foi observado nas aves expostas
ao TE (Figura 6C). Neste ultimo caso, o maior IP apresentado pelas codornas controle (Figura 6D)
confirma nossa hipdtese. Portanto, nossos dados sugerem influéncia negativa dos constituintes
quimicos do poluente em mecanismos ou estruturas neurais correlacionadas com o instituto
predatorio das codornas que, em ambiente natural, poderia impactar drasticamente o fitness dos

individuos e a dindmica de suas populacdes.
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Na literatura especializada ndo encontramos estudos que também tenham avaliado o efeito de
poluentes sobre a capacidade predatoria de codornas japonesas, seja em ambiente laboratorial ou
natural. No entanto, estudos de modelagem matemética (Bardsen et al., 2018) e de campo (Brotons
etal., 1998; Currie & Valkama, 1998; Ortega, 2012) envolvendo diferentes espécies de aves reportam
evidéncias de que estressores ambientais, incluindo os poluentes quimicos, podem afetar a capacidade
de forrageio das aves, interferindo diretamente no equilibrio das espécies de predadores e presas.
Ainda ndo ha consenso sobre como os diferentes poluentes podem afetar a capacidade de
forrageamento das aves. Porém, é provavel que os mecanismos fisiologicos que modulam a fome,
saciacdo e analise de custo energético dispendido para a captura de presas sejam afetados, bem como
a capacidade perceptiva do ambiente e de analise da qualidade dos habitats. Além disso, fatores ndo-
energéticos como a percepc¢ao do risco de predacao (influenciado pelo estado emocional dos animais)
podem ter influéncia no comportamento de forrageio das aves que habitam ou que frequentam locais
poluidos.

Outra resposta comportamental avaliada em nosso estudo foi aquela exibida quando as
codornas eram confrontadas com seus potenciais predadores (felino e ofidico). Inicialmente
observamos que as codornas do grupo controle, diferentemente das aves expostas ao TE,
apresentaram maior atividade locomotora na presenca do gato (Figura 7A), 0 que sugere
desorientacdo das aves na circunstancia conflitante provocada pelo teste. Aléem disso, o tempo de
permanéncia das codornas expostas ao poluente nas zonas aversivas e de seguranca, na auséncia e

presenca do gato, ndo diferiram, como observado nas aves do grupo controle (Figura 7B-C).
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Figura 7. (A) Total de cruzamentos dos quadrantes tragados no assoalho do aparato e tempo de
permanéncia nas zonas (A) aversiva e de (B) seguranca, de codornas japonesas (Coturnix coturnix
japonica) expostas ou ndo a diferentes concentracOes de efluente de curtume. As barras indicam a
erro + desvio padrdo e as letras mindsculas distintas indicam diferencas significativas entre os
grupos experimentais. C: control; TE: grupos expostos a tannery effluent diluidos a 1.4% [TE(1.4)],
3.1% [TE(3.1)] e 6.5% [TE(6.5)] (n=12/cada).
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Quanto ao teste de resposta ao predador ofidico, observamos apenas que os grupos controle e
TE(1.4) permaneceram menos tempo na zona aversiva quando a cobra estava presente no aparato
(Figura 7B), tendo permanecidas na zona neutra do aparato, ja que ndo observamos variagcao no tempo
de permanéncia na zona de seguranca. Assim, é plausivel interpretar esse resultado como uma
resposta defensiva mais branda das aves controle e do grupo TE(1.4) a cobra, quando comparada com
aquela exibida na presenca do gato. Nesse caso, € possivel que as aves ndo tenham identificado a
cobra como uma iminente ameaca predatoria, sendo os estimulos desse potencial predador (visual,
olfatdrio e auditivo) pouco eficazes para provocar a percepcao do risco e, consequentemente, ativacao
de éareas envolvidas com o medo que levassem a uma resposta defensiva mais clara, como ocorreu na
presenca do gato. This assumption is reinforced by de-Oliveira-Crisanto et al. (2015) e Souza et al.
(2018), que nédo encontraram resposta defensiva em camundongos machos Swiss eC57BI1/6J expostos
ao cheiro de cobra, respectivamente. Ao tempo. Em que 0s autores sugerem que o estimulo olfatorio
(no caso de de-Oliveira-Crisanto et al., 2015) ou olfatorio, visual e auditivo (no caso de Souza et al.,
2018) a dica da cobra pode ter sido considerada um novo, mas ndao ameacador, estimulo pelos
roedores. De todo modo, nossos dados de resposta defensiva antipredatoria (principalmente ao gato)
sdo particularmente importantes, ja que uma das decisdes mais importantes que o animal precisa
tomar € como responder ao ataque de um predador em poténcial, especialmente em circunstancias
conflitantes como a induzida em nosso estudo, podem aumentar o risco de predacdo e,
consequentemente, influenciar a dindmica populacional da espécie presa. Embora nosso estudo seja
pioneiro em demonstrar o impacto do TE na resposta antipredatoria de C. coturnix japonica, estudos
prévios também envolvendo galinaceos (Mesak et al., 2018 — nanoparticulas de ZnO; de-Faria et al.,
2018 — abamectina) e outros modelos animais (e.g.: girinos: Amaral et al., 2018abc — TE, abamectina
e mistura de diferentes drogas farmaceuticas; roedores: Mendes et al., 2017 — TE; Mendes et al., 2018
— haloxyfop-p-methyl ester; Souza et al., 2018 — mix de poluentes) ja relataram déficits responsivos
causados pela exposicdo dos animais a distintos outros poluentes. Tais estudos sugerem que 0S
mecanismos de acdo dos poluentes responsaveis pelos déficits responsivos podem ser complexos e
variados, de acordo com os modelos animais. Isso incluiria efeitos que podem ir desde aqueles que
afetam os circuitos hipotalamicos diretamente envolvidos nas respostas antipredatérias (Martinez et
al., 2008; Wang et al., 2015; Kunwar et al., 2015) até aqueles que modulam o funcionamento do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), o qual afeta, por exemplo, a producdo de horménios - como a
corticosterona -, que sdo claramente aumentados em animais expostos a potenciais predadores
(Anisman et al., 2001; Amaral et al., 2009; Grace et al., 2017).

Em nosso estudo, a constituicdo quimica complexa do TE (Tabelas 1-2S e Figura 2S) dificulta
0 entendimento sobre como esse conjunto de poluentes possa ter agido nos organismos das codornas.

Mas, o efeito ansiolitico observado nos testes do campo aberto (Figura 4) e no de reconhecimento de
36



objetos (Figura 5) reforcaram a hipdtese de que houve mudancas no eixo HPA e que tais mudancas
levaram a um estado anétolitico e ao déficit responsivo sem causar sedacdo ou hiperatividade.
Partindo do pressuposto de que 0s mesmos mecanismos que podem levar a danos comportamentais
podem causar prejuizos celulares (e.g.: danos oxidativos), avaliamos os possiveis efeitos mutagénicos
do TE em eritrdcitos circulantes das aves. Conforme pode ser observado na Figura 8A, as codornas
expostas a TE apresentaram maior frequéncia de anormalidades eritrocitarias, especialmente
constricdo assimétrica e simétrica (Figura 8B), nucleos deslocados (Figura 8B), microndcleos e
nlcleo deslocado (Figura 8C), bem como eritrdcitos anucleares (Figura 8D). A Figura 9 apresenta
imagens de microscopia Gptica das principais anormalidades eritrocitarias identificadas. Apesar dos
mecanismos de ac¢do dos constituintes quimicos do TE em nivel celular ndo terem sido investigados,
é consenso que as anormalidades nucleares identificadas podem estar relacionadas a quebra
cromossdmica ou a disfuncbes do aparato mitético durante as divisoes celulares. Isso é especialmente
valido para a formacdo de microndcleos (Fenech, 2000).

Por outro lado, um nucleo constrimental assimétrico / simétrico constringido e um nucleo
indentado podem representar diferentes precursores de micronutcleos ou binucleos (Crott & Fenech,
2001).Esses dados sdo semelhantes aos observados por Souza et al. (2017), quando machos e fémeas
de periquitos australianos (Melopsittacus undulates - Psittaciformes) foram expostos a ingestdo de
agua contendo TE (diluido a 5%) durante 60 dias. Ainda que hajam diferencas marcantes entre 0s
delineamentos experimentais adotados em nosso estudo e no trabalho de Souza et al. (2018),
incluindo constitui¢do quimica do TE utilizado, modelo animal, periodo de exposicdo, dentre outros;
nossos dados confirmam o potencial mutagénico dos TE.

Um dado especialmente interessante diz respeito a alta frequéncia de nucleos deslocados nos
eritrocitos tanto de M. undulates (Souza et al., 2017), quanto de C. coturnix japonica expostos a TE
(Figura 8B e Figura 9B1). Conforme sugerido por Souza et al. (2017), essas alteracdes podem estar
relacionadas a modificacdes estruturais nas células (tais como elementos do citoesqueleto ou
similares) que mantém a posicdo central dos nucleos eritrocitrarios, levando a rotacéo / deslocamento
de nucleos. Também néo é possivel afirmar que é possivel que os danos encontrados nas células do
TE tenham ocorrido nas proteinas ou nos mecanismos formadores de microtabulos, microfilamentos
e / ou filamentos intermediarios. Logo, ainda que preliminarmente, tal anormalidade parece ser um
biomarcador de toxicidade do TE em modelos aviarios, ja que até o presente momento nenhum outro
estudo sobre mutagenicidade e TE — em outros modelos animais — relatou anormalidade nuclear
semelhante (Matsumoto et al., 2006; Amaral et al., 2018; Zehao et al, 2018). Portanto, para além da
confirmacgdo do potencial mutagénico do TE em aves, nosso estudo demonstra pioneiramente que
galinaceos (tais como C. coturnix japonica) também podem sofrer danos mutagénicos em decorréncia

da ingestdo de 4gua contendo esse complexo poluente.
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Figura 8. (A) Total de anormalidades nucleares eritrocitarias, (B) de nucleos assimétricos, simétricos e deslocados, (C) eritrocitos binucleados,
micronucleados e indented nucleus e (D) anuclear erytrocytes de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) expostas ou ndo a diferentes concentracdes
de efluente de curtume. As barras indicam a erro + desvio padrdo e as letras minlasculas distintas indicam diferencas significativas entre 0s grupos
experimentais. C: control; TE: grupos expostos a tannery effluent diluidos a 1.4% [TE(1.4)], 3.1% [TE(3.1)] e 6.5% [TE(6.5)] (n=12/cada).
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Figure 9. Fotomicrograficas que representam as anormalidades nucleares mais frequentemente observadas em codornas japonesas (Coturnix coturnix
japonica) expostas ou ndo a diferentes concentracdes de efluente de curtume. (A-Al): eritrocito constrito assimétrico; (B-B1): nicleo movimentado; (B-
B2): eritrcito binucleado; (C-C1): nucleo reniforme; (D-D1) eritrécito micro nucleado; (E-E1): eritrécito constrito simétrico; e (F-F1): eritrdcito anuclear.
As laminas com o esfregaco de sangue foram coradas com Pandtico Rapido® (New Prov), apos a fixacdo. No entanto, um filtro negativo foi aplicado as
fotomicrogréaficas para permitir uma melhor visualizacdo da estrutura nuclear.
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Finalmente, investigamos se a ingestdo de &gua contendo TE afetaria aspectos reprodutivos
das codornas, a partir de pardmetros ligados a postura e as caracteristicas dos ovos produzidos.
Conforme discutido por Dordrecht (1992), falhas em aspectos reprodutivos podem ser considerados
indicadores sensiveis de impacto da poluicdo sobre a biota. Embora nossos dados ndo apontem para
alteracbes nos parametros de area superficial dos ovos (Figura 4S-A), volume dos ovos (Figura 4S-
B), indice de forma (Figura 4S-C) e no percentual de casca (Figura 4S-D), a producdo de
ovos/dia/codorna nos grupos expostos a TE foi inferior [(TE(1.4): 0.268 ovo; (TE(3.1): 0.250 ovo;
(TE(6.5): 0.242 ovo] a do grupo controle (C: 0.412 ovo) (Figura 10A). Além disso, 0s 0vos
produzidos pelas codornas expostas ao poluente apresentaram menor biomassa (Figura 10A) e menor
espessura da casca (Figura 10B).

Estudos sobre o desempenho de poedeiras comerciais, frequentemente associam 0s
parametros de conversao e eficiéncia alimentar a producdo de ovos pelas aves e, com base nisso,
investigamos se a exposicdo ao poluente poderia afetar essas variaveis bioquimicas.
Interessantemente, nossos dados revelam que as aves expostas ao TE apresentaram maior indice de
conversao alimentar (Figura 10C) e menor eficiéncia alimentar (Figura 10D), quando comparadas ao
grupo controle. Logo, isso indica que essas aves apresentaram pior desempenho produtivo, pois uma
quantidade maior de racdo teve que ser ingerida para producdo de ovos e, ainda assim, seu
aproveitamento metabdlico foi reduzido. Enquanto a analise de correlacdo entre a biomassa dos
ovos/dia/codorna e o indice de conversdo alimentar mostrou-se negativa (Correlacdo Pearson; r = -
0.332; R% 0.110; p=0.012), para a eficiéncia alimentar observamos uma correlagdo positiva
(Correlagéo de Pearson; r = 0.280; R?: 0.078; p=0.036).

Com o aumento da ingestdo de racdo, aumentam-se 0s gastos de energia para digestao, que
implica em realocacdo de energia metabolizavel ingerida para o processo fisioldgico digestivo ao
invés daqueles relacionados a producdo dos ovos. As causas dessas alteracdes sdo ainda
desconhecidas e ndo podemos descartar a hipotese de que a combinacdo de diferentes elementos
quimicos (de toxicidade conhecida) possa ter influéncia negativa nos processos metabdlicos. A
correlacdo negativa observada entre a eficiéncia alimentar e a biomassa hepética (Correlacdo de
Pearson; r = -0.686; R?: 0.470; p=0.019), por exemplo, reforca a hipdtese de disfuncdes metabolicas
em nivel hepatico, as quais podem ter ocorrido em decorréncia da exposi¢cdo dos animais ao poluente.
Além disso, ndo podemos descartar a hipotese do efeito ansiolitico causado pelo TE — observado nos
testes comportamentais — ter afetado a producdo dos ovos. Conforme demonstrado por Lewis &
Morris (2000) a ativacdo excessiva do sistema serotonérgico pode levar a diminui¢do de hormdnios
sexuais que impactam diretamente na producdo de ovos.

Se para 0s sistemas avicolas, o elevado e o reduzido indice de conversao e eficiéncia alimentar,

respectivamente, associam-se a perdas lucrativas (Fuentes, 2007), no ambiente natural tais condicdes
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implicam nas aves necessitarem dispender maior demanda energética para procura de recurso
alimentar, expondo-se mais a possiveis predadores. Em situacdes de escassez alimentar, a busca por
recursos pode ser demorada e o tempo de exposicdo a predacdo pode ser ainda maior, aumenta-se o

risco de predacao.
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Figura 10. (A) Biomassa fresca e (B) espessura da casca de ovos, (C) taxa de conversao alimentar (D) eficiéncia alimentar de codornas japonesas
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1.4% [TE(L.4)], 3.1% [TE(3.1)] e 6.5% [TE(6.5)] (n=12/cada).
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Quanto a menor espessura da casca dos ovos, multiplos fatores podem influenciar os processos
de formacdo das camadas da casca e, portanto, explicar os resultados observados. Conforme
demonstrado por Nys et al. (2004), a casca de ovo é formada por carbonato de célcio (96%); os
componentes restantes incluem matriz organica (2%), magnésio, fésforo e uma variedade de
oligoelementos (Nys et al. 2004; Ribeiro et al., 2016).Se por um lado, as concentracdes desses
elementos nas aguas de exposicdo (Tabela 1S) parece ndo ser influentes; de outro, suas
disponibilidades podem ter sido afetadas ao interagirem com outros componentes inorganicos ou
organicos do TE que, sabidamente, afetam a biodisponibilidade desses minerais (Scheuhammer,
1991). Essa interacdo poderia, por si s6, mobilizar (indisponibilizar) os metais necessarios para a
formacdo da casca dos ovos, ainda que ingeridos em grandes quantidades (via racdo acrescida da
ingestdo de TE).

Em adicdo, efeitos prejudiciais na flora intestinal causados pelo TE também podem ter
interferido na metabolizacdo de compostos que favorecem a absorcdo desses minerais [tais como 0
ananoligossacarideo; Oliveira et al. (2008)], além de ter ocorrido interferéncia na mobilizagcdo de Ca
para glandula da casca. Essa ultima hipdtese é corroborada por Lundholm (1997) ao associar o
afinamento da casca de ovos com exposicdo de diferentes espécies de aves ao
diclorodifeniltricloroetano (DDT) (Lundholm, 1997). De qualquer forma, € importante ressaltar que
a producdo de ovos com cascas finas pode impactar direta e negativamente o desenvolvimento
embrionario das aves, além de serem mais susceptiveis a quebra durante a incubacdo e a entrada de
microrganismos patogénicos (Orlowski et al., 2017b).

NOs também observamos efeito significativo da ingestdo de agua contendo TE sobre aspectos
da coloracdo/pigmentacdo dos ovos produzidos. A andlise da variacdo amostral e do coeficiente de
variacdo mostrou que as codornas expostas ao poluente produziram ovos de menor variacao
fenotipica relacionada ao padrdo de manchas (castanho-escuras ou negras salpicadas), quanto de cores
de fundo (Figura 11A-B, respectivamente), em comparacdo com 0 grupo controle. Enquanto a
tonalidade das manchas sofreu um aumento linear com o incremento das diluicdes de TE na dgua
(1.4% > 3.1% > 6.5%; Figura 11C), a tonalidade da coloracao de fundo foi reduzida (Figura 11D)

(maior proporcéo das coloracGes esverdeada e azulada).
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Figura 11. (A) Escores de coloracdo dos ovos produzidos relacionados ao padrdao de manchas (A) e cor de fundo das cascas dos ovos produzidos por
codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) expostas ou ndo a diferentes concentracdes de efluente de curtume. C: controle; TE: grupos expostos a TE
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E fato que os mecanismos de toxicidade que explicariam nossas observacdes ainda precisam
ser investigados, podendo ser tdo complexos quanto a constituicdo quimica do TE testado. No entanto,
algumas relacdes observadas entre nossos dados podem ser Uteis para direcionar estudos futuros. A
menor espessura da casca dos ovos coincide precisamente com o padrdo esverdeado-azulado das
cores de fundo observado nos ovos das codornas expostas ao TE (correlagcdo de Pearson r = 0.897;
R?: 0.804; p<0.0001), o que indica que falhas nos processos de pigmentagdo das cascas na glanula de
concha também podem ter ocorrido. O incremento da coloracdo esverdeada nos ovos de Accipiter
nisus (Gaviao) (maior producdo do pigmento biliverdina) acompanhado do aumento da exposicado
dos animais ao dichlorodiphenyldichloroethylene (DDE), corrobora essa hipétese (Burgers, et al.,
1986). Além disso, ovos mais claros de Chlamydotis undulata macqueennii também foram aqueles
mais finas, com maior nimero de poros e maior permeabilidade a 4gua, quando comparados com
ovos de coloracéo escura (Baggott et al., 2002).

Por outro lado, 0 aumento linear da frequéncia de ovos com alta densidade de manchas escuras
produzidos pelas codornas expostas ao TE (Figura 11D) coincide com a elevada frequéncia de
alteragBes nucleares eritrocitarias nessas aves (Correlagio de Pearson; r = -0.632; R?: 0.400;
p=0.027). Nesse caso, € possivel que tenha ocorrido incremento excessivo na sintese de
protoporphyrin 1X pelos eritrocitos alterados (Figura 9), uma vez que tal pigmento € o principal
responsavel pela escura coloracdo de casca (Li et al., 2013; Wilson, 2017). O efeito mutagénico do
TE (em nivel cromossomal) observado em nosso estudo, sugere que essas alteracdes também podem
ter ocorrido em nivel de DNA, exacerbando, por exemplo, a expressdo de genes que codificam
enzimas que facilita o acumulo de protoporphyrin 1X na glandula de casca (e.g.: gene ABCG2 — Li
et al., 2013) e de genes que apresentam papel crucial na coloragdo da casca dos ovos de galiformes
(e.g.: gentes RHOA, SDF4 and TNFRSF4 — Liu et al., 2018).

E possivel plausivel supor também que em funcéo dos prejuizos organicos causados pelo TE,
possa ter havido maior alocacédo de biliverdina para a casca dos ovos, ja que o pigmento (responsavel
pela coloracdo esverdeada-azulada) esta envolvido em importantes funges de manutencdo, como
defesas imunes e antioxidantes (Morales et al., 2011; Cassey et al., 2012). Logo, a maior proporcao
de ovos com coloracdo de fundo esverdeada-azulada pode ter relacdo direta com mecanismos de
protecdo do embrido contra possiveis danos que o TE possa causar. Relatos de Soler et al. (2008) —
envolvendo passarinhos selvagens - indicam que a coloracéo de ovos baseada em biliverdina é restrita
quando as fémeas sofrem com a condicdo corporal prejudicada. Além disso, uma biliverdina é
comercializada com defesas antioxidantes quando o esforco reprodutivo da fémea é
experimentalmente aumentado (Morales et al. 2008). Nessa linha de raciocinio, prevé-se que a

biliverdina de pigmento, por si s0, esteja associada a investimento materno dispendioso através das
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suas propriedades antioxidantes, devido a possiveis compensagdes entre investimento reprodutivo e
auto-manutencdo, conforme discutido por Giordano et al. (2015).

O impacto que as alteragdes de pigmentacdo/coloragdo observadas nas aves expostas a
ingestdo de agua contendo TE pode causar nas populacGes naturais é desconhecido até o momento.
Contudo, estudos prévios evidenciam que ovos amarronzados apresentam maior fertilidade, taxa de
eclosdo (Kumar et al., 2012) e resisténcia fisica (Sekeroglu & Duman, 2011) quando comparados
com aqueles de cascas esverdeadas/azuladas. Além disso, mudancas na coloragdo dos ovos podem
afetar a efetividade da estratégia de camuflagem utilizada por muitas aves contra predadores.
Conforme demonstrado por Lovel et al. (2013), fémeas de codornas janonesas pode de fato selecionar
0 microhabitat que fornece a melhor camuflagem para seu fen6tipo particular de ovo durante a
reproducdo. Em circunstancias de escassez de recursos para construcao de ninhos (e.g: em habitats
pouco heterogéneos), mudancas bruscas no padrdo de cor dos ovos, pode implicar em insucesso
reprodutivo.

Por fim, vale destacar que nosso estudo constitui o primeiro a avaliar de forma mais
abrangente os efeitos da ingestdo de agua contendo TE sobre representantes do grupo das aves, ndo
sendo, portanto, exaustivo. Nesse sentido, € natural que o estudo apresente limitacoes que devam ser
superadas futuramente. A avaliacdo das fémeas restringe a observacdo dos efeitos em apenas um dos
sexos; as analises relativas a bioconcentracdo de elementos quimicos do TE nos tecidos dos animais
e dos ovos permitiriam o estabelecimento de maior link entre os efeitos observados e 0s xenobioticos
presentes no efluente, assim como analises genotoxicas e/ou mutagénicas mais apuradas
contribuiriam enormemente para a compreensao de como esse poluente interfere no funcionamento

celular e na expressdo de seus genes.

4. Conclusdes
Em conclusdo, nosso estudo confirma a toxicidade da ingestdo do TE por C. coturnix japonica,

mesmo em pequenas diluicbes. Enquanto as alteragbes comportamentais das aves expostas ao
poluente demonstram o potencial neurotdxico de seus constituintes, as alteracbes biométricas,
mutagénicas e aquelas relativas aos ovos sugerem que a acdo dos componentes quimicos ndo é
seletiva, isto é, provavelmente agem de modo mais sistémico seja sinérgica, antagdnica ou
aditivamente causando efeitos prejudiciais aos animais. A Tabela 2S apresenta uma sintese dos
resultados obtidos em nosso estudo, 0s quais representam apenas a ponta de um iceberg
correspondente a real magnitude do impacto do TE sobre as, haja vista que o presente trabalho é

pioneiro em relatar efeitos mais abrangentes em um sistema modelo do grupo das aves.
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Tabela 1S. Resultados da analise quimico e microbiol6gica da &gua, do efluente de curtume e de suas respectivas diluicdes (concentragdes).

(UFC/mL)

Elementos quimicos Agua TE (100%) TE (1,4%) TE (3,1%) TE (6,5%) TE(100%)/4gua TE(1,4%)/4gua TE(3,1%)/agua TE(6,5%)/agua
Al (mg/L) 0,2 2,9 0,23 2,87 2,90 14,50 1,14 14,37 14,50
CI (mg/L) 4,99 9147 96,41 919,19 2290,49 1833,07 19,32 184,21 459,02
Ba (mg/L) 0,1 2,4 0,12 0,33 0,68 24,00 1,23 3,30 6,75
Cd (mg/L) <0,0005 1,8 0,02 0,18 0,45 3600,00* 36,99* 360,90* 900,75*
Pb (mg/L) <0,01 0,6 0,02 0,07 0,16 60,00* 1,59* 6,90* 15,75*
Cu (mg/L) <0,001 2,4 0,02 0,24 0,60 2400,00* 24,99* 240,90* 600,75*
Hg(mg/L) <0,0001 0,0009 0,00 0,00 0,00 9,00* 1,08* 1,80* 3,00*
Ni (mg/L) 0,02 1,8 0,04 0,20 0,47 90,00 1,89 9,90 23,25
Mg (mg/L) 160,32 184.00 158,90 146,13 124,84 0,11 0,99 0,91 0,78
Na (mg/L) 59 158 7,42 21,11 43,93 26,78 1,26 3,58 7,44
Zn (mg/L) 2,5 16,4 2,64 3,89 5,98 6,56 1,06 1,56 2,39
As (mg/L) 0,005 1,4 0,02 0,14 0,35 280,00 3,79 28,90 70,75
Cr (mg/L) <0,01 479 4,80 47,91 119,76 47900,00* 479,99* 4790,90* 11975,75*
Sn (mg/L) <0,01 7,200 0,08 0,73 1,81 720,00* 8,19* 72,90* 180,75*
Ag (mg/L) <0,01 0,400 0,01 0,05 0,11 40,00* 1,39* 4,90* 10,75*
Si (mg/L) 0,2 2,900 0,23 0,47 0,88 14,50 1,14 2,35 4,38
Ca (mg/L)

P (mg/L)
Anaélise microbiolbgica
Califormes totals Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente - - - -

Legenda: TE: tannery effluent. TE/agua: relacdo entre as concentragdes de dgua com aquelas identificadas no efluente de curtume. Os valores s&o expressos como o himero de
vezes em que as concentracdes dos elementos quimicos do TE é maior do que aquelas identificadas na agua. (*): indica um valor estimado, pois considerou-se como
concentracdes dos respectivos elementos quimico os limites de quantificacdo da técnica analitica utilizada no presente estudo. Logo, a relacdo TE/&gua pode ser ainda maior.



Table 2S. Informacédo geral da analise de componentes organicos do TE 100%

ESI (+)
iz Error RDBS Molecular Name
(ppm)°® Formula
157.0832 4.64 35 CsHgNeO  1,1-Dimethyl-3-(2H-tetrazol-5-yl)urea
236.1070 8.3 10.5 C16H1sNO  Methyl-2-phenyl -3-formylindole
304.2999 94 3.5 Ca1H3a7N  2-Hexyl-3,5-dipentylpyridine
359.2369 3.9 115 Ca6H300  2,6-di(4-isopropylbenzylidene)cyclohexan-1-one
475.3166 1.8 7.5  Cy7H42N20s N-[({(E)-[(3E,17p)-17-Hydroxy-17-methylandrost-4-en-3-ylidene]amino }oxy)acetyl]valine
881 7494 00 125  CosHeaNaOs N2-[(3B)-Cholest-5-en-3-ylI]-N-{11-[(7a,17B)-3,17-dihydroxyestra-1,3,5(10)-trien-7-ylJundecyl}-
N-methylglycinamide
ESI (-)
164.0928 1.1 0.5 CeH1sNOs  (2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methane
232.0800 4.4 4.5 CsH11N704 N-[Bis(2-carbamoylhydrazino)methylene]glycine
283.1875 11 05 CuHosNaOs 2-[(3-Aminopropyl)amino]-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol - 2-(hydroxymethyl)-1,3-
propanediol (1:1)
511.3488 -0.9 0.5 CosHs2010  22-Hydroperoxy-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxadotriacontan-1-ol
5703341 3 175 CasHuNiOs N-{5-[(2-Ethyl-1-piperidinyl)carbonyl]-2-(6-ox0-7,11-diazatricyclo[7.3.1.02,7]trideca-2,4-dien-

11-yl)phenyl}-4-(2-methyl-2-propanyl)benzamide

“'m/z” epresenta a massa dividida pelo nimero de carga e o eixo horizontal no espectro de massa é expresso em unidades de m/ z.
bError (ppm)” representa o erro de massa de uma tarefa, a0 comparar uma m/ z tedrica e uma m/ z observada experimentalmente.
°RDB - ring/double bond equivalente. Os ions foram detectados como [M - H] - protonado [H + H] + e aducto [M + Na] + e [M-S] -
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Tabela 3S. Sintese dos resultados obtidos no presente estudo, com identificacdo de aumento (1), diminui¢do (4) ou nenhuma alteracdo (-) nos

parametros avaliados em codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) expostas ou ndo a diferentes diluicdes de efluente de curtume.

Grupos experimentais

Parametros
C TE(1.4%) TE(3.1%) TE(6.5%)

Laténcia para a primeira locomocao - - - -
Total de cruzamentos de quadrantes 2 - - - -
Tempo de congelamento f 1 U l )
Frequéncia de congelamento ° 1 U l l
Tempo de congelamento o ) - - -
Frequéncia de congelamento g 2 ) - - -
Frequéncia de alta postura % g 1 - - -
Frequéncia de ciscagem » ) - - -
Tempo de exploracdo de larvas de T. 1 - - -
molitor comparado com larvas falsas
Frequéncia de bicadas de larvas de T. © 1 - l -
molitor comparado com larvas falsas &
Laténcia para comer as larvas de T. o ) - 1 -
molitor
Indice de predacéo 2 l ! !

PB test: Teste de comportamento predatério; OP test: Open field test (Teste campo aberto); Teste de reconhecimento de objetos: OR test. C: controle; TE: grupos expostos a tannery effluent diluidos a 1.4% [TE(1.4)], 3.1% [TE(3.1)] e 6.5% [TE(6.5)] (n=12/cada).
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Tabela 3S. Continuacao.

Parametros

Grupos experimentais

TE(1.4%)

TE(3.1%)

TE(6.5%)

Total de cruzamentos de quadrantes
na presenca do gato

Tempo de permanéncia na zona
aversiva, na presenca do gato

Tempo de permanéncia na zona de

seguranca, ha presenca do gato

RDAP teste - gato

Total de cruzamentos de quadrantes
na presenca da cobra

Tempo de permanéncia na zona
aversiva, na presenca da cobra
Tempo de permanéncia na zona de

seguranca, na presenca da cobra

RDAP teste - cobra

Total de anormalidades nucleares
eritrocitarias (MN assay)

Producao de ovos
Biomassa dos ovos produzidos
Espessura da casca dos ovos produzidos

Avrea superficial da casca
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RDARP test: Teste de resposta defensiva antipredatéria. C: controle; TE: grupos expostos a tannery effluent diluidos a 1.4% [TE(1.4)], 3.1% [TE(3.1)] e 6.5% [TE(6.5)] (n=12/cada).

Tabela 3S. Continuagéo.

Grupos experimentais

Parametros
C TE(1.4%) TE(3.1%) TE(6.5%)
Volume dos ovos produzidos - - - -
indice de forma dos ovos produzidos - - - -
indice de conversdo alimentar ) 0 0 0
indice de eficiéncia alimentar 1 ! ! !
Biomassa corporea (inicial vs. final) ) ) l i)
Biomassa relativa do figado ) 0 0 0
Biomassa relativa do cérebro - - - -
Consumo de racao ) () T ()
Consumo de agua - - - -
Variacdo fenotipica da coloracdo dos ovos A . . .

produzidos

C: controle; TE: grupos expostos a tannery effluent diluidos a 1.4% [TE(1.4)], 3.1% [TE(3.1)] e 6.5% [TE(6.5)] (n=12/cada).
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Figura 1S. Vazdo média anual do curso d’agua situado proximo a empresa de curtume concedente do efluente utilizado no presente estudo. Por

razdes éticas, a localizacdo geografica e o nome do curso d’agua serdo omitidos.
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Figure 2S. Espectro de massa de efluente de curtume bruto por lonizacdo por Electrospray (+) Orbitrap MS e (B) lonizagéo por Electrospray (-
) Orbitrap MS..
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RGB: 240, 240, 244 | | RGB: 212,211,187 || RGB: 178,191,196
Mean; 241.3 Mean: 203.3 Mean: 188.3

Figura 3S. (A) Desenho esquematico representativo do modelo RGB de cores; (B-C) variacdo da tonalidade das cores de fundo dos ovos; (D)
variacdo da quantidade de manchas e tonalidade da casca dos ovos. A variacdo de cores foi categorizada a partir do software ColorPix v.1.1.
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Figura 4S. (A) Area superficial, (B) volume; (C) indice de forma e (S) percentual de casca dos ovos produzidos de codornas japonesas (Coturnix
coturnix japonica) expostas ou ndo a diferentes concentracfes de efluente de curtume. As barras indicam a erro + desvio padrdo e as letras
minusculas distintas indicam diferencas significativas entre 0s grupos experimentais. C: controle; TE: grupos expostos a tannery effluent diluidos
a1.4% [TE(1.4)], 3.1% [TE(3.1)] e 6.5% [TE(6.5)] (n=12/cada).
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