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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade do Triclosan nos diferentes estdgios de
vida do lambari-do-rabo-amarelo. Realizaram-se ensaios de toxicidade aguda e avaliagdao
do efeito cronico em embrides e larvas. Nos ensaios de toxicidade de curta duragdo, apds
48 horas pdés-eclosdo, foi adicionado o Triclosan no meio de embrido, mantendo-o em
incubadora a 26 £ 1 °C e com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, onde
eram constantemente observados os parametros de crescimento, danos teratogénicos e
mortes. Para avaliar o efeito cronico nos adultos, utilizou-se a exposicdao de 14 dias,
sendo realizada a coleta de amostras sanguineas apds 7 dias e apds 14 dias de exposicao,
avaliando-se hematologia e o comportamento dos individuos. Os danos observados
durante os testes realizados com larvas de embrides evidenciaram danos irreversiveis na
coluna vertebral, danos fisioldgicos relacionados ao coragdo, alteragdo na pigmentacdo,
entre outros. As alteragdes nos peixes adultos foram principalmente aquelas ligadas ao
sistema neuroldgico, observando-se ataxia, distonia, paralisia e, consequentemente,
alguns individuos foram a Obito, apesar de todos o0s animais serem expostos a
concentracdes consideradas baixas (concentragdes 0,0062 0,021 0,064 0,20 e 0,66 mg L!
para os adultos). Os resultados obtidos sugerem o risco e o impacto negativo que a
introducdo continua dos produtos contendo Triclosan pode ocasionar ao ecossistema
aquadtico, os resultados dos experimentos nos permitem concluir os impactos negativos e
os riscos. As necessidades de medidas mais severas da legislagdo podem permanecer na

discussdo, mas nao cabe concluir isso.

Palavras-chave: Lambari-do-rabo-amarelo, Embrioes, Hematologia, Alteracoes
Comportamentais.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the toxicity of Triclosan in the different life stages
of the yellowtail lambari. Acute toxicity tests and evaluation of the common effect on
embryos and larvae were carried out. In short-term toxicity tests, after 48 hours post-hatching,
Triclosan was added to the embryo medium, keeping it in an incubator at 26 + 1 °C and with a
photoperiod of 12 hours of light and 12 hours of dark, where growth parameters, teratogenic
damage and deaths were frequently observed. To evaluate habitual behavior in adults, a 14-
day exposure was used, with blood samples being collected after 7 days and after 14 days of
exposure, evaluating hematology and the individuals' health. The damage received during
tests carried out with embryo larvae showed irreversible damage to the spine, physiological
damage related to the heart, changes in pigmentation, among others. The changes in adult fish
were mainly those linked to the neurological system, with ataxia, dystonia, paralysis and,
consequently, some individuals died, despite all animals being exposed to low concentrations
(concentrations 0.0062 0.021 0.064 0, 20 and 0.66 mg L-1 for adults). The results found
suggest the risk and negative impact that the continuous introduction of products containing
Triclosan can cause to the aquatic ecosystem. The results of the experiments allow us to
conclude the negative impacts and risks. The need for more severe legislative measures may

remain under discussion, but it is not possible to conclude on this.

Keywords: Yellow-tailed Lambari, Embryos, Hematology, Behavioral Changes.
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CAPITULOI

1. INTRODUCAO GERAL

Ao longo dos dltimos anos a quantidade de poluentes de diversas classes tem sido
descartada incorretamente no meio ambiente, consequentemente essa atividade
antropogénica sobre os ecossistemas tem ocasionado indmeros desequilibrios na fauna
local, sendo a degradacdo dos recursos hidricos a mais preocupante (PORTO, 2000).

Diante disso, este tema tem sido muito debatido em reunides mundiais, € cada vez
mais tem se destacado a necessidade de elaborar planos para controlar a quantidade e
identificar as concentragdes destes agentes toxicos lancados ao meio ambiente, buscando
minimizar os impactos causados aos organismos expostos. Atualmente, a classe de
xenobidticos que vem ganhando notoriedade por causar modificagdes organicas nao
elucidadas, citam-se os medicamentos de uso veterindrio € humano e os produtos de
Higiene Pessoal (EPA, 2022).

Estes farmacos, assim como, os Produtos Farmacéuticos e de Cuidados Pessoais
(PPCPs — Pharmaceuticals and Personal Care Products), se tornam altamente nocivos
para as populacdes residentes dos ecossistemas aquaticos uma vez que nio se sabe ao
certo quais modificacdes estruturais fisiologicas os mesmos podem causar, sendo
continuamente lancado nos sistemas de esgoto, desta forma, este grupo possui uma serie
de substancias quimicas diversificadas que sdao amplamente empregadas na medicina
humana e veterindria, além de que algumas substancias sdo utilizadas na rotina agricolas
e em cosméticos (DAUGHTON, 2007). Assim, apds a utilizacdo destes compostos tais
como sabonetes, enxaguante bucais, produtos antibactericida, entre outros. Uma parte
expressiva destas substancias € excretada através das redes de esgoto chegando dessa
forma, nas redes de Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETE) ou entdo sdo lancados de
forma direta nos ecossistemas aquéticos decorrentes de efluentes domésticos e industriais
sem tratamento.

Quando estas substancias quimicas, descartadas inapropriadamente pela rede de
esgoto, chegam as ETE, a maior parte permanece no ambiente por um longo periodo, se
mantendo inalterados ou sofrem modifica¢des estruturais quimicas, gerando subprodutos

mais toxicos. Diante deste contexto as metodologias utilizadas nas ETEs, por muitas



vezes sdo ineficazes uma vez que nio sdo capazes de remover totalmente ou parcialmente
estas moléculas no meio ambiente aquatico (EPA, 2022).

Como resultado, inimeros compostos das mais diversificadas classes de produtos
farmacéuticos e Produtos de Higiene Pessoal atingem diversificados ambientes como
4guas superficiais, 4guas subterrdneas (FARRE et al., 2001) e sedimentos (AGUERA et
al., 2003). Quando estes compostos sintéticos atingem o ambiente aqudtico e adentra o
organismo, ird gerar um impacto sobre o sistema fisiolégico destes individuos expostos
sendo considerado patolégico (HENSCHEL et al., 1997), a influéncia destas substincias
para os organismos expostos, apresenta um potencial téxico extremamente importante e
nocivo, mesmo em concentragcdes consideradas insignificantes (Zhang et al., 2019).

Consequentemente, a possibilidade destas substancias ocasionar desequilibrios
estruturais nos organismos aqudticos € grande, sendo, portanto, necessério o descarte € o
tratamento correto destes compostos quimicos. O controle desses PPCPs se torna dificil
uma vez que o aumento do consumo e descarte cresce exponencialmente a cada ano,
desta forma cria-se a urgéncia de estudos aprofundados sobre os efeitos ecotoxicolégicos
destes compostos, estd avaliacdo torna-se indispensavel para quantificar e qualificar os
riscos ocasionados para o ambiente. Diante disso, nas ultimas décadas estudos de
toxicologia tem sido empregado para mensurar os efeitos deletérios assim como as
alteracOes causadas pelos PPCPs, e seus subprodutos nas diversas espécies de
organismos aqudticos (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2022).

Das diversas classes de farmacos, o grupo dos antibidticos € um dos mais
estudados devido a sua caracteristica tinica de promover resisténcia em bactérias quando
seu uso € feito de maneira incorreta (SANTOS et al., 2015), porém este resvés ndo € o
unico e exclusivamente s6 dos antibidticos, os produtos bactericidas aplicados em itens
de higiene pessoal, como € o caso do Triclosan (TCS) também possuem a capacidade de
gerar distirbios associados a resisténcia bacterina no ambiente. A seguranca deste
bactericida tem sido contestada por exibir correlacio a vitalidade do meio ambiente
assim como a saude humana, esta relacdo estd associada a fatores como grau de
toxicidade, ao fator atrelado a conversio das substincias correlacionada com a
fotodegradacdo e metilagdo bioldgica e sua capacidade de bioacumular (PEREIRA;
SILVA DE ABREU; MARQUES, 2022). Alguns estudos provenientes da unido
europeia, do continente asidtico e da América do Norte, t€m sido reportados,

comprovando assim a ocorréncia do TCS nos ecossistemas aqudticos, sendo
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predominantemente identificado nas bacias hidrogréficas dulcicolas, estuarinos e
marinhos. Na América do Sul, especificamente no Brasil, as informacdes referentes a
artigos que corroboram para a identificagdo e ocorréncia do TCS em matrizes ambientais
sd0 quiméricas ou escassas, assim como os estudos e andlises ecotoxicoldgicos com
substancias emergentes, inclusas o TCS.

Diante da problemética apresentada, elaborou-se os objetivos do presente estudo.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo empregar métodos e ensaios de toxicidade
para avaliar os possiveis efeitos (agudo e cronico) ocasionados pelo uso do Triclosan, nos
diferentes estdgios de vida do Astyanax altiparanae, popularmente conhecido como

lambari- do rabo- amarelo.
Dessa forma, foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

1) Avaliar os parametros de crescimento alométrico durante a ontogenia

inicial da espécie no periodo Embrio-larval,

2) Determinar a concentracao letal média (CLso-96h) da fase embrio-larval e

fase adulta.

3) Avaliar o comportamento, lesdes e mortalidade dos lambaris adultos

expostos a concentragoes letais;

4) Avaliar os possiveis efeitos comportamentais e teratogénicos durante a

exposicao subletal ao TCS no estagio embrio-larval.

5) Avaliar os efeitos hematolégicos e comportamentais durante a exposi¢ao
subletal ao TCS em adultos;
A dissertacdo foi dividida em capitulos para melhor entendimento da sistemética

utilizada.

Capitulo 1: Introducgio geral e revisdo bibliogréfica.

Capitulo 2: Reproducdo do Astyanax altiparanae: Neste capitulo, serdo
apresentados os resultados da reproducdo natural do lambari-do-rabo-amarelo, sem a

inducdo com hormonios.

Capitulo 3: Testes Agudos: Ensaios para avaliagdo do efeito agudo em adultos e

embrides (mortalidade, sinais clinicos e taxa de desenvolvimento da fase embrio-larval).
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Capitulo 4: Testes Cronicos: Sdo apresentados os resultados dos ensaios para
avaliacdo de efeito cronico (inibicdo do desenvolvimento embrio-larval de Astyanax

altiparanae), e alteracdes hematoldgicas e clinicas da fase adulta.

Capitulo 5: Consideragdes finais: Este capitulo discute os resultados obtidos ao
longo de toda a dissertacdo de forma integrativa e resume os principais destaques do

trabalho.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Panorama Geral da Polui¢io Aquatica

Ao longo dos anos, indmeras substancias quimicas sdo descartadas em grandes
quantidades nos ecossistemas aqudticos, oriundas das atividades antrépicas, desta forma
o dano gerado € devastador levando a impactos irreversiveis. Ha tempos se correlaciona a
poluicdo ambiental com as praticas humanas de gerar dejetos quimicos e descartd-los no
ambiente aqudtico, esta pratica € reconhecida desde o inicio da civiliza¢do humana.
Contudo a contaminagio aqudtica s6 obteve relevancia quando atingiu um limite na qual
se percebeu os efeitos prejudiciais em diversos niveis do meio ambiente e
consequentemente em sua biota (FREIRY et al, 2014). Diante deste panorama
assustador, o cendrio atual ndo difere, pois novas tecnologias sdo diariamente
implementadas para alavancar a expansao de novos compostos assim como potencializar
novas formas de distribuicdo, sendo que o uso dessas substincias tem colaborado de
forma considerdvel para este quadro. Porém a ampliagdo da producdo, e
consequentemente o aumento do consumo, faz-se expandir consideravelmente a
quantidade desses compostos no meio ambiente, refletindo em um novo obsticulo,
sobretudo em relacdo a preservacdo dos recursos hidricos (SANTOS; MACHADO;
SOUZA, 2020).

Estes compostos quimicos desenvolvidos pelo homem compreendem em um
considerdvel nimero de diversas substancias, assim como seu potencial toxico. Tendo
em vista, que no decorrer dos anos, novos compostos quimicos sdo sintetizados, sendo
que muitos deles demonstram um elevado grau de toxicidade, sendo de forma imprudente
na maioria das vezes lancados nos efluentes acarretando em danos diretos e indiretos nos
organismos aqudticos (WARD, 1995; SOUSA, 2002). Estas substancias quimicas
refletem 15% das importacdes e exportagdes dos paises da OECD (Organisation for Co-
operation and Development) sendo esta década, descrita como maior em termos de
fabricacdo e consumo nos paises em desenvolvimento (USEPA, 2012).

Informacdes recentes relatam que na Unido Europeia sdo patenteados cerca de
100.000 compostos quimicos diferentes, dos quais 30.000 destas, sdo produzidas e
comercializados em quantidades maiores que 1 tonelada. De fato, sio dados que
impressionam, pois, a maioria destas substancias ndo possuem informagdes suficientes,

aos riscos oferecidos a saiide humana e aos ecossistemas (MORGER et al., 2022).
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Segundo a Sociedade Americana de Quimica, aproximadamente 10 milhdes de
compostos quimicos sdo descritos na literatura cientifica, acredita-se que em torno de 70
mil sdo habitualmente utilizadas em forma de farmacos entre outros produtos, sendo
registrada a lista anualmente cerca de mil a duas mil novas substancias (MOZETO et
al.,2006).

Destacam-se nesta categoria os produtos de higiene pessoal, que estdo entre as
substancias intituladas como “poluentes emergentes”, sao consideradas substancias novas
por ndo se conhecer os mecanismos ligados com a sua toxicidade, pois suas
concentracdes ambientais, ndo foram identificadas e assim por consequéncia nio sio
regulamentadas, sendo que as tecnologias atuais muitas vez ndo sdo capazes de mensurar
e quantificar suas concentragdes, sendo, portanto ndo identificadas anteriormente, desta
forma ndo eram consideradas um risco para o meio ambiente (HEBERER et al. 2002;
SODRE et al. 2010; CRUZ et al. 2010), a inser¢io constante desses poluentes no
ambiente aquatico ocorre basicamente pela ineficiéncia dos mecanismos responsiveis
pela captacao do esgoto doméstico e industriais , que por consequéncia ocorre o descarte
destas substancias de modo direto nos corpos hidricos poluindo dguas superficiais, solos
e lodos. (NOGUEIRA et al. 2007).

Portanto, a compreensdo a respeito destes diferentes xenobidticos que sao
introduzidos no ambiente aquatico, faz-se necessario para identificar as caracteristicas
quimicas destas moléculas, a fim de elaborar estratégias para o gerenciamento e
fiscalizacdo dos residuos para assegurar a protecdo ao meio ambiente, sdo fundamentais
para minimizar os riscos ecoldgicos (SANTOS et al., 2020).

A contaminacio € o efeito gerado sobre os organismos de modo que estes efeitos
irdo ocasionar danos a comunidades residentes e, a caracterizacdo e diferenciacdo desta
concepgdo de poluicdo e contaminagdo ndo podem ser meramente associadas com base
em andlises quimicas, pois estas ndo fornecem informacdes sobre a biodisponibilidade e
toxicidade (KUMAR et al., 2021).

Diante disso, nos ultimos anos, empregaram-se esforcos para desenvolver
métodos analiticos e critérios para estabelecer a qualidade da dgua, desta forma os efeitos
ecologicos nao sdo sO classificados de acordo os agentes quimicos ou fisicos
responsaveis por ocasionar efeitos adversos (BURTSCHER-SCHADEN et al., 2022).

Pois, atualmente para se avaliar e quantificar a qualidade da dgua se utiliza em termos de
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"estrutura e funcionamento dos sistemas ecoldgicos" em vez de ser feita apenas com base
na contamina¢do quimica. (DE MARCHI et al., 2020).

Portanto, estes conceitos apresentados refletem a Ecotoxicologia, que vem
conquistando espaco e evidenciando abordagens mais amplas e completas nas andlises
quimicas, auxiliando assim no entendimento sobre os mecanismos de toxicidade ligados
aos compostos quimicos em contato com o ambiente assim como identificar e

caracterizar os efeitos ocasionados a diferentes niveis organizagdo bioldgicos.

3.2 Ecotoxicologia aquatica

As reagdes fisiologicas dos organismos vivos podem se manifestar de diferentes
formas de acordo com os estimulos oferecido, ou seja, cada individuo reagird de uma
forma diferente ao estresse induzido, sendo esta uma ferramenta extremamente
importante para qualificar e analisar a qualidade do ambiente que se encontram (SILVA;
COSTA; FERREIRA, 2015).

A expressdo Ecotoxicologia ou Toxicologia Ambiental foi proposta em uma
assembleia pela primeira vez em 1969, pelo Committe of the International Council of
Scientific Unions (ICSU), em Estocolmo, pelo toxicologista francés René Truhaut em
1969 (TRUHAUT, 1977 apud RAND 1995). Para René Truhaut o termo Ecotoxicologia
€ o estudo que determina e avalia os efeitos ocasionados por intimeras substancias, sendo
estes naturais ou sintéticas sobre a fisiologia dos organismos vivos, ocasionando assim
efeitos adversos sobre populacdes e comunidades de um sistema integrado de animais e
vegetais sendo terrestres ou aqudticos. Portanto, estd ciéncia avalia os danos ocasionados
em todo o conjunto de elementos que constitui este sistema integrado que € a biosfera,
englobando assim as substancias com o ambiente que estes organismos estdo inseridos,
integrando-os no mesmo contexto ambiental (CAIRNS e NIEDERLEHNER, 1995).

Pouco tempo depois, NEWMAN et al. (2002), estabeleceu a Ecotoxicologia como
uma ciéncia que estuda o sinergismo dos contaminantes e suas implicacdes sobre os
elementos da biosfera, deste modo abrangendo também o homem.

Como mencionado anteriormente Ecotoxicologia envolve todos os ambientes
sendo o de maior relevancia aqueles interligados com a Ecotoxicologia Aquatica, sendo,
portanto, caracterizada pelo estudo das acdes negativas sobre a fisiologia dos individuos

expostos, deste modo € descrita por sua multidisciplinaridade (Figura 1).
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Com embasamento nos modelos matemdticos € possivel quantificar
estatisticamente os resultados obtidos, assim como € factivel usar métodos de
modelagens matemadticas, este método permite avaliar de forma mais clara e precisa os
efeitos bioldgicos ocasionados por substincias toxicas, desta forma auxilia na deliberacao
da hipétese mais coerente sobre a ocorréncia de danos ocasionados em diferentes

cenarios ambientais (RAND et al., 1995).

Figura 1. Ecotoxicologia- Ciéncia Multidisciplinar

Ecotoxicologia
Aquatica

I

Processos Integrados

Ensaio de toxicidade
Anilises quimicas
Andlises estatisticas
Modelagem; etc.

v v

Processos Biologicos Concentragdes ambientais (rotas e distribuigdo)
(estrutura e fungéo)

) . Fatores fisicos: Estrutura molecular, solubilidade;
Ecologia Aquatica;

Comportamento; —_—>,
Fisiclogia;
Bioguimica

Fatores quimicos: Hidrdlise, Fotdlise , Oxidac&o/ reducdo;

Fatores bioldgicos: Bisacumulagéo, Biotransformacéo.

Fonte: RAND et al., 1995.

Estes ensaios ecotoxicoldgicos podem ser aplicados para estabelecer as alteragdes
bioldgicas, em multiplos niveis da disposi¢do bioldgica, sendo classificados desde
moleculares, hematoldgicos, bioquimicos até mesmo em nivel organizacional de
comunidades e ecossistemas (Figura 2), sendo aplicados com o intuito de mensurar os
danos ocasionados a introdu¢@o continua destes compostos quimicos, nos ecossistemas
aqudticos, sendo utilizado para a avaliacdo e quantificacdo destes efeitos negativos os
testes de toxicidade aguda e cronica, que ja estdo conjecturados na Legislacdo Brasileira,
como por exemplo as Resolu¢des do CONAMA 357/2005 e a Resolugio CONAMA n°
430, de 13 de maio de 2011 que estabelece as condigdes e os padrdes de lancamento de

efluentes em corpos d'agua (BRASIL, 2005; BRASIL, 2011).
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Figura 2. Niveis de organizacdo bioldgica e respostas com relagdo ao tempo e

relevancia ecoldgica.
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Crescente relevancia ecoldgica

Fonte: NASCIMENTO et al., 2006.

Estes testes de toxicidade sdo delineados como método que quantifica a respostas
dos organismos vivos expostos a uma determinada substancia quimica, com o objetivo de
mensurar a capacidade toxica decorrentes dos efeitos sobre aquele determinado bioma,
sendo avaliados de forma isolada ou em combinagdo, utilizando amostras ambientais e
amostras bioldgicas, determinando assim os efeitos patoldgicos ocasionados nos
individuos expostos (RAND et al., 1995). Ou seja, equivale sucintamente na exposi¢ao
de um organismos-teste, sendo estes considerados e validados como organismos
bioindicadores, que compreende em um organismo capaz de traduzir as respostas de uma
matriz contaminada, podendo ser expressa através da dgua, solo, residuos, efluentes,
entre outros. Tendo como propdsito replicar os efeitos téxicos ocasionados a nivel
ecologico. Para se replicar estes efeitos, € preciso determinar os métodos de ensaio que
serdo utilizados, pois estes possuem uma ampla variacao e utiliza¢do (sendo aplicados em
dguas continentais, estuarinas e marinhas), para a correta caracterizagao destes testes ¢é

realizada em ambientes controlados sob condic¢des laboratoriais, porém também pode ser
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utilizados a fim de expressar as mesmas condi¢des ambientais normais podendo ser
aplicados a campo, isto permite identificar os efeitos fisioldgicos ocasionados pelos
efeitos dos xenobidticos no ambiente (LEE; PARK; KIM, 2023).

Dessa forma estes ensaios sdo de extrema valia como ferramenta para se obter o
controle destas substancias quimicas no ambiente, facultando informagdes importantes
referentes acerca dos dados qualitativos e quantitativos sobre as varidveis fisioldgicas
individuais e de controle ambientais sobre estes estressores (COONEY, 1995),
concedendo assim indicios precisos sobre as repercussoes negativas dos efeitos gerados
nestes ambientes, sendo empregada para evidenciar os efeitos téxicos ndo sé das
substancias primarias mas também utilizadas para avaliar a toxicidade de suas misturas
que se apresentam na grande maioria de forma complexa tanto em fase liquida e solida
nos sedimento. Estes testes de toxicidade apresentam uma imensa relevancia assim como
beneficios como, por exemplo, o baixo custo financeiro, possui obtencdo de informagdes
assim como respostas rapidas, métodos de facil compreensao e fécil interpretacdo dos
resultados (STOKER et al., 2010).

RAND et al. (1995), descreveram que os primeiros testes de ecotoxicidade, com
espécimes aquaticos foram executados a partir de 1930, tendo como proposito determinar
a juncdo causa/efeito de compostos quimicas. Estes podem ser realizados de acordo com
trés classificagdes (Tabela 1), agudos, cronicos ou cronicos de curta duracio (HAMADA,
2008).

Tabela 1. Classificacdo dos Bioensaios de Ecotoxicidade.

Toxicidade Duracio Definicdo

Abrangem apenas parte do ciclo de vida dos
Aguda Curta organismos, avaliando-se efeitos como
mortalidade ou imobilidade.

Podem abranger todo o ciclo de vida dos
Cronica Prolongada  organismos, avaliando-se parimetros sub-letais,
como deformidades.

Cronica de curta : Abrangem partes sensiveis do ciclo de vida dos
Mediana

duracdo organismos, avaliando-se efeitos sub-letais.

Fonte: Hamada, 2008.
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Os testes de toxicidades sdo efetuados em situacdes intrinsecas, ou seja, com
endpoints de relevancia especifica que serd mensurada a resposta em resultados toxicos e
niao toéxicos. Aqueles caracterizados como testes téxicos serdo considerados como
ecotoxicidade aguda que geralmente estard interligado com a mortalidade dos individuos,
Jj4 os testes ndo téxicos como ecotoxicidade cronica sd@ao mensurados através de
anormalidade vinculadas ao comportamento e na grande maioria ligados a taxa de
reproducgdo, estes ensaio possibilita a avaliacdo de uma determinada drea assim como
informacdes em nivel da populacdo residente, sendo descrita para uma espécie alvo ou
uma substidncia (HAN et al., 2016). Nos ecossistemas naturais existe uma vasta
diversidade de espécies que coabitam nestes ambientes, integrando-se entre si uma cadeia
delicada que ird responder de modo caracteristico e especifico as condi¢des expostas ao
ambiente sendo, portanto que cada individuo respondera de uma forma a contaminacdo
presente no ambiente aquético (SANTOS et al., 2015). Deste modo os dados alcangados
através de um individuo ndo podem ser correlacionados ou transmitidos de modo
fidedigno para mensurar os danos ocasionados a uma determinada comunidade, sendo,
portanto, ndo indicado correlacionar estes indicies ecoldgicos obtidos através de um
unico individuo, desta forma isto se torna um entrave nas politicas ambientais,
dificultando assim as pesquisas ambientais (CHEN et al., 2023).

Atualmente, para facilitar e compreender os danos ocasionados por diversas
substancias sdo realizados célculos que mesclem os resultados ecotoxicoldgicos com
modelos bioestatisticos fundamentados nas propriedades fisicos quimicos do
contaminante em estudo (LEE et al., 2023)

Sendo, portanto possivel delimitar e determinar os danos ocasionados ao
ambiente, assim como nos individuos expostos sendo entdo aplicados ensaios de
ecotoxicidade aguda e/ou crénica que permite avaliar um ou mais endpoints em conjunto
com a avaliac@o da dose-resposta (DOU et al., 2014).

Diante do exposto indmeros estudos vém sendo estabelecidos, a fim de se garantir
métodos de ensaios de toxicidade mais eficazes, muitos destes testes ja sdo pré-
estabelecidos sendo em sua grande maioria padronizados em ambito nacional e
internacional por institui¢des ou organiza¢des de normaliza¢do, como por exemplo, a
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e CONAMA 430/2011, American
Society for Testing and Materials (ASTM), American Water Work Association

(AWWA), International Organization Standardization (ISO), Organization for Economic
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Co-Operation and Development (OECD), Association Francaise de Normalisation

(AFNOR) e Deutsches Institut for Normung (DIN) (ABNT, 2017).

3.2.1 Ensaio de ecotoxicidade para avaliacao do efeito agudo

Os testes de toxicidade aguda compreendem os processos que avaliam os efeitos,
rdpidos e severos, ocasionados aos organismos expostos as substancias quimicas, de
modo geral as reacdes ocorrem por um periodo de tempo considerado curto,
normalmente di-se em um periodo de 0 a 96 horas. Geralmente, os parametros de
avalicdo sdo relacionados ao indice de letalidade e a acinesia dos organismos teste
(ARAGAO ¢ ARAUJO, 2006; MAGALHAES e FILHO, 2008). O critério de avaliacao
relacionado aos ensaios de toxicidade aguda € indispensavel para comprovar os efeitos
letais em curtos periodos de tempo, deste modo as informacdes obtidas fornecem dados
essenciais para a elaboracdo e aplicacdo de normas legislativas para melhoria da
qualidade ambiental (FONSECA, 1991).

Com base nos dados obtidos, através dos ensaios de toxicidade aguda, podem-se
aplicar modelos estatisticos, com a finalidade de determinar a concentracao mediana que
corresponde aos efeitos adversos em 50% dos individuos expostos durante o periodo de
ensaio. J4 para o cdlculo da dose- resposta pode ser classificada em dois tipos,
Concentra¢do mediana letal a 50% da populacio (CLso) e Concentragdo mediana efetiva
a 50% da populacio (CEso), sendo a CL utilizada para organismos vertebrados e

invertebrados e a CE utilizada para algas (SOUZA, 2002).

3.2.2 Ensaio de ecotoxicidade para avaliacao do efeito cronico

As avaliacoes relacionadas aos ensaios de toxicidade cronica sdo executadas para
mensurar os impactos os compostos toxicos sobre 0s organismos aqudticos por um tempo
que pode compreender parte ou todo o ciclo de vidado individuo exposto (YAO et al.,
2018). Os testes de toxicidade cronicos classificam os efeitos subletais dos xenobidticos
no desenvolvimento fisioldgico dos individuos, podendo ser classificado os distirbios
ocasionados como alteragcdes de comportamento, alteracdes sobre a reproducdo,
desordens fisioldgicas e bioquimicas (ADAMS et al., 2002). Conforme descrito pelos
autores, estes ensaios cronicos sdo usualmente aplicados para a avaliagdo dos danos
causados em longo prazo sobre a fisiologia do organismo teste, estes ensaios podem ser

utilizados em todas as fases de vida dos individuos expostos, porém a efetividade é mais
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intensa sobre as fases mais sensiveis do ciclo de vida, que corresponde a fase embriondria
e larval, sendo utilizado também para mesurar os danos gerados na fase adulta dos
organismos-teste (YIN et al., 2022). Os efeitos subletais sdo geralmente analisados em
circunstancias onde as concentracdes do xenobidtico, permitem sobrevivéncia dos
organismos-teste, porém apresentando disfun¢do organica em indmeras fungdes
fisiologicas (YIN et al., 2022).

Os ensaios de toxicidade cronica baseiam-se nos resultados alcangados através
dos testes de toxicidade aguda, visto que as concentragdes utilizadas para os ensaios de
toxicidade cronica sdo calculadas através da CLso, quando correlacionados com os
ensaios agudos, os testes de toxicidade crOnica possuem mais sensibilidade a diluicdes,
em amostras ambientais, ou seja, o efeito estd intimamente ligado a resposta continua das
substancias toxicas por um periodo de tempo considerado longo na qual determinado
organismo € exposto (RAND; PETROCELI, 1985). Os resultados decorrentes aos
ensaios de toxicidade cronica sdo apresentando em CENO (Concentracao de Efeito Nao
Observado) sendo sua defini¢ao de acordo com a NBR13373 (ABNT, 2017) “ na qual ¢
visualizado a maior concentracdo mensurada da amostra, sendo estd caracterizada por
ndo causar efeitos adverso capaz de levar o individuo a ébito sendo este efeito avaliado
estatisticamente os danos ocasionados ao organismo — teste serd avaliado através de
alteracdes em comportamento e reprodugdo nas condi¢cdes de ensaio” ao contrario da
Concentragdao de Efeito Observado (CEO) que representa a menor concentragdo da

amostra que causa efeito (ANDRADE, 2004).

3.3 Produtos de Higiene pessoal e Farmacos no ambiente aquatico

A d4gua consiste em um meio sujeito a diversos tipos de contaminagdes
decorrentes dos efeitos antrépicos como efluentes das industrias, esgotos e dejetos do
setor produtivo, além destes, também estd exposto as contaminacdes de produtos
emergentes como os medicamentos de ultima geracdo, produtos de higiene pessoal e
também o crescente mercado de cosméticos (COSTA et al., 2020). Este conjunto de
substancias quimicas € considerado um dos grupos mais amplos, pois nele estd contido
composto que vai desde agrotoxicos, farmacos e produtos de higiene pessoal, podendo
ser moléculas naturais ou sintéticas na qual possui extraordindria capacidade de degradar
diversos nichos ecoldgicos ocasionando inimeros efeitos conhecidos e desconhecidos

(MURRAY et al., 2010; SAUVE et al., 2014).
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Em suma prevaléncia, a liberagdao das substancias quimicas para os ambientes
(terrestre e aqudtico), pode acontecer de forma rdpida ou por um longo periodo de tempo,
sendo este fato um entrave para a identificagdo sendo ocasionados por intimeros fatores,
mas o principal € a limitacdo de métodos mais avancados para a quantificacdo e
qualificacdo das concentracdes destes compostos no ambiente (MAYNOU et al., 2021).
Para DAUGHTON (2007) o meio que mais favorece a entrada destes compostos de
modo continuo no ambiente, € através das ETEs que tem sido relatado na literatura com a
principal fonte de despejo de indmeros poluentes. Em ambito nacional, e possivelmente
mundial, a maior parte das ETEs ndo possuem tecnologias para eliminar ou diminuir a
toxicidade destas substincias emergentes, o principal papel das ETEs € remover a carga
organica dos efluentes, poucas ETEs possui tecnologia como tratamento tercidrio
(osmose, membrana e nereda) (PEREIRA; SILVA DE ABREU; MARQUES, 2021).

Portanto, para a grande maioria dos PPCPs, a principal via de entrada é pela rede
de esgoto doméstico para o ambiente. Isto de fato se torna problematico uma vez que a
maioria dos PPCPs se torna persistente naquela localidade, ou seja, ndo precisa
necessariamente ser constate para gerar um impacto acentuado, uma vez que estdo sendo
dispersos de maneira continua para o ecossistema aqudtico (OLIVEIRA; GUILLEN;
MARINELI; SILVA, 2022). As vias relacionadas aos descartes dos esgotos de hospitais,
da industria e da rede doméstica, assim como, o uso dos aterros do lodo das ETEs tem
sido fontes de emissdo continua de contaminacdo (REIF et al., 2011), pois quando
liberados aos ecossistemas aqudticos, modificam o local e se tornam reservatorios que
por sua vez ird armazenar estas substidncias quimicas transformando-os em fontes
secundarias persistentes, que ird se concentrar em sedimentos, particulas organicas, ou na
biota, portanto as fontes sao diversas. (Figura 3) (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA,
2017).

Este acontecimento de descarte dos PPCPs no ambiente ndo é algo atual sendo
estas substancias desprezadas continuamente se transformando em compostos bioativos,
que detém o potencial de perdurar por anos. O que mais uma vez se torna indispensavel o
monitoramento e a caracterizacdo das concentracdes de cada uma destas substincias

quimicas no ecossistema aquatico (DE MORAES, 2019).
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Figura 3. Origens e rotas dos PPCPs
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Fonte: FERNANDES, 2023.

Estes contaminantes tém sido cada vez mais detectados, no entanto, pouco se
conhece sobre o seu mecanismo desde a absorcdo até a sua eliminacdo pelo organismo
dos animais, e principalmente sobre os efeitos negativos que este grupo possa estar
causando. O fato de estes compostos apresentarem baixa volatilidade sugere que sua
distribuicilo no meio ambiente esteja ocorrendo por meio das vias aqudticas
(FERNANDES, 2023). Dois processos de eliminacao podem ser destacados durante o
tratamento destes residuos gerados: o da adsor¢do a sélidos suspensos € o da
biodegradacdo (DE MORAES, 2019). Os processos atuais de remocdo dos compostos
quimicos ndo sao eficientes uma vez que estes métodos sao empregados com a finalidade
de remover particulas biolégicas e algumas substincias quimicas. Nas estacdes de
tratamento de esgoto, os poluentes emergentes nao sdo retidos e passam com facilidade,

pois suas particularidades fisico-quimicas permitem este acesso para 0s ecossistemas



aqudticos, além destas caracteristicas especificas possuem também capacidade de
solubilizacdo em dgua, predisposicdo para volatilizar, alto indice de adsor¢cdo em lodo e
tempo prolongado de meia-vida de degradacdo por processos abidticos e bidticos
(SOARES; SOUZA, 2019).

Diante disso, se torna imprescindivel o conhecimento a respeito dos provéveis
impactos bioldgicos que estas substincias quimicas podem ocasionar, sendo importante
mensurar e avaliar os riscos ambientais, sendo, portanto de extrema relevancia que
estudos ecotoxicoldgicos sejam realizados a fim de predizer os efeitos agudos e cronicos,
com essa diversa classe de PPCPs, assim para melhor compreensao dos efeitos gerados é
necessdrio que distintos testes sejam realizados com diferentes organismos. A figura (4)
abaixo mostra um estudo evidenciando as publicacdes entre 1996 a 2009, sobre as

diferentes classes de PPCPs (SANTOS et al., 2015).

Figura 4. Estudos agudos x Estudos cronicos (modificado).
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Fonte: SANTOS et al. 2015.

Os dados de toxicidade aguda acima citada sdo uteis para estimar os efeitos, de
uma descarga acidental de substancias toxicas ja os dados de toxicidade cronica sao
escassos. As outras referéncias na literatura que citam substancias como os farmacos,
com diferentes concentracdes sendo estas muitas vezes em concentragdes efémeras que
sdo capazes de causar grandes impactos no meio ambiente por um longo periodo de

tempo (ARAGAO, 2018). Hoje em dia, diversos sdo os estudos realizados em territério
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brasileiro para a identificacdo de PPCPs potencialmente perigosos para o meio ambiente,
no entanto a literatura carece de dados, sendo assim mais estudos sdo necessarios (DE

SOUZA COUTO, 2020).

3.4 Aspectos legais

Nas ultimas décadas os efeitos toxicos de diversas substincias quimicas,
decorrentes das atividades antrépicas, tem se ampliado nos ecossistemas, gerando grande
preocupacio as nagdes mundiais que se deparam com presenca de compostos quimicos
ou micropoluentes emergentes, no meio ambiente, porém ndo s6 a substancia quimica
primdria desperta interesse, mas também os subprodutos que estes irdo gerar decorrentes
da degradacdo, pois hd poucas informacdes sobre os efeitos negativos que estes
compostos irdo ocasionar sobre a integridade dos ecossistemas e na disposi¢do da
comunidade biolégica (FDA, 2016).

Segundo a agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (Environmental
Protection Agency — EPA), grande parte destes conjuntos quimicos compreende a uma
diversificada gama de substincias quimicas que estdo atreladas em produtos
comercializados em farmdcias e mercados como aqueles utilizados na limpeza da casa,
na higiene pessoal, assim como para uso veterindrio, na produg¢do agricola e nas
industrias (USEPA, 2008). Para os produtos que estdo disponiveis no mercado, poucas
informacdes referentes aos riscos que possam causar a saide do homem e do meio

ambiente estdo disponiveis (Figura 5).

Figura 5. Informagdes quanto aos riscos para satide humana e a0 meio ambiente.
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http://ec.europa.eu/environment/pubs/pdf/factsheets/reach.pdf

O Programa Nacional de Seguranga Quimica (PRONASQ), implementado pela
Comissdao Nacional de Seguranca Quimica (CONASQ), ¢ um 6rgdo que regulariza e
fiscaliza as substancias quimicas lan¢adas nos ecossistemas no Brasil (BRASIL, 2022).
Esta instituicdo tem como premissa diligenciar de forma integrativa as informacdes das
substancias quimicas no Brasil, visando a protecdo do meio ambiente e da saide humana,
de modo a auxiliar desenvolvimento sustentavel (BRASIL, 2022). Porém ndo ha nenhum
local de armazenamento de informagdes a respeito desses produtos quimicos em uso
(EPA, 2022).

Porém ndo hd nenhum local de armazenamento de informagdes a respeito desses
produtos quimicos em uso (EPA, 2022). Ainda em ambito federal, t€ém—se a Resolu¢do do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) 358/2005 e a Resolu¢gdo RDC
306/2004, que na qual, possuem normativas acerca do despojo de residuos quimicos
como aqueles atrelados aos servicos de satde, farmacos e produtos quimicos como o0s
agrotoxicos (BRASIL, 2005; BRASIL, 2012).

Além de proferir o destino correto de descarte aos residuos, também determina a
realizacdo de testes ecotoxicoldgicos no contexto legal, sendo o teste padronizado para
garantir qualidade de dguas especificada para preservacdo e protecdo dos organismos
aquéticos, sendo estes estudos de toxicidade responsdveis por coordenar e quantificar os
danos fisiopatoldgicos gerados por xenobiodticos (EPA, 2022).

A aplicagdo dos ensaios de toxicidade tem por finalidade a fiscalizacdo e restri¢ao
das emissdes, estando inserida na Resolucdo da Secretaria de Meio Ambiente do Estado
de Sdo Paulo - SMA 03 de 2000 (SAO PAULO, 2023), que assenhoreiam sobre as
relagdes que assegure o nivel de toxicidade permitida aos individuos aquaticos.
Justificando, quaisquer interacOes entre compostos quimicos nos efluentes, este ndo
deverd causar efeitos adversos aos organismos aquéticos no corpo receptor.

A respeito do controle de emissdes a Resolucio CONAMA 357/2005, determina
limites de concentragdes para diversas substancias quimicas além de classificar os corpos
d*4gua (continentais e estuarinas) para seu enquadramento em classes de acordo com o

uso (BRASIL, 2012).
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Diante disto, faz-se necessdrio avaliar o risco que PPCPs e seus subprodutos
quimicos que podem causar ao meio ambiente, sendo necessdria a identificagdo e
quantificagdo das concentragdes para prevenir variacdes fisioldgicas nas comunidades

bioldgicas e a saide humana.

3.5 Triclosan — Ocorréncia no ambiente aquatico e suas implicacoes

Os PPCPs encontram-se amplamente difundidos no meio ambiente, dentre todos
os PPCPs utilizados, quem mais se destaca é o Triclosan (TCS), conhecido como (5-
cloro-2- (2,4-diclorofenoxy) fenol, (Figura 6) (ETZEL; SMITH; BROWN, 2019). TCS
possui a¢do antimicrobiana e, por isso, € muito utilizado nos produtos de higiene pessoal
como, desodorantes, produtos de higiene bucal, sabonetes antimicrobianos, conservantes
de um modo geral para cosméticos, embalagens de alimentos e demais produtos
bactericidas (LYNDALL et al., 2017; PRAVEENA et al., 2019; SANGANYADO e
GWENZI, 2019; XU et al., 2019; YOST Et al., 2017).

Figura 6. Formula Quimica Estrutural e Modelo 3D da Molécula Triclosan
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Segundo Teixeira e Jardim (2004), o TCS € uma substancia quimica que possui

uma estrutura molecular, clorado aromatico com representantes funcionais do grupo dos
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fendis e apresenta forma de finos cristais brancos, € altamente lipofilico, sendo que seu
primeiro registro data de 1969 como pesticidas e apenas em 1972 foi inserido na
inddstria como material de cuidados pessoais. Além de sua nomenclatura padriao, o TCS
apresenta denominacdes como Irgasan, Irgasan DP 300, Irgacare MP, Lexol 300,
Aquasept, Gamophen (USEPA, 2008).

A grande preocupacdo com o uso indiscriminado do TCS, estd relacionada a sua
presenca nos ecossistemas aqudticos, pois a maior parte dos sistemas de tratamento de
efluentes convencionais ndo possuem a capacidade de remocdo total do composto
(TEIXEIRA; JARDIM, 2004). Intmeros sdo os efeitos que o TCS pode ocasionar em
organismos, sendo os mais comuns efeitos toxicos agudos, cronicos, alteragdo de
biomarcadores bioquimicos, estresse oxidativo, genotoxicidade, citotoxicidade, entre
outros. Em geral, sua concentragiio no ambiente aquatico estd na ordem de ng L ' aug L
"I, tanto em 4guas superficiais quanto no sedimento em diversos paises, incluindo o Brasil
(WITORSCH, 2014; WU et al., 2019).

AGUERA et al. (2003), relataram O TCS na concentracio de 22 pg.L! em
estudos em amostras de efluente tratado, e observaram concentragdes acima de 130,7
ug.Kg! nas amostras dos sedimentos. Estes resultados demonstram que o TCS € inserido
continuamente no meio aqudtico, pelas ETEs.

NISHI et al. (2008) realizaram o monitoramento da presenca do TCS em agua de
superficie do Canal Tone no Japdo e observaram concentragdes de 55 ng.L ™! a 134 ng.L"!
em diferentes pontos estudados. ZHAO et al. (2010) analisaram amostras de 4gua
superficial e sedimento de trés rios da China, além de amostras provenientes de ETE.
Neste estudo, conseguiram determinar concentracoes de TCS em &4gua superficial
variando de 90,2 ng.L! a 478 ng.L'. Nas amostras de sedimento observaram
concentragdes que variaram de 345 ng/g™! a 1329 ng/g’1. Estes dados corroboram com o
observado por AGUERA et al. (2003) onde as maiores concentracdes do TCS foram
encontradas nas amostras de sedimento.

A grande preocupacdo relacionada a permanéncia do TCS nos ecossistemas
aqudticos, ndo estd associada somente ao seu potencial toxico, mas também a habilidade
dos seus subprodutos que sdo formados através da fotodegradaciao, em apresentar efeitos
téxicos mais potentes do que a molécula primdria, sendo o principal produto de
degradacdo o 2,8-diclorodibenzeno-p-dioxina (2,8-DCDD), que tem a caracteristicas de

ser carcinogénico nos individuos expostos em longo prazo, além deste aspecto também
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estd intimamente ligado a formacdo de compostos como os fendis clorados e outras
dioxinas (CHU et al., 2020 ; EITAHED et al., 2020 ; USMAN et al., 2020).

Para NIEHS et al. (2022) este comportamento de modificacdo estrutural da
molécula primaria do TCS, pode ocasionar em produtos de degradacdo que possui um
maior tropismo por tecidos adiposos, na qual estes compostos ird se ligar as moléculas de
gordura e ficard armazenado, sendo um fator que influéncia de modo direto nos efeitos
téxicos no organismo do individuo, sendo portanto considerado mais bioacumuldveis e
de dificil metabolizacdo e excrecdo, dentre estes subprodutos que apresentam estd
caracteristica lipofilica se encontra o metil-Triclosan, que tem como origem a reacio de
metilacdo bioldgica. Além disto, a fotodegradacdo natural ou artificial acelera a
transformagdo quimica do TCS em dioxinas (HIPPARGI et al., 2021; KAUR et
al., 2020).

A transformacdo do TCS em dioxinas sucede apds 3 dias de exteriorizacdo a luz
sintética (Idampada fluorescente) ou luz natural, estd caracteristica pode ocorrer também
em nichos dulcicolas e marinhos. Dentro deste conceito € importante ressaltar que alguns
relatos em literatura indicam que o pH, do meio de transporte (4gua) pode influénciar no
potencial toxico do TCS (ARANAMI et al., 2007), estd caracteristica foi observada em
estudo conduzido por ORVOS et al. (2002), que identificaram que pelo TCS estar na sua
forma molecular i6nica, € quando em contato com um meio que tem o pH 8,5 , sua
habilidade em transpassar as membranas lipidicas diminui significativamente, esta
relacdo foi observada com o microcrustaceos Ceriodaphnia dubia que exibiu uma infera
sensibilidade ao TCS em testes executados com o pH em torno de 8,5. Est4 capacidade
em se bioacumular ndo se limita a uma unica espécie, pois como ja relatada o TCS
consegue transitar em diferenciados nichos tréficos. Inumeros artigos cientificos t€m
atestado a habilidade t6xica do TCS em diversas espécies.

Diante deste contexto estudo com Cladophora sp, mensurou os coeficientes de
bioacumulacdo (BAF), obtendo o peso fresco das algas, coletadas uma pequena amostra
da vazante e uma aliquota foi coletada de uma estacio de tratamento de esgoto,
localizado no norte do Texas — USA. Os dados obtidos apresentavam variacdo de 900 a
2100 mg/L!, para as amostras de dgua, os valores relacionados a concentragio de TCS
observados para as algas apresentou uma variacdo de 100 ng.g”' a 150 ng.g"' na qual
todas as amostras avaliadas apresentaram alto coeficiente de bioacumulagdo

principalmente nas algas (COOGAN et al., 2007).
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Em estudo conduzido por FAIR et al. (2009), na qual investigaram a possivel
presenca do TCS em plasma de Tursiops truncatus, popularmente conhecido como
golfinho nariz de garrafa. A identificagdo do TCS em plasma sanguineo de animais da
natureza, capturados em dois estudrios da Florida, USA. Também foram feitas colheitas
de aliquotas de dgua de uma estac@o de tratamento de esgoto na mesma regido. Os dados
obtidos demonstraram concentracdes de TCS em plasma sanguineo de Tursiops
truncatus que apresentaram variagdo de 0, 025 ng.g”! a 0,270 ng.g”! (sendo este o peso
umido). J4 para as aliquotas de dgua as concentragdes observadas foram em média de 7,5
ng.L".

PALENSKE et al. (2010), verificaram efeitos toxicos ocasionados pelo TCS em
anfibios em distintos estdgios de desenvolvimento. O range de maior indice de infiltracao
de TCS, sucedeu no estidgio 49 do desenvolvimento larval do anfibio Xenopus laevis,
sendo os indices de variacdo observados com maior prevaléncia nas concentragdes 2600
ng.g’! 270,000 ng.g”!.

Em estudo conduzido por ADOLFSSON-ERICI et al. (2002), averiguaram a
existéncia do TCS em amostras de leite materno na cidade de Estocolmo, na Suécia.

De acordo com o estudo, foram constatados altos indices de TCS em diferentes
concentracdes, sendo trés amostras de leite com resultados com alto teor de TCS e nas
outras cinco amostras que apresentaram concentragdes mais amenas, a variacio
observada entre as amostras foi de 300 pug.kg!. Estes estudos realizados com espécies
diferentes t€m apresentado resultados indicando que o TCS, é capaz de modificar os
niveis hormonais ocasionando alteragdes enddcrinas, também sdo visualizados os
desarranjos no sistema nervoso central caracterizado por uma neurotoxicidade além de
diminui¢do na atividade tireoidiana assim como o desenvolvimento de células tumorais
mamarias (ZHANG et al., 2021; WEE et al., 2020; FAIR et al., 2009).

Desta forma, acerca dos relatos apresentados, € de total urgéncia a execucdo e
padronizacdo de estudos ecotoxicoldgicos, para identificar e quantificar de forma mais
precisa assim como compreender os mecanismos relacionados aos sitios de acdo desta

substancia quimica.

3.6  Organismos aquaticos como bioindicadores ambientais
Indmeros métodos sdo utilizados para validar e classificar os ambientes

contaminados por substancias téxicas um dos meios mais eficientes para monitorar estes
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xenobidticos € a utilizagdo de peixes como organismos sentinelas, pois apresentam
sensibilidade com relacdo a qualidade do ambiente em que vivem (YANCHEVA et al.,
2015). Desta forma € possivel mensurar os danos ambientais através da quantificacao das
alteracdes em nivel bioquimico, fisioldgico, genético, morfolégico ou comportamental.
Para a utilizacdo desses individuos, como organismos bioindicadores alguns fatores
precisam ser atendidos como os coeficientes bio-ecolégicos e ambientais, sendo estes
dois fatores extremamente importantes para a estruturagdo dos individuos
bioindicadores/sentinelas, pois através destes € determinado as condi¢Oes na qual serd
aplicado em programas de monitoramento e em testes ecotoxicoldgicos (Juan et al.,
2021).

Para RAND et al. (1995), os ensaios de ecotoxicidade sdo de extrema importancia
para dimensionar os danos causados por xenobidticos, mas para isto € necessirio
padronizar e adequar os testes assim como os individuos que serdo utilizados para os
estudos toxicoldgicos, sendo que estes precisam atender os intimeros critérios adotados
em relacdo aos organismos-teste, tais como;

. Apresente uma variacdo genética ampla assim como sua sensibilidade

frente ao agente estressor;

. Deve possuir ampla distribuicao;
J Apresente uma relevancia comercial e relevancia ecoldgica;
. Facil manejo e cultivo dentro de instalacdes de pesquisa, de forma a

facilitar os testes de toxicidade aguda e cronica;
o Conhecimento ja existente de sua biologia fisiologica, de modo a permitir

a visualizac@o e interpretacdo dos dados obtidos nos ensaios.

Para que a execugdo dos ensaios de toxicidade com organismos aquéticos ocorra
da maneira mais eficiente, é necessario que apresentem ampla disponibilidade. Sendo
assim ha trés maneiras de apoderar-se dos organismos: através da captura em ambientes
naturais, obten¢do por meio de pisciculturas habilitadas e a criacdo em laboratério. Uma
grande diversidade de organismos-testes € utilizada em testes laboratoriais, dentre os
grupos mais importantes se encontram as bactérias, as microalgas, os microcrustaceos, 0s

equindides, os moluscos e os peixes (GUESMI; SLENO 2020).

3.6.1 Hematologia como bioindicador ambiental

41


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8571676/#CR48

A hematologia é a drea da biologia que pesquisa e trata possiveis distirbios
morfoldgicos associados ao sangue assim como O6rgdos hematopoiéticos. Sua andlise
consiste em quantificar e qualificar modificacdes estruturais em eritrdcitos, leucocitos e
trombdcitos, bem como os outros elementos presentes, tais como, proteinas e
hemoglobina. Os parametros sanguineos e os parametros bioquimicos e enzimaticos,
contribuem para a identificagdo correta assim como auxiliam os testes toxicoldgicos
sobre um possivel quadro de contaminagdo ambiental. (REDDY et al., 2017). De acordo
com ADHIKARI et al. (2004), os indicadores hematoldgicos sdo de extrema importancia,
pois através dos resultados, obtém-se o status fisiohistopatolégicos dos individuos, desta
forma, se transforma em um dos elementos essenciais para analise da funcionalidade do
sistema do peixe submetido a uma substancia toxica. A aplicacdo da hematologia como
biomarcador ambiental, proporciona uma quantificacio mais ripida da higidez dos
organismos aqudticos, sendo capaz de mensurar os efeitos causados pela exposicao aos
xenobidticos (MAYER et al., 1992; ROCHA, 2009). A constituicao fisiologica do sangue
estd ligada a diversos fatores como, sexo, estdgio gonadal entre outros (LAVANYA et
al., 2011).

Por outro lado, fatores externos como infecgdes e estresse também podem ter um
impacto significativo (MCCORMICK; NAIMAN, 1985). Em teleésteos, os 6rgaos
responsaveis pela hematopoiese sdo o baco e o rim. Segundo DHEER et al. (1987), a
producdo de células sanguineas pode ser influenciada por diversos fatores, incluindo
aqueles relacionados ao ambiente. Dessa forma, os parametros hematolégicos sdo
essenciais tanto para identificar alteragdes fisioldgicas quanto para avaliar a saide dos

organismos em situagdes de estresse.

3.6.2 Embrioes como bioindicador ambiental

O uso de embrides de peixes, vem ganhando notoriedade no campo das pesquisas
ecotoxicoldgicos, pela praticidade e pelos resultados gerados. Outro fator que contribui
para a popularidade do uso de embrides em estudos cientificos € a possibilidade de se
realizar a sua reproducdo em laboratério de forma relativamente simples (CAPELA et al.,
2016; EU, 2006; LUECHTEFELD et al., 2018; SANTOS et al., 2018). Um casal de
peixe, a depender da espécie escolhida, pode facilmente produzir cerca de 200 embrides,
e sendo a fecundacdo externa, torna-se vidvel a coleta desses embrides para a realizacdo

de estudos experimentais.
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O ciclo completo de desenvolvimento do embrido ocorre em até 96 horas (Figura
7), e por possuir o seu ovo transparente, € possivel acompanhar o seu pleno
desenvolvimento, possibilitando observar eventuais alteracdes em diversos 6rgados como
coracdo e olhos. Outras vantagens no uso de embrides estdo relacionadas ao pouco
espaco necessdrio para a realizacdo do experimento, uma vez que 0s grupos amostrais
podem ser organizados em placas de cultura de 96 pogos, resultando em baixo custo de
manutencdo durante os experimentos realizados (OECD, 2012). A espécie de peixe
mais usual como modelo experimental para testes toxicoldgicos € o Danio rerio. Uma
das principais referéncias para a realizacdo de testes com embrides de peixe-zebra é o
guia Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test (OECD, 2012) o qual detalha todas as
etapas experimentais dos testes com embrides, inclusive as alteragdes possiveis de se

observar durante o seu desenvolvimento (D’COSTA, A. SHEPHERD, I. T. 2009).

Figura 7. A imagem ilustra o desenvolvimento embriondrio, come¢ando logo

apos a fertilizacdo até sua forma adulta.
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Fonte: Adaptado de D’COSTA, A.; SHEPHERD, I. T. 2009.

Organogénese

E fundamental destacar que cada espécie de peixe possui caracteristicas distintas
no seu desenvolvimento embriondrio. Alguns espécimes apresentam ovos translicidos, o
que facilita a visualizacdo do embrido em laboratdrio, enquanto outros nao possuem essa

caracteristica. O Danio rerio e o Astyanax altiparanae, por exemplo, possuem 0vos
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translicidos, o que os torna adequados para serem utilizados como espécimes

bioindicadora (GARCIA et al., 2015).

3.7 Caracteristicas e biologia do género Astyanax altiparanae
3.7.1 A familia Characidae e a Subfamilia Tetragonopterinae

A familia Characidae compreende na maior fracdo de peixes de dgua doce do
Brasil, quando correlacionada com as demais familias da ordem Characiformes, desta
forma torna-se a maior e mais variada, sendo considerada de fato a mais complexa. Nesta
familia estd contida peixes de hdbitos diversificados como herbivoros, onivoros,
carnivoros, sendo estes dispersos a uma grande diversidade de habitats (BRITSKI et
al.,1998).

Os individuos ligados a esta imensa familia, ocorrem desde o continente
americano, México-Estados Unidos até o Sul da Argentina e Africa (LUCENA, 1993).
No continente americano estd familia se divide em 30 subfamilias e aproximadamente
250 géneros (BRITSKI, 1972) e 1406 espécies (FROESE; PAULY, 2004).

Estas espécies, usualmente exibem nadadeira e caudas volumosas, sdo eximios
nadadores, e a grande parcela dos peixes inseridos nesta familia apresentam escamas.
Alguns destes individuos s@o bem populares no Brasil, como os lambaris, piracanjubas,
piranhas, pacus, peixe-cachorro, dourado, entre outros. Por se tratar de diferentes
organismos, estes apresentam caracteristicas morfologicas distintas como a variagdo do
tamanho que vai desde dois cm, como por exemplo, os pequiras, até mais de um metro,
como o dourado (BRITSKI, 1972). De fato, a quantidade de espécies compreendidas
nesta familia, apresenta rica diversidade de individuos que exibe formas distintas e outras
semelhantes, dificultando assim a identificacdo e classificacdo nestes agrupamentos
naturais dentro dela. Desta forma estudos tem sido empregado para auxiliar a identificar
a conexao de parentesco entre as familias que compdem este variado grupo, poucos
estudos tem alcancado €xito, sendo afetado produzindo duvidas sobre a efetividade de ser
um monofilético (LUCENA, 1993).

Os resultados citogenéticos publicados acerca da familia Characidae remetem a
dados que comprovam a heterogeneidade que esta grande familia expressa, sendo deste
modo identificado particularidades distintas entres estes individuos que compdem estas

subfamilias. A subfamilia Tetragonopterinae, engloba o maior nimero de espécies no
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Brasil, € bastante diversificado e possui muitos géneros e espécies (Figura 8) (BRITSKI,
1972).

Figura 8. Posi¢do taxonomica da familia Characidae.

FILO — Chordata
SUBFILO - Vertebrata
SUPERCLASSE - Pisces
CLASSE - Osteichthyes
SUBCLASSE - Actinopterygii
INFRACLASSE - Teleostei
SUPERORDEM - Osthariophysi
SERIE - Otophysi
SUBSERIE — Characiphysi

ORDEM - Characiformes

FAMILIA — Characidae

SUBFAMILIA - Tetragonopterinae
GENERO - Astyanax
ESPECIE: Astyanax altiparanae

Fonte: FINK e FINK 1981.

A identificagdo e classificacdo dos individuos se fundamentam nas caracteristicas
individuais destes representantes, a classificacdo segue critérios, sendo que os
diferenciais na denticdo consistem em um dos principais pontos a ser utilizado na
classificacdo, por exemplo, a presenca de dentes cuspidados, sua organizacdo em duas ou
trés séries no pré-maxilar e em uma unica série na mandibula (FINK e FINK 1981).
Seguindo esses critérios, as espécies de Tetragonopterinae, possui hédbitos alimentares
prevalentemente onivoros, e encontra-se distribuido em ambientes diversificados
(BRITSKI et al., 1998) além de exibir. Diante deste fato a subfamilia Tetragonopterinae
exibe uma imensa variedade morfolégica e cada individuo expressa uma caracteristica
especifica, tem sido cada vez mais relatada e admitida que este grupo ndo retrate somente
um agrupamento monofilético, mas sim um agrupamento parafilético (BUCKUP, 1998;

WEITZMAN et al., MALABARBA, 1998).

3.7.2 Geénero Astyanax
O género Astyanax é um dos mais relevantes da América do Sul, sdo

reconhecidos corriqueiramente como piabas, surubins ou lambaris (LIMA et al., 2003;
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HALUCH e ALBILHOA, 2005). GARUTTI (1995; 1998) menciona que este género é
constituido por aproximadamente 100 espécies e subespécies e tem uma disposicao
correlacionada, propondo um endemismo notavel. VAZ (2000) considera que a maior
parte das espécies deste grupo ndo foi identificada e nem descritos corretamente, uma vez
que o grau de similaridade morfoldgica € alto, sendo sua designacdo dificultada assim
como sua caracterizacdo. Deste modo o género Astyanax apresenta hédbito de forragear
diferentes habitats assim como transitar em diferentes niveis troficos, apresenta
capacidade notdvel de modificar seus hdbitos alimentares, em reposta as mudancas
ambientais (LOBON-SERVIA e BENNEMANN, 2000). Este grupo comporta individuos
pequenos, até 200 mm, possui como importante caracteristica na denti¢do, duas séries de
dentes no pré-maxilar, sendo uma série interna com cinco dentes, possui uma linha
completa na lateral e apresentam a nadadeira caudal nua, as escamas apresentam cor
cobre apenas a base dos raios da nadadeira caudal (DIAS et al., 2023).

Para METZENER et al. (2004), o género Astyanax tem um grande potencial
genético para pesquisas ecotoxicoldégicos uma vez que OS mesmos apresentam
caracteristicas ligadas rusticidade e rdpido crescimento, sendo, portanto, uma espécie
com potencial de ser utilizados como biomarcador ambiental. Além destas qualidades,
para a linha de pesquisa apresenta também aptiddo para os piscicultores que tem
apresentado interesse por estes animais uma vez que possui uma Otima praticidade para
ser utilizados como iscas- vivas assim como a qualidade de sua carne para consumo
humano (TEIXEIRA et al., 2009; VITORINO et al., 2011; MARTINEZ et al., 2012).

O lambari sdo peixes que apresentam caracteristicas migratdrias, sua reproducdo é
definida através da fecundacdo externa e ndo apresenta comportamento parental com
periodo reprodutivo prolongado de setembro a marco e desova parcelada (VAZZOLLER
e MENEZES, 1992). Sendo o ciclo reprodutivo mais intenso na piracema, também
realizando curtas migragdes ascendentes na época de cheias, assim lhes proporcionando o
estimulo necessdrio para a reproducdo e algumas espécies aparecem com maior
frequéncia no periodo em que ocorrem as cheias, estando presentes em ambientes com

fundo de areia (VAZ et al., 2000).

3.7.3 A espécie Astyanax altiparanae
Astyanax altiparanae (GARUTTI; BRITSKI, 2000) € a nova designacdo para o

lambari-do-rabo-amarelo que era anteriormente era classificado como Astyanax
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bimaculatus. Esta nova designacao foi realizada por intermédio da retificacdo do género
Astyanax ssp, que através de estudos nas bacias hidrograficas do Alto Parand, Rio Sdo
Francisco e Rio Amazonas, eram primeiramente reconhecidos e identificados como
pertencente ao grupo Astyanax bimaculatus, a caracteristica em comum expressa por
estes individuos inclui manchas na regido umeral de formato ovalado e mancha no
pedinculo caudal estendendo-se a extremidade dos raios caudais medianos
(NAKAJIMA et al., 2012).

O lambari-do-rabo-amarelo, também popularmente conhecido como tambid ou
lambari-rel6gio, possui distribui¢cdo geografia por inimeros lagos e rio do Brasil, sendo
sua maior concentracdo pela bacia do alto rio Tibagi e na bacia do alto rio Iguacu
(GRACA e PAVANELLLI, 2002), entretanto, embora expresse caracteristicas marcantes,
esta espécie decorre em grande pluralidade em microambientes, fazendo com que as
populacdes ligadas a este grupo de peixes ndo se apresente de forma homogéneas quanto
a sua morfologia (RAMSDOREF, 2007).

As caracteristicas fenétipas desta espécie incluem individuos pequenos,
apresentam crescimento rapido, podendo atingir sua maturidade em aproximadamente,
quatro meses de idade, onde os machos podem chegar a atingir cerca de 7 a 9 cm e as
fémeas cerca de 9 a 12 cm de comprimento e chegar a cerca 60 gramas de peso vivo
(PORTO-FORESTI et al., 2001). Ja as caracteristicas reprodutivas da espécie apresentam
diferencas entre machos e fémeas, ou seja, apresenta dimorfismo sexual sendo evidentes
estes aspectos, as fémeas exibem tamanho corporal maior que os machos, o corpo € mais
robusto sendo arredondado e sdao precoces em relacao aos machos (PORTO-FORESTI et
al., 2000; SATO et al., 2006).

O Astyanax altiparanae apresenta caracteristicas marcantes como sua coloragao
prateado por toda extensdo corpdrea, apresentando a regido ventral esbranquicada e a
regido dorsal cinzenta, as nadadeiras caudal, anal e pélvica sdo amareladas enquanto as
demais sdo hialinas ou levemente amareladas. Na caudal, ainda, ha uma faixa mediana
negra estendida a extremidade dos raios medianos, separando os lobos superior e inferior.
Acima da pupila, h4 uma mancha amarelo-ferrugem (GARUTTI e BRITSKI, 2000)
(Figura 9).
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Figura 9. Exemplar de Astyanax altiparanae (Characidae).

Fonte: GARUTTI; BRITSKI, 2000.

A fase de crescimento e desenvolvimento embriondrio apresenta ji nos
primérdios de amadurecimento, uma expressdo genética que ird determinar se o
individuo ird se originar macho ou fémea, porem o ambiente tem forte influéncia sobre
esta varidvel, pois os embrides por mais que tenha no seu cédigo genético o gene
masculino ou feminino ainda nio expressa essa qualidade morfoldgica neste estagio de
vida (GARUTTI e VENERE, 2009).

Esta definicio morfolégica ird se expressar na fase larval, onde por forte
influéncia da acdo de hormdnios e fatores ambientais que determinara a designacdo
sexual dos individuos. Deste modo se na fase larval ocorrer quais quer mudancas sobre o
balanco hormonal ou ambiental, este resultara em provocar mudanca de sexo
(BALDISSEROTTO, 2002). Esta espécie é capaz de colonizar diversos ambientes
aqudticos. Sendo sua dieta alimentar predominantemente onivora, ou seja, seus hdbitos
alimentares sdo de facil manejo, aceitando dietas variadas de acordo com a
disponibilidade de recursos (PAZIAN et al., 2012).

De acordo CASTILHO e ALMEIDA (2007), o lambari- do — rabo-amarelo possui
qualidades que eleva o interesse na espécie, pois apresenta um alto indice de
sobrevivéncia, curtas geracdes, prole numerosa e por ser de facil manejo em condicdes de

laboratorio.
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CAPITULO 11

REPRODUCAO DO
LAMBARI-DE-RABO-AMARELO




RESUMO

O presente estudo teve como proposito realizar a reproducdo do lambari-do-rabo-amarelo
em ambiente laboratorial, adaptando a metodologia utilizada para o Zebrafish. Para a
padronizacdo da metodologia foram utilizados lambaris adultos, na qual foram
aclimatados durante 60 dias, em aqudrios separados, machos e fémeas que foram
alocados em dois aqudrios retangulares de vidro com volume ttil de 200L, com aeracdo
constante por meio de um compressor de ar, controles de temperatura, iluminacdo
artificial com fotoperiodo de 12h/12h, constantemente monitorado de acordo com as
exigencias da espécie. Apds o periodo de aclimatacio os animais, foram selecionados de
acordo com as caracteristicas reprodutivas, as fémeas foram avaliadas e aquelas que
apresentaram ventre abaulado e macio e papila urogenital avermelhada foram
selecionadas, e para os machos aqueles que apresentaram espiculas na nadadeira anal
evidentes foram escolhidos. Deste modo os individuos foram alocados em uma caixa de
reproducdo ficando juntos por aproximadamente 14 horas, sendo avaliado o
comportamento reprodutivo da espécie, apds o termino da desova os mesmos foram
encaminhados novamente para os aqudrios de origem e os embrides coletados e
avaliados. O procedimento adotado foi realizado de maneira natural sem utilizar
indutores hormonais, os resultados obtidos nos permitem afirmar que a reprodugcdo em

laboratdrio apresentou resultados promissores.

Palavras-chave: = Lambari-do-rabo-amarelo;  Fisiologia;  Reproducio em

Laboratorio.
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1. MATERIAL E METODOS
1.1 Local e protocolo da Comissao de Etica no Uso de Animal

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Aquicultura e Ecotoxicologia — LAE
da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina, SP. O experimento com os lambaris foi
conduzido entre Mar¢o de 2021 a Setembro de 2023.

O manejo dos animais durante o experimento seguiu o protocolo aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA da Embrapa Meio Ambiente (Protocolo
n° 010/2019).

1.2 Aquisicao e aclimatacio dos peixes

Os peixes foram adquiridos de uma piscicultura localizada na regidao de Mogi
Mirim — SP. Foram transportados em sacos plésticos, contendo um terco de dgua e dois
tercos de oxigénio, até o biotério da Embrapa Meio Ambiente, onde foram aclimatados
por sete dias em tanques de polipropileno com capacidade para SOOL. Os tanques foram
acoplados a um sistema de filtragem e aerag¢do constante. Os lambaris foram alimentados
com racdo comercial Nutriflakes (em flocos).

Durante o periodo de aclimatacdo realizou-se o monitoramento da qualidade da
dgua por meio dos parametros fisico-quimico da &4gua, utilizando-se uma sonda
multiparametro (U-50, Horiba, Kyoto, Japan). Os parametros aferidos foram: temperatura
(temp.) 26,5 = 1,5°C, pH 7.03+ 0.27, condutividade (Cond.) 0.124+ 0.01 e oxigénio
dissolvido (OD) 7.38+ 0.37, a amdnia foi monitorada utilizando-se o kit Amodnia Téxica

dgua doce (Labcon Test) indicando valores de 0.009+ 0.01.

1.3 Manejo para reproduciao
1.3.1 Preparo dos reprodutores e coleta dos embrites

Apés 60 dias de aclimatacdo, dez fémeas de cada unidade experimental,
apresentando sinais de maturidade reprodutiva como ventre abaulado e macio com a
papila urogenital avermelhada foram selecionadas. Realizou-se a biometria dessas
fémeas e o peso médio foi de 8,07 £18,01g e o comprimento médio foi 9,63 + 0,45 cm.
Da mesma forma que as fémeas, dez machos de cada unidade experimental que
apresentavam espiculas na nadadeira anal foram selecionados e submetidos a biometria,
o peso médio observado foi de 6,09 £17,04g e comprimento médio de 8,27 + 0,13 cm.

(Figura 10).
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Figura 10. Diferenca entre fémeas e machos de Astyanax altiparanae. Na qual o
exemplar acima é uma fémea, pois apresenta caracteristicas como ventre abaulado,
coloracdo alaranjada na regido abdominal e tamanho corpéreo superior, j4 o exemplar
abaixo € um macho, apresenta espiculas na nadadeira anal evidente e subtamanho quando

comparado a fémea.

Fonte: Gil, A. J. 2024.

Os casais foram mantidos em uma caixa de reprodu¢do, na propor¢do de um
macho para uma fémea, o fotoperiodo utilizado foi de 12h/12h, permanecendo no escuro
no periodo noturno e no inicio da manha, receberam luz natural para que a desova
ocorresse naturalmente, sem a utilizacio de hormonios. No fundo da caixa de
acasalamento utilizaram-se bolinhas de gude e casinhas de ceramicas para que 0os ovos
fossem depositados sobre estes e ficassem protegidos da predacdo pelo casal de

reprodutores, (Figura 11 e 12).
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Figura 11. Caixa de reproducdo dos lambaris com superficie revestida com folhas de

bananeira para a postura (A) e fundo da caixa revestido com bolinha de gude e casinhas

de ceramica para evitar a predagdo dos embrides (B).

Fonte: Gil, A.J. 2024.

Figura 12. Embrides de Astyanax altiparanae.

Fonte: Gil, A.J. 2024.

Logo apds a postura, os ovos foram retirados da caixa com auxilio de uma rede de

malha fina de inox, a solu¢do de meio de embridio foi preparada segundo NUSSLEIN-
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VOLHARD e DAHM, 2002. Ap6s o preparo da solu¢do os embrides foram higienizados
e foram caracterizados em ovos férteis (fecundados e translicidos) e inférteis (néo
fecundados ou coagulados) com o auxilio de uma lupa utilizando um aumento 60x
(modelo- CP602- Phoenix luferco). Realizou-se os Ensaios toxicolégicos com 0s ovos,
seguindo o protocolo Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test da Organization for
Economic Co-operation and Development (OECD), 2013.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds adaptar a metodologia de reproducdo usada para o zebrafish, foram
realizados os ajustes necessdrios respeitando a fisiologia do lambari visto que o lambari-
do-rabo-amarelo possui hédbitos semelhantes ao zebrafish, ou seja, apresenta
comportamento diurno, sendo mais ativo durante as primeiras horas da manha, e ao longo
do dia exibe oscilagdes no seu desempenho diminuindo sua atividade, enquanto que a
noite estes individuos se tornam inativos (repouso), durante o periodo de descanso, na
qual, os opérculos ficam quase sem movimento sendo um mecanismo fisiolégico
adaptado para o repouso desta espécie (SMITH et al., 2024).

Esse padrdo circadiano de atividade é considerado um sistema multifotorreceptor
que estd associado ao um sistema multioscilador, isto significa que o sistema nervoso
central através da glandula pineal e retina sao responséveis por captar os impulsos foticos
externos convertendo em um ritmo circadiano, sendo desta forma responsdvel por
controlar indimeros mecanismos fisiologicos, bioquimicos e comportamentais da espécie.

Portanto, as atividades desempenhadas com estes individuos dentro de biotérios
requerem cuidados com o fotoperiodo que necessita seguir as exigéncias da espécie
utilizada, interrup¢des no ciclo de iluminagdo podem ocasionar indmeros transtornos
fisiolégicos, principalmente aqueles ligados com a excrecao e secre¢cdo de hormonios da
glandula pineal. Para o lambari o ciclo circadiano tem influéncia direta sobre a fisiologia
reprodutiva na qual ocorrem modifica¢des no eixo hipotdlamo-hipofise-gonadas que esta
relacionado com o grau de luminosidade que aquele individuo recebe, sendo o lambari
uma espécie que apresenta seu ciclo de reproducdo em dias mais longos do ano
(primavera-verdao) (PORTO-FORESTI et al., 2005; SATO et al., 2006).

Dessa forma, o manejo dos peixes foi de extrema importincia, para assegurar que
a reproducgdo transcorresse de forma natural em biotério, sem a necessidade de utilizar

nenhum hormonio sintético. Este processo permitiu a obtengdo dos embrides em
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quantidade e qualidade suficientes para os testes toxicoldgicos. O fotoperiodo utilizado
durante a reproducao foi de 12 escuro /12 claro.

Os peixes foram separados por sexo durante o periodo de aclimatacdo para
facilitar o manejo e estimular a liberacdo de feromoOnios masculinos e femininos no
momento da reproducdo quando os machos e fémeas sdo escolhidos e mantidos nas
caixas de reproducao.

Assim que os peixes foram colocados juntos no aquério de reprodugio, iniciou- se
o ritual de acasalamento que perdurou durante todo 0 momento que 0s casais estiveram
juntos, este comportamento foi semelhante ao descrito para o Danio rerio (SMITH et al.,
2024).

Durante o periodo assistido da reproducdo dos lambaris, foi observado que os
machos inicialmente, exibiram sinais de corte, nadando ao redor das fémeas, com as
nadadeiras ligeiramente levantadas, esta demonstracdo € geralmente associado com a
demarcagdo de territério para que outros machos ndo se aproximem. Apds o
reconhecimento, os machos nadam em paralelo com a fémea circundando o seu corpo,
estimulando neurotransmissores € neuromoduladores a liberar neuro-hormoénio
hipotalamico, desta forma ocorre a liberacao dos 6vulos e, consequentemente do esperma
simultaneamente (PORTO-FORESTI et al., 2005; SATO et al., 2006).

Estes mecanismos de corte, liberacdo e fecundacdo dos 6vulos foram observados
antes do amanhecer, nas primeiras horas de luz do dia, porém, a reprodu¢do dos lambaris
nio ocorreu somente nas primeiras horas, mas também no decorrer do dia sendo que o
maior pico de desova ocorreu as 7 horas da manha onde a luminosidade foi mais intensa.

O lambari parece preferir locais com vegetagdo rasteira, assim como aguapés e
cascalhos sendo necessdrias dguas rasas para que os embrides possam se desenvolver o
mais proximo possivel da lamina d’agua para se obter a melhor oxigenacdo, em
laboratério, podem-se adicionar plantas como folhas de bananeiras ou aguapés aos
tanques de reproducdo, com a intencdo de simular o ambiente natural (PORTO-
FORESTTI et al., 2005; SATO et al., 2006). O comportamento de corte foi observado no
presente trabalho, exatamente como o descrito na literatura (JUDYCKA et al.,
2018; PEREIRA et al., 2019), sendo o tempo de reconhecimento de aproximadamente
quatro horas, apds este periodo comegou a ocorrer de fato a desova. Apds o periodo de
desova € de extrema importancia que se separe os casais 0 mais rapido possivel, pois as

fémeas comegam a apresentar sinais de agressividade para com os machos.
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Por possuir o habito de colocar seus ovos em igarapés, foi adicionada folha de
bananeira na superficie da 4dgua, para mimetizar o ambiente natural proporcionando
qualidade e bem-estar para os animais, desta forma a desova ocorreu mais préximo do
natural, sendo eficiente e atingindo o objetivo, de se ter uma desova natural sem o
estimulo de hormdnios sintéticos. Apds o periodo de 14 horas, os embrides vidveis foram
selecionados com auxilio de uma lupa (modelo- CP602- Phoenix luferco), observando as
caracteristicas como auséncia de anomalias e malformacdes fisicas, assim como as

caracteristicas de desenvolvimento fisiologico (Figura 13).

Figura 13. Embrides de Astyanax altiparanae, apés 14 horas de desova.

Fonte: Gil, A. J. 2024.

Apés a triagem os embrides foram acondicionados em camaras B.O.D
(Biochemical Oxygen Demand — Modelo- EL131), a 26° C com fotoperiodo 12h
claro/12h escuro em condicdes idénticas a sala de cultivo, para posteriormente, iniciar os
testes toxicoldgicos, sendo mantidos neste sistema até o final do periodo experimental. O
periodo de desenvolvimento embriondrio foi assistido durante 48 horas, apos este periodo

observou-se a eclosdo dos individuos que atingiram o estdgio larval em 36 horas.
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CONCLUSAO

A metodologia adaptada para a reprodugdo natural do lambari em ambiente
laboratorial apresentou resultados promissores. E importante ressaltar que as
modificagdes realizadas no protocolo de reproducdo do Danio rerio, foram de extrema
importancia para o sucesso da desova do lambari, visto ter sido necessario estudar as
caracteristicas comportamentais e fisioldgicas da espécie em estudo, para assim adaptar o
sistema de cultivo. Deste modo para proporcionar a desova foram feitas modificagdes na
disposi¢cdo da caixa de reproducdo que utilizou artificios naturais como a introducdo da
folha de bananeira e de bolinhas de gude (para mimetizar o cascalho do fundo dos rios e
os igarapés), além destes arranjos também foi modificada o periodo de introducdo dos
reprodutores uma vez que o protocolo original dispde a introdu¢do dos individuos no
periodo da manha por um curto tempo. O lambari apresentou caracteristicas de cortejo
mais longas e reconhecimento do ambiente, deste modo foi feito a introdugdo dos
individuos ao final da tarde, sendo este tempo de aproximadamente 13 horas, para que no
inicio da manha ocorresse a desova.

O lambari-do- rabo- amarelo apresentou caracteristicas vidveis e acessiveis para
uso como modelo experimental nos testes de Ecotoxicologia com o xenobidtico
Triclosan, como alta sensibilidade, alteracdes indicadoras de danos moleculares a nivel
genético e capacidade de recuperacdo frente a exposicio do mesmo, assim como

caracteristicas de ser um bom bioindicador da qualidade ambiental.
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CAPITULO III

TESTE AGUDO




RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos agudos do Triclosan-TCS na fase embrio-
larval e adulta de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae). Para tanto o valor
médio da CL (I)50; 96h encontrada para a fase embrio-larval foi de 0,0574 mg L1
enquanto o valor médio da CL (I)50;96h obtido para a fase adulta foi de 0,66 mg L L.
Desse modo a exposi¢do em ambas as fases de desenvolvimento (embrio-larval e adulta),
foi durante 96 horas sendo observados a mortalidade, sinais clinicos e alteragdes
teratogénicas. Portanto, concluiu-se que o Triclosan apresenta efeito adverso sobre a
viabilidade e desenvolvimento da fase embrio-larval e efeitos neurolégicos e alto indice

(78%) de letalidade para a fase adulta do lambari-do-rabo-amarelo.

Palavras-chave: Alteracoes fisioldgicas, Bactericida, Lambari do rabo amarelo.

77



1. MATERIAL E METODOS
1.1 Local e protocolo da Comissao de Etica no Uso de Animal

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Aquicultura e Ecotoxicologia — LAE
da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina, SP. O experimento com os lambaris foi
conduzido entre Mar¢o de 2021 a Setembro de 2023.

O manejo dos animais durante o experimento seguiu o protocolo aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA da Embrapa Meio Ambiente (Protocolo
n° 010/2019).

1.2 Aquisicao e aclimatacio dos peixes

Os peixes foram adquiridos de uma piscicultura localizada na regidao de Mogi
Mirim — SP. Foram transportados em sacos plésticos, contendo um ter¢o de dgua e dois
tercos de oxigénio, até o biotério da Embrapa Meio Ambiente, onde foram aclimatados
por sete dias em tanques de polipropileno com capacidade para SO0L. Os tanques foram
acoplados a um sistema de filtragem e aeracdo constante. Os lambaris foram alimentados
com racao comercial Nutriflakes (em flocos).

Durante o periodo de aclimatacdo realizou-se o monitoramento da qualidade da
dgua por meio dos parametros fisico-quimico da &4gua, utilizando-se uma sonda
multiparametro (U-50, Horiba, Kyoto, Japan). Os parametros aferidos foram: temperatura
(temp.) 26,51 + 1,5°C, pH 7.03+ 0.27, condutividade (Cond.) 0.124+ 0.01 e oxigénio
dissolvido (OD) 7.38+ 0.37, a amonia foi monitorada utilizando-se o kit Amonia Téxica

dgua doce (Labcon Test) valores de 0.009+ 0.01.

1.3 Xenobioético estudado — Triclosan
O composto Triclosan (TCS-2.4.4.— tricloro—2 hidroxi difenil éter) apresenta
baixa volatilidade, baixa solubilidade e possui caracteristica lipofilica. A estrutura

quimica do TCS esta representada na Figura 14.
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Figura 14. Arranjo quimico do Triclosan.
1 OH
O

Cl ClI

Fonte: MERCK®, 2010.

As principais caracteristicas fisicas e quimicas do composto Triclosan estdo

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas fisicas e quimicas do Triclosan (TCS)

Formula Molecular C1oH;C 1530,
Peso molecular 289.5 g/mol
Cor Cristais brancos
Gravidade Especifica 1.55x10kg/ma 22° C
Constante de Dissociacdo (pKa) 8.14a 20°C
Estabilidade Estavel em condicdes normais
Ponto de fusdo 56,5°C
Solubilidade em agua 0.012gT. a 20°C
Constante de particio (LogKow) 4.8a25°C

52E-6mm Hga 25°C

Pressdo de vapor
2.2E-6mm Hga 20°C

Fonte: Registration Eligibility Decision for Triclosan (EPA, 2008).

1.4 Solucoes-teste de TCS para o ensaio preliminar dos Adultos

O TCS possui baixa solubilidade em &4gua e por isso foi necessario dilui-lo
inicialmente, em etanol 92% (Alcool etilico liquido hidratado 92 % INPM). Durante todo
o periodo de execugdo do estudo, foram elaboradas solugdes estoque/ solucdo mae,
dispondo como teor inicial a concentra¢do de 1:1000, ou seja, 1g de TCS em 1 litro de
etanol 92%. Mantendo a proporcao indicada, pesou-se 0,01g de TCS, sendo diluido em

10 mL de etanol 92%. Em seguida, com o auxilio de uma pipeta volumétrica, foram



coletados 5 (cinco) mL da solucdo de TCS e etanol 92%, que corresponde a 5 (cinco) mg
de TCS, para 1000 mL de dgua do sistema, obtendo-se assim, uma solu¢d@o estoque com a
concentracdo de 5 mg L'!. A partir desta solucdo estoque, foram preparadas as solugdes-

teste de todos os ensaios realizados no presente estudo.

1.4.1 Controle com o solvente etanol 92 %

Os possiveis efeitos nos organismos-teste decorrentes do solvente etanol 92%
(Alcool etilico liquido hidratado 92 % INPM) que foi utilizado para dilui¢io do TCS
foram avaliados, acrescentando nos ensaios de toxicidade um controle contendo o

solvente com a maior concentragdo testada de cada ensaio.

1.4.2 Ensaios preliminares de gradientes de concentracoes
Realizaram-se ensaios preliminares para obtencdo das concentragdes a serem
utilizados nos organismos-teste nos ensaios definitivos para os adultos e para a fase

Embrio-larval.

1.5 Ensaio definitivo da CLso em adultos

O ensaio com adultos de Astyanax altiparanae foi conduzido seguindo-se o
protocolo OECD TG 203 (OECD 1992). Apds o periodo de aclimatacdo, 98 exemplares
de A. altiparanae com peso médio 7,08 + 19,06 g com comprimento total médio 7,66 +
0,15cm, respectivamente, foram distribuidos em 12 aquérios retangulares de vidro com
volume util de 250L com aerag@o constante promovida por um soprador 0,1 cv/h. Foram
utilizadas cinco concentracdes (controle com etanol 92%, controle sem etanol, 0,5 mg L1
0,6 mg !, 0,7 mg !, 0,8 mg ¥, 0,9 mg '), contendo TCS (determinadas através de um
ensaio piloto), com duas repeti¢des cada. Para cada repeticao havia 7 animais, totalizando
14 animais por tratamento.

Os animais foram mantidos em um sistema semi-estatico por um periodo de 96
horas sem fornecimento de alimenta¢do como sugerido pela OECD (1992), assim como
mantidos em fotoperiodo de 12h/12h, constantemente monitorada de acordo com as
exigéncias da espécie. Os sinais clinicos e mortalidade foram registrados a cada 24 horas.
Ao final de 96 horas, os peixes vivos foram eutandsiados seguindo o AVMA Guidelines
for the Euthanasia of Animals, que preconiza o uso de benzocaina na concentracdo de

100 e 300 mg/L por aprofundamento anestésico.
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1.6 Solucoes-teste do ensaio Embrio-larval

O preparo das diluigdes foi baseado no protocolo EPA, (2002) com meio de
embrido, na qual seu preparo foi baseado na metodologia segundo NUSSLEIN-
VOLHARD e DAHM, (2002). Os embrides foram mantidos a temperatura, 25° C, B.O.
D (Biochemical Oxygen Demand — Modelo- EL131). Para tanto, foram preparadas seis
dilui¢des entre 0,02 e 0,66 mg L'. Como o TCS nio é soltivel em dgua foi preparado
uma solucdo estoque (solucdo mae). Para tanto, foram pesados 6,6 mg de TCS e
adicionada 10 ml de etanol 92% para solubilizar o material.

A seguir, foi adicionado o meio de embrido, transferiu-se quantitativamente a
solucdo obtida para um baldo volumétrico de 1000 mL e completou-se o volume para um
litro com o meio de embrido. Em seguida foi transferido para baldes volumétricos de 100
ml cada um com suas respectivas concentracdes, as placas foram preenchidas com 2 ml -
! de cada concentracio e seus respectivos controles e um embrido foi transferido para
cada pogo (Figura 15). As placas foram acondicionadas em uma camara de B.O. D
(Biochemical Oxygen Demand — Modelo- EL131), a 26° C com fotoperiodo 12h
claro/12h escuro em condi¢des idénticas a sala de cultivo. Durante 96 horas de
exposicao, houve troca das solu¢des a cada 24 horas, pois o Triclosan se degrada neste

periodo de tempo.
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Figura 15. Protétipo do teste em placas de cultura com seis concentragdes teste, e duas
placas de controle positivo sendo uma delas com etanol 92% pronto para receber os

embrioes.

Ct)(Ct)(Ct)(Ct ct)(ct)(ct)(cCt ct)(ct)(cCt)(Ct ct)(ct)(ct)(ct
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Ct Concentragio- teste
C- Controle negativo

C+ Controle positivo (etanol 92%)

Fonte: Adaptado de OECD, 2013.

A figura 16 retrata a adaptagdo utilizada seguindo como modelo o Fish Embryo Acute
Toxicity, conhecido como FET test, sendo apresentada dessemelhanca de que no Fet da
OECD os ovos fecundado vao para placas de petri com as concentragdes-teste, depois de

selecionados, antes de passarem para as placas de 24 pocos (Adaptado de OECD, 2013).



Figura 16. FET test Adaptado de Guideline 23
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Fonte: OECD, 2013.
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1.6.1 Controle com o solvente etanol 92 %

A maior concentracdo que corresponde a 10 ml X' do solvente etanol 92% (Alcool
etilico liquido hidratado 92 % INPM) utilizado para dilui¢do do TCS foi utilizado nos ensaios
de toxicidade como controle para avaliar os possiveis efeitos que o etanol poderia causar nos

organismos-teste.

1.6.2 Ensaio definitivo da CLso da fase Embrio-larval

A exposicdo foi realizada de acordo com o protocolo modificado do FET (Fish
Embryo Acute Toxicity) da OECD 236 (organization for environment co-operation and
development) (OECD, 2013). Os embrides em estadio de gdstrula foram expostos por 96
horas em microplacas de 24 pocos (um organismo por po¢o) em triplicatas. Os ovos
coletados foram testados em seis concentracdes diferentes de TCS (0,02062, 0,0415,

0,0825, 0,165, 0,33 € 0,66 mg L) com seus respectivos controles.

1.6.3  Leituras das placas contendo embrioes e larvas

A leitura das placas foi realizada no Laboratério de Toxicologia, baseado no
protocolo segundo SANTIAGO et al., (2021), na qual as avaliagdes e visualizacdo foi
realizada em microscopio estereoscopico (modelo- SMZ 2 led, software optika view
versao 7.1.1.5- Opitika®) a 80x e de um microscopio invertido Zeiss® Axio, acoplado a
camera Zeiss® AxioCam ERCS5S a 50, 100 e 200x de aumento a 24h, 48h, 72h e 96 hpf
(horas ap6s a fertilizacdo dos ovos). Pesquisou-se os4 desfechos principais ou end points:
a) coagulacdo dos ovos; b) falta de formagdo dos somitos; c) falta de batimento cardiaco;
d) falta de destacamento da cauda do saco vitelinico, e, ainda, a ocorréncia de edemas no
saco vitelinico, edema cardiaco e codgulo, falta de pigmentacdo, deformacgao da coluna
vertebral e falta de emergéncia das larvas, a eclosdo ou emergéncia das larvas
normalmente ocorre de 48 a 96 hpf. Todos os ensaios foram realizados com trés repeti¢oes
para cada concentracdo. Antes e depois da exposicdo ao TCS foram medidos pH, oxigénio
dissolvido, amonia e nitrito no laboratério de Toxicologia, encontrando-se teores dentro

dos parametros aceitaveis pelo FET test.

1.7 Monitoramento dos parametros fisico-quimicos da agua dos adultos



Realizou-se o acompanhamento dos parametros fisico-quimicos da 4gua durante o
periodo de determinagdo da CLso (96 horas) de exposicdo por meio de uma sonda
multiparametro (U-50, Horiba, Kyoto, Japan), no periodo da manha. Os dados aferidos
foram: temperatura (Temp), pH, condutividade elétrica (Cond) e oxigénio dissolvido

(0.D).

1.8 Estatistica

Os dados da CLso dos adultos e dos embrides foram analisados pelo software
Statgraphics Centurion XVII, versao 1. 17. 04 (StatPoint Technologies). A normalidade
das varidveis foi avaliada pelo teste de Shapiro—Wilk, e a homogeneidade da variancia
pelo teste de Levene. As diferencas estatisticas entre os grupos foram avaliadas pela
andlise de varidncia (ANOVA) unidirecional ou pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, dependendo da normalidade das varidaveis. A ANOVA foi seguida do teste de
Tukey ou Games-Howell, dependendo da homogeneidade das varidveis. Os dados que
nio satisfizeram a suposicdo de normalidade foram analisados por Kruskal-Wallis
seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni. O nivel de significancia foi de 95% em todos

0OS Casos.

2 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1 Determinacio da Clsona fase adulta
2.1.2 Variaveis fisico-quimicas da agua da CLso
Os resultados obtidos para parametros fisico-quimicos da d4gua durante o periodo
de exposi¢do encontram-se descritas na Tabela 3 e 4. Nao houve diferenca entre os
tratamentos nos parametros de qualidade de 4gua, como: temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, condutividade e amodnia, mensurados, de acordo com TAVARES (1995),

esses valores atenderam os padrdes recomendados para a espécie.
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Tabela 3. Varidveis fisico-quimicas da 4gua nas diferentes concentragdes de Triclosan

(TCS) para determinagao da CLso em exemplares adultos de Astyanax altiparanae.
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Tempo de exposi¢do em horas

Tratamentos com TCS (mg L ') Temp. (°C) pH OD (mgL!) Cond. (mS cm) Turbidez
0 23,18 7,48 5,53 0,15 0,52
0,5 24,34 7,25 5,68 0,13 0,75
0,6 23,57 7,33 5,45 0,14 0,78
0,7 24,36 7,28 6,10 0,15 0,98
0,8 24,54 7,30 5,79 0,14 1,78
0,9 24,95 7,22 5,88 0,15 1,98

2.2 Concentracao Letal Média (CLso)

Os dados obtidos acerca dos valores relacionados a mortalidade dos lambaris

expostos a diferentes concentracdoes de TCS estdo apresentados na tabela 8, onde as

mortes iniciaram-se nas concentracoes 0,8 e 0,9 mg. L™ !, assim como mortes nas

primeiras 24 horas de exposi¢ao.



Tabela 4. Mortalidade de exemplares adultos de Astyanax altiparanae em diferentes

concentracgdes de Triclosan (TCS) para determinagdo da CLso.

Tempo de exposicdo em horas

Tratamentos (TCS) (mg L)

24 48 72 96
0 0 0 0 0
0,5 0 0 0 0
0,6 0 0 0 0
0,7 0 2 0 0
0,8 14 - - -
0,9 14 - - -

As alteracdes clinicas observadas nos lambaris adultos se manifestaram lhora
apo6s a aplicagdo do TCS em cada unidade experimental nas concentragdes de 0,7 e 0,6
mg L™ 1, onde pode ser observado, natagc@o errdtica, concentragdo dos animais nas 4reas

com aeragdo, espasmos musculares, ataxia e petéquias (Figura 17).

Figura 17. Alteracdes observadas nos individuos adultos expostos ds concentragdes 0,7 e
0,6 mg L™ ! de Triclosan. Podendo ser visualizada, a concentracdo dos animais nas 4reas
com aeracdo e ndo responsivos a estimulos externos (A) e na segunda imagem foi

observado, natacdo erratica, espasmos musculares e ataxia (B).

Fonte: Gil, A.J. 2024.
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Para a concentracdo 0,5 mg. L ! ndo foi observado nenhuma alteracdo clinica e
nem mortalidade assim como no grupo controle.

Para DUBE; HOSETTI (2010), inimeros fatores podem interferir na qualidade
respiratdria dos peixes sendo estes caracterizados por diminui¢dao da taxa de oxigénio, a
execucdo de impulsos natatdrios rdpidos como em evasoes, a ingestdo de alimentos, o
estresse, a polui¢do da dgua, entre outros.

Dentre estes fatores citados, a polui¢do causada por xenobidticos tem influéncia
direta sobre as varidveis respiratorias, dos organismos aquéticos, visto que as trocas
gasosas ocorrem exclusivamente na maioria dos peixes por meio das branquias, que
consequentemente, afetam o funcionamento correto destas estruturas acarretando em
disturbios respiratdrios tais como o aumento na frequéncia ventilatoria, elevacio da taxa
de tosse, irritacdo/lesdao branquiais e deficiéncia no processo de troca gasosa que sdo
indicadores robustos nos animais e, concomitantemente, da qualidade da 4dgua.

MARTINS (2018), observou os efeitos toxicos ocasionados pelo TCS sobre a
resposta cardiorrespiratoria do Brycon amazonicus, evidenciou, nos individuos expostos
sinais clinicos de ataxia, distonia e opacidade de cOrnea e de estruturas adjacentes do
olho apds aproximadamente 8 horas de exposicdo do TCS. Os resultados encontrados no
presente estudo, foram semelhantes aos que foram descritos por MARTINS (2018), além
destas alteragdes também foram observados individuos com sinais neuroldgicos intensos
que possivelmente, este acometimento neurologico esteja relacionado com o fato do TCS
ter induzido um quadro severo de hipoxia nos lambaris.

O valor obtido da CLso 96 horas para a espécie Astyanax altiparanae

contaminados pelo Triclosan, encontram-se descrito no grafico 1.
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Mortalidade (%/100)

Grafico 1. Curva concentragdo-resposta referente a exposi¢ao do Astyanax altiparanae,
a diferentes solugdes-teste de Triclosan durante 96 h, sendo o valor obtido da CLso- 96h

de 0,66 mg L -1

-

0,8

0,6

0,4

0,2

=]
&

=]

mg/L

Fonte: Gil, A.J. 2024.

As linhas pontilhadas representam os limites, inferior e superior, de referéncia para a
espécie 95% (0,60 mg L ' — 0,72 mg L ). Os dados foram analisados utilizando o
programa Statgraphics Centurion XVII (Version 17.1.04) através do modulo Probit

Analysis.

Quando comparada com as demais espécies, A. altiparanae se mostrou mais
sensivel a ambientes contaminados por TCS do que as espécies Peixe Guaru (Poecilia
vivipara), peixe arroz (Oryzias latipes) e tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus)
(SEENIVASAN et al.,, 2021). J4 quando se faz a comparacdo com o Danio rerio
(zebrafish), o A. altiparanae ndo apresenta grande sensibilidade (0,66 mg L ') ao ser
comparado com o zebrafish, pois o valor da CLs0 96 h do Danio rerio corresponde a 0,34
mgL L

Indmeros estudos com diferentes organismos aqudticos t€ém demonstrado os
efeitos toxicos causados pelo TCS, seu potencial toxico ndo se limita apenas em se

bioacumular nos tecidos dos individuos, mas também possui a caracteristica de se ligar a
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outros compostos e aumentar a toxicidade destes, além de gerar subprodutos mais
toxicos. Desta forma € clara a necessidade de avaliar os impactos e efeitos produzidos em

longo prazo pelo TCS (COOGAN et al., 2007).

2.3. TESTE AGUDO
2.3.1 Concentracao letal média (CLso0) da fase embrio-larval
Os resultados da mortalidade dos embrides expostos a diferentes concentracdes
do TCS estdo apresentados na tabela 5, onde as mortes iniciaram-se nas concentracdes de
0,165, 0,33 e 0,66 mg L™ !, assim como mortes nas primeiras 24 horas de exposicao

(Figura 18).

Tabela 5. Mortalidade (%) de Astyanax altiparanae da fase embrio-larval em diferentes

concentracdes de Triclosan (TCS) para determinacao da CLso.
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Tempo de exposicao em horas

Tratamentos (TCS) (mg L)

24 48 72 96
0 0 0 0 0
0,02062 0 0 0
0,0415 0 0 0 0
0,0825 0 0 15 9
0,165 2 22 - -
0,33 4 20 - -
0,66 24 - - -

Nos testes de toxicidade sdo observados diversos tipos de respostas na qual o
organismo-teste ird apresentar em decorréncia da exposi¢ao prolongada ou curta, que se
dio comumente pelas alteracdes ligadas ao indice de letalidade, modificacdes

comportamentais e indice de sobrevivéncia (ANDRADE et al., 2005; FERREIRA, 2016).
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Figura 18. Mortalidade dos embrides em diferentes concentracdes (0,02062, 0,0415,
0,0825, 0,165, 0,33 e 0,66 mg L ') de Triclosan. Embrido normal (A) e embrido
coagulado (B).

Fonte: Gil, A. J. 2024.

As manifestagdes clinicas observadas pela intoxica¢do ao TCS foram visualizadas
24 horas apds a insercdo da substdncia teste em cada unidade experimental nas
concentracdes de 0,165, 0,33, 0,66 mg L™ !, onde pode ser observado, eclosdo tardia,
atraso na formacgao do otélito, malformagdes em coluna, edema pericardico e subtamanho

(Figura 19).
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Figura 19. Alteragdes observadas no desenvolvimento embriondrio dos individuos
expostos nas concentracdes 0,165, 0,33 e 0,66 mg L™ ! de Triclosan. (A) Embrido com

anormalidades de desenvolvimento como eclosdo tardia e ma formagdes e (B) embrido

sem nenhuma altera¢do no desenvolvimento.

Fonte: Gil, A.J. 2024.

Para as demais concentragdes também foram observadas alteracdes como
deformidades faciais, edema ocular acompanhado de hemorragia, aumento e deformidade
do saco vitelino, alteragdes em coluna e apds a eclosdo as larvas apresentavam
dificuldade em natacdo (movimentacdo em decubito lateral) e cauda curta a partir de 72
horas de exposi¢do exceto nos grupos controles, onde nio foi evidenciado nenhum dos

sinais citados acima (Figura 20 e 21).
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Figura 20. Alteracdes observadas no desenvolvimento embrio-larval dos individuos
expostos nas concentragdes 0,02062, 0,0415 e 0,0825 mg L™ ! de Triclosan. (A) A fase
embrio-larval apresenta anormalidades de desenvolvimento como deformidade do saco
vitelino e alteracbes em coluna e (B) na segunda imagem, larva apresentando

encurtamento de cauda e aumento das estruturas cardiacas acompanhada de hemorragia.

Fonte: Gil, A. J. 2024.

Figura 21. Larva dos grupos controle (controle normal e controle com etanol), sem nenhuma

alteracdo morfoldgica.

Fonte: Gil, A. J. 2024.



Essas alteragdes também foram relatadas por ISHIBASHI et al. (2004), que
avaliaram os efeitos causado pelo TCS no desenvolvimento embriondrio do Oryzias
latipes, descrevendo resultado semelhante ao que foi encontrado no presente estudo, visto
que na concentragdo 0,62 mg L™ !, ocorreu atraso na eclosdo, diminuicdo da fertilizacao
dos ovos, ou seja, diminui¢do no ndmero de embrides, deformidades estruturais, edema
cardiacos e morte.

A medida que ocorre a degradacio do TCS na 4gua, mais elevada torna-se sua
toxicidade para os individuos aquaticos. Isto deve-se ao aumento da concentragdo de seus
metabolitos que sdo gerados a partir da fototransformag¢do produzindo 2,8-
diclorodibenzeno-p-dioxin,  5-cloro-2-  (4-clorofenoxi) fenol e  2-hidroxi-8-
clorodibenzodioxina (dioxinas e clorofendis), que sdo reconhecidamente carcinogénicos,
estando, de acordo com os relatos observado por YOSHIMURA; ENDOH (2005).

A literatura relata que o tempo de fotodegradacdo do TCS ocorrem em torno de
15 a 24 horas WANG et al., 2017. Outros estudos, tais como MARTINEZ-ZAPATA et
al., 2013 e WANG et al., 2017, discutem que o pH, tem influéncia direta na degradacao
deste composto. Para evitar os efeitos indesejadveis como a degradacio e a
biotransformacio em seus metabdlitos, o método implementado para o experimento, foi
utilizacdo de um sistema semi-estdtico, na qual foi realizada uma troca de dgua ao longo
de todo o periodo, a cada 24 horas.

Estudos de toxicidade aguda de TCS t€m sido muito realizados com diferentes
espécies de organismos aqudticos, tanto para vertebrados, como para invertebrados. A
CLso 24, 48, 72 e 96 horas determinada para a fase embrio-larval de Astyanax

altiparanae contaminados por TCS encontram-se descrita na tabela 6.

94



Tabela 6. CLso da fase embrio-larval de Astyanax altiparanae expostos ao Triclosan por

24, 48, 72 e 96 horas.

95

95 % Limite de confianca (mg L™)

Tempo (horas)

24
48
72

96

CL 50 mg L

0,2503
0,1564
0,07172

0,05741

L. Inferior L. Superior
0,2061 0,3144
0,1287 0,194
0,06258 0,06258
0,04885 0,06788

Diante dos resultados apresentados acima o TCS apresentou toxicidade aguda

para embrides/larvas (96 h CL 50) = 0,0574 mg L™ ! do Astyanax altiparanae. Resultados

semelhantes foram encontrados na literatura, a toxicidade aguda foi avaliada em outras

espécies de peixes. Muitos cientistas tém demostrado a importancia de se correlacionar

os efeitos adversos a exposi¢do do TCS em diferentes organismos (ZHANG et al., 2020;

LIU et al., 2019; CHEN et al., 2020; YANG et al., 2020; XU et al., 2020) (Tabela 7).
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Tabela 7. CLsodo Triclosan para outras espécies de peixes de dgua doce.

Espécie CL50 Referéncia
Pimephales promelas (Cyprinidae) 260 pg.L! ORVOS et al. (2002)
Lepomis macrochirus (Centrarchidae) 370 pg.L! ORVOS et al. (2002)
Pangasianodon hypophthalmus (Pangasiidae) 1458 pg L™ SAHU et al. (2018)
Xiphophorus helleri (Poeciliidae) 1470 ug L LIANG et al. (2013)
Oryzias latipes (Adrianichthyidae) - adultos 1700 pg L™ NASSEF et al. (2010)
Oryzias latipes (Adrianichthyidae) - embrides 399 ug L™ ISHIBASHI et al. (2004)
Oryzias latipes (Adrianichthyidae) - larvas 602 ng L™ ISHIBASHI et al. (2004)
Anabas testudineus (Anabantidae) 1767 pg.L! PRIYATHA e CHITRA, (2018)
Oreochromis niloticus 2810 pg.L! VIJITHA et al. (2017)

De acordo com os dados apresentados na Tabela 7, observa-se uma grande
variacdo nos valores da CLso - 96h variando de 260 pg L ™' para Pimephales promelas
(ORVOQOS, 2002) até 2810 pg L ™ para a espécie mais cultivada Oreochromis niloticus
(VIJITHA, 2017). Quando comparada com as demais espécies, A. altiparanae se mostrou
mais sensivel a ambiente contaminado por TCS do que as espécies Bluegill (Lepomis
macrochirus), e peixe arroz ( Oryzias latipes) e Danio rerio ( zebrafish), cujo valor da
CLs50 96 h do Danio rerio corresponde a 0,42 mg. L™ ! e o do A. altiparanae 0,0574 mg
L™ 1 | desta forma podemos considerar que o lambari € uma ferramenta mais efetiva para
a detectar a presenca do TCS nos ecossistemas, podendo ser considerado um sentinela.

Estas variacdes de concentracdes nas diferentes espécies de peixes podem estar
associadas a dois fatores sendo um deles o fator bidtico (fisiologico) que corresponde a
capacidade de osmorregulacdo e respostas a diferentes fatores de estresse (SCHRECK et
al., 2001). E o segundo abidtico (ambiente) como a temperatura reduzida ou aumentada,
mudancas em parametros da oxigenagdo da dgua, PH que € um dos parametros que mais
interfere na fotodegradacdo do TCS. Desta forma estes fatores ligados com a quantidade
de Triclosan no ambiente influenciam diretamente nas manifestacdes clinicas,

mortalidade e alteracdes fisioldgicas dos individuos expostos.



CONCLUSAO
Residuos de TCS ocasionaram efeitos toxicos agudos nas fases embrio-larval e
adulta do lambari-do- rabo- amarelo. O valor médio da CL (I)50; 96h encontrada para a
fase embrio-larval foi de 0,0574 mg L™ ! enquanto o valor médio da CL (I1)50;96h obtido
para a fase adulta foi de 0,66 mg L .
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade subletal do Triclosan sobre os parametros
hematolégicos e alteragdes clinicas em adultos, assim como alteracdes teratogénicas na
fase embrio-larval do A. altiparanae (Lambari-do-rabo- amarelo). Para os testes com
embrides e larvas foram utilizados cinco tratamentos sendo dois controles (com etanol
92% e outro sem etanol) e cinco concentragdes (0,0574; 0,01794; 0,005695; 0,0018081 e
0,000574 mg L), cada um contendo quatro repeti¢des. O tempo de duracio do teste com
embrides e larvas foi de 144 horas sendo avaliadas as alteracdes a cada 24 horas assim
como as trocas de solucdo com renovagdo completa. J4 os testes com os individuos
adultos duracdo foi de 14 dias, dentro deste periodo pré-estabelecido foi feita a coleta de
sangue, avaliacdo clinica dos animais e da taxa de mortalidade de acordo com cada
concentracdo testada. Para isto foi dividido em duas etapas, a primeira em sete dias e a
segunda coleta em 14 dias, foram coletados animais individualmente e aleatoriamente,
em cada aquario onde estavam expostos as concentracdes de 0,00062, 0,064, 0,021, 0, 20
e 0,66 mg L' e controle. Portanto a avaliacdo das anormalidades observadas em cada
fase de desenvolvimento do lambari permitiu concluir que os efeitos toxicos do Triclosan
alteram significativamente o0s parametros hematologicos, aumenta a taxa de
anormalidades em embrides e larvas além de causar alteragdes neurolégicas em ambas as

fases analisadas.

Palavras-chave: Lambari-do-rabo-amarelo; Fisiologia; Antimicrobiano.
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1. MATERIAL E METODOS
1.1 Local e protocolo da Comissao de Etica no Uso de Animal

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Aquicultura e Ecotoxicologia — LAE
da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina, SP. O experimento com os lambaris foi
conduzido entre Mar¢o de 2021 a Setembro de 2023.

O manejo dos animais durante o experimento seguiu o protocolo aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA da Embrapa Meio Ambiente (Protocolo
n° 010/2019).

1.2 Agquisicao e aclimatacio dos peixes

Os peixes foram adquiridos de uma piscicultura localizada na regidao de Mogi
Mirim — SP. Foram transportados em sacos plésticos, contendo um ter¢o de dgua e dois
tercos de oxigénio, até o biotério da Embrapa Meio Ambiente, onde foram aclimatados
por sete dias em tanques de polipropileno com capacidade para SOOL. Os tanques foram
acoplados a um sistema de filtragem e aeracdo constante. Os lambaris foram alimentados
com racdo comercial Nutriflakes (em flocos).

Durante o periodo de aclimatacdo realizou-se o monitoramento da qualidade da
dgua por meio dos parametros fisico-quimico da &4gua, utilizando-se uma sonda
multiparametro (U-50, Horiba, Kyoto, Japan). Os parametros aferidos foram: temperatura
(temp.) 26,1 = 1,4°C, pH 7.03+ 0.26, condutividade (Cond.) 0.122+ 0.01 e oxigénio
dissolvido (OD) 7.28+ 0.37, a amonia foi aferida utilizando o kit Amonia Téxica dgua

doce (Labcon Test) valores de 0.005+ 0.01.

1.3 Solucoes-teste do ensaio dos adultos

Por possuir baixa solubilidade em 4gua, o Triclosan foi diluido em etanol 92%
(Alcool etilico liquido hidratado 92 % INPM), para subsequente ser diluido em dgua no
preparo das solucdes-teste. Para os ensaios da fase subletal com adultos realizados neste
estudo, foram preparadas solugdes, tendo como ponto de partida a concentracdo de
1:2000, ou seja, 2g de Triclosan em 2 litro de etanol 92%. Mantendo a proporcao
indicada, pesou-se 0,02g de Triclosan, sendo dissolvido em 10 mL de etanol 92%. Em
seguida, com o auxilio de uma pipeta volumétrica, foram coletados 5 (cinco) mL da
solugdo de Triclosan e etanol 92%, que corresponde a 5 (cinco) mg de Triclosan, e

avolumados para 200 mL com dgua do sistema, obtendo-se assim, uma solugdo- estoque
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com a concentracdo de 5 mg L', A partir desta solucdo estoque, foram preparadas as

solucdes-teste de todos os ensaios realizados no presente estudo.

1.3.1 Controle com o solvente etanol 92 %

A fim de avaliar possiveis efeitos nos organismos-teste relacionados ao solvente
etanol 92% (Alcool etilico liquido hidratado 92 % INPM), utilizado na diluicio de
Triclosan, foi realizado nos ensaios de toxicidade um controle do solvente com a maior

concentracdo testada de cada ensaio.

1.4 Ensaio subletal em adultos

ApOs a determinacdo da CLso, foi realizado o teste cronico ou subletal. A partir do
valor obtido no teste agudo, 10% deste valor foi considerado como base para o inicio do
teste cronico por um periodo de 14 dias. Para isto 320 exemplares de Astyanax
altiparanae com peso médio 6,09 + 19,05g com comprimento total médio 7,53 + 0,14cm,
respectivamente, foram distribuidos em 28 aquérios, com volume ttil de 250L contendo
aeracdo constante promovida por um soprador 0,1 cv/h. Foram utilizados 5 tratamentos
sendo dois controles (com etanol 92% e outro sem etanol) e cinco concentragdes (0,0062
mg L'; 0,021 mg L', 0,064 mg L', 0,20 mg L' e 0,66 mg L), cada um contendo quatro
repeticoes, os animais foram mantidos em um sistema semi-estitico com fotoperiodo de
12h/12h, constantemente monitorada de acordo com as exigéncias da espécie. Os sinais
clinicos e mortalidade foram registrados a cada 24 horas. Em cada unidade experimental
foram colocados 10 animais, totalizando 40 animais por tratamento. Foram realizadas

duas coletas, sendo uma ap6s 7 dias de exposi¢do e a outra apds 14 dias.

1.5 Monitoramento dos parametros fisico-quimicos da agua

Realizou-se o monitoramento dos parametros fisico-quimicos da dgua durante os
ensaios subletais no periodo da manha, por meio de uma sonda multiparametro (U-50,
Horiba, Kyoto, Japan). Aferiu-se os dados de temperatura (Temp), pH, condutividade

elétrica (Cond) e oxigénio dissolvido (O.D).

1.6 Analises hematologicas dos adultos
Realizou-se a coleta de sangue de trés (3) lambaris de cada repeti¢do apos 7 e 14

dias de exposi¢do, totalizando doze animais por tratamento em cada coleta. Os animais
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foram anestesiados com benzocaina 100 g L' (banho de imersdo), antes da coleta.
Realizou-se a coleta por puncdo vasocaudal, com auxilio de seringas contendo EDTA
(3%). As amostras foram utilizadas para determinacdo do hematdcrito (Htc) pelo método
do microhematdcrito segundo GOLDENFARB (1971), da concentragdo da hemoglobina
(Hb) pelo método da cianometahemoglobina proposto por COLLIER (1944), da
concentracdo de proteinas plasmaéticas totais (PPT) com o auxilio do refratometro, da
concentracio Glicose através de glicosimetro (Accu-Chek Instant®) e contagem de
eritrécitos em camara de Neubauer (células por microlitro-pL).

Os indices hematimétricos VCM (volume corpuscular médio), foi analisado
segundo WINTROBE, (1934). O VCM ¢ utilizado como auxilio para avaliacdo dos
eritrocitos. Para o cédlculo foram utilizados os valores de hematdcrito e a contagem de

eritrécitos, segundo a férmula:

Ht x 10
RBC (mm’)

VCM =

1.7 Ensaio subletal da fase Embrio-larval
1.7.1 Local de realizacio experimental
O experimento foi conduzido no Laboratorio de Aquicultura e Ecotoxicologia da
Embrapa Meio Ambiente localizado em Jaguariina — SP. O projeto foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA (Embrapa Meio Ambiente) Protocolo n°

010/2019.

1.7.2 Obtencao dos organismos teste

Os exemplares de A. altiparanae foram obtidos a partir da reproducdo feita no
Laboratério de Aquicultura e Ecotoxicologia da Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritina —
SP. O ensaio dos embrides/larvas seguiu as diretrizes da OECD 236 (Organization for
Environment Co-operation and Development) (OECD, 2013). Os embrides foram
alocados em recipientes de vidro estéreis, com capacidade de 25 mL, com ambiente
controlado, temperatura 25+1°C, fotoperiodo de 12h: 12h (claro: escuro) e pH de 7,0+0,5,

sendo as solugdes renovadas diariamente apds o periodo de observagao (total de 6 dias).
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1.7.3 Solucoes-teste do ensaio Embrio-larval

O preparo das diluigdes foi baseado no protocolo EPA, (2002) com meio de
embrido, na qual seu preparo foi baseado na metodologia segundo NUSSLEIN-
VOLHARD e DAHM (2002). Os embrides foram mantidos a temperatura, 25° C, em
estufa B.O. D (Biochemical Oxygen Demand — Modelo- EL131). Para tanto, foram
preparadas cinco dilui¢cdes entre 0,0005 e 0,05 mg L!. Como o Triclosan nio é soltivel
em dgua foi preparado uma solugdo estoque (solu¢do mae). Para tanto, foram pesados
5.74 mg de Triclosan e adicionada 10 ml L' de etanol 92% para solubilizar o material. A
seguir, foi adicionado o meio de embrido, transferiu-se quantitativamente a solucao
obtida para um baldo volumétrico de 1000 mL L' e completou-se o volume para um litro
com o meio de embrido. Em seguida foi transferido para baldes volumétricos de 100 ml
L' cada um com suas respectivas concentracdes, as placas foram preenchidas com 2 ml
L de cada concentracdo e seus respectivos controles e um embrido foi transferido para
cada poco (Figura 22). As placas foram acondicionadas em uma cdmara de B.O.D
(Biochemical Oxygen Demand — Modelo- EL131), a 26° C com fotoperiodo 12h
claro/12h escuro em condi¢des idénticas a sala de cultivo. Durante 6 dias de exposic¢ao,
houve troca das solu¢des a cada 24 horas, pois o Triclosan se degrada neste periodo de

tempo.

Figura 22. Modelo do ensaio com placas de cultura celular com cinco concentragdes

teste, prontas para receber os embrides.
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Fonte: Adaptado de OECD, 2013.
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1.8 Ensaio subletal da fase Embrio-larval

Ap6s a determinacdo da CLso, foi realizado o teste cronico ou subletal. A partir do
valor obtido no teste agudo, 10% deste valor foi considerado como base para o inicio do
teste cronico por um periodo de 6 dias. Foram utilizados 5 tratamentos sendo dois
controles (com etanol 92% e outro sem etanol) e cinco concentragdes (0,0574; 0,01794;
0,005695; 0,0018081 e 0,000574 mg L"), cada um contendo quatro repeti¢des, 0s
embrides foram mantidos em um sistema semi-estatico com fotoperiodo de 12h claro/12h
escuro, constantemente monitorada de acordo com as exigéncias da espécie. Os sinais
clinicos e mortalidade foram registrados a cada 24 horas. Em cada unidade experimental

foram colocados 24 animais, totalizando 72 animais por tratamento.

1.8.1 Controle com o solvente etanol 92 %

A fim de avaliar possiveis efeitos nos organismos-teste relacionados ao solvente
etanol 92% (Alcool etilico liquido hidratado 92 % INPM), utilizado na diluicdo de
Triclosan, foi realizado nos ensaios de toxicidade um controle do solvente com a maior
concentracdo testada de cada ensaio. O solvente etanol 92%, utilizado neste trabalho foi

adquirido de comercio local.

1.8.2 Leituras das placas contendo embriodes e larvas

A leitura das placas foi realizada no Laboratério de Toxicologia da Embrapa
Meio Ambiente, sendo as leituras baseadas no protocolo segundo SANTIAGO et al.
(2021), na qual as avaliagdes e visualizagdo foi realizada em microscopio estereoscopico
( modelo- SMZ 2 led, software optika view versdao 7.1.1.5- Opitika®) a 80x e no
Laboratério de Aquicultura e Ecotoxicologia (LAE) em microscépio invertido Zeiss®
Axio, acoplado a camera Zeiss® AxioCam ERCS5S a 50, 100 e 200x de aumento a 6 dias
(ap0s a fertilizagdo dos ovos), pesquisamos os 4 desfechos principais ou end points: a)
coagulacdo dos ovos b) falta de formacdo dos somitos c) falta de batimento cardiaco d)
falta de destacamento da cauda do saco vitelinico, e, ainda, a ocorréncia de edemas no
saco vitelinico, edema cardiaco e codgulo, falta de pigmentacdo, deformacgao da coluna
vertebral e falta de emergéncia das larvas, a eclosdo ou emergéncia das larvas
normalmente ocorre de 48 a 96 hpf. Todos os ensaios foram realizados com trés repeti¢oes

para cada concentracdo. Antes e depois da exposicdo ao Triclosan foram medidos pH,
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oxigénio dissolvido, amodnia e nitrito no laboratério de Toxicologia, encontrando-se

teores dentro dos parametros aceitdveis pelo FET test.

1.9 Estatistica

Os dados dos embrides foram analisados pelo software Statgraphics Centurion
XVII, versdao 1. 17. 04 (StatPoint Technologies). A normalidade das varidveis foi
avaliada pelo teste de Shapiro—Wilk, e a homogeneidade da varidncia pelo teste de
Levene. As diferengas estatisticas entre os grupos foram avaliadas pela andlise de
variangca (ANOVA) unidirecional ou pelo teste ndo parametrico de Kruskal-Wallis,
dependendo da normalidade das varidveis. A ANOVA foi seguida do teste de Tukey ou
Games-Howell, dependendo da homogeneidade das varidveis. Os dados que ndo
satisfizeram a suposi¢do de normalidade foram analisados por Kruskal-Wallis seguido
pelo teste post-hoc de Bonferroni. O nivel de significancia foi de 95% em todos os casos.

Os dados dos lambaris adultos foram analisados estatisticamente usando o
software R Studio versdo 3.4.2. A normalidade das varidveis foi avaliada pela andlise de
variancia com o Teste F seguido do Teste de Tukey juntamente a este, foi feito o teste de
regressao linear quadrética, onde, os parametros significativos no Teste T student, foram

divididos nas constantes a b e ¢ para a equagao quadratica.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1 Ensaio subletal da fase adulta
2.1.1 Variaveis fisico-quimicas da agua
No decorrer dos 14 dias do teste cronico foram mensurados diariamente os
valores de Temperatura; pH; Oxigénio dissolvido; turbidez; Amonia e Condutividade. Os
valores relacionados a amonia foram mensurados a cada trés dias uma vez que a troca de
dgua era feita a cada 24 horas a partir da inoculagdo do Triclosan, sendo seus niveis

relativamente baixos. Os valores obtidos ao longo dos 14 dias de teste estdao descritos na

tabela 8.
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Tabela 8. Parametros fisico-quimicos da qualidade de d4gua durante a exposi¢do cronica

em Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentracdes de Triclosan.

Tempo de exposicdo em horas

Tratamentos com TCS (mg L “!)| Temp. (°C) pH OD (mgL?!) Cond. (mS cm) Turbidez
0 25,38 7,28 7,13 0,05 -
0,0062 24,34 7,25 6,68 0,03 -
0,021 25,57 7,23 6,45 0,04 -
0,064 24,36 7,28 6,31 0,05 -
0,20 24,54 7,25 6,79 0,04 -
0,66 24,95 7,12 6,88 0,05 -

Dentre os parametros mensurados a temperatura exerce uma funcdo importante
sobre os individuos, pois estdo intimamente ligadas aos fendmenos fisioldgicos
essenciais para os peixes como respiracdo, digestdo, excrec¢do, alimentagdo e
movimentacdo. Sendo este o principal parametro a ser monitorado e avaliado na
piscicultura. (O’GORMAN et al., 2016).

Ao longo dos 14 dias de exposi¢do nao foram observadas alteragdes anormais em
relagdo ao parametro de temperatura, os resultados observados se mantiveram dentro da
normalidade. Em estudo conduzido por BALDISSEROTTO et al. (2005), observaram
que lambaris toleram dguas com uma variacdo de 24 - 32°C. SCHIMITTOU (1993),
descreve que o lambari-do-rabo-amarelo tem preferéncia por 4guas com uma
temperatura em torno de 24°C. Neste estudo, durante o periodo de exposi¢do ao
Triclosan a faixa de temperatura apresentou variacdes entre 24° a 28 ° C proporcionando
a faixa agraddvel de cultivo aos individuos.

Para o parametro pH, os valores observados durante o periodo de exposi¢do ao
Triclosan, se mantiveram dentro dos limites aceitiveis para a espécie, sendo estas
variagdes consideradas insignificantes quando comparadas ao controle. De acordo com
BALDISSEROTTO et al. (2005), os resultados demonstrados no presente estudo, sao
apropriados para o cultivo do Astyanax altiparanae em laboratdrio, visto que a faixa
ideal do pH para espécie estd entre 6,5 a 8,0. Para OBA et al. (2006), as variacOes

relacionadas ao pH devem ser minimas, uma vez que modificagdes neste parametro pode



causar estresse e consequentemente induzir a altas taxas de mortalidade nos individuos,
as atividades exercidas na 4gua devem apresentar uma faixa de tolerancia, com valores de
pH entre 6,0 e 9,0.

Os resultados observados neste estudo, para o parametro de OD ndo evidenciou
nenhuma alteracdo entre os tratamentos quando comparados com o grupo controle,
demonstrando resposta satisfatdria, sendo os valores observados acima de 4 mg/L. De
acordo com a resolu¢do do CONAMA 357/05, os indices minimos tolerdveis de oxigénio
dissolvido (OD) na dgua para manter o equilibrio fisioldégico dos organismos aquaticos é
de 5,0 mg/L, contudo cada organismo aqudtico apresenta uma margem de tolerancia que
varia entre as espécies, sendo estd vinculada com o processo de depuragdo e adaptacgao.

Os limites aceitdveis de oxigénio minimizam o estresse ocasionado pela privagdo
do oxigénio, que consequentemente assegura respostas favordveis no desempenho
zootécnico das espécies, corroborando com QUEIROZ et al. (2006), que acredita que
oxigénio dissolvido € o principal recurso natural capaz de manter a vida, sendo este o
elemento primordial para assegurar a sobrevivéncia dos peixes, sendo um fator limitante
na produtividade dos sistemas de cultivo.

Os valores de amonia observado no presente estudo se encontram dentro dos
limites aceitdveis para a espécie em estudo, a amonia é o principal fator, associado a
indices elevados de letalidade nos sistemas de cultivo, isto se deve a alta mortalidade esta
intimamente associada ao indice alto de amonia, sendo a principal ocasionadora de falha
na sanidade dos organismos aqudticos. Portanto concentra¢des improprias de amonia
restringem a sobrevivéncia e os indices de desenvolvimento dos peixes, além de influir
provdaveis modificacOes histologicas e fisiologicas (LIEW et al., 2013).

Quando sistemas de cultivo possui um manejo de baixa renovagao de dgua, e alto
indice de alimentacdo assim como sobras de racdo, influi diretamente na elevacdo nos
indices nitrito, sendo um composto organico nitrogenado proveniente da decomposicao
da matéria organica, podendo assim, ultrapassar o valor toleravel (0,3 mg/L), e se tornar
prejudicial ao desempenho dos peixes (KUBITZA, 2007). No presente estudo as
concentracdes detectadas de amodnia foram minimas, a ponto de ndo interferir na
qualidade de vida dos individuos expostos, pois a troca de agua foi realizada a cada 24
horas minimizando assim seus efeitos. Durante o periodo de exposi¢do ao Triclosan os
parametros relacionados a condutividade se mantiveram dentro dos parametros almejados

para o ambiente laboratorial, sem grandes variagdes. De acordo com LUSHCHAK
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(2016), em ecossistemas a condutividade com até 6% nao afeta no desempenho e
desenvolvimento e sobrevivéncia do lambari. Os valores obtidos no presente estudo para
o parametro de turbidez expressaram diferencas significativas nas concentracdes 0,064
mg L1, 0,20mgL'e 0,66 mg L

Dentre todos os valores relacionados a agua, este € o Unico que facilmente é
influencidvel pela quantidade de sélidos suspenso na dgua na qual age diretamente sobre
a luminosidade, sendo o tnico critério que ndo estd inserido a nenhuma norma ou
legislacdo, embora seja um eximio disseminador e divisor de avaliacdo.

Os valores relacionados ao parametro de turbidez devem-se apresentar inferior a
5,0 NTU sao considerados valores plausiveis, porem recomenda-se que estes valores
atrelados a turbidez se encontre abaixo de 1 NTU. Como se trata de um teste de facil
aplicagdo, pois sua determinagdo e medicdo sdo realizadas através da visualizagdo sendo
seu resultado de facil acesso, a turbidez pode ser utilizada como indicador potencial para

doencas de veiculagdo hidrica (BRASIL, 2021).

2.2 Anadlises hematolégicas

Os resultados hematoldgicos observados durante a exposi¢ao cronica pelo periodo
de 7 e 14 dias encontram-se dispostos na Tabela 9. Os parametros hematoldgicos t€ém
sido utilizados para verificar efeitos deletérios ocasionados pelas mais diversas
substancias, além de mensurar os danos produzidos pelo xenobidticos, assim como medir
o estresse de peixes (QUEIROZ, 2012; CORRAL, 2014). HEATH (1995) relata que a
exposicdo a substancias téxicas tem o potencial de influenciar os parametros
hematoldgicos de modo que este pode se apresentar de forma elevada ou apresentar uma
diminui¢do, sendo um pardmetro de extrema importincia para os ensaios toxicolégicos

(SAMPATH et al., 1993).
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Tabela 9. Parametros hematolégicos de adultos de Astyanax altiparanae durante o periodo de exposi¢do cronica a diferentes concentracoes

de Triclosan.

Parametros Hematologicos

Triclosan mg L !

Parametro | Controle Controle Etanol 0,0062 0,021 0,064 0,20 0,66 CV% P-valor
Eritrécito 11,54 ab 10,83 ab 14,0 a 9,34 ab 7,79 b 7,93b 13,96a 39,9 <0,001
Hemoglobina | 7,89 b 7,89 b 10.4a 9.48ab 9.22ab 10.4a 8.01b 18.0 <0.01
Hematdcrito 0.26a 0.26a 0.27a 0.27a 0.23a 0.22a 0.11b 234 <0.01
VCM 0,23 a 0,25a 0,23 a 0,33 a 0,31a 0,28 a 0,09 b 36,6 <0,001
Glicemia 66ab 66ab 65ab 49ab 56ab 47b 74a 34.7 <0.01
Coleta 14 dias
Controle Controle Etanol 0,0062 0,021 0,064 0,20 0,66 CV% P-valor
Eritrécito 11,34 ¢ 11,34 ¢ 15,87 be 13,19 bc 16,61 ab 15,05 be 15,63 bc 24,5 0,011
Hemoglobina | 10.5b 10.5b 10.2b 10.1b 10.9ab 10.6b 10.4b 15.2 0.004
Hematdcrito 0.27 0.27 0.23 0.27 0.22 0.25 0.21 20.7 <0.01
VCM 0,31a 0,31a 0,15b 0,21 ab 0,13b 0,17b 0,15b 54,9 0,425
Glicemia 66 66 63 56 69 69 86 33.0 0.089

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey, (P < 0,05).

Seguido do teste de regressdo linear quadratica.
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Os resultados observados durante a primeira coleta que ocorreu 7° dia de
exposi¢do ao Triclosan demonstraram diferencas estatisticas entre os tratamentos € o
grupo controle, ocasionado pelo estresse de aclimatacdo, trocas de dgua e disputa por
alimento. Sendo, portanto um indicativo que os individuos expostos ao agente toxico,
apresentaram ativacdo do sistema fisiolégico, como aumento na capacidade
respiratdria e ativacdo do sistema de defesa através do hemograma que apresentou
elevacdo no ndmero de eritrécitos (Erit.), hemoglobina (Hb) e hematdécrito (Htc), ao
mesmo tempo em que os valores de glicemia demonstraram a existéncia de estresse.

O grupo exposto ao tratamento com o TCS demonstrou aumento na resposta
com relacdo a elevagdo da capacidade respiratoria este aumento pode estar associado
com a capacidade hemolisante do Triclosan e répida oxidacdo da hemoglobina em
metemoglobina, além destas alteracdes nos parametros eritrocitirios ocorreu também o
aumento da glicemia sugerindo estresse decorrente da exposi¢dao ao TCS.

Em estudo conduzido por VIJITHA et al, (2017), com Oreochromis niloticus
submetidos a 2810 pg L ! de TCS evidenciou reducio dos eritrécitos, hematdcrito e
hemoglobina e aumento no VCM. Ji4 SAHU et al. (2020), utilizando peixe
Pangasianodon hypophthalmus expostos a diferentes concentracdes de TCS indicaram
diminui¢do significativa em relac@o aos eritrocitos, hematdcrito e volume corpuscular
médio.

GEETHA e PRIYA (2020), usando Labeo rohita expostos ao TCS relatam
aumentos em hemoglobina, volume corpuscular médio, danos estruturais nas
membranas dos eritrcitos e hemolise disseminada. Na andlise dos parametros
hematoldgicos, avaliados apds 14 dias, na qual se observou resposta diferente do perfil
de 7 dias, provavelmente, pela interferéncia do estresse decorrente do proprio
ambiente laboratorial e do manejo durante o experimento e da exposicdo ao TCS
ambos associados.

Apds os 14 dias foi observado que a glicemia, apresenta variacdes, sendo
possivel observar a resposta fisiolégica mediante ao estresse produzido aos grupos
(controle e tratado). Observa-se que o grupo controle demonstra capacidade de
resposta respiratoria, assim como 0s grupos tratados com maiores concentracdes,
sendo que no tratamento 0,064mg L' apresentou aumento de eritrécitos, hemoglobina

e hematdcrito em relagdo as demais concentracoes testadas.
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Dados semelhantes foram encontrados por GHELFI et al., (2016) onde Hoplias
malabaricus expostos ao Triclosan apresentaram elevagdo dos valores de hemoglobina e
hematdcrito.

Em estudo conduzido por AJIMA et al., (2015) com Clarias gariepinus, 0s
efeitos observados foi aumento nas menores concentracdes dos animais expostos, onde
se teve um aumento exponencial do eritrécito, hemoglobina e glicemia.

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com CARVALHO e
FERNANDES (2006) com Prochilodus scrofa exposta a diferentes concentragdes de
Triclosan, onde relatam aumento significativo em eritrcitos, hemoglobina e
hematdcrito em 7 dias de exposicdo, apds, observaram que no decorrer dos dias os
parametros hematoldgicos apresentaram aumento exponencial dos valores visualizados
anteriormente. Segundo VOSYLIENE (1999), os pardmetros hematolégicos podem
sofrer alteracdes subsequentes a ampliagdo da acdo eritropoietina do baco e do rim
proveniente do estresse.

Durante o estresse alguns mecanismos fisiologicos sdo ativados, deste modo,
ocorre a despolarizacdo do eixo hipotdlamo-sistema nervoso- simpdtico que ird ativar as
células cromafins (HSC), que por consequéncia sucede na liberacdao de catecolaminas
(adrenalina e noradrenalina), além da ativacdo do eixo primério também € ativado o
eixo hipotdlamo-hipodfise-inter-renal (HHI) que facilita a liberagdo dos corticosteroides
(cortisol e cortisona).

Desta forma a agdo destes hormdnios em inimeros Orgdos-alvo, resulta em
modificag¢des bioquimicas e fisioldgicas denominadas respostas secunddrias ao estresse,
essas alteracdes sdo também observadas por meio do aumento do nimero de eritrcitos
e da queda no Volume Corpuscular Médio (VCM). Para TAVARES et al., (2004), estas
modificagdes que sdo observadas no eritrograma, principalmente no hematdcrito sao
mediadas pelo estresse, que por sua vez promove hemoconcentracdo ou hemodilui¢do;
na hemoconcentragcdo pode ser pela liberacao de eritrécitos pelo bago; na hemodilui¢do
a reducdo nos valores do hematdcrito. Além destas alteracdes relacionadas ao
eritrograma a glicose sanguinea é um parametro essencial para o monitoramento do
estresse (MARIANO et al., 2011).

Quando ocorre um estimulo exacerbado o indice de glicose aumenta ocasionado
em uma hiperglicemia transitdria que estd associada aos efeitos das catecolaminas que

estimulam a glicogendlise, permitindo que a glicose do figado caia na corrente


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969719309556#bb0115
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969719309556#bb0015
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969719309556#bb0070
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969719309556#bb0070
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sanguinea visto que o glicogénio é uma das muitas formas de armazenamento da
energia, dos peixes e € encontrado em grande quantidade nos tecidos do figado e
musculo dos peixes (CYRINO et al., 2000).

A elevagdo nos niveis de glicose ¢ uma das respostas tipicas aos estressores
principalmente quando estdo atrelados a fatores abidticos como € o caso dos poluentes

em geral, em peixes (WENDELAAR-BONGA, 1997).

2.3 Alteracoes comportamentais

AlteracOes comportamentais em peixes podem fornecer informacdes importantes
para avaliacdo e monitoramento de ecossistemas, além de serem atribuidas a inibi¢do da
atividade da acetilcolinesterase induzida por xenobidticos, levando ao acumulo de
acetilcolina nas sinapses colinérgicas, terminando com hiperestimulagdo (MUSHIGERI
e DAVID, 2005).

Para o periodo de exposi¢do de 14 dias, os peixes apresentaram hiperatividade
com movimentos erraticos nos aquarios podendo ser estes classificados como; leve,
moderado, forte e muito forte. As concentragdes na qual os animais expressaram
comportamento considerados leve foram 0,0062 e 0,021 mg/L‘1 na qual estes individuos
apresentaram movimentos lento e comportamento de engolir ar, estas alteracdes nao
foram consideradas graves uma vez que estes animais conseguiram se adaptar a estas
condi¢Oes sendo observado o comportamento de adaptabilidade ao TCS, ja para a
concentragio 0,064 mg/L’!, observou-se que os individuos expostos apresentaram
variacdes de comportamento sendo caracterizados entre moderado e forte, pois foram
visualizados movimentos repetitivos de engolir o ar, desconforto respiratorio,
movimento lento, natacio descoordenada, hiperventilada tendéncia a fuga ou salto, estas
manifestagdes clinicas foram visualizadas em 15% dos individuos expostos nestas
concentracdes. Para as concentragdes 0,20 e 0,66 mg L', os animais apresentaram
sintomas clinicos caracterizados como forte e muito forte, sendo estes movimentos
repetitivos de engolir o ar, desconforto respiratério, movimento lento, natacdo
descoordenada, hiperventilada tendéncia a fuga ou salto, porem alguns individuos
exibiram reacdes mais exacerbadas como alteragdes neuroldgicas severas que refletiram
na qualidade de vida destes individuos expostos, demonstrando sinais claros de

intoxicacdo em decorréncia ao TCS.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X18304806#bib0185
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X18304806#bib0185
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O aumento da tendéncia de fuga ou salto também foi observado em peixes
expostos ao TCS. Assim que o produto quimico (TCS) foi adicionado, os peixes
comegaram a se mover em direcdo ao fundo dos aquérios e apresentavam diferentes
graus de distirbios comportamentais.

As irregularidades comportamentais apresentadas pelos peixes expostos
aumentaram de modo proporcional a elevagdo das concentragdes de TCS, exibindo uma
correlagdo positiva com a concentragdo (Tabela 10). Nenhum comportamento anormal

visivel foi observado no grupo controle de peixes durante o estudo.

Tabela 10. Resposta comportamental de exemplares de Astyanax altiparanae ap6s

exposicao cronica ao Triclosan.

Concentra¢io mg L

Comportamento
0 0,0062 0,021 0,064 0,20 0,66
Engolir Ar — — + ++ +++ +4+4++
Desconforto respiratdrio - - + +++ o+ 4+
Movimento lento — + + +++ ++++ ++++
Natacao descoordenada — - — ++++ +++ 4+
Hiperventilagao - - — ++ ++++ 4+
Tendéncia de fuga ou salto — - ++ ++ +++ 4+

Nenhum -, Leve +, Moderado ++, Forte +++, Muito forte ++++.

Mudangas comportamentais, incluindo inquietac¢do, natacdo errdtica e subida a

superficie foram observadas no A. altiparanae, essas alteragdes se deram no grupo
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exposto ao TCS, principalmente nas concentracdes 0,66, 0,20, 0,064 e 0,021 mg L!. As
alteracOes comportamentais observadas podem ser uma sindrome evasiva desenvolvida
em relacdo a substancia em questdo. O desconforto respiratorio, observado em peixes
expostos, pode ser causado por alteragdes no epitélio branquial associado a uma
disfuncdo neurolégica, o que resultou em alta frequéncia respiratéria. De acordo com
BANERIJEE (2008) que avaliou os efeitos do Triclosan em P. hypothalmus relata
aumento da atividade opercular, incoordenacdo natatdria e altera¢des neuroldgicas.
Durante o estudo conduzido com Anabas testudineus na concentracao de 1,4 mg.L'l, na
qual os autores PRIYATHA e CHITRA (2018), observaram variagoes
comportamentais similares ao do presente estudo , CELEBI e GOK (2018) para D.
rerio e Poecilia reticulata expostos ao TCS em diferentes concentracdes, também
relatam mudancas comportamentais, como natacio rapida e descontrolada, movimento
errdtico, tendéncia de fuga ou salto, perda de equilibrio, dificuldade respiratéria e
producdo de muco pelo corpo.

Os resultados do presente estudo estd de acordo com OMOREGIE et al. (2009),
que avaliou os sinais clinicos em O. niloticus exposta a diferentes concentracoes de
Triclosan, onde foram observadas, dificuldade respiratéria nas concentracdes mais

elevadas, natacdo descoordenada, tendéncia de fuga ou salto.

2.4 Ensaio subletal da fase Embrio-larval
2.4.1 Controle do solvente etanol 92%

Com o intuito de quantificar os possiveis efeitos ocasionados ao
desenvolvimento embrio-larval de A. altiparanae, associados ao solvente etanol 92%
utilizado na dilui¢do do Triclosan, foram realizados controles do solvente com a maior
concentracao testada.

Nao houve diferenca estatistica (teste de Shapiro—Wilk, p > 0,05) entre o
controle de meio de embrido com o controle com etanol 92% no ensaio, indicando que

seu uso nao causou nenhum efeito adverso observado (Tabela 11).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X18304806#bib0045
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X18304806#bib0205
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Tabela 11. Comparacdo estatistica do grupo controle com meio de embrido e grupo
controle com etanol 92% (Teste de Shapiro—Wilk, p > 0,05), para o ensaio de toxicidade

cronica em embrides de Astyanax altiparanae.

Tratamento
Desenvolvimento Embrio-larval normal médio (%) Desvio Padrao
Meio de Embriao 99,6 0,9
Etanol 92% 99,4 0,8

2.4.2 Toxicidade cronica (Embrio-larval)
2.4.2.1 Efeitos do Triclosan sobre a taxa de eclosao do Astyanax altiparanae.
Quando comparamos a taxa de eclosdo nas diferentes concentragdes (0,0574;
0,01794; 0,005695; 0,0018081 e 0,000574 mg. L), com o controle negativo no ensaio,
observamos que as eclosdes dos embrides nas concentracdes mais elevadas foram

tardias com ocorréncia de alteracdes teratogénicas (Figura 23).
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Figura 23. Indice de eclosdo da fase embrio-larval de Astyanax altiparanae.
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Valores médios (+ intervalo de confianca 95%; n = 4) referentes a eclosdo Astyanax
altiparanae, exposto a diferentes concentracdes de Triclosan durante 144h. Aplicou-se
teste de Kruskal- Wallis seguido do teste Bonferroni, constatando diferencas
significativa em relacdo ao controle (p<0,05). * Indica diferenca significativa (p<0,05)

em relacdo ao controle.

Os testes de toxicidade crdonica foram realizados utilizando larvas de A.
altiparanae com 48 horas pds-eclos@do e embrides com menos de 24 horas pds-
fertilizacdo. O desenvolvimento embriondrio, a eclodibilidade e o tempo de eclosdo dos
ovos de A. altiparanae, foram afetados pelo tratamento com TCS nas concentra¢des
0,0018081 e 0,0574 mg. L. A eclodibilidade dos ovos fertilizados expostos ao TCS
durante 6 dias foi significativamente diminuida em relacdo aos controles (P <0,05),
neste estudo, foram investigados os efeitos do TCS nas fases iniciais de vida do lambari

(A. altiparanae) (Figura 24).
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Figura 24. Indice de atraso no desenvolvimento da fase embrio-larval de Astyanax

altiparanae.
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Valores médios (+ intervalo de confianca 95%; n = 5) referentes ao atraso no
desenvolvimento em Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentracdes de
Triclosan durante 24h. Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste

Bonferroni. * Indica diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao controle.

Estes resultados sugerem que o TCS tem alta toxicidade nos estdgios iniciais da
vida do lambari, e que o metabdlito do TCS pode ser considerado um composto
estrogénico fraco, com potencial para induzir efeitos adversos no desenvolvimento da
fase embrio-larval. Estes resultados foram semelhantes ao encontrado em estudos com
embrides/larvas de Pimephales promelas, na qual foram testadas concentracdes de TCS
consideradas ambientalmente relevantes este estudo foi conduzido por SCHULTZ;
BARTELL; SCHOENFUSS (2012), que corroboram para os resultados encontrados
neste estudo. HAMM et al. (2001), relataram os fatores que afetam a sensibilidade da
fase embrio-larval de peixes expostos a xenobidticos, os embrides sdo cercados por um
corion, uma barreira protetora, porém semipermedvel, que permite a absorcdo de

diversas substancias, sejam elas toxicas ou ndo, desta forma ocorre a disfungdo
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organica, acarretando em diminuicdo do tamanho do embrido, diminui¢cdo na taxa de

eclosdo, alteragOes teratogé€nicas e consequentemente morte embriondria.

2.4.2.2 Efeitos do Triclosan sobre a mortalidade do Astyanax altiparanae.

Quando comparamos a taxa de mortalidade nas diferentes concentragdes
(0,0574; 0,01794; 0,005695; 0,0018081 e 0,000574 mg. L), com o controle negativo
no ensaio, observamos que a mortalidade, apresentou diferenca apenas na concentragao
0,0018081 mg. L' apresentando indices de mortalidade mais altos comparadas com as
demais concentracdes utilizadas, sendo que as alteracdes provocadas clinicamente pelo
TCS levaram os individuos a 6bito. Adicionalmente, foram observadas diferencas
estatisticas significativas entre os tempos avaliados e/ou entre os grupos controle e

tratado com o produto Triclosan (Figura 25).

Figura 25. Indice de mortalidade da fase embrio-larval de Astyanax altiparanae.
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Valores médios (+ intervalo de confianga 95%; n = 5) referentes a mortalidade de
Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentracdes de Triclosan durante 144h.

Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste Bonferroni. Indica

diferencga significativa (p<0,05) em relagdo ao controle.
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Durante o periodo de observacdo dos embrides, verificou-se que a cada 24h os
parametros mensurados durante a visualizacdo foram aqueles relacionados ao
desenvolvimento, sendo estes, coagulacdo, formacdo de somitos, desprendimento de
cauda e presenga de batimento cardiaco através de estereoscOpio. A observacdo destes
parametros permitiu verificar as alteragdes que provocaram a morte destes individuos.

Sendo o principal fator as altera¢Ges relacionadas ao sistema cardiovascular, na
qual a maioria dos individuos apresentou ma formacao nas estruturas cardicas, outras
alteracdes também foram visualizadas durante o periodo de exposicao dos embrides

(Tabela 12).
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Tabela 12. Escores atribuidos a cada categoria de dano de acordo com as anomalias

observadas, durante o periodo entre 24 a 48 horas de embrides Astyanax altiparanae.

Concentracio mg L!

Alteracoes
0 0,000574 0,005695 0,01794 0,001808 0,0574
Coagulacao dos ovos - + + +++ +++ ++++
Falta de formacdo dos somitos - + + +++ ++++ ++++
Falta de batimento cardiaco - + ++ +++ ++++ ++++
Falta de destacamento da cauda - - — + +++ +4++
Edema cardiaco - - + +++ +4+++ ++++
Edemas no saco vitelinico — — ++ ++ 4+ ++++

Nenhum -, Leve +, Moderado ++, Forte +++, Muito forte ++++.

Mesmo em baixas concentragdes o TCS, foi capaz de causar indices de
mortalidade em embrides de A. altiparanae no periodo de 48 horas pds-exposic¢ao,
sendo que as alteracOes teratogénicas causadas pelo uso do Triclosan em um curto
periodo de tempo sdo capazes de alterar a fisiologia de desenvolvimento desta espécie.

Durante o periodo experimental foram retirados alguns embrides para a
observagdo em microscopico 6ptico, na imagem (Figura 26) sendo possivel observar as
alteracoes morfoldgicas nos individuos durante o ensaio, dentre eles destacam-se
embrides coagulados e ndo formacdo de somitos. Estas alteragdes foram classificadas
em leve, moderada, forte e muito forte. Estas comorbidades foram visualizadas em
todas as concentracdes testadas, apresentando graus diferenciados entre elas. Para as

concentracdes de 0,000574 e 0,005695 mg/L"!, todas as alteragdes visualizadas foram
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caracterizadas como leve a moderada, apenas 5% dos individuos foram a 6bito nessas
concentragoes.

Para as demais concentra¢des 0,01794, 0,001808 e 0,0574 mg/L‘l, todas as
alteracOes visualizadas foram caracterizadas como forte a muito forte, sendo que

16,5% dos individuos foram a 6bito nessas concentragdes.

Figura 26. Alteragdes observadas no desenvolvimento embrionario dos individuos
expostos nas concentracdes 0,0574; 0,01794 e 0,0018081 mg L™ ! de Triclosan.
Embrido com anormalidades de desenvolvimento como eclosdo tardia e ma formagdes

(A) e embrido sem nenhuma alteracdo no desenvolvimento (B).

Fonte: Gil, A.J. 2024.

Para a avaliacdo do estigio embrio-larval observa-se, deformacdes cefdlica,
deformacdes tordcicas, axiais € na cauda. Durante o periodo dos testes inimeros
individuos exibiram mais de uma irregularidade bioldgica (Tabela 13). Quando essas
anomalias observadas se expressavam de modo exacerbado, como edemas cardiacos e
md formacdo cefédlica, os organismos morreram. A concentracdo que apresentou
diferenca estatisticamente significativa em rela¢do as demais foi a 0,001808 mg/L™!, na
qual o indice de anormalidades ligada a deformidade incompativeis com a vida foi de
33,3 % quando comparada as demais esse foi o indice mais elevado observado no

periodo de correspondente a 24 a 48 horas.
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Tabela 13. Escores atribuidos a cada categoria de dano de acordo com as anomalias

observadas, durante o periodo entre 96h a 144horas na fase embrio-larval de Astyanax

altiparanae.
Alteragdes Concentrac¢io mg L1

0 0,000574 0,005695 0,01794 0,001808 0,0574

Axial (esqueleto/cauda) - + + +++ +++ ++++
Nadadeiras atrofiadas danificadas - + + +++ ++++ ++++
Lesao na estrutura da nadadeira - + ++ +++ ++++ ++++
Deformidades faciais — - — + +++ 4+
Auséncia de pigmento nos olhos - - + +++ 4+ 4+
Edema ocular - - ++ ++ ++++ ++++

Deformidades na estrutura bucal - - - - +++ +++
Distensao e/ou atrofia corporal - - + ++ ++++ +4++
Edema cardiaco — - — ++ ++++ 4+

Nenhum -, Leve +, Moderado ++, Forte +++, Muito forte ++++.

As alteracOes observadas na fase Embrio-larval, descritas acima, nos permite

avaliar o qudo agressivo é a exposicdo ao Triclosan mesmo em concentracdes
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consideradas baixas, sendo que inimeras alteragdes foram provocadas em um curto
periodo de exposicao de 144 horas.

Desta forma as alteragdes mais graves analisadas que levaram os individuos a
6bito foi deformidades no sistema cardiovascular (edema cardiaco seguido de
hemorragias), que na concentracdo 0,0018081 mg L™ !, foi superior as demais, desta
forma, apresentaram alteragcdes estatisticamente significativas entre os tempos avaliados
e/ou entre os grupos controle e tratado com o produto Triclosan.

Para a avaliacdo dos sinais cardiacos foi feito a observagao do parametro
frequéncia cardiaca no tempo de 120horas, na qual os individuos expostos as
concentracdes 0,0574 e 0,01794 mg L™ !, apresentaram sinais elevados de bradicardia,
porém nao foi observado diferencas estatisticas significativas entre os tempos avaliados.

Outro parametro examinado foi a absor¢do do saco pericardico, na qual
individuos expostos na concentragdo 0,0574 mg L™ !, tiveram a absor¢do em 96 horas,
resultando em uma deficiéncia das estruturas cardicas que ndo se desenvolveram de

maneira correta, ocasionando ma formacdes na estrutura tecidual do 6rgao (Figuras 27 a

29).
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edema do saco pericardico (%)
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Figura 27. Indice de edema do saco pericirdico da fase embrio-larval de Astyanax

altiparanae.

Controle  0,000574 00018081 0,005695  0,01794 0,0574
(mg/L)

Valores médios (+ intervalo de confianga 95%; n = 5) referentes a edema de pericardio
de Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentragdes de Triclosan durante 120h.
Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste Bonferroni constatando
diferengas significativas em relacdo ao controle (p>0,05). * Indica diferenca

significativa (p<0,05) em relacdo ao controle.
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Figura 28. Indice bradicardia da fase embrio-larval de Astyanax altiparanae.
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Controle ~ 0,000574 0,0018081 0,005695  0,01794 0,0574
(mg/L)

Valores médios (+ intervalo de confianga 95%; n = 5) referentes a bradicardia em
Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentracdes de Triclosan durante 120 h.
Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste Bonferroni ndo se

constatando diferencas significativa em relacdo ao controle (p>0,05).
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Figura 29. Indice de absorgdo do saco pericardico a fase embrio-larval de Astyanax

altipranae.
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Controle 0,000574  0,0018081  0,005695 0,01794 0,0574
mg/L

Valores médios (+ intervalo de confianca 95%; n = 5) referentes a absor¢ao do saco
pericardico ‘em Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentragdes de Triclosan
durante 120 h. Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste

Bonferroni ndo se constatando diferencas significativa em relacdo ao controle (p>0,05).

Para as alteracOes axiais (deformidades em coluna vertebral e cauda), as
concentragdes que apresentaram maior indice de deformidade estrutural foi 0,0574 e
0,01794 mg L™ 1, apresentando alteracOes estatisticamente significativas entre os tempos
avaliados e/ou entre os grupos controle e tratado com o produto Triclosan.

Também foram avaliados os seguintes parametros curvatura da cauda,
deficiéncia da cauda e deficiéncia na coluna. Para os parametros deficiéncia da cauda e
deficiéncia na coluna houve diferencas estatisticas significativas, ja para a curvatura da

cauda nao foi observada nenhuma diferenca estatistica significativa (Figuras 30 a 33).
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Figura 30. Indice de alteracdes na coluna da fase embrio-larval

altiparanae.
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Controle  0,000574  0,0018081  0,005695  0,017%4
(mglL)

0,0574

Valores médios (+ intervalo de confianga 95%; n = 5) referentes a alteracdo da coluna

em Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentracdes de Triclosan durante 48 h.

Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste Bonferroni. * Indica

diferencga significativa (p<0,05) em relagdo ao controle.
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Figura 31. Indice de deficiéncia em coluna da fase embrio-larval de Astyanax

altiparanae.
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Controle  0,000574  0,0018081

0,005695  0,01794 0,0574

(mg/L)

Valores médios (+ intervalo de confianga 95%; n = 5) referentes a deficiéncia da coluna

em Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentracdes de Triclosan durante 96 h.

Aplicou-se ANOVA seguida do test pos-hoc de Games -Howell. * representa diferenca

significativa (p<0,05) em relacdo ao controle.
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Figura 32. Indice de deficiéncia em cauda da fase embrio-larval de Astyanax

altiparanae.
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Controle ~ 0,000574 0,0018081 0,005695  0,01794 0,0574
(mg/L)

Valores médios (+ intervalo de confianga 95%; n = 5) referentes a deficiéncia na cauda
em Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentracdes de Triclosan durante 144
h. Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste Bonferroni. * Indica

diferencga significativa (p<0,05) em relagdo ao controle.
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Figura 33. Indice de curvatura da cauda da fase embrio-larval de Astyanax

altiparanae.
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Controle ~ 0,000574  0,0018081  0,005695  0,01794  0,0574
(mg/L)

Valores médios (+ intervalo de confianca 95%; n = 5) referentes a curvatura da cauda
em Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentracdes de Triclosan durante 144
h. Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste Bonferroni ndo se

constatando diferencas significativa em relacdo ao controle (p>0,05).

Desta maneira, observa-se que parametros subletais no FET (OECD 236) possui
relevancia expressiva sobre os resultados relacionados aos ensaios de toxicidade aguda
e cronica no estdgio embriondrio. Pois estes testes auxiliam no entendimento e
observacdo de distirbios hemostéaticos como por exemplo o acimulo de hemécias e a
formacdo de edemas como os de pericardio, saco vitelinico e cauda, que sio comumente
observados quando estes individuos sdo expostos a substancias toxicas seja por um
curto ou longo periodo de tempo, sendo estas anomalias de grande impacto e magnitude
sobre o sistema fisioldgico destes organismo, sendo na grande maioria processos
irreversiveis, salvos aqueles ligados a um curto periodo de exposicdo assim como a
concentracdo imposta a esses organismo, sendo possivel reverter as alteracoes

ocasionados ao desenvolvimento do embridao (HELLFELD et al., 2020).
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No presente estudo as alteracdes relacionadas a estas disfuncdes fisioldgicas
citadas foram fatais. Nao sendo observado nenhum individuo que foi vidvel ao fim do
tempo de exposi¢ao de 144 horas.

Sendo, portanto, as deformidades relacionadas a ma formagdes de cauda, olho e
de otdlito e malformacdo craniofacial consideradas anomalias que expressa recuperacao
prolongada e que na maioria dos casos raramente vai ser reversivel.

Adicionalmente outros efeitos subletais também expressam modificagdes
estruturais importantes como diminuicdo/ mé absor¢ao do saco vitelinico, assim como,
alteracOes ligadas a estd condi¢do, diminuicdo ou falta de pigmentagdo corporal
igualmente de outras estruturas como por exemplo a auséncia de pigmentacdo de olhos
para estas anormalidades ainda se tem pouca ou nenhuma informacdo sobre a
reversibilidade do quadro, sendo escasso o conhecimento acerca das complicacdes
ocasionadas quanto a essas anormalidades (REHMAN et al., 2024).

Além desses efeitos, ocasionados sobre a condi¢do corpérea do animal, também
ha aquelas alteragdes ligadas ao sistema nervoso central, que ird se manifestar de
inimeras formas, sendo a mais visivel a modificacdo do comportamento do individuo
que ird manifestar alteragdes clinicas como tremores, dificuldade assim como auséncia
do equilibrio, distirbios ligados a locomog¢do sendo portanto caracterizadas como
efeitos neurotéxicos sendo observados em larvas, embrides e adultos (HELLFELD et
al., 2020).

Outras anomalias foram identificadas no presente estudo, sendo estas mais
brandas apresentando um percentual de 8,33% quando comparada as demais alteragdes,
tais como alteracdes de pigmentos e ma formacdo em geral, tais alteracdes apresentaram

recuperagdo antes do final do ensaio em 144h (Figuras 34 e 35).
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Figura 34. Indice de alteracio de pigmento da fase embrio-larval de Astyanax

altiparanae.

Controle ~ 0,000574  0,0018081  0,005695  0,01794  0,0574
(mg/L)

Valores médios (+ intervalo de confiangca 95%; n = 5) referentes a alteracdo da
pigmentacdo em Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentragdes de Triclosan
durante 96 h. Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste Bonferroni

ndo se constatando diferencas significativas em relacao ao controle (p>0,05).
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Figura 35. Indice de mé4 formacdo geral da fase embrio-larval de Astyanax

altiparanae.
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Controle ~ 0,000574  0,0018081  0,005695  0,01794  0,0574
(mg/L)

Valores médios (+ intervalo de confianga 95%; n = 5) referentes a malformacgao geral
em Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentragdes de Triclosan durante 96 h.
Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste Bonferroni ndo se

constatando diferencas significativas em relacdo ao controle (p>0,05).

Os resultados evidenciados neste estudo estdo conforme as alteragcdes observadas
por MACEDO (2015) que executou testes de toxicidade com embrides de D. rerio, afim
de, identificar possiveis alteracdes morfologicas causadas pela exposicdo ao Triclosan
em concentragdes consideradas baixas.

As alteracoes identificadas no estudo abriram margem para discussodes ligadas
ao quanto o Triclosan consegue ser potencialmente toxico em baixas concentracgoes,
visto que altos indices de anomalias e deformacdes (P<0,05) foram observadas entre o
grupo controle e as concentragdes utilizadas de TCS, sendo que em especial nas
concentragdes acima de 64 pug L' a maioria dos individuos veio a 6bito ou ficaram com
sequelas irreversiveis, que ao longo do seu desenvolvimento acarretou em complicacdes
mais graves.

Em outro estudo conduzido por OLIVEIRA (2009) que avaliou as alteragdes

causadas pelo uso do Triclosan em concentragiio de 500 pug L™, identificaram alteragdes
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severas e alta incidéncia de disfungdes como edemas cardiacos e ma formacdo na
coluna. CHEN et al. (2015), relataram que 24 horas de exposicdo a 300 pug/L de TCS
em embrides de peixes, podem causar atraso no desenvolvimento e alteracdes
expressivas de trés marcadores de células-tronco, oct4, sox2 e nanog em 24 hpf,
indicando a possibilidade de efeitos toxicos no desenvolvimento.

Atualmente ha diversos relatos na literatura (KUMAR et al., 2022; ZHANG et
al., 2020; LIU et al.,, 2020; CHEN et al.,, 2019; WANG et al., 2019), que este
xenobidtico possui uma série de efeitos téxicos suscitando perturbagdes fisiolégicas
considerdveis nos individuos expostos. Desta forma os dados apresentados no presente

estudo corroboram com os dados achados em literatura.

2.4.2.3 Efeitos do Triclosan Sobre Desenvolvimento Larval do Astyanax
altiparanae.

Os efeitos ocasionados por substincias potencialmente toxicas podem
insurgir através de alteracOes fisiologicas como reducdo do desenvolvimento
sauddvel dos individuos expostos (PEREIRA, 2008). A exequibilidade dos
embrides, bem como a habilidade de desenvolvimento larval pode irradiar sobre as
condig¢des dos organismos e sua capacidade de sobreviver (HODGSON, 2004).

Com o objetivo de avaliar possiveis alteragdes no desenvolvimento larval
do A. altiparanae, foi feita a observacdo dos individuos, durante o periodo de
exposicdo de 144 horas, as larvas apresentaram atraso no desenvolvimento,
alteracdes na pigmentagdo dos olhos e do corpo, alteragdes na curvatura da cauda,
diminuicdo de tamanho, alteracdes neurolégicas como hiperatividade com
movimentos em decubito lateral, alteracdes em coluna, alteragdes na estrutura das
nadadeiras, edema de saco pericirdico e outras alteragdes também foram
visualizadas ao longo do periodo de exposicdo, estas alteracdes foram classificadas
como leve, moderada, forte e muito forte (Tabela 14).

As irregularidades fisiol6gicas apresentadas pelas larvas expostas
aumentaram com o acréscimo das concentragdes de TCS, exibindo uma correlacio
positiva com a concentragdo. Nenhuma alteracdo fisiolégica anormal visivel foi

observada no grupo controle das larvas durante o estudo.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X16300017#bib0035
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/progenitor-cell
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Tabela 14. Escores atribuidos a cada categoria de dano de acordo com as anomalias

observadas, durante o periodo entre 24h a 144horas na fase larval de Astyanax

altiparanae.
Comportamento Concentra¢io mg L!

0 0,000574 0,005695 0,01794 0,001808 0,0574
Axial (esqueleto/cauda) — + + +++ +++ 4+
Nadadeiras atrofiadas danificadas - + + +++ ++++ 4+
Lesdo na estrutura da nadadeira - + ++ +++ ++++ ++++
Deformidades faciais — - — + +++ 4+
Auséncia de pigmento nos olhos — — + +++ +44+ ++++
Edema ocular - - ++ ++ ++++ ++++

Deformidades na estrutura bucal - - — - ++ ++
Distensdo e/ou atrofia corporal - — + ++ 4+ 4+
Edema cardiaco - - — ++ 4+ FH++

Nenhum -, Leve +, Moderado ++, Forte +++, Muito forte ++++.

As alteracdes fisiologicas observadas estdo relacionadas a fatores abidticos
desfavordveis durante o desenvolvimento embriondrio, tais como alteracdes

correlacionadas a qualidade da dgua (baixa concentracdo de oxigénio dissolvido,
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alteracoes ligadas a temperatura e principalmente mudancgas no pH) (HATTORI et al.,
2004).

Essas alteracOes citadas estdo diretamente ligadas a exposicdo dos individuos ao
TCS na fase embriondria, na qual o Triclosan altera as concentracdes de oxigénio
disponivel na dgua e com a modificacdo do pH ocorre a fotodegradagdo do TCS em
compostos mais toxicos, consequentemente ocorre a alteracdo da membrana do cérion
fetal causando variagOes teratogénicas nas larvas (CHATAIN, 1994).

Quando comparamos as alteracdes de desenvolvimento nas diferentes
concentracdes (0,0574; 0,01794; 0,005695; 0,0018081 e 0,000574 mg. L), com o
controle negativo no ensaio, observamos que as deformacdes ocorreram principalmente
nas concentracdes mais elevadas.

Dentro do periodo de 24 horas pds-exposi¢do as alteracdes predominantes foram
edema de saco pericirdico e atraso no desenvolvimento, principalmente nas
concentracoes 0,0574; 0,01794; 0,005695 e 0,0018081 mg. L. Para a concentracao
0,000574 mg. L', as alteracoes observadas foram classificadas como leve, sendo,
portanto, compativel com a vida, por mais que 10 % dos individuos expostos tenha
apresentado alteracdes fisicas estas ndo provocaram anormalidades mais severas
levando a distdrbios fisioldgicos graves, estes animais conseguiam expressar seu
comportamento habitual assim como desenvolver suas atividades rotineiras, porém €
valido evocar que estes individuos s6 permaneceram vivos pois estavam em ambiente
controlado (artificial), uma vez que em ambiente natural sua sobrevivéncia seria
prejudicada.

Adicionalmente, foram observadas diferencas estatisticas significativas entre os
tempos avaliados e/ou entre os grupos controle e tratado com o produto Triclosan

(Figuras 36 e 37).
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Figura 36. Alteracdes observadas no periodo de 24 horas pds-exposicdo ao Triclosan

em larvas de Astyanax altiparanae.

Alteracoesem 24 h
%
B edema saco pericardico
%* B n3o descolamento da cauda
m falta de formacdo do olho
B mudanga de pigmentacdo
M abssor¢do do saco pericardico
W alteracgdo coluna
M atraso desenvolvimento
T T " . s
bradicardia
Controle (meiode 0,000574 mg/L 0,0018081 mg/L 0,005695 mg/L 0,01794 mg/L 0,0574 mg/L
embrido + alcool
etilico)

Valores médios (+ intervalo de confianca 95%; n = 5) referentes as alteracOes em
Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentragdes de Triclosan durante 24 horas.
Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste Bonferroni. * Indica

diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao controle.

Walter e colaboradores examinaram amostras de dgua de cinco acudes da regido
de Campina Grande na Paraiba (Brasil), em que a substincia teste (xenobidtico) em
questdo foi um poluente emergente da mesma classe do Triclosan, os pesquisadores
constataram que as amostras de dgua testadas apresentavam um alto indice de letalidade
sobre embrides de zebrafish. Durante as avaliagdes dos individuos que sobreviveram,
estes apresentavam malformagdes como auséncia de boca, edema cardiaco e alteracdes
em coluna que foram caracterizadas como incompativeis com a vida levando estes
individuos a morte (WALTER et al., 2018).

Estudos de toxicologia ambiental de diversos compostos t€ém apresentado
resultados semelhantes ao encontrado no presente estudo, tal fato se mostra preocupante
uma vez que demonstrado o potencial de ligacdo molecular do Triclosan com outros
agentes quimicos, desta forma, as substdncias em conjunto sdo potencializadas

aumentando, assim os efeitos teratogénicos sobre os organismos aquaticos (SCHWARZ
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et al., 2016; MARTINS et al., 2015; SANG et al., 2018; WANG et al., 2016; KIM et al.,
2016; REINHARDT et al., 2018).

Figura 37. Alteracdes observadas no desenvolvimento larval dos individuos expostos
nas concentragdes 0,0574; 0,01794; 0,005695 e 0,0018081 mg. L' de Triclosan. A fase
embrio-larval apresenta anormalidades de desenvolvimento como deformidade do saco
vitelino e atraso na eclosdo (A) e em (B) larva apresentando encurtamento de cauda e

aumento das estruturas cardiacas acompanhada de hemorragia.

Fonte: Gil, A. J. 2024.

Ja as alteracdes observadas no periodo de 48 horas pds-exposicdo foram
predominantes, md formacdes em geral, alteracdes em coluna e falta de formacdo de
somitos (Figura 38).

De acordo com FREITAS et al.,, 2001 ¢ NEWMANN et al.,, 2003, algumas
substancias toxicas como o Triclosan podem suscitar efeitos negativos e muitas vezes
irreversiveis sobre o desenvolvimento dos embrides e larvas, sendo estes a nivel celular
modificando e alterando a codificacio do DNA, resultando em fragmentacdo dos
cromossomos e influenciando na mitose, acarretando em morte, malformacdes
anatOmicas, deficiéncias hematoldgicas e bioquimicas (principalmente aquelas ligadas
a deficiéncia de fosforo e sendo mais preocupando o decréscimo do cdlcio) ou

funcionais como crescimento tardio.
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As anomalias da coluna vertebral observadas em peixes sdo geralmente
decorrentes da privacdo de alguns minerais como cdlcio e fosforo, ou reducdo da
miosina, sendo estes compostos de extrema importdncia para o desenvolvimento
organico desses individuos, pois s@o responsdveis pela manutencdo e formacdo dssea,
organizagdo e constituicdo das membranas celulares e contribui para o metabolismo
energético (DIEMER et al., 2011).

A organogénese € determinada pelo advento da origem dos primeiros somitos e
do saco vitelino. Durante este periodo o embrido prossegue se desenvolvendo e ocorre o
surgimento dos anexos ligados a coluna vertebral e ao sistema nervoso central, dentre as
estruturas fisiolégicas visualizadas nesta fase estdo o aparecimento da cauda livre,
aumento da regido da cabeca, vesicula ética, tubo neural na regido cefalica, notocorda,
deslocamento da cauda, alongamento do embrido a partir do eixo cefdlico caudal e os
primeiros movimentos musculares (SAMPAIO, 2006; NEUMANN, 2011). Apés o
desenvolvimento completo das estruturas orgénicas a eclosdo di-se pela movimentacao
da cauda, que rompe o corion (GANECO, 2003). Apds a fase de embriogenese e
ruptura do corion, o individuo € agora caracterizado pela fase de desenvolvimento
larval, onde indmeros eventos estruturais fisiol6gicos podem ser observados, como a
formacdo adequada das estruturas ligadas ao sistema digestivo (Iimen intestinal),
inflacio da bexiga natatéria, amadurecimento dos arranjos da coluna vertebral
(amadurecimento das nadadeiras e cauda e flexdo da notocorda) (GODINHO, 2007,
SANTOS et al., 2002).

Quando o individuo € exposto a substincias toxicas alteragdes no
desenvolvimento embriondrio, ocorrem, estas dependendo da fase de amadurecimento

do embrido pode levar a morte ou causar danos teratogénicos na fase larval.
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Figura 38. Alteracdes observadas no periodo de 48 horas pds-exposicdo ao Triclosan

em larvas de Astyanax altiparanae.

Alteracoesem 48 h

* B falta de formacdo de somitos
® n3o descolamento da cauda
I m falta de batimentos cardiacos
B mudanca de pigmentacdo
M atraso no desenvolvimento
W otolitos

W edema de pericardio

ﬂ J M edema saco pericardico
| ! - Im _ - alteracdo coluna

Controle (meiode 0,000574 mg/L  0,0018081mg/L  0,005695 mg/L 0,01794 mg/L 0,0574 mg/L ¥ bradicardia

embrido + alcool

etilico) m mal formagao geral

Valores médios (+ intervalo de confianca 95%; n = 5) referentes as alteracdoes em
Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentragdes de Triclosan durante 48 horas.
Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste Bonferroni. * Indica

diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao controle.

As alteracOes observadas nos periodos de 72 horas e 96 horas pds-exposi¢ao
foram, deficiéncia de cauda / coluna, fata de formacao de somitos e deformacdes gerais
visualizados no tempo de 72 horas respectivamente, para 96 horas as deformidades
observadas foram deficiéncia de cauda, falta de batimentos cardiacos, edema de

pericardio, contracdes e ma formagdes em geral. (Figuras 39 e 40).
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Figura 39. Alteracdes observadas no periodo de 72 horas pds-exposi¢do ao Triclosan

em larvas de Astyanax altiparanae.

Alteracoes em 72 h
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m falta de formagdo de somitos

® ndo descolamento da cauda

m falta de batimentos cardiacos
: ® mudanga de pigmentagdo
m abssorgdo do saco pericardico
m deficiéncia em cauda / coluna
edema pericardio
% 1 m opacidade do vitelo
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m bradicardia
Controle (meiode  0,000574 mg/L  0,0018081mg/L  0,005695 mg/L  0,01794 mg/L 0,0574 mg/L
embrido + alcool m hipopigmentacéo dos olhos
etilico)

m mal formagdo geral

Valores médios (+ intervalo de confianca 95%; n = 5) referentes as alteracdoes em
Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentragdes de Triclosan durante 72 horas.
Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste Bonferroni. * Indica

diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao controle.

As estruturas relacionadas a coluna e seus anexos (cauda e nadadeiras), sdao de
estrema importancia para o desenvolvimento dos peixes, pois sd0 responsiveis por
conferir protecdo as estruturas nervosas como a medula espinhal, e proporciona
comunicacdo direta do sistema nervoso central com o sistema locomotor (cauda e
nadadeiras), sendo desta forma responsdvel por garantir a mobilidade e equilibrio
corporal, anomalias nestes anexos fisiologicos podem afetar significativamente a
capacidade de fuga assim como a habilidade natatoria uma vez que esses mecanismos
detém certa relevancia nos estadio iniciais de desenvolvimento (JIANG et al.,2024).

Desta forma o cendrio ambiental, real¢a as modificacdes organicas causadas por
diversas substancias toxicas incluindo o TCS, que interfere de forma negativa no
desenvolvimento fisiolégico dos individuos expostos, acarretando em mutacdes
estruturais que por muitas vezes sdo incompativeis com a vida ou podem causar perda

de autonomia na mobilidade e, consequentemente aumentar vulnerabilidade desses



100

145

individuos acarretando em sua predacdo (NAGAMATSU, 2003). Diante disto o estudo
realizado por SCHULTZ; BARTEL; SCHOENFUSS (2012) vem de encontro com estas
alteracdes mencionadas em literatura, no estudo conduzido por estes autores com
embrides/ larvas de Pimephales promelas, observaram que a exposi¢ao ao Triclosan e
seus subprodutos ocasionou alteragdes significativas sobre a estrutura da coluna e
diminui¢do do tamanho dos embrides e larvas e aumento das anomalias ligadas aos
apéndices da coluna principalmente sobre a estrutura da cauda, o tempo de exposi¢do ao
Triclosan foi de 12 dias, sendo renovado a cada 24 horas assim como as observagdes

dos individuos.

Figura 40. Alteragdes observadas no periodo de 96 horas pds-exposi¢do ao

Triclosan em larvas de Astyanax altiparanae.

Alteragoes em 96 h

m falta de formagdo de somitos
m ndo descolamento da cauda
= falta de batimentos cardiacos
® mudanga de pigmentagdo

M abssorgdo do saco pericardico

*

deficiéncia na cauda

% deficiéncia na coluna
] edema pericardio
! . b = | E o opacidade do vitelo
Controle (meiode  0,000574 mg/L 0,0018081mg/L  0,005695 mg/L 0,01794 mg/L 0,0574 mg/L contragdes

embrido + dlcool

etilico)

m mal formagdo geral

Valores médios (+ intervalo de confianca 95%; n = 5) referentes as alteracdoes em
Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentracdes de Triclosan durante 96 horas.
Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste Bonferroni. * Indica

diferencga significativa (p<0,05) em relagdo ao controle.

As alteragdes observadas nos periodos de 120 horas e 144 horas pds-exposicao
foram, defici€ncia de cauda, curvatura de coluna e edema de pericardio visualizados no
tempo de 122 horas respectivamente, para 144 horas as deformidades observadas foram

deficiéncia de cauda e curvatura de cauda, sendo que para o tempo de 144 horas o grupo
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controle apresentou diferenca estatistica significativa entre o controle e os grupos

tratados para a alteracdo curvatura de cauda (Figuras 41 e 42).

Figura 41. Alteracdes observadas no periodo de 120 horas pds-exposi¢do ao

Triclosan em larvas de Astyanax altiparanae.

Alteragbesem 120 h

W abssor¢do do saco pericardico
m deficiéncia na cauda
™ curvatura na cauda

| edema pericardio

Controle (meiode 0,000574 mg/L 0,0018081 mg/L 0,005695 mg/L 0,01794 mg/L 0,0574 mg/L
embrido + dlcool
etilico)

Valores médios (+ intervalo de confianga 95%; n = 5) referentes as alteracdes em
Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentracdes de triclosan durante 120
horas. Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste Bonferroni. *

Indica diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao controle.
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Figura 42. Alteracdes observadas no periodo de 144 horas pds-exposi¢do ao

Triclosan em larvas de Astyanax altiparanae.

Alteracbesem 144 h

e ‘ edema pericardio

W abssor¢do do saco pericardico
m deficiéncia na cauda

curvatura na cauda

Controle (meiode 0,000574 mg/L 0,0018081 mg/L 0,005695 mg/L 0,01794 mg/L 0,0574 mg/L
embrido + alcool
etilico)

Valores médios (+ intervalo de confianca 95%; n = 5) referentes as alteracOes em
Astyanax altiparanae, exposto a diferentes concentracdes de Triclosan durante 144
horas. Aplicou-se procedimento de Kruskal - Wallis seguido do teste Bonferroni. *

Indica diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao controle.

Alguns estudos na literatura tém demonstrado o potencial téxico do Triclosan
sobre os mecanismos fisiol6gicos principalmente aqueles ligados ao epitélio cardiaco,
tamanho estrutural do corpo assim como alteragdes ligadas aos anexos que compdem
estas estruturas. Segundo Kim et al. (2009) os efeitos de TCS, em concentracdes
significativas para larvas de O. latipes, onde as larvas expostas apresentaram alteracoes
no comprimento, alteragdes cardiogénicas e alteragdes neuroldgicas graves.

Todas as alteracdes referidas acima foram visualizadas no presente estudo,
diante de diversas evidencias, dos danos gerados pelo TCS € necessario que medidas
mais severas sejam tomadas em relagdo ao uso e principalmente providencias para
assegurar o descarte correto deste composto visando minimizar os danos causados aos

organismos aquaticos (WANG, 2024).
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CONCLUSAO
Observaram-se efeitos toxicos subletais do Triclosan nos parametros
hematolégicos dos adultos, na taxa de anormalidades em embrides e larvas, e nas

respostas neuroldgicas em ambas as fases analisadas.
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CAPITULO V

CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo pode-se observar que as concentracdes de Triclosan (TCS),
causaram mortalidade significativa, mesmo naquelas consideradas baixas, além de
induzir efeitos subletais durante os estdgios iniciais de vida. As maiores concentracdes
de TCS provocaram danos morfolégicos como degeneracdo no epitélio cardiaco,
alteracdes severas de coluna e cauda, entre outras alteracdes que comprometeram sua
longevidade embrio-larval. Além dessas variacdes nos estdgios iniciais também foi
quantificado o dano fisiologico e comportamental em adultos de lambari-do-rabo-
amarelo, na qual foi possivel avaliar o estresse causado pelo uso TCS, pelo aumento dos
indices glicémicos e outras alteracoes hematoldgicas significativas. As variacdes
comportamentais observadas foram predominantemente aquelas ligadas as alteracdes
neuroldgicas na qual os individuos expostos demonstraram sinais clinicos como ataxia,
distaxia, distonia, equimos, mioclonias, narcose, nistagmos e apraxia. Portanto, a
espécie A. altiparanae possui caracteristicas como plasticidade e rusticidade para ser
considerada uma espécie bioindicadora em ambientes contaminados por TCS além de
apresentar reproducdo de fécil realizacdo em laboratério. Os dados alcancados neste
estudo corroboram a importincia da continuidade dos trabalhos abordando a
ecotoxicologia aqudtica dos produtos oriundos das atividades da sociedade moderna,
assim como, dos estudos mais aprofundados sobre os danos genotdxicos causados pelo

Triclosan.
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do Instituto de Biologia da Unicamp, nédo versa sobre pesquisa envolvendo seres

humanos, animais ou temas afetos a Biosseguranca.

Assinatura: S Nzooo SN Lo Sve 230
Nome do(a) aluho(a): Juliana Augusta Gil O

Assinatura:

Nome do(a) orientador(a): Marcia Mayumi Ishikawa

Data: 30/07/2024
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Ei a

Meio Ambiente

M.CEUA.CNPMA No 4/2021
Jaguariuna, 04 de agosto de 2021.

Marcia Mayumi Ishikawa
Embrapa Meio Ambiente

AUTORIZAGAO PARA A REALIZAGAO DE ATIVIDADES DE ENSINO OU DE PESQUISA
CIENTIFICA

Certificamos que a proposta intitulada “Biomarcadores e toxicidade do triclosan nos
diferentes estagios de vida do lambari”, registrada com o n° 010/2019, sob a
responsabilidade de Marcia Mayumi Ishikawa que envolve a produ¢do, manutencédo ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Embrapa Meio

Ambiente, em 04/08/2021 .

Finalidade ( )Ensino  (X)Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizagcao 13/01/2020 a 20/07/2023

Espécie/linhagem/racga Astyanax altiparanae

N° de animais 250

Peso/ldade 20 a 30g/ Adultos

Sexo Machos e fémeas

Origem Piscicultura Polettini (cadastrada na CEUA Meio
Ambiente (http://pisciculturapolettini.blogspot.com/)

Vice coordenadora da CEUA Secretério da CEUA




