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O Triclos&o (TCS) é um biocida componente de varios produtos de higiene pessoal (ex. ~ Amadeu MVM Soares’

pasta de dentes), sendo descartado juntamente com o efluente doméstico, e chegando

as estacgdes de tratamento. Contudo, ha estudos que indicam a sua presenca em aguas

superficiais, 0 que suscita alguma preocupagdo na comunidade cientifica, na medida em 1CESAM e Departamento de Biologia da
que os efeitos adversos em ecossistemas aquaticos sd@o ainda parcialmente Universidade de Aveiro.

desconhecidos. Neste estudo, a toxicidade do TCS foi investigada usando o peixe-zebra

. . . . . L ” 2Departamento de Genética e Morfologia,
(Danio rerio). Realizaram-se dois testes de toxicidade distintos, um com embribes e

larvas e outro com peixes adultos, expondo-os a diferentes concentracbes de TCS. Lo & & Clanzes B dalses,

Registou-se a sobrevivéncia e as altera¢gdes no comportamento e no desenvolvimento HniversidadeidelBrasiia,
embrionario. A concentracéo de TCS letal para 50% dos individuos expostos (CLsg as 96
horas) foi similar para larvas e adultos (0,42 e 0,34 mg L™ respectivamente). No entanto,
o teste com embries mostrou-se muito mais informativo, permitindo assim uma analise
integrada e uma melhor perspectiva do modo de ac¢do do TCS. Trabalhos futuros com
cenarios mais realistas e que estimem os efeitos do TCS a longo prazo sdo essenciais

para uma correcta avaliagéo de risco ambiental.
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D INTRODUCAO

Os No dia-a-dia sdo utilizados diversos produtos de higiene pessoal e do lar tais como detergentes,
champds, desodorizantes, cosméticos, creme para pele, pasta de dentes e sabonetes (Figura 1). No
decurso do seu uso estes produtos acabam por ser drenados para o esgoto. Apesar do tratamento dos
efluentes, diversos quimicos usados na composicdo dos produtos de higiene sdo encontrados nos

ecossistemas aquaticos e podem pdr em risco organismos aquaticos (Breton e Alistair, 2003).

De acordo com Kolpin et al. (2002), o triclosdo
(TCS) é um dos quimicos mais frequentemente —
detectado nos efluentes domésticos do EUA. O
TCS € um antibacteriano desenvolvido na
década de 60 e desde entdo tem sido utilizado
no fabrico de varios produtos de higiene. Na
Europa sé&o utlizadas aproximadamente 350
toneladas de TCS e em todo o mundo séo

produzidas 1,500 toneladas por ano (Singer et

Colgate ™

al., 2002). Com mais de 30 anos de uso na

elaboracdo de produtos de higiene, actualmente

o TCS é empregue na superficie de materiais
o . B L FIGURA 1: Produtos de higiene de uso diario que contém
plasticos e acrilicos, em logBes para aplicagdo  triclosdo nas suas formulacdes

na pele e, principalmente, em pasta de dentes (url: http://www.voiceoffreedom.com/archives/health/images/triclosan).
(Glaser, 2004). O uso do TCS em produtos de higiene e outros materiais € avaliado e aprovado por
autoridades reguladoras na Inglaterra, Canada, USA, Unido Europeia e muitos outros paises (Dayan, 2007).
No entanto, varios estudos apontam os efeitos nefastos do TCS sobre organismos aquaticos,
nomeadamente sobre algas, moluscos, crustaceos e peixes (Tabela 1). Reiss et al. (2002) defende que o
TCS pode causar graves problemas ao atingir os corpos hidricos pequenos por meio de descargas de
efluentes tratados em esta¢cBes de baixa tecnologia. Neste caso, sdo observadas mudancas na estrutura da
comunidade de algas devido a exposi¢do continua aos efluentes que contém o TCS (Wilson, 2006). Os
efeitos negativos do TCS sobre as algas causam uma preocupacao especial, pois estas, como produtoras

primarias, séo a base da cadeia alimentar e influenciam todo o ecossistema (Tatarazako et al., 2003).

Recentemente, num estudo realizado por Coogan e La Point, (2008) foi observada a capacidade de algas
(Cladophora spp.) e caracéis (Helisoma trivolis) acumularem nos seus tecidos TCS (bioacumulag&o). Além
deste, outros estudos apontavam ja para a existéncia de bioacumulacao de TCS em peixes (Adolfsson-Erici
et al., 2002; Balmer et al., 2004). Desta forma, apesar do TCS aparecer em concentragbes na agua
superficial que raramente excedem 1,55 g L% a bioacumulag&o pode levar ao aumento das doses internas
de exposicao ao longo da cadeia tréfica. Outros estudos mostram ainda que exposi¢do ao TCS acelera a
metamorfose em rad (Rana catesbeiana) (Veldhoen et al., 2006) e pode masculinizar peixes (Foran et al.,
2000).

O peixe-zebra, Danio rerio (Hamilton-Buchanan 1822), € um peixe da familia dos ciprinideos usado como
modelo em estudos de desenvolvimento embrionario, fisiologia, genética e toxicologia. E também um

organismo modelo na avaliacdo de risco ecotoxicoldégico de quimicos. Com o objectivo de aprofundar o
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conhecimento sobre os efeitos do TCS e seu modo de ac¢do em organismos nao alvo', foram realizados
vérios testes em diferentes estadios de vida do peixe-zebra.Os efeitos da exposicdo ao TCS foram
avaliados através de parametros como a mortalidade, o comportamento e o desenvolvimento embrionario.
Por fim, foi realizada uma andlise comparativa dos parametros de ecotoxicidade na tentativa de elucidar o
modo de accdo do TCS no peixe-zebra e assim, compreender melhor o seu risco para ecossistemas

aquaticos.

TABELA I: Efeitos do TCS em diversos organismos aquaticos.

Espécies Valores d_? TCS Paré_metros Tempo_do Referér]c_ias

(Mg L) avaliados* teste (dias) bibliograficas
Algas
Anabaena 1,6 Clso 4 (Orvos et al., 2002)
Closterium ehrenbergii 620 1CEso 4 (Ciniglia et al., 2005)
Navicula 19,1 ClLsg 4 (Orvos et al., 2002)
Scenedesmus subspicatus 1,4 ClLso 4 (Orvos et al., 2002)
Selenastrum capricornutum 4,46 Clso 4 (Orvos et al., 2002)
Skeletonema >66 Clso 4 (Orvos et al., 2002)
Pseudokirchneriella subcapitata 0,53 2CLsp 3 (Yang et al., 2008)
Macrofita
Lemna gibba >62,5 ClLso 10 (Orvos et al., 2002)
Crustaceos
Ceriodaphnia dubia 184,7 CEsp 2 (Orvos et al., 2002)
Daphnia magna 343,8 CEso 2 (Orvos et al., 2002)
Hyalella azteca 200 Clso 10 (Dussault et al., 2008)
Insecto
Chironomus tetans 400 ClLso 10 (Dussault et al., 2008)
Molusco
Mytilus galloprovincialis =2895 3CEso 30 min (Canesi et al., 2007)
Anfibios
Bufo americanus 2,3 ‘CEO 14 (Smith e Burgett, 2005)
Rana pipiens 0,23 °CEO 14 (Fraker e Smith, 2004)
Xenopus laevis 23 °CEO 14 (Fraker e Smith, 2005)
Peixes
Lepomis macrochirus 370 ClLso 4 (Orvos et al., 2002)
Oryzias latipes 399 ClLsg 4 (Ishibashi et al., 2004)
Oncorhynchus mykiss 34,1 "CENO 61 (Orvos et al., 2002)
Pimephales promelas 260 Clso 4 (Orvos et al., 2002)

! Efeito observado - Inibicio da reproducao assexuada; ° Efeito observado - Inibicio do crescimento; * Efeito observado
- Desestabilizagdo de membranas lisossomais; * Efeito observado - Mortalidade; ® Efeito observado - Alteracdo de
comportamento; ® Efeito observado — Mortalidade; ’ Efeito observado - Eclos&o e sobrevivéncia das larvas.

*Defini¢des:

CLsp € a concentragdo que, num dado periodo de tempo, causa 50% de mortalidade dos organismos teste.

CEso € a concentragdo que causa um determinado efeito subletal (ex. inibicdo da reproducéo e/ou crescimento) a 50%
dos organismos.

CEO é a concentracdo de efeito observado, definida como a menor das concentragdes testadas onde se observam
efeitos significativos, quando comparados com um controlo sem TCS.

CENO é a concentragdo de efeito ndo observado, definida como a concentragao testada mais elevada para a qual ndo
se obeservam quaisquer efeitos significativos, quando comparados com um controlo sem TCS.

! Diversos organismos, por prejudicarem as actividades humanas, séo sujeitos a controlo através da aplicagdo de
quimicos como pesticidas, antibidticos, parasiticidas. Contudo, a utilizacdo desses quimicos podem atingir outros
organismos de populagbes naturais que sao também sensiveis. Esses seres vivos que sofrem impacto indirecto
designam-se de organismos néo alvo.
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D MATERIAL E METODOS

Quimico
O TCS [Irgasan, 5-Chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy)phenol, 297,0% pureza (HPCL)] foi comprado na

companhia Sigma — Aldrich.

Organismo teste

Os peixes e ovos utilizados nos diversos testes deste estudo foram obtidos directamente da cultura
estabelecida no Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro (www.ua.pt/bio). Os peixes-zebra sdo
mantidos em agua filtrada por carvao activado e membrana de osmose reversa a uma temperatura de
28,0+1°C. Periodicamente sdo adicionados sais minerais & agua para manter a condutividade do meio a
550+50 S cm™, pH a 7,51£0,5. Bombas de oxigenacao sdo utilizadas para manter o contelido de oxigénio
dissolvido a 95% de saturacdo. A sala da cultura tem o fotoperiodo controlado de 16 h de luz e 8 h de
escuro. Os peixes-zebra ndo sdo muito exigentes em termos nutricionais, contudo uma dieta equilibrada é
essencial para saude e obtengdo de bons ovos para experimento. Os peixes-zebra adultos sdo alimentados
duas vezes por dia com racdo comercial faciimente obtida em lojas de animais (neste caso, ZM 400
Granular). Uma vez por dia os organismos séo alimentados com Artemia salina cultivada em laboratério ou

comprada sob a forma congelada.

Para obtencédo dos ovos para testes devem ser preparados aquarios de desova com o fundo preenchido por
berlindes, os quais abrigam os ovos dos adultos que podem comé-los. Cada aquério deve conter a
proporcao de 1 fémea para cada 2 machos. As fémeas que apresentam ventres rolicos estdo prontas para
desovar. A desova ocorre pela manhd com os primeiros raios de luz, apés algumas horas os adultos e
berlindes podem ser retirados com cuidado e os ovos podem ser colectados com auxilio de um coador ou
uma pipeta de pasteur. Os peixes-zebra séo oviparos e tém ovos transparentes e esféricos. O tempo de
eclosdo dos ovos depende da temperatura na qual os ovos estdo condicionados. A 25°C a eclosdo ocorre
as 48 horas, nas proximas 24 horas os alevins ainda nédo tém controlo do movimento e alimentam-se do
saco vitelino, apds esse periodo podem ser alimentados com Artemia salina recém eclodida ou racéo

comercial em po.
Teste com embrides

O ensaio com embrides seguiu o protocolo padrédo para avaliacao de toxicidade: Fish Embryo Toxicity - FET
- Test (OECD, 2006). O procedimento seguido para a exposicdo os ovos de peixe-zebra é descrito na

Figura 2.

Os ovos foram recolhidos dos aquarios de cruzamento 30 minutos apés a desova, lavados, distribuidos
imediatamente em placas com solucao de reacgao, para garantir o inicio da exposi¢do nos estagios iniciais.
Nas horas seguintes os ovos séo inspeccionados individualmente no estereomicroscopio (Stereoscopic
Zoom Microscope — SMZ 1500, Nikon Corporation), sendo descartados os que apresentavam danos ou
irregularidades na cIivagemz. Foram usados 72 ovos por tratamento, distribuidos em microplacas de 24

pocos. Em cada pogo foram colocados 2 ml de solugdo teste e um ovo. Foram usados sete tratamentos:

2 Clivagem é o processo de diviséo celular que se d& no inicio do desenvolvimento embrionério, logo apés a fertilizagdo
do ovulo pelo espermatozoide. Informagdes e ilustracdes da clivagem e das restantes fases do desenvolvimento do
peixe-zebra podem ser consultadas on-line no sitio: http://zfin.org/zf_info/zfbook/stages/stages.html
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controlo®, controlo com solvente® (contendo 250 pl L' de acetona) e as concentracdes de 0,1; 0,3; 0,5; 0,7 e
0,9 mg L™ de TCS. As varias concentracdes de TCS foram obtidas por diluicdes sucessivas de uma solucéo
stock de TCS feita em acetona. O uso do controlo com solvente (acetona) garante que os efeitos
encontrados no teste ndo sdo causados pelo solvente utilizado. Todas as solucdes teste foram feitas em
meio sintético com pH de 7,00 +0,5 e condutividade de 500 +50 pS cm™

) e ;. ] e l. E@ S
MEEWH > —-—}[;_H,' mﬁ N %g

* 100 ovos por Y Selecgéo dos ovos
1 concentragéo . -~

agf Bt 0l

Aquario de cruzamento
Distribuicdo nas
o placas de 24 pogos

.’rr i e
FIGURA 2: Esquema dos testes de toxicidade com embribes de peixe-zebra. Da esquerda para a direita: (1) os ovos
sdo recolhidos dos aquarios de cruzamento; (2) Os ovos sdo seleccionados ao estereomicroscépio e 0s ovos nao

fertilizados ou defeituosos séo descartados; (3) os ovos sédo distribuidos em placas de 24 pocos. Adaptado de (Lammer
et al., 2009).

A temperatura foi mantida a 28,0 + 2°C. Os embrides e larvas foram observados diariamente com a ajuda
do estereomicroscépio usando uma ampliagdo de 70x para ovos e 40x para larvas. O teste teve a duracéo
de seis dias. Na fase de embrido foram avaliados os seguintes parametros: coagulacéo dos ovos, formacao
do otdlito, pigmentacao do corpo e olhos, formac¢do dos somitos, batimento cardiaco, separacdo da cauda
do saco vitelino e eclosdo. Apds a eclosdo foram avaliados: edemas, deformag8es na coluna vertebral e
mortalidade das larvas. As estruturas normais de embrides e larvas séo descritas na Figura 3.

Testes com adultos

Os testes com peixes-zebra adultos seguiram o protocolo (OECD, 1992), tendo a duracdo de 96 h em
condi¢bes semi-estaticas, ou seja, com renovacdo do meio para que as concentracdes do téxico e a
gualidade da agua pudessem ser mantidas. Os adultos de peixe-zebra tinham idade e tamanho similares
(2,0 £ 1,0 cm, 6 meses de idade). Todas as solugdes teste contendo TCS foram feitas em meio sintético

com pH de 7,00 + 0,5 e condutividade de 500 + 50 S cm™. Ao longo do teste, as condicdes de oxigénio

% Controlo é o grupo de organismos seleccionados que estdo em contacto somente com o meio sintético das solugdes,
sem toxico. Os controlos sdo mantidos ao longo do ensaio nas mesmas condi¢cdes dos organismos expostos ao toxico.
No final do teste, a comparagdo entre 0s grupos expostos e o controlo permite concluir que os efeitos encontrados sao
somente devidos a exposi¢ao ao toxico.

4 Um Controlo solvente é utilizado quando o téxico testado ndo é soluvel em agua e necessita de um solvente. Neste
caso uma solugdo que contenha a concentragdo de solvente utilizada é preparada e avaliada ao longo do teste. Assim
garante-se que os efeitos encontrados ndo sédo devidos ao solvente usado.
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dissolvido foram mantidas acima de 80% de saturacao, o fotoperiodo usado foi 16 h de luz e 8 h de escuro,
e a temperatura foi de 21,0 + 2°C. Foram utilizados sete tratamentos: controlo, controlo com solvente e
cinco solucdes de TCS nas concentragdes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 mg L ™. Foram utilizados 8 peixes,
expostos individualmente, por tratamento. Os peixes ndo foram alimentados ao longo do teste. A

mortalidade foi anotada diariamente.

1. Vista superior dos olhos de uma larva 96 h apos a
fertilizagé&o.

2. Saco vitelino parcialmente absorvido. Este constitui a
reserva energética das larvas até que comecem a
procurar alimento dois dias depois da ecloséo.

3. Cauda da larva vista de cima. Tem um importante
papel na natacdo e equilibrio das larvas. Defeitos na
cauda podem levar a dificuldades na procura de
alimento.

4. Cérion é a membrana que protege o embrido nos
estadios iniciais de desenvolvimento.

5. Coracdo e pericardio podem ser vistos com
facilidade a partir das 48 h, podendo o batimento
cardiaco ser monitorizado.

6. Visdo lateral do olho de embrido 48 h apés a
fertilizagcdo. O olho ja& bem desenvolvido apresenta forte
pigmentacéo.

7. O otdlito € uma estrutura similar ao ouvido dos
restantes vertebrados. Tem, nos peixes, a funcdo de
manter o equilibrio.

8. Vista lateral da cauda do embrido ja bem
desenvolvida e separada do saco vitelino.

FIGURA 3: Algumas das estruturas observadas ao longo do desenvolvimento em embrifes e larvas de peixe-zebra.

Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram utilizados para o célculo de médias * erros padréo, para 0 numero de animais
de cada grupo de tratamento. Para avaliar as diferencas entre os diferentes tratamentos foram efectuadas
Analises de Variancia (ANOVAs) de uma via ou o teste Kruskal-Wallis (Sigma Stat 3,1 (SPSS, 2004)). No
caso de serem detectadas diferencas significativas, os testes Dunett ou Dunn’s foram usados para verificar
as diferencas entre os diferentes tratamentos e o controlo. O calculo dos valores de CLgy as 96 horas foi
efectuado recorrendo ao programa MINITAB 13 (Minitab, 2000). Todas as analises estatisticas foram

realizadas com um nivel de significancia de 0,05.
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D RESULTADOS

Embriotoxicidade do TCS

No presente estudo, ovos fertilizados de peixes-zebra foram expostos durante seis dias a varias
concentracdes de TCS. A Figura 4 mostra a percentagem de ovos inviaveis, embrides e larvas mortas até
96 h do teste. O grupo controlo apresentou baixa mortalidade (8,3% as 96 h) cumprindo os requisitos de
validacdo do teste. O desenvolvimento embrionario do grupo controlo também decorreu normalmente como
é descrito por (Kimmel et al., 1995).

100 3 24 horas 3 48 horas /=3 72 horas — 96 horas
80
S
3
60 T
E . I
<
S
= 40 7
20 7
0.0 I:::||:F|I:F|I:::|I:F|I:'I:|I |:::||:::||:IL||:IE|I T T |:::||:|L||:IE||:|[|| T |:|E||:|L||:IE||:IL|| T T
’ 0 0+ 0103050709 0 0+ 0.10.3050.7 0.9 0 0+ 0103050709 0 0+ 0103050709

Concentracéo de Triclosdo (mg L™)

FIGURA 4: Mortalidade dos individuos (ovos inviaveis, embrifes e larvas) expostos as diversas concentracdes de TCS
ao longo de 96 horas de exposigéo (valores médios + erro padrdo). “0 +” representa o controlo com o solvente acetona.

O TCS mostrou toxicidade aguda para os embrides e larvas com um Clsy &s 96 horas de 0,42 mg L™
(intervalo de confianca a 95% de 0,38 — 0,45 mg L™). Nas primeiras 48 h, todos os embrides expostos as
concentracdes de 0,7 e 0,9 mg L™ estavam mortos, e apos 72 h 60% dos embriGes expostos a 0,5 mg L*
estavam mortos também (Figura 4).

O TCS também teve efeitos sobre a

. ~ 48h 72h 96h

eclosdo dos ovos expostos. A ecloséo 100
comeca as 48 horas (48% dos em- 80

o
brides estavam eclodidos no controlo) '§ 60
em todas as concentracbes com ]

o 40 |
individuos vivos excepto na concentra- o

XX

(=) -
cdo de 0,5 mg L. A maioria dos em- 20
brides da concentracdo de 0,5 mg L™ 0,0

©C g Hd M O 4 H®my O 4 0’

continuaram dentro dos ovos até as 72 °ee° e ee N
horas e somente 9% eclodiram, en- Concentragdo de Triclosao (mg L)
quanto nas concentracdes mais bai- FIGURA 5: Ecloséo dos ovos viaveis expostos a TCS ao longo de 96

horas de exposi¢do. Nas concentra¢cfes mais altas de 0,9 e 0,7 mg L*
de TCS morreram todos os individuos (ver Figura 4). Valores médios +
eclodido (Figura 5). As 96 horas, o erro padrdo. “0 +” Representa o controlo com o solvente acetona.

xas e controlo quase todos haviam ja
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restante dos embrides eclodiram na concentracdo de 0,5 mg L™, contudo morreram todos no dia seguinte
(120 horas, dados nao apresentados).

Os parametros observados ao longo do desenvolvimento embrionario e larvar (ap6s eclosdo) mostraram-se
excelentes indicadores da toxicidade do TCS. Na Figura 6 séo exemplificadas as principais anomalias no
desenvolvimento causadas pelo TCS. As 24 h no controlo, controlo solvente e na concentracdo mais baixa
de 0,1 mg L, os embrides tinham um desenvolvimento normal com cabeca, corpo e cauda bem
desenvolvidos como é descrido por Kimmel et al. (1995). Nas concentrag6es restantes foram observados
efeitos do TCS, apesar de apenas na concentracdo de 0,9 mg L™ estes serem estatisticamente
significativos. Nesta concentracdo, os embrides apresentavam um consideravel atraso no desenvolvimento,
nomeadamente a nivel dos otdlitos, pigmentacéo do corpo e do olho as 24 h (Figura 6 A). Apos 96 h, as
larvas expostas a 0,5 mg L' de TCS apresentaram anomalias estatisticamente significativas no
desenvolvimento, incluindo deformag6es na coluna vertebral, edemas pericardiacos e também um tamanho

corporal diminuido (Figura 6 C).

FIGURA 6: Exemplos de anoma-
lias no desenvolvimento embrio-
nario e larvar durante a exposigdo
ao TCS: (A) embrido apés 24 h de
exposicdo a 0,9 mg L* de TCS
com fraca pigmen-tacao dos olhos
e corpo; (B) embrido normal 24 h
ap6s a fertilizacdo, com corpo e
olho com pigmentagdo adequada;
(C) larva a;l)és 96 h de exposicédo
a0,5mg L™ de TCS com tamanho
anormal, deformacdo na coluna
vertebral, e edemas pericardiaco
e do saco vitelinico; (D) larva
normal as 96 h com cauda bem
desenvolvida e estrutura corporal

normal.
( )
Toxicidade do TCS nos peixes-zebra adultos 120 -
O valor do CLsy as 96 horas para os peixes- 100 1
S
zebra adultos depois de 96 h de exposi¢do ao o 807
e]
TCS foi de 0,34 mg L* (Figura 7). Foram & 3 60 -
©
também observadas alterages no compor- ‘25 40 - —e— Embrides
tamento dos peixes-zebra ao longo das 96 h de 20 - —4— Adultos
exposicdo ao TCS, especialmente nas 01
concentragbes mais altas nas quais o0s 00 02 04 06 08
individuos apresentavam natacdo erratica, Concentracao de Triclosan (mg L’
A . . 1. J
perda de equilibrio e movimento anormal do FIGURA 7: Mortalidade de embrides e larvas (circulos) e
opérculo. adultos (triangulos) apds 96 h de exposicdo ao TCS (valores

médios + erro padrao).
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D POTENCIAL ECOTOXICOLOGICO

Os produtos de higiene pessoal e do lar sdo cada vez mais utilizados, e os quimicos que estdo presentes na
sua composi¢do muitas das vezes podem chegar a rios e lagos, afectando os organismos aquaticos atraves
de modos de acc¢do inesperados. Neste estudo, o teste com embrifes/larvas de peixe-zebra foi mais
informativo que o teste agudo com adultos. A mortalidade dos embriGes foi dependente da concentracéo de
TCS e 0 ClLsgas 96 horas de 0,42 mg L™ é similar aos valores de ClLsp as 96 horas =0,40 mg L encontrados
por Ishibashi et al. (2004) para embrides do peixe-do-arroz (Oryzias latipes). Noutro estudo conduzido por
(Orvos et al., 2002), os embrides e larvas da truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) mostraram-se muito
mais sensiveis ao TCS registando-se efeitos significativos na sobrevivéncia a partir de 0,071 mg L™ de TCS.
Para alguns toxicos, o cérion dos ovos pode agir como uma barreira protectora (Braunbeck et al., 2005).
Contudo, a alta mortalidade dos embrides observada neste estudo e nos estudos supracitados sugere que o
TCS é incorporado dentro dos ovos, 0 que pode ser explicado pela sua alta afinidade com lipidos, os
principais componentes das membranas bioldgicas (Hallare et al., 2006).

O tempo de eclosdo dos ovos de peixe tem sido largamente usado como um paradmetro nos testes com
estadios iniciais de desenvolvimento de peixes. No presente estudo, foi observado um atraso significativo da
ecloséo, as 48h e 72 horas, nos embrides expostos a 0,5 mg L™. Efeito similar também foi observado por
Ishibashi et al. (2004) em O. latipes exposto a 0,31 mg L™ de TCS. Varios mecanismos podem justificar a
falha na ecloséo das larvas expostas a TCS, como por exemplo a disfungdo da enzima corionase que é
necessaria para a rompimento do corion, ou o facto de o téxico ter efeitos demasiado severos sobre o

embrido deixando-o inabilitado para romper o cérion (Hallare et al., 2005).

Neste estudo, foram observados sérios efeitos do TCS nos estadios iniciais do D. rerio. Os resultados
indicam alta toxicidade do TCS com efeitos significativo na sobrevivéncia, desenvolvimento embrionario e
eclosdo. Ndo foram encontrados outros estudos na literatura cientifica que possam corroborar os dados
obtidos para as anomalias no desenvolvimento do D. rerio observadas neste estudo. Os embrides expostos
a 0,7 e 0,9 mg L™ que apresentaram pigmentacdo anormal dos olhos e corpo e atraso na formacdo do
otolito morreram as 48 horas. Os embriées expostos a 0,5 mg L™ tiveram um atraso significativo na ecloséo
e apresentaram alta incidéncia de edemas pericardiacos e deformacdes na coluna vertebral, morrendo nas
48 horas subsequentes. O mecanismo de embriotoxicidade do TCS em organismos aquaticos nao é
conhecido, contudo os edemas pericardiacos tém sido muitas vezes associados ao vazamento dos vasos
endoteliais do pericardio e podem resultar em disfun¢des cardiovasculares graves (Hallare et al. 2005).
Deformacgdes na coluna vertebral podem estar relacionada com a deplecédo ou desregulacédo de ides como
calcio ou fésforo, ou ainda de outras moléculas essenciais para o correcto desenvolvimento do organismo,

como a miosina (Muramoto, 1981; Cheng et al., 2000).

A toxicidade do TCS para adultos de peixe-zebra foi também estudada por meio de testes agudos de
toxicidade. O CL50 as 96 horas obtido neste estudo (0,34 mg L'l) foi muito similar aos valores de toxicidade
do TCS encontrados por (Orvos et al., 2002) para outros peixes, nomeadamente Lepomis macrochirus (0,37
mg L) e Pimephales promelas (0,26 mg L™). Apesar dos testes de embrides e adultos terem sido
conduzidos em diferentes temperaturas, comprometendo uma comparacdo mais directa entre os valores de
CL50 as 96 horas, é assinalavel a semelhanca entre os valores encontrados (0,42 e 0,34 mg L™ para

embrides/larvas e adultos, respectivamente; ver Figura 6), sugerindo uma sensibilidade similar entre os
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diferentes estadios de vida do peixe-zebra. No entanto, o teste com embrides foi mais informativo, na
medida em que permitiu a anélise de diversos parametros sub-letais como as teratologias’ e a ecloséo, os
guais contribuem para entender a toxicidade do TCS para o peixe-zebra. Os parametros de ecotoxicidade
usados no teste com embrides permitiram uma analise mais completa e integrada dos efeitos do TCS, o que
contribuiu para um melhor entendimento do seu modo de accdo e potenciais efeitos no ecossistema. Este
trabalho vai de encontro a outros estudos recentes que realgam as varias aplicagcdes dos embrides de peixe
em estudos ambientais (Scholz et al., 2008), concordando com a actual tendéncia de substituicdo do teste

com adultos por testes com embrides (Nagel, 2002).

D APLICACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Trabalhos futuros deveriam aprofundar a investigacdo sobre os modos de accdo TCS no peixe-zebra,
especialmente nos estadios iniciais de desenvolvimento, nos quais é observada accao teratogénica do TCS.
O teste com embrides mostrou-se mais informativo, contribuindo para um melhor entendimento dos
possiveis efeitos do TCS em organismos ndo alvo e, deste modo, permitindo contribuir com maior precisao
para a determinacdo do risco ecolégico do TCS. Em trabalhos futuros, o uso de outras técnicas de
avaliacdo ecotoxicoldgica como biomarcadores e/ou microarrays (técnica que permite verificar se 0s genes
sédo diferencialmente expressos devido a ac¢éo de tdxicos) podem ser utilizadas para avaliar os efeitos do
TCS no peixe-zebra a nivel celular. Os potenciais efeitos adversos do triclosdo em ecossistemas aquaticos
deveriam ser considerados e a sua inclusdo nos produtos de higiene pessoal equacionada para que seja

feita apenas nos produtos em que € imprescindivel (assim fomentando a sua utilizagdo controlada).
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