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RESUMO

Os interferentes enddcrinos, como o bisfenol A (BFA), representam um risco quando
interagem com sistemas fisioldgicos, causando alteragdes no desenvolvimento e
reproducdo dos organismos expostos a essas substancias. Diante do exposto, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de BFA, através de testes de toxicidade
aguda e cronica, a partir de pardmetros fisiologicos, reprodutivos, comportamentais e
bioquimicos em neonatos e adultos de Pomacea lineata. Para determinagdo da
concentragéo letal (CLso 96 h) de BFA, adultos e neonatos foram divididos em 6 grupos
com 1, 5, 10, 15 e 20 mg/L de BFA, diluidos na agua dos aquarios, e um controle. Estas
concentragfes foram baseadas em trabalhos com gastrépodes e valores maximos
encontrados em rios poluidos. A CLso 96 h nos adultos foi de 11,09 mg/L, adicionalmente
foram visualizados efeitos subletais como comportamentos letargicos, sem respostas a
estimulos mecanicos, nos grupos com 15 e 20 mg/L, e aumento nos niveis da enzima
aspartato aminotransferase em concentracdo de 10 mg/L. Referente aos neonatos, a CLso
96 h foi de 3,14 mg/L, também foram observadas reduc¢des significativas (p < 0,05) nas
frequéncias cardiacas dos grupos 15 e 20 mg/L. Para o teste de toxicidade crénica, adultos
foram submetidos a concentracdes de 1 mg/L de estradiol (E2), 10% (1 mg/L) e 50% (5
mg/L) da CLso 96 h de BFA obtida no teste agudo, e um grupo controle. Durante os 4
meses do teste crénico, foram observados parametros reprodutivos, como o ato de copula
nos grupos 1 e 5 mg/L de BFA e desovas no grupo controle. Na analise comportamental,
0s grupos com 5 mg/L de BFA e 1 mg/L de estradiol exibiram alteracdes das frequéncias
de atos no estado inativo com diferengas significativas (p < 0,05) em comparacéo ao
controle. Para os componentes do perfil bioquimico da hemolinfa, ndo foram observadas
diferencas significativas pelo teste de Tukey (p > 0,05). Diante dos resultados, o BFA se
mostrou um potencial agente toxico em relagéo aos parametros fisioldgicos, reprodutivos,
comportamentais e bioquimicos de Pomacea lineata. Ndo foram encontrados niveis de
BFA em rios pernambucanos, mesmo o Rio Capibaribe sendo considerado muito poluido.
Adicionalmente estes dados contribuem com o entendimento do modo de a¢do do BFA
em invertebrados e alerta os 6rgdos publicos para a criagdo de normas sobre o despejo
destes interferente enddcrino em efluentes.

PALAVRAS-CHAVE: Xenoestrogénio, BFA, gastropode, comportamento animal,

perfil bioquimico.



ABSTRACT

The endocrine disruptors, such as bisphenol A (BPA) may be a risk when they interact
with physiological systems, causing changes in the development and reproduction of
organisms exposed to these substances. Therefore, this study aimed to evaluate the effects
of BPA, by acute and chronic toxicity tests from physiological, reproductive, behavioral
and biochemical parameters in neonates and adults of Pomacea lineata. To determine the
lethal concentration (LCso 96h) of BPA, adults and neonates were divided into 6 groups
with 1, 5, 10, 15 and 20 mg/L of BPA, diluted in the water, and a control. These
concentrations were based on work with gastropods and maximum values found in
polluted rivers. The LCsp 96h in adults was 11.09 mg/L, in addition sublethal effects were
visualized as lethargic behavior without response to mechanical stimuli, in groups of 15
and 20 mg/L, and increased levels of the enzyme aspartate aminotransferase in the highest
concentration of BPA. Referring to neonates, the LCso 96h was 3.14 mg/L, significant
reductions (p < 0.05) were observed in the heart rates of the groups 15 e 20 mg/L. For the
chronic toxicity test, adults were submitted to concentrations of 1 mg/L of estradiol, 10%
(1 mg/L) and 50% (5 mg/L) of the LCso 96 h of BPA obtained in the acute test, and a
control group. During the four months of chronic test were observed reproductive
parameters, such as the act of copulation in groups 1 and 5 mg/L of BPA and spawns in
the control group. In behavioral analysis, groups with 5 mg/L of BPA and 1 mg/L of
estradiol exhibited changes in acts of frequencies in the inactive state with significant
differences (p <0.05) compared to control. For the components of the biochemical profile
of hemolymph, there were no significant differences by Tukey test (p > 0.05). Based on
the results, BPA has proved a potential toxic agent in relation to physiological parameters,
reproductive, behavioral and biochemical of Pomacea lineata. BPA levels are not found
in Pernambuco rivers, even the Rio Capibaribe being considered quite polluted. In
addition, these data contribute to the understanding of the BFA's mode of action in
invertebrates and alert the public agencies to law creations of the discharge of these
endocrine disruptors in the wastewater.

KEYWORDS: Xenoestrogen, BPA, gastropod, animal behavior, biochemical profile.
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1. INTRODUCAO

A presenca de substancias sintéticas ou naturais no ambiente, conhecidas como
interferente enddcrinos (IE), representam um grave risco quando interagem com sistemas
fisioldgicos, pois podem afetar diretamente a biossintese hormonal e metabolismo,
provocando alteracdes no desenvolvimento e reproducéo dos organismos expostos a essas
substancias (HAMPL; KUBATOVA; STARKA, 2016). Segundo Bila e Dezotti (2007),
essas substancias sdo encontradas no meio ambiente em concentragdes na ordem de pg/L
e ng/L e sdo suspeitas de causarem efeitos adversos a saude humana e animal. Um dos
principais interferentes enddcrinos sintéticos, o bisfenol A (BFA), tem origem industrial
com producdo em larga escala e continuo despejo no ambiente, sendo um componente de
policarbonatos e outros plastificantes, incluindo resinas que revestem recipientes de
alimentos e bebidas (DRAGOMIRESCU; ANDONI; CRAINA, 2015).

De acordo com Dragomirescu et al. (2015), o BFA é um xenoestrégeno que pode
mimetizar a atividade do estradiol (E>) através das ligacGes com receptores de estrogeno,
mesmo possuindo poucas semelhangas estruturais. No entanto, o BFA exibe 1000 a 2000
vezes menos afinidade para os receptores que o Ez, 0 estrogénio mais ativo, segundo
Acconcia et al. (2015). Mesmo sendo considerado um estrégeno fraco no ambiente, foi
confirmado que o BFA pode estimular respostas celulares semelhantes ao estradiol em
baixas concentra¢cdes (RUBIN e SOTO, 2009). Diante do continuo descarte e a presenca
deste interferente endocrino em corpos de agua, mesmo em baixas concentracdes, pode-
se considerar o BFA um risco para populacGes de diferentes organismos.

A partir do exposto, pesquisas tem-se esfor¢ado para entender o modo de agéo e
efeito toxico do BFA em diferentes tipos de organismos. Entre elas sdo destacados o0s
testes de toxicidade aguda e crénica com invertebrados, que determinam as concentragdes
letal média (CLso) e efeitos subletais, como nos estudos de Mihaich et al. (2009) com
espécies de gastrépode (Marisa cornueriatis) e mosquito (Chironomus tentans), Hirano
et al. (2004) com um microcrustdceo (Daphinia magna), Pascoe et al. (2002) com
cnidario (Hydra vulgaris) e Marcial et al. (2003) no copépode (Tigriopus japonicus). Os
dados referentes a CLso nas diferentes espécies sdo importantes para informacdes bésicas
para testes cronicos e realizagdo de avaliagcGes de riscos ecotoxicoldgicos. No teste
crénico realizado por Oehlmann et al. (2000), o gastropode de agua doce Marisa
cornuarietis foi submetido a concentragdes entre 1 a 100 pg/L de BFA durante 6 meses,
dentre os efeitos observados incluiam um alargamento nas glandulas sexuais,

malformacdes do oviduto palial, resultando na mortalidade em fémeas, e estimulagdo a
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ovulacdo. Com estes resultados demonstra que o BFA é capaz de interferir e provocar
efeitos na reproducdo dos moluscos, apesar de que o modo exato de acdo do BFA em
moluscos ainda n&o foi completamente esclarecido (OEDC, 2010).

Os efeitos toxicos do BFA tém sido relatados em algumas espécies de
invertebrados, porém poucos dados sdo disponiveis sobre a toxicidade do BFA em outras
espécies de gastropodes (ZHOU; ZHU; CAl, 2011), mesmos as espécies de moluscos
tendo grande importancia ecoldgica e econémica, sdo conhecidas por apresentar uma alta
sensitividade a interferentes enddcrinos e a outras substancias toxicas. Diante do exposto,
a proposta de utilizacdo da especie Pomacea lineata como modelo animal para os testes
de toxicidade aguda e cronica do BFA tem o intuito de expandir o conhecimento sobre o
modo de acgdo deste interferente enddcrino nos parametros reprodutivos, fisiolégicos e
comportamentais em moluscos, com a finalidade de propor testes baseados em
gastropodes como substitutos para testes de toxicidade que utilizam peixes ou outros
vertebrados aquaticos. Visto que os gastropodes do género Pomacea, possuem varias
caracteristicas vantajosas ao serem utilizados como organismo bioindicador, por ter
grande porte, pouca mobilidade, alta distribuicdo nas regiGes tropicais, facil metodologia
de coleta e amostragem, com custos relativamente baixos e sensiveis a diferentes
concentragdes de poluentes no meio. Diante disto, esses animais vém sendo amplamente
utilizados como possiveis organismos bioindicadores, e aqui no Brasil a espécie nativa P.
lineata tem se destacado nessas pesquisas.

Adicionalmente, em estudos realizados em rios brasileiros (Rio Atibaia — SP; Rio
das Velhas — MG; rios da bacia hidrografica do Alto Iguacu — PR) foram quantificadas
concentragOes de BFA que variaram entre 0,008 a 12,61 pg/L (FROEHNER et al., 2011;
MONTAGNER e JARDIM, 2011; MOREIRA et al., 2011). A presenca de BFA em aguas
naturais esta relacionada ao despejo continuo dos efluentes da producdo das industrias de
material plastico, estaces de tratamento de aguas residuais e degradacdo natural dos
plasticos ja presentes no ambiente. No entanto, as maiores concentracdes de BFA em
efluentes foram mensuradas em aguas derivadas da lixiviacéo de aterros sanitarios, com
5,4 e 17,2 mg/L em estudos realizados no Japdo (YAMADA et al., 1999; YAMAMOTO
et al., 2001). Devido a presenca de varios aterros sanitarios e atividades industriais
proximas ao Rio Capibaribe, a presenca de concentracdes de interferentes enddcrinos,
como o BFA, pode ser possivel, além de apresentar um fator de risco para a fauna local.
A utilizacdo de espécies nativas e sensiveis, como P. lineata, podem favorecer a avaliagao

da toxicidade e presenca destes poluentes no ambiente.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Interferentes enddcrinos

Ao longo das recentes décadas 0 mundo passou por diversas transformacGes e
desenvolvimento de varias atividades humanas, como exemplo, na industria, agricultura,
urbanizacdo, transporte e producdo em larga escala. Consequentemente, aumentando o
padréo de vida e elevando a demanda de consumo levando a amplificacdo da poluicéo no
ar, como exemplo a emissdo de CO; na atmosfera. Na agua, com uma variedade de
produtos quimicos, nutrientes lixiviados, derrames de petrdleo, e do solo, devido a
eliminacdo de residuos perigosos, a propagacdo de pesticidas, entre outros
(GAVRILESCU, 2010). Desta forma, diversas substancias xenobidticas que veem sendo
produzidas recentemente estdo se tornando ubiquas no ambiente aquatico. Tais
substancias sdo referidas como “poluentes emergentes” e incluem uma vasta variedade
de compostos diferentes e que podem ser detectados com metodologias analiticas
altamente sensiveis, em niveis de partes por trilido (ppt) (THOMAIDIS;
ASIMAKOPOULOQOS; BLETSOU, 2012).

Entre os poluentes emergentes existe um grupo chamado de interferentes
enddcrinos (IE), que tem atraido bastante preocupacéo por representar um grave risco na
interacdo com sistemas bioldgicos. Esses compostos podem causar alteracfes no
desenvolvimento, crescimento e reprodugdo dos organismos expostos, interferindo no
sistema endocrino por ligacdo e ativacdo de receptores hormonais (JOBLING et al.,
2004). De acordo com Vandenberg et al (2013), o sistema enddcrino € responsavel pela
libertacdo de hormdnios, substancias quimicas que ajudam no controle e ligacdo entres
os sistemas fisioldgicos, e assim desempenha um papel importante na salde de seres
humanos e animais. Os IE podem ser encontrados na natureza e classificados como dois
grupos de substancias distintas, incluindo substancias naturais e sintéticas, usadas ou
produzidas para uma infinidade de finalidades (BILA e DEZOTT]I, 2007). Substéancias
sintéticas sdo utilizadas na agricultura, como pesticidas, e utilizadas nas industrias e seus
subprodutos, como o bisfenol A, que chegam ao ambiente através de efluentes e residuos
agroindustriais; compostos farmacéuticos, como os estrogénios sintéticos e 17a-
etinilestradiol; e substancias naturais como fitoestrogénios e estrogénios naturais, por
exemplo o 17p-estradiol, estrona e estriol, sendo estes excretados pelos humanos e entram
no ambiente através de efluentes de estacbes de tratamento de aguas residuais (FAN et
al., 2011).
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2.2. Bisfenol A

O bisfenol A (BFA) é um dos produtos quimicos organico mais importantes a
nivel mundial, pertencente ao grupo dos derivados de difenilmetano e bisfendis (HUANG
et al., 2015). As propriedades fisico-quimicas do bisfenol A estdo presentes na tabela 1.
Tem origem industrial sendo um composto vastamente utilizado como plastificante, na
producdo de policarbonato (71%) e as resinas de epoxi (25%), tais como recipientes de
comida e bebida, vidro acrilico e discos compactos, possuindo larga escala de produgédo
e um continuo despejo no ambiente, tendo destaque o aumento da producéo de 700.000
toneladas em 1996-1999 para 1,15 milhdes de toneladas nos anos 2005/2006, apenas na
Europa (OEHLMANN; OETKEN; SCHULTE-OEHLMANN, 2008). O BFA pode vir a
ser degradado biologicamente, com velocidades bastante diferenciadas, apresentando um
tempo de meia-vida variando entre 1 a 180 dias em solos, bem como um tempo de meia-
vida de 2,5 a 4 dias quando em agua (GHISELLI e JARDIM, 2007).

Tabela 1: Propriedades Fisico-Quimicas do Bisfenol A.

Nome comum Bisfenol A (BFA)
T
Estrutura quimica HO‘@*T‘@*“
CH;
Foérmula molecular C1sH1602

Nomenclatura 4-[2-(4-hydroxyphenyl)propan-2-yl]phenol

(IUPAC)
Peso molecular 228 g/mol
pKa 9,6 (Zeng et al. 2006)
Ponto de fuséo 150 - 155 °C (HSDB, 2001)
Ponto de ebulicdo 220 °C (533 Pa) (HSDB, 2001)
Solubilidade Agua: 120-300 mg/L (HSDB, 2001); Solvente organico:

acetona, etanol, éter e benzeno
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O BFA ¢ considerado um composto quimico ubiquo no ambiente, mesmo com um
tempo de meia vida curto, devido ao continuo despejo em corpos de agua que ocorre
através da descarga de efluentes de estacdes de tratamento de aguas residuais, lixiviagao
de aterros sanitarios, combustdo de residuos domésticos e a degradacdo natural dos
plasticos ja presentes no ambiente (CRAIN et a., 2007; OEHLMANN et al., 2009). Diante
do exposto, varias pesquisas tém quantificado a concentracdo do BFA em diferentes
corpos de agua. Nos Estados Unidos, as concentragbes quantificadas nas aguas de rios
foram de 0,147 a 12 pg/L (KOLPIN et al., 2002; ZHANG et al., 2007), em Portugal
variaram entre 4 e 5,03 pg/L (AZEVEDO et al., 2001; QUIROS et al., 2005) e no Jap&o
entre 0,33 e 19 pg/L (CRAIN et al., 2007; FUNAKOSHI e KASUYA, 2009). As maiores
concentracfes de BFA encontradas foram em aguas lixiviadas de aterros sanitarios no
Japdo com concentracdes de 5,4 e 17,2 mg/L (YAMADA et al., 1999; YAMAMOTO et
al.,, 2001). Estudos sobre a presenca de BFA em rios brasileiros quantificaram
concentracgdes entre 0,13 e 0,204 pg/L no Rio Atibaia - SP (MONTAGNER e JARDIM,
2011), 0,008 e 0,168 pg/L no Rio das Velhas - MG (MOREIRA et al., 2011) e de 0,15 a
12,61 pg/L em rios da bacia hidrografica do alto Iguagu - PR (FROEHNER et al., 2011).

N&o foram encontrados na literatura estudos de quantificacdo de BFA em rios
pernambucanos. Todavia, a qualidade do Rio Capibaribe foi considerada muito poluida,
em dois pontos do rio em Recife e em outros pontos de cidades diferentes 0 mesmo rio
foi considerado entre poluido e muito poluido, de acordo com monitoramento realizado
pela CPRH em abril de 2015. Este fato esta relacionado com o grande aporte de efluentes
domesticos, lixiviagdo do solo contaminado e atividades industriais proximas ao rio,
inclusive com presenca de indUstrias de borrachas e de produtos de matéria plasticas.
Entre os contaminantes encontrados no Rio Capibaribe estdo metais pesados,
hidrocarbonetos e compostos organicos de estanho, que podem ser caracterizados como
interferentes endécrinos (MACIEL et al., 2015).

Adicionalmente, o BFA tem sido definido como um interferente enddcrino
xenoestrogeno, pois pode mimetizar a atividade endogena de 17p-estradiol (Ez) in vitro e
in vivo através da ligacdo do receptor de estrogénio (ER), e modular expressdo do gene
alvo (DRAGOMIRESCU; ANDONI; CRAINA, 2015). Alguns estudos envolvendo
ensaios in vitro mostram que o bisfenol A possui um potencial de 4 a 6 ordens de

magnitude menor que o 17p-estradiol e pode apresentar atividade anti-androgénica.
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2.2.1. Acéo do Bisfenol A em Gastrépodes

Na literatura foi encontrado alguns estudos que utilizaram gastropodes de &gua
doce como modelo animal, porém poucas espécies foram testadas sobre influéncia do
bisfenol A. Entre eles se destacam o estudo de Mihaich et al. (2009), que realizou teste
agudo em 96-h em individuos sub-adultos de Marisa cornuarietus, com 8 animais (4
machos e 4 fémeas) por recipiente de 10 L, onde foram expostas as concentracdes de
0,05; 0,25; 1,0; 5,0; 10 e 50 mg/L. Durante o experimento as observagdes foram feitas
analisando a mortalidade e efeitos subletais. De acordo com os resultados, a CLso em 96
horas foi determinada para ser de 2,24 mg/L e os efeitos subletais como letargia e
extensdo anormal do manto foram observadas em todas as concentragdes acima de 6,48
mg/L. A concentracdo de efeito ndo observado (CENO) em 96 horas foi determinada para
ser de 1,18 mg/L, baseado na sobrevivéncia. Com a mesma espécie, M. cornuarietus,
Oehlmann et al. (2006) realizou experimentos crénicos, onde grupos de 210 animais
sexualmente maduros foram expostos a concentragdes nominais de BFA de 0; 0,05; 0,1;
0,25; 0,5; e 1 pg/L por 6 meses. Como resultados obtidos, fémeas com aumento dos
ovarios e malformacdes no oviduto foram observadas em todos 0s grupos, com exce¢édo
para o controle ¢ a 0,1 ug/L. No entanto, no estudo de Forbes et al. (2007) nédo é
encontrado resultado que mostra a influéncia negativa do bisfenol A sobre os animais. As
concentracdes do teste de BFA foram preparadas de acordo com as seguintes
concentrages nominais: 0; 0,10; 1,0; 16; 160; e 640 pg BFA/L em M. cornuarietus.
Como resultados do teste de fecundidade dos adultos houve 100% de sobrevivéncia
durante as 12 semanas de experimento, ndo houve efeito da exposicdo ao BPA na
percentagem de eclosdo e ndo houve diferenca significativa na percentagem de eclosao
entre aquarios com tratamentos. Em relacdo ao crescimento de juvenis dos 450 animais
testados neste estudo (75 juvenis por tratamento), apenas dois ndo sobreviveram até ao
fim do ensaio, ambos no tratamento de 640 pg BFA/L, dando uma sobrevivéncia de >97%
em todos os tratamentos.

Embora, a espécie M. cornuarietus pertencer também a familia Ampullariidae,
ndo foram encontrados estudos com BFA que utilizem algum representante do género
Pomacea, mesmo este género possuindo espécies importantes economicamente e

ecologicamente, vastamente difundidas ao redor do mundo.
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2.3. Familia AMPULLARIIDAE (GRAY, 1824)

Os moluscos da familia Ampullariidae pertencem a ordem Architaenioglossa,
possuindo o maior e mais diverso grupo da classe Gastropoda, com aproximadamente
60% dos gastropodes vivos (HAYES et al, 2009). Compreende moluscos operculados de
agua doce distribuidos em regides tropicais imidas e subtropicais da Africa, Asia e
América do Sul, onde alcanga sua maior diversidade. Atualmente, sdo reconhecidos 9
géneros com aproximadamente 120 espécies (COWIE e HEROS, 2012), porém existe
algumas divergéncias em relagdo ao nimero de géneros e espécies, fato explicado pela
familia Ampullariidae apresentar uma taxonomia bastante confusa, pois a maioria das
espécies foi descrita baseado apenas em analises morfoldgicas das conchas, que segundo
Cazzaniga (2002) é um critério de caracterizacdo subjetivo, pois o tipo de habitat tem
influéncia direta no tamanho da concha de uma mesma espécie.

Como caracteristica Unica, entre 0s gastropodes, os ampularideos possuem um
pulmao bem desenvolvido com uma abertura de pneumdstoma em conjunto a um ctenideo
(STRONG, 2003), permitindo longos periodos fora da &gua. Adicionalmente,
representantes dessa familia sdo encontrados introduzidos em varias partes do mundo,
devido sua importancia econdmica e na aquariofilia, pois varias espécies sao utilizadas
como fontes alternativas de alimento e para ornamentacdo. Além disso, algumas espécies
vém sendo empregadas no controle de doencas transmitidas por outros gastrépodes, por
exemplo a esquistossomose. No entanto, quando esses animais sdo introduzidos, mal
manejados e deixados livre no ambiente, podem se tornar facilmente uma espécie
invasora e praga, como ocorre em culturas de arroz na Asia, por varios motivos, entre eles
a facilidade de adaptacdo as regibes tropicais, conseguirem suportar logos periodos de
seca e dguas pouco oxigenadas, além de serem onivoros (YUSA; WADA; TAKAHASHI,
2006), ndo possuirem predadores naturais, grande fecundidade, alta tolerancia a
temperaturas e poluigdo (LACH et al., 2000).

Entre os gastrépodes e outros invertebrados aquéticos, alguns géneros da familia
Ampullariidae, possuem uma incomum estratégia de depositar seus ovos calcarios acima
da superficie da agua, que provavelmente, foi desenvolvida contra a predacdo de peixes
e outros organismos aquaticos (TURNER, 1998), porém deixando 0s ovos expostos ao
sol e a dissecacéo. Devido a essas condi¢Oes desfavoraveis, foram desenvolvidos alguns
mecanismos bioquimicos onde pigmentos carotenoides formam complexos com
proteinas desempenhando um papel fundamental no sucesso na sobrevivéncia dos ovos
(HERAS et al., 2007).
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2.4. Género Pomacea (PERRY, 1810)

Dentro da familia Ampullariidae o género Pomacea possui 0 maior nimero de
espécies, com cerca de 50 espécies (HORGAN; STUART; KUDAVIDANAGE, 2012).
Seu habitat é caracterizado, geralmente, como sendo em zonas marginais mais rasas dos
corpos hidricos, predominado nos ambientes Iénticos, mas também é capaz de habitar
sistemas l6ticos e correntes rapidas por pouco periodo de tempo (KWONG et al., 2008).
Nesses ambientes, frequentemente compdem a maior parte das faunas nativas de
moluscos de agua doce (COWIE, 2003).

As espécies do género Pomacea sdo encontradas em quase toda America do Sul,
Central e no Caribe, onde estad principalmente distribuida no Brasil, Argentina, Costa
Rica, Guiana, Venezuela, Bolivia, Uruguai, Guatemala, Cuba e com apenas uma espécie
no sudeste dos Estados Unidos (DARBY, 1999; TANAKA; SOUZA; MODENA, 2006).
Entretanto, varias espécies sdo encontradas fora de suas regides nativas por terem sido
introduzidas em outros paises, sobretudo no sudeste da Asia, em ilhas do Pacifico e
Africa. Isso se deu pelo comércio e trafico de animais ornamentais, com as espécies
Pomacea bridgesi, P. diffusa, P. lineata, P. haustrum e P. canaliculata, pela aquicultura
com a P. lattrei, como alternativa alimenticia e comercial das espécies P. canaliculata,
P. maculatae P. scalaris e a espécie P. glauca como controle bioldgico de vetores de
esquistossomose (HORGAN; STUART; KUDAVIDANAGE, 2012). Estas espécies se
tornaram verdadeiras pragas em nacGes onde o arroz é o principal alimento basico e sua
atividade agricola é de fundamental importancia, devido ao fato de que as espécies do
género Pomacea se alimentam predominante de macrdéfitas frescas (ESTEBENET e
MARTIN, 2002).

Os representantes do género sdo considerados gastropodes grandes, com o
tamanho do adulto variando aproximadamente de 15 mm a cerca de 155 mm, com a
concha geralmente globular, opérculo néo calcificado, corneo e flexivel. Sdo dioicos, com
fertilizacdo interna, oviparos e depositam uma massa com aproximadamente 200 ovos
rosados acima da superficie da 4gua (BURELA e MARTIN, 2007). S&o reconhecidos
como animais anfibios, comportamentalmente, pela capacidade de sobrevivéncia de
longos periodos sem a presenca de &gua, e fisiologicamente, por possuir tanto ctenideos
(branquias primitivas), quanto uma porcdo modificada do manto como pulmé&o sacular
(SEUFFERT e MARTIN, 2009). Para realizar respiracdo aérea esses gastropodes

estendem o sifdo, uma parte do manto que tem ligacéo direta ao pulmé&o, para a superficie
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da agua periodicamente, porém com maior frequéncia em condi¢cdes com pouco oxigénio
dissolvido na &gua.

Devido a grande importancia como espécies invasoras, iniumeros trabalhos foram
realizados acerca da biologia, ecologia e fisiologia visando ampliar os conhecimentos

sobre esses animais e propor métodos eficazes para controle desses gastropodes.

2.4.1. Pomacea lineata (SP1X, 1827)

A espécie Pomacea lineata (SPIX, 1827), figura 1, ocorre abundantemente na
Ameérica do Sul e no Brasil, onde € nativa, principalmente na regido da Mata Atlantica,
de acordo com Hayes et al. (2009). Sua producdo vem ganhando notoriedade e vem sendo
utilizados como fonte de alimento, principalmente em regifes pobres, pois séo ricos em
proteinas, carboidratos, glicogénio e amino acidos (JUNIOR et al., 2013). O gastrépode
e sua desova sdo empregados na cura de doengas do “peito”, tais como tosse, asma e
tuberculose nas regides Norte e Nordeste do Brasil (PESSOA et al., 2007). Esses animais
sdo geralmente encontrados em lagos, acudes, riachos e corregos intermitentes ou
efémeros, propensos a longos periodos de estiagem e depende de uma importante
caracteristica comum aos gastropodes operculados, a estivacdo, estado de quiescéncia
comportamental e parada metabolica que ocorre em resposta a seca e/ou a temperatura
ambiente elevada, em varios vertebrados e invertebrados e pode estar associada a uma

profunda depressdo metabolica.

-

s prosobranquio, Pomacea lineata. (Fonte: proprio autor)

Figura 1 — Gastrépode
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Os gastropodes do género Pomacea possuem varias caracteristicas comuns aos
organismos bioindicadores: ciclo de vida longo, organismos grandes, de pouca
mobilidade, facil metodologia de coleta e amostragem, com custos relativamente baixos
e sensiveis a diferentes concentracdes de poluentes no meio. Diante disto, esses animais
vém sendo amplamente utilizados como possiveis organismos bioindicadores, e aqui no
Brasil a espécie P. lineata tem se destacado nessas pesquisas. Portanto, trabalhos tém sido
relatados na literatura, como os de Coler et al., (2005) e Melo et al., (2000).

Ressaltamos que Coler et al. (2005) propGe a utilizacdo da espécie P. lineata como
um valioso recurso para monitorar a qualidade 4gua, como um organismo padrédo para
testes toxicologicos. Neste trabalho, apresentam dados que demonstram que o incremento
de peso em moluscos neonatos € uma medida consistente que responde eficientemente ao
estresse imposto por concentracdes toxicas subletais dos herbicidas Paraquate e Round-
up. Ao termino do estudo concluiu-se que para 0 Round-up todas concentra¢Ges apos 192
horas de exposicéo apresentaram diminui¢do nas taxas de crescimento, enquanto para as
mais baixas concentracfes do Paraquate testadas houve um aumento no crescimento
comparado ao controle. A utilizacdo do P. lineata como agente para testes toxicologicos
é igualmente proposta por Melo e colaboradores (2000), os autores destacam a
importancia dessa espécie por ser endémica e abundante, principalmente na regido
Nordeste, que carece de recursos para quimicamente avaliar a ameacas representadas

pelas acOes antrdpicas tanto na ecologia, quanto para a sadude publica em regides rurais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia do interferente enddcrino bisfenol A nos parametros,

reprodutivos, fisiologicos e comportamentais da especie Pomacea lineata como

organismo padrdo para testes de toxicidade.

3.2. Objetivos especificos

Realizar ensaios toxicoldgicos agudos e crénicos em neonatos e adultos em vérias
concentracdes de Bisfenol A;

Determinar a CLso do BFA nos adultos e neonatos da espécie estudada;

Estudar o efeito do BFA sobre a frequéncia cardiaca dos neonatos;

Avaliar o efeito do BFA sobre o perfil bioquimico da hemolinfa dos animais
adultos;

Avaliar o efeito do interferente enddcrino sobre caracteristicas reprodutivas da
espécie, como numero copulas e de desovas;

Analisar os efeitos do BFA sobre parametros comportamentais e fisioldgicos da
especie;

Determinar se o BFA pode provocar alteracfes na taxa alimentar, massa corpdrea
e morfometria dos adultos;

Avaliar a concentracdo de BFA em amostras de dgua do Rio Capibaribe;
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Resumo

Os interferentes enddcrinos, como o bisfenol A (BFA), representam um risco quando
interagem com sistemas fisiolégicos, causando alteragdes no desenvolvimento e
reproducdo dos organismos expostos a essas substancias. Diante do exposto, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de BFA, através de testes de toxicidade
aguda e cronica, a partir de parametros fisioldgicos, reprodutivos, comportamentais e
biogquimicos em neonatos e adultos de Pomacea lineata. Para determinagdo da

concentracéo letal (CLso 96 h) de BFA, adultos e neonatos foram divididos em 6 grupos
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com 1, 5, 10, 15 e 20 mg/L de BFA e um controle, diluidos na agua dos aquarios. Apos
96 horas a CLso nos adultos foi de 11,09 mg/L, adicionalmente foram visualizados efeitos
subletais como comportamentos letargicos, sem respostas a estimulos mecénicos, nos
grupos com 15 e 20 mg/L, e aumento nos niveis da enzima aspartato aminotransferase
em concentracdo de 10 mg/L. Referente aos neonatos, a CLso 96 h foi de 3,14 mg/L,
adicionalmente foram observadas reducdes significativas nas frequéncias cardiacas dos
grupos 15 e 20 mg/L. Para o teste de toxicidade cronica, com duragdo de 4 meses, animais
adultos foram submetidos a concentrac@es de 1 mg/L de estradiol (E2), 10% (1 mg/L) e
50% (5 mg/L) da CLs0 96 h de BFA obtida no teste agudo, e um grupo controle. Referente
aos resultados foram observados presenca de comportamentos associados a reproducao,
como o ato de copula nos grupos 1 e 5 mg/L de BFA e desovas no grupo controle. Na
analise comportamental, os grupos com 5 mg/L de BFA e 1 mg/L de estradiol exibiram
alteracdes das frequéncias de atos no estado inativo com diferencas significativas (p <
0,05) em comparagdo ao controle. Para os componentes do perfil bioquimico da
hemolinfa, ndo foram observadas diferencgas significativas pelo teste de Tukey (p > 0,05).
Diante dos resultados, o BFA se mostrou um potencial agente téxico em relacdo aos
parametros fisioldgicos, reprodutivos, comportamentais e bioguimicos de Pomacea
lineata, adicionalmente estes dados contribuem com o entendimento do modo de ac¢&o do
BFA em invertebrados.

Palavras-Chaves: Xenoestrogénio, BFA, gastropode, comportamento animal, perfil
bioquimico.

Abstract

The endocrine disruptors, such as bisphenol A (BPA) may be a risk when they interact
with physiological systems, causing changes in the development and reproduction of
organisms exposed to these substances. Therefore, this study aimed to evaluate the effects
of BPA, by acute and chronic toxicity tests from physiological, reproductive, behavioral
and biochemical parameters in neonates and adults of Pomacea lineata. To determine the
lethal concentration (LCso 96h) of BPA, adults and neonates were divided into 6 groups
with 1, 5, 10, 15 and 20 mg/L of BPA and a control, diluted in the water. After 96 hours
the LCso in adults was 11.09 mg/L, in addition sublethal effects were visualized as
lethargic behavior without response to mechanical stimuli, in groups of 15 and 20 mg/L,
and increased levels of the enzyme aspartate aminotransferase in the highest
concentration of BPA. Referring to neonates, the LCsp 96h was 3.14 mg/L, additionally

were observed significant reductions in cardiac frequency in groups 15 and 20 mg/L. For
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the chronic toxicity test, which lasted 4 months, adults animals were submitted to
concentrations of 1 mg/L of estradiol (E2), 10% (1 mg/L) and 50% (5 mg/L) of the LCso
96 h of BPA obtained in the acute test, and a control group. Relative to results, were
observed presence of behaviors associated with reproduction, such the act of copulation
in the groups 1 and 5 mg/L of BFA and spawns in the control group. In behavioral
analysis, groups with 5 mg/L of BPA and 1 mg/L of E> exhibited changes in acts of
frequencies in the inactive state with significant differences (p <0.05) compared to
control. For the components of the biochemical profile of hemolymph, there were no
significant differences by Tukey test (p > 0.05). Based on the results, BPA has proved a
toxic agent potential in relation to physiological parameters, reproductive, behavioral and
biochemical of Pomacea lineata, in addition these data contribute to the understanding of
BPA's mode of action in invertebrates.

Keywords: Xenoestrogen, BPA, gastropod, animal behavior, biochemical profile.

1. Introducéo

A presenca de substancias sintéticas ou naturais no ambiente, conhecidas como
interferente endocrinos (IE), representam um grave risco quando interagem com sistemas
fisiologicos. Estes podem afetar diretamente a biossintese hormonal e metabolismo,
provocando alteracdes no desenvolvimento e reproducéo dos organismos expostos a essas
substancias (Hampl et al., 2016). Dentre os IE, o bisfenol A (BFA) é considerado uma
substancia sintética capaz de provocar interferéncia em receptores hormonais em diversos
organismos. Este € um componente de policarbonatos e outros plastificantes, incluindo
resinas que revestem recipientes de alimentos e bebidas, podendo ser liberado por estes e
facilmente ingerido (Dragomirescu et al., 2015). Além disso, sua producdo industrial é
em larga escala e o consumo global excedeu 5,5 milhdes de toneladas métricas em 2011
(Flint et al. 2012).

Diante da abundante producdo e continuo descarte, 0 BFA é considerado ubiquo
no ambiente e consequentemente pode ser um risco para biota aquéatica. De acordo com
Dragomirescu et al., (2015), o BFA é um xenoestrogeno que pode mimetizar a atividade
do estradiol (E2) através das ligacdes com receptores de estrogeno, mesmo possuindo
poucas semelhancas estruturais. Contudo, o BFA exibe 1000 a 2000 vezes menos
afinidade para os receptores que o E», 0 estrogénio mais ativo (Acconcia et al., 2015).

Mesmo sendo considerado um estrogeno fraco no ambiente, foi confirmado que o BFA
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pode estimular respostas celulares semelhantes ao estradiol em baixas concentracGes
(Rubin e Soto, 2009).

A partir do exposto, pesquisas tem-se esforcado para entender o modo de acéo e
efeito toxico do BFA em diferentes tipos de organismos. Entre as pesquisas, em testes
realizados com gastropode de agua doce (Marisa cornuarietis), foi verificado o efeito do
BFA como IE, causando alteracGes e malformacdes nos érgdos reprodutores femininos
desta espécie (Oehlmann et al. 2006). Este resultado demonstra que o BFA é capaz de
interferir e provocar efeitos adversos na reproducdo de gastropodes, apesar que 0 modo
exato da acdo do BFA ainda nédo foi completamente esclarecido (OEDC, 2010).

O efeito da toxicidade aguda do BFA tem sido relatado em algumas espécies de
invertebrados, como Chironomus tentans, Daphinia magna, Tigriopus japonicus e Hydra
vulgaris (Pascoe et al., 2002; Marcial et al., 2003; Hirano et al., 2004). No entanto, poucos
dados estdo disponiveis sobre a toxicidade do BFA em outras espécies de gastrépodes
(Zhou et al., 2011), por exemplo o género Pomacea, que possui grande importancia
ecoldgica e econémica. Os gastrépodes deste género, sdo considerados bons organismos
bioindicadores, por dispor de varias caracteristicas vantajosas como: grande porte, pouca
mobilidade, alta distribuicdo em regides tropicais, facil metodologia de coleta e
amostragem, custos relativamente baixos de manutengdo e sdo sensiveis a diferentes
concentragdes de poluentes no meio.

Diante do apresentado, pesquisas que analisam os efeitos do BFA como IE em
invertebrados, sdo necessarias para elucidar e compreender melhor as formas de atuacao
deste composto em organismos. Assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar os
efeitos da toxicidade aguda e crénica do BFA em parametros bioldgicos de P. lineata e
propor a utilizacdo desta espécie como modelo animal para testes com IE.

2. Materiais e Métodos

Os animais utilizados nos experimentos foram coletados nos tanques
experimentais da Estacdo de Aquicultura Continental Professor Johei Koike —
Departamento de Pesca da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e
posteriormente transferidos para aquarios no Laboratério de Ecofisiologia e
Comportamento Animal - LECA do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal
(DMFA) da mesma instituicdo, onde passaram por um periodo de aclimatacao.

Todas as metodologias realizadas neste trabalho foram aprovadas pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA —

UFRPE) com o nimero da licenca 094/2014. Para todos os testes, 0s espécimes adultos
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foram mantidos em aquarios de 10 litros e 0s neonatos em reservatérios contendo 1 L,
com densidade ideal de animais por litro, para os testes agudo e crénico. Os recipientes
possuiam aeracao artificial (11 mg/L de OD), apenas nos aquarios dos individuos adultos,
e foram mantidos em temperatura ambiente constante (26 £ 1 °C). Uma vez por semana
foi realizada a lavagem e renovacao completa da agua dos aquarios, mantendo as mesmas
condigbes experimentais. Os experimentos foram realizados com fotoperiodo
claro/escuro igual (12:12 h), a agua foi tratada com tiossulfato de sodio para a redugdo
dos niveis de cloro e hidroxido de sodio para a manutencéo do pH em 7.0.

Para os ensaios de toxicidade aguda, foram realizados testes preliminares para
determinacdo das concentracdes escolhidas. Animais neonatos, apds a ecloséo, e adultos
da espécie foram selecionados aleatoriamente. Todos o0s animais utilizados no
experimento foram aclimatados por quatro dias, sem alimentagdo nesse periodo e durante
0 teste, pois respondem com maior sensibilidade aos experimentos (Melo et al., 2000).
Apo6s o periodo de aclimatacdo, 120 animais adultos (com peso: 6,86 + 2,7 g,
comprimento total (CT): 3,10 £ 0,41 cm e largura total (LT): 2,15 + 0,25) foram divididos
em seis grupos (n = 10 por tratamento), um controle e cinco concentracdes entre 1, 5, 10,
15 e 20 mg/L de BFA, realizado em duplicata, em sistema estatico. Adicionalmente, com
intuito de observar possiveis alteracdes subletais causadas pelo BFA, o comportamento
dos adultos foi analisado (veja abaixo para mais detalhes) através de um etograma
previamente construido (Anexo 1) e ao final do teste, a hemolinfa dos animais
sobreviventes foi coletada para analises bioguimicas (veja abaixo para mais detalhes).

Referente ao teste agudo nos neonatos, foi utilizado o mesmo delineamento
experimental do teste nos adultos, em relacdo a quantidade de animais, grupos,
concentracdes de BFA, repeticdes e sistema. Para avaliar possiveis efeitos subletais, a
frequéncia cardiaca dos neonatos foi analisada em triplicata, com intervalos de um minuto
por observagdo, sendo mensurado a média de batimentos por minutos (bpm). Com auxilio
de um estereomicrospopio com luz clara foi possivel a visualizagdao do coracédo através da
concha de forma ndo invasiva.

A taxa de sobrevivéncia dos animais adultos e neonatos foram avaliadas
diariamente durante 96 horas para determinar a concentracéo letal em 50% dos individuos
(CLso). Os dados coletados foram analisados utilizando o método de analise de probit
com ajuda do Software Biostat Pro verséo 5.9.8, para o calculo da CLso. Baseado dos
resultados obtidos para os efeitos subletais, como comportamento e analise da hemolinfa

nos adultos e frequéncia cardiaca nos neonatos, foi possivel determinar a concentragdes
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de efeito ndo observado (CENO), ou seja, a maior concentracdo de BFA que néo
provocou alteragdes nos animais estudados.

A toxicidade cronica de BFA em animais adultos de P. lineata foi avaliada
durante quatro meses em um sistema semi-estatico, com lavagem completa dos aquérios
uma vez por semana e reposicdo das respectivas concentracdes de BFA dissolvidas na
agua. Foram selecionados 60 animais (com peso: 7,05 £ 2,18 g, comprimento total (CT):
3,17 £ 0,30 cm e largura total (L T): 2,25 + 0,25) divididos em 4 grupos (n = 15 para cada
tratamento), um grupo controle, um controle positivo com 1 mg/L de estradiol (E2), e
grupos com 1 mg/L e 5 mg/L de BFA, de acordo com 10% e 50% do resultado da CLso
obtida no teste agudo. Os animais foram alimentados diariamente com 0,5 g de alface
(Lactuca sativa) por individuo presente no aquério.

Os parametros avaliados durante o teste cronico foram a contagem do ndmero
de desovas, média de ovos por desova, avaliacdo comportamental, massa corporea e
morfometria, consumo alimentar e perfil bioquimico da hemolinfa.

Para as observacdes comportamentais, foi utilizado um etograma construido
previamente (Anexo 1), subdividido entre atos comportamentais do estado Ativo (com as
categorias Alimentacdo, Locomocdo, Manutencdo, Social e Defesa) e Inativo (com a
categoria Repouso). As observacdes comportamentais foram realizadas através do
método de varredura instantanea - scan sampling (Altmann 1974). Adicionalmente, 0s
aquarios foram divididos em dois quadrantes (superior e inferior), para o célculo da
preferéncia de distribuicdo no aquario. As observacdes tiveram duracdo de 40 minutos no
teste agudo e 30 minutos no teste crénico, com um minuto de observacdo comportamental
e um minuto de intervalo. Para reduzir a possibilidade de alteragdo comportamental nos
animais, ndo foram realizados procedimentos antes das observacdes, incluindo a retirada
do alimento colocado no dia anterior e animais mortos.

Para analise da morfometria das conchas dos gastropodes foi utilizado um
paquimetro analitico medindo os seguintes parametros da concha: comprimento total
(CT), largura total (LT), comprimento da abertura (CA) e largura da abertura (LA), uma
vez por més. A determinacdo da massa corporea dos animais foi realizada uma vez por
semana, apds a manutencdo dos aquarios, em uma balanca analitica, apds as conchas
serem completamente secas com papel filtro. O consumo alimentar foi calculado
diariamente a partir da diferenca do peso inicial (0,5 g de alface por animal) pelo peso
final no dia seguinte.

Para coleta da hemolinfa, foi realizado uma pequena abertura na regiao acima da
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cavidade pericardial e com auxilio de uma seringa de 1 mL, a hemolinfa foi obtida através
de pulsdo cardiaca. Em seguida, as amostras de hemolinfa foram centrifugadas em 1500
g por 10 minutos e retirado o plasma. No teste agudo, foi realizado um pool, em triplicata,
com a hemolinfa de todos animais sobreviventes por cada grupo, para obter maiores
volumes. No teste crénico, cada amostra de hemolinfa por animal foi analisada
individualmente. As analises bioquimicas foram realizadas em um analisador automatico
para testes bioquimicos (Labmax 240) seguindo instru¢des do fabricante, para
determinacéo dos niveis de Aspartato aminotransferase (Ref. 109), Gama GT (Ref. 105),
Fosfatase alcalina (Ref. 79), Albumina (Ref. 19), Creatinina (Ref. 96), Proteinas totais
(Ref. 99), Colesterol (Ref. 76), Triglicérides (Ref. 87), Uréia (Ref. 104) e Acido Urico
(Ref. 73).

Os resultados foram comparados por One way ANOVA. Quando a diferencga foi
significativa, as médias foram comparadas utilizando o Teste de Tukey com p < 0,05
através do software Origin Pro 2015 Academic (Origin Lab Corporation, EUA).

3. Resultados

No teste agudo dos neonatos, as taxas de mortalidade foram 0%, 10%, 85%, 100%,
100%, 100% no final das 96 horas, para os animais do grupo controle e nos tratamentos
com 1, 5, 10, 15, 20 mg/L de bisfenol A, respectivamente. Baseado nesses resultados, a
CLso em 96 horas para 0s neonatos expostos ao BFA foi determinada em 3,14 mg/L (-
1,08 — 7,35 mg/L) com 95% de intervalo de confianca (Tabela 1A).

Tabela 1. Concentracdo letal para 48 e 96 horas em neonatos e adultos de Pomacea lineata.

ClLso para neonatos (A)

48 Horas 96 Horas
G.L. Ve G.L. Va
CLso (c1 95%) CLogo (c1 95%) CLso (ic 95%) CLuoo (c1 95%)
7,36 (2,46 - 12,27) 12,48 3 8,14x10%° 3,14 (-1,08-7,35) 9,93 3 0,046

ClLso para adultos (B)

48 Horas 96 Horas
G.L. 2 GL 2
CLso (c1 95%) CLogo (1 95%) CLso (1c 95%) CLoo (c1 95%)

22,75 (18,71- 26,80) 34,21 3 2,00x10160 11,09 (8,75 13,43) 15,63 3 15,63

CLso ou CLuoo (ci95%) — Concentragdo letal e intervalo de confianga em 95%.
D.F. — Grau de liberdade. y> — Chi-quadrado. N = 100 por teste.
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Em relacdo a frequéncia cardiaca dos neonatos durante o intervalo do teste agudo,
os resultados séo apresentados na Tabela 2. No grupo com 10 mg/L, a frequéncia cardiaca
em 0 h (80,5 £ 7,47 bpm) foi estatisticamente semelhante ao controle, no entanto em 24
h houve uma reducéo (49,83 + 21,43 bpm) apresentando diferenca significativa (p < 0,05)
em relacdo ao controle. Para os grupos com 15 e 20 mg/L, s6 foi possivel realizar a
observacdo da frequéncia cardiaca em 0 h (21,17 + 14,36 e 22,42 + 17,85 bpm,
respectivamente) ambas apresentando diferencas significativas (p < 0,05) em relacdo ao
controle. Apds as 24 h os grupos 15 e 20 mg/L apresentaram 100% de mortalidade.

Diante dos resultados obtidos, em relacéo aos efeitos letais e subletais do BFA nos
neonatos, a concentracdo de efeito ndo observado (CENO) no presente teste foi estimada
em 1 mg/L de BFA. Devido a mortalidade de apenas 10% no grupo com essa
concentracdo e ndo foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) na frequéncia

cardiaca deste grupo em relacdo ao grupo controle.

Tabela 2. Frequéncia cardiaca de neonatos expostos a BFA durante o teste agudo (96 horas)

Frequéncia Cardiaca (bpm)

Controle 1 mg/L 5 mg/L 10 mg/L 15 mg/L 20 mg/L

4h 82,08 £15,2 83,25+6 72,17 £ 5,86 80,5 +7,47 21,17 £14,36* 22,42 +£17,85*
24h | 84,92+10,19 73,08+6,16 73,17+10,50 49,83 +21,43* -
48h | 7558 +10,69 79,58 £ 6,56 72,17 £ 8,98 - -
72h | 59,42+6,64  69,83+6,6* 47,78 +14,68* - -

9h | 53,17+506 6042+118 59,11 +4,08 - -

* Resultado com diferencas significativas em relacéo ao grupo controle (p < 0,05) pelo Teste de Tukey.

No teste agudo dos animais adultos, a mortalidade em 96 horas foi 10%, 0%, 50%,
30%, 100%, 100% nos grupos controle, 1, 5, 10, 15, 20 mg/L de bisfenol A,
respectivamente. De acordo com esses resultados a CLso 96 h para os adultos foi 11,09
mg/L (8,75 — 13,43) com 95% de intervalo de confianca (Tabela 1B).

Os resultados relativos as observacfes comportamentais sdo apresentadas no
gréfico da Figura 1. Durante as 96 horas, o total de tempo gasto pelos animais no estado
Inativo foi predominante em todos os grupos comparado ao estado Ativo, com uma
frequéncia de 76,3%, 64,7%, 76,5%, 85%, 96,9% e 90,8%, nos grupos controle, 1, 5,
10, 15 e 20 mg/L, respectivamente. Por conseguinte, todos 0s grupos exibiram os dois

atos da categoria Repouso (permanecer retraido e permanecer imovel) que representam
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o0 estado Inativo, no entanto ndo houve diferencas significativas (p > 0,05) nestes atos
em relacdo aos grupos submetidos ao BFA e o controle. O ato permanecer imével foi
mais presente no controle e nos grupos experimentais (com 44,8 + 29,1% até 70,2 +
27,8%), todavia diferencas significativas ndo foram encontradas (p > 0,05).

Em relacdo aos atos do estado Ativo, os grupos com 15 e 20 mg/L de BFA
apresentaram atos apenas nas categorias Manutencdo (estender da concha) e Defesa
(retrair na concha e estender apenas o siféo), enquanto os grupos controle, 1, 5 e 10
mg/L exibiram atos em todas categorias. O ato mais observado do estado Ativo foi rastejar,
da categoria Movimento (variou de 5,4 + 11,3% até 25,1 + 24,2%) porém ndo houve
diferengas significativas (p > 0.05) entre os grupos controle e experimentais. Na categoria
Alimentacdo, apenas o0 ato raspar superficies foi observado e o grupo com 1 mg/L de
BFA (5,1 £ 5,3%), quando comparado ao controle (0,5 + 1,1%), apresentou diferenca
significativa (p < 0,05). Nas demais categorias ndo foram encontradas diferencas
significativas dos grupos com BFA e controle. Adicionalmente os atos raspar alimento,
formar funil, defecar, copular e canibalizar ndo foram exibidos durante a anélise
comportamental.

No quesito da preferéncia de distribuicdo espacial no aquéario, todos 0s grupos
exibiram a maior parte dos atos comportamentais no quadrante inferior. Todavia, houve
um aumento do tempo gasto nesta area nas maiores concentragdes de BFA. O tempo
gasto no quadrante inferior variou entre 61,7 £ 23,7% (grupo controle) até 100%
(grupos com 15 e 20 mg/L de BFA), apresentando diferenca significativa (p < 0,05)
destes grupos quando comparado ao controle.
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Figura 1: Andlise comportamental de P. lineata, submetidos a diferentes concentra¢Bes de Bisfenol A
durante 96 h. Para os eventos sdo mostrados: RS = Raspar superficies, RA = Raspar alimento, FF = Formar
funil, RJ = Rastejar, BO = Boiar, DP = Desprender, VS = Ventilar com sifdo, DE = Defecar, EC =
Estender=se da concha, CO = Copular, SO = Subir em outro, CA = Canibalizar, RC = Retrair=se na
concha, ES = Estender o sifdo, PR = Permanecer retraido na concha, Pl = Permanecer imével no substrato.

* Resultado com diferengas significativas pelo Teste de Tukey em relacdo ao grupo controle (p < 0,05).

Os resultados da analise bioquimica da hemolinfa, apos as 96 horas de exposi¢édo
ao BFA, sdo apresentados na Tabela 3. Entre todos os grupos o componente analisado
mais presente na hemolinfa foram as proteinas totais, porém néo foi observado diferencas
significativas entre os grupos. Em relagdo aos demais componentes da hemolinfa, apenas
0 aspartato aminotransferase apresentou diferenca significativa (p < 0,05) com um
aumento no nivel desta enzima no grupo com 10 mg/L de BFA (80,3 + 12,6 u/L) quando
comparado ao grupo controle (45,2 + 1,2 u/L).

A partir dos resultados descritos acima, nos animais adultos a concentragdo de
efeito ndo observado (CENO) foi estimada em 1 mg/L de BFA. Baseado na auséncia de
mortalidade e diferencas significativas (p > 0,05) nos niveis dos componentes

bioquimicos da hemolinfa, no grupo submetido a esta concentracao.
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Tabela 3. Componentes bioquimicos da hemolinfa de P. lineata submetidos a diferentes concentraces (1,

5 e 10 mg/L e controle) de Bisfenol A apds 96 h em ensaio toxicidade aguda.

Controle 1 mg/L 5 mg/L 10 mg/L
Aspartato aminotransferase (u/L) 4521 +1,19 51,40 £5,29 31,52 +£8,79 80,30 £ 12,45*
y-glutamil trasferase (u/L) 21,39+ 3,93 16,48 +1,51 16,96 + 5,58 16,45 + 2,57
Fosfatase alcalina (u/L) 4,42 +£3,05 5,54 + 0,08 1,11+ 0,99 4,37 £1,96
Albumina (mg/L) 836 = 25,17 453 + 70,24 256 £ 250,27 800 £ 713,58
Creatinina (mg/L) 2,03+£0,16 1,85+0,31 1,64 £0,15 1,76 £ 0,02
Proteinas totais (mg/L) 7250 +759,4 3150 + 1270,47 2993 + 3692,82 4630 + 3308,35
Colesterol (mg/L) 166,26 + 4,01 163,35 + 19,26 165,24 + 19,01 159,77 + 6,22
Triglicérides (mg/L) 21,07 + 6,47 20,21 +11,62 16,01 + 13,96 10,80 + 8,55
Uréia (mg/L) 247,1+46,74 200,56 £ 12,36 198,89 + 59,02 182,55 + 5,73
Acido drico (mg/L) 0,60 +0,32 0,32+£0,11 25,06 + 28,47 5,06 + 3,31

* Resultado com diferencas significativas pelo Teste de Tukey em relagéo ao grupo controle (p < 0,05).

Durante os quatro meses do teste cronico, as caracteristicas reprodutivas foram
observadas diariamente. Em relacdo ao ato comportamental de cépula, foi contado o
nimero de vezes que eram visualizados este ato, tanto no periodo das observacdes
comportamentais quanto fora deste periodo. Assim, o ato de copula foi visualizado 11 e
12 vezes apenas nos grupos com 1 e 5 mg/L de BFA, respectivamente. Contudo, somente
no grupo controle houve desovas apds o inicio do teste, com um total de 4. Destas desovas
foram mensurados a média de ovos por desovas (129,7 + 6,4) e 0 nimero médio de
nascimento por desovas (93,8 = 5,1).

Referente as analises comportamentais, os dados estdo presentes no grafico da
Figura 2. A maior parte do tempo gasto pelos animais de todos os grupos foi em atos no
estado Inativo, com uma frequéncia de 75,9%, 69%, 79,2% e 72,5% nos grupos controle,
1 mg/L de E2, 1 e 5 mg/L de BFA. O ato permanecer retraido foi o mais exibido em
todos os grupos, porém no grupo com 1 mg/L de E2 (39,5 + 18%) e o grupo 5 mg/L de
BFA (43,5 £ 15,1%), ambas frequéncias menores e significativamente (p < 0,05)
diferentes, quando comparado ao grupo controle (57,3 + 14,8%). Por outro lado, no ato
permanecer imovel os grupos 1 mg/L de E> (29,5 + 14,3%) e 5 mg/L de BFA (29 + 18%,
apresentaram um aumento significativo (p < 0,05) relacionado ao controle (18,6 +
12,8%).

Relacionado aos atos comportamentais do estado Ativo, a categoria Alimentacéo

foi a Unica que ndo foi exibida pelos animais em todos 0s grupos, durante o periodo das
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observacbes. Os atos da categoria Locomocdo, rastejar e boiar foram os mais
apresentados por todos grupos no estado Ativo. Contudo, diferencas significativas néo
foram encontradas (p > 0,05) entre os grupos experimentais e o controle. Na categoria
Social o ato subir em outro foi 0 ato mais exibido (varioude 1,7 £ 1,8% a 2,2 + 2,7%) e
o0 ato copular foi observado apenas nos grupos de 1 mg/L (0,1 £ 0,8%) e 5 mg/L (0,2 +
0,8%) de BFA. O ato canibalizar foi exibido somente uma vez durante todo
experimento no grupo controle, devido a presenga de um animal morto no periodo das
observac6es. Nenhum ato da categoria Social apresentou diferencgas significativas (p >
0,05). Os atos das categorias Manutencao e Defesa foram pouco exibidos por todos 0s
grupos, ndo apresentando diferengas significativas (p > 0,05).

Em relagdo a distribuicdo espacial nos aquarios, todos 0s grupos exibiram
preferéncia ao quadrante inferior. Foi apresentado uma frequéncia de 73,8 + 14,3%, 60
+21,3%, 77,4 £ 12,1% e 66,8 £ 18,6% nos grupos controle, 1 mg/L de E2, 1 e 5 mg/L
de BFA, respectivamente. O grupo com 1 mg/L de E2, que teve a menor frequéncia de
atos no quadrante inferior, apresentou diferenca significativa (p < 0,05) em relagéo ao
controle.

Ao término do teste crbnico a variacdo da massa corpOrea e as medidas
morfométricas inicial e final, para todos os grupos, ndo demostraram diferencas
significativas (p > 0,05). Adicionalmente, durante todo experimento néo houve diferencas
significativa (p > 0,05) em relacdo ao consumo alimentar entre os grupos. Toda

alimentacéo fornecida diariamente foi consumida em menos de 24 horas.
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Figura 2: Anélise comportamental de P. lineata, submetidos a diferentes concentrac@es de Bisfenol A
durante 4 meses. Para os eventos sdo mostrados: RS = Raspar superficies, RA = Raspar alimento, FF =
Formar funil, RJ = Rastejar, BO = Boiar, DP = Desprender, VS = Ventilar com sifdo, DE = Defecar, EC
= Estender=se da concha, CO = Copular, SO = Subir em outro, CA = Canibalizar, RC = Retrair=se na
concha, ES = Estender o sifdo, PR = Permanecer retraido na concha, Pl = Permanecer imével no substrato.

* Resultado com diferencas significativas pelo Teste de Tukey em relacdo ao grupo controle (p < 0,05).

Apds o0s quatros meses de experimento, os resultados referentes ao perfil
bioquimico da hemolinfa sdo apresentados na Tabela 4. Néo foram encontradas
diferengas significativas (p > 0,05) entre os componentes da hemolinfa entre os grupos
experimentais e controle. As proteinas totais foram o componente mais abundante na

hemolinfa em todos os grupos, seguido de albumina, ureia, colesterol e &cido Urico.

Tabela 4. Componentes bioquimicos da hemolinfa de P. lineata submetidos a diferentes concentragdes de

Bisfenol A (BFA) e Estradiol (E2) durante 4 meses de experimento em teste de toxicidade cronica.

Controle 1 mg/L de Ez 1 mg/L de BFA 5 mg/L de BFA

Aspartato aminotransferase (u/L) 198,53 + 86,84 306,8 + 217,72 278,43 +143,13 213,49 + 140,96

y-glutamil trasferase (u/L) 15,85 +9,07 17,42 +7,68 14,16 + 7,42 12,46 +10,84

Fosfatase alcalina (u/L) 1,30 +2,9 26,28 + 65,26 3,89 +4,61 1,04 +1,80

Albumina (mg/L) 816 + 673,74 591,25 £ 474,2 692,85 +709,43 746,67 +804,14

Creatinina (mg/L) 1,84 + 0,64 1,79 +0,52 2,13+0,20 1,88 +0,24
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. . 7512 + 6641,07 5088,75 +4787,07 6478,57 +6247,68 7930 + 6677,87
Proteinas totais (mg/L)

183,73 £ 23,20 183,90 + 18,06 178,69 £ 15,35 175,63 £21,5
Colesterol (mg/L)

Triglicérides (mg/L) 6,02 +£6,5 26,82 + 42,88 13,90 = 14,96 20,89 +12,43

Uréia (mg/L) 204,38 + 48,85 221,42 52,57 214,29 + 41,66 155,30 + 63,62

Acido drico (mg/L) 155,13 + 96,26 110,08 + 115,46 106,89 + 68,28 63,23 £42,75

* Resultado com diferencas significativas pelo Teste de Tukey em relagéo ao grupo controle (p < 0,05).

4. Discussao

De acordo com os resultados obtidos a partir dos testes agudos e cronicos, a a¢éo
do bisfenol A na espécie Pomacea lineata provocou alteracfes nos parametros avaliados.
Apresentaram efeitos letais e subletais, como modificagdes comportamentais, reducéo da
frequéncia cardiaca, alteracdes na reproducdo e nos niveis bioguimicos de enzimas
metabolicas. Adicionalmente, outros estudos relataram efeitos adversos provocados pelo
BFA, principalmente relacionados ao desenvolvimento e reprodugéo em invertebrados e
vertebrados. Dentre estes, concentracdes de BFA em gastrépodes (Marisa cornuarietis)
induziram formacdo de 6rgdos femininos adicionais, aumento de glandulas sexuais e
malformacdo no oviduto (Oehlmann et al., 2006).

Neste mesmo sentido, a exposi¢do ao BFA em microcrustaceo (Daphinia magna)
provocou reducdo na fecundidade das fémeas (Mu et al., 2005). J& em neonatos de
zebrafish foi observado a feminizacdo apds o consumo de racdo contendo BFA durante
45 dias (Drastichova et al., 2005). Entretanto, Flint et al. (2012) afirmam que existem
relativamente poucos estudos que analisaram o efeito do BFA na fauna e especificamente
poucos dados estdo disponiveis sobre seus efeitos em gastropodes (Zhou et al., 2011).

No presente teste de toxicidade aguda em neonatos a CLso 48 € 96 h foi 7,4 e 3,1
mg/L e em adultos CLso 48 e 96 h foi 22,8 e 11,1 mg/L, respectivamente. N0sSs0s
resultados, principalmente dos neonatos, estdo de acordo com 0s encontrados em testes
com outras espécies de invertebrados. Como os valores encontrados por Mihaich et al.
(2009), para CLso 96 h foi 2,25 e 2,7 mg/L de BFA, em gastropode prosobranquio (Marisa
cornuarietus) e em larva de mosquito (Chironomus tentans), respectivamente. Em
microcrustaceos a CLso 96 h foi 1,03 mg/L na espécie Americamysis bahia (Hirano et al.,
2004), na espécie Daphinia magna a CLso 48 h variou entre 10 a 16 mg/L (Alexander et
al., 1988; lke et al. 2002; Mu et al., 2005) e 4,32 mg/L na espécie Tigriopus japonicus
(Marcial et al., 2003). Na espécie de cnidario de agua doce (Hydra vulgaris) a CLso 96 h

foi 6,9 mg/L (Pascoe et al. 2002). Diante do exposto, os neonatos de P. lineata
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apresentaram maior sensibilidade ao BFA em relacdo aos animais adultos e foram
similares quando comparados as espécies padrdes para testes toxicologicos citadas. Desta
forma, a utilizag&o de neonatos de P. lineata em estudos de toxicidade com BFA pode ser
adequada e viavel devido a facil obtencgéo e baixo custo de manejo.

Além dos efeitos letais causados pelo BFA, em neonatos também foram
verificados reducdes significativas (p < 0,05) na frequéncia cardiaca em concentragdes >
10 mg/L de BFA, quando comparados ao grupo controle. Tais resultados corroboram o
exposto por Schirling et al. (2006), onde também verificaram reducbes na frequéncia
cardiaca de neonatos de M. cornuarietis submetidos aos interferentes endécrinos BFA e
17a-etinilestradiol (EE2). De acordo com estes autores, as reducdes podem ser devido a
alteragcBes no metabolismo energético. Adicionalmente, Batista et al., (2012) observaram
em ratos expostos ao BFA reducdes na velocidade de todo o metabolismo energético e
relaciona a acdo do BFA na alteracdo de receptores de estrogénio, que sdo moléculas
essenciais no balanco energético.

Neste sentido, em relacdo a observagdes comportamentais dos animais adultos, 0s
grupos com concentracdes de 10, 15 e 20 mg/L demonstraram aumentos na frequéncia de
atos no estado Inativo (permanecer retraido e permanecer imovel) e na preferéncia do
quadrante inferior do aquério. Tais comportamentos podem estar relacionados com a
reducdo no metabolismo energético (Batista et al., 2012), provocado por altas
concentracbes de BFA. Visto que 0s grupos com menores concentracdes e o controle
exibiram menores frequéncias de atos no estado Inativo. Adicionalmente, nos grupos com
maiores concentracdes de BFA (15 e 20 mg/L) também foram observados animais
letargicos com o opérculo virado para cima e parcialmente abertos, sem responder a
estimulos fisicos. Na literatura (Mihaich et al., 2009), este estado letargico também foi
observado na exposicdo aguda ao BFA (em 5, 10 e 50 mg/L) em M. cornuarietus.

Os grupos com menores concentracdes de BFA (1 e 5 mg/L) e controle exibiram
menores frequéncias de atos no estado Inativo. Foi observado nestes grupos a presenga
de atos em todas as categorias do estado Ativo, enquanto 0s grupos com altas
concentragdo de BFA apresentaram apenas atos do estado Ativo nas categorias
Manutencdo e Defesa. Os atos do estado Ativo que mais visualizados foram o rastejar,
que caracteriza a movimentacdo dos animais pelo aquéario e raspar superficies, que
apresentou diferenca significativa (p < 0,05) do grupo com 1 mg/L em relacdo ao controle.
A presenca do ato raspar superfices é explicada devido ao tempo de jejum durante o teste

e a procura de fontes alimentares alternativas. No entanto, mesmo no grupo controle
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houve predominancia da frequéncia de atos no estado Inativo. Tal fato pode ser explicado
pelo hébito dos gastrépodes do género Pomacea que passam menos tempo se
movimentando durante a fase luminosa do dia (Bae e Park 2015).

Na analise do perfil bioquimico da hemolinfa, realizado apds o termino do teste
agudo, foi exibido aumento significativo (p < 0,05) do nivel da enzima aspartato
aminotransferase (AST) no grupo com 10 mg/L comparado ao grupo controle. De acordo
com Chiu et al. (2014), o AST é uma importante enzima hepatica usada no diagnostico
para determinacdo de efeitos toxicos de varios poluentes, pois lesdes ou destruicdo das
células hepaticas liberam estas enzimas para a circulacdo. Estes autores compararam 0s
niveis de AST no hepatopancreas de P. canaliculata criados em laboratério e em
espécimes coletadas em areas de cultivo, que geralmente estdo presentes pesticidas que
também agem como interferentes endocrinos. Em seus resultados, foi visualizado um
aumento do nivel do AST na hemolinfa dos animais coletados em relagcdo aos criados em
laboratérios, indicando que os pesticidas provocaram efeitos tdxicos. Diante deste fato,
os resultados do presente trabalho estdo de acordo com a literatura citada, sugerindo que
concentracdes elevadas de BFA podem ter causado danos no tecido hepatico e
consequentemente, aumentando o nivel de AST na hemolinfa.

Os valores das CENO apresentados no presente teste agudo com neonatos e
adultos, se mostraram em concordancia com valores obtidos por estudos similares com
invertebrados. Estes valores variaram entre 1,18 a 4,1 mg/L de BFA (Alexander et al.,
1988; Ike et al. 2002; Mu et al., 2005; Mihaich et al., 2009). A ampliacdo da base de
dados para CENO em organismos aquaticos € vantajosa, pois pode ser usada para o
desenvolvimento de novas espécies sensiveis para uso em avaliagdes de riscos ambientais
(Staples et al., 2008). Diante do exposto, a espécie P. lineata se mostra uma boa
alternativa para aplicacdo em estudos biomonitoramento, devido ao baixo custo e alta
sensibilidade. Principalmente em regides com poucos recursos financeiros disponiveis,
como a regido Nordeste do Brasil, onde esta espécie € nativa e ambulantemente
encontrada.

Em relacdo ao teste crénico realizado nos animais adultos, foram observados
resultados que indicam a acdo do bisfenol A e do estradiol nos pardmetros avaliados e
caracteristicas reprodutivas. A exibicdo de copula foi apenas visualizada entre animais
dos grupos 1 e 5 mg/L de BFA, durante manha e tarde, tanto nos periodos das observacoes
comportamentais quanto fora deste periodo. Segundo Albrecht et al. (1996), as espécies

do género Pomacea realizam cépula frequentemente no periodo da manha e tarde, e no
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periodo noturno geralmente as fémeas depositam seus ovos fora da agua. Desta forma,
ndo foi possivel observar no presente trabalho, a copula no grupo controle e 1 mg/L de
Eo.

Em relacdo a postura de ovas durante o teste, somente o grupo controle desovou
quatro vezes na parede do aquario, mesmo ndo sendo observado copula durante o teste.
Este fato pode ser explicado devido ao tempo que as fémeas do género podem passar com
esperma guardado, por exemplo em P. canaliculata passa até 140 dias apds a copula e
ainda desovar. Em regides tropicais, a reproducao destes animais é continua (Estebenet e
Martin, 2002). Albrecht et al. (1996) mantiveram pares de machos e fémeas de P.
canaliculata separados em compartimentos de um aquério para observar aspectos
reprodutivos. Em seus resultados foram visualizados que a frequéncia de copulagéo era
duas vezes maior que a desova e muitas das desovas nao precederam diretamente das
copulacdes observadas.

Oehlmann et al. (2000), realizaram um estudo submetendo gastrépodes adultos da
espécie Marisa cornuarietis em concentracGes de 1, 5, 25 e 100 pg/L de BFA. Durante o
periodo de 5 meses foram mensurados o numero cumulativo de ovos e desovas. Nos
resultados encontrados, foi observado aumento dependente da concentracdo de BFA no
namero de ovos e desovas produzidos a 1-25 pg/L e uma reducdo no grupo com 100 pg/L
de BFA. De acordo com Fruzzetti e Bitzer (2010), contraceptivos orais combinados
(COC) que possuem E» em sua composicdo, sdo eficientes na inibicdo da ovulagéo e
contracepc¢do. Adicionalmente, como o BFA é um xenoestrogénio ndo-esteroidal que
exibe aproximadamente 2000 vezes menos a atividade do estradiol (Acconcia et al.,
2015), possivelmente o efeito contraceptivo do estradiol tanto no grupo com 1 mg/L do
horménio e nos grupos expostos ao BFA alteraram os parametros reprodutivos e desova
nos animais expostos. Entretanto, presenca destes efeitos provavelmente foi menos
acentuada nos grupos com BFA em razdo da exibicdo de copula entre os animais.

Em relagdo as analises comportamentais, foi observado maior frequéncia de atos
realizados no estado Inativo em todos os grupos, de forma semelhante ao encontrado nas
analises do teste agudo. No entanto, no teste crdnico as frequéncias totais do estado
Inativo (69 a 79,2%) néo variaram tal como no teste agudo (64,7% a 96,9%), nas maiores
concentracdes de BFA. Altas frequéncias na exibicdo de atos do estado Inativo podem
ser consideradas normais a espécie, devido ao baixo metabolismo natural em gastropodes
e a preferéncia por habitos noturnos (Bae e Park 2015). Em referéncia aos atos do estado

Ativo, os atos da categoria Locomocao (rastejar e boiar) foram mais exibidos em todos
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0S grupos, no entanto as frequéncias entre os grupos ndo diferiram significativamente. A
baixa frequéncia de atos da categoria Manutencdo, principalmente ventilar com siféo e
estender-se da concha, que podem ser utilizados para indicar ambientes com pouco
oxigénio dissolvido ou poluidos que reduzem a eficiéncia das branquias (Seuffert e
Martin, 2009). Neste sentido, a presenca de BFA e E> ndo alterou o padréo respiratorio
Ou causou estresse adicional aos animais.

No estudo cronico de Ahmed et al., (2015), foi analisado o perfil bioquimico de
ratos submetidos concentracdes diarias de 150 mg/Kg de BFA via oral durante 70 dias.
Ao término do experimento, os niveis de aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina,
colesterol, ureia e creatina apresentaram um aumento no grupo com BFA. De acordo com
0s autores, 0s aumentos dos niveis dos componentes analisados indicaram que o BFA
provocou efeito adverso na funcdo hepética e renal. Entretanto, no teste crénico do
presente trabalho, ndo foram observadas alteragcbes com diferengas significativas nos
componentes bioquimicos da hemolinfa analisados, possivelmente indicando que as
concentracdes utilizadas ndo foram suficientes para causar tais alterac@es, visto que no
teste agudo apenas na concentracdo de 10 mg/L de BFA foi apresentado aumento
significativo (p < 0,05) em relacéo a enzima hepatica AST.

Em relacdo a alimentacdo no periodo do teste crénico, os quatro grupos
experimentais ndo exibiram alteracbes no consumo alimentar, pois 0s animais
consumiram todo o alimento disponibilizado em 24 horas. Adicionalmente ndo foram
observadas mudangas comportamentais, como presenca do ato raspar superficies (RS),
que foram exibidas no teste agudo, devido ao periodo de jejum. Em seu experimento,
Batista et al., (2012), igualmente ndo observou diferencas significativas em relacdo ao
consumo alimentar de ratos submetidos a concentragdes de BFA até 100 mg/kg.

5. Concluséao

A partir das analises realizadas no presente trabalho, concluiu-se que o bisfenol A
provocou efeitos toxicos nos parametros reprodutivos, comportamentais, fisiologicos e
bioquimicos em Pomacea lineata. Visto que, as respostas observadas nos testes agudo e
crénico, tais como a reducdo da frequéncia cardiaca nos neonatos, aumento do nivel de
aspartato aminotransferase na hemolinfa, alteragcdes comportamentais nos adultos, em
ambos os testes e reducdo de desova nos grupos expostos. O BFA também apresentou
efeitos toxicos semelhantes ao E> no ensaio cronico. Isto indica que a presenca de altos
niveis de interferentes enddcrinos em ambientes aquaticos como o BFA podem ser tornar

um risco para a populacdo de organismos de vérios taxons. Adicionalmente, pesquisas
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que visam avaliar os efeitos de interferentes endocrinos em espécies de invertebrados,
que possuem potencial para atuar como bioindicadores, sdo necessarias para ampliar as
informagdes sobre como os organismos reagem aos diferentes compostos quimicos
liberados na natureza e sensibilizar 6rgédos fiscalizadores para a criacdo de leis que
restrinjam o uso de tais substancias.
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5. CONCLUSOES

Este trabalho avaliou a influéncia do interferente enddcrino bisfenol A nos

parametros, reprodutivos, histologicos, fisiologicos e comportamentais da espécie

Pomacea lineata, diante resultados obtidos foi possivel concluir:

Foi determinado da CLso 96 h para neonatos e adultos de P. lineata com valores 3,14

e 11,09 mg/L, respectivamente;

No teste de toxicidade aguda, a taxa de mortalidade foi maior nos grupos 10, 15 e 20
mg/L para neonatos e nos adultos nos grupos 15 e 20 mg/L;

Os efeitos subletais no teste agudo em neonatos foram observados em relagdo a
reducdo da frequéncia cardiaca, nos grupos 15 e 20 mg/L;

No teste agudo dos adultos foram observados efeitos subletais no aumento do nivel de

AST no grupo 10 mg/L e comportamentos letargicos nos grupos 15 e 20 mg/L;
Durante o teste cronico foram observadas desovas no grupo controle, mesmo sem a

visualizacdo de copulas. Os grupos com 1 e 5 mg/L de BFA apresentaram o ato da

copula, porém ndo foram observadas desovas. Enquanto o grupo com 1 mg/L de E>
néo exibiram comportamentos relacionados com a reproducao;

No teste de toxicidade crbnica, ndo foram observadas diferencas para a analise do
perfil bioquimico na hemolinfa, taxa alimentar dos animais expostos ao BFA;

Os parametros avaliados nos testes de toxicidade aguda e crénica em P. lineata, podem

servir como indicadores de possiveis efeitos de interferentes enddcrinos, em razdo da
identificacdo de efeitos causados pelo BFA e E2 nas funcGes bioldgica analisadas;
Estes dados contribuem com o entendimento do modo de agdo do BFA em
invertebrados e alerta os 6rgaos publicos para a criagdo de normas sobre o despejo

destes interferente endocrino em efluentes.

. PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir do apresentado no presente trabalho, espera-se que sejam desenvolvidas

mais pesquisas sobre os efeitos tdxicos do interferente enddcrino BFA com espécies

nativas do Brasil, faz necessario entender como o BFA afeta os tecidos de 6rgdos

respiratorios, como branquias e reprodutores. Com o aumento da quantidade de trabalhos

publicados alertando sobre os possiveis efeitos desta substancia no ambiente poderemos
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alertar os orgdos reguladores sobre o risco da presenca dessas substancias no ambiente
aquatico. Adicionalmente, acredita-se que as metodologias utilizadas neste estudo seréo
empregadas em outros estudos toxicoldgicos, pois apresentaram sensibilidade em indicar
alteracdes adversas na exposicdo de BFA, além de serem pouco invasivas, como as

analises comportamentais e de frequéncia cardiaca em neonatos de Pomacea lineata.

7. APENDICES

Apéndice 1 — Analise dos niveis de bisfenol A em aguas do Rio Capibaribe por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Para esta andlise, foi coletado no Rio Capibaribe na Avenida 17 de Agosto,
préximo ao Pier da Jaqueira (Figura 1) - Coordenadas 8°02'19.6S 34°54'18.1W, amostras
de agua no periodo de janeiro de 2016 (Verdo). Estas amostras foram mantidas sob
refrigeracdo (4 °C) e encaminhadas ao Laboratério da Qualidade da Agua e Ambiental -

LEAQ da Universidade Federal de Pernambuco para as analises cromatogréficas.
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Figura 1: Local de Coleta da agua do Rio Capibaribe Coordenadas 8°02'19.6S 34°54'18.1W. Fonte: Google
Maps e Google Street View.
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Para a analise da agua foi utilizado um sistema HPLC, Shimadzu, modelo
Prominence com coluna de C18 (4,6 x 250 mm, 5 micr) de Fase Reversa com sistema
UV/Vis acoplado. A &gua foi filtrada em filtro millipore (0,45 micro) antes das analises.
A andlise foi realizada com fase movel acetonitrila:agua 70:30%, velocidade de fluxo de
I mL/min, volume de injecao de 50 uL, pressdao de 105 Kgf, Temperatura de 35 °C e
Comprimento de onda de 228 nm.

Os resultados da anélise por HPLC séo observados na Figura 2. Os cromatogramas
demonstram que ndo foi encontrado Bisfenol A na agua do Rio Capibaribe no Local e

Periodo de Coleta.
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Figura 2: Cromatogramas de A. Bisfenol A, B. Amostra de 4gua do Rio Capibaribe e C. Amostra de agua

do Rio Capibaribe e Padrdo de Bisfenol A.
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Estado | Categorias Ato Descricao Abreviagéo
Utiliza a radula para raspar as superficies
Raspar -
. do aquério ou da concha de outros RS
superficies R .
individuos em procura de alimento.
Utiliza a radula para raspar e retirar
. ~ Raspar o .
Alimentacao - pedacos do alimento, nesse caso da alface RA
alimento :
(Lactuca sativa).
O musculo pedal forma um funil préximo
Formar funil a boca e realiza movimentos para sugar as FF
particulas de alimentos flutuantes.
. Com o musculo pedal o animal
Rastejar . P RJ
movimenta-se lentamente.
. Flutuar na superficie da agua, estando
x Boiar . ~ BO
Locomocéo retraido na concha ou nao.
O musculo pedal solta-se da superficie que
Desprender estava preso e o animal cai ou comega a DP
flutuar.
. Utiliza o sifao respiratorio para alcancar a
Ventilar com S s . L.
) sifio superficie d’agua e realizar uma série de VS
Ativo succdes de ar.
Manutencio Através de uma abertura do manto o
Defecar . DE
animal expele as fezes.
Estender da Abrir o opérculo e estender a cabeca e o EC
concha pé, apos um periodo de inatividade.
O macho fica na frente da fémea e estende
Copular seu pénis para a abertura do manto da Cco
fémea.
. Rastejar sobre outro individuo, com intuito
Social . S
Subir em outro de raspar sua concha, canibalizar ou SO
copular.
- Utiliza a r&dula para raspar o tecido mole
Canibalizar para raspa CA
de outros individuos.
Retrair na Puxar a cabeca e 0 pé para concha, lenta RC
concha ou rapidamente, e fechar o opérculo.
Defesa . .
Estender apenas | Estando retraido na concha o animal abre
o sifdo uma fenda no opérculo e estende o sifao. ES
Permanecer . .
. Ficar completamente ou parcialmente
retraido na -
dentro da concha e imével. PR
. concha
Inativo Repouso - -
Permanecer Ficar preso com o musculo pedal em
imdvel no superficies, mas sem realizar nenhum Pl
substrato movimento.
Morto O animal seré considerado morto quando estiver com o opérculo aberto, imével e nao

responder ao contato fisico.
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8. ANEXO

Anexo 1 — Licenca da Comissdo de Etica no Uso de Animais para a realizacio desta

dissertagéo.

Universidade Federal Rural de Pernambuco
Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n,
Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE

Comissio de ética no uso de animais - CEUA

Licen¢a para o uso de animais em experimentagio e/ou ensino

0O Comité de ética no uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
no uso de suas atribuigges, autoriza a execugio do projeto descriminado abaixo. O presente projeto

também se encontra de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.

Nutmero da licenga 094/2014

Ntmero do processo 23082.014891/2014

Data de emissdo da licenca 11 de Agosto de 2014
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Recife-PE..
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Soares; Stephannie Caroline Barros Lucas da Silva.
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autorizada
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zipado, inserido no campo préprio.
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» Tabelas e gréaficos ndo se enquadram no campo de arquivo zipado, devendo ser
inseridas no corpo do artigo.

= E de exclusiva responsabilidade de quem submete o artigo certificar-se de que cada
um dos autores tenha conhecimento e concorde com a inclusédo de seu nome no
mesmo submetido.

= O ABMVZ comunicara, via eletrénica, a cada autor, a sua participacdo no artigo.
Caso pelo menos um dos autores ndo concorde com sua participacdo como autor, o
artigo sera considerado como desisténcia de um dos autores e sua tramitagédo
encerrada.

Comité de Etica

E indispensavel anexar copia do Certificado de aprovacdo do projeto da pesquisa que
originou o artigo, expedido pelo CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais) de sua
Instituicdo, em atendimento & Lei 11794/2008. Esclarecemos que o referido documento
deve constar como sendo a primeira pagina do texto em Word (ndo incluir no texto em
pdf), além da menc¢&o, em Material e Métodos, do nimero do Certificado de aprovacéo do
projeto.

Tipos de artigos aceitos para publicacéo:

= Artigo cientifico
E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que 0s
resultados sdo posteriores ao planejamento da pesquisa.
Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiacdo, Resumo, Abstract,
Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussao (ou Resultados e Discussao),
Conclus6es, Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.
O namero de paginas ndo deve exceder a 15, incluindo tabelas e figuras.
O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.

= Relato de caso
Contempla principalmente as areas médicas, em que o resultado é anterior ao
interesse de sua divulgag&o ou a ocorréncia dos resultados ndo é planejada.
Sec¢des do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiacdo, Resumo, Abstract,
Introducdo, Casuistica, Discussdo e Conclusdes (quando pertinentes),
Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.
O numero de paginas ndo deve exceder a 10, incluindo tabelas e figuras.
O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

= Comunicacao
E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho experimental, dignos de
publicacdo, embora insuficientes ou inconsistentes para constituirem um artigo
cientifico.



O texto, com titulo em portugués e em inglés, Autores e Filiacdo deve ser compacto,
sem distingdo das secdes do texto especificadas para “Artigo cientifico”, embora
seguindo aquela ordem. Quando a Comunicacdo for redigida em portugués deve
conter um “Abstract” e quando redigida em inglés deve conter um “Resumo”.

O namero de paginas ndo deve exceder a 8, incluindo tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparacao dos textos para publicacdo

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal. Para
ortografia em inglés recomenda-se 0 Webster’s Third New International Dictionary. Para
ortografia em portugués adota-se o Vocabulario Ortografico da Lingua Portuguesa, da
Academia Brasileira de Letras.

Formatagao do texto

O texto NAO deve conter subitens em qualquer das secdes do artigo e deve ser
apresentado em Microsoft Word, em formato A4, com margem 3cm (superior,
inferior, direita e esquerda), em fonte Times New Roman tamanho 12 e em
espacamento entrelinhas 1,5, em todas as paginas e se¢fes do artigo (do titulo as
referéncias), com linhas numeradas.

N&o usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do
produto, substancia, empresa e pais.

Secdes de um artigo

Titulo. Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e néo
ultrapassar 150 digitos.

Autores e Filiacdo. Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do titulo, com
identificacdo da instituicdo a que pertencem. O autor para correspondéncia e seu
e-mail devem ser indicados com asterisco.

Nota:

1. otexto do artigo em Word deve conter o nome dos autores e filiacao.

2. 0 texto do artigo em pdf NAO deve conter o nome dos autores e filiagao.
Resumo e Abstract. Deve ser 0 mesmo apresentado no cadastro contendo até 2000

digitos incluindo os espacos, em um sO paragrafo. N&o repetir o titulo e néo
acrescentar revisao de literatura. Incluir os principais resultados numeéricos,
citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase deve conter uma
informagdo. Atencgdo especial as conclusoes.

Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

Introducéo. Explanagéo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o problema,
sua pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas
referéncias, suficientes para baliza-la.

Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a
descri¢do dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados.



Nos trabalhos que envolvam animais e/ou organismos geneticamente modificados
devera constar, obrigatoriamente, o numero do Certificado de aprovacdo do CEUA.
(verificar o Item Comité de Etica).

= Resultados. Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

v' Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar
linhas horizontais na separacdo dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da
tabela recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em
algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto a tabela deve ser referida
como Tab seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando se
referir a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em espacamento
simples e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho aceito é 8). A
legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu entendimento.
As tabelas devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto
preferencialmente apds a sua primeira citacao.

v Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos: desenho,
fotografia, grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente a
palavra Figura, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.:
Figura 1.) e é referida no texto como Fig seguida de ponto e do nimero de ordem
(ex.: Fig.1), mesmo se referir a mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de
inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos devem também ser enviadas
no formato jpg com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo
préprio de submissdo na tela de registro do artigo. As figuras devem ser,
obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto preferencialmente ap6s a sua
primeira citacao.

Nota:

v" Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da
legenda, informacdo sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a
correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.

= Discussao. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As secbes
Resultados e Discussdo poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem
prejudicar qualquer das partes e sem subitens).

= Conclus6es. As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e
serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura, discussao,
repeticdo de resultados e especulagdes.

= Agradecimentos. Nao obrigatdrio. Devem ser concisamente expressados.

= Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se
preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas.

Livros e teses devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando

indispensaveis. Sdo adotadas as normas gerais ABNT, adaptadas para 0 ABMVZ

conforme exemplos:



Como referenciar:
1. CitagOes no texto

A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a cita¢éo para evitar interrupcéo

na sequéncia do texto, conforme exemplos:

v’ autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou
Anuério... (1987/88)

v" dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

v mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

v mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al.
(1979) ou (Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em
ordem cronoldgica ascendente e alfabética de autores para artigos do
mesmo ano.

Citacdo de citacdo. Todo esfor¢o deve ser empreendido para se consultar o
documento original. Em situacbes excepcionais pode-se reproduzir a
informac&o ja citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor
do documento ndo consultado com o ano de publicacdo, seguido da expressao
citado por e o sobrenome do autor e ano do documento consultado. Nas
Referéncias, deve-se incluir apenas a fonte consultada.

Comunicacdo pessoal. Nao fazem parte das Referéncias. Na citacdo
coloca-se o sobrenome do autor, a data da comunicacdo, nome da Instituicdo
a qual o autor é vinculado.

2. Periddicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to
alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general
del canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacao avulsa (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores
etal.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriologicos de ostras, mariscos e
mexilhGes. In:.  CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA
VETERINARIA, 14., 1974, S&o Paulo. Anais... Sd0 Paulo: [s.n.] 1974. p.97.
(Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed).
Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.



NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of
Sciences, 1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de
carne em bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria) — Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte.

4. Documentos eletrdnicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3
autores et al.):
QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of
American Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www.
org/critcal6.htm>. Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized.
Miami Herald, 1994. Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/
MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.

Nota:

Artigos que ndo estejam rigorosamente dentro das normas acima néo serdo aceitos
para avaliacao.

O Sistema reconhece, automaticamente, como “Desisténcia do Autor” artigos em
diligéncia e/ou “Aguardando liberacdo do autor”, que ndo tenha sido respondido no
prazo dado pelo Sistema.

Taxas de submisséo e de publicacéao:

Taxa de submissdo. A taxa de submissdo de R$50,00 devera ser paga por meio de
boleto bancério emitido pelo sistema eletrénico de submisséo de artigos. Ao solicitar
0 boleto bancério, o autor informara os dados para emissdo da nota fiscal. Somente
artigos com taxa paga de submisséo serdo avaliados.

Caso a taxa ndo seja quitada em até 30 dias serd considerado como desisténcia do
autor.

Taxa de publicacdo. A taxa de publicacdo de R$150,00, por pégina, por ocasido da
prova final do artigo. A taxa de publicagdo deverd ser paga por meio de boleto
bancario emitido pelo sistema eletronico de submisséo de artigos. Ao solicitar o
boleto bancério, o autor informara os dados para emissao da nota fiscal.

Recursos e diligéncias:

No caso de o autor encaminhar resposta a diligéncias solicitadas pelo ABMVZ, ou
documento de recurso, 0 mesmo devera constar como a(s) primeira(s) pagina(s) do
texto do artigo somente na versao em Word.

No caso de artigo ndo aceito, se 0 autor julgar pertinente encaminhar recurso, o
mesmo deve ser feito pelo e-mail abmvz.artigo@abmvz.org.br.
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