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RESUMO

Os efeitos toxicos da tiroxina (T4) livre, complexada a B-ciclodextrina (B-CD-Ty)
e da levotiroxina (L-T4) nos parametros biolégicos de tambaqui (Colossoma
macropomum) foram avaliados. Os animais foram expostos em testes de
toxicidade crénica aos horménios nas concentracfes de agua nao tratada (ANT
- 60 ng/L) por 2 meses e agua tratada (AT - 20 ng/L e 40 ng/L) por 12 meses.
Foram avaliados, o peso e comprimento, comportamento animal, taxa
metabolica, consumo de oxigénio e eletrorretinografia. Os juvenis de tambaqui
expostos ao B-CD-T, (ANT) apresentaram reducdo (p < 0,05) no peso
comparado aos demais grupos (14,1% - controle e T4, € 13,21% - L-Ty) €
comprimento (5,71%) comparado a T4 livre. Os animais expostos a T4 livre (AT)
apresentaram aumento (8,48%) no crescimento em peso (p < 0,05). Nas
observacbes comportamentais dos animais expostos a L-T; (ANT) foi
observada reducéo (p < 0,05) nos eventos Nadar Lento e Permanecer Parado.
Animais expostos ao B-CD-T, (ANT) reduziram a exibicdo do evento Nadar
Lento e Fugir, mas aumentaram a exibicdo de Permanecer Parado. Os animais
expostos ao B-CD-T4 (20 ng/L - AT) aumentaram a exibicdo do evento Ataque
Lateral. Nao foram observadas diferencas na taxa metabdlica, porém os
animais expostos ao complexo B-CD-T4 (40 e 60 ng/L) apresentaram maior
consumo de O,. L-T, e B-CD-T4 promoveram reducdo na capacidade dos
animais em responderem a estimulos nos fotorreceptores e nas células ON-
bipolares de acordo com o exame fotdpico. No eletroretinograma flicker nédo
foram observadas alteracdes (p > 0,05) na laténcia e amplitude das ondas.
Pode-se concluir que a complexacdo de T4 a B-CD alterou a toxicidade do
horménio, promovendo alteracbes no peso, comprimento, comportamento e
consumo de O, dos animais, sugerindo que produtos disponibilizados com
complexos de inclusdo, devem ser submetidos a novos testes de toxicidade.

PALAVRAS-CHAVE: Disruptor endocrino, Hormonio tireoidiano, Complexo de

inclusdo, Metabolismo, Comportamento animal.



ABSTRACT

The toxic effects of free thyroxine (T,4), complexed into B-cyclodextrin (3-CD-Ty)
and levothyroxine (L-T4) on the biological parameters of tambaqui (Colossoma
macropomum) were evaluated. The animals were exposed in a chronic toxicity
test to the compounds at the concentrations of untreated water (ANT — 60 ng/L)
for 2 months and treated water (AT — 20 ng/L and 40 ng/L) for 12 months.
Weight and length, animal behavior, metabolic rate, oxygen consumption and
electroretinography were evaluated. The juvenile tambaqui were exposed to [3-
CD-T4 in ANT had a reduction (p < 0,05) in the weight compared to the other
groups (14.1% - control and T4 and 13.21% - L-T,) and length (5.71%)
compared to free T,4. Besides, the animals exposed to free T, in AT had an
increase (8.48%) in weight gain (p < 0.05). Behavioral observations of the
animals exposed to L-T4 in ANT showed a reduction (p < 0.05) in the Slow
Swimming and Staying Motionless events. The animals exposed to the 3-CD-T4
(ANT) reduced the display of the Slow Swimming and Escape event, but
increased the Staying Motionless. The animals exposed to -CD-T4 (20 ng/L -
AT) increased the Lateral Attack event. No significant differences (p > 0.05)
were observed in the metabolic rate, but the animals exposed to the B-CD-T4
complex (40 and 60 ng/L) had the highest O, consumption. L-T4 and B-CD-T4
promoted a reduction in the ability of the animals to respond to stimuli in the
photoreceptors and ON-bipolar cells according to the photopic examination. In
flicker electroretinogram, no differences (p> 0.05) were observed in the latency
and wave amplitude. It can be concluded that the complexation of T, to 3-CD
altered the toxicity of the hormone, promoting changes in the weight, length,
behavior and oxygen consumption of the exposed animals, suggesting that new
toxicity tests should be performed on the hormones available containing
inclusion complexes with cyclodextrins.

KEYWORDS: Endocrine disruptor, Thyroid hormone, Inclusion complex,

Metabolism, Animal behavior.
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1. Introducéao

O hormodnio tiroxina (T4;) e sua forma ativa, a triiodotironina (T3), sdo
sintetizados e liberados pela glandula tireoide tendo efeito no crescimento,
desenvolvimento e funcdo dos principais tecidos do corpo (Ajay, 2013), ainda
ajudam a regular o metabolismo, o consumo de energia e a termogénese (Darbre,
2015). Quando h& disfuncdo da glandula tireoide na producéo e secrecdo destes
horménios tireoidianos pode ser necessario a reposicao a partir de formas sintéticas
da T, como a Levotiroxina (L-T4) (Lakkakula et al., 2012). Devido ao hipotireoidismo,
a L-T4 pode ser utilizada durante toda a vida do individuo (Madeira, 2011) sendo o
guarto medicamento mais vendido no Brasil (Correio popular, 2015). Adicionalmente,
T, devido a sua caracteristica hidrofébica foi complexado a ciclodextrina (CD) para

reduzir essa limitacao (Lakkakula et al., 2012).

As CDs podem formar complexos de inclusdo com vérias substancias
aumentando assim a biodisponibilidade, absorcdo, solubilidade em &gua e
estabilidade quimica destas (Loftsson, 2015; Cadena et al.,, 2011). CDs sao
oligossacarideos ciclicos, formados por monémeros de glicose, unidos por ligacdes
glicosidicas a-(1,4), com cavidade hidrofobica e exterior hidrofilico que quando em
solucdo aquosa incorpora a sua cavidade as moléculas hidrofébicas formando
complexos de inclusdo (Loftsson, 2015; Loftsson e Brewster, 2010). Ndo apresentam
efeito téxico quando administradas por via oral em medicamentos, devido a pouca
absorcdo pelo trato gastrointestinal e eliminacdo na sua forma inalterada na
excrecao (Loftsson e Brewster, 2012), e ainda protegem as moléculas bioativas de
efeitos ambientais secundarios como temperatura, pH e luz (Pinho et al., 2014).
Mas, devido as alteracbdes das propriedades fisico-quimicas descritas acima das
moléculas complexadas ndo sdo conhecidos os efeitos tdxicos destes novos
compostos. Segundo Loftsson e Brewster (2010), em 2010 havia mais de 35
medicamentos disponiveis no mercado a base de CDs. Em contrapartida, ja existe
um medicamento de tiroxina a base de CD patenteado (US005856359) pela

empresa alema Hexel.

by

Devido a utilizacdo de horménios tireoidianos livres e complexados a CDs,
bem como a sua forma sintética (L-T4), pode ocorrer o0 descarte destas substancias
no ambiente, neste caso, sdo considerados disruptores endocrinos (DES), que séo

substancias quimicas naturais ou sintéticas capazes de imitar ou interferir na ligacado
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e na agdo dos hormoénios naturais do corpo, interferindo assim nos processos
fisiologicos (Abdallah, 2016). Os farmacos entram no sistema aquatico por diferentes
maneiras. A origem da contaminagdo é antropogénica devido ao descarte no lixo
domeéstico e hospitalar ou esgoto comum. Segundo Fent et al. (2006), a principal
contaminacdo se da através da ingestdo de medicamentos pelos seres humanos,
posteriormente 0s seus metabdlitos sdo eliminados pela excre¢do, desembocando
diretamente no ambiente aquatico ou chegando nas aguas residuais por limitacdes
na remocao de farmacos encontradas nos sistemas de tratamento de agua (Svanfelt
et al.,, 2010). Se tratando especificamente de T4, embora Svanfelt et al. (2010)
tenham determinado os valores aproximados de 60 e 20 ng/L de T4 em agua nao
tratada e agua tratada, respectivamente, a literatura € escassa quanto aos trabalhos

gue avaliam seu efeito toxicolégico na biota aquatica.

Diante da problematica acima apresentada, faz-se necessario o
desenvolvimento de estudos que analisem o efeito da T4 livre, complexada a 3-CD e
da levotiroxina em peixes como modelo animal, avaliando como tais substancias
afetam os sistemas biol6gicos e se esses animais sdo sensiveis a presenca de
produtos quimicos no ambiente aquatico. A espécie Colossoma macropomum
(tambaqui) pode apresentar-se como um bom modelo para ensaios ecotoxicolégicos
por ser utilizada em estudos como bioindicadores de qualidade ambiental (Soares et
al., 2016). O tambaqui é um peixe da bacia amazonica, distribuido pela América do
Sul, tem carne bastante apreciada (Dairiki e Silva, 2011). No ano de 2013 foi uma
das espécies mais cultivadas do Brasil tendo producéo total de 88.719 toneladas
(IBGE, 2013).

Estudos sobre a toxicidade de Ty, L-T4 € B-CD em C. macropomum nao foram
encontrados na literatura. Por ser um peixe com ampla distribuicdo e
comercializacdo no Brasil, utilizado para alimentagcdo, tendo seu potencial
aumentado quanto aos riscos que pode causar a saude pela bioacumulacao, é
importante analisar os possiveis efeitos toxicos causados por DEs nesses animais.
Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos téxicos do
hormonio tiroxina livre e complexada a B-ciclodextrina e da levotiroxina sobre os
parametros biolégicos tais como peso, comprimento, comportamento e taxa
metabdlica de Colossoma macropomum (tambaqui) e ainda avaliar se a

complexacdo com a ciclodextrina torna a T4 mais toxica em relagdo aos parametros
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biolégicos analisados. Ainda, foi desenvolvido um dispositivo para a determinagéo
da capacidade natatdria em peixes podendo ser utilizado sob diferentes parametros
fisico-quimicos, presenca de farmacos ou outros produtos quimicos com aplicacéo

no desenvolvimento de medicamentos ou testes toxicologicos.

2. Reviséo de Literatura
2.1. Disruptores enddécrinos

Disruptores enddcrinos (DEs) sdo substancias quimicas, naturais ou
sintéticas, capazes de imitar ou interferir a ligacdo e acdo dos horménios naturais do
corpo, interferindo assim nos processos fisiologicos (ABDALLAH, 2016), afetando
adversamente o sistema enddcrino, trazendo danos irreversiveis e de varios niveis
na vida animal e saude humana (BILA; DEZOTTI, 2007; FUHRMAN et al., 2015).
Mesmo apresentando-se em baixas concentracbes, os DEs podem interferir no
funcionamento normal do sistema enddocrino de espécies animais, 0 que inclui 0os
seres humanos (GHISELLI; JARDIM, 2007).

Muitas das substancias que se enquadram como DEs tem a propriedade de
persistir no ambiente ao acumularem-se no solo, nos sedimentos dos rios e também
nos organismos (GUIMARAES, 2005), o que compromete a cadeia alimentar pelo
processo de bioacumulacdo (SILVA; CONFORTI, 2013), podendo gerar riscos a
saude de quem se encontra no topo, como o0s seres humanos. Mesmo sendo
encontrados no meio ambiente com concentra¢des na ordem de ug/L e ng/L, os DEs
sdo capazes de provocar diversos efeitos toxicos ao contaminarem 0s organismos
por via oral, nasal ou cutanea (BILA; DEZOTTI, 2007; FONTENELE et al., 2010;
FERREIRA, 2012; KHETAN, 2014), trazendo danos a saude e afetando também o
crescimento e a reproducédo (COLBORN et al., 1993; SILVA; CONFORTI, 2013). Bila
e Dezotti (2007) destacaram alguns possiveis danos que os DEs podem causar a
saude, como o comprometimento direto de um 6rgdo enddécrino levando a alteracéo
da funcdo e do metabolismo deste, e a interagdo com receptores hormonais. Estes
efeitos provocam doencas em todo o ciclo de vida como o céncer, doencas
metabdlicas, mau funcionamento de varios tecidos, de 6rgdos e da reproducao
(HAMPL et al.,, 2014), o que diretamente podem interferir no desenvolvimento
saudavel da prole, sendo esta a principal preocupacéo toxicologica (FERREIRA,
2012).
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Os DEs podem ter origem natural, como os hormdnios reprodutivos a
exemplo dos estrogenos e andrégenos, hormonios da tireoide, e os corticosteroides,
bem como uma grande diversidade de produtos quimicos, tais como os hormdnios
sintéticos, bifenilas policloradas (PCB), dioxinas, furanos, alquilfendis, ftalatos,
bisfenol A e pesticidas (POLLONI-SILVA et al., 2017; FERREIRA, 2012). Além
destes, muitos produtos farmacéuticos podem ser considerados DEs, como o
dietilestilbestrol usualmente consumivel para o tratamento de cancer de prostata,
bem como o 17B-estradiol, a estrona e o estriol (hormdnios naturais) que estao
presentes em alguns medicamentos contraceptivos (KHETAN, 2014).

Essas substancias, tanto de origem natural como sintética, acabam sendo
liberadas no meio aquético pela indastria, lixo domiciliar, medicamentos, produtos
para esterilizacdo hospitalar, acarretando na contaminacao do solo, lencéis freéticos,
e estacbes de tratamento de agua. Também sao liberadas pelos processos
fisiolégicos naturais do corpo como urina e fezes humana e animal, (GUIMARAES,
2005; GHISELLI; JARDIM, 2007; SCHIAVINI et al., 2011). Muitos desses compostos
sdo amplamente estudados em relacdo aos seus efeitos toxicos, porém a tiroxina,
um hormdnio natural do corpo e sua forma sintética, a levotiroxina utilizada no
tratamento do hipotireoidismo, também podem ser consideradas DEs quando
encontradas no ambiente, porém poucos estudos revelam efeitos da sua toxicidade.
2.2. Hormbnios como disruptores endocrinos

O sistema enddcrino constitui um dos principais sistemas reguladores da
fisiologia do corpo, desde o nascimento até a fase adulta, incluindo o crescimento e
a funcdo do sistema reprodutor, como também niveis de metabdlitos no sangue
(KHETAN, 2014). Ele é constituido por uma rede extensa de glandulas produtoras
de hormdnios, como a glandula pituitaria, as glandulas suprarrenais e a glandula
tireoide. Esta ultima é uma das maiores glandulas enddcrinas em seres humanos
adultos (AIRES, 2012), sendo responsavel por secretar os hormonios triiodotironina
(T3) e tetra-iodotironina ou tiroxina (T4), mas também secreta calcitonina (RAVEN,;
JOHNSON, 2002). A secre¢do dos hormbnios T4 e Tz € controlada principalmente
pelo hormdnio estimulante da tireoide (TSH), que é secretado pela hipodfise anterior
(GUYTON; HALL, 2017). Em humanos saudaveis, a T4 € excretada numa média de
1820 pmol/ 24 horas (FABER et al., 1981), enquanto que nas fezes é encontrada na
concentracéo de 1,03 + 0,65 nmol/g (TALWAR; SRIVASTAVA, 2006).
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Na presenca de algum DE, a acdo dos hormdnios naturais que s&o
secretados pelas glandulas do corpo sera mascarada, e 0s receptores poderéao ligar-
se a outras substancias quimicas modificando a resposta natural. Ghiselli e Jardim
(2007) descreveram entdo dois processos que podem ocorrer na presenca de DESs:
I. O DE pode apresentar um papel mimetizador, imitando a agdo de um hormonio
(efeito agonista), ou ainda ii. Ter um papel bloqueador, sem provocar resposta,
impedindo assim que o hormdnio natural se ligue ao seu receptor especifico (efeito
antagonista).

2.2.1. Hormoénios tireoidianos (Tz e Ty)

A glandula tireoide € formada por numerosos foliculos fechados, preenchidos
por coloide e revestidos por células epiteliais cuboides que secretam substancias
dentro dos foliculos. O coloide € composto pela tireoglobulina, que apresenta cerca
de 70 aminoé&cidos de tirosina, o principal substrato a se combinar com o iodo e
formar os hormonios tireoidianos (HTs) (GUYTON; HALL, 2017). Nos peixes a
sintese dos hormonios tireoidianos ocorre da mesma forma (OTERO et al., 2014).

A sintese e secrecao desses hormonios € regulada pelo sistema de feedback
negativo que envolve o hipotalamo, hipdéfise anterior e a glandula tireoide. O
hipotalamo produz o horménio liberador da tireotrofina (TRH) que age na hipdfise
anterior para que esta produza o horménio estimulante da tireoide (TSH), que por
sua vez estimula a tireoide a produzir T4 e T3(GUYTON; HALL, 2017).

A conversao de T4 para T3 ocorre nos tecidos periféricos através da remocéao
enzimatica de uma unidade de iodo do anel externo do T4, processo denominado
desiodacédo, e dele depende a atividade de praticamente todos os tecidos do
organismo. Assim, € necessario ter niveis intracelulares de T3 adequados para
garantir a manutencéo da atividade normal dos tecidos-alvo (POWER et al., 2001;
NUNES, 2003).

Aproximadamente 93% dos HTs secretados consistem de T4, enquanto que
0s 7% restantes sdo de T3 (GUYTON; HALL, 2017). T4, e T3 contém quatro e trés
atomos de iodo respectivamente ligados a molécula de tirosina (DARBRE, 2015). As
funcdes desses hormoénios sado iguais, porém a velocidade e intensidade de acéo
sao diferentes. Segundo Schmidt-Nielsen (2010) em humanos a T3 € quatro vezes
mais potente que a T4 porém sua presenga no sangue € menor, persistindo entéo

por um periodo mais curto que a Tg.
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Seus efeitos fisioldégicos estdo relacionados ao aumento do numero e da
atividade mitocondrial, crescimento, estimulando também o metabolismo lipidico e
de carboidratos, podem reduzir o peso corporal, aumentar o fluxo sanguineo, excitar
o sistema nervoso central (GUYTON; HALL, 2017). Ainda, desempenham papéis
criticos no desenvolvimento embrionério, envolvidos no desenvolvimento dos 6rgaos
sensoriais como olhos e ouvidos (DARBRE, 2015).

Em vertebrados superiores, esses horménios tem a funcdo de estimular o
metabolismo oxidativo, e quando elevada a concentracdo destes, a taxa metabdlica
é aumentada (SCHMIDT-NIELSEN, 2010). HTs também tém papel importante em
outros processos biolégicos em uma variedade de espécies de peixes, como 0
desenvolvimento sexual, osmoregulacdo, metamorfose, tolerancia a temperatura e
migracdo (GARG, 2007).

Quando hé disfuncdo da glandula tireoide, o fornecimento de HTs para o
corpo pode ser insuficiente ou excessivo, acarretando nas doengas conhecidas
como hipotireoidismo e hipertireoidismo, respectivamente. O hipotireoidismo define-
se como um estado clinico resultante da quantidade reduzida ou auséncia de
hormbnios da tireoide circulantes para suprir a funcdo normal do corpo, jA o
hipertireoidismo é caracterizado pelo aumento dos hormdnios tireoidianos
circulantes devido ao aumento da funcdo da glandula tireocide (OLIVEIRA,
MALDONADO, 2014). A doenca da tireoide esta presente de 3 a 5% da populagéo
humana (ARTHUR; BECKETT, 1999).

2.2.2. Levotiroxina (L-Ty)

As propriedades fisico-quimicas da L-T, estdo descritas na Tabela 1. Trata-se
de um horménio sintético utilizado no tratamento de hipotireoidismo. Sua
administracdo, em dosagens corretas e prescritas pelo médico, substitui 0 horménio
que seria normalmente produzido pela glandula tireoide (LAKKAKULA et al., 2012)
sendo necessario entdo o tratamento por toda a vida do individuo, exceto em caso
de hipotireoidismo transitério (MADEIRA, 2011). Segundo Ward (2011) as doses do
medicamento variam de acordo com 0 sexo, peso, uso de medicamentos
concomitantes e alguns outros fatores, o que exige monitoracdo continua e adi¢ao
de precaucdes a depender do caso do paciente.

A absorcéo de L-T4 quando administrada oralmente varia de 40% a 80% a
partir do trato gastrointestinal, sendo a maior parte da dose absorvida pelo jejuno e

ileo superior (FDA, 2016). Apés a ingestéo, a absorcéo de L-T4 é incompleta caso o
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comprimido seja tomado juntamente com o alimento, sendo aumentada se tomado
no periodo de jejum. Sua eliminacdo pelo organismo do ser humano ocorre
lentamente, na proporcédo de 20-40% pelas fezes e 30-55% pela urina, tendo meia-
vida de aproximadamente 7 dias em uma pessoa considerada normal (ELTROXIN
TABLETS NZ DATA SHEET, 2014), com a excrec¢édo urinaria diminuindo com a idade
(FDA, 2016).

O Brasil em 2015 movimentou o mercado farmacéutico com vendas de
medicamentos somando R$ 43,1 bilhdes, segundo dados da Interfarma (2015). A
Levotiroxina sodica foi o quarto medicamento mais vendido no pais (CORREIO
POPULAR, 2015).

Tabela 1: Propriedades Fisico-Quimicas da Levotiroxina.

Nome comum Levotiroxina

Nome comercial do produto Puran T4, Synthroid, Euthyrox, Levoid

Estrutura quimica I
I o
HoONH,
3 ,xH,0
OH 1 CO,N,
1

(MHRA, 2013)

Foérmula estrutural

1 1
%, s
HO o @— CH, - C—— COOHN, * xH,0
ra H
1 1

(FDA, 2016)
Foérmula molecular CisH10lsN NaO,4 * H,O (FDA, 2016)
Peso molecular 798,86 g/mol (anidro) (FDA, 2016)
Solubilidade em agua inferior a 1,5 mg / ml (MHRA, 2013)
Taxa de dissolucdo ~ 0,0002 mg/min/cm? - lento (MHRA, 2013)
Estabilidade Fisicamente estavel na sua forma pentaidratada abaixo de
50 ° C (MHRA, 2013)
Decomposicéo A altas temperaturas, quando exposta ao ar, sofre

desidratacdo rapida, seguida por degradacdo (MHRA,
2013)

2.3. Limitag&do no uso de horménios em medicamentos
Hormonios sdo comumente utilizados em medicamentos, o que inclui os
horménios tireoidianos, que possuem baixa solubilidade em &gua e baixa

disponibilidade. A meia-vida da T, é aproximadamente 7 a 10 dias no plasma
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sanguineo, enquanto que a da T3 € de 36 horas (MESSIAS et al., 1999). A
ciclodextrina apresenta-se entdo como uma alternativa para contornar esta
dificuldade, na tentativa de aumentar a biodisponibilidade e a estabilidade do
farmaco no organismo, ao mesmo tempo em que possibilita reduzir a dose
terapéutica administrada.

2.3.1. Ciclodextrinas natecnologia farmacéutica

Ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos compostos por numeros
variaveis de mondmeros de glicose, ligadas por ligacdes glicosidicas a-1,4,
produzidas a partir da hidrélise enzimética do amido por alguns microorganismos,
sendo, portanto, um produto natural (LOFTSSON, 2015). Também chamadas de
cicloamiloses, ciclogucanos ou dextrinas de Schardinger (FRACETO et al., 2007). As
mais comuns apresentam de seis a oito (a =6, B = 7, y = 8) unidades de D-glicose
(VELMURUGAN et al., 2017), sendo a B-CD mais utilizada devido ao seu baixo
custo e por ter uma cavidade com tamanho adequado para complexacdo de varias
moléculas de interesse industrial (CHENG et al., 2017). Dentre as CDs naturais, a -
ciclodextrina apresenta menor solubilidade em agua, podendo estar relacionadas a
forte ligacao que apresentam em estado cristalino (LOFTSSON; BREWSTER, 2010).

A estrutura das CDs apresenta uma cavidade hidrofébica formada pelo nucleo
de hidrocarboneto o que permite a formagdo de complexos de inclusdo com
componentes lipofilicos (MICHALSKA et al., 2017). Ainda, possui exterior hidrofilico
formado por numerosas hidroxilas que podem se ligar a agua.

As CDs possuem baixa toxicidade quando administradas por via oral
(LOFTSSON; BREWSTER, 2012) ou por via parentérica, pois sdo excretadas pela
urina de forma inalterada devido ao seu baixo peso molecular (LOFTSSON, 2015), e
sua meia-vida biol6gica em seres humanos é de aproximadamente 1,9 h (KURKOV;
LOFTSSON, 2013). Sdo capazes de formar complexos de inclusdo com farmacos,
ao incorporar estas moléculas em sua cavidade central, sendo o aumento da
solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade das moléculas as principais
finalidades da inclusdo a ciclodextrinas (PINHO et al., 2014). Sdo encontradas em
mais de 35 produtos farmacéuticos que sado comercializados (LOFTSSON,;
BREWSTER, 2010), mas estdo presentes também em cosmeéticos, produtos
cromatograficos, téxteis e alimentares (CHENG et al., 2017), porém podem néo ser
toxicas aos seres humanos por ter alta biocompatibilidade, além de serem
aprovadas pela FDA (Food and Drug Administration) (PINHO et al., 2014).



23

O aumento da biodisponibilidade no corpo de hormoénios presentes em
produtos farmacéutico complexados a CDs pode reduzir a frequéncia de
administracdo e/ou a dose necessaria para alcancar um efeito bioldgico
(LAKKAKULA et al., 2012). Além disso, as CDs protegem as moléculas bioativas de
efeitos ambientais secundarios como temperatura, pH e luz (PINHO et al., 2014).
Diante disto, estudar a toxicidade de complexos de inclusdo com farmacos como
poluentes ambientais se torna importante uma vez que também a toxicidade pode
ser alterada.

2.4. Peixes em estudos de toxicidade

Devido as atividades industriais, agricolas e antropogénicas, 0 ecossistema
aguatico vem sendo degradado por despejo de diversos produtos quimicos (ABDEL-
MONEIM et al., 2012). Nas ultimas décadas, analises quimicas realizadas na agua
permitiram detectar concentracfes muito baixas desses produtos quimicos mesmo
que na ordem de ng/L (VESTEL et al., 2016). Embora a concentracdo desses
produtos quimicos na biota aquatica seja pequena, reflete grande preocupacédo por
poderem representar uma ameaca toxica aos organismos expostos pela sua
capacidade de afetar as vias biologicas (SVANFELT et al.,, 2010; VESTEL et al.,
2016). Dentre esses produtos quimicos, os farmacéuticos a base de horménios
merecem grande destaque por estarem presentes em produtos de uso humano e
veterinario, tendo sua utilizacdo em massa. Os principios ativos desses farmacos
sao liberados pelas fezes e urina dos usuarios ou animais, sendo esta a principal
fonte de contaminac¢ao ambiental (FENT, et al., 2006).

Os efeitos toxicos causados por horménios presentes no ambiente afetam
desde microinvertebrados até grandes vertebrados numa proporcdo global, e é
preocupante por esses compostos serem capazes de interferir na reproducédo das
espécies, e em consequéncia, no desenvolvimento da prole (REIS FILHO et al.,
2006). Segundo Costa et al. (2008) os testes toxicolégicos sdo procedimentos
importantes na avaliacdo da qualidade das aguas e de poluicdo dos efluentes, por
registrarem o efeito das substancias em organismos vivos.

O constante contato com a agua permite que os peixes sejam considerados
importantes veiculos transportadores de contaminantes para a populacdo humana
(ABDEL-MONEIM et al., 2012). Soares et al. (2016) afirmam que 0s peixes podem
ser utilizados como bioindicadores ambientais por estarem no topo da cadeia tréfica

aguatica quando comparados com outros bioindicadores, e também por serem
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sensiveis a presenca de diversos produtos quimicos. Eles apresentam respostas
similares aos mamiferos, porém sua utilizacdo em laborat6rio como bioindicador é
mais vantajosa pela facilidade de serem mantidos em laboratdrio e expostos as
substancias quimicas (GROFF, 2008). No Brasil, as espécies de peixes mais
utilizadas para ensaios toxicolégicos sao Pimephales promelas (peixe-toupeira) e
Danio rerio (paulistinha, zebrafish), tanto para os ensaios agudos quanto para 0s
cronicos (AREZON, 2011).

Os ensaios de toxicidade aguda séo aqueles dispostos a avaliar a capacidade
que um contaminante tem de levar oS organismos-teste a morte em um curto
periodo de exposicdo, geralmente de 24 a 96 horas. Nesse teste os valores de
concentracdes efetivas (CEsp) concentracdes letais (CLsp) podem ser determinados.
O primeiro referindo-se a concentracdo da substancia que pode causar um efeito
agudo a pelo menos 50% dos organismos expostos, e o segundo a concentracao
que pode provocar mortalidade de 50% dos organismos-teste. O de toxicidade
cronica expfe os animais a um periodo de tempo mais prolongado e significativo
com concentracfes sub-letais (que ndo levam os organismos a morte, mas que
podem provocar efeitos toxicos), variando de uma parte ou todo o ciclo de vida do
organismo afim de avaliar efeitos mais sutis (ARENZON, 2011; COSTA et al., 2008)
sobre o comportamento, o crescimento e a reproducao.

2.4.1. O tambaqui como um modelo animal para estudos toxicoloégicos

Dentre os peixes que podem ser utilizados em estudos de toxicidade, o
Colossoma macropomum (Fig. 5) € uma espécie originaria da América do Sul,
pertencente a classe Actinopterygii, ordem Characiformes e familia Characidae
(RODRIGUES, 2014).

E o segundo maior peixe encontrado na Bacia Amazonica, adaptado a
ambientes |énticos, como lagos de varzea (ARBELAEZ-ROJAS et al., 2002). S&o
conhecidos também por diversos nomes como tambaqui, gamitama, cachama e
cachama negra (SOUZA, 2009), e apresentam alta longevidade (até 15 anos)
(MARCON; FILHO, 1999), bom crescimento e ganho de peso (SOUZA et al., 2009)
podendo chegar a apresentar 1 m de comprimento e 30 kg de peso corporal
(MATOS et al., 2017). Exibem habito gregario (BARBOSA et al., 2009), sendo uma
das trinta espécies amazbnicas, aproximadamente, que migram nos rios em

cardumes na fase adulta (comprimento >55 cm) para a disperséo e a reproducéo da
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espécie (GOULDING; CARVALHO, 1982) ou ainda para forrageamento (MARCON;
FILHO, 1999).

Apresenta o corpo com formato romboidal e coberto por escamas,
apresentando manchas escuras irregulares no ventre e na cauda em sua fase
adulta. Seu dorso tem tonalidade esverdeada, podendo mudar esta coloracédo a
depender das caracteristicas da agua do ambiente, como cor e transparéncia
(BORGES, 2013). Soares et al. (2016) informam que essa mudanca de cor €&
caracteristica de um processo adaptativo imprescindivel para a sobrevivéncia,
relacionados a predacao e a captura do alimento.

C. macropomum €& considerado uma espécie onivora, com seu habito
alimentar, quando juvenil (comprimento <55cm), variando de sementes e frutos
durante a estacdo chuvosa, para zooplancton e arroz durante a estacdo seca
(ARIDE et al., 2006). Pela presenca de dentes molariformes e mandibulas fortes o
tambaqui tem capacidade para esmagar sementes duras (GOULDING; CARVALHO,
1982). Ainda, insetos, macrofitas, algas, moluscos e peixes sado também consumidos
pela espécie (RODRIGUES, 2014).

Figura 1. Juvenil de Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) em cativeiro, junho de 2015 (Fonte:

Prépria autora).

Esta presente em aguas ricas em nutrientes, onde a temperatura média varia
entre 25 e 34 °C (PEREIRA JUNIOR, 2013), e devido a essas condi¢des climaticas
sua producdo € realizada nas regidbes Norte, Centro-Oeste e Nordeste
(RODRIGUES, 2014). E uma espécie que pode resistir a baixas concentracdes de
oxigénio dissolvido (~ 1 mg/L) (PEREIRA JUNIOR, 2013), mas quando entram em
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estado de hipoxia podem apresentar diferentes respostas, sejam elas
comportamentais como subir para a superficie da dgua para captar oxigénio das
aguas superficiais, ou ajustes fisiologicos como a expansdo temporaria do labio
inferior (RODRIGUES, 2014). Mas também suportam mudancas fisicas e quimicas
da agua como temperatura, variacdes de pH, niveis altos de amobnia e nitrito
(JERONIMO et al., 2017).

Dentre as espécies nativas produzidas pela piscicultura brasileira, o tambaqui
€ um dos peixes mais produzidos e comercializados no Brasil, com uma producéo
nacional de 22,6% no ano de 2013, o que representa um total de 88.719 toneladas
de peixe, movimentando o mercado com R$ 479.349,00 (quatrocentos e setenta e
nove mil e trezentos e quarenta e nove reais), perdendo apenas para a tilapia, que
liderou o ranking de 2013 com 43,1% da producdo. Desse total, a regido Norte é
destaque na producéo, seguida da regido Nordeste e Sudeste (IBGE, 2014).

Segundo (ARBELAEZ-ROJAS et al., 2002) o tambaqui é incessantemente
procurado, o que indica sua alta potencialidade no aumento de renda dos produtores
através do cultivo, sendo Manaus a principal cidade produtora, destinando-os tanto
para consumo interno como para a exportacdo em paises como Cuba, Republica
Dominicana, Estados Unidos, Honduras, Jamaica, Filipinas, Guatemala, Hungria,
Costa Rica, Porto Rico e China (MENDONCA et al., 2012). O mercado internacional
apresenta grande aceitacdo dessa espécie, por apreciarem o0 sabor da sua carne
(JERONIMO et al., 2017).

A utilizacdo de C. macropomum como organismo teste tem sido relatada em
diversos estudos relacionados a fotoperiodo (ARIDE et al., 2006; MENDONCA et al.,
2012), temperatura (SALAZAR-LUGO et al., 2009), tolerancia a pH (ARIDE et al.,
2007), salinidade (FIUZA et al., 2015), suplementacéo (SOUZA, 2009; MENDONCA
et al.,, 2012; RODRIGUES, 2014), anestésicos (BARBAS et al., 2017), processos
antioxidantes (MARCON; FILHO, 1999), biomarcadores (SADAUSKAS-HENRIQUE
et al., 2017), criopreservagcdo (VARELA JUNIOR, 2011; GALLEGO et al., 2017), e
também produtos quimicos como a formalina (ARAUJO et al., 2004), e pesticidas
como lufenuron (SOARES et al., 2016).

2.4.2. Coleta de dados fisiolégicos e comportamentais em peixes

A exposicdo de organismos aquaticos a diferentes concentragbes de

substancias consideradas DEs durante um determinado periodo de tempo define a

funcdo do teste de toxicidade, que pode revelar resultados sobre aspectos
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ecolégicos e efeitos adversos que os poluentes causam a uma comunidade
bioldgica (RUBINGER, 2009).

Um desses efeitos pode ser identificado no comportamento animal, por ser
analisado como resposta a um estressor, seja ele de origem endoégena ou exdgena
(KOCHHANN et al., 2013). O comportamento animal é definido por Del-Claro (2004)
como tudo que um individuo tem a capacidade de fazer, até mesmo quando para de
realizar alguma atividade de movimentacdo por exemplo. Ou seja, mesmo que o
animal se apresente parado estara representando um comportamento. A pesquisa
do comportamento animal pode contribuir para a melhoria do manejo de espécies e
0 estudo do bem-estar animal. Esse ramo da ciéncia ainda se faz importante por dar
assisténcia a compreensdo dos aspectos fisioldgicos, ecoldgicos, genéticos e
evolutivos de espécies animais (FARIAS et al., 2012).

A taxa metabdlica, um indicador fisiolégico, é definida por Schmidt-Nielsen
(2010) pelo metabolismo energético do animal por unidade de tempo, sendo
caracterizado por trés variaveis: i. A diferenca entre o valor energético de todo
alimento e toda a excrecao, ii. Pela producéo total de calor realizada pelo organismo,
iii. Pela quantidade de oxigénio utilizado nos processos de oxidacdo. Este ultimo é
mais utilizado para determinar taxa metabdlica, uma vez que o aumento da taxa de
captura de oxigénio através das branquias é uma resposta ao estresse, podendo ser
ambiental ou quimico por exemplo, e o resultado desse processo é refletido no
aumento da taxa ventilatoria, do fluxo de sangue branquial, e do transporte de O,
pelo sangue (TAVARES-DIAS, 2009).

Ainda, a determinacdo da capacidade natatéria também, um indicador
fisiolégico, € importante para a realizacdo de testes toxicoldgicos, pois 0s
movimentos de natacdo dos peixes desempenham uma atividade vital para sua
sobrevivéncia, seja na fuga de predadores, busca de presas, migragcdo, momento
reprodutivo, e também no deslocamento em caso de desequilibrio ambiental (REIDY
et al., 2000). A investigacao relacionada ao comportamento de natacdo dos peixes é
relatada em estudos de energética molecular, mecanica de natacao, trocas gasosas,
fisiologia cardiaca, doencas, poluicdo, hipéxia e temperatura (TIERNEY, 2011).
Diante disto, torna-se importante desenvolver dispositivos que tenham a capacidade
de determinar este parametro de forma rapida e com precisdo. A capacidade
natatéria € a principal caracteristica para determinacdo da sobrevivéncia em muitas

espécies de animais aquaticos, inclusive em peixes (PLAUT, 2001). Nestes, essa
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capacidade natatoria € subdividida em sustentada, prolongada e explosdo. A
natacao sustentada € aquela que o peixe mantém sua natacao por um periodo, ndo
excedendo 200 min, sem entrar em fadiga. A determinacdo da natacao prolongada é
mensurada pelo teste da velocidade critica de natacdo (Ucrit) (SANTOS et al.,
2007), criado por Brett (1964), onde o animal entra em fadiga entre 20 seg. e 200
min. Brett em seu estudo analisou 0 metabolismo respiratério e o desempenho
natatério de uma espécie de salmdo (Oncorhynchus nerka). Ainda, a natacdo de
explosédo envolve movimentos rapidos de curta duracéo, sendo inferior a 15-20 seg.,
(SANTOS et al.,, 2012), com os animais entrando em fadiga por estarem nas
velocidades mais altas a qual sdo capazes de nadar (BEAMISH, 1978). A velocidade
critica de natacdo (Ucrit) € comumente utilizada para avaliar efeitos de diversos
fatores na capacidade de natacdo dos peixes, como por exemplo, temperatura
(BRETT, 1967; PANG et al., 2014), pH (BUTLER et al., 1992), oxigénio (FERREIRA
et al.,, 2010), na tentativa de prever efeitos ecoldgicos a esses animais em seu
habitat natural (PLAUT, 2001). Além desses efeitos, a andlise toxicolégica de
poluentes ganhou destaque no trabalho de Beaumont et al. (1995) ao utilizar Ucrit
como um dos parametros na determinacdo da concentracéo sub-letal de adultos de
truta marrom (Salmo trutta) expostos ao cobre, e de Cunningham e Mcgeer (2016)
ao analisarem a capacidade de duas espécies de peixes (Salmo trutta e Coregonus
clupeaformis) tinham de executar mergulhos repetitivos apds exposi¢do crénica ao
cadmio.

A eletrorretinografia (ERG) é um método ndo-invasivo que permite analisar a
atividade eletrofisioldgica da retina (MAKHANKOV et al., 2004). E mensurada pela
inducdo da variacdo de potenciais de acdo das células que respondem a um
estimulo luminoso quando o animal esta anestesiado, sendo necessario o uso de
trés eletrodos para o registro dos potenciais elétricos da retina: i. eletrodo positivo,
colocado sob a cornea, ii. negativo ou de referéncia, colocado subcutaneamente no
dorso do animal, e iii. eletrodo terra, que serve de zero e € colocado no recipiente
gue comporta o animal anestesiado (LIMA, 2011).

Os peixes podem passar também por analise de parametros zootécnicos,
indicador morfologico, comprimento médio final, dado em centimetros, e medido pela
distancia entre o a ponta do focinho até a extremidade da nadadeira caudal, ganho
de peso dado em gramas e calculado pela subtragdo do peso médio final e peso
meédio inicial (AYZORA et al.,, 2011; BACCARIN, 2002; NAKANDAKARE, 2010;
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SOARES, 2012). Esses dados podem indicar o efeito de diversas substancias que
entram em contato com os animais na biota aquatica e que podem estar envolvidas

também no seu bem-estar fisioldgico, sendo de importante relevancia o seu estudo.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos toxicos da tiroxina livre (T4), complexada a ciclodextrina e

levotiroxina nos parametros biolégicos de tambaqui (Colossoma macropomum),

ainda avaliar se a complexagdo com a ciclodextrina torna a T, mais toxica em

relacdo aos parametros biologicos analisados, e construir um dispositivo para a

determinacdo da capacidade natatéria em peixes com possivel aplicacdo em testes

toxicologicos.

3.2.

Objetivos Especificos
Desenvolver o complexo de inclusdo entre ciclodextrina e tiroxina,

Avaliar os efeitos da tiroxina livre, complexada a ciclodextrina e da levotiroxina
como disruptores enddcrinos em concentracées encontradas em agua tratada e
nao tratada em teste de toxicidade cronica;

Analisar o efeito da tiroxina livre e complexada a ciclodextrina e da levotiroxina
nos parametros zootécnicos de Colossoma macropomum durante o teste de
toxicidade croénica;

Estudar os efeitos téxicos dos horménios descritos sobre o comportamento dos
peixes;

Analisar os efeitos toxicos dos horménios descritos na taxa metabdlica e
consumo de oxigénio dos animais;

Avaliar os efeitos toxicos sobre a atividade da retina dos peixes por
eletrorretinogafia fotopica e fotometria flicker, as células fotorreceptoras e ON-
bipolares;

Desenvolver um dispositivo para determinacdo da capacidade natatoria de

peixes, com aplicacao na area toxicologica.
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Capitulo 1
Efeitos toxicos da tiroxina livre, complexada a ciclodextrina e levotiroxina nos
parametros bioldgicos do Colossoma macropomum exposto
a teste de toxicidade cronica
[Toxic effects of free thyroxine, complexed into cyclodextrin and levothyroxine in
the biological parameters of Colossoma macropomum exposed to
chronic toxicity test]

Resumo

Os efeitos toxicos da tiroxina (T4) livre, complexada a B-ciclodextrina (B-CD-T,) e da
levotiroxina (L-T,) nos pardmetros bioldgicos de tambaqui (Colossoma macropomum)
foram avaliados. Os animais foram expostos em testes de toxicidade crbnica aos
horménios nas concentracBes de dgua ndo tratada (ANT - 60 ng/L) por 2 meses e agua
tratada (AT - 20 ng/L e 40 ng/L) por 12 meses. Foram avaliados, 0 peso e comprimento,
comportamento animal, taxa metabolica, consumo de oxigénio e eletrorretinografia. Os
juvenis de tambaqui expostos ao B-CD-T4 (ANT) apresentaram reducdo (p < 0,05) no
peso comparado aos demais grupos (14,1% - controle e T4, e 13,21% - L-Ty) e
comprimento (5,71%) comparado a T4 livre. Os animais expostos a T4 livre (AT)
apresentaram aumento (8,48%) no crescimento em peso (p < 0,05). Nas observacgoes
comportamentais dos animais expostos a L-T, (ANT) foi observada reducgéo (p < 0,05)
nos eventos Nadar Lento e Permanecer Parado. Animais expostos ao -CD-T4 (ANT)
reduziram a exibicdo do evento Nadar Lento e Fugir, mas aumentaram a exibicdo de
Permanecer Parado. Os animais expostos ao B-CD-T4 (20 ng/L - AT) aumentaram a
exibicdo do evento Ataque Lateral. N& foram observadas diferengas na taxa
metabolica, porém os animais expostos ao complexo B-CD-T, (40 e 60 ng/L)
apresentaram maior consumo de O,. L-T4 e B-CD-T, promoveram redugdo na
capacidade dos animais em responderem a estimulos nos fotorreceptores e nas células
ON-bipolares de acordo com o exame fotdpico. No eletrorretinograma flicker ndo foram
observadas alteraces (p > 0,05) na laténcia e amplitude das ondas. Pode-se concluir
que a complexacdo de T, a B-CD alterou a toxicidade do horménio, promovendo
alteracbes no peso, comprimento, comportamento e consumo de O, dos animais,
sugerindo que produtos disponibilizados com complexos de inclusdo, devem ser

submetidos a novos testes de toxicidade.
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Palavras-chave: Disruptor enddcrino, Hormonio tireoidiano, Complexo de inclusdo,
Metabolismo, Comportamento animal.
Abstract
The toxic effects of free thyroxine (T,4), complexed into B-cyclodextrin (B-CD-T,) and
levothyroxine (L-T4;) on the biological parameters of tambaqui (Colossoma
macropomum) were evaluated. The animals were exposed in a chronic toxicity test to
the compounds at the concentrations of untreated water (ANT — 60 ng/L) for 2 months
and treated water (AT — 20 ng/L and 40 ng/L) for 12 months. Weight and length, animal
behavior, metabolic rate, oxygen consumption and electroretinography were evaluated.
The juvenile tambaqui were exposed to B-CD-T4 in ANT had a reduction (p < 0,05) in
the weight compared to the other groups (14.1% - control and T, and 13.21% - L-T,)
and length (5.71%) compared to free T,. Besides, the animals exposed to free T4 in AT
had an increase (8.48%) in weight gain (p < 0.05). Behavioral observations of the
animals exposed to L-T4 in ANT showed a reduction (p < 0.05) in the Slow Swimming
and Staying Motionless events. The animals exposed to the p-CD-T4 (ANT) reduced the
display of the Slow Swimming and Escape event, but increased the Staying Motionless.
The animals exposed to B-CD-T4 (20 ng/L - AT) increased the Lateral Attack event. No
significant differences (p > 0.05) were observed in the metabolic rate, but the animals
exposed to the B-CD-T4 complex (40 and 60 ng/L) had the highest O, consumption. L-
T, and B-CD-T, promoted a reduction in the ability of the animals to respond to stimuli
in the photoreceptors and ON-bipolar cells according to the photopic examination. In
flicker electroretinogram, no differences (p> 0.05) were observed in the latency and
wave amplitude. It can be concluded that the complexation of T4 to B-CD altered the
toxicity of the hormone, promoting changes in the weight, length, behavior and oxygen
consumption of the exposed animals, suggesting that new toxicity tests should be
performed on the hormones available containing inclusion complexes with
cyclodextrins.
Keywords: Endocrine disruptor, Thyroid hormone, Inclusion complex, Metabolism,
Animal behavior.
1. Introducéo

O hormonio tiroxina (T4) e sua forma ativa, a triiodotironina (T3), sdo

sintetizados e liberados pela glandula tireoide tendo efeito no crescimento,
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desenvolvimento e funcdo dos principais tecidos dos animais (Ajay, 2013), ainda
ajudam a regular o metabolismo, o consumo de energia e a termogénese, estando
envolvidos também no desenvolvimento de 6rgaos sensoriais como os olhos e ouvidos
(Darbre, 2015). Na aquicultura, o horménio T, € utilizado como aditivo alimentar,
sendo administrado oralmente quando associado & ragdo (Garg, 2007). Quando héa
disfungdo da gléandula tireoide na producdo e secrecdo destes hormonios tireoidianos
pode ser necessario a reposicdo a partir de formas sintéticas da T4 como a Levotiroxina
(L-T4) (Lakkakula et al., 2012). Devido ao hipotireoidismo, a L-T, pode ser utilizada
durante toda a vida do individuo (Madeira, 2011) sendo o quarto medicamento mais
vendido no Brasil (Correio popular, 2015). Adicionalmente, T, devido a sua
caracteristica hidrofobica foi complexado a ciclodextrina (CD) para reduzir essa
limitacdo (Lakkakula et al., 2012).

As CDs podem formar complexos de inclusdo com vérias substancias
aumentando assim a biodisponibilidade, absorcédo, solubilidade em &gua e estabilidade
quimica destas (Cadena et al., 2011; Loftsson, 2015). CDs séo oligossacarideos ciclicos,
formados por mondémeros de glicose, unidos por ligagdes glicosidicas a-(1,4), com
cavidade hidrofdbica e exterior hidrofilico que quando em solugéo aquosa incorpora a
sua cavidade as moléculas hidrofébicas formando complexos de inclusdo (Loftsson e
Brewster, 2010; Loftsson, 2015). Ndo apresentam efeito toxico quando administradas
por via oral em medicamentos, devido a pouca absorcdo pelo trato gastrointestinal e
eliminacdo na sua forma inalterada na excrecdo (Loftsson e Brewster, 2012), e ainda
protegem as moléculas bioativas de efeitos ambientais secundarios como temperatura,
pH e luz (Pinho et al., 2014). Mas, devido as alteragdes das propriedades fisico-
quimicas descritas acima das moléculas complexadas ndo sdo conhecidos os efeitos
toxicos destes novos compostos. Segundo Loftsson e Brewster (2010), em 2010 havia
mais de 35 medicamentos disponiveis no mercado a base de CDs.

Devido a utilizagdo de hormdnios tireoidianos livres e complexados a CDs, bem
como a sua forma sintética (L-T,4), pode ocorrer o descarte destas substancias no
ambiente, neste caso, sdo considerados disruptores endocrinos (DEs), que sdo
substancias quimicas naturais ou sintéticas capazes de imitar ou interferir na ligacéo e
na acdo dos hormonios naturais do corpo, interferindo assim nos processos fisioldgicos

(Abdallah, 2016). Os farmacos entram no sistema aquatico por diferentes maneiras. A
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origem da contaminacdo é antropogénica devido ao descarte no lixo doméstico e
hospitalar ou esgoto comum. Segundo Fent et al. (2006), a principal contaminacéo se da
através da ingestdo de medicamentos pelos seres humanos, posteriormente 0s seus
metabolitos sdo eliminados pela excrecdo, desembocando diretamente no ambiente
aquatico ou chegando nas &guas residuais por limitagdes na remogdo de farmacos
encontradas nos sistemas de tratamento de agua (Svanfelt et al., 2010), onde passam por
uma sequéncia de clarificacdo, tanque de aeracdo, adicdo de cloreto de ferro para
eliminacdo de fosfato e outra clarificacdo (Ternes, 1998). Se tratando especificamente
de T4, embora Svanfelt et al. (2010) tenham determinado os valores aproximados de 60
e 20 ng/L de T, em &gua ndo tratada e &gua tratada, respectivamente, a literatura €
escassa quanto aos trabalhos que avaliam seu efeito toxicol6gico na biota aquatica.

Primeiramente analisamos a toxicidade do hormoénio 17B-estradiol livre (E,) e
complexado a B-ciclodextrina sobre os pardmetros biol6gicos de Oreochromis niloticus
(Silva et al., 2017). E; livre e complexado a CD apresentaram efeitos toxicos diferentes
nos peixes a niveis comportamentais e fisiologicos. Ja existem trabalhos que utilizam
complexos T4-CD (Lakkakula et al., 2012; Patente US005856359) o que leva uma
prerrogativa do surgimento de possiveis produtos no mercado e a necessidade de avaliar
os efeitos toxicos destes novos complexos de inclusao.

Diante da problematica acima apresentada, faz-se necessario o desenvolvimento
de estudos que analisem o efeito da T, livre, complexada a B-CD e da levotiroxina em
peixes como modelo animal, avaliando como tais substdncias afetam os sistemas
biol6gicos e se esses animais sdo sensiveis a presenca de produtos quimicos no
ambiente aquatico. A espécie Colossoma macropomum (tambaqui) pode apresentar-se
como um bom modelo para ensaios ecotoxicoldgicos por ser utilizada em estudos como
bioindicadores de qualidade ambiental (Soares et al., 2016). O tambaqui € um peixe da
bacia amaz6nica, distribuido pela América do Sul, tem carne bastante apreciada (Dairiki
e Silva, 2011). No ano de 2013 foi uma das espécies mais cultivadas do Brasil tendo
producdo total de 88.719 toneladas (IBGE, 2013).

Estudos sobre a toxicidade de T4, L-T4 e B-CD em C. macropomum nédo foram
encontrados na literatura. Por ser um peixe com ampla distribuicdo e comercializagédo
no Brasil, utilizado para alimentacéo, tendo seu potencial aumentado quanto aos riscos

que pode causar a saude pela bioacumulagdo, é importante analisar os possiveis efeitos



129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160

45

toxicos causados por DEs nesses animais. Diante disso, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos toxicos do hormonio tiroxina livre e complexada a [-
ciclodextrina e da levotiroxina sobre os parametros biologicos tais como peso,
comprimento, comportamento e taxa metabdlica de Colossoma macropomum
(tambaqui) e ainda avaliar se a complexagdo com a ciclodextrina torna a T, mais toxica
em relacdo aos pardmetros bioldgicos analisados.
2. Materiais e métodos
2.1. Manutencéo

Os protocolos utilizados no trabalho foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA), processo n. 096/2014. Os juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum) foram obtidos da Estacdo de Aquicultura Continental Professor Johei
Koike — Departamento de Pesca da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) onde eram mantidos em tanques (pH 6,6 e temperatura de 28 + 1 °C),
transferidos para aquarios no Laboratorio de Ecofisiologia e Comportamento Animal
(LECA) - Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da mesma
instituicdo. Os juvenis foram aclimatados em aquarios com volume final de 20 L com
aeracdo continua (11 mg/L de OD) em agua desclorada com pH 6,8, temperatura de 26
+ 1 °C e em fotoperiodo natural de 12:12 claro/escuro durante todos 0s experimentos,
variando apenas no teste cronico de 12 meses devido a passagem pelas quatro estagdes
do ano. Os peixes foram alimentados uma vez ao dia com racdo comercial extrusada
(40% de proteina bruta). Foram realizados 2 testes de toxicidade cronica: i. simulando
concentracdo de T, em agua ndo tratada (ANT - 2 meses), com 4 grupos experimentais
(controle, T4 a 60 ng/L, L-T4 a 60ng/L e B-CD-T4 a 60 ng/L); ii. simulando
concentracdo de T, em &gua tratada (AT - 12 meses), com 5 grupos experimentais
(controle, T4 a 20 ng/L, L-T4 a 20ng/L, B-CD-T4 a 20 ng/L e B-CD-T4 a 40 ng/L). Em
nenhum dos testes houve morte de animais nos grupos.
2.2. Formacéo do complexo de incluséo entre tiroxina e g-ciclodextrina

A tiroxina (T,) (lote #BCBL 8063V) e a B-ciclodextrina (B-CD) (lote 1228922
44606048) foram obtidas da SIGMA (St. Luiz MO, USA), a levotiroxina (L-T,) foi
obtida no comeércio local (composicdo: L-T4 (37,5 pg), manitol, amido de milho,
celulose microcristalina, butil-hidroxianisol e estearato de magnésio). Para a preparagédo

das solugdes de T, e L-T,4, estas foram dissolvidas em etanol e posteriormente diluidas
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em agua destilada seguido de evaporagdo do alcool obtendo-se concentracdo de 4,0 x
10 g/L. O complexo de inclusdo entre a tiroxina e a B-ciclodextrina (B-CD-T,) foi
formado pela técnica de co-precipitacdo segundo Lakkakula et al. (2012), na qual a T4
foi diluida em uma solucdo aquosa de B-CD na propor¢do de 1:1 em mol (B-
CD:hdspede). A B-CD foi primeiramente solubilizada em &gua destilada enquanto a
solugdo de T, foi preparada conforme mencionado acima. A solugdo de T, foi
adicionada a de B-CD sob suave agitacdo para permitir a formagcdo do complexo de
inclusdo. Todas as solucdes foram acondicionadas sob refrigeracdo (4 °C) e utilizadas
periodicamente sempre que feita a renovacdo da agua dos aquarios.

2.3. Teste de toxicidade cronica simulando concentracdo de agua ndo tratada (ANT)

A determinacdo das concentracGes experimentais para o teste de toxicidade
crénica simulou a concentracdo encontrada em agua ndo tratada segundo Svanfelt et al.
(2010) de aproximadamente 60 ng/L de T4. Tambaquis juvenis (28 animais, peso médio
3,00 + 0,82 g e comprimento médio 5,84 + 0,29) foram divididos em 4 grupos, contendo
7 animais expostos as concentracdes de 60 ng/L de T, livre, L-T4, e complexo de
inclusdo B-CD-Ty4, e ainda um grupo controle sem adi¢cdo de nenhum composto. As
concentracdes acima foram obtidas a partir da diluicdo das solugdes descritas no item
2.2 e repostas na dgua uma vez por semana com a lavagem completa dos aquéarios, com
a agua passando por processo oxidativo avancado (POA), em reator utilizando foto-
oxidacdo UV e H,0 antes do descarte. O ensaio foi realizado em sistema semi-estatico
durante 2 meses, com 0s animais sendo alimentados diariamente (ad libitum) até a
saciedade com 0,15 g de racdo comercial extrusada. Os efeitos sub-letais analisados
foram as alteracGes no peso e comprimento (item 2.5.1.), no comportamento animal
(item 2.5.2), na taxa metabdlica, no consumo de oxigénio (item 2.5.3.),
eletrorretinograma fotdpico e flicker (item 2.5.4.).

2.4. Teste de toxicidade crdnica simulando concentracao de agua tratada (AT)

As concentracdes experimentais para este teste de toxicidade cronica também
seguiram os resultados encontrados por Svanfelt et al. (2010), sendo o valor aproximado
de 20 ng/L de T4 em agua tratada. Os juvenis de tambaqui (35 animais, peso médio 9,57
+ 0,28 g e comprimento médio 8,35 + 0,08) foram divididos em 5 grupos com 7 animais
cada, expostos as concentracfes de 20 ng/L de T4 livre, L-T4, complexo de incluséo f3-

CD-Ty, e 40 ng/L também do complexo B-CD-Ty, e ainda um grupo controle sem adi¢do
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de nenhum composto. As concentra¢es acima foram obtidas a partir da diluicdo das
solucBes descritas no item 2.2 e repostas na agua uma vez por semana com a lavagem
completa dos aquarios, com a agua passando por processo oxidativo avancado (POA),
em reator utilizando foto-oxidacdo UV e H,0 antes do descarte. O ensaio foi realizado
em sistema semi-estatico durante 12 meses, com o0s animais sendo alimentados
diariamente (ad libitum) até a saciedade com 0,7 g de ra¢do comercial extrusada, sendo
aumentada 0,3 g a cada trimestre. Os efeitos sub-letais analisados foram as alteracfes no
peso e comprimento (item 2.5.1.), no comportamento animal (item 2.5.2.), na taxa
metabdlica e no consumo de oxigénio (item 2.5.3.).
2.5. Coleta de dados
2.5.1. Medidas de peso e comprimento

A verificacdo do peso (g) e comprimento (extremidade do nariz até extremidade
da cauda em cm) dos animais foi realizada segundo Soares et al. (2016), tendo a
primeira medi¢do na semana de inicio de cada teste e quinzenalmente repetidas
utilizando balanca e paquimetro analitico.
2.5.2. Estudos comportamentais

Os padrdes comportamentais para C. macropomum foram observados seguindo
0 etograma construido por Soares et al. (2016), com adicdo do comportamento
Compulsédo Alimentar (CA) no qual o animal realiza o ato de se alimentar sem a
presenca de alimento. As observacdes foram feitas semanalmente, com o observador a
1,5 m de distancia do aquario para ndo influenciar no comportamento dos animais, pelo
método de scan sampling (ALTMANN, 1974; SOARES et al., 2016) durante 30 min
intercalando-se um minuto de observagdo e um minuto de intervalo.
2.5.3. Determinacdo da taxa metabodlica e consumo de oxigénio

Para a determinacdo da taxa metabolica (consumo de O, em massa), foi utilizado
0 método desenvolvido por Cunha et al. (2009) modificado, no qual o sistema de
aeracdo € desligado e a abertura do aquario vedada para blogquear a renovacdo de O,
pelo ar atmosférico. Um periodo de 30 seg. foi adotado para a estabilizacdo do medidor
de oxigénio dissolvido portéatil (pHtec DO-48), e apos isso aferiu-se a cada 5 min 0 OD
(oxigénio dissolvido) por um tempo total de 30 min. As determinacgGes foram realizadas
quinzenalmente durante os dois meses no teste de ANT, e nos 3 ultimos meses (10 a 12

meses) no teste de AT. A taxa metabdlica (mg O, L™) para cada grupo foi determinada
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conforme Cunha et al. (2015) seguindo a equagdo: TM = [(Oi — Of) x V / (T x B)], onde
Oi corresponde a concentracdo inicial de oxigénio (mg O,/L), Of corresponde a
concentracdo final de oxigénio (mg O,/L), V é o volume do aquario, B é a biomassa dos
peixes (g), e T é a duracdo da medicéo (h).
2.5.4. Eletrorretinograma (ERG) Fotopico e Flicker

As andlises foram realizadas ao final do experimento do teste de toxicidade
crénica simulando concentracdo de agua ndo tratada (ANT), utilizando animais
anestesiados (60 mg/L de eugenol). Para as analises da atividade dos cones na retina de
C. macropomum in vivo, utilizou-se a técnica de eletrorretinografia fotpica descrita por
Soares et al. (2016). O exame fotopico foi realizado em sala com aproximadamente 30
cd/m?. Cinco estimulos visuais de 3 cd/m? (0,7 Hz) foram usados para as medidas
fotopicas. Ainda, realizamos o eletrorretinograma flicker, com 20 estimulos de luz
branca a 30 Hz em condigdes fotopicas para avaliar a atividade dos cones
(principalmente retina central). O sistema usado foi o Neuropack 2 MEB-7102A/k da
Nihon Kohdem.
2.7. Analises estatisticas

Os resultados foram expressos na forma de média e desvio padrdo, sendo
comparados por analise de variancia simples (One way ANOVA). Quando as diferencas
foram significativas, as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey com p < 0,05
através do software Origin Pro 2015 Academic (Origin Lab Corporation, EUA).
3. Resultados
3.1. Medidas de peso e comprimento

As médias de peso e comprimento dos animais expostos em teste de toxicidade

crbnicaa ANT a AT e a AT sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Efeito da tiroxina livre (T4 Livre), levotiroxina (L- T,) e tiroxina complexada a ciclodextrina
(B-CD-T4) no crescimento em peso e comprimento do tambaqui (Colossoma macropomum) durante 2
meses de exposicado ao teste de toxicidade cronica simulando a concentragdo de tiroxina presente em agua
ndo tratada (ANT), e trimestralmente durante 12 meses de exposi¢do ao teste de toxicidade cronica

simulando a concentragdo de tiroxina presente em agua tratada (AT).

Animais expostos em teste de toxicidade cronica simulando T, em dgua néo tratada (ANT)

Peso médio (g) N =28

Grupos T, Livre L-T, B-CD-Ty
Meses Controle (60 ng/L) (60 ng/L) (60 ng/L)
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0-2 3,06 +0,14° 3,06 +0,12° 3,03+0,18° 2,63+0,12°
Comprimento médio (cm)
0-2 6,08 £ 0,03° 6,14 + 0,04% 6,01 +0,06° 5,79 £ 0,05*
Animais expostos em teste de toxicidade cronica simulando T, em agua tratada (AT)
Peso médio (g) N =35
GIUPOS  controle T, Livre L-T, B-CD-T, B-CD-T,
Meses (20 ng/L) (20 ng/L) (20 ng/L) (40 ng/L)
0-3 12,34 +1,84* 1169+1,81* 12,37+1,92* 12,29+1,58° 12,11 + 1,65
4-6 15,95+ 1,89* 14,76 £2,17* 15,25+2,23* 14,95+ 2,80° 15,10 + 1,24°
7-9 22,02 +£1,92* 20,76 +3,06° 23,53 +3,14* 24,88 +3,08° 23,81 + 3,02°
10-12 28,00 +2,64* 28,66+ 2,40 30,70 +2,30" 33,00+2,25*  30,71+2,35%
Comprimento médio (cm)
0-3 9,20+0,61° 9,07 +0,61° 9,23+0,62°  9,22+0,69° 9,27 £ 0,66°
4-6 10,09 +0,31* 9,89 + 0,30° 10,16 +0,36* 10,07 +0,47° 10,07 + 0,29
7-9 11,11 +£0,58* 10,94 +0,76*° 11,44+0,73* 11,59 +0,60° 11,30 £ 0,73
10-12 12,33+0,39* 12,51+0,42* 12,87+0,37% 12,92+0,29° 12,85+ 0,61°

* Letras distintas na horizontal diferem significativamente de acordo com o Teste de Tukey (p < 0,05).

Os animais expostos ao B-CD-T4 (ANT) por 2 meses apresentaram reducgéo
significativa (p < 0,05) no peso comparado aos demais grupos (14,1% comparado ao
controle e a T4, € 13,21% comparado a L-T,) (Tab. 1). Em relacdo ao comprimento, 0s
animais expostos a T4 livre e B-CD-T4 (ANT) apresentaram diferenca entre si. A
complexacdo com a ciclodextrina reduziu o crescimento em comprimento dos animais
em 5,71% (Tab. 1).

Em relacdo ao teste de toxicidade crénica por 12 meses de exposicdo (AT), ndo
foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) no crescimento em peso entre 0S
grupos estudados nos 10 primeiros meses de exposi¢cdo, apos isso (10-12 meses) foi
observado um aumento significativo (p < 0,05) de 8,48% no peso dos animais expostos
a 20 ng/L de B-CD-T4 em relacdo ao grupo controle. N&o foram observadas diferencas
significativas (p > 0,05) no comprimento dos grupos estudados (Tab. 1).

3.2. Estudos comportamentais

Os resultados das observagdes comportamentais dos animais expostos em teste

de toxicidade cronica a ANT e a AT sdo apresentados nas Fig. 1A e 1B,

respectivamente.
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Nos animais expostos a L-T4 e ao B-CD-T,4 por 2 meses (ANT), foi observado
reducdo significativa (p < 0,05) no evento Nadar Lento (Categoria Locomogao)
comparados ao controle e a T4 (Fig. 1A). Ainda, foi observado nos animais expostos a
L-T4 um aumento significativo (p < 0,05) no evento Permanecer Parado (Categoria
Locomocédo) comparados aos grupos controle e T4, enquanto nos animais expostos a f3-
CD-T, foi observado um aumento significativo (p < 0,05) neste evento comparado a Tj.
Na Categoria Social Agonistico, foi observado uma reducéo significativa (p < 0,05) nos

animais expostos a f-CD-T4 (ANT) no evento Fugir comparado a T,.
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Figura 1. Eventos comportamentais em juvenis de Colossoma macropomum expostos em teste de
toxicidade cronica simulando a concentracdo de tiroxina presente em ANT (A) durante 2 meses de
exposicao, e teste de toxicidade crénica simulando a concentragdo de tiroxina presente em AT (B) durante
12 meses de exposi¢do. Os eventos sdo: NL — Nadar Lento; NR - Nadar Rapido; NJ — Nadar Junto; ES -

Emergir e Submergir; PP - Permanecer Parado; PR - Perseguir; FR - Fugir; AF - Ataque Frontal; AL -
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Ataque Lateral; CO - Comer; FO - Forragear; RA - Respiragdo Aérea; SA - Saltar; NE - Natagdo Erratica;
IM - Imével; NS - Natacdo Superficial; CP - Coprofagia; PVS - Permanecer verticalmente na superficie;
CA — Compulsdo Alimentar. * Letras distintas diferem significativamente de acordo com o Teste de
Tukey (p < 0,05).

Nas demais Categorias (Manutencdo e Comportamentos Associados ao Estresse)
ndo foram observadas diferencas significativas. No entanto, o evento Saltar foi
apresentado apenas pelos animais expostos ao f-CD-T,4, Permanecer Verticalmente na
Superficie foi apresentado apenas pelos animais expostos a L-T4, e Compulsdo
Alimentar foi apresentado pelos animais expostos a T, ¢ ao B-CD-T4 (Fig. 1A).
Observa-se que o grupo controle ndo apresentou 0s comportamentos descritos acima
que podem estar relacionados a situagdes de estresse.

Nos animais expostos ao B-CD-T4 (20 ng/L) por 12 meses (AT), foi observado
aumento significativo (p < 0,05) apenas no evento Ataque Lateral (Categoria Social
Agonistico) comparado ao grupo controle (Fig. 1B).

3.3. Determinacéo da taxa metabdlica e consumo de oxigénio

Os resultados de determinacéo da taxa metabolica dos animais expostos em teste

de toxicidade a ANT sdo apresentados na Fig. 2A e 2B e os resultados dos animais

submetidos a AT sdo apresentados na Fig. 2C e 2D.
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Figura 2. Taxa metabolica e consumo de oxigénio em juvenis de Colossoma macropomum expostos em
teste de toxicidade crbnica a tiroxina, tiroxina complexada a ciclodextrina e levotiroxina simulando a
concentracdo do hormdnio presente em ANT (A e B) durante 2 meses de exposicdo e em AT (C e D) em
funcdo de cada tratamento aplicado nos trés Gltimos meses do experimento (10-12 meses). A e C
representam a taxa metabélica para cada grupo experimental; B e D representam o consumo de oxigénio
para cada grupo experimental ao longo de 30 minutos. *Diferenca significativa (p < 0,05) observada no
consumo de oxigénio em 30 min dos animais expostos ao complexo B-CD-T, a 60 ng/L (B) e B-CD-T4 a

40 ng/L (D) em relag8o aos animais expostos a T, livre e Controle.

N&o foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) na taxa metabdlica
nos animais expostos as concentragdes de T4, B-CD-T4 e L-T4 no teste de toxicidade
crénica simulando ANT por 2 meses e em AT por 12 meses. Entretanto, no consumo de
oxigénio ao longo do tempo dos animais expostos em ANT (2B), foi observado reducéo
do oxigénio dissolvido na agua em todos os grupos (Controle = 30,77%; T4 = 18,19%);
L-T4 = 63,63%; B-CD-T4 40 ng/L = 30%), bem como em AT (Controle = 15,39%; T4 =
36,37%; L-T, = 36,54%; B-CD-T4 20 ng/L = 50%; B-CD-T4 40 ng/L = 55,56%).
Adicionalmente, foi observada redugé&o significativa (p < 0,05) no consumo de oxigénio
ao longo do tempo (30 min) dos animais expostos ao complexo 3-CD-T, a 60 ng/L (Fig.
2B) ¢ B-CD-T4 a 40 ng/L (Fig. 2D) em relagcdo aos animais expostos a T, livre e ao
Controle, indicando que mesmo sem haver alteracdo na taxa metabdlica dos animais,
houve maior consumo de oxigénio quando expostos aos complexos de inclusdo nas
maiores concentracdes (40 e 60 ng/L - AT e ANT, respectivamente).

3.4. Eletrorretinograma (ERG) Fotdpico e Flicker

O eletrorretinograma fotopico padrdo de tambaqui do grupo controle e dos
grupos expostos a T, e suas derivacfes em teste de toxicidade a ANT sdo apresentados
na Fig. 3. As médias da laténcia e amplitude do exame fotdpico e flicker dos grupos

experimentais sdo apresentadas na Tab. 2.

Controle T,(60 ng/L) L-T, (60 ng/L) B-CD-T, (60 ng/L)

S0ms S0ms.

Figura 3. Eletrorretinograma fotopico de Colossoma macropomum in vivo em ensaio de toxicidade
cronica simulando concentragdes de T, em agua ndo tratada (ANT). Laténcia e amplitude das ondas a e b

sdo mostradas.
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Tabela 2. Efeitos da tiroxina livre (T, Livre), levotiroxina (L- T,) e tiroxina complexada a ciclodextrina
(B-CD-T4) a 60 ng/L no exame fotopico e flicker, laténcia e amplitude das ondas, em Colossoma
macropomum em teste de toxicidade cronica simulando concentracdo de dgua ndo tratada (ANT) apos 2

meses de exposicao.

Exame Fotopico

Grupos Laténcia (ms) Amplitude (V)
Onda a Ondab Onda a Ondab
Controle 43,80 + 29,98° 213,00 + 48,45 4,41 +2,89° 21,12 +6,91°
T4L 101,00 + 1,41° 236,00 * 86,26° 6,70 £ 5,09° 14,70 + 4,24
L-T, 165,66 + 49,31° 307,33 + 36,82° 9,39 +4,76% 12,86 +2,17°
B-CD-T, 135,66 + 59,53° 275,66 + 36,69 2,13+1,61° 9,32 + 4,49
Exame Flicker
Grupos Laténcia (ms) Amplitude (LV)
Controle 33,66 + 0,452 4,66 + 1,46°
T4L 33,870,172 2,98 +1,44°
L-T, 33,72 £ 0,25? 4,09 +£1,95°
B-CD-T, 33,97 £ 0,912 2,80 +0,33°

* Letras distintas diferem significativamente de acordo com o Teste de Tukey (p < 0,05).

Na andlise dos resultados do exame fotdpico foram observadas diferencas
significativas (p < 0,05) na laténcia da onda a dos grupos experimentais expostos a L-T,
e a B-CD-T,. Sendo 3,78 vezes maior em L-T4 do e 3,09 vezes maior em B-CD-T,4 do
qgue no controle, respectivamente. Ainda, foi observada diferenca significativa (p <
0,05) no grupo exposto a B-CD-T4 na amplitude da onda b, sendo 2,26 vezes menor em
B-CD-T,4 do que no controle. Apds analise dos resultados do eletrorretinograma flicker,
ndo foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) na laténcia e na amplitude das
ondas em todos 0s grupos estudados.

4. Discussao

Nosso estudo é pioneiro na area toxicoldgica por avaliar os efeitos tdxicos sub-
letais do tambaqui exposto a tiroxina e suas derivacdes (levotiroxina e complexos de
inclusdo com B-ciclodextrina) no crescimento em peso e comprimento, comportamento,
taxa metabolica, consumo de oxigénio e eletroretinografia em diferentes tempos de
exposicdo e tratamentos (2 e 12 meses). Existem trabalhos na literatura com
administracdo exdgena, por via injetavel (1 ou 10 mg/Kg) (Khalil et al., 2011) ou oral

(20 — 150 mg/Kg) (Garg, 2007) de tiroxina em peixes. Estas concentragdes sdo muito
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superiores aquelas descritas por Svanfelt et al. (2010) que s&o encontradas na &gua
como poluente ambiental (até 60 ng/L). Garg (2007) relata que houve crescimento em
peso em Channa punctatus e Heteropneustes fossilis na concentracdo de 50 mg/Kg,
porém, as maiores concentracfes (100 — 150 mg/Kg) exibiram efeitos toxicos. Khalil et
al. (2011) também relataram aumento no crescimento em peso e comprimento das
larvas de Oreochromis niloticus expostas a T4 em concentraces 10 vezes menores que
as apresentadas por Garg (2007) como toxicas. No presente estudo, a relacdo da reducéo
no crescimento em peso, e consequentemente reducdo no comprimento apresentada
pelos animais expostos ao complexo B-CD-T4 na maior concentragdo (60 ng/L - ANT)
(Tab. 1), pode ser justificada por uma intoxicacdo dos animais como foi observado por
Garg (2007) em dosagens ainda maiores (> 50 mg/kg). Animais intoxicados podem ter
aumento do efeito catabdlico (Garg, 2007) diante de uma possivel metabolizacdo do
agente intoxicante, que pode prejudicar o seu desenvolvimento.

Mesmo néo sendo observadas diferencas significativas (p > 0,05) no presente
trabalho em relacdo a taxa metabdlica (Fig. 3A), houve aumento no consumo de
oxigénio dos animais expostos ao complexo B-CD-T,4 (Fig. 3B), 0 que poderia justificar
este efeito catabdlico. Os resultados relatados por Garg (2007) ndo puderam ser
diretamente comparados com 0 nosso estudo pois a via de administracdo utilizada foi a
oral, enquanto que trabalhamos com a via cutanea por imerséo. Independentemente do
tempo de exposi¢do ao complexo B-CD-T4, houve crescimento em peso (Tab. 1) na
menor concentracdo (20 ng/L), ndo foi observada diferenca em 40 ng/L (Tab. 1) em
relacdo ao controle, e houve uma reducdo do peso nos expostos a 60 ng/L (Tab. 1). Isto
parece indicar que a maior concentracdo exibiu efeitos todxicos no desenvolvimento do
animal.

Nas observacdes comportamentais em ambos os testes, simulando concentragdes
de T4 em aguas ndo tratada e tratada, as respostas bioldgicas analisadas podem ser sinais
iniciais de modificagcbes comportamentais relacionadas ao estresse animal pela acdo dos
horménios como DEs (Snowdon, 1999). Ainda, as CDs, segundo Loftsson e Brewster
(2012) e Loftsson (2015) apresentam baixa toxicidade, porém quando complexadas a
outras substancias mudam as caracteristicas fisico-quimicas das moléculas hospedadas

como a estabilidade, o que poderia interferir também na sua toxicidade. Isto pode ser
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observado em nosso estudo devido as mudangas comportamentais significativas (p <
0,05) apresentadas pelos peixes comparando a exposicdo de T4 a B-CD-T4 (Fig. 1A).

Em relacdo a L-T4 a 60 ng/L (ANT), esta demonstrou ser mais toxica que a Ty
pela reducdo na exibicdo do evento Nadar Lento, 0 comportamento mais frequente dos
animais neste teste, e ainda reducdo do evento Permanecer Parado, provavelmente por
ser mais estavel que a T4 livre (Garg, 2007). Da mesma forma, a complexagdo com a
ciclodextrina também poderia aumentar a toxicidade do horménio pelos motivos ja
mencionados acima, isto foi observado na reducédo da exibicdo dos eventos Nadar Lento
e Fugir, comportamentos ativos, e aumento do evento Permanecer Parado, que é um
indicador do estado de inatividade. Animais quando intoxicados por poluentes presentes
na agua tendem a apresentar mais eventos de comportamentos relacionados a
inatividade (Santos et al., 2016).

Os efeitos observados acima na maior concentra¢do (60 ng/L) e no menor tempo
de exposicao (2 meses) ndo foram encontrados no maior tempo de exposi¢édo (12 meses)
com concentracdes menores (20 e 40 ng/L). Isto pode indicar 2 estratégias: i. Que 0s
animais podem ter se aclimatado aos efeitos toxicos sub-letais em relacdo ao
comportamento; ii. Que a menor concentracdo nao provoca efeitos toxicos. Mesmo 0s
animais expostos a T, por 12 meses apresentando maior exibicdo do comportamento
Ataque lateral, ndo podemos indicar que T4 se mostrou mais téxica pela alteracdo deste
comportamento. Devido ao maior adensamento dos animais no aquario ao longo do
tempo, isto pode ter forcado o aparecimento de hierarquias sociais como encontrado por
Maclean e Metcalfe (2001) utilizando juvenil de salméo do Atléantico, e ndo o efeito
toxico de exposicdo ao hormonio. Desta forma, as concentraces de T, quantificadas
por Svanfelt et al. (2010) em agua tratada (AT), tomadas como base para a realizacdo do
nosso trabalho, indicou que a exposicdo de juvenis de C. macropmum a menor
concentra¢do ambiental ndo se mostrou toxica.

Observando os efeitos da T4 e suas derivacdes em relacdo a taxa metabdlica, 0s
grupos experimentais ndo diferiram estatisticamente entre si (p > 0,05). Ainda, o nivel
de oxigénio dissolvido (OD) na agua ndo foi inferior a 1,0 mg/L, podendo estar dentro
do nivel minimo de oxigénio dissolvido para esta espécie, que de acordo com Barbosa
et al. (2009) é de 1 a 3 mg/L. Asseguramos assim que 0S animais ndo entraram em

estado de hipdxia, e que as alteracOes exibidas pelos animais em relagdo ao consumo de
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oxigénio estariam potencialmente relacionadas a exposicdo quimica ao hormonio
testado. Foi demonstrado (Fig. 3B e 3D) que o complexo B-CD-Ty, interferiu (p < 0,05)
no aumento do consumo de oxigénio pelos animais expostos as maiores concentracoes
(40 ng/L - AT e 60 ng/L - ANT), isto pode estar relacionado ao efeito toxico deste
complexo de incluséo.

O aumento da laténcia da onda a nos grupos expostos a L-T4 e p-CD-T, bem
como a reducdo da amplitude da onda b no grupo B-CD-T,4, encontradas no exame de
eletroretinografia fotdpica podem mostrar uma reducdo progressiva na atividade das
células fotorreceptores e ON-bipolares da retina. Soares et al. (2016) encontraram
resultados semelhantes ao submeterem o C. macropomum & exposi¢do de lufenuron.
Isto indica que as células da retina de C. macropomum podem apresentar uma gama de
receptores que atenuam ou amplificam as respostas eletrofisiologicas a diversos
compostos quimicos toxicos.

5. Concluséao

O presente estudo é pioneiro na area toxicoldgica, tendo os efeitos da T, e suas
derivacdes (levotiroxina e complexo de inclusdo) estudados sobre os parametros
biolégicos de Colossoma macropomum realizando testes de toxicidade crénica com
concentragdes simulando T4 em agua ndo tratada e agua tratada em diferentes periodos
de tempo. Observou-se que a reducdo no crescimento em peso e comprimento e oS
eventos comportamentais inativos foram exibidos pelos animais expostos a maior
concentracdo do complexo de inclusdo, causando também uma maior reducdo do nivel
de O, dissolvido na dgua dos aquérios. Pode-se concluir que a complexagdo de T4 a B-
CD alterou a toxicidade do horménio em 60 ng/L tornando esta forma de apresentagéo
do horménio mais toxica em relacdo aos pardmetros estudados. Os resultados
encontrados alertam para que os produtos farmacéuticos disponibilizados com
complexos de inclusdo devam ser submetidos a testes de toxicidade antes de sua
comercializacdo para garantir uma maior seguranga de uso por popula¢ées humanas.
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Adicao de Invencgao e entrada na fase nacional do PCT

Numero do Processo: BR 10 2016 017034 6

DISPOSITIVO PORTATIL TIPO TUNEL DE NATACAO PARA DETERMINACAO DA
CAPACIDADE NATATORIA EM ANIMAIS AQUATICOS

RELATORIO DESCRITIVO

Campo da Invencdo

[001] O presente pedido de patente de invencdo descreve um dispositivo portatil
tipo tunel de natagdao para a determinacdo da capacidade natatéria em animais aquaticos,
gue compreende um tubo transparente com tela de protecdo em ambos os lados, com
suporte para entrada do animal, ligado por tubulagdes a um sensor de fluxo de agua
acoplado a um sistema eletrénico com arduino e display de visualizacdo da velocidade de
fluxo de dgua e bomba acoplada a reservatério de circulacao de dgua. Este dispositivo pode
ser utilizado na determinacdo da capacidade natatdria sob diferentes parametros fisico-
quimicos, presenca de farmacos ou outros produtos quimicos com aplicacdo no

desenvolvimento de medicamentos ou testes toxicoldgicos.

Antecedentes da Invencdo

[002] O aumento da investigacdo relacionada ao comportamento de natacdo dos
peixes vem ganhando maior dimensdo nos ultimos anos devido aos impactos ambientais
sofridos por organismos aquaticos em seu habitat natural (SANTOS et al., Rev. Bras. Rec.

Hidr. 12:144-149, 2007). Os testes de capacidade natatdria tém ganhado importancia nos
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estudos de energética molecular, mecanica de natacdo, trocas gasosas, fisiologia cardiaca,
doengas, poluicdo, hipdxia e temperatura (TIERNEY, J. Vis. Exp. 51(e2572):1-4, 2011).
Movimentos de natacdo dos peixes desempenham uma atividade vital para sua
sobrevivéncia, seja na fuga de predadores, busca de presas, migracdio, momento
reprodutivo, e também na fuga em caso de desequilibrio ambiental (REIDY et al., J. Exp. Biol.
203:347-357, 2000). Diante disto, torna-se importante desenvolver dispositivos que
consigam determinar este parametro de forma rapida e com precisdo, pois os dispositivos
encontrados no mercado sdao grandes necessitando de grandes areas, tem estruturas
complexas e nao portateis, sendo necessdrio mao-de-obra para a montagem e instalagao,

além de ndo permitirem andlises in situ.

[003] Os dispositivos construidos para o teste de determinacdo da capacidade
natatdria em ambiente laboratorial sdo grandes como o apresentado por Santos et al., (Rev.
Bras. Rec. Hidr. 12:3, 2007), precisando de reservatdrios de dgua que comporte a capacidade
do dispositivo, neste caso de 5000 m3 e um outro subterrdneo de 1000 m3, necessitando de
mado de obra para o procedimento terrario, e para a montagem do dispositivo. Isto dificulta a
possibilidade de andlises in situ, pois muitas vezes o profissional precisa levar o dispositivo
ao campo, utilizando a dgua do local e realizar os testes de determinagdo da capacidade

natatdria em fazendas de criacao de peixes, cérregos de agua, entre outros.

[004] A capacidade natatdria é a principal caracteristica para determinacdo da
sobrevivéncia em muitas espécies de animais aquaticos, inclusive em peixes (PLAUT, Comp.
Biochem. Phys. A, 131:41-50, 2001). Nos peixes, essa capacidade natatdria é subdividida em
sustentada, prolongada e explosdo. A natagdo sustentada é aquela que o peixe mantém sua
natacdo por um periodo, ndo excedendo 200 min, sem entrar em fadiga. A determinacdo da
natacdo prolongada é mensurada pelo teste da velocidade critica de natacdo (Ugit) (SANTOS
et al., Rev. Bras. Rec. Hidr. 12:3, 2007), criado por Brett (J. Fish Res. Board. Can.
21:1183:1226, 1964), onde o animal entra em fadiga entre 20 seg. e 200 min. Brett em seu
estudo analisou o metabolismo respiratério e o desempenho natatério de uma espécie de
salmao (Oncorhynchus nerka). O dispositivo utilizado nesse teste, denominado respirdbmetro
de Brett, consistiu de um tunel para natacdo dos peixes ligado a uma bomba de circulagao
de 4gua no sistema. Os animais foram colocados nesse tunel, nadando contra a corrente de

agua em determinada velocidade até atingir a fadiga. Por fim, a natagao de explosao envolve
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movimentos rapidos de curta duracdo, sendo inferior a 15-20 seg., (SANTOS et al., Neotrop.
Ichthyol. 10:4, 2012), com os animais entrando em fadiga por estarem nas velocidades mais

altas a qual sdo capazes de nadar (BEAMISH, Fish Physiology, 7, 1978).

[005] A velocidade critica de natacdao (Uit) € comumente utilizada para avaliar
efeitos de diversos fatores na capacidade de natacdo dos peixes, como por exemplo,
temperatura (BRETT, J. Fish Res. Board. Can. 24:1731-1741, 1967; PANG et al., J. Therm. Biol.
42: 25-32, 2014), pH (BUTLER et al., J. exp. Biol. 165:195-212, 1992), oxigénio (FERREIRA et
al., Acta Amazonica. 40:699-704, 2010), na tentativa de prever efeitos ecolédgicos a esses
animais em seu habitat natural (PLAUT, Comp. Biochem. Phys. A, 131:41-50, 2001). Além
desses efeitos, a andlise toxicoldgica de poluentes ganhou destaque no trabalho de
Beaumont et al. (Aquat. Toxicol. 33:45-63, 1995) ao utilizar U, como um dos parametros na
determinacdo da concentracao sub-letal de adultos de truta marrom (Sa/mo trutta) expostos
ao cobre, e de Cunningham e Mcgeer (Aquat. Toxicol. 173:9-18, 2016) ao analisarem a
capacidade de duas espécies de peixes (Salmo trutta e Coregonus clupeaformis) tinham de

executar mergulhos repetitivos apds exposi¢ao crénica ao cadmio.

[006] Dispositivos adaptados foram construidos a partir do respirdmetro de Brett (J.
Fish Res. Board. Can. 21:1183:1226, 1964) para determinar a capacidade natatéria de
diversas espécies de peixes, e sdao apresentados em algumas patentes e artigos cientificos

descritos a seguir:

[007] A patente CN 104430076 A (2014) descreve uma metodologia de determinagdo
de capacidade natatdria sustentada em peixes utilizando um dispositivo. Este disposto
compreende um tanque, no qual esta inserido um sistema de tubulagdo circular com uma
area demarcada onde permanece o animal e uma bomba com hélice que gera a correnteza
necessaria para o teste. O documento difere da presente invencdo por nao apresentar,
registro de controle de vazdo, reservatério para coleta de amostras, sistema arduino de
monitoramento de velocidade em tempo real e ndo ser portatil. O que aumenta o espago

necessario para a acomodacdo do dispositivo e dificulta analises in situ.

[008] A patente CN 104026049 A (2014) descreve um dispositivo de observacdo do
comportamento de natacdo de peixes incluindo um sistema computadorizado. O dispositivo
possui tubulagdes, bombas, inversor de agua, tanque tampdo, separador sélido liquido,

biofiltro, sistema de monitoramento de oxigénio dissolvido, cAmeras para monitoramento
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do animal sem interferéncia humana. O fato do dispositivo possuir um sistema de
tratamento de d4gua impossibilita que o mesmo seja utilizado para a determinagao da
capacidade natatdria em testes toxicoldgicos, pois o contaminante adicionado a agua seria
purificado pelo sistema. Ainda, ndo se apresenta como um dispositivo portatil o que limita a

utilizacdo in situ.

[009] A patente CN 105494176 A (2014) revela um dispositivo usado para a
determinacdo da capacidade natatdria de peixes compreendendo um tanque exterior com
um reservatério interno menor com uma entrada de dgua na parte inferior, que esta ligado a
uma bomba de circulagdo localizada embaixo do dispositivo. O tanque para natagao situa-se
acima do reservatorio de circulacdo de dgua estando ligado em suas extremidades por uma
barra firmada a um suporte, e é dividido em duas regides: a primeira regido se comunica
com o reservatorio exterior através de um controlador de fluxo que é formado por uma
placa transversal provida de pelo menos trés placas verticais ligados a uma valvula de
controle de fluxo, a segunda regido se comunica com o reservatério exterior através da
primeira regidao. O documento difere da presente inveng¢ao por nao apresentar um sistema
arduino de monitoramento de velocidade em tempo real, telas de protecdo para evitar que
o animal se machuque, e ser um dispositivo aberto favorecendo a fuga. Ainda, é um
dispositivo ndo portatil, requerendo dois grandes reservatdrios de agua para sua operagao, o

gue aumenta o gasto de agua.

[010] A patente CN 202857557 U (2013) revela um dispositivo usado para a
determinacdo da capacidade natatdria de peixes consistindo de uma sonda indutiva de
velocidade posicionada na superficie do corpo do animal, um receptor de inducdao de
velocidade disposto sobre o tanque da agua que manda sinais de impulso, através de um
cabo de fibra déptica, para um computador que converte os sinais em dados. Este dispositivo
determina a capacidade natatdria por um método invasivo que pode induzir estresse no
animal, podendo interferir nos resultados obtidos. O documento difere da presente
invencdo por ndo apresentar um sistema preciso para valores de velocidade de fluxo de
agua. E ainda, por ndo ser portatil necessitando estar ligado a um computador, o que limita a

utilizacdo in situ.

[011] A patente CN 202979896 U (2012) descreve um dispositivo usado para a

determinagdo da capacidade natatdria de peixes consistindo de um tunel de natagdo onde
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os peixes nadam contra a correnteza, ligado a bomba de circulacdo de dgua por um tubo de
entrada de agua. O tubo de saida de agua da continuidade a um tubo de retorno a bomba de
circulacdo, ligada a um inversor que controla a velocidade de fluxo da agua. Ha ainda uma
vdlvula de drenagem no tubo de retorno, que quando aberta sessa a circulagao da dgua. O
documento difere da presente invencdo por ndo apresentar um reservatdrio de dgua
separado que possibilita o controle e monitoramento de fatores fisico-quimicos da dgua, nao
ser portdtil, e ainda por ndo ter telas de protecao para evitar que o peixe se machuque ou

que saia fora do tunel destinado ao teste quando levado pela correnteza.

[012] A patente CN 2850270 Y (2005) apresenta um dispositivo de determinacdo da
capacidade natatdria em peixes compreendendo um tanque inferior com bomba e
tubulacdo que leva agua para um tanque superior. O referido tanque superior possui um
sistema de escoamento para evitar que a agua transborde. A dgua desce por uma tubulacdo
para um sistema de valvulas que levam a agua para uma piscina que contém uma tubulacado
onde o peixe estard inserido. Da piscina, sai uma nova tubulacdo que leva para uma vélvula
com sistema de coleta de amostra e retorno para o tanque inferior. O dispositivo difere da
presente invenc¢do, por ndo ter sistema arduino de monitoramento de velocidade em tempo
real e ndo ser portatil. Ainda, devido a trabalhar com altos volumes de agua, dificulta o

controle da temperatura ou testes em temperaturas mais altas ou mais baixas.

[013] Santos et al. (Rev. Bras. Rec. Hidr. 12:144-149, 2007) construiram dois
respirdmetros no Centro de Pesquisas Hidraulicas da UFMG, um com diametro nominal de
150 mm utilizado para testes com espécies de até 30 cm de comprimento total, e outro com
diametro de 250 mm para testes com peixes de até 50 cm. Ambos equipamentos sao tuneis
hidrodinamicos e o escoamento da agua é dado por duas bombas centrifugas que retiram
agua dos reservatérios, que no primeiro equipamento tem capacidade de 5000 litros e no
segundo de 1000 litros por ser subterraneo. Sampaio (Dissertagcdo de Mestrado, UFLA, 2009)
apresenta um aparato hidrdulico composto por um tunel hidrodinamico, tubos de PVC de
100 mm de diametro e tubo de acrilico de 90 mm de didmetro e 1 m de comprimento
(trecho destinado para o teste), um registro para controle da retencdo de dgua no interior
do aparato, um inversor de frequéncia para regular a rotacdo da bomba e em consequéncia
a vazao também é regulada, um medidor de vazdo entre os tubos PVC, e uma bomba

centrifuga que forga a agua a circular na tubulagdo. Teve como modelo animal peixes
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hipégeos e epigeos, das familias Trichomycteridae e Charadae, para comparar as
capacidades natatdrias de peixes ecomorfologicamente semelhantes, mas que vivem em
diferentes sistemas hidricos. Os documentos diferem da presente invencdo por nao
apresentarem reservatério para coleta de amostras de d&gua, sistema arduino de
monitoramento da velocidade em tempo real e ndo serem portateis, visto que as dimensdes
citadas requerem um grande espago para a acomodac¢dao dos dispositivos, dificultando

analises in situ.

[014] De acordo com o descrito no estado da técnica, foi observado que os
ensinamentos descritos na presente inven¢cdo ndao foram antecipados de forma que o

dispositivo aqui proposto é novo frente ao estado da técnica.

Descricdo da Invencdo

[015] O dispositivo revelado na presente invengao compreende um tunel de natagao
para animais aquaticos, acoplado a tubulacdes que estdo ligadas a um sistema arduino de
monitoramento de velocidade em tempo real, uma bomba, um registro para controle de
vazdo e um reservatério com abertura e tampa removivel. Pode ser utilizado para a
determinacdo da capacidade natatéria em peixes ou girinos em diferentes condi¢des de
laboratério e campo (in situ), por ser portatil. Ainda, devido a sua maior mobilidade, pelo
tamanho reduzido, e de facil operacionalizacdo, o que facilita seu uso em aulas praticas e

pequenos laboratérios.

[016] A presente invengdo propde um dispositivo para a determinacdo da capacidade
natatéria em animais aquaticos onde estes animais nadam contra uma correnteza definida
por velocidades de fluxo de agua ajustdvel pelo registro com informacGes fornecidas em

tempo real por um display acoplado a um sistema arduino.

[017] A invencdo pode ser entendida pela descricdo detalhada acompanhada das

figuras anexadas, sendo:

[018] A figura 1 representa o dispositivo com vista frontal, composto por um tubo
alongado transparente (1) para visualizacdo do animal no momento do teste, com entrada
(2) e saida de 4gua (3), uma abertura na parte superior (4) com tampa (5) para entrada do

animal no sistema, tela de protecdo (6) no inicio e final do tubo para evitar ferimentos no
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animal em casos de arrastamento pela correnteza, bomba (7), registro (8) para controlar a
vazao da agua, sensor medidor de fluxo de dgua (9), ligado por uma fiagao elétrica (11), a um
sistema arduino de monitoramento de velocidade em tempo real (10), disposto na
extremidade de saida de agua (3), conectado por tubulagdes (13), a um reservatério de dgua
(14) com tampa (15) onde podem ser controlados e monitorados os parametros fisico-
quimicos da 4gua, base de sustentacdo (16), haste de sustentagdo (17), al¢a de sustentagao

(18) para levar o dispositivo na mao.

[019] A figura 2 representa a lateral do equipamento com o tubo alongado
transparente (1) suspenso pelas hastes de sustentacdo (17) e acomodado na base de

sustentacdo (16).

[020] A figura 3 representa o sensor medidor de fluxo (9) de agua ligado por uma
fiagdo elétrica (11), a um sistema arduino com de monitoramento de velocidade em tempo

real (10) e display (12).

[021] O tubo alongado transparente (1) pode ser de diferentes formatos,
comprimentos e diametros, a depender do tamanho da espécie a ser utilizada em cada
teste. Porém é ideal que seja transparente para a visualizacdo do animal durante todo o
teste, pois para determinacdo da capacidade natatdria, o teste é finalizado quando o animal
entra em fadiga, sendo este um comportamento de facil visualizacdo, pois o animal é
arrastado pela correnteza. Este tudo alongado (1) também possui entrada (2) e saida de
agua (3), uma abertura na parte superior (4) com tampa (5) para entrada do animal no
sistema. Esta entrada pode ser uma tampa do tipo rosquedvel ou de pressdo, mas deve ser
compativel com a pressao que sera utilizada no sistema. Ainda o tubo alongado (1) possui
tela de protecdo (6) no inicio e final para evitar ferimentos no animal em casos de
arrastamento pela correnteza quando o mesmo entrar em fadiga. Esta tela de protecdo (6)
deve ser de uma malha resistente e com aberturas pequenas para que o animal ndo consiga

escapar do tunel destinado ao teste.

[022] A bomba (7) de dgua deve ter uma poténcia capaz de gerar uma correnteza que
leve o peixe a fadiga, o que depende do comprimento e diametro do tunel de natacdo e da
resisténcia fisica da espécie a ser utilizada. O tamanho da bomba (7) de agua junto com o
comprimento e largura do tubo alongado transparente (1) pode reduzir a portabilidade do

equipamento, pois ird aumentar seu peso total. Preferencialmente, podem ser utilizadas
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bombas de agua com vazdo de 400 a 1600 L/h. Pode também ser submersa para reduzir seu
aquecimento, neste caso a bomba pode ser situada dentro do reservatdrio (14) ou nao-

submersa, sendo resfriada pela prépria corrente interna de adgua.

[023] O registro (8) para controlar a vazdo da dgua, pode ser de materiais leves,
preferencialmente plastico como policloreto de vinila (PVC), porém resistente para suportar
grandes pressGes devido as maiores vazdes de agua. Ainda, preferencialmente, conter

informacdes sobre sua abertura ou fechamento e indicador de aumento de vazao de agua.

[024] O sensor medidor de fluxo de agua (9) do tipo efeito Hall, que mede a
quantidade de agua que passa no tunel de natacdo, é compreendido por um pequeno
gerador que aproveita a pressdo de dgua gerada pela passagem da agua ao se ligar ao
dispositivo. A agua corrente aciona um rotor localizado no interior do sensor, que estd
associado a um alternador que produz a energia necessdria para a emissao de pulsos a cada
rotacdo do rotor. Preferencialmente impermeavel, a prova de explosdo, e resistente a calor

e frio.

[025] O sistema arduino de monitoramento de velocidade em tempo real (10) com
display (12) é formado por uma plataforma de prototipagem eletrénica de hardware livre do
tipo arduino, associada a uma protoboard que estd ligado a um display (12) do tipo LCD. Este
sistema recebe a informacdo emitida pelo sensor medidor de fluxo de dgua (9) do tipo efeito
Hall, processa, e informa a velocidade de fluxo de agua que pode ser, preferencialmente, em

mL/min ou L/h.

[026] O reservatério de agua (14) com tampa (15) preferencialmente de material leve
e resistente, com tampa rosqueavel ou de pressao afim de suportar pressdes exercidas pela
velocidade da dgua circulante no sistema. Na abertura com tampa (15) é possivel adicionar
equipamentos para a mensuracdao dos parametros fisico-quimicos da dgua como, por
exemplo, termometro, pHmetro (pH) e medidor de oxigénio dissolvido (OD) portatil.
Também é possivel adicionar equipamentos que controlem os parametros fisico-quimicos da
agua como termostato e bomba anexa de aeracdo. Nesta mesma abertura com tampa (15)

também é possivel a coleta de amostras de dgua para analise laboratorial.

[027] A base de sustentacdo (16), a haste de sustentacdo (17) e alca de sustentacdo

(18) servem como suporte para o dispositivo melhorando a sua ergonomia e sua
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portabilidade para levar o dispositivo na mao. Preferencialmente construidas com materiais
leves e resistentes como aluminio ou plastico rigido como o policloreto de vinila (PVC). A
portabilidade deste dispositivo é proporcional ao tamanho final e principalmente o material

e peso da base (16), haste (17) e alga (18).

[028] As tubulacbes (13) podem ser de diametro e comprimento varidveis e de
materiais compativeis com a pressao que serd utilizada no sistema, preferencialmente de

silicone, para baixas pressdes e canos de policloreto de vinila (PVC) para altas pressdes.

Exemplo 1: Determinacdo da capacidade natatdéria em Danio rerio (Paulistinha)

[029] A presente invencdo foi utilizada para determinar a capacidade natatéria de
Danio rerio em laboratério. Os protocolos utilizados nesse teste foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), processo n. 014/2016. Foram utilizados
machos adultos de Danio rerio com peso de 0,456 £ 0,085 g e comprimento de 3,71 + 0,06
mm. A vazdo constante de 0,45 e 0,60 m3/h foram usadas como padrdo para criar uma
correnteza, submetendo os animais a atividade fisica. Temperatura, pH e oxigénio dissolvido
também foram monitorados durante todo o experimento para assegurar o bem-estar dos
animais. A temperatura foi mantida em 25 °C, pH em 6,8 e oxigénio dissolvido em 7,30 %
0,22. As vazdes utilizadas no teste (0,45 e 0,60 m3/h) foram consideradas insuficientes para
permitir que o Danio rerio entrasse em fadiga no intervalo de 200 min. Portanto, considerou-
se que 0s animais estavam em natacdo sustentada (Santos et al., Rev. Bras. Rec. Hidr. 12:3,
2007) em baixa velocidade, sendo mantida por metabolismo aerdbico que foi o objetivo do
referido teste. O dispositivo construido e as condi¢gdes laboratoriais se mostraram
adequados para a determinacdo da capacidade natatdria sustentada podendo ser utilizado

em aulas praticas de fisiologia e testes toxicolégicos.



1.

69

REIVINDICACOES

“DISPOSITIVO PORTATIL TIPO TUNEL DE NATACAO PARA DETERMINACAO DA
CAPACIDADE NATATORIA EM ANIMAIS AQUATICOS” caracterizado por compreender
um tubo alongado transparente (1) com entrada (2) e saida de dagua (3), uma
abertura na parte superior (4) com tampa (5) para entrada do animal no sistema, tela
de protecdo (6) no inicio e final do tubo para evitar ferimentos no animal em casos
de arrastamento pela correnteza, conectado a uma bomba (7), registro (8) para
controlar a vazao da dgua, sensor medidor de fluxo de dgua (9), ligado por uma fiagao
elétrica (11) a um sistema arduino de monitoramento de velocidade em tempo real
(10), conectado por tubula¢des (13), a um reservatério de dgua (14) com tampa (15)
onde podem ser controlados e monitorados os pardmetros fisico-quimicos da agua,
base de sustentacdo (16), haste de sustentacdo (17), alca de sustentagdo (18) para
tornar o dispositivo portatil.

“DISPOSITIVO PORTATIL TIPO TUNEL DE NATACAO PARA DETERMINACAO DA
CAPACIDADE NATATORIA EM ANIMAIS AQUATICOS” de acordo com a reivindicagdo
1, caracterizado pelo sistema arduino de monitoramento de velocidade em tempo
real (10) estar acoplado a um display (12) e uma protoboard fornecendo valores de
velocidade de fluxo da agua corrente no sistema fornecido pelo sensor medidor de
fluxo de agua (9) do tipo efeito Hall.

“DISPOSITIVO PORTATIL TIPO TUNEL DE NATACAO PARA DETERMINACAO DA
CAPACIDADE NATATORIA EM ANIMAIS AQUATICOS” de acordo com a reivindica¢do
1, caracterizado por apresentar alca de sustentacdo (17) para levar o dispositivo na

mao para o campo ou laboratério melhorando sua ergonomia.
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RESUMO

“DISPOSITIVO PORTATIL TIPO TUNEL DE NATACAO PARA DETERMINACAO DA CAPACIDADE
NATATORIA EM ANIMAIS AQUATICOS”. A presente invencdo trata de um dispositivo para
determinacdo da capacidade natatéria em animais aqudticos com uso em laboratérios de
pesquisa e ensino e no campo (in situ). E um dispositivo do tipo tunel de natacdo
compreendendo um tubo alongado transparente (1) para que o animal seja visualizado,
apresentando proximo as extremidades de entrada (2) e saida de agua (3) uma tela de
protegdo (6) para evitar ferimentos no animal em casos de arrastamento pela correnteza,
ligado a uma bomba (7) com poténcia capaz de gerar uma correnteza que leve o peixe a
fadiga, e que circula dgua através de tubulagdes (12). Um registro (8) para controlar a vazao
da agua é disposto entre a bomba (7) e um reservatdrio de agua (14) com tampa (15)
rosquedvel que permite controlar e monitorar parametros fisico-quimicos da agua. Um
sensor de medicdo de fluxo de dgua (9) do tipo efeito Hall mede a quantidade de agua que
passa no tunel de natagdo disposto na extremidade de saida de dgua (3) liga-se por uma
fiagdo elétrica (11) a um sistema arduino de monitoramento de velocidade em tempo real
(10) com display (12) que revela os valores de velocidade de fluxo da agua corrente. O
dispositivo é apoiado em uma base de sustentacdo (16) e o tubo alongado transparente (1) é
suspenso por haste de sustentacdo (17), havendo ainda uma alca de sustentacdo (18) que
permite portabilidade do dispositivo, podendo ser carregado na mao para diferentes

ambientes.
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5. Conclusdes

O presente trabalho teve o objetivo de avaliar os efeitos da tiroxina livre,

complexada a ciclodextrina e levotiroxina nos parametros fisiologicos e

comportamentais de tambaqui (Colossoma macropomum) e ainda avaliar se a

complexacdo com a ciclodextrina torna a T4 mais toxica em relagdo aos parametros

biologicos analisados, diante disso podemos concluir que:

Foi possivel o desenvolvimento de um complexo de inclusdo 3-CD-T, e sua
aplicacédo em testes de toxicidade;

O complexo de inclusdo B-CD-T, em concentracdo mais elevada (60 ng/L -
ANT) foi mais toxico levando a reducdo do peso e comprimento dos animais
expostos;

A concentracdo de 20 ng/L do complexo B-CD-T,4 (AT) provocou um aumento
do peso corporal dos peixes;

C. macropomum exibiram comportamentos menos ativos quando expostos a
concentragéo de 60 ng/L tanto do complexo B-CD-T4 (ANT) quanto da forma
sintética de T4 (L- Ty);

Em concentracbes menores do complexo B-CD-T4 (AT), C. macropomum
exibiu maior numero de eventos relacionados aos comportamentos
agressivos;

De acordo com os resultados obtidos nos testes de toxicidade crbnica, n&o
foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) para a taxa metabdlica
nos peixes expostos ao hormonio e suas derivagoes;

O consumo de oxigénio ao longo do tempo foi reduzido (p < 0,05) nos grupos
expostos aos complexos 3-CD-T4 (40 e 60 ng/L);

Os resultados do ERG fotdpico indicaram que a L-T4 € o complexo B-CD-T4
(60 ng/L) promoveram alteracdes eletrofisiolégicas na retina de C.
macropomum. Entretanto, n&o foram observadas alteracdes nos peixes
submetidos no eletrorretinograma flicker;

O complexo B-CD-T,4 se mostrou mais toxico comparado a T4 livre em relagéo
aos parametros analisados;

A concentracdo de 20 ng/L para tiroxina, descrita na literatura como
encontrada em agua tratada (AT), se mostrou pouco toxica em relacdo aos

parametros analisados;
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e O protétipo do dispositivo construido se mostrou adequado para a
determinacdo da capacidade natatoria, podendo ser utilizado em aulas

praticas de fisiologia e testes toxicoldégicos com animais aquéaticos;
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Anexo 1 — Licenca da Comissdo de Etica no Uso de Animais para a realizagio dos

experimentos desta dissertacao.

b % g

A
E Universidade Federal Rural de Pernambuco

UFRPE

Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n,

Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE

Comiss@o de ética no uso de animais - CEUA

Licenca para o uso de animais em experimentaciio e/ou ensino

O Comité de ética no uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de Pernambuco,

no uso de suas atribui¢des, autoriza a execugfo do projeto descriminado abaixo. O

presente projeto também se encontra de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a

Lei 11794/2008.

Numero da licenga

096/2014

Numero do processo

23082.014889/2014

Data de emisséo da licenca

11 de agosto de 2014

Titulo do Projeto

Desenvolvimento de complexos de inclusdo entre
ciclodextrinas € horménios: Estudos de biodispoenibilidade e
toxicidade- Parte 4: Analise toxicoldgica dos efeitos do
complexo de incluséo ciclodextrina-tiroxina nos pardmetros
fisiologicos e comportamentais do peixe tambaqui

(colossoma macropomum).

Finalidade (Ensino, Pesquisa,

Extens&o)

Pesquisa

Responsavel pela execugéo do

projeto

Pabyton Gongalves Cadena

Colaboradores

Thamiris Pinheiro Santos; Lucas Spicollys Ledo de Lima;
Stephannie Caroline Barros Lucas da Silva; Marilia Cordeiro

Galvio da Silva.

Tipo de animal e quantidade total

autorizada

Peixe total de 50 animais

Prof. Dr. Marleyne José Afonso Accioly Lins Amorim

YT piof D Matleyoe Amorin
ﬁ Goordensdora CEUA

(Presidente em Exercicio da CEUA-UFRPE)
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Anexo 2 — Licenca da Comisséo de Etica no Uso de Animais para a realizagdo de

testes do protétipo da patente.
o®g

% Universidade Federal Rural de Pernambuco

UFRPE

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

Comissio de ética no uso de animais - CEUA

Licenca para o uso de animais em experimentaciio e/ou ensino

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

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

Numero da licenga 014/2016

Numero do processo 23082.023593/2015

Data de emissfio da licenga 15 de Fevereiro de 2016

Titulo do Projeto Nanotoxicologia:Desenvolvimento e efeitos de sistemas de

liberagiio controlada de farmacos a base de alginato, em
escala nanométrica, nos pardmetros bioldgicos ¢
comportamentais de peixes e gastropodes — Parte 3: Efeitos
téxicos do sistema de liberagio controlada em escala
nanométrica contendo estradiol sobre 0 comportamento e

fisiologia de Danio rerio.

Finalidade (Ensino, Pesquisa, Pesquisa

Extenséo)

Responsavel pela execugéo do Pabyton Gongalves Cadena

projeto

Colaboradores Amanda Rodrigues dos Santos; Thamiris Pinheiro Santos;

Marilia Cordeiro Galvéo da Silva ; Jadson Freitas da Silva;

Ericka Queiroz de Souza.

Tipo de animal e quantidade total Peixe ; (Danio rerio)- Teste de toxicidade 30; (Danio rerio) —
autorizada Desenvolvimento do plano anestésico 30; (Danio rerio)-

Indugéio de reprodugdo 30; total 90 animais.(60 machos e

l 30 fémeas).

Prof. Dra. Marleyne José Afonso Accioly Lins Amorim
(Coordenadora da CEUA-UFRPE) umR roft DP Watleyne Amorin
o Qoordenadora CEUA
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Anexo 3 — Etograma comportamental de Colossoma macropomum modificado de

Soares et al. (2016).

Categoria Comportamento | Abreviatura Descricao
Nadar Lento NL Deslpcamento !ento na
vertical ou horizontal.
Nadar Répido NR Deslqcamento r_apldo na
vertical ou horizontal.
Deslocamento dirigido de
Nadar Junto NJ varios animais (cardume)
Locomogao de forma lenta ou rapida.
Emergir a superficie da
. agua, realizar rapida
Emergir e L,
. ES respiracao aérea e
Submergir )
submergir logo em
seguida.
Nao apresentar
Permanecer
PP deslocamento por, no
Parado e
minimo, 5 seq.
Natacao rapida em direcéo
Perseguir PR ao oponente, fazendo ou
nao contato fisico.
Fugir FR Se afastar do oponente
. i gue 0 persegue ou ataca.
Social Agonistico ,
Ataque mutuo com a boca
Ataque Frontal AF entre peixes posicionados
frente a frente.
Ataque com a boca na
Ataque Lateral AL lateral do corpo do
oponente.
Comer CO Engolir o alimento.
Manutencéo
Forragear FO Procura ativa por alimento.
Respiracédo Aérea RA Respquggo aerea por, no
minimo, 5 seqg.
Saltar SA Saltar sob,re a lamina de
agua.
Comportamentos . . _
Associados ao Natacao Erratica NE Deslocamento em espiral.
Estresse Imobilidade no fundo do
aguario por, no minimo, 5
Imével IM seg. com um dos lados do

corpo sobre o fundo do
aguario.
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Natacao Deslocamento proximo a
L NS - .
Superficial lamina da agua.
Coprofagia cp Alimentar-se de fezes no
substrato.
Permanecer Postura vertical préximo a
verticalmente na PVS l&mina d’agua por, no
superficie minimo, 5 seg.
Compulséo CA Ato de se alimentar sem a
alimentar presenca de alimento.
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