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RESUMO

A progesterona (P4) € o 17B-estradiol (E;) sdo hormonios esteroides produzidos
industrialmente como farmacos para terapias de reposicdo hormonal e métodos
contraceptivos. Devido as caracteristicas quimicas dos hormoénios esteroides como a
hidrofobicidade, utiliza-se substancias para aumentar a solubilidade aquosa como 0s
complexos de inclusao entre hormonios e ciclodextrinas (CDs). Hormdnios livres ou
complexados a CDs podem ser classificados como desreguladores enddcrinos (DES)
gque sao substancias capazes de modificar o funcionamento endocrino de
organismos aquaticos. E ampla a utilizacdo de medicamentos com principios ativos
complexados a CDs, porém seus efeitos como poluente ambiental sdo pouco
descritos na literatura. No presente estudo, foi utilizado o zebrafish (Danio rerio)
devido as suas caracteristicas favoraveis para estudos toxicologicos. Diante disto, o
objetivo do estudo foi avaliar os efeitos de hormonios esteroides livres como P4 e E;
e complexados a ciclodextrinas (P4L e E,L), bem como os medicamentos de uso
comercial, como progesterona micronizada (P4M) e estradiol transdérmico (E>T) em
animais adultos e no desenvolvimento embrionario. Foram realizados testes de
toxicidade aguda com os horménios utilizando embrides de D. rerio baseado nas
normas da OCDE, foi avaliada a frequéncia cardiaca, sobrevivéncia e efeitos
teratogénicos. Também foram realizados testes de toxicidade crénica com animais
adultos expostos aos hormdénios para avaliacdo do comportamento animal e
capacidade reprodutiva. A analise dos resultados dos testes de toxicidade aguda
com embrides expostos a progestagenos e estrogenos, demonstraram que P4L e
E,L causaram nos animais expostos maior percentual de teratogenicidade como,
edema de pericardio (Ep), edema de saco vitelinico (Esv) e deformacéo da coluna
(Dcl). Na avaliacdo comportamental (30 - 60 dias) dos animais adultos expostos aos
progestagenos e estrégenos, 0s animais expostos a PsM, E;L e E,T exibiram
maiores frequéncias de exibicdo de comportamentos agressivos como Afugentar,
Perseguicdo, Fuga e Ataque. Na analise da capacidade reprodutiva, 0os animais
expostos ao E,T apresentaram aumento no numero de ovos viaveis. Diante dos
resultados obtidos, foi possivel observar maior toxicidade dos horménios Py4L e EoL
gquando comparados aos horménios complexados as ciclodextrinas (B-CD-P,4 e -
CD-Ey) indicando que a complexacdo reduziu a toxicidade dos horménios em
relacdo aos parametros estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Disrruptor Endocrino, Paulistinha, Progesterona, Estradiol, B-

ciclodextrina e Farmacos.



ABSTRACT

Progesterone (P4) and 173-estradiol (E,) are steroid hormones industrially produced
as drugs for hormone replacement therapy and contraceptive methods. Due to the
chemical characteristics of steroid hormones such as hydrophobicity, substances are
used to increase aqueous solubility as the inclusion complexes between hormones
and cyclodextrins (CDs). Free hormones or complexed into cyclodextrin can be
classified as endocrine disruptors (ED), being substances capable of modifying the
endocrine functioning of aquatic organisms. It is wide the use of drugs with active
principles complexed into CDs, but their effects as an environmental pollutant are not
well described in the literature. In the present study, the zebrafish (Danio rerio) was
used due to good characteristics for toxicologic studies. The objective of this study
was to evaluate the effects of free steroid hormones such as P, and E, and
complexed into cyclodextrins (P4L and E,L) as well as commercially available drugs,
such as micronized progesterone (P4;M) and transdermal estradiol (E,T) in adult
animals and embryonic development. Acute toxicity test was realized with hormones
using D. rerio embryos according to OECD guidelines. The heart frequency, survival
and teratogenic effects were evaluated. Also, chronic toxicity test was assayed with
adult’s animals for evaluation of animal behavior and reproductive capacity. The
analysis of the results of the acute toxicity tests with embryos exposed to progestins
and estrogens showed the free hormones (P4L and E,L) caused in exposed animals
a higher percentage of teratogenic effects such as pericardial edema (Pe), yolk sac
edema (Yse) and spinal deformation (Sd). In the behavioral evaluation (30 - 60 days)
of the adult animals exposed to the progestins and estrogens, the animals exposed
to P4M, EoL and E,T exhibited higher frequencies of aggressive behaviors such as
Chase away, Persecution, Escape and Attack. In the analysis of the reproductive
capacity, the animals exposed to E,T showed an increase in the number of viable
eggs. According to the results obtained, it was possible to observe higher toxicity of
the hormones P4,L and E,L when compared to the complexed hormones into
cyclodextrins (B-CD-P4 and B-CD-E,) indicating that the complexation reduced the
toxicity of the hormones in relation to the studied parameters.

KEYWORDS: Endocrine Disruptor, Zebrafish, Sex Hormones, Progesterone,

Estradiol, B-cyclodextrin and Drugs.
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1. Introducéo

A Progesterona (P4s) e o 17B-Estradiol (E;) sdo hormdnios esteroides
industriais, utilizados em farmacos para terapias de reposicdo hormonal e métodos
contraceptivos prescritos por médicos e veterinarios. Estes hormdnios sexuais séo
produzidos a partir do colesterol sendo classificados em estrogenos e
progestagenos (Jocsak et al., 2016). Devido as caracteristicas quimicas dos
horménios esteroides, como hidrofobicidade, baixa estabilidade e tempo de meia
vida curto, uma alternativa tem sido sugerida pela industria farmacéutica, através de
complexacdo de farmacos em ciclodextrinas (CDs) (Oishi et al., 2008), visando
garantir a estabilidade e aumento de absor¢éo pelo trato gastrointestinal ou por meio
da pele. As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos composto por 6, 7 ou 8
unidades de glicose com cavidade interior hidrofébica e exterior hidrofilica (Loftsson,
2015). As CDs sao conhecidas por formar complexos de inclusdo com compostos,
alterando as propriedades fisico-quimicas tais como a solubilidade, a estabilidade e
a biodisponibilidade (Lakkakula et al., 2012). A capacidade de formar complexos de
inclusdo com substancias hidrofobicas representa uma das mais avancadas
tecnologias de complexacdo molecular (Gharib et al.,, 2017), jA disponiveis no
mercado. Devido a excrecdo desses hormonios sexuais ou o descarte destes
medicamentos no ambiente, isto pode se tornar um problema ambiental j& que
podem ser considerados disruptores endoécrinos (DES).

Durante a ultima década, DEs tém despertado grande atencéo cientifica em
todo o mundo por causa de sua distribuicdo generalizada e por seus efeitos serem
potencialmente nocivos para humanos e animais, pois sdo capazes de alterar a sua
saude reprodutiva e o funcionamento do sistema endocrino (Wu et al.,, 2016).
Diversos estudos envolvendo compostos de desregulacdo enddcrina tém sido
relatados causando alteracdes morfoldgicas e histolégicas em organismos aquaticos
(zhang et al.,, 2016; Fong et al., 2016). As substancias classificadas como DEs
possuem diferentes configuracbes quimicas e sdo produzidas naturalmente pelo
organismo, como 0 caso dos estrogénios ou sdo produzidas sinteticamente (Baird,
2002). Sendo os ecossistemas aquaticos considerados receptaculos finais destas
substancias, seja pelo descarte direto, ou por processos hidrolégicos ou
atmosféricos, que sdo capazes de carrear substancias tdxicas para o ambiente
(Zagatto e Bertoletti, 2011).
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Na literatura encontra-se diversos estudos envolvendo compostos com efeitos
toxicos ou de desregulacdo endocrina, como alteragdes comportamentais em peixes
(Santos et al., 2016) e embriotoxicidade em larvas de Danio rerio sob efeito de
medicamentos que podem estar presentes em efluentes e nanoparticulas (Strong et
al., 2015; Gupta et al.,, 2016; Zhang et al., 2016). Dentre os DEs, os hormoénios
sexuais podem ser encontrados nos efluentes em diminutas concentragdes, em
faixas de pg/L a ng/L (Wells et al., 2009), podendo causar efeitos toxicos na biota
aguatica. No entanto, estudos relacionados a exposicdo de animais aquaticos a
complexos de inclusao entre ciclodextrinas e hormonios esteroides permanecem
escassos e merecem atencdo, para que seja possivel compreender sobre o
comportamento destas substancias alteradas farmacologicamente, e avaliar os
possiveis efeitos sobre os organismos, principalmente peixes.

Os peixes sdo classificados como bons modelos experimentais, pois sdo
utilizados como substitutos para estudos de problemas de saude humana ou como
indicadores da saude ambiental (Law, 2003). No presente estudo, foi utilizado um
modelo in vivo zebrafish devido as suas caracteristicas favoraveis para estudos
toxicolégicos, pois apresenta ovos nao-aderentes, transparentes e desenvolvimento
embrionério rapido e de facil descricdo (Spirita e Ahila, 2015). Além disto o genoma
desta espécie, indica que 70% de seus 26.000 genes sdo semelhantes aos genes
humanos (Howe, et al., 2013). Diante disto, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos
de hormdnios esteroides livres como progesterona e estradiol e complexados a
ciclodextrinas, bem como os medicamentos de uso comercial como a progesterona
micronizada e estradiol transdérmico, como desreguladores endécrinos em animais
adultos e no desenvolvimento embrionario, avaliando alteracbes comportamentais,
fisiolégicas, reprodutivas e embriotoxicidade em D. rerio.

2. Reviséo Bibliografica
2.1. Disruptores Endocrinos (DES)

A inexisténcia de politicas de controle baseadas em critérios toxicoldgicos e
ambientais tém levado ao aparecimento dos chamados contaminantes emergentes,
grande parte classificadas como DEs, que sé&o geralmente definidos como produtos
quimicos que podem interferir com a funcdo do sistema enddcrino de animais e
seres humanos, blogueando ou mimetizando o efeito de hormdnios, afetando a sua
sintese ou metabolismo, e alterando os niveis de receptores hormonais (DIAMANTI-
KANDARAKIS, 2009; SHANLE, 2011), podendo afetar descendentes, ou
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subpopulacdes (DAMSTRA et al., 2002). Estas substancias ndo compreendem
somente os produtos quimicos sintéticos, mas também uma série de compostos
organicos exégenos ou enddégenos que nos ultimos anos vém sendo detectados no
ambiente aquatico (SODRE et. al., 2007; LOPES et. al., 2010; BLANCHFIELD et. al.,
2015; ADEOGUN et al., 2016).

Ao longo das ultimas décadas, tem havido um aumento da sensibilizagéo da
sociedade quanto a atividade de regulacdo, no que diz respeito a presenca dos
contaminantes no ambiente que podem ter o0 potencial para interagir com o sistema
enddcrino das espécies selvagens expostas (LUNA; COADY, 2016). Basicamente,
sdo conhecidas trés classes de hormdnios que podem alterar o funcionamento do
sistema endocrino: os naturais que incluem o estrogeno, progesterona e
testosterona, presentes no corpo humano e nos animais; os fitoestrogenos, que
apresentam atividade semelhante aos esteroides hormonais quando ingeridas por
um determinado organismo; e as substancias sintéticas (GHISELLI; JARDIM, 2007).
Estas substancias podem atuar como agonista ou antagonista de receptores
hormonais, e que também podem afetar as vias enzimaticas envolvidas na
biossintese de horménios, a biodisponibilidade ou metabolismo (COSTER, 2012).

O lancamento de compostos quimicos no ambiente aquatico, seja proveniente
de areas industriais ou domésticas é preocupante, devido ao seu potencial para
perturbar o sistema enddcrino de espécies aquaticas sendo observadas alteracdes
gue abrangem varios niveis de organizacdo bioldgica e molecular, incluindo efeitos
prejudiciais no desenvolvimento sexual e reproducéo, feminizagédo de peixes machos
e modificagdo comportamental de peixes (BLAZER et. al., 2012; SUMPTER, 2013;
SANTOS et al., 2016). O descarte seguro de residuos de medicamentos no ambito
domiciliar e industrial, ainda é um desafio a ser enfrentado, deve-se ressaltar ainda a
problematica de medicamentos como quimioterapicos, antibiéticos, hormonios, entre
outros, que também causam impacto no meio ambiente (EICKHOFF, 2009; PONEZI,
2008). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da RDC 306
(BRASIL, 2004), dispde sobre o gerenciamento de residuos de saude, e a resolucéo
358 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) (BRASIL, 2005), sobre o
tratamento e disposicao final dos residuos de servicos de saude, entre outros. De
acordo com a legislacdo brasileira, os servicos de saude s&do responsaveis pelo
gerenciamento de todos os residuos por eles gerados, devendo atender as normas e

exigéncias legais, desde o momento de sua geracao até a destinacao final (BRASIL,
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2006). Atualmente, ndo estd em vigor o monitoramento e fiscalizacdo para
cumprimento destas legislacoes. Sabe-se que, por falta de orientacao e alternativa,
0 usuario tem descartado de forma inadequada o medicamento no meio ambiente,
aumentado a carga poluidora. O descarte ocorre geralmente através do vaso
sanitario ou lixo doméstico, sendo passivel de causar toxicidade. A toxicidade é uma
resposta biolégica negativa pela presenca de uma ou mais substancias quimicas
(COSTA, 2009).

2.2. Hormodnios como DEs.

Os esteroides s&o um grupo importante de compostos que desempenham um
papel em muitos processos biolégicos, apresentando diversas aplicacbes
terapéuticas. Uma vez que ambas as classes de horménios sexuais s&o
guimicamente estaveis e apresentam uma elevada atividade fisiologica em
concentracfes muito baixas, ha muito tempo ja sdo considerados como poluentes
potencialmente perigosos do ambiente aquéatico (AHERNE, 1989). Uma vez na
agua, dependendo das caracteristicas fisico-quimicas, o residuo pode tanto se ligar
ao material particulado em suspensédo, como se depositar no sedimento do fundo ou
ser absorvido por organismos, podendo entdo ser detoxificados ou bioacumulados
(TOMITA; BEYRUTH, 2002).

Desta forma, faz-se necessario o estudo do processo de degradacao desses
contaminantes. A contaminag¢do encontrada para efluentes de ETE (Estacdes de
Tratamento de Esgoto) levam a conclusdo de que h& necessidade do
desenvolvimento de tecnologias para remocao destes contaminantes com eficiéncia
para que 0S mesmos hdo atinjam as estacbes de tratamento de agua (ETA)
(FERREIRA, 2008). Entre as tecnologias que se mostram bastantes promissoras em
relacdo a degradacdo de interferentes enddécrinos, como os horménios sexuais
naturais e sintéticos, estdo os Processos Oxidativos Avancados (POA).

2.2.1. 17B-Estradiol (E»)

O estradiol € um esteroide hormonal essencial para o desenvolvimento e
manutencdo de caracteristicas sexuais femininas. Apresentam em sua estrutura um
grupo fendlico e em alguns casos um grupo hidroxila alifatico. O anel fendlico é o
principal componente estrutural responsavel pela alta afinidade com receptores
estrogénicos (LOOSE-MITCHELL; STANCEL, 2005). As propriedades fisico-

quimicas do 17B-estradiol, estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Propriedades Fisico-Quimicas do 173-estradiol (Fonte PubChem, 2016).

Nomes quimicos

Estradiol; B-estradiol; 17 B-estradiol

Foérmula estrutural

Formula molecular CigH24S,
Peso molecular 272,38196 g/mol
Ponto de Fuséo 178,5 °C

Nomenclatura (IUPAC)

(8R,9S5,13S,14S,17S)-13-metil-
6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-decahidro

ciclopentano[a]fenantreno-3,17-diol

Solubilidade em 4gua

3,6 mg/L (27 °C)

Solubilidade em solventes Acetona
Orgénicos etanol
dioxano

Como sdo os principais responsaveis pelo crescimento e pela reproducdo de
espécies animais, incluindo os seres humanos, seus derivados sintéticos sao
bastante empregados como contraceptivos, no controle hormonal em periodo de
menopausa, distarbios fisiolégicos e no tratamento do cancer de mama e préstata
(GHISELLI; JARDIM, 2007). Além disso, estrogenos sao conhecidos por serem
antioxidantes, independentemente da sua ligacdo a receptores de estrogénio e
funcdes (BADEAU et al, 2005).

Os estrogenos naturais sdo continuamente introduzidos no ambiente (Tabela
2), o que lhes concede um carater de persisténcia. Aproximadamente 60% dos
farmacos sao excretados pela urina e 40% pelas fezes, por meio de conjugados e
varios metabdlitos polares (GILMAN et al., 2003). Desse percentual de liberagéo,
cerca de até 40% das doses ministradas de estrogenos sintéticos podem ser
disponibilizadas para o ambiente (JOHNSON et al., 2000).
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Tabela 2. Quantidade média de estrégenos diariamente excretada na urina de humanos. Fonte: REIS
FILHO (2006) adaptada de JOHNSON et al. (2000).

Estrégeno Excrecdo diaria (ug/24 h)

Homem Menstruacao Menopausa Gravidez Mulher
Estrona 3,9 8 4 600 NR
17B-Estradiol 1,6 3,5 2,3 259 NR
Estriol 1,5 4,8 1 6000 NR
17a-etinilestradiol NR NR NR NR 35

NR: valores néo reportados na literatura

A entrada destas substancias no ciclo da natureza deu-se ha cerca de 50
anos, logo apos a Segunda Guerra Mundial. Nos anos seguintes a sua producao
cresceu exponencialmente, existindo mais de 300 destas substancias com potencial
estrogénico (WENZEL et al, 2003). Sabe-se ha muito tempo que diversos
compostos xenobidticos quando ministrados em doses suficientes, podem interagir
com uma série de sistemas enddcrinos, inclusive com o eixo hipotalamico-
hipofisario, tireoide e 6rgaos sexuais (REIS, 2006). Os efeitos desencadeados pelos
horménios sexuais sobre a biota sdo: alteragcbes nas taxas de fecundidade,
fertilizacdo e eclosdo, modificacbes comportamentais (agressividade e
movimentacao), histopatolégicas (figado, gbnadas e rins), imunodepresséao,
feminizacdo ou imposex (desenvolvimento de caracteristicas sexuais femininas em
machos ou opostos), inibicdo do desenvolvimento dos 6rgdos sexuais e reversao
sexual (MANAHAN, 2003).

2.2.2. Progesterona (Pg)

O hormbnio progesterona € utilizado para tratamento de infertilidade,
anticoncepcdo e problemas ovarianos. Na medicina veterinaria, além dessas
aplicacbes, a progesterona € utlizada para a sincronizagdo do ciclo estral das
fémeas economicamente exploraveis, otimizando as técnicas de reproducdo, como a
inseminacao artificial e a transferéncia de embrides. As propriedades fisico-quimicas
da P, sdo sumarizadas na Tabela 3. P, interage com 0s receptores hormonais,
mesmo em niveis baixos de concentracdo e exibem efeitos similares como em seres
humanos (CHRISTEN et al., 2010). Nos peixes, progestinas sintéticas tém uma
atividade enddcrina, semelhante ao EE2 (etinilestradiol) ou trembolona. Elas
exibiram efeitos sobre a fertilidade e reproducdo (ZEILINGER et al., 2009; PAULOS
et al.,, 2010; RUNNALLS et al., 2013), alteragdo dos niveis hormonais (RUNNALLS
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et al., 2013), efeitos de transcri¢édo induzidos em adultos (ZUCCHI et al., 2013, 2014)
e embrides (ZUCCHI et al., 2012), alterag6es no desenvolvimento sexual (LIANG et
al., 2015a, b), e induziu o desenvolvimento das caracteristicas secundarias
masculinas sexuais em peixes fémeas (ZEILINGER et al., 2009; RUNNALLS et al.,
2013). Devido a uma grande variagdo nas suas estruturas quimicas, funcoes,
metabolismo, farmacocinética e poténcia, ha diferencas na atividade progestacional
do hormdnio sintético em relacao ao natural, observadas entre os tecidos humanos e
animais (STANKZYK, 2003). Juntamente com esteroides estrogénicos,
progesteronas estdo entre o grupo mais importante de produtos farmacéuticos que
causam preocupacdes ambientais. No entanto, em contraste com 0s estrogénios,
progestinas tem recebido pouca atencdo e 0s seus riscos ambientais ndo sao
suficientemente conhecidos. Por conseguinte, existe uma necessidade para analisar

melhor as consequéncias ambientais destes esteroides em organismos aquaticos.

Tabela 3. Propriedades Fisico-quimicas da Progesterona (P,) (Fonte PubChem, 2016).

Nomes quimicos Progesterona (P,), Agolutin; Crinone; Luteohormone; Pregn-4-ene-3,20-

dione

Formula estrutural

Formula molecular C21H3002
Peso molecular 314.4617 g/mol
Ponto de Fuséo 126 °C
Nomenclatura (IUPAC) (8S,9S,10R,13S,14S,17S)-17-acetil-10,13-dimetil-
1,2,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-dodecahidrociclopentano[a]fenantreno-3-ona
Solubilidade em agua 8,81 mg/L (a 25 °C)
Solubilidade em Alcool / acetona / dioxano

solventes orgéanicos

2.3. Ciclodextrinas (CDs)
As CDs sao oligossacarideos ciclicos, constituidos por um nimero variavel de
unidades de glicose, unidas por ligagdes a-(1,4) (LOFTSSON, 2015), formadas

durante a acdo de enzimas denominadas como CD glicosiltransferases (CGTases)
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sobre o amido (SZEJTLI, 1994), sendo este o processo utilizado na producéo
industrial das mesmas. S&o moléculas cristalinas, homogéneas, ndo higroscoépicas
gue apresentam estrutura tronco-conica e se caracterizam por possuirem cavidade
de natureza apolar, devido a formacdo de um anel de grupos C-H, de um anel
composto por atomos de oxigénio glicosidicos e, também, de um outro anel de
grupos C-H do carbono, que contrasta com o exterior hidrofilico.

As CDs foram descobertas por Villiers (VILLIERS, 1891), a partir da digestao
de 1000 g de amido por Bacillus amylobacter. Apesar do seu trabalho pioneiro, as
CDs foram primeiramente detalhadas por Schardinger (SCHARDINGER, 1903), que
descreveu o processo de preparacao e isolamento das mesmas. As CDs formam
complexos relativamente ndo especificos com uma grande variedade de moléculas
hospedes e a principal condicdo é que o hospede possa se adaptar a cavidade,
ainda que parcialmente (TAKAHASHI, 2013). Devido a esta habilidade, estas
moléculas vém sendo utilizadas como protétipos para investigacdo de interacdes
nao covalentes envolvendo diferentes compostos. Tornaram-se excipientes
farmacéuticos importantes devido a sua capacidade para formar complexos de
inclusdo com moléculas hidrofilica, assim aumentar a solubilidade aquosa de varios
farmacos pouco soluveis (BREWSTER; LOFTSSON, 2007). Quanto a
estequiometria do complexo de inclusdo, sédo considerados quatro tipos mais
comuns de complexo CD: hospede com 1:1, 1:2, 2:1 e 2:2, dependendo do tamanho
e aspecto estrutural do mesmo em relacédo a cavidade da CD (TAKAHASHI, 2013).
Para moléculas pequenas é mais facil formar complexos com a- e $-CD devido ao
tamanho da cavidade da CD. As mais importantes CDs de ocorréncia natural séo as
a-, B- e y-CDs.

A cavidade das ciclodextrinas pode acomodar moléculas, ou parte de
moléculas, no seu interior, sem que haja o estabelecimento de ligacdes covalentes
entre as duas entidades. A este fendbmeno denomina-se complexacdo e pode
ocorrer em solucdo ou no estado solido (DEL VALLE, 2004). Os complexos de
inclusdo sdo compostos moleculares com a estrutura caracteristica de um canal ou
cavidade cilindrica, em que um composto (designado de hospedeiro) aporta no seu
interior um outro (o héspede). O interior de cavidades CD é relativamente
hidrofébico, porque todos os grupos hidroxila estdo no exterior da molécula
(TAKAHASHI, 2013).
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Estes complexos s@o desenvolvidos visando melhorias nas caracteristicas
das substancias envolvidas, alterando a hidrofobicidade, aumentando assim a
biodisponibilidade das mesmas (LOFTSSON, 2015). Portanto, seus efeitos
potenciais sobre organismos vivos, permanecem em grande parte desconhecidos.
Os efeitos biolégicos desta nanoparticula pode ser alterado devido ao tamanho e
composi¢do quimica, estrutura superficial, solubilidade, forma e estado de
agregacdo com a particula hospede (DEL VALLE, 2004). Hormonios esteroides
encapsulados em CDs sdao amplamente utilizados em farmacos, resultando em
formulagBes com efeitos farmacéuticos benéficos, incluindo aumento da solubilidade
e estabilidade.

2.4. Medicamentos de liberacao transdérmica

Os medicamentos de liberacdo transdérmicas sao emulsdes O/A em matriz
fosfolipidica, que proporcionam maior compatibilidade celular e, portanto, aumentam
a permeacdo cutanea de horménios e farmacos. Este medicamento é ideal para
prescricdo médica individualizada, pois permite incorporacdo de farmacos variados
em concentracfes que atendam a necessidade do paciente. Todos os ingredientes
da formula sdo reconhecidos pelo FDA (Food and Drug Administration) quando
utilizado com a proposta sugerida (MARTINS e VEIGA, 2002). O desenvolvimento
de sistemas terapéuticos transdérmicos de liberacdo de farmacos tem se
intensificado nos ultimos anos com o objetivo de superar problemas associados com
as propriedades de barreira da pele, reduzindo a taxa de irritacdo e melhorando a
liberacdo de farmacos de alto peso molecular (Prausnitz; Langer. 2008).

Tais sistemas de liberagdo controlada s&o utilizados principalmente para
farmacos de meia vida curta ou que precisam de administracdo oral frequente
(Prausnitz; Langer. 2008). Vantagens da administracdo transdérmica: Causa menor
toxicidade sistémica; evita o efeito de primeira passagem hepéatica reduzindo efeitos
adversos de alguns farmacos; permite o controle de absorcdo de determinada
guantidade de farmaco e aumenta a adesdo do paciente ao tratamento
(PAPARELLA; VALLEY, 2005). Os sistemas terapéuticos transdérmicos (STT) sao
sistemas adesivos que quando aplicados sobre a pele, liberam o farmaco que, apés
atravessar as diversas camadas da pele, alcancam a corrente sanguinea numa
velocidade constante, durante um periodo de tempo mais ou menos longo
(PAPARELLA; VALLEY, 2005). Visto a capacidade desses farmacos permearem

membranas celulares, estudos toxicologicos que indiguem seus efeitos sao
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necessarios, pois é possivel que, devido ao aumento da biodisponibilidade seus
efeitos adversos ao sistema endocrino e demais parametros sejam potencializados.

2.5. Peixe como modelo experimental

2.5.1 Danio rerio (zebrafish)

Ha 30 anos o pesquisador George Streisinger escolhia o zebrafish (Danio
rerio), um teledsteo da familia Cyprinidae, como modelo para seu laboratério em
estudos genéticos. Hoje este peixe, conhecido como paulistinha no Brasil, é utilizado
por diversos pesquisadores em muitos locais. Os motivos sdo bastante evidentes
hoje em dia: € um vertebrado dipléide com um bom equilibrio entre a complexidade
e a simplicidade (STREISINGER et al. 1981). Suas caracteristicas tornam este
peixe um modelo seguro na pesquisa em nossos tempos (SPIRITA e AHILA, 2015),
pois fornecem o maior numero de informacdes a nivel de desenvolvimento,
cardiotoxicidade e neurotoxicidade (KALUEFF et al., 2013).

Medindo aproximadamente entre trés e quatro centimetros, este teledsteo
pode ser facilmente mantido e distribuido nos aquarios, necessitando de pouco
espaco. Aléem disso, possui baixo custo, alta taxa de fecundidade, com um casal
podendo colocar 200-300 ovos em uma manha, e se mantidos em estado favoravel,
repetir este ciclo a cada 5-7 dias, seus embrides séo transparentes e possuem uma
rapida maturacao sexual, entre trés e seis meses (HILL et al., 2005). O crescimento
no numero de artigos publicados usando o zebrafish esta diretamente ligado ao
crescente conhecimento sobre esta espécie. O sequenciamento do genoma, iniciado
pelo Instituto Senger em 2001, possibilitou o uso em diversos estudos genéticos
(STERN; ZON, 2003). Pesquisas relacionadas com genes humanos sao cada vez
mais desenvolvidas utilizando este modelo uma vez que o seu genoma apresenta
alto grau de similaridade com os genomas de humanos e de camundongos
(BARBAZUK et al., 2000; LIESCHKE; CURRIE, 2000), onde segundo Howe, et al.,
2013, quando comparados a humanos o zebrafish possui 70 % de similaridade
genética.

Este teleO0steo possui grande sensibilidade quando exposto a produtos
quimicos por ser capaz de absorver de forma rapida os compostos que sao
diretamente adicionados na agua e acumula-los em diferentes tecidos,
principalmente no Sistema Nervoso Central, como demonstrado em estudos com o
cobre (GROSSEL; WOOD, 2002). Testes de toxicidade com esta espécie e efeitos
farmacoldgicos ja foram descritos (BLUHM et al., 2016).
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2.6. Efeitos dos disruptores endécrinos em peixes

Muitos estudos comprovam os efeitos adversos dos DEs, como realizado por
Santos et al. (2016), que observou alteracdes nos parametros comportamentais dos
machos de Betta splendens onde ocorreu uma diminuicdo dos comportamentos
ativos e agressivos em todos 0s grupos expostos aos residuos hormonais do 17[3-
estradiol e contraceptivos orais combinados. Substancias estrogénicas exercem
influéncia na neurogénese de peixes adultos e o impacto que causam no
desenvolvimento do cérebro requer atencdo. O estagio de desenvolvimento € um
fator importante, pois peixes sdo precocemente expostos, as alteragcdes estruturais e
funcionais induzidas por IEs, podem levar a mudancgas significativas e fracassos de
desenvolvimento (COUMAILLEAU et al., 2015). Estudos realizados com o horménio
sintético 17a-etinilestradiol (EE;), mostrou que em doses baixas, perturba o
desenvolvimento da rede neuronal GhnRH em embribes e larvas de Danio rerio
(paulistinha) (VORGES et. al.,2012). O bisfenol A (BPA), é classificado como
interferente enddcrino pois é capaz de mimetizar hormdnios naturais. Em estudo de
toxicidade com BPA, foram utilizados tratamentos em concentracdes de 1 a 15 uM, e
os embrides de D. rerio apresentaram modificacdes negativas no comportamento
motor (WANG et. al., 2013). Foi demonstrada uma relagdo entre a exposicdo aos
interferentes e mudancas no metabolismo, desenvolvimento, crescimento e na
reproducéo de organismos (JACKSON e SUTTON, 2008). Progestagenos, tais como
drospirenona, levonorgestrel, noretindrona e acetato de ciproterona interferem com a
biossintese de androgenos em gbnadas de carpa através da inibicdo do CYP17 e
CYP11B, além de atividades enziméticas (FERNANDES et. al, 2014).
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3. Objetivos

3.1. Geral

Avaliar os efeitos de hormdnios esteroides livres e complexados a

ciclodextrinas, bem como os medicamentos de uso comercial contendo estes

hormdnios, como desreguladores enddcrinos nos parametros bioldgicos de embrides

e adultos de Danio rerio.

3.2. Especificos

Desenvolver dispositivo de coleta de ovos para embrides de Danio rerio
com aplicacdo em estudos de toxicidade.

Realizar ensaios de toxicidade aguda nos embrides sob exposicdo a
horménios esteroides livres e complexados a ciclodextrinas, como também
aos medicamentos de uso comercial,

Avaliar os efeitos toxicos dos hormdnios esteroides livres e complexados a
ciclodextrinas, como também aos medicamentos de uso comercial no
desenvolvimento embrionario e frequéncia cardiaca de Danio rerio;
Realizar ensaios de toxicidade cronica nos adultos sob exposicdo a
horménios esteroides livres e complexados a ciclodextrinas, como também
aos medicamentos de uso comercial,

Avaliar o efeito toxico dos horménios citados acima sobre a capacidade
reprodutiva e alteragbes comportamentais de animais adultos de Danio

rerio.
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Capitulo 1

Artigo que serd submetido a Aquatic Toxicology (IP 3.557, Qualis Al)

A complexacdo de hormonios esteroides com ciclodextrinas reduziu o efeito toxico destes

hormdnios nos parametros bioldgicos de zebrafish (Danio rerio)

1. Introducéo

A Progesterona (P4) e o 17p-Estradiol (E;) s&o hormonios esteroides produzidos
industrialmente, utilizados no desenvolvimento de farmacos para terapias de reposicao
hormonal e métodos contraceptivos seja para uso humano ou veterinario. Estes hormonios
sexuais sdo produzidos a partir do colesterol sendo classificados em estrégenos e
progestagenos (Jocsak et al., 2016). Devido as caracteristicas quimicas dos hormoénios
esteroides, como hidrofobicidade, baixa estabilidade e tempo de meia vida curto, uma
alternativa tem sido sugerida pela industria farmacéutica, através de complexacdo de farmacos
em ciclodextrinas (CDs) (Oishi et al., 2008), visando garantir a estabilidade e aumento de
absorcdo pelo trato gastrointestinal ou por meio da pele. As ciclodextrinas séo
oligossacarideos ciclicos composto por 6, 7 ou 8 unidades de glicose com cavidade interior
hidrofobica e exterior hidrofilica (Loftsson, 2015). As CDs sao conhecidas por formar
complexos de inclusdo com compostos, alterando as propriedades fisico-quimicas tais como a
solubilidade, a estabilidade e a biodisponibilidade (Lakkakula et al., 2012). A capacidade de
formar complexos de inclusdo com substancias hidrofébicas representa uma das mais
avancadas tecnologias de complexacdo molecular (Gharib et al., 2017) disponivel no
mercado. Devido a excrecdo desses hormdnios sexuais ou o descarte destes medicamentos no
ambiente, isto pode se tornar um problema ambiental jA& que podem ser considerados
disruptores enddcrinos (DEs).

Durante a ultima década, DEs tém despertado grande atencdo cientifica em todo o
mundo por causa de sua distribuicdo generalizada e por seus efeitos serem potencialmente
nocivos para humanos e animais, pois sdo capazes de alterar a sua saude reprodutiva e o
funcionamento do sistema endocrino (Wu et al., 2016). Estudos envolvendo compostos de
desregulacdo enddcrina tém sido relatados causando alteragdes morfoldgicas e histoldgicas
em organismos aquaticos (Zhang et al., 2016; Fong et al., 2016). As substancias classificadas

como DEs possuem diferentes configuraces quimicas e sdo produzidas naturalmente pelo



33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

33

organismo, como 0 caso dos estrogénios e progestagenos ou sdo produzidas sinteticamente
(Baird, 2002). Sendo o0s ecossistemas aquaticos considerados receptaculos finais destas
substancias, seja pelo descarte direto, ou por processos hidrolégicos ou atmosféricos que
carreiam essas substancias toxicas ao ambiente (Zagatto e Bertoletti, 2011).

Na literatura encontra-se diversos estudos envolvendo compostos com efeitos toxicos
ou de desregulacdo enddcrina, como alteracfes comportamentais em peixes (Santos et al.,
2016) e embriotoxicidade em larvas de Danio rerio sob efeito de medicamentos que podem
estar presentes em efluentes e nanoparticulas (Strong et al., 2015; Gupta et al., 2016; Zhang et
al., 2016). Dentre os DEs, os hormonios sexuais podem ser encontrados nos efluentes em
diminutas concentracdes, em faixas de pg/L a ng/L (Wells et al., 2009), podendo causar
efeitos toxicos na biota aquatica. No entanto, estudos relacionados a exposicdo de animais
aquaticos a complexos de inclusdo entre ciclodextrinas e hormonios esteroides permanecem
escassos e merecem atencdo, para que seja possivel compreender sobre o comportamento
destes farmacos alterados, e avaliar os possiveis efeitos sobre 0s organismos, principalmente
peixes.

Os peixes sdo classificados como bons modelos experimentais, pois sdo utilizados
como substitutos para estudos de problemas de saide humana ou como indicadores da satde
ambiental (Law, 2003). No presente estudo, foi utilizado um modelo in vivo zebrafish devido
as suas caracteristicas favoraveis para estudos toxicoldgicos, pois apresenta ovos nao-
aderentes, transparentes e desenvolvimento embrionario rapido e de facil descricdo (Spirita e
Ahila, 2015). Além disto o genoma desta espécie, indica que 70% de seus 26.000 genes sdo
semelhantes aos genes humanos (Howe, et al., 2013). Diante disto, 0 objetivo do estudo foi
avaliar os efeitos de hormonios esteroides livres como progesterona e estradiol e complexados
a ciclodextrinas, bem como os medicamentos de uso comercial como a progesterona
micronizada e estradiol transdérmico, como desreguladores enddcrinos em animais adultos e
embrides, avaliando alteracbes comportamentais, fisiol6gicas, reprodutivas e
embriotoxicidade em D. rerio.

2. Material e métodos
2.1. Manutencao

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Ecofisiologia e Comportamento
Animal — LECA, da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE. Os protocolos
realizados neste estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UFRPE licenga 013/2016. Os peixes zebrafish (Danio rerio) foram provenientes de

criadouro comercial. Os animais foram aclimatados por 15 dias em aquéarios aerados de 80
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litros (11 mg/L de oxigénio dissolvido) com canister JEBO 835, a temperatura ambiente (26
°C) e pH 7,5 £ 0,5. Os animais foram alimentados com ra¢do comercial extrusada (45% de
proteina bruta) uma vez ao dia (ad libitum). Houve manutencdo periddica da agua dos
aquarios e o residuo gerado durante todos os experimentos foram tratados por processo
oxidativo avancado (POA) em reator utilizando foto-oxidagdo UV e H,0,.

2.2. Materiais

O 17B-Estradiol (Lote SLBGO0383V), a Progesterona (Lote SLBK4894V) e a f-
ciclodextrina (Lote 1228922 44606048) foram obtidos da SIGMA (St Luiz, MO, EUA), a
Progesterona micronizada (progesterona natural micronizada e excipientes: oOleo de
amendoim, lecitina de soja.) foi obtida em farmacia comercial e 0 medicamento de liberacéo
transdérmica (promotores de permeacdo cutdnea - ex: ciclodextrinas, 17p-estradiol e
excipientes) foi obtido em farméacia de manipulacdo. Todos o0s outros reagentes utilizados
foram de grau analitico.

2.3. Formacéo do complexo de inclusdo entre hormonios e ciclodextrinas.

A técnica de co-precipitacdo (Del Valle, 2004; Oishi et al., 2008) foi utilizada para
formagdo dos complexos de inclusédo entre B-CD e 0s horménios E; ou P, em meio aquoso. A
B-CD foi primeiramente solubilizada em agua e 0s hormdnios E, ou P, dissolvidos em etanol
(10%) com posterior evaporacdo do alcool. A solucdo com horménio foi adicionada sob suave
agitacdo a solugdo de B-CD (25 °C) para permitir a complexacdo dos mesmos. Os complexos
de inclusdo formados foram armazenados sob refrigeracdo (4 °C) para posterior uso.

2.4. Producéo de embrides de D. rerio para 0s ensaios toxicoldgicos

Peixes adultos do sexo masculino/feminino com proporcdo 2:1 (Westerfield, 2000),
foram isolados em aquérios de desova desenvolvidos no laboratério (patente BR 20 2016
017042 2), com fotoperiodo de 14/10 (claro/escuro) e alimentados com racdo extrusada duas
vezes ao dia. A divisoria que separa os machos da fémea foi retirada no inicio da manha para
permitir a cpula e posterior obtencdo dos ovos.

2.5. Ensaios toxicoldgicos agudos com embrides de D. rerio segundo OCDE 236. (2013)

Apbs a desova (item 2.4.), os ovos foram recolhidos, lavados com agua destilada em
placas de petri. Os ovos fertilizados (desenvolvimento normal da blastula) foram utilizados
para formacdo dos grupos e os ovos nao fertilizados que ndo sofreram clivagem ou
apresentaram irregularidades e les6es do cérion foram removidos. Os animais foram alocados
em camaras de ensaio estéreis de poliestireno, com capacidade de 80 mL e mantidos em
temperatura controlada de 26 + 1 °C e pH de 7,5 = 0,5, sendo todos 0s grupos expostos aos

compostos e concentragcdes em 1 h pos-fertilizagdo (hpf). Os animais foram divididos em 8
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grupos (10 peixes x 3 repeti¢bes) sendo um grupo dos progestagenos, que compde o controle
e expostos a progesterona livre (P4L); progesterona complexada a B-ciclodextrina (3-CD-P,) e
progesterona comercial micronizada (P4M) (Excipientes: éleo de amendoim e lecitina de soja.
Os componentes da capsula ndo foram utilizados.); e o grupo dos estrogenos: controle; 17p-
estradiol livre (E,L); estradiol complexado a PB-ciclodextrina (B-CD-E;) e medicamento
transdérmico a base de estradiol (E,T) (B-CD-E; + excipientes nas concentracGes de 10, 20 e
30 ng/L. Ocorreu renovacao diaria da agua utilizada com reposicdo das concentracdes dos
hormdnios.

2.4.1. Analise do desenvolvimento embrionario de D. rerio

Para a avaliagdo do desenvolvimento dos embrides de D. rerio foi utilizado a
metodologia de Spirita e Ahila (2015). Através da utilizacdo de microscopio BIO2B SSI com
lampada de LED e registros fotograficos dos embrides, afim de identificar possiveis
modificagOes estruturais no decorrer do desenvolvimento. Durante o ensaio foi avaliada a
mortalidade; frequéncia cardiaca (FC); efeitos teratogénicos, entre eles: edema de pericardio
(Ep), edema de saco vitelinico (Esv), deformacéo da coluna (Dcl), deformacao da cauda (Dca)
e coagulacdo (Cg). Possiveis efeitos teratogénicos dos embrides foram verificados nas 24, 48,
72 e 96 hpf. A frequéncia cardiaca dos embrides foi mesurada por contagem manual dos
batimentos cardiacos em microscopio 6ptico (40x, 100x).

2.5. Ensaios toxicoldgicos crénicos com animais adultos (D. rerio)

Animais adultos de D. rerio (peso 1,18 + 0,2 g e comprimento 4,54 £+ 0,7 cm) foram
expostos a concentra¢fes hormonais presentes na agua em teste de toxicidade crénica em
sistema semi-estatico por 90 dias. Os animais foram divididos em 7 grupos de 10 individuos
cada (5 machos e 5 fémeas por grupo), alocados em aquérios com capacidade para 8 Litros,
sendo apenas um grupo controle e 0s grupos dos progestagenos e estrogenos utilizando os
mesmos tratamentos descritos no item 2.4. Todos com concentracdo final de 10 ng/L quando
adicionados a agua com renovacao da agua do aquario 3 vezes por semana e reposicao das
concentracdes dos hormonios.

Nestes experimentos foram avaliados o0s seguintes parametros sub-letais:
comportamento animal (item 2.5.1), sobrevivéncia diéria e reproducéo (item 2.5.2).

2.5.1. Comportamento animal

Inicialmente foram observados todos os padrGes comportamentais exibidos pelo D.

rerio (adultos) para construgdo de um etograma pelo método ad libitum (Altmann, 1974)

utilizando como base os comportamentos descritos por Kalueff et al. (2013). Para a coleta dos
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dados comportamentais, foi utilizado o método scan sampling (Altmann, 1974) por 30
minutos com 1 minuto de observacdo e 1 minuto de intervalo.
2.5.2. Reproducao

Durante o ensaio de toxicidade crbnica por 60 dias, os animais machos foram
separados das fémeas no mesmo aquério por uma divisoria por 1 semana e ap0s isso, ocorreu
a remocao da divisoria para a reproducgdo por overnight. No dia seguinte, foram coletados os
ovos sendo avaliada a quantidade total e a viabilidade dos mesmos.

2.6. Analises Estatisticas

Os dados foram apresentados na forma de média + SD. Os resultados foram analisados
utilizando one-Way ANOVA. Quando a diferenca foi significativa, as médias foram
comparadas através do teste de Tukey com o software Origin Pro Academic 2015 (Origem
Lab. Northampton, MA, EUA). Diferencas foram consideradas significativas quando p <
0,05.

3. Resultados
3.1. Efeitos dos progestagenos no desenvolvimento embrionario de Danio rerio.

Em relacdo aos efeitos teratogénicos dos animais expostos aos progestdgenos, nas
primeiras 24 hpf de exposicdo, foram observados efeitos toxicos no grupo P4L e P,M em
relacdo ao grupo controle. Os animais expostos ao P4L na concentragdo de 30 ng/L
apresentaram aumento significativo (p < 0,05) para edema de pericardio (Ep). Ja para o edema
de saco vitelinico (Esv), foi observado um aumento significativo (p < 0,05) nas concentracdes
de 20 e 30 ng/L para os animais expostos ao P4 livre e 10 ng/L para 0s animais expostos a
P4M em relagéo ao grupo controle (Tab. 1). Os animais expostos a P4L, durante as 48 hpf de
exposicéo apresentaram em todas as concentragfes um aumento significativo (p < 0,05) para
edema de pericardio (Ep) e edema de saco vitelinico (Esv). Nas mesmas 48 hpf, os grupos
expostos a 3-CD-P,4 e a P4M, ndo diferiram do controle significativamente (p > 0,05).

Os animais expostos a P4L apresentaram maior variedade de efeitos teratogénicos (p <
0,05) quando comparado ao controle nas 72 hpf de exposicao, sendo observados edema de
pericardio (Ep) e edema de saco vitelinico (Esv) nas concentracdes de 20 ng/L e 30 ng/L,
enquanto que deformagéo da coluna (Dcl) e deformagdo da cauda (Dca), foram apenas
observados na concentracdo de 20 ng/L (Tab. 1). Os animais expostos a P4M apresentaram
efeitos teratogénicos (p < 0,05) na concentracdo de 30 ng/L em relacdo ao grupo controle nas
72 hpf de exposicdo (Tab. 1), onde foi observado edema de pericardio (Ep), edema de saco
vitelinico (Esv), deformagdo da coluna (Dcl) e coagulacdo (Cg). Os animais expostos a P4L,

apresentaram efeitos teratogénicos (p < 0,05) como Edema de pericardio (Ep), Deformacdo da
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coluna (Dcl) e Deformagéo da cauda (Dca) apenas na concentracdo de 20 ng/L nas 96 hpf de
exposicdo. Os animais expostos ao complexo B-CD-P4 ndo apresentaram efeitos teratogénicos
(p > 0,05) em relacdo ao grupo controle.

N&o houve mortalidade observada nos embrides nas 24 e 48 hpf em todos 0s grupos
experimentais, porém apds 72 hpf foi observado 10% de mortalidade no grupo exposto a -
CD-P4 na concentragdo de 30 ng/L. Em 96 hpf de exposicdo foi observado 3% (Tab.1) de
mortalidade nos animais expostos a P,M. Diante disto, observa-se que a P4L apresentou a
maior frequéncia de exibicdo de efeitos teratogénicos (Tab. 1) em relacdo aos demais
tratamentos.

Em relacdo aos efeitos teratogénicos comparando os animais expostos a P4L e B-CD-
P4, se observa na Tab. 1 que os efeitos teratogénicos edema de pericardio (Ep) e edema de
saco vitelino (Esv) foram apenas observados nos animais expostos a P4L, 0 que indica que a
forma do hormoénio complexada a B-ciclodextrina ndo apresentou efeitos teratogénicos
significativos (p > 0,05) reduzindo a toxicidade em relacdo a P4L.

Em relacdo aos batimentos cardiacos (Tab. 1), foi observado uma reducao significativa
(p < 0,05) em 24 hpf nos animais expostos ao P4,L quando comparados ao grupo controle em
todas as concentragdes estudas. Houve aumento dos batimentos cardiacos nas concentracdes
de 20 e 30 ng/L nos animais expostos ao B-CD-P4 (p < 0,05). Os animais expostos a P4M
apresentaram um aumento dos batimentos cardiacos em todas as concentracGes avaliadas. Na
avaliacdo das 48 hpf, novamente houve reducdo dos batimentos cardiacos no grupo exposto
ao P,L em todas as concentracbes (p < 0,05) e nos outros grupos experimentais, houve
aumento dos batimentos, exceto na concentracdo de 30 ng/L dos animais expostos a P,M. Na
avaliacdo das 72 hpf foi observado uma redugdo significativa da dos batimentos cardiacos nos
grupos P4L (20 ng/L) e P4,M (10 ng/L). Na avaliacdo de 96 hpf, foi observado um aumento
significativo (p < 0,05) dos batimentos cardiacos nos animais expostos a 10 ng/L P4L e P4;M.
Diante dos resultados obtidos o P,L se mostrou mais toxico na avaliacdo dos batimentos
cardiacos em relagéo aos outros grupos estudados.

3.2. Efeitos dos estrogenos no desenvolvimento embrionario de Danio rerio.

Os efeitos teratogénicos dos animais expostos aos estrégenos sdo apresentados na
Tabela 2. Foram observados efeitos toxicos significativos (p < 0,05) nas primeiras 24 hpf nos
embrides expostos ao E;L em relagdo ao grupo controle como edema de pericardio (Ep) nas
concentragcdes de 10 e 30 ng/L. N&o houve diferenca significativa (p > 0,05) nos grupos
experimentais em 48 hpf de exposi¢do comparados ao grupo controle. Durante a avaliacdo das

72 hpf, foi observado apenas edema de pericardio (Ep) nos animais expostos ao E,T nas
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concentracdes de 20 ng/L e 30 ng/L. Durante a avaliagdo das 96 hpf, os animais expostos ao
E, livre apresentaram deformagéo da coluna (Ecl) em 10 ng/L e deformacéo da cauda (Dca) e
edema de pericardio (Ep) em 30 ng/L. Neste ensaio de toxicidade aguda com os embrides, ndo
foi observada mortalidade nos grupos estudados (Tab. 2). Diante disto, observa-se que o E;
livre apresentou a maior frequéncia de exibicdo de efeitos teratogénicos (Tab. 2) comparado
aos demais grupos.

Em relacdo aos batimentos cardiacos dos animais expostos aos estrégenos (Tab. 2). Os
animais expostos ao E;L e B-CD-E, apresentaram aumento significativo (p < 0,05) dos
batimentos cardiacos quando comparado ao grupo controle (Tab. 2) em 24 hpf. Ja os animais
expostos ao E,T apresentaram uma reducdo deste pardmetro (p < 0,05) nas concentragdes de
20 e 30 ng/L. Na avaliacdo das 48 hpf, houve aumento (p < 0,05) dos batimentos cardiacos
dos animais expostos ao E,L em todas as concentragdes estudadas e dos animais expostos ao
E.T nas concentracfes de 20 e 30 ng/L. Na avaliacdo das 72 hpf, também houve aumento (p <
0,05) dos batimentos cardiacos dos animais expostos ao E,L em todas as concentracbes
estudadas. Na avaliacdo das 96 hpf, houve aumento dos batimentos cardiacos dos animais
expostos ao E,L nas concentracfes de 10 ng/L e 30 ng/L e reducédo da frequéncia cardiaca dos
animais expostos ao B-CD-E; e E,T. Durante as 96 hpf foram observadas diferengas
significativas (p < 0,05) onde houve aumento da frequéncia na concentragdo de 10 ng/L e 30
ng/L de E,L e redugédo nos animais expostos ao B-CD-E; e E,T na concentracdo de 30 ng/L
em relacdo ao grupo controle (p < 0,05). Diante dos resultados obtidos o E,L se mostrou mais
toxico na avaliacdo dos batimentos cardiacos em relacdo aos outros grupos estudados.

3.4. Elaboracéo de etograma para avaliacdo comportamental dos adultos (D. rerio)

Dentre os dados obtidos a partir de observacdes prévias pelo método ad libitum para
construcdo do etograma, foram identificados 15 comportamentos agrupados nas Categorias:
Locomocgdo, Alimentacdo, Social Agonistico e Resposta ao Estresse, que podem ser
observados na Tabela 3. O etograma apresentado pode ser utilizado em testes toxicoldgicos
para avaliagcdo de poluentes sobre o comportamento animal de D. rerio.

3.5. Analise comportamental dos adultos expostos aos progestagenos

Os comportamentos exibidos pelos animais adultos expostos aos progestagenos podem
ser observados na Figura 1A em 30 dias de exposi¢do. Foi observado na categoria Locomocéo
uma reducdo na frequéncia de exibicdo do comportamento Flutuar nos animais expostos ao
P4sL, B-CD-P4 e P4,M (p < 0,05). J& para a categoria Alimentac&o, foi observado uma reducéo
na frequéncia de exibicdo do comportamento Forragear apenas no grupo P;M (p < 0,05). Na

categoria Social agonistico, a exposicdo a P,M aumentou a frequéncia de exibicdo (p < 0,05)
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dos comportamentos Perseguicdo, Fuga e Ataque. Na analise da categoria Resposta ao
estresse, 0s animais expostos ao P4L e P4M apresentaram aumento significativo (p < 0,05) na
frequéncia de exibicdo do comportamento Respiracao Aérea.

Os comportamentos exibidos pelos animais durante o periodo de exposicao de 60 dias
podem ser observados na figura 1B. Foi observado na categoria Locomogédo uma redugéo na
frequéncia de exibicdo do comportamento Nadar Lento nos animais expostos ao P4L. Ainda
nos animais expostos ao P4L e P,M foi observado uma reducéo (p < 0,05) na frequéncia de
exibicdo do comportamento Nadar Rapido. Isto indica que a exposicao prolonga (60 dias) aos
horménios reduziu atividade locomotora dos animais. Na avaliagdo da categoria Alimentacédo
foi observado apenas nos animais expostos a P4M, reducdo da frequéncia de exibicdo do
comportamento Forragear, assim como vista nos primeiros 30 dias de exposi¢do. Na
categoria Social agonistico foi possivel observar que apenas 0s animais expostos ao P4L ¢ a [3-
CD-P,4 exibiram o comportamento Afugentar. Nos animais expostos a P4M foi observado um
aumento da frequéncia (p < 0,05) dos comportamentos agressivos como Perseguicéo, Fuga, e
Afastar, assim como observado em 30 dias de exposi¢do. Ainda na categoria Social observou-
se (p < 0,05) a exibicdo do comportamento Ataque, nos grupos de animais expostos a -CD-
P, e P4M. J& na anélise da categoria Resposta ao estresse 0s animais expostos a P4L e P,M,
aumentaram a frequéncia de exibicdo do comportamento Respiracdo Aérea, assim como em
30 dias de exposicdo. Diante dos resultados obtidos o P;M se mostrou mais toxico na
avaliacdo comportamental em relacdo aos outros grupos estudados.

3.6. Analise comportamental dos adultos expostos aos estrogenos

Os comportamentos exibidos pelos animais expostos aos estrégenos podem ser
observados na Figura 1C em 30 dias de exposi¢do. Foi observado na categoria Locomocéo
uma reducdo (p < 0,05) na frequéncia de exibicdo do comportamento Nadar Lento nos
animais expostos ao E,T. Também houve reducdo (p < 0,05) na frequéncia de exibicdo do
comportamento Flutuar nos animais expostos a B-CD-E; e E,T, estes mesmos grupos de
animais também exibiram aumento na exibi¢cdo do comportamento Descansar. Isto indica
uma reducdo de comportamentos ativos e aumento de comportamentos inativos o que poderia
indicar possivel efeito tdxico dos horménios em relacdo a atividade locomotora dos animais.
Na avaliacdo da categoria Alimentacdo, todos 0s grupos expostos aos estrégenos
apresentaram reducao significativa (p < 0,05) na frequéncia de exibicdo evento Forragear. Ja
na categoria Social, nos animais expostos ao E,L foi observado aumento na frequéncia de
exibicdo do comportamento Afugentar. Nas observacdes das frequéncias de exibicdo (p <

0,05) dos comportamentos Perseguicdo, Fuga e Afastar foi observado apenas nos animais
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expostos ao E,T. Em todos os animais expostos aos estrégenos foram observadas frequéncias
de exibi¢bes (p < 0,05) do comportamento Ataque indicando maior agressividade. Na
categoria Resposta ao estresse, foi visto que apenas 0s animais expostos ao E,T exibiram
aumento na frequéncia de exibicdo do comportamento Respiracao Aérea.

Os comportamentos exibidos pelos animais expostos aos estrogenos em 60 dias de
exposicdo encontram-se na Figura 1D. Na avaliagdo da categoria Locomocéo foi observado
novamente uma reducéo na frequéncia (p < 0,05) de exibicdo do comportamento Nadar Lento
em todos os grupos expostos, bem como diminuicdo da frequéncia de exibicdo do
comportamento Nadar R&pido, apenas nos animais expostos ao E,L. O comportamento de
Movimento circulatorio foi observado (p < 0,05) apenas nos animais expostos a -CD-E, Na
categoria Social, todos 0s grupos expostos aos estr6genos apresentaram aumento na
frequéncia de exibicdo (p < 0,05) nos comportamentos Afugentar e Ataque indicando maior
agressividade. Nos animais expostos ao E,L e ao E,T houve aumento da frequéncia de
exibicdo dos comportamentos de Perseguicdo e Fuga. Apenas nos animais expostos ao E,L
apresentaram aumento (p < 0,05) de frequéncia para o evento Afastar. Diante dos resultados
obtidos, o0 E;L e 0 E,T se mostraram mais toxicos na avaliagdo comportamental em relacédo
aos outros grupos estudados.

3.7. Avaliacao da capacidade reprodutiva de peixes sob exposi¢cdo hormonal

A andlise da capacidade reprodutiva dos grupos expostos aos progestagenos e
estrdgenos encontra-se descrita na tabela 4. Nos grupos expostos aos progestagenos nao
houve diferencas significativas quanto ao nimero de ovos viaveis e inviaveis. Ja a analise dos
dados dos grupos expostos aos estrogenos, houve diferenca significativa (p < 0,05) nos
animais expostos ao E,T com aumento no nimero de ovos viéveis e redu¢do no nimero dos
0vos inviaveis em relacdo ao grupo controle.

4. Discusséo

As baixas concentragdes de hormonio utilizadas neste estudo podem ser consideradas
como ambientalmente relevantes, devido aos hormonios E;, P4 e outros hormonios sintéticos
geralmente serem encontrados em concentracfes de 0,5 até 350 ng/L nos efluentes (Kolpin et
al., 2002; Wells et al., 2009; Murack, 2011). Entretanto, as concentragdes utilizadas em nosso
estudo, apesar de serem consideradas baixas, causaram efeitos toxicos nos animais expostos.

Durante o teste de toxicidade aguda com os embrides de Danio rerio, foi observado
em todos o0s animais expostos a P4L (10-30 ng/L), edema de pericardio (Ep) indicando que na
sua forma livre, mesmo em concentragdes baixas, P4 foi cardiotoxica. O que poderia justificar

este efeito seria a presenca de P, exdgena (P4L) proveniente da exposi¢do quimica, ja que



304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337

41

Huang et al. (2012) observaram a presenca de receptores de progesterona no sistema
cardiovascular de zebrafish envolvidos com o desenvolvimento do coragdo. Adicionalmente,
foi observado em outros estudos (Barbagallo et al., 2001; Santos et al. 2014) que a
progesterona tem efeito modulador sobre a contratilidade vascular independente de estrogeno
em mamiferos, causando vasodilatagdo ou vasoconstri¢do, o que poderia justificar o edema de
pericardio encontrado nos animais expostos durante o teste de toxicidade aguda. A frequéncia
cardiaca nos embrifes expostos a P4L foi reduzida durante quase todas as horas analisadas,
exceto 0 grupo exposto a concentracdo de 10 ng/L de P4L nas ultimas 96 hpf.

J& nos embrides expostos a B-CD-P, ndo foram observados efeitos teratogénicos em
relacdo ao controle e P4L. E possivel que o complexo tenha alterado as propriedades fisico-
quimicas da progesterona, diminuindo sua toxicidade. Isto também foi observado por
Ol’khovich et al. (2014), que avaliaram os efeitos de compostos citotoxicos livres e
complexados a hidroxipropil-B-CD, onde os resultados mostraram que o complexo aumentou
a solubilidade aquosa dos compostos e reduziram a dosagem e a toxicidade. Os batimentos
cardiacos avaliados nos animais expostos a -CD-P4 foram semelhantes ao grupo controle.

O aparecimento do efeito de coagulacdo (Cg) foi visto apenas nos individuos expostos
a P4,M a partir das 72 e 96 hpf sendo estes efeitos toxicos menores se comparado ao grupo
exposto a P4L (Tabela 1). O fato de ser modificada industrialmente atraves do processo de
micronizagédo (P4M) com reducdo do tamanho das particulas, e por se tratar de um sistema de
liberacdo controlada (SLC), o que libera o farmaco de forma prolongada (Bruxel et al., 2012),
pode ter reduzido sua toxicidade. Yuan et al. (2016) observaram que a progesterona inibiu a
reparagdo de vasos sanguineos em células endoteliais arteriais de ratos suprimindo a
proliferagdo quando a célula se encontra sob estresse oxidativo, causando entdo problemas
vasculares o que poderia estar relacionado ao aparecimento do efeito de Cg. O horménio P4
em sua forma livre, diante das diferentes formulacdes testadas, apresentou maior potencial de
toxicidade durante o estudo dos efeitos teratogénicos e frequéncia cardiaca.

Durante o teste de toxicidade aguda com embrides de Danio rerio expostos aos
estrégenos, foram observados nas primeiras 24 hpf e nas 72 hpf edema de pericardio (Ep) nos
animais expostos ao E,L (10-20 ng/L). Os embrides somam alteracfes anatdmicas e
fisioldgicas e, como os mecanismos de desintoxicacdo sdo desenvolvidos com o avanco da
fase embrionaria é possivel que a intoxicacdo tenha sido temporéaria (Parichy, et al., 2009;
Gbmez-Requeni, et al. 2010). No nosso estudo, os embrides expostos ao E,L apresentaram
uma reversdo dos efeitos ao longo do experimento, o que pode estar relacionado ao aumento

da capacidade de metabolizagdo hormonal nas células do figado, onde sdo encontrados
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receptores estrogénicos Rea e Ref (Cosnefroy et al., 2012). Também foi observado que o E,L
na maior concentracdo (30 ng/L) nas 96 hpf, apresentou efeitos cardiotdxicos (Tabela 2) nos
animais expostos, mesmo sabendo que o estrogénio exerce seus efeitos cardioprotetores
(Pedrosa, et al., 2009). A dose e o tempo de exposicdo podem modificar a capacidade de
metabolizacdo hormonal, alterando a toxicidade. Houve aumento da frequéncia cardiaca nos
embrides expostos ao E,L nos tempos avaliados. Saili et al. (2012) relataram que o bisfenol A
(DE com efeito estrogénico) levou a hiperatividade de larvas de peixes de zebrafish, o que
poderia justificar o aumento da frequéncia cardiaca observado no nosso trabalho.

Né&o foram observados efeitos teratogénicos significativos nos animais expostos ao -
CD-E,, durante todo o experimento indicando que a complexacdo com a B-CD reduziu os
efeitos toxicos. O complexo B-CD-E, aumentou a frequéncia cardiaca nas primeiras horas
avaliadas, sendo estas frequéncias normalizadas posteriormente.

Nos animais expostos ao E,T (30 ng/L), durante as 24 hpf e nas 72 hpf foi identificado
edema de pericardio (Ep) sendo este efeito ndo mais observado nas horas subsequentes de
avaliacdo, assim como observado nos individuos expostos ao E,L. Entretanto, a exposicdo ao
E.T reduziu a frequéncia cardiaca dos animais nas maiores concentracoes.

Nos testes de toxicidade cronica com os animais adultos, os resultados indicaram que
o comportamento animal foi alterado nos individuos expostos aos progestagenos
independentemente do tempo de exposi¢do. Os progestdgenos diminuiram a atividade
locomotora dos animais expostos através da diminuicdo dos comportamentos da categoria
Locomocdo Flutuar e Nadar Rapido. A P4M apresentou maior potencial de toxicidade,
atuando no aumento dos comportamentos relacionados a agressividade da categoria Social
Agonistico como Perseguicdo, Fuga e Ataque. Estes dados sdo semelhantes aos visualizados
por (Santos et al., 2016), que observou aumento dos comportamentos inativos, assim como
aumento dos comportamentos agressivos em Betta splendens expostos a diferentes tipos de
contraceptivos orais combinados derivados de progestinas. Na categoria Resposta ao Estresse
houve aumento do comportamento Respiracéo Aérea, exibido pelos animais expostos ao P4 e
P,T. Os animais apresentaram maior necessidade de obtencdo de oxigénio através da exibicdo
do comportamento Respiracdo Aérea presente na categoria Resposta ao Estresse. O PR-M ¢é
um receptor esteroide encontrado em células mitocondriais, estes sdo dependentes da acao
direta da progesterona (Dai et al. 2013). Os mesmos autores demonstraram que a progesterona
provocou alteragdes no potencial da membrana mitocondrial com aumento no consumo de
oxigénio e aumento na respiracdo celular. Diante disto, 0 aumento da respiracdo celular pode

vir a desempenhar papel importante na modulacéo fisiologica do processo respiratério (Dai et
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al., 2013) o que poderia justificar o aumento da frequéncia do comportamento Respiracao
Aérea observado em nosso trabalho. O complexo B-CD-P, ndo apresentou diferencas no
potencial de toxicidade quando comparado ao P,4L.

Segundo Clotfelter e Rodriguez (2006), tanto a exposi¢do aguda quanto a cronica a
estrogenos podem afetar o comportamento e a fisiologia de peixes que tenham contato com
compostos estrogénicos. Durante a analise comportamental dos animais expostos por 30 dias
aos estrogenos, houve uma diminuicdo dos comportamentos Nadar Lento, Flutuar e
Descansar em todos 0s grupos expostos, havendo reducdo da atividade locomotora. Este
mesmo efeito também foi observado em 60 dias de exposicéo, porém, através da diminuicdo
dos comportamentos Nadar Lento e Nadar Rapido. Também houve diminuicdo da frequéncia
do comportamento Forragear, que estad ligado a busca por alimento em todos 0s grupos
estudados. Montello e Todd (2010) observaram em fémeas de Betta splendens, uma reducéo
nos comportamentos relacionados a natacdo, ainda, alguns animais ficaram mais letargicos.
Os mesmos autores atribuem este efeito a uma modificagdo no equilibrio interno dos animais
guando expostos ao E,. Este efeito também pode ter ocorrido em nosso estudo, o que
justificaria a reducdo observada nos comportamentos de natacdo. Santos et al. (2016) também
observou reducéo da atividade locomotora em peixes sob exposicdo ao E.

Houve um aumento na frequéncia de exibicdo dos comportamentos agressivos nos
grupos expostos ao E; e E,T. No nosso trabalho, os grupos experimentais foram formados por
quantidades iguais de machos e fémeas, no entanto, as respostas sociais no zebrafish ao
estresse sdo similares independente do sexo (Dahlbom et al., 2012). A exposicdo ao E; e E;T
poderia induzir alteracdes ou efeito reorganizacional no cérebro do zebrafish levando as
mudangas comportamentais observadas (Pradhan et al., 2015), isto ndo foi observado nos
animais expostos ao complexo B-CD-E; devido a uma possivel reducdo na sua toxicidade
como mencionado anteriormente. Foi observado aumento na frequéncia do comportamento
Respiracdo Aérea nos grupos estudados. Este evento aparece muitas vezes na sequéncia de
padrdes de submisséo apds derrotas em confrontos agonisticos. Isto também foi evidenciado
por Oliveira e Almada (1998), estando diretamente relacionado ao gasto energético e aumento
taxa metabolica em situagdes de estresse.

Em nosso estudo ndo houve alteragcdes quanto a capacidade reprodutiva nos animais
adultos expostos aos progestdgenos na concentracdo de 10 ng/L. DeQuattro et al. (2012)
observaram em estudo realizado com Pimephales promelas que ndo houve diferenca
significativa no efeito da P, sob a capacidade reprodutiva na concentracdo de 10 ng/L, porém

nas concentracdes de 100 ng/L e 1.000 ng/L de P, foram observados efeitos toxicos, pois
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reduziram significativamente a producdo de ovos. Como no nosso estudo, foram usadas
concentrages 10 vezes menores, também ndo visualizamos efeitos toxicos na capacidade
reprodutiva dos animais. Em relacdo a avaliacdo da capacidade reprodutiva dos animais
expostos aos estrdégenos, ndo houve alteragdes na quantidade e viabilidade dos ovos nos
grupos expostos ao E,L e B-CD-E,. Entretanto, houve aumento no nimero de ovos viaveis e
diminuicdo no nimero de ovos inviaveis no grupo exposto ao E,T. Isto pode ser parcialmente
atribuido a aleatoriedade na deposicdo de ovos e nimero de ovos colocados por cada fémea
(Shappell et al., 2010) e ndo necessariamente ao efeito tdxico provocado por E,T.
4. Concluséo
Diante dos resultados obtidos, podemos concluir que os hormdnios esteroides em sua

forma livre e comercial se apresentaram como disruptores enddcrinos. Foram observados
efeitos teratogénicos e alteracdes na frequéncia cardiaca de embrides e reducédo na capacidade
locomotora, respiratéria e agressividade de animais adultos. Nado foram observados efeitos
toxicos nos animais quando expostos aos hormdnios complexados a ciclodextrinas. Por fim,
devido ao fato de que a ciclodextrina pode alterar a toxicidade de horménios, recomendamos
gue os complexos ndo sejam tratados como melhoramentos das moléculas livres e sim como
novos produtos que devem ser avaliados individualmente em relagéo a sua toxicidade.
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Tabela 1. Efeitos teratogénicos e frequéncia cardiaca dos embrides de zebrafish (Danio rerio) expostos aos progestagenos. O sombreamento
enfatiza efeitos significativos. Legenda: Ep - edema de pericardio; Esv - edema de saco vitelinico; Dcl - deformacdo da coluna; Dca -
deformacéo da cauda; Cg - coagulacdo; FC - frequéncia cardiaca.

Composto Controle P4 B-CD-P, P,;M
0 ng/L 10 ng/L 20 ng/L 30 ng/L 10 ng/L 20 ng/L 30 ng/L 10 ng/L 20 ng/L 30 ng/L
Tempo Efeitos
24hpf  Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ep (%) 0 0 70+06  13,0+0,6™ 0 0 0* 70+12  30%06 0
Esv (%) 0 30+0,6 370+12% 13012 0 0* 0 13,0+06° 3,0+06 3,006
Dcl (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dca (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cg (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
FC (bpm/min)  85+154 67,0+144% 640+164" 620+16,7% 89,0+91" 92,0+69% 970+55% 97,0+87 917(5083 98,0+8,9"
48hpf  Mortalidade (%) - 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ep (%) 0 470+21% 500+26  470+15 30+06" 13,0+06 10,0+ 1 200+1,7 100+0 230%25
Esv (%) 0 33,0+06% 600+1% 17,0+06" 0* 0* 0* 10,0+1 3,0+0,6 0
Dcl (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dca (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cg (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ro@pmming  1BE 00X gpippgn O 1640r  1650:  1640x  1830:  150x 1470
72hpf  Mortalidade (%) - 0 0 0 0 0 10 0 0 0
Ep (%) 0 270+21 500+17 500+12,6" 0 13,0+0,6 10,0+1* 13006 130+06 400+14
Esv (%) 0 30+06 230+06" 0 0 0* 0 0 0 20,0+1"
Dcl (%) 0 0 10,0+1" 3,0+0,6 0 0 0 0 0 100+1"
Dca (%) 0 0 7,0+06™ 0 0 0* 0 0 0 0
Cg (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 30,017
FC (bpm/min) 116??; 165,0 + 135 1;’3?'10*3 1500+23 158,0+7,6 1590494 1600102 1490+7,7" 1550%8 1%’061
96hpf  Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0 10 0 0 3
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Ep (%) 0 0 33,0+1,2% 0 0 0* 0 30+0,6 0 20,017

Esv (%) 0 0 3,0+06 0 0 0 0 0 0 130+12"

Dcl (%) 0 0 170+06* 7,0+1.2 30+06 0* 30+0,6 0 0 130+12"

Dca (%) 0 30+06 230+25" 0 0 0* 0 0 0 0

Cg (%) 0 0 3,0+06 0 0 0 0 0 0 230+25"
FC(bpmimin) > 1720462° 1650%214 167,066 166077 1630:93 167084 1680%68 1590£66 oo

4  *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (p < 0,05).
5  #Diferenca significativa entre os grupos expostos a P, e -CD-P4 (p < 0,05).
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6  Tabela 2. Efeitos teratogénicos e frequéncia cardiaca dos embrides de zebrafish (Danio rerio) expostos aos estrogenos. O sombreamento enfatiza
7  efeitos significativos. Legenda: Ep - edema de pericardio; Esv - edema de saco vitelinico; Dcl - deformacéo da coluna; Dca - deformacéo da
8 cauda; Cg - coagulacdo; FC - frequéncia cardiaca.

Composto Controle E, B-CD- E; E,T
0 ng/L 10 ng/L 20 ng/L 30 ng/L 10 ng/L 20 ng/L 30 ng/L 10 ng/L 20 ng/L 30 ng/L
Tempo Efeitos
24hpf  Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ep (%) 0 13,0+ 1,2 7,0+0,6 13,0+0,6" 0 0 0 70+12 3,0+06 3,0+0,6
Esv (%) 0 0 70+12 0 0 3,0+0,6 0 3,0+0,6 0 0
Dcl (%) 0 0 30+0,6 0 0 0 0 0 0 0
Dca (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cg (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
) * ) 91,0+ 97,0+ ) * 56,0 +
FC (bpm/min)  73+192  86,0+11,9° 90,0+11,7 102,0+78 15,7 11,2 940+11,1° 66,0+59 590+7,1 10,5
4g8hpf  Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ep (%) 0 0 7,0+06 0 70+06 130+12 100+0 3,0+0,6 10,0+1  13,0%1,2
Esv (%) 0 0 3,0+0,6 0 70+12  100+1 17,0+06 3,0%06 10,0+1  17,0%21
Dcl (%) 0 0 30+0,6 0 0 0 0 0 0 0
Dca (%) 0 0 3,0+0,6 0 0 0 0 0 0 0
Cg (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
136,0 + 125,0 + 130,0 + 112,0 + 112,0 +
FC (bpm/min)  126+93 139,0+7,8" 1380+86" 17,17 6,4" 43" 1250+ 6" 1220455 13,5 7,9
72hpf  Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ep (%) 0 3,0+0,6 70+0,6 0 0 0 30+0,6 170+06 270+25 330+12
Esv (%) 0 0 0 0 0 0 30+06 0 0 0
Dcl (%) 0 0 70+0,6 30+06  20,0+35 0 30+06 0 3,0+0,6 10,0+1
Dca (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cg (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
162,0 + 168,0 + 148,0 + 151,0 +
FC (bpm/min)  152+13,7 164,0+82" 10,6 11,5 78" 152,0+ 7" 153,04+ 74" 26,3 153,0+11,1 153,0+7,9
96hpf  Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Ep (%) 0 0 3,0+06 80,0+2,0% 0 0 o* 0 30+0,6 0

Esv (%) 0 0 0 0 0 0 0

Dcl (%) 0 10,0+ 1,0% 3,0+06 30+1,7 0* 0 0 7,0+0,6 0

Dca (%) 0 3,0+0,6 0 17,0+ 06 0 0 o* 0 0

Cg (%) 0 0 0 3,0+06 0 0 0 0 0 0
177,0 + 168,0 + 159,0 + 159,0 +

FC (bpm/min) 169 + 10 10,5 180,0+7,9 179,0+6,4* 7,2% 164,0 £ 5,7 59% 1680+ 7,2 164,0+57 59

9  *Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p < 0,05).

10  #Diferenga significativa entre os grupos expostos a E, e B-CD-E, (p < 0,05).
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11  Tabela 3. Etograma descritivo de zebrafish (Danio rerio)

Etograma dos adultos de zebrafish

Categoria Evento Sigla | Descricdo

Nadar lento NL Movimentar a nadadeira caudal lentamente de modo que seu
deslocamento ocorra de forma lenta.

Nadar rapido NR Movimentar sua nadadeira caudal rapidamente fazendo com que
ele desloque mais rapido no corpo d’agua. Esse comportamento
pode ser seguido por qualquer ataque.

Locomogao Flutuar FL Sem movimento, proximo a lamina d'agua

Descansar DE Sem movimento, préximo ao substrato

Saltar SA Pular para fora do aquério

Natacéo NI Natacdo com um angulo de no minimo 45° em relacdo a superficie

inclinada da agua.

Movimento MC | Natacdo em direcéo circular.

Circulatério

Forragear FO Nadar préximo ao substrato

Alimentacdo | Capturar CA Nadar até o alimento e faz um movimento rapido com a boca em
diregdo ao alimento.

Afugentar AG | O animal nada em direcdo ao oponente rapidamente podendo ou

Social / ndo haver contato provocando um afastamento do outro.
Agonistico Perseguir PE Natacao rapida em dire¢do ao oponente

Fuga FU Afastar-se do componente que 0 persegue ou ataca

Ataque AT Ataque com a boca no corpo do oponente

Afastar AF O animal se afasta com um movimento curto do oponente apds
sofrer um ataque.

Resposta ao Respiracdo RA | O peixe utiliza da respiragdo aérea mesmo sob condi¢Bes de
Estresse Aérea aeracao.

12
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Tabela 4. Avaliacdo reprodutiva dos adultos de zebrafish (Danio rerio). Legendas: P, —
Progesterona Livre; B-CD-P, — Progesterona complexada a p-ciclodextrina; P;M —
Progesterona micronizada; E2 — Estradiol livre; B-CD-E2 — Estradiol complexado a B-
ciclodextrina; E, T — Estradiol transdérmico.

Grupos Ovos viaveis Ovos Inviaveis
Controle 568 + 37,9 180 + 248
P4 224 £ 196,2 63 +90,2
B-CD-P,4 610 + 318,7 121 +134
PsM 574 +622,7 106 + 150,9
E, 461 + 522 131 +£105,4
B-CD-E2 881 + 366,1 239+201,8
E,T 1028 + 146* 126 +51,9*

*Diferenca significativa em relacéo ao controle (p < 0,05).
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Figura 1. Eventos comportamentais de D. rerio expostos em teste de toxidade crbénica aos
progestagenos e estrdégenos e por 30 (A e C) e 60 (B e D) dias. Para os eventos exibidos: NL
— Nadar Lento; NR —Nadar Répido; FL -Flutuar; DE - Descansar; SA- Saltar; NI- Natagdo
Inclinada; MC- Movimento Circulatério; FO- Forragear; CA - Capturar; AG- Afugentar; PE -
Perseguicdo; FU- Fuga; AT - Ataque; AF- Afastar; RA — Respiracdo Aérea. Para 0s grupos:
P, — Progesterona livre; B-CD-P, — Progesterona complexada a [-ciclodextrina; P4M —
Progesterona micronizada; E, — Estradiol livre; B-CD-E, — Estradiol complexado a f3-
ciclodextrina; E,T — Estradiol transdérmico. *Diferenca significativa em relacdo ao controle
(p < 0,05). #Diferenca significativa entre 0s grupos expostos aos hormonios livres e
complexados a B-ciclodextrina.
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Capitulo 2
INSTITUTO 870160038342
l ' R ikAA 22/07/2016 B0
A DA PROPRIEDADE
TR O
00.000.2.2.16.0552426.8

Pedido nacional de Inveng¢do, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adigdo de Invengao e entrada na fase nacional do PCT

Numero do Processo: BR 20 2016 017042 2

“SISTEMA PARA REPRODUGAO DE PEIXES COM COLETOR DE OVOS”

RELATORIO DESCRITIVO

Campo da Invencdo

[001] O presente pedido de patente de modelo de utilidade trata-se de um sistema
de reproducdo com coletor de ovos de peixes compreendendo um reservatério com
subdivisdo vertical para separacdo por sexo antes da cépula e tela de separacdo aderida as
paredes do mesmo, formando um espa¢o de armazenamento dos ovos em formato
afunilado, onde estes podem ser facilmente coletados através do acionamento do
dispositivo de retirada de ovos. Desta forma, evitando a predacdo dos ovos pelos peixes

adultos e seu manuseio, reduzindo o tempo de coleta e o estresse dos animais no manuseio.

Antecedentes da Invencdo

[002] Em toxicologia e farmacologia, a avaliacdo in vivo e in vitro do efeito de
compostos quimicos tem grande importancia, pois pode possibilitar a estimativa ou previsao
dos efeitos adversos induzidos em seres humanos (OLSON, et al., Reg Tox Regl. 32: 56-67,
2000). A busca na utilizacdo de peixes como modelos experimentais em pesquisas tem
aumentado devido a manutenc¢do dos mesmos ser de baixo custo, quando comparados com
0s custos para animais experimentais mais tradicionais, como roedores. Diversos trabalhos
na area de toxicologia tém utilizado a espécie Danio rerio como organismo teste como

Bluhm et al. (Sci Tot Environ. 566-567: 786—795, 2016) e Acosta et al. (Comp Bioch Phys.
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185-186:122-130, 2016), devido as suas similaridades genéticas com os humanos. A
predacdo dos ovos é um problema para a manuteng¢do dos animais oviparos em laboratorio,
os dispositivos existentes tentam suprir esta necessidade nos biotérios de peixes, porém
ainda apresentam um sistema de coleta onde é necessario manusear os animais e alterar a
disposicdo dos sistemas de reproducao para realizar a coleta dos ovos, o que pode induzir
estresse e prejudicar os experimentos cientificos realizados. Diante do exposto, a presente
patente de modelo de utilidade propde um produto que apresenta um registro ao final do
reservatério de reprodugdo que permite a coleta dos ovos de forma rapida e eficaz,
redirecionando os ovos para outro reservatoério, excluindo a necessidade de modificagdo do

sistema e manuseio dos animais, garantindo um melhor bem-estar dos peixes.

[003] O zebrafish (Danio rerio) é um peixe tropical teleésteo (3 — 4 cm),
oviparo ornamental, apresenta listras dispostas horizontalmente em seu corpo sendo muito
apreciado por aquariofilistas e também é um importante organismo cujo sequenciamento
do genoma completo esta disponivel (HOWE et al., Nature. 496(7446): 498-503, 2013) e é
considerado um organismo modelo para pesquisa (BERGHMANS et al., Biotech. 39(2): 227-
37, 2005). Sdo comuns em analises voltadas para a biologia do desenvolvimento,
principalmente por apresentarem ovos ndo aderentes e transparentes (caracteristica
importante para a utilizacdo da espécie como modelo) o que permite um detalhamento

anatémico apurado (SPIRITA e AHILA, Eur JBBB. 3(6): 06-11, 2015).

[004] O zebrafish, em condicdes de biotério, costuma atingir a maturidade sexual
entre 3 e 6 meses apos a fertilizacdo, podendo variar de acordo com as condicdes
ambientais, incluindo densidade populacional, temperatura e disponibilidade de alimentos.
Devido a tais variacdes, um tamanho de aproximadamente 23 mm corresponde a
maturidade reprodutiva da espécie. A sua facilidade de manutencdo e reproducdo e os
métodos laboratoriais para sua criacdo, ja estdo bem estabelecidos (SCHNEIDER, et al., Rev

HCPA. 29:2, 2009).

[005] Sua desova é feita por dispersdao dos ovos, seguida pela dispersdao do esperma
do macho, dando origem aos ovos fecundados, porém os adultos em condi¢cdes normais
apresentam o habito de alimentar-se dos ovos, levando a uma baixa taxa de sobrevivéncia
dos peixes, pois ndo acontece cuidado com os embrides por parte dos animais adultos.

Ainda, animais utilizados em testes toxicoldgicos precisam ser expostos o quanto antes as
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substancias quimicas, porém, uma série de processos que ja estdo estabelecidos para Danio
rerio, devem ser realizados antes da exposigdao dos mesmos, como a lavagem e sele¢ao dos
ovos para formacdo de grupos experimentais, todo este processo demanda um tempo que
pode ser crucial para os resultados. Atualmente n3o existem sistemas que possibilitem a
retirada dos ovos sem que ocorra 0 manuseio dos animais ou desmonte ou faga um
desacoplamento do sistema. O fato de ocorrer interagdo do pesquisador com os animais
adultos, pode induzir niveis de estresse nos animais interferindo nos resultados da pesquisa
ou na quantidade de ovos gerados, principalmente em testes toxicoldgicos.

[006] Em biotério, o processo de reproducdo ocorre em aqudrios, onde no fundo é
acondicionado esferas de vidro para que os ovos e as larvas tenham protecdo e ndo sejam
preadas pelos animais adultos. A desvantagem desse sistema é que as esferas por serem
pesadas podem lesionar os animais, além do manuseio dos animais adultos e ovos, o que
pode aumentar a mortalidade. Outra alternativa utilizada em biotérios, é a utilizagdo de uma
rede no fundo do aqudrio. Pelo fato do constante manuseio dos animais para a retirada dos
ovos, é comum que os adultos passem para o fundo da rede comendo os ovos, ou fiquem
presos na mesma e que pode aumentar a mortalidade do grupo e gerar estresse entre os
animais.

[007] Na literatura sao citados documentos de patente contendo sistemas coletores
de ovos como descrito abaixo.

[008] A patente CN 203105342 U (2013) apresenta a descricdo de uma escotilha para
desova de zebrafish, contendo um aquario com subdivisdo vertical (placa que separa machos
de fémeas) e divisdo horizontal (triagem dos ovos), além de cobertura acoplada que fecha
uma parte superior do aqudrio, mantendo a parte central aberta. Esta invencdo ndo utiliza
dispositivo para retirada dos ovos, sendo necessdria a retirada dos componentes do
dispositivo para coleta e consequentemente manuseio dos animais induzindo estresse nos
mesmos.

[009] A patente CN 202019632 U (2011) descreve um sistema de caixas de coletas de
ovos de zebrdfish, apresentando um aquario exterior e um aqudrio interior com fundo
modificado com material de malha (furos triangulares), sendo estes de encaixe perfeito nas
bordas e o espaco entre o fundo do aquario exterior até a rede ou malha é o local de
armazenamento dos ovos. Este documento de patente, difere da presente invencao por que

ndo existe dispositivo para retirada dos ovos da area de armazenamento e é necessario a
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retirada do aquario interno (manuseio dos animais) além de conter uma desvantagem ja
descrita pelo autor, onde alguns ovos ficaram presos nas bordas do aquario interno onde

estava disposta a rede de separacao.

[010] A literatura também apresenta documentos de patente para peixes viviparos
como P1 8203297-1 A2 (1982), que descreve um sistema coletor de alevinos para peixes. Este
documento difere da presente invengao, pois o mesmo apresenta um sistema onde os
alevinos podem se refugiar, ndo se tratando de um sistema coletor de ovos. Estes alevinos
sao capazes de se locomover em defesa a predacdo exercida por adultos, procurando

refugios.

[011] Diante do exposto, ndo foram encontrados no estado da técnica, elementos
gue compdem o presente pedido de patente de modelo de utilidade, portanto, a mesma se

apresenta como nova frente ao estado da técnica.

Descricdo da Invencdo

[012] A presente patente de modelo de utilidade propde um produto inovador
formado por um reservatério com subdivisdo vertical para separagdao por sexo antes da
copula e separador onde os ovos fecundados sdo retirados do sistema de reproducdo
rapidamente através do acionamento de um registro acoplado ao espac¢o de deposicdo de
ovos (Figura 01). Onde os mesmos podem ser redirecionados para qualquer outro
reservatoério a escolha do usudrio, reduzindo o tempo de coleta e excluindo a necessidade de

manuseio dos animais.

[013] Diante da problematica exibida acima, com o intuito de soluciona-la foi
desenvolvida na presente patente de modelo de utilidade um sistema de reprodu¢dao com

coletor de ovos como descrito nas figuras abaixo:

[014] Figura 01 representa uma vista completa de todo o sistema de reproducdo com
coletor de ovos onde estd presente o reservatério (1), a drea de deposicdo de ovos (2), a
area de cépula (3), a rede com hastes de apoio (4), os encaixes (5), a placa diviséria (6), a

tampa (7), o encaixe para suporte (8), o suporte (9) e o registro (10).

[015] Figura 02 representa de forma detalhada o sistema de rede com hastes de

apoio (4) onde esta presente a rede (11) as hastes (12) e as alcas de apoio das hastes (13).
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[016] Figura 03 representa a tampa (14) do reservatério (1) com abertura central

revestida por uma rede (15).

[017] A Figura 1 apresenta a descricdo do dispositivo onde, o reservatorio (1) que
pode ser construido com material plastico, preferencialmente acrilico, ou vidro, sem arestas,
com fundo afunilado, que permite que os ovos ndo figuem depositados em local
inapropriado, apds a passagem pela rede disposta em seu interior (4), constituida por
material pldstico ou aco, estando rente as paredes do reservatoério (1). O reservatério
subdivide-se em duas areas que compreende a area de deposicao de ovos (2) disposta na
parte inferior afunilada do reservatdrio (1) e a area de coépula (3), na parte superior do
reservatério (1). Onde esta ultima, apresenta uma placa diviséria composta por material
plastico acrilico ou vidro (6) que fica inserida em um encaixe (5) paralelamente, o que
permite o acoplamento e desacoplamento desta placa diviséria (6) quando necessario
separando os animais machos das fémeas. Esta separacdao é importante para aumentar a

taxa de sucesso de ovoposicdo (WESTERFIELD, UO Press Eu. 4:1-200, 2000).

[018] No fundo afunilado do reservatdrio (1) estd o dispositivo (Figura 1) que permite
a coleta dos ovos que compreende um registro (10), para a saida dos ovos em qualquer
recipiente escolhido pelo usuario. Os embrides sdo organismos sesseis € ndao apresentam
resisténcia ao fluxo, sendo assim os ovos irdo se depositar préoximos a saida do dispositivo
devido ao seu formato anatOmico e da prdpria acdo gravitacional, sendo coletados
rapidamente juntamente com um pouco de agua do prdprio reservatério através da vazao

exercida pelo acionamento do registro (10).

[019] H& um suporte (9) que oferece apoio a toda estrutura, mantendo o registro
(10) afastado da base do suporte, para que o sistema seja disposto em qualquer superficie

plana, facilitando a colocacdo de recipientes abaixo do registro (10).

[020] A Figura 2 apresenta a descricdo da rede com hastes de apoio (4) sendo este o
dispositivo que separa os peixes adultos dos ovos, com ganchos (13) nas extremidades das

hastes (12) que trazem estabilidade na disposicdo da rede (11) dentro do reservatdrio (1).

[021] Ainda, o reservatdério (1) também apresenta uma tampa (7) com uma abertura
central (Figura 3) coberta por tela (15) para facilitar a respiracdo dos animais, ou a insercao

de mangueira de aeracdo ou, ainda, a insercdo de um termostato para controle da
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temperatura. A tampa (7) também possui encaixe para suporte (8) aderidas em cada face

externa do reservatorio (1) permitindo o apoio do sistema no suporte (9).

Exemplo 1

[022] Neste exemplo, o presente modelo de utilidade foi utilizado para a reproducao
da espécie Danio rerio em biotério para a coleta de ovos. Os protocolos utilizados foram
aprovados pelo CEUA/UFRPE n2 013/2016. Peixes adultos do sexo masculino/feminino com
proporg¢do 2:1 (WESTERFIELD, UO Press Eu. 4:1-200, 2000) foram alocados nos reservatérios
de reproducdao com coletor de ovos e mantidos em temperatura controlada de 27,5 £ 0,5 °C
e pH de 7,5 £ 0,5, com fotoperiodo de 14/10 (claro/escuro). Foram alimentados com ragdo
extrusada comercial duas vezes ao dia. O sistema de reproducdo com coletor de ovos em
biotério apresentou-se de forma eficiente para esta espécie preferencialmente em
temperaturas proximas aos 27 °C e niveis de pH 7,0. Foram utilizados 5 grupos a cada ciclo
reprodutivo (7 dias), sendo a média da taxa de fecundidade dos animais ao longo das 4
semanas de testes de 221 ovos/semana por grupo, visto que nem todos 0s grupos
reproduziram, sendo assim foi possivel alcancar valores de aproximadamente 2.000

ovos/més em escala de bancada.
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REIVINDICACOES

1. “SISTEMA PARA REPRODUCAO DE PEIXES COM COLETOR DE OVOS”
caracterizado por apresentar um reservatério com fundo afunilado (1) com registro
acoplado (10), dividido por uma rede com hastes de apoio (4) separando os animais
adultos dos ovos e também por placa diviséria removivel (5) separando machos de

fémeas contendo uma tampa (7) e suporte (9) como apoio estrutural.

2. “SISTEMA PARA REPRODUCAO DE PEIXES COM COLETOR DE OVOS” de acordo
com a reivindicagdo 1, caracterizado pela rede com hastes de apoio (4) (Figura 2)
sendo a rede disposta na base da estrutura (11) e hastes (12) posicionadas nos cantos
internos do reservatério (1), apresentando ganchos nas extremidades das hastes (13)

facilitando a remogao ou acomodacgao da rede dentro do reservatorio (1).

3. “SISTEMA PARA REPRODUCAO DE PEIXES COM COLETOR DE OVOS” de acordo
com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo registro (10) estar localizado ao final da

base afunilada do reservatério (Figura 01) permitindo a passagem de ovos.

4, “SISTEMA PARA REPRODUCAO DE PEIXES COM COLETOR DE OVOS” de acordo
com a reivindicacdo 1, caracterizado pela tampa (14) apresentar uma abertura

central revestida por rede (15).
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RESUMO

“SISTEMA PARA REPRODUCAO DE PEIXES COM COLETOR DE OVOS”. O presente modelo de
utilidade trata de um reservatério (1) especifico para copula de peixes oviparos acoplado a
um dispositivo de coleta de ovos (10) com aplicagdo na drea de biologia reprodutiva e
toxicologia visando reduzir o tempo de coleta dos embrides de Danio rerio ou outras
espécies de peixes, excluindo a necessidade de manejo nos animais. E apresentada uma
configuracdo de reservatorio sem arestas com fundo afunilado (1), apresentando em seu
interior uma diviséria de rede com hastes de apoio (4) que fica inserida no interior do
reservatério (1) e suas hastes (13) dispostas nas bordas. Uma placa diviséria (6) que fica
inserida no encaixe da placa (5) aderidas a parede interna do reservatério (1) de ambos os
lados (Figura 01), a placa diviséria (6) separa provisoriamente a area de cépula (3). Uma
tampa (7) com abertura central coberta por uma rede (15). Na parede externa do
reservatério (1), estdo os encaixes para o suporte (8) que servem de apoio para o sistema
gue se encontra disposto sob o suporte (9). Ao final do afunilamento do aquario, na area de

deposicdo dos ovos (2) estd disposto o registro (10) que permite a saida de agua e dos ovos.
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5. Conclusao

O presente estudo mostrou que o0s hormdOnios sexuais modificaram
significativamente os parametros bioldgicos avaliados, como os efeitos teratogénicos

e frequéncia cardiaca do Danio rerio, onde foi possivel observar:

e Maior potencial de toxicidade dos horménios livres (P, e E;) quando
comparados aos horménios complexados a B—ciclodextrina (3-CD-P,4 e 3-CD-
E>).

¢ Quanto a avaliacdo comportamental, os compostos P4M, E; e E,T obtiveram
maior potencial de toxicidade por alterar a frequéncia de exibicdo dos
comportamentos exibidos pelos animais expostos aos mesmos.

e Houve aumento da capacidade reprodutiva pela exposicdo dos animais ao
medicamento comercial E,T.

e Foi possivel desenvolver um produto patenteado para uso em biotério na
reproducao de Danio rerio evitando a predagéo dos ovos pelos peixes adultos
e seu manuseio, reduzindo o tempo de coleta e o estresse dos animais.

¢ Devido ao fato de que a ciclodextrina pode alterar a toxicidade de hormonios,
recomendamos que os complexos ndo sejam tratados como melhoramentos
das moléculas livres e sim como novos produtos que devem ser avaliados

individualmente em relacéo a sua toxicidade.
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6. Anexos

Anexo 1 - Licenca da Comisséo de Etica no Uso de Animais para a realizagc&o

dos experimentos desta dissertacao.

Universidade Federal Rural de Pernambuco
Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n,

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

Comissiio de ética no uso de animais - CEUA

Licen¢a para o uso de animais em experimentacio 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 execugdo 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 013/2016
Numero do processo 23082.000273//2016
aData de emisséo da licenga 15 de Fevereiro de 2016

Titulo do Projeto

Efeitos de hormdnios sexuais complexados a ciclodextinas
como interferentes enddcrinos na fisiologia,

imunomodulago, histologia e comportamento de peixes.

Finalidade (Ensino, Pesquisa, Pesquisa

Extensdo)

Responsavel pela execugdo do Pabyton Gongalves Cadena

projeto

Colaboradores Marilia Cordeiro Galvdo da Silva; Valdemiro Amaro da

Silva Jtnior; Stephannie Caroline Barros Lucas da Silva;
Thamiris Pinheiros Santos; Jadson Freitas da Silva; Danilo

Martim Fonseca de Oliveira .

Tipo de animal e quantidade total

autorizada

Peixe : Danio rerio 140; colossoma macropomum 70

(machos e fémeas ) total 210 animais
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Anexo 3

Artigo aceito para publicacéo no periddico Arquivos Brasileiros de Medicina
Veterindria e Zootecnia (1P 0.1239, Qualis A2)

Avaliacdo do impacto causado pela disponibilidade de 17f-estradiol livre ou
complexado a p—ciclodextrina no ambiente aquatico sobre Oreochromis niloticus

(tildpia)

[Impact evaluation caused by disponibility of free 17p-estradiol and complexed

into cyclodextrin in the aquatic environment in tilapia (Oreochromis niloticus)]

Resumo

Foram avaliados os efeitos toxicos do horménio 17 -estradiol (Ey) livre e complexado
a B-ciclodextrina (CD) sobre o comportamento e fisiologia de tilapia (Oreochromis
niloticus). Os peixes foram observados por 30 dias em dois estagios do
desenvolvimento (alevino e juvenil) pelo método ad libitum para a confec¢do de um
etograma. Posteriormente, juvenis foram divididos em trés grupos: controle e expostos
ao E, (10 ng/L) livre e complexado a B-ciclodextrina (B-CD:E;) por 90 dias. Foram
avaliados o comportamento pelo método de varredura instantanea, o consumo de racao,
0 ganho de peso e mortalidade em diferentes intervalos. Os alevinos e juvenis
apresentaram frequéncias de exibicdo comportamentais diferentes (p < 0,05) nos
eventos: Afastar (4,7 + 1,3 e 3,6 + 0,6%) e Ondulacdo de Repulsdo (2,3 +09e 13
1,0%). Os juvenis expostos ao complexo B-CD:E, apresentaram aumento (p < 0,05) na
exibicdo dos comportamentos agressivos como Afastar, Ataque Caudal, Confronto
Prolongado, Perseguicdo, Fuga e menor mortalidade comparado ao grupo exposto ao E,
livre e controle. Pode-se concluir que a complexacdo do E, com a B-CD alterou a
toxicidade do E;, pois promoveu um aumento na frequéncia de exibicdo dos
comportamentos agressivos, e interferiu na mortalidade dos animais.

Palavras-Chaves: Comportamento animal, Etograma, Complexo de inclusdo,
Sobrevivéncia.

Abstract
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Toxic effects of free and complexed 17B-estradiol (E2) hormone into B-cyclodextrin
(CD) on the behavior and physiology of tilapia (Oreochromis niloticus) were evaluated.
The fish were observed for 30 days in two stages of development (fingerling and
juvenile) by the ad libitum method to make an ethogram. After this, juveniles were
divided into three groups: control and exposed to free E, (10 ng/L) and complexed into
B-cyclodextrin (B-CD:E;,) for 90 days. It was evaluated the behavior by scan sampling
method, feed intake, body mass and mortality at different intervals. The fingerlings and
juveniles showed behavioral patterns with different display frequencies (p < 0.05) for
events: Move Away (4.7 = 1.3 and 3.6 £ 0.6%) and Waving Repulsion (2.3 £ 0.9 and
1.3 + 1.0%). The juveniles exposed to B-CD:E, complex showed a significant increase
(p < 0.05) in the frequency of display of aggressive behaviors as Move Away, Caudal
Attack, Clash Extended, Chase, Escape and decrease of mortality when compared to
group exposed to free E, and control. It can be concluded that complexation of E; into
B-CD modified E; toxicity, because promoted an increase in the frequency of display of
aggressive behaviors and it affected the mortality of animals.
Keywords: Animal behavior, Ethogram, Inclusion complex, Mortality.
1. Introducéo

Devido as caracteristicas quimicas dos hormonios esteroides como a
hidrofobicidade, a industria farmacéutica vem utilizando substancias quimicas para
superar esta limitacdo, sendo possivel complexar estes hormdénios a ciclodextrinas
(CDs) (Oishi et al., 2008). CDs sdo oligossacarideos ciclicos, constituidos por um
numero variavel de unidades de glicose, unidas por ligagdes glicosidicas a-(1,4), séo
estruturas tronco-cénica e se caracterizam por possuirem cavidade de natureza apolar,
que contrasta com o exterior hidrofilico (Del Valle, 2004; Brewster e Loftsson, 2007).
Devido a isto, podem formar complexos de inclusdo hospedando moléculas
hidrofébicas em seu interior. Sdo utilizadas com o objetivo de melhorar as
caracteristicas farmacocinéticas de substancias, aumentando a biodisponibilidade,
estabilidade e diminuindo a volatilidade (Brewster e Loftsson, 2007). Seus efeitos
toxicos sdo conhecidos em humanos devido a sua ampla utilizagdo na farmacéutica, na
industria alimenticia e cosmeticos onde apresenta nefrotoxicidade por via parenteral,
mas ndo foram relatados efeitos toxicos por via oral (Del Valle, 2004; Brewster e

Loftsson, 2007). Porém os efeitos destes complexos de inclusdo como poluente
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ambiental e seus efeitos em animais sé&o pouco descritos na literatura. Adicionalmente,
hormoénios esteroides quando complexados a CDs podem se apresentar como
disruptores endocrinos (DEs). Os DEs sdo persistentes e passiveis de sofrerem
biomagnificacdo, principalmente em animais dulciaquicolas (Wu et al., 2016), que sao
sensiveis a baixas concentracfes em niveis subletais. Nestes casos foram observadas
principalmente alteragfes comportamentais e reprodutivas podendo levar a
desequilibrios populacionais em ambientes aquaticos (Santos et al., 2016; Denslow e
Sepulveda, 2007). Isto destaca a necessidade de maiores estudos dos efeitos de
toxicidade decorrente da disposicéo desses complexos de inclusdo entre CDs e farmacos
na biota aquética.

Contaminantes naturais e sintéticos presentes em concentracdes na faixa de pg/L
a ng/L apresentam um risco a saude dos ecossistemas, pois existe uma caréncia na
avaliacdo dos seus efeitos fisiologicos, conhecimento de suas fontes, comportamento no
ambiente e niveis toxicos de concentracdo (Fernandes et al., 2011). Dentre estes
contaminantes, os DEs tém despertado atencdo cientifica por causa de sua distribuicéo
generalizada e seus efeitos potencialmente nocivos para a satde (Wu et al., 2016). Estes
sdo capazes de mimetizar os efeitos moleculares de hormdnios endégenos ou causar
desequilibrio hormonal, por interferir com a sua sintese, secre¢do, transporte,
metabolismo e excrecdo, consequentemente, a reproducdo, desenvolvimento e
comportamento de espécies animais (Denslow e Sepulveda, 2007). Estrégenos como o
17B-estradiol (E;), regulam e sustentam o desenvolvimento sexual feminino e suas
funcdes reprodutivas, pois dele depende a formacdo dos ovarios nas fémeas (Guiguen et
al.,, 2010). Este hormdnio possui conformacdes reconhecidas pelos receptores e,
portanto, sendo considerados como responsaveis pela maioria dos efeitos disruptores,
quando dispostos nos efluentes, como reducdo do tamanho das génadas, feminizacao de
peixes machos e problemas no desenvolvimento do sistema imune (Tilton et al. 2005,
McLachlan et al., 2006, Seemann et al., 2015).

Anteriormente, nosso grupo (Santos et al., 2016) estudou os efeitos de DEs
presentes em contraceptivos orais combinados sobre o comportamento agressivo de
Betta splendes. Agora, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos toxicos do 17p-
Estradiol livre e complexado a ciclodextrina sobre o comportamento e fisiologia de

tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus). Um peixe de ampla aceitacdo pelo mercado
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consumidor com producdao mundial em 2014 de quase 4 milhGes de toneladas (FAO,
2016), apresenta agressividade natural, sendo assim um bom modelo animal para avaliar
alteracbes comportamentais provenientes da exposicdo ao 17p-estradiol livre e
complexado a CDs.

2. Material e métodos

O estudo foi realizado no Laboratorio de Ecofisiologia e Comportamento
Animal — LECA, da Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE. O 17B-
Estradiol ¢ a B-ciclodextrina (SIGMA, EUA) e os outros reagentes utilizados foram de
grau analitico. As tilapias (Oreochromis niloticus) foram obtidas da Estacdo de
Aquicultura Continental Professor Johei Koike — Departamento de Pesca da UFRPE. Os
protocolos realizados neste trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais — CEUA/UFRPE licenca 001/2014. No laboratério, os animais foram
aclimatados por 15 dias, sendo acondicionados em aquérios aerados, a temperatura
ambiente (27 °C) sempre com densidade de 1 animal para aproximadamente 12 litros de
agua e ciclo de luz natural. O. niloticus foram alimentados ad libitum com racédo
comercial extrusada (45% de proteina bruta) uma vez ao dia com quantidade crescente
de acordo com o crescimento do animal. Em relagdo aos parametros abi6ticos, o pH e o
oxigénio dissolvido (OD) foram aferidos semanalmente com potenciémetro e medidor
de OD portéatil durante todos os experimentos. Foram utilizados kits comerciais da
marca Alcon Labtest, para nitrito, amonia toxica e aménia total.

Para a construcdo do etograma e analise comportamental comparativa, 14
animais, sendo 7 alevinos (9,7 £ 1,1 g, 3,8 £ 0,2 cm) e 7 juvenis (38,0 + 1,3 g, 14,3 +
0,6 cm) foram separados e alocados em aquarios de 85 L cada. O etograma foi
construido pelo método ad libitum (Altmann, 1974) por 30 dias, a uma distancia pré-
estabelecida (2,5 metros) de modo a ndo influenciar na exibigdo comportamental. Foram
utilizados individuos em estagios de desenvolvimentos distintos (alevinos e juvenis)
para que houvesse a possibilidade de comparacdo do padrdo comportamental em
diferentes estagios de desenvolvimento. A coleta dos dados comportamentais com o
etograma foi realizada pelo método de scan sampling (Altmann, 1974) por 30 minutos
com 1 minuto de observagéo e 1 minuto de intervalo.

Para os testes de exposi¢cdo quimica, os animais foram submetidos a

concentragfes dos horménios em teste de toxicidade crénica em sistema semi-estatico
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por 90 dias e divididos em 3 grupos de peixes juvenis alocados em aquérios de 85 L
com 7 animais cada, sendo 4 machos e 3 fémeas por grupo, identificados através da
sexagem manual, por meio do exame da papila urogenital (Avila e Romagosa, 2005).
Os grupos foram: controle (Grupo C) sem adi¢do do hormonio, 17p-Estradiol (Grupo E)
na concentracdo de 10 ng/L e a adi¢do de solu¢do aquosa do complexo de inclusdo f-
ciclodextrina — 17B-Estradiol (B-CD:E2) na propor¢do de 1:1 em mol/L mantendo a
concentracdo de E2 em 10 ng/L (Grupo BE). A técnica de co-precipitacdo (Del Valle,
2004; Oishi et al., 2008) foi utilizada para formacdo dos complexos de inclusédo entre -
CD e 0 horménio E, em meio aquoso. A B-CD foi primeiramente solubilizada em agua
e o0 E; dissolvido em etanol (10%) com posterior evaporacao do alcool. A solucédo de E;
foi adicionada sob agitacdo a solucdo de CD para permitir a complexacdo dos mesmos.
Os complexos de inclusdo formados foram armazenados sob refrigeracdo (4 °C) para
posterior uso. Houve renovacdo completa da agua dos aquérios semanalmente e
reposi¢do das concentracOes hormonais utilizadas.

Durante os testes de exposi¢do quimica com os animais, foram mensurados o
comportamento animal conforme descrito anteriormente. Os dados comportamentais
foram agrupados a cada 30 dias, somando 3 periodos de exposi¢des distintos (0 a 30, 30
a 60 e 60 a 90 dias). O consumo médio de racdo foi avaliado diariamente conforme
descrito por Zuanon et al., (2009), apds a determinacdo do tempo para a saciedade, 0s
restos de racdo foram removidos dos aquarios para evitar contaminacdo. Para a
avaliagdo do ganho de peso, foi mesurada a diferenca entre o peso inicial e final dos
animais. A mortalidade foi verificada diariamente. Os resultados foram expressos na
forma de média e desvio padrdo e comparados por analise de variancia simples (One
Way ANOVA), quando o resultado foi significativo, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey, utilizando o software Origin Pro Academic 2015 (Origin Lab.
Northampton, MA USA). As diferencas foram consideradas significativas quando p <
0,05.

3. Resultados

Para os parametros fisico-quimicos, a temperatura da agua nos aquarios nao

apresentou variacdo maior que 0,5 °C durante o experimento, o pH apresentou faixa

entre 6,7 e 7,3. Para 0 OD, os valores sempre foram superiores a 9 mg/L. Para o nitrito,
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foram encontrados valores de 0,25 mg/L e ndo foram observados valores de nitrato.
Para amdnia toxica, foram encontrados valores inferiores a 1 mg/L.

Dentre os dados obtidos a partir do método ad libitum (Altmann, 1974) para a
elaboracdo do etograma, foram identificados 24 comportamentos, agrupados nas

Categorias: Alimentacdo, Locomocédo, Social e Resposta ao Estresse, que podem ser

observados na Tab. 1.

Tabela 1. Etograma dos alevinos e juvenis de tilapia (Oreochromis niloticus).

Evento | Sigla | Descrigéo
Categoria Alimentacdo
O animal posiciona-se quase de maneira vertical proximo ao substrato procurando
Forragear FO .
alimento.
Procurar PR | O animal se mantém proximo a lamina d’agua e nada obliquamente procurando alimento
Capturar Répido | CR O animal nada até_a lamina d'agua, captura o alimento na superficie e volta subitamente
ao fundo do aquério, podendo repetir diversas vezes.
Capturar cp O peixe permanece se alimentando na superficie da 4gua fazendo movimentos rapidos
Prolongado com a boca em direcdo ao alimento a fim de ingeri-lo.
R - O animal depois de saciado, ingere o alimento, mastiga e lanca as particulas novamente
egurgitar RG na agua pela boca
Categoria Social
Afugentar AG O animal nada em dire¢do ao oponente rapidamente podendo ou ndo haver contato
provocando o afastamento do outro.
Afugentar AP O animal (1) passa a ocupar uma boa parte da area do aquario e afugenta os outros
prolongado animais (2) que ficam restritos a um pequeno espaco.
Afastar AT | Oanimal (1) se afasta com um movimento curto do oponente (2) ap6s sofrer um ataque.
Exibicio lateral EL O peixe se aproxima lateralmente do outro, abre a boca, mas ndo ocorre contato fisico
com o oponente. Este comportamento pode culminar em um ataque.
O peixe abre a boca e percorre com ela o corpo do oponente, fechando-a no momento do
Ataque lateral AL | contato. O ataque pode ocorrer nas laterais medianas do corpo, no dorso, nas nadadeiras
do outro animal.
Ataque répido AR O peixe nada proximo a lamina d’agua e desce rapidamente fazendo um ataque ao
oponente.
Ataque caudal AC O animal nadg préximo ao oponente_, fechando a sua boca quando esta entra em contato
com a nadadeira caudal do adversério.
Ataque frontal AF Dois peixes sobrepdem suas mapdibulas eum deles empurra o outro, ou ambos se
empurram mutuamente em movimentos rapidos.
Confronto CG | Dois animais realizam ataques mituos com movimento rotatdrio.
prolongado
Ondulacéo ON | O peixe ondula o corpo no sentido anteroposterior quando esta préximo ao oponente.
Ondulacéo de OR O peixe agredido exibe ondulagdes rapidas e intensas com o corpo que levam a repulséo
repulséo do peixe agressor.
Persequicio PE O peixe segue 0 oponente enquanto este foge. Podendo culminar em ataque do peixe
agressor.
Fuga FU | O peixe se afasta do oponente que 0 persegue ou ataca.
Fuga prolongada | FR dO animal se afasta do oponente ficando restrito a um pequeno espago por longo periodo
e tempo.
Categoria Locomogao
Nadar lento NL O animal movimenta a nadadeira caudal lentamente de modo que seu deslocamento
ocorra lentamente.
Nadar répido NR O animal movimenta sua nadadeira caudal rapidamente fazendo com que ele se desloque
mais rapido no corpo d’agua. Esse comportamento pode ser seguido por qualquer ataque.
Nadar junto NJ Trés ou mais peixes nada_lm na mesma di_regéo apresentando comportamento de cardume,
podendo permanecer assim por varios minutos.
Ficar parado FP | O peixe permanece parado.
Categoria Resposta ao Estresse
Rez;élrrea;gao RA | O peixe utiliza da respiragéo aérea mesmo sob condicGes de aeracao.
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Na Fig. 1 é possivel observar os eventos comportamentais dos alevinos (A) e
juvenis (J) de O. niloticus onde, na categoria Social, 0s mesmos comportamentos foram
apresentados pelos dois grupos, mas com frequéncias de exibicdo diferentes (p < 0,05)
para os eventos: Afastar (A 4,7 £ 1,3 eJ 3,6 + 0,6%) e Ondulacéo de Repulséo (A 2,3 +
0,9 e J 1,3 £ 1,0%). Os alevinos apresentaram maior frequéncia de exibi¢do nestes
comportamentos. Na categoria Locomocdo, o comportamento Nadar Rapido (A 9,2
2,8 e J 3,0 £ 1,6%) foi mais observado nos alevinos em comparagdo aos juvenis. Em
relacdo as outras categorias de Alimentacdo e Resposta ao Estresse nao houve diferenca
significativa (p > 0,05) entre os grupos estudados.

30+
Hl Alevino

[ Juvenil

20

Eventos (%)

Figura 1. Eventos comportamentais exibidos por O. niloticus alevinos e juvenis. Siglas:
FO - Forragear; PR - Procurar; CR - Capturar Réapido; CP - Capturar Prolongado; RG -
Regurgitar; AG - Afugentar; AP - Afugentar Prolongado; AT - Afastar; EL - Exibicéo
Lateral; AL - Ataque Lateral; AR - Ataque Rapido; AC - Ataque Caudal; AF - Ataque
Frontal; CG - Confronto Prolongado; ON - Ondulacdo; OR - Ondulacdo de Repulséo;
PE—Perseguicédo; FU-Fuga; FR - Fuga Prolongada; NL - Nadar Lento; NR - Nadar
Réapido; NJ - Nadar Juntos; FP - Ficar Parado; RA - Respiracdo Aérea. *Médias com
diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Na Tab. 2a sdo observados os resultados das frequéncias de exibicdo dos
comportamentos de juvenis de O. niloticus sob exposicédo ao E; e ao B-CD:E; e grupo

controle no intervalo 0 a 30 dias. Na categoria Alimentacéo foi observado um aumento
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(Tab. 2a) significativo (p < 0,05) na frequéncia de exibi¢do do comportamento Procurar
no grupo BE em relagdo ao grupo E. Na categoria Social, houve um aumento
significativo (p < 0,05) na exibicdo do comportamento Afugentar Prolongado no grupo
E em relacdo aos grupos BE e C. Ainda, houve um aumento (Tab. 2a) significativo (p <
0,05) na frequéncia de exibicdo dos comportamentos agressivos Afastar, Ondulagéo,
Perseguicao, Fuga, Fuga Prolongada no grupo BE, este ultimo comportamento, apenas
observado neste grupo. Para a categoria Locomocdo, também foi observado um
aumento (Tab. 2a) significativo (p > 0,05) da exibi¢do do comportamento Nadar Rapido
no grupo BE. Na Tab. 2b é possivel observar os comportamentos exibidos pelos peixes
sob exposicdo ao E,, B-CD:E; e grupo controle no intervalo 30 a 60 dias. Na categoria
Alimentacao foi observado um aumento (Tab. 2b) significativo (p < 0,05) na frequéncia
de exibicdo do comportamento Procurar no grupo BE em relacdo aos grupos E e C.
Para a categoria Social, foram exibidos um aumento significativo (p < 0,05) para o
grupo BE nos comportamentos: Afastar, Exibicdo Lateral, Ataque Caudal, Ataque
Frontal, Confronto Prolongado, Ondulacdo, Ondulacdo de repulsdo, Perseguicao,
Fuga e Fuga Prolongada. Na categoria Locomoc¢do, o grupo BE apresentou um
aumento (p < 0,05) na exibicdo dos comportamentos Nadar Lento e Nadar Répido (Tab.
2h).

Na Tab. 2c sdo observados os resultados da exibicdo comportamental dos
juvenis no intervalo de 60 dias a 90 dias de experimento. Ndo houveram eventos
significativos (p > 0,05) nas categorias Alimentagdo e Resposta ao Estresse. Foram
observadas diferencas significativas (p < 0,05) em alguns comportamentos das
categorias Social e Locomocdo com aumento de frequéncia (Tab. 2c¢) para o grupo BE
em Ataque Frontal, Nadar Lento e Nadar Rapido. Ainda, os animais do grupo BE néo
apresentaram a exibicdo do comportamento Afastar (p < 0,05). Adicionalmente foi
observado o escurecimento corporal dos animais submissos durante os experimentos. O
consumo médio de racdo entre os grupos ndo apresentou diferenca significativa (p >
0,05), pois todo alimento foi consumido. Para avaliacdo do ganho de peso, também néo
foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) entre a comparagdo do Grupo C
(28,9 +9,3ge425+10,59), Grupo E (25,0£6,4ge 34,6 +12,0 g) e Grupo BE (31,0
+9,0ge 394 % 8,2 g) no intervalo 0 e 90 dias. Esta diferenca ndo significativa (p >
0,05) entre a morfometria nos Grupos C (12,1 +18e134+1,4),E(109+0,8e 12,2 +
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219 1, 7)eBE(125+1,7 e 13,1 + 1,8) também foi observada no mesmo intervalo de tempo.
220 Em relacdo a taxa de mortalidade foram encontrados os valores de C 42,9%, E 28,6% e

221  BE 14,3%, respectivamente apés 90 dias.
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Tabela 2. Eventos comportamentais de O. niloticus expostos a horménios livres e complexados a ciclodextrina em 30 (A), 60 (B) e 90 (C)

dias de exposicdo. Para os eventos exibidos: FO - Forragear; PR - Procurar; CR - Capturar Réapido; CP - Capturar Prolongado; RG -
Regurgitar; AG - Afugentar; AP - Afugentar Prolongado; AT - Afastar; EL - Exibicdo Lateral; AL - Ataque Lateral; AR - Ataque Répido;

AC - Ataque Caudal; AF - Ataque Frontal; CG - Confronto Prolongado; ON - Ondulacdo; OR - Ondulacéo de Repulsdo; PE—Perseguicao;
FU-Fuga; FR - Fuga Prolongada; NL - Nadar Lento; NR - Nadar Rapido; NJ - Nadar Juntos; FP - Ficar Parado; RA - Respiracdo Aérea.

A: 0 - 30 Dias B: 30 — 60 Dias C: 60— 90 Dias
Eventos c E BE c E BE c E BE
FO 6,3+35 57+39 6,6 +3,3 16+1,4° 0,7+0,9° 48+19° 16+0,5 22+19 24+05
PR 0,3+0,4 0,1+0,3® 1,0 +0,9% 0,1+0,3° 0,1+0,3° 1,6+1,3° 0,0+0,0 0,2+0,4 0,0+0,0
CR 0,0+ 0,07 0,0 £0,0? 0,5+0,7° 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
cP 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1+0,3 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
RG 0,1+0,3 02+04 0,3+0,4 0,0+0,0 0,0+0,0 0,2+0,4 0,0 +0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
AG 2,9+32 28+31 24+26 1,0+17 07+172 1,1+11 02+04 26+31 0,0+0,0
AP 0,2+0,6° 6,2 +3,9° 2,9+24° 3,8+31% 7,0+2,6° 43+18° 48+0,8 44+3/1 58+0,4
AT 1,8 +1,4° 22+1,7% 32+24° 0,7+1,3 0,5+1,0° 3,1+2,6" 0,2 +0,4° 22+1,4° 0,0 0,0
EL 0,8+0,9 0,6 +0,6 12+1,2 0,7+1,0° 0,4+0,7% 30+1,9° 0,8+0,4 0,2+0,4 14+15
AL 58+29 8,2+38 53+25 58+25 6,0+1,8 6,0+15 62+16 6,6 +2,7 54+13
AR 8,3+3,7 52+16 70+27 56+25 57+23 6,5+12 56+1,1 54+23 6,6+15
AC 1,7 +1,9° 3,3+25% 50+2,3 1,4 +2,0° 0,6 +1,0° 40+1,8° 0,2+0,4 26+28 26+11
AF 34+47° 2,2+1,6% 7,9 +3,2° 2,2+272° 0,1+0,3% 7,3+2,9° 1,2+0,8 14+15° 50+1,0°
CG 0,4 +0,9° 1,4 +2,4%® 30+22° 0,2+0,6 0,5+1,3° 30+18° 0,8+0,8 0,8+1,0 20+1,0
ON 1,0 +1,0° 1,3+1,3® 27+18° 1,1 +0,9° 0,5+1,0® 2,2+12% 0,4+0,5 0,6+0,8 0,8+0,8
OR 0,6 £0,6 07+1,0 1,7+16 0,7+1,0° 0,3+0,5° 1,8+0,9° 0,6 +0,8 0,0+0,0 0,4+0,8
PE 9,0 +2,4° 7,2 +3.2% 11,5 + 3,6% 5,7 +2,4° 53+2,2° 9,5+ 3,8 46+1,1 6,8+2,1 50+14
FU 8,9+2,1° 7,3+2,9% 11,6 +3,5% 5,7 +2,4° 53+2,2° 9,5+ 3,8 46+1,1 6,8+2,1 52+16
FR 0,0 £0,0° 0,0 £0,0° 0,6 +0,8° 0,2 £0,4° 0,0 £0,0° 1,0+1,0° 0,0 +0,0 0,0+0,0 1,0+22
NL 6,0 + 3,4 6,9+45 8,0+29 26+21° 36+15° 8,0+18° 32+08° 30+15° 7,0+30°
NR 22+11° 0,7+1,0° 53+3,0° 1,1+1,1° 0,3+0,5° 35+25° 1,6 +0,5% 0,4 £0,5® 3,628
NJ 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0 £0,0° 0,2+04 0,0+0,0 0,0+0,0
FP 8,1+4.4° 23,6 +7,4° 123+7,3° 153+8,1 25,4 +14,1 173+7,4 20,6 + 1,1 8,4+30° 25,4 +2,8°
RA 72+27 72+37 46+34 35+17 45+46 6,5+25 26+13 54+32 74+53

Os dados foram comparados estatisticamente dentro dos intervalos de 30 dias. Médias com diferentes letras diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
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4. Discusséo

Os comportamentos observados em O. niloticus sdo caracteristicos do género,
devido a semelhanca aos observados em outros ciclideos como, Geophagus
surinamensis (Acara-corrd), Astronotus ocellatos (Apaiari) e Pterophyllum scalare
(Acard-Bandeira) (Carvalho, 2009). Por ser uma espécie territorialista, O. niloticus
apresentou uma hierarquia de dominancia e submisséo estabelecida por confrontos entre
os individuos. Tais comportamentos agonisticos foram decorrentes de agrupamentos
sociais, onde foi observado uma hierarquia de dominancia e submissdo em que 0s
animais maiores geralmente sdo dominantes e os menores submissos (Merighe et al.,
2004). Em relagédo a comparacdo dos comportamentos exibidos entre alevinos e juvenis,
com base no etograma desenvolvido, foi observada uma maior frequéncia de
comportamentos ativos nos alevinos, o que pode estar relacionado a maior atividade
locomotora destes. Larvas e alevinos de peixes diurnos (como a tilapia) apresentam
maior atividade metabdlica nessas fases de desenvolvimento (Vera et al., 2009) o que
poderia justificar esta diferenca observada no nosso estudo.

Em relacdo aos estudos de exposicdo quimica, 0os parametros abiodticos foram
mensurados para comprovar que as modificacbes nos parametros bioldgicos analisados
foram decorrentes da exposicao ao estradiol livre (E,) e complexado a ciclodextrina (-
CD:E;) e ndo decorrente de variagdes nos parametros fisico-quimicos da agua. Estes
resultados obtidos, de acordo com Kubitza (2000), estdo na faixa ideal de conforto para
a espécie. Diante disto, as alteracdes comportamentais exibidas pelos animais estdo
relacionadas a exposi¢do quimica aos hormonios. Os resultados produzidos no nosso
estudo demonstraram que o E, livre assim como B-CD:E,, interferiram no
comportamento animal, alterando a exibicdo dos comportamentos ao longo do tempo
nos animais juvenis de O. niloticus. Em relacéo ao efeito do E, complexado a B-CD, foi
observado um aumento na exibicdo de comportamentos agressivos (Tab. 2) no grupo
BE comparado aos grupos E e C, isto pode provocar maior estresse entre os individuos.
Estas respostas bioldgicas ao estresse, provocada por poluentes, podem ser utilizadas
para identificar sinais iniciais de danos aos peixes (Lupi et al., 2007). De acordo com
Brewster e Loftsson (2007), as CDs apresentam baixa toxicidade, mas devido ao fato de
alterarem as propriedades fisico-quimicas das moléculas complexadas, as CDs podem

alterar também a sua toxicidade. Isto foi observado no nosso trabalho, pois houveram
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diferencas significativas na exibi¢cdo dos comportamentos (p < 0,05) entre os grupos BE
e E. Em peixes, existem poucos estudos sobre os efeitos toxicos de moléculas
complexadas a CDs, estudo utilizando a hidropropil-p-ciclodextrina ndo complexada foi
realizado em Danio rerio onde o desenvolvimento de larvas foi afetado com
concentracdes acima de 1% (p/v), testes de toxicidade com peixes adultos ndo foram
relatados (Maes et al., 2012). E possivel que a complexagio do 17p-estradiol com a
ciclodextrina tenha causado a maior absorcdo do horménio pelos animais, devido a sua
capacidade de manter moléculas hidrofobicas mais biodisponiveis, como visto no
trabalho de De Paula et al. (2007), onde em estudos de solubilidade, a complexacao de
B-CD ao 17p-estradiol aumentou a solubilidade aquosa deste, assim como a retengéo do
farmaco na pele. O autor atribuiu este efeito ao aumento da biodisponibilidade do
horménio quando complexado. Foi observado ao longo do experimento (90 dias),
devido ao aumento de exibicdo dos comportamentos agressivos, um aumento de lesdes
em alguns individuos do grupo BE. No ultimo intervalo de tempo analisado (60-90 dias)
também foi observado que 0s peixes ndo respondiam mais aos comportamentos
agressivos, como Vvisto pela reducédo significativa (p > 0,05) no ato Afastar (Tab. 2C)
dos animais submissos. O comportamento de Nadar Répido para os individuos
dominantes do grupo BE apresentaram maior frequéncia (Tab. 2), o que pode estar
relacionado aos outros animais nao reagirem ou ndo serem considerados como ameaca.
J& no grupo exposto ao 17B-estradiol (E;) livre houve diminuicdo da
agressividade (0 — 60 dias) como visto em alguns comportamentos como: Perseguicao,
Fuga e Ataque Frontal (Tab. 2), com frequéncias de exibicdo inferiores ao grupo
controle. Os peixes do grupo E, apresentaram o ato de Ficar Parado superior se
comparado aos demais grupos. Este mesmo efeito ja foi observado em estudo anterior
do nosso grupo (Santos et al., 2016), onde ocorreu diminuigdo dos comportamentos
agressivos, assim como aumento da inatividade em peixes machos de Betta splendens
expostos ao E,. Estes resultados corroboram com Shappell et al., (2010) que também
observaram que o0 E; diminuiu a agressividade de Pimephales promelas.
Adicionalmente, durante as observacdes, notou-se o0 escurecimento corporal dos peixes
submissos em todos 0s grupos experimentais, 0 que pode estar relacionado a situacdes
de estresse (MVolpato et al., 1989). Os mesmos autores relataram ainda outros fatores,

como a posse prévia do territério e condicdo hierarquica anterior como possivel
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explicacdo para o escurecimento corporal. Estes dois fendmenos também foram
observados no nosso estudo.

Quanto aos parametros zootécnicos, a exposicdo hormonal nao alterou o ganho
de peso e comprimento dos animais. Foi observado que, durante todo o experimento, 0s
animais se alimentaram normalmente, ndo havendo diferenca estatistica (p < 0,05) entre
0S grupos experimentais. Em relacdo a sobrevivéncia dos animais, foi observado uma
maior taxa de mortalidade no grupo controle. Raju et al. (2008) sugeriram que o E;
pode apresentar propriedades imunoprotetoras, 0 que poderia justificar o observado em
nosso trabalho. Ainda a menor taxa de mortalidade foi observada no grupo B-CD:Ej. A
complexacdo com a ciclodextrina aumenta a estabilidade (Del Valle, 2004; Brewster e
Loftsson, 2007) da molécula hospedeira o que poderia ter potencializado o efeito
imunoprotetor do estradiol.

5. Concluséao

Foi possivel a construcdo de um etograma para o estudo comportamental de O.
niloticus e, sendo o comportamento animal um pardmetro afetado pela presenca de
substancias toxicas, a complexacdo do E, com a B-CD alterou a toxicidade do E;, pois
aumentou a frequéncia de exibicdo principalmente dos comportamentos agressivos e
também aumentou a sobrevivéncia dos animais. Ndo foram observadas alteracfes em
relacdo ao ganho de peso, morfometria e consumo de alimento entre 0s grupos
estudados. Isto gera a necessidade do desenvolvimento de medidas de controle do
descarte dos hormonios complexados & ciclodextrinas no ambiente, pois podem
apresentar toxicidade diferente de suas formas ndo complexadas.
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