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RESUMO

O acido perfluorooctandico (PFOA) e a venlafaxina (VEN) sé@o considerados
contaminantes emergentes e devido a sua ampla distribuicdo podem ser facilmente
encontrados nos ecossistemas aquaticos. O PFOA é uma substancia sintética com
uma ampla gama de aplicacdo industrial. Este pode atuar como desregulador
enddcrino, e ja foi considerado um composto com efeito carcinogénico em humanos.
A VEN é um farmaco da classe dos antidepressivos inibidores seletivos da recaptacéo
da serotonina e da noradrenalina, amplamente utilizado para tratar transtornos de
ansiedade. Ainda ndo se tem muitas informacdes dos efeitos desses contaminantes
em alguns organismos. Nesse estudo, realizamos ensaios de comportamento durante
96h com Triops longicaudatus utilizando a VEN nas concentracdes 0,0265; 0,265;
2,65; 265 e 2650ug/L e o PFOA nas concentracdes 0,004; 0,04; 0,4; 4; 40 e 400ug/L.
Além disso foi realizado um teste de sobrevivéncia com Artemia salina utilizando a
VEN nas concentracdes 0,0265; 26,5 e 2650ug/L. Nos resultados da analise
estatistica para comportamento a Network Neural Artificial (NNA) identificou-se seis
classes de comportamento (classe 1 a 6). As seis classes comportamentais definidas
pela NNA, tém um perfil de frequéncia com um valor de inércia de 4,4% e 4,6%,
respectivamente para VEN e PFOA, com as condicdes experimentais testadas. Os
valores do teste qui-quadrado foram significativos para ambos os compostos (VEN:
qui-quadrado = 5809; df = 65; p = 0,0000 / PFOA: qui-quadrado = 4193; df = 65; p =
0,0000). Quanto a sobrevivéncia durante os ensaios de comportamento, os T.
longicaudatus ndo mostraram um padrdo homogéneo, de acordo com o0 aumento da
concentracdo de VEN e PFOA. Nos tratamentos com a venlafaxina a média de
tamanho de T. longicaudatus variou de 14,58mm (controle) a 20,02mm (0,26ug/L).
Com o PFOA a média variou de 13,02mm (4 pg/L) a 15,64mm (0,004ug/L). A diferenca
entre as meédias de tamanhos em ambos os tratamentos apresentou diferenca
significativa (p<0,05). Quanto aos ensaios de sobrevivéncia em A. salina com VEN, o
percentual de sobreviventes decresceu a medida que aumentava a concentracao e o
tempo de exposicdo 90, 75, 55 e 40% sobreviveram nas concentracdes 0; 0,0265;
0,265; 2,65; 265 e 2650ug/L, respectivamente. Sendo assim, foi possivel observar que
o T. Longicaudatus é sensivel tanto para a VEN quanto para o PFOA, uma vez que
apresentaram diferentes comportamentos ao longo da exposi¢cado. Além disso, A.
salina também mostrou sensibilidade ao farmaco VEN nas concentracdes e tempo de
exposicao utilizados nesse trabalho.

Palavras-chave: Contaminantes Emergentes. Comportamento. Sobrevivéncia.
Ecossistema aquético.
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ABSTRACT

Perfluorooctanoic acid (PFOA) and venlafaxine (VEN) are considered emerging
contaminants and due to their wide distribution can be easily found in aquatic
ecosystems. PFOA is a synthetic substance with a wide range of industrial
applications. It can act as an endocrine disruptor and has been considered a
compound with carcinogenic effects in humans. VEN is an antidepressant drug in the
class of selective serotonin and noradrenaline reuptake inhibitors, widely used to treat
anxiety disorders. There is still not much information on the effects of these
contaminants on some organisms. In this study, we carried out 96-hour behavioral
tests with Triops longicaudatus using VEN at concentrations of 0.0265; 0.265; 2.65;
265 and 2650ug/L and PFOA at concentrations of 0.004; 0.04; 0.4; 4; 40 and 400ug/L.
In addition, a survival test was carried out with Artemia salina using VEN at
concentrations of 0.0265, 26.5 and 2650ug/L. In the results of the statistical analysis
for behavior, the Artificial Neural Network (ANN) identified six classes of behavior
(class 1 to 6). The six behavioral classes defined by the NNA have a frequency profile
with an inertia value of 4.4% and 4.6%, respectively for VEN and PFOA, with the
experimental conditions tested. The chi-square test values were significant for both
compounds (VEN: chi-square = 5809; df = 65; p = 0.0000 / PFOA: chi-square = 4193;
df = 65; p = 0.0000). As for survival during the behavioral tests, the T. longicaudatus
did not show a homogeneous pattern according to the increase in the concentration of
VEN and PFOA. In treatments with venlafaxine, the average size of T. longicaudatus
ranged from 14.58mm (control) to 20.02mm (0.26ug/L). With PFOA, the average
ranged from 13.02mm (4 ug/L) to 15.64mm (0.004ug/L). The difference between the
mean sizes in both treatments was significant (p<0.05). As for the survival tests on A.
salina with VEN, the percentage of survivors decreased as the concentration and
exposure time increased 90, 75, 55 and 40% survived at concentrations of 0; 0.0265;
0.265; 2.65; 265 and 2650ug/L, respectively. Thus, it was possible to observe that T.
longicaudatus is sensitive to both VEN and PFOA, since they showed different
behaviors throughout exposure. In addition, A. salina also showed sensitivity to the
drug VEN at the concentrations and exposure times used in this study.

Keywords: Emerging contaminants. Behavior. Survival. Aquatic ecosystem.
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1 INTRODUCAO

A preocupacdo mundial da comunidade cientifica com os contaminantes
emergentes (KHALIL et al., 2020) se deve ao fato do potencial toxico que esses
compostos tém no ambiente, bem como a dificuldade para remover seus residuos da
agua, uma vez tratamentos convencionais nas estacdes de efluentes ndo séo eficazes
nesse aspecto (TORDIN, 2018). Entre esses contaminantes de preocupacao
emergente (contaminants of emerging concern- CECs), destacam-se os produtos
farmacéuticos e produtos de higiene pessoal, que sdo comumente encontrados em
niveis baixos nas aguas superficiais (EPA, 2023).

No grupo dos farmacos, as drogas psiquiatricas, como a venlafaxina (VEN),
sdo classificadas como contaminantes de preocupacdo emergente (BRASIL, 2020).
Apesar de desempenharem um papel importante na sociedade, ainda existem
escassas informacdes sobre seus efeitos na vida aquatica, quando seus residuos sao
liberados no ambiente (LOPES et al.,, 2020). A VEN, pertencente a classe dos
antidepressivos, e pode apresentar riscos aos ambientes aquaticos, especialmente
guando associada aos estressores das mudancas climéticas, como diminui¢cdo do
oxigénio dissolvido e aumento da temperatura da agua (LUU et al., 2021).

Outro contaminante emergente relevante é o acido perfluorooctandico
(PFOA), soluvel em &gua e que nao se liga facilmente ao solo ou sedimentos. Estudos
com animais indicaram efeitos téxicos do PFOA, incluindo alteracdes no
desenvolvimento das glandulas mamarias de camundongos. A agéncia de Protecéo
Ambiental dos Estados Unidos o classificou o PFOA como carcinogénico para
humanos. Devido ao seu alto poder de mobilidade, as substancias per e
polifluoroalquil (PFAS) estdo amplamente distribuidas em ambientes fisicos naturais,
além da agua, como ar, solo e sedimentos, além de estarem presentes em produtos
e objetos utilizados no cotidiano (CETESB, 2018).
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A presenca de contaminantes emergentes no ambiente aquatico pode
afetar o equilibrio do ecossistema. Embora muitas pesquisas tenham sido realizadas
sobre esses contaminantes, a maioria delas visa apenas identificar o tipo de
contaminante e seu potencial toxico (HARTMANN et al., 2018). Para compreender
mais abrangentemente o impacto dessas substancias, € necessario realizar testes
biol6gicos que permitam uma completa caracterizagdo do efeito de um determinado
toxico sobre um organismo (GONZALEZ et al., 2012).

Para a obter dados ecotoxicolégicos acerca de um composto se faz
necessario realizar testes em diferentes organismos a fim de entender os efeitos dos
compostos nos ecossistemas (CAMPBELL et al., 2022). Nesse contexto, o Triops
longicaudatus e Artemia salina sdo crustdceos considerados bons modelos para
ensaios ecotoxicoldgicos, uma vez que podem ser facilmente criados em laboratorio,
possuem ciclo de vida relativamente curtos, e pela facilidade de se implantar e manter
uma cultura em laboratério (FRY et al., 1994; ZHANG et al., 2012; PAPADOPOULOS,
2004).

Este estudo sobre o comportamento ecotoxicologico com VEN e PFOA
buscou preencher uma lacuna de dados sobre a forma como estes contaminantes
emergentes podem influenciar nos organismos aquaticos nao visados, como 0s Triops
longicaudatus.

Diante das questbes abordadas, o presente trabalho justifica-se pela
urgéncia da criacdo de uma legislacdo de qualidade da agua, com concentracdes
permitidas de venlafaxina (VEN) e acido perfluorooctanoico (PFOA), a fim de tornar o
critério de qualidade mais preciso (UMBUZEIRO, 2010). Além disso, esses dados
ecotoxicolégicos sdo importantes para a conservacao do ecossistema aquatico, uma
vez que no Brasil ha deficiéncia nas politicas publicas e problemas nos servicos de
saneamento basico, responsaveis pela diminuicdo da qualidade dos recursos hidricos
(CARTAXO et al., 2020).



13

UNIVASF

UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO

A auséncia de um planejamento baseado em critérios ecotoxicoldgicos e a
escassez de investimentos financeiros tém permitido o langamento de esgoto
industrial e doméstico nado tratado, causando danos significativos aos sistemas de
agua superficiais. Portanto, é necessario estabelecer padrbes mais exigentes de
gualidade da agua, dada a grande quantidade de contaminantes que podem estar
presentes nos ecossistemas aquéticos (CARTAXO et al., 2020).

Diante desses desafios, o presente trabalho propds a investigacdo da
sensibilidade dos crustaceos Triops longicaudatus a VEN e ao PFOA em na Artemia
salina a VEN em concentracbes ambientais relevantes, ou seja, em baixas

concentragfes frequentemente encontradas no ambiente aquatico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar e determinar efeitos comportamentais, com a exposicao de Triops
longicaudatus (LeConte, 1846) aos compostos venlafaxina (VEN) e &cido
perfluorooctanéico (PFOA) em concentragcbes ambientais relevantes e verificar a
respostado microcrustaceo Artemia salina (Linnaeus, 1758) em teste de avaliacao de

sobrevivéncia utilizando venlafaxina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Realizar testes de comportamento em T. longicaudatus quando
expostos a VEN e PFOA;

e Registrar parametros ecotoxicoldgicos tradicionais de alta relevancia:
sobrevivéncia e crescimento;

e Realizar teste de sobrevivéncia em A. salina quando expostas a VEN.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ECOTOXICOLOGIA E SUAS APLICACOES

A ecotoxicologia é uma ciéncia que se dedica ao estudo dos efeitos das
substancias sobre os organismos vivos e suas interagdes com o meio ambiente. Os
estudos realizados nesse campo abrangem monitoramentos bioldégicos que
investigam os efeitos agudos e/ou crénicos causados por substancias quimicas, sejam
elas isoladas ou presentes em efluentes, através de biotestes em organismos vivos
(CAMPBELL et al., 2022). O principal objetivo da analise ecotoxicolégica é identificar
se as substancias langadas no meio ambiente séo prejudiciais, e entender seus efeitos
nos organismos. Para tal, a escolha do organismo utilizado nos testes leva em
consideracdo algumas caracteristicas importantes, como a duracdo do ciclo
reprodutivo, a disponibilidade e a facilidade de implantacdo de uma cultura (NADAL e
SILVA, 2022).

Conforme destacado por Oliveira e Baldan (2022), os contaminantes sao
agentes biolégicos, quimicos ou fisicos capazes de produzir alteracdes na resposta
biol6gica dos organismos. Esses contaminantes séo classificados de acordo com suas
caracteristicas, como ilustrado na tabela 1, que apresenta a divisdo dos

contaminantes em classes e exemplos correspondentes a cada uma delas.

Tabela 1- Classificacdo de contaminantes e seus respectivos exemplos.

CLASSES EXEMPLOS
Compostos [ons metalicos (Cd, Hg, Ag, Br, Ni)
Inorgénicos Anions (NO-3, CN-, S-2)

Radionuclideos Uranio(U-238), Torio (Th-234), Radio (Ra-226)
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Contaminantes Emergentes Farmacos (Esteroides, antibiéticos,
antiinflamatérios, anticoncepcionais,
antipsicoticos, antidepressivos)
Cianotoxinas
Produtos de beleza
Nanoparticulas
Conservantes

Fonte: Adaptado de Oliveira e Baldan (2022).

A ecotoxicidade é uma propriedade que reflete o potencial de uma
substancia causar efeitos danosos em um determinado ecossistema. Tais efeitos
dependem da concentracdo/dose, das propriedades dos compostos/estressores
trabalhados, do organismo exposto e também do tempo de exposicdo (RAND et al.,
1995). A contaminacdo provocada pelo ser humano nos ambientes aquaticos,
terrestres e atmosféricos tem aumentado significativamente ao longo dos anos. Esse
cenario tem gerado uma crescente preocupacdo e mobilizacdo das autoridades
ambientais e da sociedade como um todo para lidar com esse problema (KUHL et al.,
2010).

Muitas pesquisas estdo sendo dedicadas a mitigacdo desses problemas,
focando na gestdo adequada dos residuos sélidos, no tratamento eficaz de efluentes
e no investimento em energia limpa (QUEIROZ et al., 2019; ZHAO et al., 2020; NEVES
et al., 2021; KHAN et al., 2021;). No entanto, em diversos paises e municipios, ainda
falta a implementacdo de sistemas de esgotamento sanitario adequado e coleta de
residuos sélidos, o que leva a contaminacao dos cursos d’agua e consequentes danos

ao ecossistema aquatico (KUHL et al., 2010).

Para estabelecer concentragdes seguras para a descarga de compostos
organicos e inorganicos nos corpos d'agua, € necessario ir aléem das analises fisicas

e quimicas, uma vez que esses poluentes sdo complexos e apresentam enorme
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variabilidade. Além disso, ainda se sabe pouco sobre as interacfes entre essas
substancias e seus efeitos no ambiente e nos organismos (MAGALHAES e FERRAO
FILHO, 2008). Nesse sentido, a avaliacdo dos impactos sobre os ecossistemas por
meio do monitoramento ambiental e testes de ecotoxicidade € o aparato mais eficiente

para detectar esses impactos (COSTA, 2001).

Conforme Kuhl et al. (2010), os corpos d’agua situados em areas rurais e
urbanas recebem grandes quantidades de contaminantes de diferentes fontes.
Embora se esperasse que os corregos em areas rurais fossem menos toxicos, 0s
estudos revelaram que esses foram os mais afetados por poluentes, embora a
poluicdo também seja evidente em corpos d’agua urbanos, principalmente de origem

organica.

Os testes de toxicidade normalmente utilizam métodos padrdo e tém como
uma de suas finalidades produzir dados que subsidiem os legisladores na definicao
de critérios de qualidade para os diversos compartimentos dos ecossistemas. Em
relagdo aos animais, o pardmetro mais comum € a concentracdo/dose letal que causa
a mortalidade de 50% da populacédo (CLso). No entanto, as concentragées ambientais
de contaminantes raramente sdo altas o suficiente para causar mortalidade direta,
tornando-se comuns os estudos com efeitos subletais, como reproducao, fuga,
comportamento, distarbios metabdlicos e alteracbes na movimentag¢ado/natacao, entre
outros (NIKINMAA, 2014).

Além dos aspectos mencionados anteriormente, o0s estudos
ecotoxicolodgicos no ecossistema aquatico no Brasil assumem grande importancia na
protecdo das reservas de agua, principalmente a agua doce, uma vez que o Brasil
detém 12% da reserva mundial (PINTO, 2017). Essa valorizacdo desses estudos €

crucial para a preservacao desse recurso essencial para a vida.
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3.2 Triops longicaudatus

As lagoas séo definidas como zonas Umidas e possuem importancia ecolégica
na conservacao da biodiversidade (LINTON; GOULDER, 2000). Lagoas temporarias
tém como caracteristica marcante a alternancia de fases de umidade e fases secas.
Essa alternancia de fases permite que durante a seca ocorra uma renovacao de
nutrientes, tornando-a um ambiente produtivo. A superficialidade das lagoas
temporérias permite que elas aguecam rapidamente em determinada época do ano,
0 que possibilita a reproducdo de espécies que precisam de temperaturas mais
elevadas para a ecloséo dos ovos e para inducéo do crescimento (COLLINSON et al.,
1995).

Os organismos que utilizam lagoas temporarias tém um ciclo de vida que inclui
um estagio dormente, resistente a dessecacéo, ou um ciclo de vida que € sincronizado
ao padrao de cheia e seca do seu habitat (GRIFFITHS, 1997). Triops longicaudatus
(Figura 1) pertence ao filo Arthropoda, classe Branchiopoda, ordem Notostraca,
familia Triopsidae, e sdo animais que habitam lagoas e charcos temporarios,
apresentando adaptacdes para resistir aos periodos de seca entre as inundacdes
(SCOTT,; GRIGARICK, 1979).

Triops spp. possui ampla distribuicdo e pode ser encontrado em varios corpos
de agua doce, na América do Norte, América do Sul, Caribe, Japao e algumas ilhas
do Pacifico. Esse camarédo girino, como é conhecido popularmente, € comum nos
Estados Unidos e no Havai, mas ndo no Alasca (SASSAMAN et al., 1997).
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Figura 1- Triops longicaudatus com 15 dias de vida.

Fonte: o autor.

Quanto as suas caracteristicas morfolégicas, o T. longicaudatus possui de
10 a 40 mm de comprimento, largura de 3 a 8mm e massa de 2 a 2,5g. Sua coloracao
varia de amarelo-acinzentado ou marrom, apresentando segmentos na cabeca, torax
e abdome conforme as figuras 2 e 3. Cerca de 60 apéndices pequenos estédo
presentes no lado proximal do abdome, e possui um olho medial, além de seus dois
olhos compostos. Os sexos diferem em tamanho e morfologia: macho com carapaca
ligeiramente maior e antenas secunddarias maiores, enquanto as fémeas possuem
bolsas de ovos (FRYER, 1988).
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Figura 2- Morfologia geral da ordem Notostraca, como exemplo o Triops spp.
Ventral (A), dorsal (B) e lateral (C).
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Fonte: Modificado Miguel Alonso e Damia Jaume / Vol. 7 Serie Fauna Ibérica (MNCN-CSIC).
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Figura 3- Triops spp. Vista dorsal (A), Vista ventral (B).

(A) (B)

Fonte: Michigan Science Art (copyright holder)

A reproducdo do camardo girino ocorre assexuadamente, resultando em
todos os ovos sendo clones do adulto. Embora também possuam o ciclo de vida
sexuado, é comum que a reproducdo assexuada predomine, levando a uma
populacdo composta principalmente por fémeas, com os machos aparecendo apenas
em condi¢des adversas (SASSAMAN et al., 1997).

O T. longicaudatus possui um ciclo de vida relativamente curto. Em condi¢des
naturais, sua vida média € de 40 a 70 dias, desde que a lagoa temporaria ndo seque.
Em laboratério, podem viver em média 70 a 90 dias (FRY et al., 1994), sendo esse
um dos motivos pelos quais é considerado um bom modelo para ensaios

ecotoxicolégicos.

Y

Quanto a alimentacdo e posicdo na cadeia trofica, esses camarfes sao
geralmente onivoros e podem se alimentar de larvas de mosquitos. Além disso,
servem como alimento para predadores de topo, como peixes. Em épocas de

escassez de comida, alguns individuos recorrem ao canibalismo (FRYER, 1988).
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Devido ao fato de serem predadores, os T. longicaudatus desempenham
uma fungdo muito importante no seu habitat devido a preferéncia alimentar por larvas
dos mosquitos do género Culex (FRYER, 1988). Esse comportamento de predacao
atua no controle da sua oviposicéo, controlando a populacdo de mosquitos que podem
ser vetores de doencas (FRY et al., 1994). O camarao girino também é utilizado no
controle biolégico de plantas espontaneas aquaticas, pois ao realizar comportamento
de oviposi¢do agitam a superficie do solo, impedindo o que plantas ainda jovens
desenvolvam raizes. A perturbacédo do substrato também torna a agua mais turva e
impede a incidéncia solar (TAKAHASHI, 1994).

Produtores de arroz do Japao utilizam T. longicaudatus como agentes
biolégicos no controle de pragas em suas plantacdes, no entanto a reproducéo
desenfreada desses crustaceos pode provocar prejuizos nas plantas de arroz, uma

vez que podem dificultar o seu enraizamento (BLOESE et al., 2020).

3.3 Artemia salina (Linnaeus, 1758)

Artemia salina é um crustaceo primitivo com cerca de 100 milh&es de anos,
gue habita lagos salgados. Essa espécie é endémica do mediterraneo, mas é
encontrada em todos continentes, e possui capacidade de tolerar diferentes niveis de
salinidade na agua, podendo suportar até 300g de sal por litro de agua (MUNTEANU
et al., 2011).

A Artemia salina, pertence ao filo Arthropoda, subfilo Crustacea, classe
Brachiopoda, ordem, Anostraca e familia Artemiidae. O corpo desses organismos é
formado por trés segmentos: cabeca, térax e abdome. Essa espécie possui
dimorfismo sexual, onde as principais caracteristicas que diferenciam as fémeas dos
machos sdo o comprimento da primeira antena, a distancia maxima entre os olhos

compostos, a largura do terceiro segmento e o comprimento do abdémen, além
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didmetro do olho composto e do individuo como um todo (Figura 4). Enquanto as
fémeas possuem cerca de 10-12mm de comprimento, os machos alcangam 8-10mm
(MONTEANU et al., 2011; ALMEIDA, 1980).

Os adultos (Figura 5) possuem 3 olhos e 11 pares de pernas. Quanto a
coloracéo, na vida adulta, essa caracteristica pode variar de acordo com a salinidade
da agua, podendo variar do esverdeado ao vermelho em altas concentracfes
(MUNTEANU et al., 2011).
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Figura 4- A. salina macho (esquerda) e fémea (direita).

Fonte: http://biologiaacontecendo.blogspot.com/2012/04/artemia-salina.html
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Figura 5- Morfologia da A. salina.
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Fonte: https://www.bioartemia.com/2017/03/03/biologia-de-la-artemia-sp/

Quando o ambiente possui condigcbes consideradas adequadas para a
espécie, como calor, luz solar e amplas concentracbes de sal, as populagbes de
artémias sdo numerosas devido a auséncia de competicdo. Os cistos desses
organismos sao capazes de resistir a longos periodos de seca até que as condi¢oes

sejam adequadas para o seu desenvolvimento e reproducéo. As artémias apresentam
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reproducao tanto sexuada quanto assexuada. Na reproducdo sexuada, os machos
copulam com as fémeas para fertilizar os embrides. Ja na reproducdo assexuada, 0S
machos sdo ausentes, e as fémeas se reproduzem sem necessidade de copulagéo.
Na reproducdo sexuada, existem dois métodos reprodutivos: oviparidade e
ovoviviparidade (MUNTEANU et al., 2011).

Na oviparidade, ocorre a fecundacéo interna ou externa, com a liberacao
de ovos no ambiente, os quais ficam encistados. Esse modo de reproducao se
apresenta quando as condi¢bes ambientais sao adversas para a populacao, como alta
salinidade, baixos teores de oxigénio dissolvido e escassez de alimento. Ja a
ovoviviparidade tem como caracteristica a producdo de nauplios (primeiro estagio
larval) e é mais comum quando as condic6es ambientais séo favoraveis para o animal,
como alto teor de oxigénio, salinidade moderada e abundancia de alimento. Em
condi¢Bes naturais no ambiente, as artémias alimentam-se de protozoarios, algas e
detritos, sendo organismos filtradores nédo seletivos, captando particulas suspensas
menores de 40-60 mm (MUNTEANU et al., 2011).

Os ovos das artémias sao resistentes e permanecem viaveis por muitos
anos (NTUNGWE et al., 2020). Além disso, o uso de artémias em testes de toxicidade
inclui vantagens, como rapidez para a eclosao dos ovos até o estagio de nauplios (28-
72h), disponibilidade de larvas provenientes de cistos comerciais duraveis
(homogeneidade e disponibilidade durante todo o ano sem necessidade de cultivo) e
custo-beneficio. Dependendo das condi¢cdes naturais ou de cultivo, os individuos
adultos de A. salina conseguem viver de 1 a 6 meses (LIBRALATO et al., 2016).

As artémias sdo usadas frequentemente na aquicultura para alimentagcao

de peixes e em testes ecotoxicoldégicos. Sao utilizadas em areas como ecologia,
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genética e fisiologia. Além disso 0s ensaios ecotoxicolégicos com artémias s&o
rapidos de baixo custo (NTUNGWE et al., 2020).

3.4 COMPORTAMENTO DOS ORGANISMOS TESTE

O monitoramento de animais aquaticos tem sido amplamente utilizado por
pesquisadores em diversas areas da biologia, com o objetivo de compreender os
efeitos de certos compostos nos organismos. Para alcancar esse propoésito, €
fundamental tracar a trajetoria desses animais para investigacao posterior. Embora as
observacgfes feitas por humanos ainda sejam bastante empregadas, € importante
ressaltar que esse método nao é totalmente confiavel devido a dificuldade de manter
o foco humano em um determinado alvo durante um longo periodo. Por essa razéo,
as tecnologias que envolvem o rastreamento por video na anélise de comportamento
tém se mostrado cada vez mais relevantes (FEIJO, 2015).

Um sistema de rastreamento por video oferece a possibilidade de estudar
o comportamento dos animais de maneira eficaz e confiavel, mesmo quando os
periodos de observacdo sao mais longos. Nesse tipo de sistema, um video analdgico
€ digitalizado, e uma analise dos pixels resultantes é realizada para determinar a
localizagdo dos animais rastreados, bem como outros dados relevantes. Os célculos
sdo executados em uma sequéncia de quadros para derivar um conjunto de
descritores quantitativos do movimento do animal (SPINK et al., 2001).

Sistemas de rastreamento como a ZebraBox realizam andlise de alto
rendimento do peixe zebra e outras espécies relacionadas. Esta andlise de
comportamento (locomogéo e quantificagdo) pode ser realizada com 6, 12, 24 ou 96
larvas em placas com multiplos pocos. O suporte de placas permite que as placas de
Micropogos se mantenham na mesma posi¢cao, este sistema € capaz de analisar 288

individuos simultaneamente em tempo real (View point, 2023).



28

UNIVASF

UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO

3.5 CONTAMINANTES EMERGENTES

Os contaminantes emergentes sao definidos como compostos que
apresentam potencial para causar danos a salde e ao meio ambiente, mesmo em
baixas concentracdes. Esses contaminantes representam um desafio para a
comunidade cientifica nas pesquisas que buscam desenvolver padrées de qualidade
da agua para o consumo humano, uma vez que o tratamento convencional realizado
pela maioria das estacfes de tratamento de agua (ETA) € ineficiente na remocao
desse tipo de contaminante (CARTAXO et al., 2020).

Segundo Pescara (2014), o Brasil apresenta entre 100 e 10.000 vezes mais
compostos emergentes em suas nascentes e na agua tratada do que os paises da
Europa. Para mudar esse cenario, € necessario aprofundar o conhecimento sobre trés
fatores: a fonte, a rota e o receptor final dos contaminantes emergentes. E, portanto,
relevante considerar que o termo "emergente"” esta relacionado a preocupacéo de que
esses compostos possam impactar negativamente a vida aquatica (BRASIL, 2020).

Alguns produtos quimicos tém formas complexas com outras substancias
do meio aquético ou mesmo substancias internas de determinados organismos. Essas
interacOes podem afetar a disponibilidade do composto para um organismo e a
capacidade da substancia atingir, de fato, o seu alvo de toxicidade. Vale ressaltar que
gualquer produto pode se tornar téxico, dependendo da quantidade, do tempo de

exposicao e do organismo afetado (NIKINMAA, 2014).

Micropoluentes, como também sdo denominados o0s contaminantes
emergentes, tornaram-se uma questdo de preocupacdo ambiental mundial,
especialmente no ambiente aquatico. Esses contaminantes quimicos podem ser
naturais ou sintéticos, sendo constantemente introduzidos no ambiente em larga
escala, podendo causar impactos ao ambiente por periodos relativamente longos
(PETRIE et al., 2015).
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Suas propriedades fisicas e quimicas podem ser apresentadas como
lipofilicidade, volatilidade e persisténcia, o que pode afetar tanto o ecossistema quanto
a saude humana. Sao frequentemente encontrados em baixas concentracoes,
variando de ng/L a ug/L. A variedade e presenca de contaminantes em concentracoes
ambientais dificultam os processos de tratamento de 4gua e esgoto para sua remocao,
bem como os processos de detec¢cdo e andlise desses compostos (RODRIGUEZ et
al., 2011).

Os micropoluentes tém sido classificados em varios grupos de substancias
(conforme tabela 2), incluindo farmacos, compostos perfluorados (PFCs), estrogénios,
drogas licitas, agrotoxicos, produtos de higiene pessoal, alquilfendis e seus derivados,
alguns subprodutos provenientes do processo de desinfeccdo de agua, protetores
solares, siloxanos, benzotriazol, percloratos, nafténicos, dioxinas, entre outros
(RICHARDSON e TERNES, 2011; SOARES e LEAO, 2015).

Tabela 2 — Micropoluentes orgénicos com suas subclasses e fontes.

Categoria Subclasse Fonte

Farmacos Drogas (antiinflamatérios, Esgoto doméstico, efluentes de
anticonvulsivos,  antibiéticos, hospital, clinicas veterinarias,
estimulantes, analgésicos, escoamento CAC*, agricultura.

entre outros)

Produtos de cuidado pessoal Fragrancias, desinfetantes, Esgoto doméstico
filtros solares, repelentes de
insetos e outros

Horménios esterdides Estrogénios Esgoto doméstico, escoamento
CAC*
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Surfactantes Surfactantes néo ibnicos Esgoto doméstico, efluentes
industriais
Quimicos industriais Retardantes de chama Esgoto doméstico, efluentes
industriais
Agrotoxicos Inseticidas, herbicidas, Esgoto doméstico, escoamento
fungicidas e outros superficial em &reas agricolas

Fonte: Luo et al. (2014).

*CAC: Criadouros de animais confinados.

Portanto, o conhecimento acerca dos riscos relacionados a exposi¢cao por
essa variedade de contaminantes emergentes permite antecipar e mitigar seus

possiveis efeitos aos organismos (PETRIE et al., 2015).

3.5.1 Venlafaxina (VEN)

Os produtos farmacéuticos no meio ambiente sdo motivo de grande
preocupacao por varias razées. Os medicamentos sdo estaveis e pouco degradados,
e como esses compostos ndo sdo absorvidos completamente pelo organismo,
acabam sendo liberados nos esgotos. Diante disso, hdo hd nenhum tratamento que
remova esses compostos de forma eficaz e totalmente da agua, e passam pelo
tratamento de agua inalterados, especialmente se o tratamento da agua for ineficiente
(NIKINMAA, 2014).
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A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) estima
gue, embora existam estudos recentes sobre os farmacos e seus possiveis efeitos no
meio ambiente, apenas 22% desses medicamentos possuem estudos
ecotoxicolégicos, e desses, apenas 54% trazem dados sobre seus efeitos de
toxicidade aguda (efeitos toxicos que se apresentam em até 96h de exposicao). Além
disso, no Brasil, existem 226 farmacos de uso psiquiatrico liberados para consumo
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA - RDC n° 06/2014) (BRASIL,

2014), mas somente 11% tém estudos ecotoxicologicos (Souza-Moura, 2016).

Esta auséncia de dados ecotoxicoldégicos mostra a importancia de estudos
na elucidagéo dos efeitos de farmacos como a venlafaxina em espécies ndo-alvo, uma
vez que ja foi detectada a presenca desse medicamento em no meio aquatico, tanto
dissolvido quanto acumulado em sedimentos (FERNANDES et al., 2020; MA et al.,
2018) e em organismos vivos (MARTINEZ-MORCILLO et al., 2020). Média de 205
ng/L? de venlafaxina em efluentes de tratamento de esgoto (VERGEYNST et al.,
2014). Em Portugal, foi registrada a presenca de 235 ng/L de venlafaxina na agua do
rio Leca (FERNANDES et al, 2020).

A venlafaxina (Figura 6) € um farmaco inibidor da recaptacao da serotonina
e da noradrenalina, seu uso é amplamente difundido (HOLLIDAY e BENFIELD, 1995),
por esse motivo € comum encontrar essa substancia em ambientes aquéticos. Atua
na juncao sinaptica para prevenir a recaptacdo da serotonina e, em menor extensao,
da noradrenalina, e tem um efeito fraco na recaptacdo da dopamina (ASNIS et al.,
2004), ou seja, o cloridrato de venlafaxina aumenta a quantidade de serotonina,
norepinefrina e dopamina no sistema nervoso levando a melhora sintomatica dentro
das indicagOes feitas para o uso deste medicamento (EUROFARMA, 2019). Também

€ considerado um composto emergente e com bastante interesse de estudo na Unido
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Europeia, pois é um farmaco amplamente prescrito para controlar a depresséo e
ansiedade (VASWANI et al., 2003).

De acordo com a Eurofarma (2019), o cloridrato de venlafaxina € indicado
para o tratamento da depressao, incluindo depressdo com ansiedade associada e
para prevencéao de recaidas e recorréncia da depressdo. Também esta indicado para
0 tratamento, incluindo tratamento a longo prazo, do transtorno de ansiedade
generalizada, do transtorno de ansiedade social (também conhecido como fobia
social) e do transtorno do panico. Esse medicamento se apresenta comercialmente

em capsulas de 37,5mg, 75mg e 150mg (embalagens com 30 capsulas).

Figura 6- Estrutura quimica da venlafaxina.
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Fonte:https://pt.dreamstime.com/mol%C3%A9cula-de-venlafaxina-antidepressiva-da-classe-
snri-f%C3%B3rmula-esquel%C3%A9tica-image 187166957

Os residuos provenientes de farmacos sdo encontrados tanto na agua néo
tratada quanto na agua potavel, devido a constante liberacdo em efluentes de 4guas

residuais, podendo trazer maleficios ao meio ambiente e a saude humana
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(SCHUSTER ET AL., 2008). Os farmacos psicoterapicos estdo entre os que geram
maior preocupacéo devido ao seu potencial de agir diretamente no sistema nervoso
central (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017).

A venlafaxina € eliminada do organismo principalmente por via renal, com
cerca de 87% da dose excretada na urina. Aproximadamente 5% da dose ingerida
pode ser detectada na urina, na forma inalterada, e seu tempo de meia-vida é de 4h
(BASELT, 2004; WILLE, 2008).

Os animais tendem a ser mais sensiveis a exposi¢cao de contaminantes nos
estagios iniciais do desenvolvimento, no entanto, poucos estudos trouxeram
resultados sobre os efeitos adversos causados pela exposicdo persistente de
venlafaxina. Thompson e Vijayan (2020) utilizaram o peixinho gordo (Pimephales
promelas) em estudos ecotoxicologicos, onde os embrides foram expostos a
venlafaxina de origem aquosa nas concentracdes de 0, 0,06, 0,33, 0,66, 1,37 ou 3
Mg/L por 7 dias. Apesar de nao alterar a taxa de sobrevivéncia, taxa de eclosao ou
frequéncia cardiaca de embribes e larvas, as concentra¢cbes ambientais de
venlafaxina reduziram o crescimento das larvas de Pimephales promelas mesmo em
concentracfes baixas como 0,06 mg/L.

Lopes et al. (2020) observaram variagdo na fecundidade em grupos de
crustaceos com o aumento das concentracfes de antidepressivos, no entanto, é
preciso que sejam realizadas mais pesquisas, pois outros fatores associados também
podem ter contribuido para essa alteracdo. Galus et al. (2013) observaram diminui¢ao
na atividade reprodutiva do peixe-zebra (Danio rerio) em concentracao
ambientalmente relevante (10 pg/L) de venlafaxina.

Concentra¢des ambientais da venlafaxina de 2,19 ug/L foram encontradas em
em Saint Paul Minnesota, EUA (SCHULTZ E FURLONG, 2008). Um estudo realizado
por Rua-Gomez e Pittmann, (2012) mostrou a presenca de venlafaxina em diferentes

rios e riachos alemdes em concentracbes que variaram de 18-122 ngl/L.



34

UNIVASF

UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO

Concentracgdes de venlafaxina foram medidas em 0,253 pg/L em uma estacao terciaria

de tratamento de aguas residuais em Guelph, no Canada (Ings, 2011).

3.5.1.1 Pandemia do Covid-19 e o0 Uso de Antidepressivos

A COVID-19, causada pelo virus Sars-CoV-2, também conhecido como
novo coronavirus, € uma doenca infecciosa que se destaca por causar uma sindrome
respiratoria aguda grave em seus infectados. O primeiro caso foi detectado em 2019
na China e, ap0s rapida disseminacao pelo mundo, a Organiza¢cdo Mundial da Saude
(OMS) declarou-a uma pandemia em marc¢o de 2020 (BROOKS et al., 2020).

Devido a sua taxa consideravel de transmissibilidade, capacidade de sofrer
mutacles e a falta inicial de informac¢des sobre tratamentos, uma das medidas de
controle adotadas foi o isolamento social. O principal objetivo dessa medida € evitar a
disseminacéo do virus entre os infectados, sejam eles sintomaticos ou assintomaticos
(RAFAEL, 2020).

No entanto, a pandemia da COVID-19 teve um impacto significativo na
salde mental da populacdo, agravando ainda mais as patologias mentais ja
recorrentes na sociedade nos ultimos anos. A depressado, ansiedade, transtorno do
panico e transtorno bipolar foram algumas das patologias destacadas por Nascimento

(2022) como problemas de saude publica durante esse periodo.

O isolamento social teve consequéncias emocionais nos individuos,
levando a um sentimento de desestabilizacdo emocional em algumas pessoas. A
sensacao de impoténcia diante dos acontecimentos da pandemia e a restricao parcial
da liberdade podem causar ou agravar danos psicolégicos na sociedade em geral
(FIORILLO, 2020).
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No enfrentamento da pandemia e nas medidas restritivas adotadas, como
0 lockdown, o consumo de antidepressivos aumentou, como mostrou o estudo de
Yavuz-Guzel et al. (2022) em 11 cidades da Turquia. A andlise das aguas residuais
dessas cidades durante a pandemia revelou maior quantidade de venlafaxina, seguida

por amitriptilina, clomipramina, citalopram, moclobemida e mirtazapina.

Pesquisa realizada pelo IQVIA revelou que, no periodo de janeiro a julho
de 2020 em comparacdo com o mesmo periodo de 2019, houve um crescimento de
cerca de 14% na venda de antidepressivos e estabilizadores de humor. Esses
medicamentos sao utilizados no tratamento de transtorno bipolar, depressdo e
distimia. Esse aumento nas vendas pode ser justificado pelo maior percentual de
casos de ansiedade (86,5%), depresséo (16%) e estresse pods-traumatico (45,5%)
observados nesse periodo, 0 que levou as pessoas a buscarem medicamentos que

proporcionam uma sensacdo de bem-estar apos sua ingestédo (CFF, 2020).

3.5.2 Acido Perfluorooctandico (PFOA)

Os PFASs representam o0 grupo de substancias perfluoralquilada e
polifluoralquiladas, sendo compostos com cadeias lineares total ou
parcialmente saturadas por atomos de fllor. Sdo substancias de origem
antropogénica, somando cerca de 5000 substancias quimicas, consideradas
poluentes emergentes, amplamente utilizadas em muitos produtos de
consumo e em processos industriais. Moléculas bastante estaveis, podem
conter dezenas de atomos de fllor, ligados a grupos como carboxilico
sulfénico e sulfonila (PFOS), por exemplo (CETESB, 2018, p. 1).



36

UNIVASF

UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO

A preocupacdo comum é que as substancias per e polifluoroalquil (PFAS)
tém o potencial de acumular-se no ambiente, seres humanos e outros animais ao
longo do tempo. Isso ocorre devido ao fato de que esses produtos se decompdem
muito lentamente. O PFOA € um dos produtos quimicos mais utilizados e estudados
no grupo PFAS, e, devido a comprovacdo de sua toxicidade, foi substituido nos

Estados Unidos por outros PFAS nos dltimos anos (EPA, 2022).

A produgéo comercial e o uso do PFOA como revestimento protetor em
produtos industriais e de consumo comecaram em meados da década de 1950. Esse
composto perfluorado organico feito pelo homem é composto por uma cadeia de sete

carbonos e um grupo funcional carboxila (EPA, 2019).

O PFOA nao possui fungBes biologicamente importantes, secundarias ou
propriedades benéficas para a vida aquatica. Tanto o PFOA quanto o PFOS tém
potencial de bioacumulacdo e podem persistir no organismo humano por um longo
periodo de tempo. Evidéncias e estudos epidemioldgicos em laboratério indicam que
a exposicao ao PFOA e/ou PFOS pode causar cancer, problemas de reproducao,
desenvolvimento (por exemplo, baixo peso ao nascer), efeitos cardiovasculares,
hepaticos, renais e imunoldgicos tanto em humanos quanto em outros animais (EPA,
2019).

Os PFAS tém sido usados na industria e em produtos de consumo desde
a década de 1940. Esses compostos séo utilizados em panelas antiaderentes, roupas,
cosméticos, ceras, materiais de higiene pessoal, embalagens de papel em contato
com alimentos, espumas de combate a incéndios, aplicacdes industriais téxteis, entre
outros. Dentre os compostos desse grupo, o PFOA € o mais produzido e estudado
(CETESB, 2018).
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O PFOA é um contaminante antropogénico que difere de varias maneiras
da maioria dos outros produtos quimicos organicos ja conhecidos e encontrados na
agua potavel. Devido a sua distribuicdo global, persisténcia ambiental e natureza
bioacumulativa, o PFOA tem sido alvo de estudo e preocupacédo (JI et al., 2008),

inclusive para a Unido Europeia.

Esse composto é soluvel em dgua e ndo se liga bem ao solo ou sedimentos.
O PFOA persiste em humanos com meia-vida de varios anos e é encontrado na agua
de quase todos os residentes nos EUA e em populacdes em todo o mundo. As fontes
de exposicao incluem alimentos, embalagens de alimentos consumidos, produtos,

poeira e agua potavel (POST et al., 2012).

Na Baia de Bohai, China, a concentracdo mediana de PFOA na &gua foi de
12,15 ng/L (WANG et al.,, 2015). Em Hyannis Port, Massachusetts, a maior
concentracdo de PFOA detectada foi de 22 ng/L (SCHAIDER et al., 2010). Em outro
estudo realizado um ano apds, Schneider et al. (2011) testaram 20 pogos e
encontraram concentracdes mais baixas quando comparadas com a anterior, onde as
amostras variaram de (3-7 ng/L) de PFOA.

Kovachev et al. (2012) coletaram de agua em rios de 41 cidades de 15
paises. O PFOA foi detectado em todas as 41 cidades, tanto em areas industriais
guanto as que nédo sao, evidenciando a ocorréncia do transporte a longa distancia
destes compostos no ambiente. A concentracdo média de PFOA em cada cidade foi
de 0,2-1.630,2 ngl/L.

A concentracao de PFOA foi elevada em Osaka (1.630,2 ng/L), no entanto
a concentracdo média de PFOA nas outras cidades foi inferior a 100 ng/L. Os
resultados apresentados indicaram uma concentragdo muito elevada de PFOA no

Japéao, que foi duas vezes mais elevada do que a segunda mais elevada (Inglaterra).
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Foram detectadas concentracfes elevadas de PFOA em Okinawa (29 ng/L), Osaka
(mediana: 50 ng/L), Nara (30 ng/L), e Quioto (27 ng/L) (KOVACHEV et al., 2012).

Muitos parametros de pesquisas em saude estdo relacionados com a
exposicdo humana ao PFOA na populacdo em geral. Alguns efeitos do PFOA em
humanos sdo semelhantes as respostas fisiolégicas em animais, e outros sao
diferentes, como o metabolismo de lipidios. Esse composto ja foi classificado como
cancerigeno em humanos (POST et al., 2012).

Em estudos com animais, ja foram observados impactos no
desenvolvimento, mostrando que esses se apresentam mais sensiveis a toxicidade
do que a carcinogenicidade ou efeitos hepéticos muito evidentes. Em camundongos,
a exposicao a uma agua contaminada em concentracdes ambientais causou efeitos

adversos no desenvolvimento da glandula mamaria (POST et al., 2012).

Estudos de Jantzen et al. (2016) mostraram que a exposi¢cdo a compostos
polifluorados, incluindo o PFOA, em uma faixa baixa de concentrac¢des (0,02-2,0 M;
20-2000 ppb) nos primeiros 5 dias pés-fertilizacao (dpf) resultou em problemas no
desenvolvimento e reducdo da sobrevivéncia pés-nascimento do peixe-zebra. De
maneira geral, os peixes-zebra expostos ao PFOA apresentaram alteracdes nos
parametros morfométricos (5 dpf, 14 dpf), comportamento locomotor (14 dpf) e
parametros de expresséao génica direcionada (5 dpf, 14 dpf), que podem se manifestar

em teledsteos expostos no ambiente natural (JANTZEN et al., 2016).

O Parlamento Europeu e o Conselho da Unido Europeia trazem, através da
Diretiva 2020/2184, os parametros referentes a qualidade da agua destinada ao
consumo humano, sendo 0,50 pg/l a quantidade de PFAS totais e 0,10 ug/l a soma

de PFAS. O parametro total de PFAS é a totalidade das substancias
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perfluoroalquiladas e polifluoroalquiladas. A soma de PFAS inclui as substancias
perfluoroalquiladas e polifluoroalquiladas consideradas preocupantes para a agua
destinada ao consumo humano, enumeradas no anexo lll, parte B, ponto 3 como o
Acido perfluorooctanoico, Acido perfluorotridecandico, Acido perfluorobutano
sulfénico, Acido perfluoropentano sulfénico, Acido perfluorohexano sulfénico, Acido
perfluoroheptano sulfonico, Acido perfluorooctano sulfénico, Acido perfluorononano
sulfénico, Acido perfluorodecano sulfénico, Acido perfluorotridecano sulfénico. Esse
grupo total de PFAS inclui as substancias que contém uma fracao perfluoroalquilada
com trés ou mais atomos de carbono ou uma fracdo de éter perfluoroalquilado com

dois ou mais atomos de carbono (EUR-Lex, 2020).

Até janeiro de 2024, a Comissédo estara elaborando orientacdes técnicas
sobre os métodos de analise para realizar o monitoramento das substancias
perfluoroalquiladas e polifluoroalquiladas, utilizando os parametros "total de PFAS" e
"soma de PFAS". Essas orientacbes irdo abordar especificamente os limites de
guantificacdo, os valores paramétricos e a frequéncia de amostragem (EUR-Lex,
2020).

4 METODOLOGIA

4.1 ENSAIOS COM Triops longicaudatus (LeConte, 1846)

4.1.1 Criacao de T. longicaudatus

Os T. longicaudatus pertencem a culturas mantidas na Faculdade de Ciéncias
do Porto (FCUP) durante varias geragcbes. As adaptacdes no protocolo seguiram
metodologia baseada e descrita por Chessa (2021), onde 12,59 de areia com cistos
de T. longicaudautus foram homogeneizados com agua aerificada (AA) em recipientes

plasticos com 110mm de diametro e apoés isso foram mantidos a 25.0+ 1.0°C com um
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fotoperiodo de 12h:12h (luz: escuriddo). Nos primeiros dias, a dieta nhecessaria para
cada recipiente consistiu em 25mg de granulado de algas dissolvidos em 10mL de AA
(figura 7), sem necessidade de trocar o meio. A partir do 3° dia 0 meio passou a ser
renovado todos os dias para repor os niveis de oxigénio e remover metabdlitos como
amoOnia. A partir do 4° dia, os animais passaram de filtradores para detritivoros e a
dieta passou a ser com 1 pellet de granulado de peixe por animal (Tropical Vitality &
Color Granulat). O nimero de pellets dados aumentou em um por animal por dia até
ao 10° dia (idade adulta): 2 pellets no 5° dia, 3 pellets no 6° dia, e assim

sucessivamente.

Figura 7 — A: Granulado de algas utilizados nos primeiros dias do
desenvolvimento de T. longicaudatus (fase em que séo filtradores). B: Tropical
Vitality & Color Granulat utilizado na alimentacdo a partir do 4° dia de

desenvolvimento (quando os animais passam a ser detritivoros).
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# Tropical

GRANUI:AT

PRUFESSIONAL AQUARIDM

Fonte: https://www.tropicalimport.com.br/

4.1.2 Plano experimental

Para avaliacdo da toxicidade e comportamento utilizando os contaminantes
venlafaxina e &cido perfluorooctanéico, foram realizados ensaios com T.
longicaudatus (com 7 dias de vida), no laboratério de Ecotoxicologia Aquatica da
FCUP.

Um total de 70 animais foram selecionados aleatoriamente com
aproximadamente o mesmo tamanho dos recipientes de eclosdao disponiveis e
agrupados em 10 animais por recipiente. Para os ensaios, foram utilizados recipientes
de vidro com 500mL da solucdo nas concentra¢fes indicadas (figura 8). Os animais
foram expostos por tratamento em réplicas de 10 animais por recipiente. As
concentracOes de teste foram 0; 0,004; 0,04; 40 e 400ug/L, para PFOA e 0; 0,0265;
0,265; 26,5; 2,65; 265 e 2650ug/L para VEN. Os animais foram alimentados
normalmente durante o experimento. As solugcdes de teste foram trocadas

diariamente.



42

UNIVASE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO

Figura 8 — Modelo do recipiente de vidro utilizado para durante a exposi¢cao
dos T. longicaudatus.

Fonte: o autor.

As solucdes utilizadas nos ensaios foram previamente preparadas (24h antes)
e os recipientes com a solugdes foram mantidos na mesma temperatura do ensaio e

abrigadas da luz. Os animais foram expostos aos contaminantes durante 96 horas.

As tabelas 3 e 4 apresentam as diluicbes e preparo de solugbes estoque

utilizadas nas exposicoes para a venlafaxina e PFOA, respectivamente.

Tabela 3 - Diluicbes das soluc¢8es de venlafaxina para exposicao de T. longicaudatus.

Solugéo estoque 1 (S1) (10600 pg 0,10609)

Estoque  Agua Concentragdo
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125mL  375mL  2650pg/L
12,5mL  487.5mL  265ug/L

1,25mL 498,5mL  26,5ug/L

Nova solucéo estoque(S2) 26,5ug/L (1,25mL da S1 em 498,5mL de
agua)

Estoque  Agua Concentragéo
2

100mL 400mL 2,65ug/L
10mL 490mL 0,265ug/L

1mL 499mL  0,0265pg/L

Fonte: o autor.

Tabela 4- Dilui¢c6es das solu¢cdes de PFOA para exposi¢cao dos animais

Solucgdo estoque 1 (S1) (8000 pg/L 0,0089)

Estoque  Agua Concentragéo
1
25mL 475mL 400ug/L

2,5mL 497,5mL  40pg/L

0,25mL 499,75m  4ug/L
L

Nova solucéo estoque (S2) 4pg/L (0,25mL da S1 em 499,75mL de
agua)

Estoque  Agua Concentragéo
2

50mL 450mL 0,4pg/L
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5mL 495mL  0,04pg/L

0.5mL  499,5mL  0,004pg/L

Fonte: o autor.

As diluicdes feitas no preparo das solucdes utilizadas nas gravacoes estao

descritas nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5 - Diluicbes das solucBes de venlafaxina para gravacdes com 48h e 96h de exposicéo.
Para gravacGes nos tempos 48h e 96h de exposicdo (recipientes/arenas com 220mL de
solucdo)

Estoque 1 Agua Concentracéo
55mL 165mL 2650ug/L
5,5mL 2145 265 pg/L
0,55mL 219,45 26,5 pg/L
Estoque 2 Agua Concentracéo
22mL 198mL 2,65 pg/L
2,2mL 217,8mL 0,265 pg/L
0,22mL 219,78mL 0,02265 pg/L

Fonte: o autor.

Tabela 6. Diluicdes das solugdes de PFOA para gravacdes com 48h e 96h de exposicéo.
Para gravacfOes nos tempos 48h e 96h de exposicdo (recipientes/arenas com 220mL de
solucéo)

Estoque 1 Agua Concentracéo
11mL 209mL 400pg/L

1,1mL 218,9mL 40ug/L
0,11mL 219,89 4pg/L
Estoque 2 Agua Concentracéo
22mL 198mL 0,4pg/L

2,2mL 217,8mL 0,04ug/L
0,22mL 219,78mL 0,004pg/L

Fonte: o autor.

O sistema usado para gravacoes dos videos foi semelhante ao descrito por

Teles et al. (2015). As gravacgdes para realizacdo da anélise do comportamento de
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Triops longicaudatus foram realizadas com 48h e 96h de exposi¢do aos toxicos, 0s
organismos filmados durante um total de 30 minutos, sendo que 5 minutos finais e 5
iniciais foram retirados, analisando entdo 20 minutos de gravacdo. Cada organismo
foi introduzido em um recipiente de polipropileno opaco (arena) com 220mL de agua
com a solucédo usada na exposi¢cao. Apenas o movimento horizontal foi registado, uma
vez que a profundidade das arenas foi reduzida a um valor minimo (5cm). Nove
animais de cada condicdo experimental foram selecionados aleatoriamente e
utilizados na avaliacdo comportamental. As gravacdes foram feitas utilizando um
sistema com quatro cameras Flow Electronics 540L IR (modelo: CACOO0008) ligadas

a um dispositivo de captura Camtronics DVR 38 AHD PLUS (figura 9).

Todos os animais foram distribuidos aleatoriamente pelas quatro cameras
(9 arenas por camera) para evitar fendmenos potencialmente enviesados, como o
mau seguimento periférico. O processamento de video foi realizado num computador
com CPU Intel® Core™ j7-2600K (@3.40GHz, 16,00 GB RAM) com Windows 10Pro.
A area de gravacao foi rodeada por uma cortica expandida (2 cm de espessura), para

minimizar o ruido externo e as vibracgées.

Figura 9- A: Conjunto de céameras Flow Electronics 540L IR (modelo:
CACOO0008) utilizadas para gravacao dos videos. B: Arenas com 110mm

utilizadas nas gravagoes.
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Fonte: o autor.

4.1.3 Processamento de imagens

Os videos gravados foram processados no software Matlab (2017a)
utilizando o algoritmo Biotracker desenvolvido internamente. Para analisar os videos,
o algoritmo funciona de forma autbnoma para seguir um objeto escuro em um fundo
claro e para isso percorre trés etapas, como mostrado na Figura 10. Na fase de pré-
processamento, 0s videos originais sdo preparados para serem analisados, onde o
algoritmo corrige distor¢des da lente e aplica filtros ao video com objetivo de retirar a
cor e aumentar o contraste entre o objeto seguido e o fundo, facilitando a visualizac&o
do animal e o trajeto percorrido. A deteccdo das trajetorias é a segunda fase, nesta
etapa o algoritmo detecta no video o numero de arenas circulares, delimita-as e
identifica as trajetérias formadas pelo organismo em movimento dentro de cada arena.
Por ultimo, no pds-processamento ocorre a analise e refinamento das trajetorias
detectadas anteriormente, extraindo a posi¢cao do animal em cada fotograma de video
e convertendo-a em coordenadas XY, o que permite calcular os parametros do
descritor de movimento. Estes dados sao armazenados em arquivos 'csV', para serem
analisados via Excel.

Figura 10- Etapas do algoritmo para analise dos videos. A: Captura do video

original. B: 12 fase- pré-processamento. C: 22 fase- deteccao de trajetorias. D:
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32 fase- poOs-processamento. E. Captura do video de verificagdo com a

deteccéo de arenas e deteccéo dos animais.

R RRRRRRRRRR e

100 200 300 400 500 600 700 8OO 900

Fonte: o autor.

4.1.4 Anédlises estatisticas

As variaveis utilizadas para a analise comportamental englobam a trajetéria
no eixo X (mm/s), trajetdria no eixo Y (mm/s), a distancia ao centro (mm), a distancia
total percorrida (mm), a velocidade instantinea e média (mm/s), aceleracéo
instantanea (mm/s), velocidade angular instantanea e média (graus/s), meandro e
meandro médio (grau de curvatura por unidade de deslocamento).

Em seguida foi realizado um teste do qui-quadrado triplo para avaliar
possiveis diferencas comportamentais de acordo com tratamento. Uma diferenca

significativa foi considerada quando p<0.05. O qui-quadrado dividido pelo total de
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observactes é igual a inercia total (MAHIEU et al., 2021). Para interpretar os dados
obtidos com o estudo comportamental do animal foi usada uma ferramenta baseada
Network Neural Artificial do tipo Kohonen (NNA - Kohonen, 2001). Os dados de
entrada para essa analise foram organizados em grupos (clusters), de acordo com as
frequéncias das classes comportamentais. O NNA classifica padroes de
comportamento e os organiza automaticamente no mesmo grupo (Self Organizing
Feature Maps: SOFM — QIAO; HAN, 2010, FERNANDES et al., 2016, AMORIM et al.,
2018).

A analise das diferencas entre as classes comportamentais foi realizada
com o Statistica v13 (StatSoft, 2012) para Windows, utilizando a ANOVA com o teste

Tukey Unequal N HSD. Quando p<0,05, diferencgas significativas foram consideradas.

4.1.5 Processamento dos parametros: tamanho e sobrevivéncia

Durante a exposicdo, o numero de animais mortos foi verificado e
registrado diariamente. Quanto ao tamanho, este parametro foi analisado ao fim das
96h de exposicdo, onde os organismos foram fotografados e medidos usando a

ferramenta ImageJ.

4.2 ENSAIOS COM Artemia salina

4.2.1 Criagao de A. salina
A metodologia seguida para a criagdo de artémias seguiu

metodologia adaptada de Harada, 2009. Um meio de agua salgada
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artificial (salinidade 38%) foi preparado utilizando agua aerificada e sal
marinho. Para cada litro de 4gua salgada foram adicionadas 80mg de
cistos de A. salina adquiridos comercialmente (Figura 11). O aquério
utilizado para eclosdo dos cistos foi mantido com aeracdo constante,
temperatura de 26°C +/- 1°C e luz artificial constante durante 48 horas para

gue houvesse a eclosdo dos mesmos.

Figura 11 — A: Cistos de A. salina adquiridos comercialmente. B:

Aquario durante o processo de criacdo das artémias.
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Fonte: o autor.

Como as artémias sao filtradoras durante todos os estagios de
do seu desenvolvimento, a alimentacdo foi feita exclusivamente com
spirulina em po6 durante todo o experimento. Até o 6° dia de cultivo, a
guantidade de spirulina foi de 0,2 g/L e a partir do 7° dia, a quantidade de

alimento aumentou para 0,35g/L.

4.2.2 Exposicao e teste de sobrevivéncia com venlafaxina
O ensaio com A. salina foi realizado a partir do 7° dia pos
ecloséo dos cistos. As artémias foram agrupadas em 20 por recipiente de

polipropileno com 110mm de diametro (80 animais no total) de 250mL com

49
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a solucao controle ou contaminante. A exposicao foi feita durante 72h e a
guantidade de animais mortos foram registradas diariamente.

Os recipientes foram mantidos com aeragdo durante toda
exposicao, houve renovacdo do meio e alimentacédo diariamente (Figura
12).

Figura 12 — Recipientes de polipropileno onde foram realizados

testes de toxicidade com A. salina.

Para esse teste, as concentracdes utilizadas de venlafaxina foram: 0 pg/L,
0,0265 pg/L, 26,5 pg/L e 2650 pg/L. A tabela 6 apresenta as diluicbes a partir da
solucéo estoque para o teste de mortalidade com venlafaxina.

Tabela 6. Diluicdes para teste de toxicidade com venlafaxina (recipientes com 250mL de
solucao).

Solucao estoque 1 (S1) (200mg/L)
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Estoque 1 Agua Concentragao
33,12mL 216,88mL 2650 pg/L
33,12 ug 249,96mL 26,5 pg/L

Solucao estoque 2 (26,5 pg/L)

Estoque 2 Agua Concentracdao

250ug 249,75mL 0,0265 pg/L

Fonte: o autor.

4.2.3 Processamento de Dados
Ao final das 72h foram calculadas a média dos organismos

mortos e 0s organismos que permaneceram vivos foram descartados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS COM T. longicaudatus

5.1.1 Sobrevivéncia e tamanho

Durante 96h de exposicdo foi observada sobrevivéncia dos T.
longicaudatus nos tratamentos com a venlafaxina e 4cido perfluorooctanéico. A Figura
13 apresenta um gréfico de sobrevivéncia para VEN e a Figura 14 para PFOA de
acordo com as concentracdes e tempo de exposicdo. Sendo inicialmente 10 animais
em cada recipiente.

Figura 13- Gréfico da sobrevivéncia de T. longicaudatus por concentracdo de
Venlafaxina ao longo de 96h de exposicao.
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Fonte: o autor.
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Figura 14- Grafico da sobrevivéncia do T. longicaudatus por concentracdo de
Acido Perfluorooctanoico ao longo de 96h de exposicao.

Sobrevivéncia T. longicaudatus - PFOA
100

80 \

\

60

40

20

Sobrevivéncia (%)

24h 48h 72h 96h

Tempo (horas)

e CoNtrole e==0,004pg/L 0,04pg/| emm—(,4ug/L
4pg/L A0pg/L  emmm=A400pg/L

Fonte: o autor.

O percentual de sobrevivéncia dos T. longicaudatus ndo se apresentou de
forma homogénea nos tratamentos. A morte de animais no controle pode ser
consequéncia de fatores externos como a manipulagéo dos animais para gravagoes.

De forma geral, a sobrevivéncia dos T. longicaudatus nos tratamentos com
VEN néo apresentou um declinio abrupto. Podendo-se inferir que a morte de dois
animais nas duas concentracdes mais baixas pode ser devido a condi¢cbes de
aclimatacg&o no inicio do experimento.

Luna et al. (2013) testaram outro antidepressivo inibidor da recaptacéao da
serotonina em Physa pomilia. Quando expostos a 0,01 pg/L de fluoxetina, os caracéis

apresentaram conchas mais compridas do que 0sS expostos a concentracdes mais
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altas como 1,0 pg/L ou 100 pg/L de fluoxetina. Por outro lado, as concentracfes de
fluoxetina ndo afetaram significativamente a mortalidade. No nosso trabalho, as
concentracOes de venlafaxina néo interferiram significativamente na diferenca entre
0s animais do controle e os expostos ao farmaco.

Em contrapartida, a exposicdo de Ceriodaphnia cornuta com sertralina a
provocou efeito de inibicdo da defesa morfolégica induzida, mas também né&o
influenciou no crescimento e reproducdo. Nesse caso, a reducdo da defesa
morfoldgica fez com que Ceriodaphnia cornuta fosse predada facilmente por larvas de
Chaoborus (ZHU et al., 2020).

Chen et al. (2021) testaram o composto organico sintético Bisfenol A (BPA)
nas concentragcbes 6,00; 9,00; 12,50 ou 18,75 mg/L e relataram diminuicao
significativa da sobrevivéncia de Daphnia magna em 86,67%, 30,00%, 13,33% e
0,00%, respectivamente. Em concentracfes mais baixas como 2,67 e 4,00 mg/L ndo

observaram alteragdes significativas quando comparada ao controle.

Em concentragdes relativamente baixas, alguns farmacos da classe dos
antidepressivos ndo costumam provocar mortalidade em algumas espécies de
animais aquaticos, mas podem provocar alteracdes na reproducdo (STANLEY et al.,
2007; BROOKS et al., 2003; BRINGOLF et al., 2010), comportamento alimentar
(STANLEY et al., 2007; MENNIGEN et al., 2009) e no desenvolvimento (FORAN et
al., 2004; GALUS et al., 2013; Stanley 2007; PELLI, 2011).

Nos tratamentos com PFOA, a sobrevivéncia dos T. longicaudatus também
ndo se apresentou de maneira homogénea, no entanto, 0s testes com esse
contaminante resultaram em um numero declinio maior na sobrevivéncia. A menor
taxa de sobrevivéncia durante a exposicdo foi observada em uma concentracéo
intermediaria (4pg/L), onde somente 40% organismo sobreviveram, seguido pelo

controle com 50% de sobrevivéncia e 0,04 e 0,4 ug/L ambas com 60% e as demais
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concentracdes apresentaram percentual de sobrevivéncia acima de 70%. E
importante destacar que o declinio na sobrevivéncia ocorreu em sua maioria com 96h
de exposicdo. J4 foi relatado em Moina macropa a LC50 para PFOA foi de 199,51
mg/L e de 17,95 mg/L para PFOS. Essa espécie mostrou ser mais sensivel que a D.
magna para ambos 0s compostos perfluorados tanto em exposi¢cdes agudas quanto

em cronicas (JI et al., 2008)

Em teste com Daphnia magna realizado por LU et al. (2016) nao foi
observado morte no grupo de controle no teste de toxicidade aguda com PFOA. No
nosso trabalho, a concentracdo maxima foi de 400 pg/L de PFOA com 80% de
sobrevivéncia dos T. longicaudatus. Para D. magna foi observado aumento do efeito
de imobilizacdo e mortalidade a medida que as concentracdes foram elevadas, onde
os valores de ECso (concentracdo de efeito associada a 50% de reducdo no
crescimento ou reproducdo) e LCso (concentragdo letal associada a 50% de
mortalidade) do PFOA foram 110,7 mg/L e 139,0 mg/L, respectivamente (LU et al.,
2016).

Os dados com a média do comprimento dos T. longicaudatus estao
apresentados Figuras 15 e 16, e essas medidas foram feitas com os animais ao fim
de 96 horas de exposicao a venlafaxina e acido perfluorooctanéico nas concentracdes

indicadas.
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Figura 15- Média tamanho (mm) e desvio padrdao de T. longicaudatus por
concentracéo ao fim de 96h de exposicao a Venlafaxina. T test com p<0,05 indicando
gue a diferenca entre as médias foi significativa.

Tamanho T. longicaudatus- VEN
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Fonte: o autor.

Nos tratamentos com a venlafaxina a média de tamanho variou de

14,58mm (controle) a 20,02mm (0,26 ug/L). Com o PFOA a média variou de 13,02mm
(4 pg/L) a 15,64mm (0,004pg/L).
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Figura 16- Média de tamanho (mm) e desvio padrdo de T. longicaudatus por
concentracao ao fim de 96h de exposicdo ao PFOA. T test com p<0,05 indicando que

a diferenca entre as médias foi significativa.
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Fonte: o autor.

Nesse estudo, as médias dos tamanhos nos tratamentos de T.
longicaudatus com PFOA também néo apresentaram diferencas significativa entre si,
no entanto quando comparado ao tratamento com venlafaxina, os T. longicaudatus
tratados com PFOA apresentaram um tamanho menor. Fazendo uma comparagao
entre os dois contaminantes que trabalhamos, o tamanho dos T. longicaudatus e a
guantidade de animais mortos durante os testes parece estarem relacionadas, uma

vez que nas exposicoes com PFOA resultou em um percentual maior de mortalidade.
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O tamanho médio de T. longicaudatus no tratamento com VEN 14,18mm enquanto no
PFOA 17,46mm.

Shi et al. (2008) que demonstraram comprimentos corporais inferiores de
embribes de peixe-zebra expostos a 3 e 5 mg/L de PFOS. Hagenaars et al. (2011)
também observaram que comprimento de Danio rerio as 120 hpf o foi menor em
embribes expostos a compostos perfluorados que possuem comprimento de cadeia
mais longos como PFOS e PFOA, quando comparados ao controle. Esses efeitos com
PFOS foram encontrados em embrides expostos a concentragdes a partir de 1mg/L,
os efeitos do PFOA foram encontrados a 100 mg/L e 250 mg/L. Ja& nos achados de
Yang et al. (2014) o comprimento e 0 peso do corpo de Pseudorasbora parva e Bufo

gargarizans expostos a PFOS e PFOA nao foram significativamente afetados.

5.1.2 Comportamento

O modelo estatistico de NNA identificou e criou seis classes de
comportamento (classe 1 a 6), ao agrupar e compilar os dados da exposicdo as
diferentes concentracbes de VEN e de PFOA por similaridade. As classes
comportamentais geradas pela NNA sdo baseadas nas diferentes variaveis que

descrevem o movimento e sdo apresentadas no Tabela 7.

Ao analisar cada uma das diferentes variaveis de descricdo do movimento
verificamos que as varidveis distancia do centro, velocidade instantanea, velocidade
meédia total, aceleracdo instantanea, velocidade angular, meandro e meando médio
colocam os comportamentos todos num mesmo grupo (ver Anexo A), a variavel
trajetoria no eixo X (A), colocou cada comportamento num grupo distinto (Figura 17)
e as variaveis velocidade angular média (B), distancia total (C) e trajetéria no eixo Y (D)

sao colocadas em 4 ou 5 grupos.
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Tabela 7 — Descricdo do comportamento do T. longicaudatus durante exposicao

com VEN e PFOA dividida em classes de comportamentais geradas pela NNA.

Classe de comportamento

Variavel
1 2 3 4 5 6
Trajetoriano eixo X 51534  7649+41 4559431 57.61+22. 32.58+39.7 57 07424
(mmf/s) 30.08 8.46 63 66 0 0
Trajetdria no eixo Y 435.91+1 456.89+ 443.59+1 605.30+1 150.42+91. 415.94+2
(mm/s) 78.01 101.70 78.06 00.87 66 00.53
Distancia do centro 42.28+7.5 46.88+5 5.884428 44.0615.6 40.07+10.0 42.54+24
(mm) 8 .01 4.93 5 4 54
34471.7
Distancia total (mm) 41812.55 9 7589.64+ 46090.57 20441.15+ 8201.11+
+6595.74 169;1-2 6801.57 +6088.68 12517.67  7618.26
Velocidade 39.15+ 36.24+1 43.12+52 41.05+21. 28.04+20.2 17,9520
instantanea (mm/s) 19.72 9.74 29.33 19 1 A7
Velgjcile;jlezﬁ]emn;s(-:;dla 41.8216.3 37.5790917 138.98+8 43.9215.3 27.513114.3 88 75+73
’ 427.19 .48
_ Acgleragao 0.53+15.9 0.02+16 34.05+42 0.73+18.9 0.72+14.73 0.89+21.
instantanea (mm/s) .92 7 10
7 14.66
Veloc(ldgjuzjasr;gular 7.981:;76.7 147.014717 41.76+54 4.53282.9 508+8057 39.44+48
9 ' 08.85 69.95
Velocidade média 73.43+x12. 67.98+1 53.92+47 74.46+8.2 62.85+22.9 53.41+51
(graus/s) 70 4.02 .93 6 9 .39
Meandro (grau de 0.35+19.0 1.03+24 34.76+43 0.11+£29.0 0.44+29.56 1.65+53.
curvatura/ mm) .05 7 91
6 10,42
Meandro medio (grau 75,43, 1.84#0. 6.51#30. 76,4516 29441.80 54.60450
de curvatura/ mm) 44 00 2734

Fonte: o autor.
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Figura 17- Graficos com descricao dos valores médios em quatro variaveis de
locomogédo e agrupamento por classe comportamental (letras minudsculas).
Letras diferentes identificam diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos. A: trajetdria no eixo x. B: velocidade angular média. C: distancia total.

D: trajetoria no eixo y.
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Na Figura 17, quando analisada a trajetoria do T. longicaudatus no eixo do
X (A), o comportamento 2 apresenta a maior média com 76,49 mm/s e o
comportamento 6 apresenta a menor meédia neste eixo com -57,07 mm/s. No que se
refere ao agrupamento desses comportamentos de acordo com a média, se
apresentaram em grupos distintos.

A velocidade angular média (B) apresentou médias com valores mais
uniformes e préximas umas das outras, o que contribuiu para uma formacéao de quatro
grupos diferentes onde o comportamento 6 e 3 estdo inseridos no grupo (a), 5 (c), 2
(d), 1 e 4 no grupo (b).

A maior média da distancia total (C) percorrida pelo T. longicaudatus foi no
comportamento 4 com aproximadamente 46090 mm e a menor encontra-se no
comportamento 3 com aproximadamente 7589 mm. Neste parametro, grupos distintos
foram formados a partir dos valores médios, onde 1 (d), 2 (c), 3e 6 (a), 4 (e), 5 (b).

No gréafico com a trajetéria no eixo do y (D) os comportamentos também se
apresentaram em grupos distintos, no entanto o comportamento 3 esté inserido tanto
no grupo (a) quanto no grupo (b) devido ao fato da sua média estar proxima de ambos
0S grupos. A maior média nesse parametro foi para o comportamento 4 com
aproximadamente 600,30 mm/s e a menor média no comportamento 5 com cerca de
150,42 mm/s.

O comportamento 1 apresentou valor da média de velocidade angular
média baixa, distancia total percorrida alta, meandro proximo de O e distancia ao
centro com valor mediano quando comparado aos outros comportamentos do
parametro. Valores medianos para distancia ao centro e meandro proximos de 0
podem sugerir que nesse comportamento os animais circulavam fazendo curvas

consideravelmente abertas e nadando mais ao centro da arena. Em estudos de
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comportamento com peixes zebra expostos ao PFOA a 0; 0,25; 0,5 e 1,0 mg/L durante
7 dias onde ndo foi observada uma alteracéo significativa no angulo das voltas,
distancia percorrida, a velocidade maxima, episodios de imobilidade e a duracéo da
imobilidade. Em contrapartida, 0,5 e 1,0 mg/L de PFOA reduziram acentuadamente o
numero de transicOes para a area superior e 0 tempo passado na area superior em
comparacdo com o controle, sem alterar a laténcia para entrar na area superior e
alteracdes na atividade vertical do peixe zebra exposto a 0,5 e 1,0 mg/L de PFOA
(ADEDARA et al., 2022).

O comportamento 2 € caracterizado principalmente por apresentar altas
médias em todos 0s parametros e a combinacao de valores elevados para distancia
do centro e meandro préximo de 0 indicam curvas abertas e organismos nadando por
toda arena. Em larvas de peixe zebra, a diferenca significativa na distancia total e na
velocidade média de movimento indicou um distarbio do comportamento locomotor
(YU at al., 2021). Em peixes a natacao erratica indica perda de equilibrio (CELEBI E
GOK, 2018).

No comportamento 3, a média para distancia total percorrida foi baixa, o
meandro negativo, distancia ao centro baixa e velocidade instantanea negativa
indicando um comportamento com natacéo fluida, lenta, com poucas pausas e/ou
mudanca de dire¢cdo. Nesse comportamento pode-se inferir que os T. longicaudatus
se movimentaram menos no espaco da arena. Em seu estudo com os farmacos
fluoxetina (0,1 pg/L) e sertralina (0,01 pg/L) foram observados efeitos significativos na
velocidade de Echinogammarus marinus em concentracdes ambientalmente

relevantes com efeitos observados 24h apos a exposi¢do (BOSSUS et al., 2014).

Celebi e GOk (2018) realizaram testes com triclosan nas espécies de peixe

Danio rerio e Poecilia reticulata onde nas concentra¢gées mais baixas (0,001-0,002-
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0,005-0,01 mg/L) a velocidade média foi de 38,8 mm/s para 42,1 mm/s no Danio rerio
e de 42,8 mm/s para 52,1 mm/s na Poecilia reticulata. Ja nas concentracdes mais
altas (0,02 mg/L entre 1,0 mg/L) aumentou de 44 mm/s para 53,8 mm/s no Danio rerio
e de 56,2 mm/s para 58,4 mm/s na Poecilia reticulata, respectivamente. Como
observado por Celebi e Gok (2018), as exposicbes com triclosan em Danio rerio
aumentaram, no entanto, o presente trabalho ndo apresentou alteragdes significativas

para esse este parametro em T. longicaudatus mostrado no Anexo A, gréafico B.

O comportamento 4 apresenta médias de distancia ao centro e velocidade
instantanea altas e meandro e aceleracdo instantanea préximas de 0. Como a
distancia total percorrida também foi alta, isso sugere um comportamento com animais
nadando em toda arena sem realizar muitas paradas ou mudancas de diregéo.

O comportamento 5 apresentou média alta na distadncia do centro,
velocidade instantanea intermediaria quando comparada com valores referentes aos
outros comportamentos, e também mostrou baixa aceleracéo.

Ja no comportamento 6 uma alta média apenas para distéancia ao centro
indicando movimentagdo mais proxima da extremidade da arena, no entanto a média
para o meandro e aceleracdo instantanea foram negativos e uma baixa velocidade
instantanea. Aceleracdo instantanea e velocidade baixa indicam um comportamento
de natacdo reduzida e o meandro negativo indica realizagdo de curvas mais
acentuadas. KULIKOV et al. (2023) demonstraram em seus estudos que o tratamento
com TC 2153 (0,125 mg/L) e fluoxetina (0,125 mg/L) em agua durante 14 dias reduziu
a distancia percorrida pelo Danio rerio. Ja na espécie Carassius auratus, Dong et al.
(2019) mostraram que os movimentos de individuos juvenis diminuiram a medida que
a concentracdo do PFOA aumentava (0.2, 10, 500 e 25000ug/L), apresentando

atividade de natacgé&o significativamente suprimida (46,3%-56,8%).
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De forma geral, os comportamentos 1, 2 e 4 mostram um padréo de médias
mais altas em grande parte dos parametros enquanto os comportamentos 5 e 6 se
apresentam de medianos para baixos. Os valores mais altos podem indicar rapidez,
muitas paradas e mudancas de direcdo enquanto os comportamentos com valores de
intermediarios a baixos indicam movimentos constantes e uniformes. O triclocarban
aumentou a atividade das fémeas na espécie de Gammarus locusta, onde observou-
se um aumento significativo da distancia percorrida na concentragdo de 500 ng/L
(BARROS et al. 2017). Yu et al. (2021) realizaram exposicfes do peixe zebra a com
PFOA (0, 10, 100, 1000 ug/L) durante 7 dias e observaram a diminuig¢ao significativa
(p<0.05) no movimento espontaneo da cauda indicando que essa substancia pode

interromper o neurodesenvolvimento durante o estégio inicial de desenvolvimento.

As seis classes comportamentais definidas pela NNA, tém um perfil de
frequéncia com um valor de inércia de apenas 4,4% e 4,6%, repesctivamente para
VEN e PFOA, com as condicbes experimentais testadas (14 concentracfes e 2
tempos de exposicao). Os valores do teste qui-quadrado foram muito significativos
para ambos os compostos (VEN: qui-quadrado = 5809; df (graus de liberdade) = 65;
p = 0,0000 / PFOA: qui-quadrado = 4193; df (graus de liberdade) = 65; p = 0,0000).

Com base nestes resultados podemos classificar e explicar o
comportamento dos T. longicaudatus pelos valores residuais qui-quadrado
padronizados (Tabela 8) das seis classes comportamentais, em relacdo as condi¢ées
de exposicdo. Uma andlise hierarquica de agrupamento foi conduzida para entender
a similaridade do relacionamento entre as classes comportamentais. Os resultados
mostraram quatro clusters isolados para VEN e trés para PFOA. Para VEN o cluster
A foi formados pelas classes 1, 2 e 5, o cluster B com a classe 6, o cluster C com a
classe 4 e o cluster D com a classe 3. Para PFOA o cluster A foi formado pelas classes

1, 2 e 5 o clujster B pelas classes 3 e 6 e o cluster C pela classe 4 (Figura 18).
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Tabela 8 - Classificacdo do comportamento dos T. Longicaudatus a partir da
andlise dos valores do qui-quadrado de cada classe comportamental (1- 6).
Tabela A: VEN; Tabela B: PFOA.

A- VENLAFAXINA

Neuron ID: Standardized Deviates ao quadrado

Condigao 1 2 3 4 5 6
48h Controle 0 0 0 0 0 0
48h 0.0265 pg/L | -228* -218* -58* -84* -192* 741*
48h 0.265 pg/L | 481* - 397% 724+
48h 2.65ug/L| 131* -33*% 826* -225*%
48h 265 pg/L | 115* o e17* | -396* |
48h 265 pg/L | -280* -256* 844* -69* -71%* -102
48h 2650 pg/L | -298* -179* 113* -131* -167* 98*
96h Controle 0 0 0 0 0 0
96h 0.0265 pg/L -89* 119* -55* -55*
96h 0.265 ug/L | 44415 880*  -435¢ 35% 9138  -103*
96h 2.65 pg/L
96h 26.5 ug/L| 189* 182* 94* 239* -286*
96h 265 pg/L | 1097 65* -106* 408* 143* -66*
96h 2650 ug/L | -191* -81* 358

Total 214 313.9561 97.30468 | 1991.689 515.4667

Valores residuais padronizados qui-quadrado observados nas seis classes de comportamento (1-6)
definidas pela NNA tipo Kohonen dadas as condi¢cbes experimentais (tempo de exposicdo e
concentracdo). Diferencas relevantes (p<0,01) séo destacadas de acordo com o controle em cada dia
(*). A intensidade da cor representa desvios positivos (cores vermelhas) e desvios negativos (cores

verdes).

Fonte: o autor.
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B- PFOA
Neuron ID: Standardized Deviates ao quadrado
Condigao 1 2 3 4 5 6
48h Controle 0 0 0 0 0 0
48h | 0.004 pg/L | 2558% -119* 103* 64*
48h 0.04 pg/L -41* 180*
48h 0.4 pg/L -31* 148*
48h 4 ug/L -106* 320*
48h 40 pg/L 35*
48h 400 pg/L -113*
96h Controle 0 0 0 0 0 0
96h | 0.004 pg/L| 4707*  2477* 171*
96h 0.04 pg/L 84+ - -331%
96h 0.4 pg/L -279*
96h 4 ug/L -283 84*
96h 40 ug/L S48 20753* 697* | -189*
96h 400 pg/L | 21025*  17343* -139 224*
Total | 214 313.9561 [ 2830.89 97.30468 | 1991.689 515.4667

Valores residuais padronizados qui-quadrado observados nas seis classes de comportamento (1-6)
definidas pela NNA tipo Kohonen dadas as condi¢cbes experimentais (tempo de exposicdo e
concentracdo). Diferencas relevantes (p<0,01) séo destacadas de acordo com o controle em cada dia
(*). A intensidade da cor representa desvios positivos (cores vermelhas) e desvios negativos (cores
verdes).

Fonte: o autor.
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Figura 18- Gréficos de analise de correspondéncia indicando o comportamento para

T. longicaudatus onde os grupos foram formados de acordo a similaridade entre as

categorias de classes comportamentais (1-6) em relacdo ao pontos que indicam os

diferentes tratamentos e tempo de exposicdo. | — VEN; Il — PFOA.
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Os comportamentos representados nos graficos indicam aproximadamente
91% do comportamento de T. longicaudatus, sendo 61,77% na Dimenséo 1 e 18,79%
na Dimenséo 2, tanto para a VEN quanto para o PFOA (Figura 18, | e Il). Em estudo
com peixe zebra, Kokel et al. (2010) utilizaram uma abordagem de agrupamento para
interpretar dados comportamentais de elevada dimensédo e separar compostos com

fungbes semelhantes.

Ao analisar os valores residuais de qui-quadrado padronizados
apresentados na Tabela 7, a VEN é possivel observar que as respostas se distribuem
por todas as classes de comportamento ndo havendo uma distincdo entre
concentracfes, 0s seus hiveis, tempos de exposicdo ou concentracdes idénticas em
tempos distintos. O mesmo € observado para PFOA embora seja evidente que o
cluster B (classes 3 e 6) parece responder para o fator tempo de exposi¢cao e o cluster
C (classe 4) parece responder exclusivamente a concentracdo de 40 pg/L apds 96h

de exposicdo de uma forma pouco marcada.

No PFOA, quanto maior o tempo de exposi¢cdo 0s comportamentos 3 e 6
se mostraram mais proximos, pois foram agrupados no mesmo cluster. Os
comportamentos do cluster B com classes 3 e 6 apresentaram médias com valores
de intermediério a baixo em todos os parametros indicando movimentos mais lentos
e constantes na arena. Esse padrdo de movimentacdo mostrou ser mais evidente a

medida que o tempo de exposicdo aumentava.

Menger et al. (2020) observaram mudancas na atividade locomotora nas
larvas embrido de peixe zebra para seis PFAS como PFOA, PFNA e PFOS. Em
contraste, a exposicao de larvas do peixe zebra com 144h pos fertilizacdo ao PFOA
(12 yM e 150 uM) provocou um aumento significativo da distancia de natacdo das

larvas durante o periodo de escuriddo. Uma diferenca significativa na movimentacao
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e diminuicdo na distancia total de natacao das larvas do peixe zebra também foram
observadas a 25ug/L de PFOA, além disso a exposigdo também inibiu a natacédo das

larvas de peixe-zebra durante o periodo de transicdo claro-escuro (YU et al., 2022).

Adedara et al. (2022) expuseram peixe zebra adulto ao PFOA em
concentracfes ambientais realistas e relataram comportamentos que se
assemelhavam a ansiedade e agressividade. Indicando que a exposicdo ao PFOA
provoca um comportamento defensivo dos peixes, e também impactou na

sobrevivéncia.

Fazendo um comparativo entre os agrupamentos com venlafaxina e acido
perfluorooctandico. Na exposicdo com com VEN o agrupamento dos comportamentos
ndo mostrou um padrdo de associacdo, enquanto no PFOA duas classes se

descacaram com o fatos tempo de exposicéo e a classe a concentracdo de 40 ug/L.

Em peixinhos gordos, a venlafaxina a 500 ng/L altera o comportamento de
fuga dos peixinhos gordos (Painter et al., 2009). Ainda em estudos com venlafaxina,
Fong e Hoy (2013) registaram o desprendimento do substrato dos caracois de agua
doce Lantzia carinata e Stagnicola elodes em baixas concentra¢cdes do farmaco como

313 pg/L e 31,3 ng/L, respectivamente.

5.2 ENSAIO COM A. salina
O numero de mortes foi registrado diariamente até o fim de 96h de exposicéo

(Figura 19), apos esse periodo os organismos foram descartados.
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Figura 19- Sobrevivéncia de A. salina quando expostas a VEN com n=20 por

concentragao no inicio do experimento.
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Nessa investigacdo sobre a toxicidade a venlafaxina para Artemia salina
observamos que sobrevivéncia dos organismos diminuiu progressivamente a medida
gue a as concentracdes da venlafaxina aumentaram e também com o tempo de
exposicdo, onde o menor percentual de sobrevivéncia ocorreu com a concentracédo

de 2650ug/L e 26,5ug/L, representando 40% e 55% de sobrevivéncia
respectivamente.
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Testes ecotoxicologicos realizados com Artemia parthenogenetica
mostraram que o diazepam (12,16 mg/L) foi 0 composto mais toxico, seguido de
Dodecil sulfato de sddio (SDS), clofibrato e &cido clofibrico (NUNES et al., 2005). No
presente estudo, a Artemia salina revelou uma sensibilidade progressiva as
concentracfes e tempo de exposicdo da VEN, o que pode indicar algum tipo de
impacto sobre os organismos de outros niveis troficos presentes nos ambientes
salinos.

Outros antidepressivos também sdo utilizados em estudos ecotoxicoldgicos
utilizando organismos em testes e relatam a capacidade destes de afetarem o
ambiente aquatico, como por exemplo: fluoxetina em Phimephales promelas
(SCHULTZ et al., 2011), sertralina em Carassius auratus (XIE et al., 2015), verapamil
em Cyprinus carpio (STEINBACH et al., 2013), amitriptilina em Danio rerio (YANG et
al., 2014) e citalopram em Daphnia magna (DUAN et al., 2022).

Corroborando com nossos achados, Henry et al. 2004 a exposi¢cdo o
citalopram e a sertralina provocaram mortalidade de Ceriodaphnia dubia a medida que
as concentracdes aumentaram, onde os valores de LCso de 48h foi de 3,90 mg/L para

sertralina e 0,12 mg/L para citalopram.

A Daphnia magna foi testada com farmacéuticos de exposi¢do aguda (6
dias) e cronica (30 dias). Onde a exposi¢cdo a uma mistura de fluoxetina (36 pg/L) e
acido clofibrico (100 pg/L) causou uma mortalidade significativa dos organismos
(FLAHERTY E DODSON, 2005).

Vale ressaltar que em condigbes ambientais 0os organismos aquaticos séo
expostos a varios contaminantes e ndo a somente um isoladamente, de forma que a

toxicidade aquatica das misturas de farmacos pode ser imprevisivel e complexa em
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comparacao com os efeitos e modo de acdo dos farmacos individuais (FLAHERTY E
DODSON, 2005).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi realizado um estudo ecotoxicolégico com a
venlafaxina e o acido perfluorooctanéico, ambos contaminantes emergentes que sao
bastante difundidos no ambiente aquatico. As espécies trabalhadas aqui foram Triops
longicaudatus, um crustaceo de dgua doce e Artemia salina, um microcrustaceo de
ambientes salinos. Essas as espécies se apresentam como bons modelos para
ensaios ecotoxicolégicos, no entanto ainda sdo poucos os trabalhados utilizando
como organismos teste o T. longicaudatus, enquanto ja se sabe que as A. salinas sao
bastante usadas com esses fins.

Aqui mostramos que o T. longicaudatus apresenta alteragbes no
comportamento quando expostos a concentracdes ambientalmente relevantes de
venlafaxina (0,0265 — 2650 ug/l) e ao acido perfluorooctandico (0,004- 400 ug/l), uma
vez que foi possivel obter dados com alteragdes no comportamento padrdo desses
organismos, mostrando 6 classes de comportamento nas diferentes concentragdes

trabalhadas.

Com base nas analises realizadas, foi possivel perceber que os Triops
longicaudatus sédo sensiveis as concentracdes de venlafaxina e PFOA estudadas.
Apesar do comportamento ndo se apresentar de maneira uniforme, foi possivel
observar que para alguns descritores houveram comportamentos distintos quando
comparamos o0s dois os contaminantes. Além disso, foi observada menor
sobrevivéncia nos tratamentos com PFOA. Em adicdo a esse fator, os animais
expostos a esse contaminante também apresentaram um menor tamanho, indicando

uma possivel relacdo entre tamanho e sobrevivéncia.

Nos testes de sobrevivéncia com Artemia salina, 0os organismos se

mostraram sensiveis a exposi¢cao com venlafaxina. O declinio da sobrevivéncia ficou
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cada vez mais visivel a medida que o eram aumentados concentracdo e tempo de
exposicdo, onde venlafaxina a 2650 pg/L diminuiu a sobrevivéncia em 50% da A.
salina as 24h de exposicéo.

Os resultados obtidos acerca da exposicdo tendo como modelos
ecotoxicoldgicos o crustaceo de agua doce T. longicaudatus e de ambientes salinos a
A. salina, mostraram que o farmaco da classe dos antidepressivos aqui utilizados
(venlafaxina) provocou alteragbes no comportamento de T. longicaudatus e afetou o

percentual de sobrevivéncia da A. salina.

Testes de ecotoxicidade como esse sdo importantes para entender e
fornecer dados com intuito monitorar ambientes aquaticos, com objetivo de modificar
politicas ambientais nacionais e internacionais sobre contaminantes emergentes. A
realizacdo posterior de trabalhos que envolvam uma gama maior de concentracdes
dos contaminantes aqui trabalhados e outros de preocupacdo emergente, serao
importantes para consolidar e especificar os efeitos provocados nesses organismos.
Além disso, a combinacdo com estudos moleculares ird direcionar para os métodos

de acéo de cada contaminante e entender o grau de sensibilidade desses crustaceos.
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ANEXO A- GRAFICOS COM AS VARIAVEIS DISTANCIA DO CENTRO (A),
VELOCIDADE INSTANTANEA(B), VELOCIDADE MEDIA TOTAL (C),
ACELERACAO INSTANTANEA (D), VELOCIDADE ANGULAR (E), MEANDRO (F)
E MEANDO MEDIO (G), ONDE AS CLASSES COMPORTAMENTAIS GERADAS
PELA NNA ESTAO INSERIDAS DENTRO DO MESMO GRUPO.
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