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RESUMO

Com a crescente utilizacdo de produtos de higiene e cuidados pessoais, especial atencdo vem sendo dada ao farmaco
Triclosan, um composto de agdo antimicrobiana amplamente utilizado por indUstrias farmacéuticas. A presenga desse
xenobidtico no ambiente aquatico pode causar efeitos adversos em diferentes niveis de organizacdo bioldgica
(individuo, populagdo, comunidade) e estudos ecotoxicoldgicos sdo capazes de detectar tais alteragdes, identificar o
mecanismo de agdo e avaliar concentragdes seguras para a emissao desse composto. O presente estudo avaliou a
toxicidade cronica do Triclosan a partir da avaliagdo de anomalias e retardos no desenvolvimento embriolarval do
mexilhdo Perna perna expostos a diferentes concentracdes do composto. Os ensaios foram realizados de acordo com
o procedimento descrito por Zaroni (2002). Os resultados indicaram que o Triclosan pode interferir significativamente
no potencial reprodutivo de mexilhGes. Diante desse contexto, se faz necessario o desenvolvimento de estudos
ecotoxicolégicos, com o intuito de gerar um conhecimento mais profundo sobre os possiveis riscos desse composto e

sua regulagao.
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1. Introducgao

Os ecossistemas aquaticos tém sofrido altera-
¢Oes significativas devido a diversos fatores antropo-
génicos tais como atividades industriais, agricolas e
urbanas, poluicdo e degradagdo ambiental e langa-
mento de efluentes domésticos e industriais. Essas
alteragbes representam uma queda acentuada da
biodiversidade aquatica, em fungdo de desestruturacéo
do ambiente fisico, quimico e na dinamica e estrutura
das comunidades bioldgicas (CALLISTO et al., 2001).
Além disso, novas substancias quimicas sdo sintetiza-
das a cada ano sendo que a maior parte destas alcan-
Ga, direta ou indiretamente, os ecossistemas marinhos
e de agua doce (SOUSA, 2002). Os farmacos sdo pro-
duzidos com a caracteristica de manter suas proprie-
dades quimicas inalteradas e persistentes. De acordo
com Stumpf et al. (1999), o monitoramento de farma-
cos residuais no ambiente aquatico vem demonstrando
concentragdes que variam de pg/L a ng/L em Estagdes
de Tratamento de Esgoto (ETEs) e aguas naturais. O

Triclosan é um composto bactericida utilizado por
indUstrias farmacéuticas na fabricacdo de xampus,
sabonetes, desodorantes, logbes para o corpo, prote-
tores solares e anti-sépticos bucais. Além dessas apli-
cagoes, o produto pode ser utilizado como um aditivo
em plasticos, polimeros e roupas esportistas, dando a
estes materiais propriedades antibacterianas (KALYON
& OLUGUM, 2001). Esse composto tem efeito de longa
duracao (Long-lasting) e amplo espectro de atividades
sobre bactérias Gram positivas e a maior parte das
Gram negativas. Considerando a eminente possibilida-
de da presencga de Triclosan em ambientes costeiros
no Brasil, esse estudo teve como objetivo avaliar a
toxicidade cronica do Triclosan a partir da avaliagdo
dos efeitos adversos causados sobre o desenvolvimen-
to embriolarval do mexilhdo P. perna.

2. Materiais e Métodos
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Nos experimentos o organismos-teste selecio-
nado foi o mexilhdo Perna perna (Linnaeus, 1758), que
é um molusco filtrador da classe Bivalvia que se ali-
menta de microorganismos (fitoplancton e detritos)
presente na corrente de agua. Eles habitam a regido
do mesolitoral de costdes rochosos, podendo estender-
se até o infralitoral. Seu ciclo sexual, na regido sudes-
te, é praticamente continuo durante todo o ano, ha-
vendo periodos de reproducdo mais acentuados no
outono e primavera e menos intensos no verdo e in-
verno (LUNNETA, 1969). As coletas para o método de
ensaio de desenvolvimento embriolarval foram realiza-
das na Ilha das Palmas (23959'59.59"S
46920'00.43"0) situada na porcao leste da baia de
Santos, na costa central de S3o Paulo. Foram coleta-
dos 50 organismos para a realizagdo dos experimen-
tos, o tamanho médio compreendeu de 4 a 5 cm. A
coleta foi realizada no més maio. Sendo o Triclosan um
composto hidrofdbico e de baixa volatilidade, foi ne-
cessario utilizar o solvente Dimethyl sulfoxide (DMSO)
na diluicdo. Ambos os compostos foram adquiridos na
Merck S.A.. Paralelamente foi realizado testes com
controle de dgua, DMSO na maior concentragdo utili-
zada e Dodecil Sulfato de Sédio (DSS) que avaliou a
sensibilidade dos organismos. A agua do mar utilizada
na diluicdo do Triclosan, como também no controle e
fecundacgdao dos ovos, foi filtrada a 0,45um e 0,22pum
(Millipore) e mantida por aproximadamente 4 horas
aerando. Nos testes de toxicidade embriolarval foram
usadas diferentes concentragdes de Triclosan, deter-
minadas a partir de estudos pretéritos sobre o com-
posto (PUSCEDDU et al. 2007 e CORTEZ et al. 2008).

Ensaio de desenvolvimento embriolarval -
O mexilhdo P. perna (Linnaeus, 1758), espécie comum
do litoral brasileiro (RIOS, 1994), tem potencial para
ser usado em testes de toxicidade de efeito cronico de
curta duragdo, pois os gametas podem ser facilmente
obtidos e seu desenvolvimento embriolarval ocorre em
curto periodo de tempo, dando origem a uma larva de
facil identificagdo morfolégica (ZARONI, 2002).

O teste de toxicidade com embrides de mexi-
Ihdo P. perna consiste em expor ovos recém fertiliza-
dos a concentragbes de Triclosan, por um periodo de
48 horas, na temperatura de 25°C e salinidade de 35.
Apos o periodo de incubagdo, é determinada a porcen-
tagem de embrides normais e/ou anormais nas con-
centragdes utilizadas em relagdo ao controle. O ensaio
foi desenvolvido seguindo a adequagdo do método
realizada por Zaroni (2002). Apés a limpeza das con-
chas, os organismos foram lavados com agua do mar e
colocados em placas de Petri dentro de uma bandeja
plastica com agua resfriada a uma temperatura de
10°C por cerca de 1 hora, posteriormente os organis-
mos foram mantidos por 20 minutos fora d "agua e em
seguida, foram emersos sob um sistema de fluxo con-
tinuo com agua do mar filtrada a temperatura ambien-
te. Esse sistema visa a estimulagdo da liberacdao dos
gametas por estimulo fisico (indugdo termal) que é
considerada satisfatéria (ZARONI, 2002). Os gametas
foram retirados do fluxo de agua, juntamente com a
placa de Petri e lavados com &gua do mar filtrada a
0,22um. Os ovdcitos foram coletados com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur, transferidos para um béquer
contendo agua do mar filtrada e posteriormente foram
lavados com uma peneira de 75 pm. Ja o liquido es-
permatico foi coletado com o minimo possivel de agua
e mantido separadamente em um béquer, imerso em
gelo a temperatura proxima de 4°C para diminuir a
sua atividade até o momento da fecundagdo (CHERR
et al., 1990).

A fecundagdo foi efetuada com a adigdo de 1
mL de solucdo espermatica na solugdo dos ovdcitos,
até que 90% dos ovocitos tenham sidos fecundados.
Em seguida foi estimada a densidade dos ovos, e cerca
de 500 embrides foram colocados em cada frasco. O
teste iniciou-se com periodo de incubagdo de 48 horas
e o ensaio foi concluido quando mais de 70% dos
embrides do controle atingiram o estdgio de larva-D
(Vélinger). Para a fixacdo dos organismos adicionou-se
em cada frasco-teste (tubo de ensaio) 0,5 mL de for-
mol tamponado com bdrax. A leitura foi realizada com
o auxilio de um microscépio, empregando cdmaras do
tipo Sedgwick-Rafter levando-se em consideragdo os
100 primeiros organismos encontrados. E importante
salientar que os embrides normais sao os que atingem
o estagio de larva-D, com valvas assimétricas fecha-
das e massa visceral presente na porcdo interna da
concha, e os embriGes que se desenvolveram somente
até a fase trocdfora, ou seja, ndo formaram concha
desenvolvida simetricamente, devem ser considerados
anormais ou retardados, conchas vazias também néo
sdo consideradas normais (ASTM, 1992; HIS & BEI-
RAS, 1995). A média de larvas de cada frasco é com-
parada com o controle, permitindo verificar em quais
concentracbes o Triclosan afetou o desenvolvimento
embrionario do P. perna.

3. Resultados

Com os testes de toxicidade, foram realizados
ensaios de sensibilidade com a substancia de referén-
cia Dodecil Sulfato de Sédio (DSS). Os resultados da
CI(I)50;48H, dos ensaios de sensibilidade (n=5) com
os lotes de mexilhdo variaram de 0,7831 mg.L*
(0,6205 mg.L* - 0,8909 mg.L') a 0,9570 mg.L*
(0,9341 - 0,9749) de Dodecil Sulfato de Sédio. Os
resultados encontrados nos ensaios de sensibilidade ao
DSS realizados no estudo estdo dentro dos intervalos
de concentragdes citadas na literatura (ZARONI,
2000). Os resultados obtidos (CI(I)50;48h) nos ensai-
os de sensibilidade (n=5) com mexilhdo Perna perna,
a média, o desvio-padrdo (DP) e o coeficiente de vari-
acdo (CV) estdo disponiveis na Tabela I. Para os zigo-
tos expostos ao Triclosan, os valores das concentra-
gOes de efeito ndo observado (CENO(I)) e as concen-
tracOes de efeito observado (CEO(I)) variaram de 0,03
mg.L'* a 0,08 mg.L'* e 0,06 mg.L* a 0,10 mg.L?,
respectivamente. Os valores das concentracbes de
Triclosan que inibiram o desenvolvimento embriolarval
do mexilhdo (CI(I)50; 48H) variaram de 0, 1010 mg.L
1a 0, 1704 mg.L?t. Os resultados dos ensaios expres-
sos em CENO(I), CEO(I) e CI(I)50; 48H e as respecti-
vas médias, desvios padrdo (DP) e coeficientes de
variacao (CV) estdo representados na Tabela II.

4. Discussao

De acordo com Aguera et al. (2003), encon-
trou-se o composto Triclosan (TCS) em concentragdes
de 22 pg.L'! em efluentes tratados e acima de 130
mg.L* em sedimentos marinhos.Recentemente o TCS
foi avaliado em amostras de agua superficial marinha
em Tai Po e no Porto de Victoria, em Hong Kong, e as
concentracGes variaram de 15ng/L a 110ng/L (WU et
al., 2007).

Nos resultados do trabalho desenvolvido por
Cortez (2008) o bactericida Triclosan causou efeitos
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adversos significativos na taxa de desenvolvimento
embriolarval de ourigos-do-mar (Lytechinus variega-
tus) em concentracdes médias de 0,14 mg.L:. Esse
resultado é semelhante ao encontrado no presente
estudo CI(I) 50, 48h média de 0,1281 mg.L?, de-
monstrando a capacidade do composto causar efeitos
adversos nos primeiros estagios de desenvolvimento
de invertebrados marinhos. O estudo propiciou subsi-
dios para uma futura regulamentacdao do descarte
seguro do composto em ambiente aquéatico. E impor-
tante ressaltar a similaridade da estrutura molecular
do Triclosan com a de compostos altamente téxicos e
sua conversdo através da fotodegradagdo para dioxi-
nas e furanos que sdo cancerigenos, persistentes e
representam um grande risco a salde e ao meio ambi-
ente. Diante da crescente utilizagdo desse farmaco, se
faz necessario o desenvolvimento de estudos ecotoxi-
coldgicos de resposta rapida e eficiente, com o intuito
de gerar um conhecimento mais profundo sobre os
possiveis riscos desse composto e sua regulagdo.

5. Conclusao

Os resultados obtidos no presente estudo de-
monstraram que o bactericida Triclosan pode causar
efeitos adversos significativos em baixas concentra-
¢oes (mg/L), as quais ja foram determinadas em eflu-
entes domésticos e sedimentos marinhos. Os retardos
e anomalias no desenvolvimento embriolarval de me-
xilhdes indicam a capacidade do composto em causar
alteragbes significativas na dindmica populacional de
invertebrados marinhos, demonstrando o risco ecolé-
gico da introducdo desse composto no ambiente aqua-
tico.
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TABELA 1 - Sensibilidade (CI(1)50;48h) dg.af’z/e'rliasperna ao Dodecil Sulfato de Sdédio (DSS).
Experimentos CI(I)50; 48h (*IC) mg.L*
1 0,9570 (0,9341 - 0,9749)
2 0,7831 (0,6205 - 0,8909)
3 1,0148 (0,9677 - 1,0740)
4 0,9101 (0,8902 - 0,9262)
5 0,8649 (0,8583 - 0,8738)
Média 0,9060
DP 0,088
CV (%) 9,75

* IC - Intervalo de confianga

TABELA II — Toxicidade cronica de Triclosan (CENO(I), CEO(1), CI(1)50; 48h) para Perna perna.

. CENO CEO ] % -1
Experimentos mg.L™ mg. L CI(I)50;48h (*IC) mg.L
1 0,03 0,06 0,1305 (0,1268 - 0, 1324)
2 0,04 0,08 0,1010 (0,0939 - 0, 1059)
3 0,065 0,08 0,1373 (0,1301 - 0, 1423)
4 0,08 0,10 0,1704 (0,1673 - 0, 1738)
5 0,05 0,065 0,1013 (0,0965 - 0, 1054)
Média 0,053 0,077 0,1281
DP 0,020 0,016 0,029
CV (%) 37,73 20,77 22,63

* IC - Intervalo de confianga
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