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Porque os meus pensamentos não são 
os vossos pensamentos, nem os vossos 
caminhos os meus caminhos, diz o 
SENHOR. 

Porque assim como os céus são mais 
altos do que a terra, assim são os 
meus caminhos mais altos do que os 
vossos caminhos, e os meus 
pensamentos mais altos do que os 
vossos pensamentos. 

Porque, assim como desce a chuva e a 
neve dos céus, e para lá não tornam, 
mas regam a terra, e a fazem 
produzir, e brotar, e dar semente ao 
semeador, e pão ao que come. 

Assim será a minha palavra, que 
sair da minha boca; ela não voltará 
para mim vazia, antes fará o que me 
apraz, e prosperará naquilo para que 
a enviei. 

Porque com alegria saireis, e em paz 
sereis guiados; os montes e os outeiros 
romperão em cântico diante de vós, e 
todas as árvores do campo baterão 
palmas. 

Em lugar do espinheiro crescerá a 
faia, e em lugar da sarça crescerá a 
murta; o que será para o SENHOR 
por nome, e por sinal eterno, que 
nunca se apagará. 

 

Isaias 55: 8-13 
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AVALIAÇÃO ECOTOXICOLÓGICA DO FÁRMACO TRICLOSAN PARA 
INVERTEBRADOS MARINHOS 

Fernando Sanzi Cortez 

RESUMO 

 Triclosan é um composto orgânico de baixa solubilidade que vem sendo utilizado em 

formulações de cremes dentais e faciais, xampu, sabonetes, embalagens de gêneros 

alimentícios e diversos tipos de materiais, tais como, adesivos, brinquedos, sapatos, 

selantes, tintas, colchão, roupas, pisos, toldos e rejuntes. O amplo uso deste composto 

deve-se à grande eficácia contra bactérias Gram negativas e Gram positivas. Por seu 

extenso uso, evidências da presença de Triclosan têm sido frequentemente relatadas em 

efluentes urbanos e industriais, águas superficiais e sedimentos de ambientes dulcícolas, 

estuarinos e marinhos, como também em organismos aquáticos como algas, peixes e 

mamíferos. Neste contexto, o presente estudo avaliou a toxicidade aguda e crônica de 

Triclosan para diferentes invertebrados marinhos de águas tropicais. Para tanto, ensaios 

de toxicidade aguda foram realizados com o copépodo Nitokra sp (mortalidade) e com o 

ouriço-do-mar Lytechinus variegatus (taxa de fertilização). Para a avaliação do efeito 

crônico, ensaios de toxicidade de curta duração (desenvolvimento embriolarval) foram 

realizados com o ouriço-do-mar L. variegatus e Perna perna. Além desses métodos, o 

ensaio do Tempo de Retenção do Corante Vermelho Neutro foi empregado com a 

finalidade de se avaliar os efeitos do Triclosan sobre a estabilidade da membrana 

lisossômica de hemócitos de P. perna. Na avaliação do efeito agudo, o valor médio da 

CL(I)50;96h encontrada para o copépodo foi de 0,20 mg.L-1 enquanto que o valor 

médio da  CI(I)50;1h para ouriço-do-mar foi de 0,28 mg.L-1. Já na avaliação do efeito 

crônico, o valor médio da CI(I)50;24h para ouriço-do-mar foi de 0,14 mg.L-1 e para o 

molusco bivalve a média da CI(I)50;48h, foi de 0,13 mg.L-1. O efeito na estabilidade da 

membrana lisossômica de hemócitos de P. perna ocorreu em concentrações a partir de 

12 ng.L-1. Estes resultados evidenciam o risco ecológico da introdução contínua desse 

composto em ambientes marinhos, e devem ser considerados para identificação de 

concentrações seguras e futura regulação do bactericida Triclosan na legislação 

ambiental nacional e internacional. 

 Palavras-chave: Fármacos, Triclosan, Toxicidade, Citotoxicidade, Invertebrados 

Marinhos. 
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ECOTOXICOLOGICAL ASSESSSMENT OF THE PHARMACEUTICAL 
TRICLOSAN FOR MARINE INVERTEBRATES 

Fernando Sanzi Cortez 

ABSTRACT 

Triclosan is a low solubility organic compound that has been used in toothpastes, 

face cream, shampoos, soaps, food packages, and a variety of other materials such 

as stickers, toys, shoes, paints, clothes, tiles, awnings and grout. The reason for its 

intense use as biocide is its great efficacy against Gram-negative and Gram-

positive bacteria. Evidences of Triclosan presence in urban and industrial 

effluents, superficial waters and sediments from freshwater, estuarine, and marine 

environments, as well as aquatic organisms (algae, fishes, mammals) have been 

reported in the literature. In this context, the present study assessed the acute and 

chronic toxicity of Triclosan to different tropical marine invertebrates. Acute 

toxicity bioassays using the copepod Nitokra sp (mortality) and the sea-urchin 

Lytechinus variegatus (fertilization rate) were performed. Short-term chronic 

toxicity bioassays with Lytechinus variegatus and the bivalve mussel Perna perna 

were carried out in order to assess Triclosan chronic effects. Besides, the Neutral 

Red Retention Time assay was employed to evaluate the effect of Triclosan on the 

stability of lysosomal membrane of hemocytes of Perna perna. In the acute 

toxicity assays, the mean value of LC(I)50;96h obtained for the copepod was 0.20 

mg L-1, whereas the mean value of IC(I)50;1h for the sea-urchin was 0.28 mg L-1. 

In the chronic toxicity assays, the mean value of IC(I)50;24h recorded for the sea-

urchin was 0.14 mg L-1, whilst for the bivalve mollusk the mean value of 

IC(I)50;48h was 0.13 mg L-1. The effect on the lysosomal membrane stability of 

Perna perna hemocytes started to occur from 12 ng L-1. The results evidence the 

ecological risk associated to the continuous introduction of Triclosan into marine 

aquatic environments and must be considered in the identification of safety 

concentrations and future regulation of this bactericide compound in national and 

international environmental legislation.  

Key words: Pharmaceuticals, Triclosan, Toxicity, Cytotoxicity, Marine 
invertebrates. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As modificações na natureza, em todas as suas formas, geradas pela atividade 

humana, ameaçam a qualidade de vida do próprio ser humano (PORTO, 2000). 

 Atualmente tem se discutido muito sobre poluição e suas consequências ao meio 

ambiente devido às alterações ambientais que o mundo tem sofrido como, por exemplo, o 

aquecimento global. Uma dessas preocupações recentes tem sido também a contaminação 

do meio ambiente por medicamentos. 

Fármacos e Produtos de Higiene e Cuidados Pessoais (FPHCP) compreendem um 

grupo diversificado de produtos químicos utilizados na medicina veterinária, na saúde 

humana, em práticas agrícolas e em cosméticos (DAUGHTON, 2007). 

Após a administração, uma parte significativa dos fármacos é excretada e levada 

para as Estações de Tratamento de Esgoto (ETE) ou despejados no ambiente aquático por 

esgotos sem tratamento. Alguns produtos farmacêuticos não são totalmente eliminados nas 

ETE, já que a tecnologia convencional de tratamento utilizada, quando existente, é 

insuficiente para remover completamente estes compostos. Como conseqüência, diferentes 

classes e quantidades de produtos farmacêuticos atingem as águas superficiais, águas 

subterrâneas (FÁRRE et al., 2001) e sedimentos (AGUERA et al., 2003).  

Uma vez que os produtos farmacêuticos são sintetizados com a finalidade de 

produzir um efeito biológico (HENSCHEL et al., 1997), os efeitos para os organismos 

não-alvo no ambiente podem ocorrer, mesmo quando expostos a baixas concentrações. 

Portanto, a probabilidade do risco ambiental destes compostos não pode ser descartada. 

O crescimento populacional e o consequente aumento no consumo de FPHCP`s, 

geram a necessidade de estudos ecotoxicológicos que dêem suporte para avaliação de risco 

ecológico destes compostos. Neste contexto, nos últimos anos estes estudos têm sido 

realizados com o objetivo de se conhecer os efeitos biológicos dos fármacos e seus 

metabólitos em diferentes espécies de organismos aquáticos (LANGE et al., 2006; 

FLAHERTY & DODSON, 2005; BORGMANN et al., 2007). 

Da mesma forma, os estudos de identificação e quantificação de fármacos se 

iniciaram em águas superficiais, e agora, incluem sedimentos (partículas em suspensão), 

lodo de ETE`s, ar (como por exemplo, FPHCP sorvidos a partículas em suspensão) e a 

biota (DAUGHTON, 2007). 
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Das diversas classes de fármacos, os antibióticos são os mais estudados em função 

da capacidade de promoverem resistência em bactérias (SANTOS et al., 2010). Este 

problema também está associado aos bactericidas utilizados em produtos de higiene e 

cuidados pessoais, como por exemplo, o Triclosan. A segurança deste bactericida tem sido 

questionada em relação à saúde ambiental e humana em função de alguns fatores, tais 

como a toxicidade, a conversão pela fotodegradação e metilação biológica em compostos 

mais tóxicos e por sua capacidade de bioacumular. 

Em diferentes países da Europa, Ásia e América do Norte, estudos publicados têm 

demonstrado a ocorrência do Triclosan em ambientes aquáticos dulcícolas, estuarinos e 

marinhos. No Brasil, publicações que reportem a ocorrência de Triclosan em matrizes 

ambientais são inexistentes e são poucos os estudos ecotoxicológicos com compostos 

emergentes, incluso o Triclosan, principalmente com organismos tropicais marinhos.  

Diante deste contexto, no presente estudo foram empregados ensaios de toxicidade 

para avaliação de efeito agudo e crônico do Triclosan, com diferentes grupos de 

invertebrados marinhos (Equinodermata, Mollusca e Crustacea). Ensaios de citotoxicidade 

para avaliação de efeito subletal por meio do método do Tempo de Retenção do Corante 

Vermelho Neutro foram realizados de modo a complementar a abordagem.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 Avaliar a toxicidade do fármaco Triclosan para invertebrados marinhos. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar a toxicidade aguda do Triclosan usando o copépodo Nitokra sp e gametas 

de ouriço-do-mar Lytechinus variegatus; 

 Avaliar a toxicidade crônica do Triclosan usando embriões de ouriço-do-mar 

Lytechinus variegatus e do molusco bivalve Perna perna; 

 Avaliar a citotoxicidade do Triclosan utilizando hemócitos do molusco bivalve 

Perna perna; 

 Classificar o fármaco Triclosan quanto à toxicidade de acordo com a diretiva 

93/67/EEC da União Européia; 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Aspectos Gerais da Poluição Aquática 

A água é o elemento fundamental da vida e representa, sobretudo, o principal 

constituinte de todos os organismos vivos. Seus múltiplos usos são indispensáveis a um 

largo espectro das atividades humanas, onde se destacam, entre outros, o abastecimento 

público e industrial, a irrigação agrícola, a produção de energia elétrica e as atividades de 

lazer e recreação, bem como a preservação da vida aquática (CETESB, 2009).  

Nas ultimas décadas, no entanto, os ecossistemas aquáticos têm sofrido alterações 

significativas em função de diversos fatores antropogênicos tais como mineração, 

urbanização, construção de represas e barragens, interferência no curso natural dos rios, 

desmatamento e uso inadequado do solo, intensa atividade agrícola e lançamentos de 

efluentes domésticos e industriais.  

A história da poluição ambiental aquática remonta ao início da história da 

civilização humana. Entretanto, a poluição aquática não recebeu muita atenção até que 

fosse atingido um limite a partir do qual foi possível perceber conseqüências adversas 

nestes ecossistemas e em sua biota (FREIRE et al., 2008) 

A crescente expansão demográfica e industrial, desordenada e sem levar em 

consideração a proteção dos ecossistemas, vem comprometendo a qualidade ambiental e da 

saúde humana. Os ecossistemas costeiros, os quais resultam da interação de ambientes 

marinhos e terrestres caracterizados por recortes litorâneos, pela diversidade biológica e 

fragilidade ambiental, vêm sofrendo influência tanto de processos naturais quanto 

antrópicos (BRASIL, 2000). 

O homem está cada vez mais se estabelecendo em direção ao litoral. Cerca de uma 

em cada três pessoas no planeta vive hoje a 100 quilômetros do mar e 44 por cento da 

população mundial - mais do que habitavam o mundo inteiro em 1950 - estão a 150 km 

dele. Dois terços de todas as cidades com mais de 2,5 milhões de habitantes estão situadas 

na região costeira (GESAMP, 2001). 

Historicamente, os mares foram considerados um verdadeiro depósito de grande 

variedade de resíduos provenientes das atividades humanas. A humanidade sempre 

acreditou na idéia de que a capacidade de diluição deste ambiente seria a solução para a 

poluição. Com o avanço da ciência, foi comprovado que os oceanos não possuem esta 

capacidade infinita de absorver e diluir o progressivo aumento de resíduos que são 
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introduzidos de forma intencional ou acidental no ambiente marinho (NYBAKKEN, 

2001).  

Uma gama extremamente diversa de atividades humanas compromete os 

ecossistemas costeiros. Estas incluem a exploração petrolífera, a pesca, as operações de 

maricultura, transporte marítimo, dragagem, a descarga de esgotos e produtos químicos 

industriais, bem como os impactos associados às fontes difusas de poluição marinha 

(BOWEN & DEPLEDGE, 2006).  

Dentre as principais fontes de poluição dos ecossistemas aquáticos encontram-se os 

lançamentos de efluentes líquidos domésticos e industriais sem o devido tratamento. 

Aliados a esses fatos, a quantidade, a diversidade e o consumo crescente de produtos 

químicos aumentam a probabilidade dos riscos nesses ambientes (ZAGATTO, 2006).  

A introdução no ambiente aquático de substâncias químicas produzidas pelo 

homem engloba potencialmente um enorme número de substâncias diferentes. Além disso, 

novas substâncias químicas são sintetizadas a cada ano, sendo que a maior parte destas 

alcança, direta ou indiretamente, os ecossistemas marinhos (WARD, 1995; SOUSA, 2002). 

 Produtos químicos representam 14% das importações e exportações dos países da 

OECD (Organisation for Co-operation and Development) e a década atual tem sido 

caracterizada pela expansão da produção e utilização nos países em desenvolvimento 

(UNEP, 2003). Na União Européia são registradas cerca de 100.000 substâncias químicas 

diferentes, dos quais 30.000 destes produtos são comercializados em quantidades maiores 

que 1 tonelada. Estes números preocupam pelo fato destas substâncias possuírem pouca ou 

nenhuma informação quanto aos riscos à saúde humana e meio ambiente (BEAUSSE, 

2004).  

De acordo com a Sociedade Americana de Química, há cerca de 10 milhões de 

substâncias químicas mencionadas na literatura cientifica. Estima-se que cerca de 70 mil 

são de uso cotidiano, sendo que de mil a duas mil novas substâncias são adicionadas a esta 

lista anualmente (MOZETO & ZAGATTO, 2006).  

Diante deste contexto, o conhecimento a respeito das diferentes características das 

mais variadas substâncias químicas e as estratégias de controle e monitoramento ambiental 

são fundamentais para minimizar os riscos ecológicos. De acordo com CHAPMAN (2007), 

poluição é a contaminação que resulta em efeitos adversos biológicos para as comunidades 

residentes e, a diferenciação dos conceitos de poluição e contaminação não pode ser 

realizada apenas com base em análises químicas, pois estas não fornecem informações 

sobre a biodisponibilidade e toxicidade. 
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Os últimos avanços nos critérios de qualidade da água assumiram os efeitos 

ecológicos como uma base de controle ao invés de focalizar somente os agentes químicos 

ou físicos, com potencial de causar efeitos adversos. Portanto, a avaliação da qualidade da 

água é definida diretamente em termos de "estrutura e funcionamento dos sistemas 

ecológicos" em vez de ser feita apenas com base na contaminação química. Neste contexto, 

um corpo d’água é um bem ambiental a ser protegido, e não um recurso a ser explorado e 

as qualidades biológica e ecológica assumem um papel dominante (VIGHI et al., 2006). 

Diante destes conceitos, a Ecotoxicologia ganha destaque como uma abordagem 

complementar às análises químicas, possibilitando o entendimento do comportamento dos 

compostos químicos no ambiente bem como os possíveis efeitos causados em diferentes 

níveis de organização biológica. 

 

3.2. Ecotoxicologia aquática 

O termo Ecotoxicologia ou Toxicologia Ambiental foi sugerido pela primeira vez 

em 1969, durante uma reunião do Committe of the International Council of Scientific 

Unions (ICSU), em Estocolmo, pelo toxicologista francês René Truhaut em 1969 

(TRUHAUT, 1977 apud RAND 1995). De acordo com este autor, a Ecotoxicologia é a 

ciência que estuda os efeitos das substâncias naturais ou sintéticas sobre os organismos 

vivos, populações e comunidades, animais e vegetais, terrestres ou aquáticos, que 

constituem a biosfera, incluindo assim a interação das substâncias com o meio nos quais os 

organismos vivem num contexto integrado (CAIRNS & NIEDERLEHNER, 1995). Mais 

recentemente, NEWMAN et al. (2002) definiram a Ecotoxicologia como a ciência dos 

contaminantes e seus efeitos sobre os constituintes da biosfera, incluindo o homem. 

A Ecotoxicologia Aquática, como os demais campos de estudo da Ecotoxicologia, 

envolve o conhecimento de outras áreas da ciência, o que caracteriza a sua 

multidisciplinaridade (FIG. 1). Análises estatísticas e modelagens matemáticas, por 

exemplo, têm sido utilizadas como ferramentas importantes para quantificar e prever os 

efeitos biológicos, bem como para determinar sua probabilidade ocorrência em diferentes 

condições ambientais (RAND et al., 1995). 
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           FIGURA 1 - Ecotoxicologia – Ciência multidisciplinar (RAND et al., 1995). 

 

Estudos ecotoxicológicos podem ser utilizados para determinar efeitos biológicos 

em diferentes níveis de organização biológica, desde moleculares e bioquímicos até 

comunidades e ecossistemas (FIG.2) (WALKER et al., 1996) e têm sido empregados com 

a finalidade de se avaliar os efeitos da introdução de xenobióticos no ambiente aquático, 

sendo que alguns parâmetros como toxicidade aguda e crônica já são previstos na 

Legislação Brasileira, como por exemplo na Resolução CONAMA 357/2005 (PEREIRA, 

2008).  
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FIGURA 2. Níveis de organização biológica e respostas a poluentes (Nascimento et al, 

2006). 

Dentre os estudos ecotoxicológicos, os ensaios de toxicidade são utilizados para 

uma variedade de aplicações, tais como: regulação sobre o desenvolvimento, manufatura e 

comercialização de produtos químicos, registro de produtos para atender as exigências 

legais, controle de descargas municipais e industriais, avaliação de risco ambiental, 

subsidiar o estabelecimento de valores para os critérios de qualidade de água e sedimento, 

regulação de limites máximos permissíveis para efluentes e substâncias químicas, como 

abordagem integrante de programas de monitoramento ambiental, avaliar a eficiência de 

sistemas de tratamento de efluentes, entre outras (ABESSA, 2002).  

Ensaios de toxicidade são definidos como procedimentos nos quais as respostas de 

organismos vivos são utilizadas para avaliar a capacidade de substâncias químicas 

(isoladas ou em combinação) e/ou amostras ambientais, causarem efeitos deletérios nos 

organismos expostos (RAND et al., 1995). 
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Diferentes métodos de ensaios com organismos de águas continentais, estuarinas e 

marinhas, em condições laboratoriais e/ou de campo, têm sido utilizados para identificar os 

efeitos de xenobióticos no ambiente. São consagrados como um importante instrumento de 

controle ambiental, que fornece dados qualitativos e quantitativos sobre os efeitos adversos 

de estressores ambientais (COONEY, 1995), proporcionando uma evidência direta das 

conseqüências da contaminação, podendo ser utilizados para estimar a toxicidade de 

misturas complexas de contaminantes tanto em fase líquida, como na fase sólida do 

sedimento (CESAR et al., 2002).  Os ensaios de toxicidade possuem uma série de 

vantagens como baixo custo, obtenção de respostas rápidas, simplicidade da maior parte 

dos métodos e fácil interpretação dos resultados. 

De acordo com RAND et al. (1995) os primeiros ensaios de toxicidade (aguda) com 

organismos aquáticos foram implementados a partir de 1930, com objetivo de estabelecer a 

relação causa/efeito de substâncias químicas e despejos líquidos. 

A partir de 1960 é que foram estabelecidos, nos Estados Unidos (Water Quality 

Act), os primeiros padrões de qualidade das águas para proteção da vida aquática baseados 

em resultados de ensaios de toxicidade para avaliação de efeito agudo com organismos 

mais sensíveis (ZAGATTO, 2006). 

Em âmbito nacional, as primeiras iniciativas em termos metodológicos na área de 

Ecotoxicologia ocorreram em 1975 com a participação da CETESB (Companhia de 

Tecnologia de Saneamento Ambiental) em um programa internacional de padronização de 

ensaios de toxicidade aguda com peixes, organizado pelo Comitê Técnico de Qualidade 

das Águas da International Organization Standardization (ISO). A partir de 1975, houve 

um grande avanço no conhecimento da Ecotoxicologia nas universidades brasileiras e 

órgãos ambientais, no que diz respeito a programas de monitoramento ambiental e 

capacitação técnica de recursos humanos nessa área. Como conseqüência disso foram 

desenvolvidos e adaptados vários métodos de ensaios de toxicidade aguda e crônica, de 

curta duração, utilizando diferentes espécies e grupos de organismos para avaliação da 

poluição hídrica (ZAGATTO, 2006). 

Atualmente, diversos métodos de ensaios de toxicidade já estão bem estabelecidos, 

sendo alguns padronizados nacional e internacionalmente por associações ou organizações 

de normalização, como por exemplo, a Associação Brasileira de Normas Técnicas 

(ABNT), American Society for Testing and Materials (ASTM), American Water Work 

Association (AWWA), International Organization Standardization (ISO), Organization for 
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Economic Co-Operation and Development (OECD), Association Française de 

Normalisation (AFNOR) e Deutsches Institut fur Normung (DIN). 

3.2.1. Ensaio de toxicidade para avaliação de efeito agudo 

O ensaio de toxicidade aguda pode ser definido como o procedimento que avalia os 

efeitos, em geral severos e rápidos, sofridos pelos organismos expostos ao agente químico 

em um curto período de tempo, em geral num intervalo de 0 a 96 horas. Usualmente os 

critérios de avaliação são a mortalidade e a imobilidade dos organismos-teste (ARAGÃO 

& ARAÚJO, 2006; MAGALHÃES & FILHO, 2008) e consideram uma fase do ciclo de 

vida. 

As avaliações de efeito agudo são importantes para evidenciar os efeitos letais em 

curtos intervalos de tempo, fornecendo dados fundamentais para o desenvolvimento e 

adoção de critérios para melhoria da qualidade ambiental (FONSECA, 1991). 

A partir dos resultados obtidos nos ensaios para avaliação de efeito agudo, pode-se 

empregar diferentes métodos estatísticos, com o propósito de calcular a concentração 

mediana que causa efeito adverso em 50% dos organismos expostos durante o período de 

ensaio. Os valores de toxicidade aguda podem ser expressos em CE50 (concentração 

mediana efetiva que causa imobilidade em 50% dos organismos expostos) ou CL50 

(concentração mediana letal a 50% dos organismos expostos). 

 

3.2.2. Ensaio de toxicidade para avaliação de efeito crônico 

Os ensaios de toxicidade para avaliação de efeito crônico são empregados para 

mensurar os efeitos de substâncias químicas que ocorrem durante uma parte significativa 

(mais de uma fase) do ciclo de vida do organismo, normalmente um décimo ou mais do 

tempo de vida.  

Os estudos crônicos avaliam os efeitos subletais de agentes tóxicos no 

desenvolvimento, reprodução e comportamento, devido a perturbações fisiológicas e 

bioquímicas (ADAMS & ROWLAND, 2002). De acordo com estes autores, normalmente 

são empregados nos estudos para avaliação de efeitos crônicos, fases mais sensíveis do 

ciclo de vida dos organismos-teste, tais como embrionária e larval. 

De modo geral, os efeitos são subletais e observados em situações em que as 

concentrações do agente tóxico, permitem a sobrevivência dos organismos-teste, mas 

afetam uma ou mais funções biológicas (MAGALHÃES & FILHO, 2008). 
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Os resultados dos ensaios de toxicidade crônica podem ser utilizados para estimar a 

maior concentração que não causa efeitos aos organismos-teste (CENO) e a menor 

concentração que causa efeito estatisticamente significativo aos organismos-teste (CEO). 

Um valor pontual de toxicidade pode ser estimado para determinar a concentração do 

agente tóxico que causa uma determinada porcentagem de redução no desenvolvimento 

dos organismos exposto (CI – concentração de inibição) (ABNT, 2006). 

 

3.2.3. Organismos-teste 

De acordo com RAND et al. (1995), a fim de extrapolar resultados relevantes e 

ecologicamente significativos a partir de ensaios de toxicidade aquática, não apenas os 

ensaios devem ser adequados, mas também os organismos que serão empregados no 

estudo. Vários critérios devem ser considerados na seleção de organismos para ensaios de 

toxicidade, tais como:  

a) Em função da variação da sensibilidade entre as espécies, um grupo de espécies, 

representando um amplo leque de sensibilidades deve ser utilizado sempre que possível; 

b) Espécies amplamente disponíveis e abundantes devem ser consideradas; 

c) Sempre que possível, as espécies devem ser estudadas para que sejam indígenas 

ou representantes do ecossistema que pode receber o impacto; 

d) Espécies de importância comercial e relevância ecológica devem ser incluídas 

nos estudos; 

e) Espécies devem ser passíveis de manutenção e cultivo em laboratório de modo a 

facilitar a realização dos ensaios de toxicidade aguda e crônica; 

f) Conhecimento da biologia e ecologia das espécies, o que facilita a interpretação 

dos resultados dos ensaios. 

A realização dos ensaios de toxicidade com organismos aquáticos depende da 

disponibilidade dos mesmos. Há três modos de se dispor de organismos: a coleta em 

ambientes naturais, a aquisição através de produtores especializados e o cultivo em 

laboratório (DOMINGUES & BERTOLETTI, 2006). 

Uma ampla gama de organismos é utilizada em ensaios laboratoriais sendo que os 

principais grupos são as bactérias, as microalgas, os microcrustáceos, os equinóides, os 

moluscos e os peixes. 
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3.2.4. Ensaios de toxicidade com organismos marinhos 

Os oceanos contêm uma grande variedade de espécies que são exploradas para 

consumo humano. Estima-se que mais de 2 bilhões de pessoas em todo o mundo dependem 

da proteína dos mares e dos ambientes costeiros; no entanto, é neste ambiente que os 

resíduos antropogênicos muito frequentemente se acumulam (BOWEN & DEPLEDGE, 

2006). 

Com os oceanos cobrindo 70% da superfície da terra e contendo uma vasta 

diversidade de plantas e animais nas regiões costeiras, tornam-se essenciais para a 

humanidade e para a preservação da vida aquática, avaliações ecotoxicológicas dos agentes 

químicos em organismos marinhos visando o controle das fontes poluidoras (WARD, 

1995). De acordo com este mesmo autor, a utilização de diferentes grupos de organismos 

marinhos em ensaios ecotoxicológicos permite a identificação das espécies mais sensíveis. 

Segundo SOUSA (2002), a aplicação de ensaios de toxicidade para avaliação de 

efluentes e de diferentes poluentes sobre a biota marinha teve início, no Brasil, no final da 

década de 1980. Atualmente, há diversos métodos de ensaios de toxicidade com 

organismos marinhos padronizados, com diferentes espécies de algas, peixes, crustáceos, 

anelídeos, moluscos, equinóides que possibilitam uma avaliação em diferentes matrizes 

ambientais (água, sedimento, água intersticial), conforme descrito em NASCIMENTO et 

al. (2002).  

 

3.2.5. Biomarcadores 

Do ponto de vista ecológico, os métodos mais relevantes para avaliação da 

toxicidade de contaminantes são aqueles que determinam alterações na estrutura e 

funcionamento dos ecossistemas (KELLY & HARWELL, 1989).  Entretanto, quando uma 

alteração neste nível é detectada, o ecossistema já pode estar severamente danificado. 

Além disso, devido ao grande número de variáveis ambientais naturais e antropogênicas, é 

geralmente impossível estabelecer uma relação do grau de alteração em ecossistemas a 

concentrações de poluentes (NASCIMENTO et al., 2006). 

O uso de marcadores biológicos ou biomarcadores em nível molecular ou celular 

tem sido proposto como uma ferramenta mais sensível para detecção dos primeiros sinais 

de efeitos biológicos (early-warning) na avaliação da qualidade ambiental 

(CAJARAVILLE et al., 2000), proporcionando uma proteção mais eficaz aos ecossistemas 

(PAYNE et al, 1996).  
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Biomarcadores podem ser definidos como alterações bioquímicas, celulares, 

moleculares ou mudanças fisiológicas nas células, tecidos ou órgãos de um organismo que 

são indicativos da exposição ou efeito de um xenobiótico (LAM & GRAY, 2003). Como a 

célula é o local onde a acumulação de contaminantes, metabolismo e toxicidade ocorrem, 

certas respostas celulares têm sido usadas como biomarcadores de exposição e efeitos de 

contaminantes em programas de monitoramento ambiental (MOORE, 1985) e especial 

atenção tem sido dada a técnicas de avaliação de danos em membranas (PEREIRA 2008). 

O sistema lisossomal foi identificado como um biomarcador de estresse celular que 

responde a diferentes classes de contaminantes, inclusive os fármacos (MOORE, 1990; 

MOORE et al., 2007). Dentre os diversos métodos para avaliação da estabilidade e 

integridade lisossomal, o método de ensaio do tempo de retenção do corante Vermelho 

Neutro (LOWE et al., 1995) têm sido amplamente empregado em programas de 

monitoramento ambiental (MOORE, 1990; LOWE et al., 1995; WEDDERBURN et al., 

2000) bem como para avaliar os efeitos de substâncias químicas isoladas (LOWE & PIPE, 

1994; NICHOLSON, 2001; CANESI et al., 2007; BINELLI et al., 2009). 

De acordo com este método, o corante é seqüestrado pelo lisossomo quando as 

células vivas são pré-incubadas com vermelho neutro (NR). Através da visualização por 

microscópio pode ser avaliado o momento que o corante extravasa para o citosol da célula, 

e uma diminuição do tempo de retenção do corante em relação à organismos saudáveis ou 

não expostos caracteriza dano nas membranas lisossomais (FREIRE et al., 2008).  O tempo 

que o corante leva para atingir o citosol está relacionado com o grau de dano nas 

membranas (LOWE & PIPE, 1994). De forma geral, as conseqüências dos danos nas 

membranas lisossômicas são a autofagia e a consequente degeneração celular (PEREIRA, 

2008). 

 

3.2.6. Fármacos no ambiente aquático 

Os estudos sobre poluentes ambientais estiveram focados nas últimas décadas nos 

poluentes prioritários, conhecidos como poluentes orgânicos persistentes (POP) (ELLIS, 

2006). Estão inseridos nesta classe de compostos químicos o pesticida DDT (Dicloro-

Difenil-Tricloroetano), os PCB (Bifenilas Policloradas), as dioxinas e furanos, entre outros 

(JONES & VOOGT, 1999). 
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No entanto, a rápida evolução da química analítica possibilitou a detecção de 

fármacos e produtos de higiene e cuidados pessoais (FPHCP) em vários compartimentos 

ambientais. Estes compreendem um conjunto completamente novo de contaminantes 

denominados micropoluentes ou compostos químicos emergentes (TERNES, 2010).  

Os fármacos abrangem um grupo diversificado de produtos químicos utilizados na 

medicina veterinária, nas práticas agrícolas, na saúde humana e nos cosméticos (produtos 

de higiene e cuidados pessoais). Muitos são altamente bioativos, a maioria é polar e todos, 

quando presentes no ambiente, ocorrem geralmente em concentrações traço. Esta classe de 

compostos tem suscitado grande preocupação nos últimos anos devido à introdução 

contínua no ambiente aquático (BARCELÓ & PETROVIC, 2007). 

De acordo com DAUGHTON (2007) os efluentes de Estações de Tratamento de 

Esgotos (ETE) têm sido reconhecidos como as principais vias potenciais de liberação de 

poluentes. Vale ressaltar que em âmbito nacional, as ETE são preparadas para diminuição 

da carga orgânica dos efluentes e, em muitas localidades, os mesmos são lançados sem 

nenhum tratamento. Uma vez liberados no meio ambiente, os fármacos (como outros 

poluentes) podem ter a sua “residência” em reservatórios de armazenamento que podem 

ser vistas como fontes secundárias de disponibilização; exemplos são os resíduos que são 

concentrados nos sedimentos, em partículas orgânicas, ou na biota, portanto as fontes são 

diversas (FIG. 3). 
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1) Uso por indivíduos (1a) e por animais (1b): Excreção, suor, vômito, excreção 
exacerbada por doenças. 

-   Eliminação de medicamentos não utilizados na rede de esgoto, vazamento na 
rede de esgoto. 

-   Disposição de animais mortos/sacrificados que foram medicados e servem de 
alimento para animais nocrófagos (1c). 

 
2) Lançamento de resíduos hospitalares tratados e não tratados na rede coletora de 

esgoto doméstico. 
 
3) Lançamentos de resíduos em fossas (3a). Lançamentos de efluentes tratados em 

águas superficiais, reuso (agricultura ou doméstico), transbordamento de esgoto   
não tratado em função de intempéries ou por falhas no sistema (3b). 

 
4) Utilização de esterco e de resíduos sólidos de ETE. 
 
5) Introdução de resíduos através do contato primário. 
 

Legenda 

6) Lançamentos indústrias via efluentes controlados e ilícitos. 

7) Disposição em aterros de resíduos domésticos, hospitalares e de substâncias perigosas e lixiviação 
de aterros e cemitérios com  problemas estruturais. 

8) Utilização de ração com medicamentos na aqüicultura, excretas dos animais cultivados. 

9) Lançamento de medicamentos com dupla função, por exemplo no controle de pragas (ex: warfarin –    
anticoagulante usado no controle de roedores. 

10) Fototransformação, alterações físico-químicas, volatilização, degradação, mineralização, absorção    
pelas plantas. 

FIGURA 3. Origens e rotas dos FPHCP (modificado). Fonte: http: //epa.gov/nerlesd1/chemistry/pharma/images/drawing.pdf 

Origens e destino de Fármacos e Produtos de Higiene e Cuidados Pessoais no Ambiente 
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A ocorrência de substâncias farmacêuticas no ambiente aquático serve como um 

alerta oportuno de que não somente as substâncias que ocorrem em listas de prioridades 

para programas de monitoramento contaminam o ambiente aquático (THOMAS & 

LANGFORD, 2007). De acordo com MULROY (2001), uma vez que são persistentes e 

mantêm suas propriedades químicas tempo o bastante para servir a um propósito 

terapêutico, os fármacos merecem atenção quanto aos possíveis impactos no ambiente. 

Este mesmo autor afirma que 50% a 90% de uma dosagem de fármaco são excretadas 

inalteradas e persistem no meio ambiente. 

A identificação e ocorrência de diferentes classes de fármacos em ETE e em água 

superficial foi primeiramente relatada por TERNES (1998) e posteriormente por 

DAUGHTON e TERNES (1999). Nos últimos anos diversos autores têm reportado a 

ocorrência de FPHCP em matrizes ambientais (água superficial e sedimentos) e em 

efluentes de ETE (TERNES et al., 1999; STUMPF et al., 1999; AGUERA et al., 2003; YU 

et al., 2006; ELLIS, 2006; LARSSON et al., 2007;  NISHI et al., 2008; XIE et al., 2008; 

KUSTER et al., 2008; FAIR et al., 2009). 

De acordo com estes autores, bactericidas, antiinflamatórios, analgésicos, 

antidepressivos, hormônios, antibióticos, anticonvulsivos, estimulantes, entre outras classes 

de fármacos já foram encontrados nos efluentes de ETE, em água superficial e sedimentos.  

BLAISE et al. (2006), identificaram e quantificaram diferentes classes de fármacos 

em amostras de efluentes de uma estação de tratamento de esgoto em Montreal, Canadá. 

Substâncias como ibuprofeno, naproxen (antiinflamatórios), carbamazepan 

(anticonvulsivo), sulfapiridina, novobiocin (antibióticos) e cafeína (estimulante) foram 

detectados em concentrações que variaram de 33 ng.L-1 a 22187 ng.L-1. 

Em âmbito nacional, no estudo realizado por GHISELLI (2006) na região 

metropolitana de Campinas, foram identificados e quantificados em amostras de efluentes 

bruto e tratado os fármacos ibuprofeno (54,2 e 48,4 µg.L-1, respectivamente) e paracetamol 

(18,1 e 5,9 µg.L-1, respectivamente). Já em água superficial foram detectados os compostos 

cafeína (1,1 µg.L-1 – 106 µg.L-1) e diclofenaco (2,0 µg.L-1 e 6,0 µg.L-1). 

Devido à introdução contínua em águas superficiais de produtos farmacêuticos, é 

possível que o ambiente aquático esteja exposto ao risco de poluição. Embora diversos 

autores que identificaram e quantificaram esses poluentes não tenham detectado 

concentrações elevadas o suficiente para ocorrência de efeito agudo no ambiente, há 

evidências de que estes compostos podem estar presentes em concentrações suficientes 

para causar efeitos crônicos (CRANE et al., 2006). 
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De acordo com JONES et al.  (2007), a poluição por produtos farmacêuticos pode 

ocorrer em concentrações de partes por bilhão (ppb) ou partes por trilhão (ppt) e, embora 

estas concentrações sejam realmente muito baixas,  é provável que alguns produtos 

farmacêuticos tenham potencial de causar efeitos prejudiciais no ambiente. Uma vez que 

estes compostos são sintetizados para provocar um efeito biológico há preocupações 

justificáveis sobre seus potenciais efeitos na flora e na fauna. 

A questão da ocorrência de fármacos no ambiente aquático tem atraído significativa 

atenção da mídia e está intimamente relacionada ao estilo de vida da sociedade moderna, 

aos padrões de consumo e ao envelhecimento da população. Estes fatores exigem, em 

níveis mais elevados, o uso de medicamentos e produtos para cuidados pessoais (ELLIS, 

2006). 

Nesse sentido, para se conhecer os efeitos biológicos e realizar avaliações de risco 

ambiental, estudos ecotoxicológicos para avaliação de efeitos agudo e crônico de fármacos 

tem sido realizado com as diferentes classes de fármacos e com distintos organismos-teste 

(HALLARE et al., 2004; NUNES et al., 2005; GAGNÉ et al., 2006; GAGNÉ et al., 2006; 

JJEMBA, 2006; KIM et al., 2007; CANESI et al., 2007; QUINN et al., 2008). 

Um levantamento dos ensaios de toxicidade realizados com diferentes classes de 

fármacos, baseado em estudos publicados no período de 1996 a 2009, foi realizado por 

SANTOS et al (2010) (FIG. 4). Os dados de toxicidade aguda, no período citado, foram 

mais empregados e são úteis para estimar os efeitos, por exemplo, quando uma descarga 

acidental de drogas ocorre, uma vez que as concentrações ambientais geralmente relatadas 

para estes compostos são baixas. Já os dados de toxicidade crônica são escassos, bem como 

estudos de toxicidade de fármacos com organismos marinhos.  
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FIGURA 4. Estudos agudos x Estudos crônicos (modificado). Fonte: SANTOS et al. 

(2010).  

Atualmente, estudos ecotoxicológicos têm sido realizados no Brasil para se 

identificar fármacos potencialmente perigosos para o meio ambiente (LAMEIRA, 2008; 

PUSCEDDU, 2009), porém, os dados disponíveis na literatura são insuficientes. A 

ocorrência desses fármacos residuais em águas superficiais e subterrâneas, bem como em 

sedimentos, demonstra a necessidade de estudos que determinem os efeitos tóxicos dessas 

substâncias no ambiente (BILA & DEZOTTI, 2003). 

 

3.2.7. Aspectos legais 

A produção mundial da indústria química passou de 1 milhão de toneladas no ano 

de 1930 para 400 milhões de toneladas em 1999, com faturamento de aproximadamente 

1,5 trilhão de dólares, o que representa cerca de 7% dos rendimentos globais e 9% do 

comércio internacional. A projeção para o ano 2020 é de que a produção seja 85% maior, e 

que existam multinacionais maiores, mas em menor número (OECD 2001b). 

Neste montante está inserida a produção de fármacos (Life science products) e de 

produtos de higiene e cuidados pessoais (Consumer care products). 

Dentre as substâncias químicas que estão inseridas no mercado, têm-se pouca ou 

nenhuma informação quanto aos riscos à saúde humana e ao meio ambiente (FIG. 5). 
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   FIGURA 5. Informações quanto aos riscos para saúde humana e ao meio ambiente. 

 

A cada dia um número crescente de produtos farmacêuticos é inserido no ambiente 

em todo o mundo. No entanto, existe uma lacuna na legislação no que diz respeito à 

contaminação ambiental por produtos farmacêuticos. 

Diante deste contexto, no ano de 2006 foi aprovada pelo Parlamento Europeu e pelo 

Conselho da Comunidade Européia uma nova legislação relativa ao registro, avaliação, 

autorização e restrição de substâncias químicas – REACH (BLAYNE et al., 2010) . Os 

princípios que nortearam a elaboração desta política foram: a) precaução e prevenção; b) 

substituição de produtos perigosos por outros mais seguros; c) maior responsabilidade da 

indústria no que se refere à geração e à disseminação da informação; d) transparência da 

informação (ABIQUIM, 2007). 

Com base nesta nova política, o fabricante deverá ser o responsável pelas 

informações sobre os seus produtos, o que inclui a realização de uma gama de análises para 

demonstrar o nível de segurança da substância antes de inserí-la no mercado. Vale ressaltar 

que, em princípio, todas as substâncias produzidas acima de 1 tonelada deverão ser 

registradas, o que leva a um aumento das exigências com relação aos riscos ambientais. 

No que concerne à avaliação de risco ambiental, a Comissão Européia publicou a 

diretiva 2001/83/CE, que foi posteriormente alterada pela diretiva 2004/27/CE. Estas 

diretrizes estabelecem que as autorizações de comercialização de novos medicamentos 

 Fonte: http://ec.europa.eu/environment/pubs/pdf/factsheets/reach.pdf 
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para uso humano devem ser acompanhadas por uma avaliação de risco ambiental (Public 

Health, 2010). 

Nos Estados Unidos (EUA), os problemas relativos a produtos farmacêuticos no 

ambiente são regulados pela Food and Drug Administration (FDA). Esta instituição exige  

avaliações ambientais para obtenção de autorizações de comercialização. No entanto, a 

avaliação ambiental será necessária somente se a concentração ambiental estimada do 

fármaco no momento do descarte for superior a 1 µg. L-1 (FDA, 1998). 

Os dados provenientes das análises laboratoriais (ecotoxicológica, físico-química, 

cinética do composto, bioacumulação, entre outros) possibilitam o gerenciamento mais 

eficaz dos riscos, além de gerar subsídios para avaliações de risco ambiental de substâncias 

químicas (fármacos e produtos de higiene e cuidados pessoais). 

No estudo realizado por QUINN et al. (2008) por exemplo, os fármacos 

Gemfibrozil, Ibuprofeno, Naproxen, Carbamazepan, Bezafibrato, Sulfapyridina, 

Oxytetraciclina, Novobiocin, Sulfamethoxazole, Trimethoprim e Cafeína foram 

enquadrados em níveis de toxicidade (Extremamente tóxico, Muito tóxico, Tóxico, 

Perigoso, Não tóxico) de acordo com a diretiva da EU 93/67/EEC (REACH), baseado em 

resultados de ensaios de toxicidade com Hydra attenuata. 

No Brasil, o Programa Nacional de Segurança Química (PRONASQ) 

implementado pela Comissão Nacional de Segurança Química (CONASQ), vem ao 

encontro da preocupação mundial crescente relativa aos riscos potenciais de substâncias 

químicas para a saúde humana e o meio ambiente. Este programa tem como princípio 

promover a gestão integrada e participativa de substâncias químicas com vistas à proteção 

do meio ambiente e da saúde humana, e contribuir para o desenvolvimento sustentável. No 

entanto, não existe em nível nacional, um banco de dados com informações sobre os 

produtos químicos em uso (BERTOLETTI & ZAGATTO, 2006). 

Ainda em âmbito federal, a Resolução CONAMA 358/2005 e a Resolução RDC 

306/2004, dispõe sobre o descarte dos resíduos dos serviços de saúde incluindo a 

destinação adequada dos produtos farmacêuticos. 

           É importante destacar os estudos ecotoxicológicos no contexto legal, já que quase 

todos os padrões de qualidade de águas estabelecidos para proteção de organismos 

aquáticos, são oriundos destes estudos, em especial dos ensaios de toxicidade 

(BERTOLETTI & ZAGATTO, 2006). 

A utilização de ensaios de toxicidade para o controle de emissões está inserida na 

Resolução da Secretaria de Meio Ambiente do Estado de São Paulo - SMA 03 de 2000 
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(SÃO PAULO, 2000), que dispõe sobre as relações que fixam a toxicidade permissível aos 

organismos aquáticos. Considerando eventuais interações entre substâncias no efluente, 

este não deverá causar efeitos adversos aos organismos aquáticos no corpo receptor. 

Com relação ao controle de emissões, a Resolução CONAMA 357/2005 estabelece 

limites de concentrações para diversas substâncias químicas além de classificar os corpos 

d`água (continentais, estuarinas e marinhas) para seu enquadramento em classes de acordo 

com o uso. Ensaios ecotoxicológicos estão contemplados nesta resolução como forma de 

monitorar e garantir a proteção da vida aquática. 

Cabe ressaltar que limites de concentrações para os compostos químicos 

emergentes ainda não estão inseridos nesta resolução apesar da comprovada ocorrência 

destes em matrizes ambientais. Estudos ecotoxicológicos com esta classe de contaminantes 

poderão contribuir, em futuras revisões da resolução, com a inserção de valores 

orientadores para fármacos. 

 

3.2.8. Triclosan – Ocorrência no ambiente aquático e suas implicações 

O Triclosan (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxy) fenol), é um composto bactericida 

amplamente utilizado em formulações de creme dental, creme facial, xampu, sabonetes, 

desodorantes, e em diversos tipos de materiais como embalagens de gêneros alimentícios, 

adesivos, brinquedos, polietileno, sapatos, selantes, tintas, colchão, roupas, cortinas de 

chuveiro, pisos, toldos e rejuntes (USEPA, 2008).  

Este bactericida é um composto clorado aromático com representantes funcionais 

do grupo dos fenóis e apresenta forma de finos cristais brancos. Triclosan é denominado 

também como Irgasan, Irgasan DP 300, Irgacare MP, Lexol 300, Aquasept, Gamophen, 

sendo que um total de 2.385 patentes que contém a palavra “triclosan” foram emitidas nos 

EUA entre 1976 e 2008 (USEPA, 2008). 

Diversos estudos têm reportado a ocorrência de Triclosan em matrizes ambientais 

(água superficial e sedimentos) e em efluentes de Estações de Tratamento de Esgoto 

(ZHAO et a.l, 2010; XIE et al., 2008; NISHI et al., 2008; YU et al., 2006; COOGAN et 

al., 2007; McAVOY et al., 2001; AGUERA et al., 2003). 

No estudo realizado por AGUERA et al. (2003) em Almeria - Espanha, foi 

encontrado Triclosan na concentração de 22 µg.L-1 em amostras de efluente tratado, e  em 

concentrações acima de 130,7 µg.Kg-1 em sedimentos. Estes dados demonstraram que 

Triclosan é inserido continuamente no ambiente marinho via Estação de Tratamento de 

Esgotos podendo acumular-se nos sedimentos. 
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Em 2008, NISHI et al. monitoraram a ocorrência de Triclosan em água superficial 

do Canal Tone no Japão. As concentrações de Triclosan nos diferentes pontos de 

amostragem variaram de 55 ng.L-1 a 134 ng.L-1. 

A distribuição espacial do Triclosan foi estudada por XIE et al. (2008) em águas 

superficiais marinhas da Baia Bight na Alemanha. As maiores concentrações de Triclosan 

foram encontradas em amostras coletadas próximas ao estuário, com uma variação de 1,21 

ng.L-1  a 6,87 ng.L-1, decaindo em direção a Baia Bight para concentrações entre 10 pg.L-1 

a 110 pg.L-1. 

Em um recente estudo realizado com amostras de água superficial e sedimentos de 

três rios da China, e com amostras de efluentes de ETE, ZHAO et al. (2010) detectaram 

concentrações de Triclosan em água superficial que variaram de 90,2 ng.L-1 a 478 ng.L-1. 

As concentrações encontradas nas amostras de sedimento variaram de 345 ng/g-1 a 1329 

ng/g-1, estes dados corroboram com o estudo realizado por AGUERA et al. (2003) que 

também encontraram maiores concentrações de Triclosan em amostras de sedimento, 

sendo este compartimento ambiental propício para acumular este composto, bem como 

uma fonte de libertação de volta para água superficial. 

Em âmbito nacional, no estudo realizado por LAMARDO (2009, Comunicação 

Pessoal)1, foi identificado e quantificado Triclosan em amostras de sedimento do estuário 

de Santos, SP. A maior concentração encontrada foi de 31,7 ng.g-1 em um local que, 

segundo LAMPARELLI et al. (2001), está sob a influência de água de drenagem 

contaminada com esgotos domésticos. Neste mesmo estudo, concentrações de Triclosan 

também foram determinadas em amostras de sedimento coletadas na área de influência do 

emissário submarino, que lança efluentes domésticos na parte central da Baía de Santos. 

Este composto tem atraído muita atenção da comunidade acadêmica de diferentes 

países em função de sua estrutura química ser muito similar a de compostos extremamente 

tóxicos e persistentes, como por exemplo, dioxinas. 

 

 

 

1 Dra. Eliete Zanardi Lamardo, Universidade Federal de Pernambuco (Comunicação 

Pessoal). 
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Além disso, diversos estudos demonstraram a conversão do Triclosan em dioxinas 

e furanos, através da fotodegradação (KANETOSHI et al., 1987; LATCH et al., 2003; 

LORES et al., 2005; SÁNCHEZ-PRADO et al., 2006; ARANAMI et al., 2007). 

Alguns fatores podem influenciar na cinética e conseqüentemente na toxicidade do 

Triclosan no ambiente aquático. De acordo com LINDSTROM et al. (2002) as reações de 

transformação podem gerar subprodutos mais lipofílicos e, portanto, mais bioacumuláveis, 

como é o caso do metil-triclosan, proveniente da reação de metilação biológica. 

A fotodegradação com luz artificial e ou com radiação U.V. (ultravioleta) promove 

a conversão de Triclosan em dioxinas. Segundo ARANAMI et al. (2007), a formação de 

dioxinas a partir de amostras preparadas com Triclosan, ocorre com 3 (três) dias de 

exposição à luz artificial (lâmpada fluorescente), tanto em água doce como em água do 

mar.  

No estudo realizado por SÁNCHEZ-PRADO et al., (2006), foi detectada uma 

rápida fotodegradação de amostras marcadas com Triclosan (87% degradado em 5 

minutos) expostas à irradiação U.V. Neste mesmo estudo, foi discutido a influência do pH 

na fotodegradação do Triclosan. Através de uma série de experimentos com amostras de 

água marcadas com Triclosan e com diferentes valores de pH (3,1; 6,9 e 8,9) expostas à 

irradiação U.V, foi possível monitorar a conversão para dioxinas nos diferentes meios. A 

formação de dioxinas ocorreu em todos os experimentos independente do valor de pH, 

embora mais lentamente no meio ácido.  

O pH pode interferir também na toxicidade do Triclosan conforme demonstrado no 

estudo realizado por ORVOS et al. (2002), isso ocorre pelo fato do Triclosan estar 

predominantemente no estado iônico quando em um meio com pH 8,5, tendo nestas 

condições, menor capacidade de atravessar membranas lipídicas. Neste estudo, o 

microcrustáceo Ceriodaphnia dubia apresentou menor sensibilidade ao Triclosan em 

ensaios realizados com pH de 8,5. 

Outro aspecto importante que alguns estudos têm demonstrado é o fato do Triclosan 

e seu subproduto metil-triclosan, por sua característica lipofílica, bioacumularem nos 

tecidos de organismos. 

 No estudo realizado por ADOLFSSON-ERICI et al. (2002), foi detectado 

Triclosan no leite materno de amostras adquiridas em um banco de leite da cidade de 

Estocolmo, na Suécia. Segundo a autora, altas concentrações de Triclosan foram 

encontradas em 3 (três) amostras de leite das 5 (cinco) analisadas, sendo que a 

concentração mais alta foi de 300 µg.kg-1 de lipídio.  
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A bioacumulação do Triclosan foi demonstrada em alguns estudos com organismos 

aquáticos de diferentes níveis tróficos. COOGAN et al. (2007), determinaram fatores de 

bioacumulação (BAF) baseado no peso fresco de algas (Cladophora sp) coletadas a jusante 

e  a montante de uma ETE do norte do Texas – USA. Os resultados dos fatores de 

bioacumulação variaram de 900 a 2100, já a concentração de Triclosan encontrada nas 

algas variaram de 100 ng.g-1 a 150 ng.g-1. 

Em estudos mais recentes, FAIR et al. (2009), detectaram Triclosan no plasma 

sanguíneo de golfinho nariz de garrafa (Tursiops truncatus) em animais capturados em 

dois estuários da Flórida, USA, e também em amostras de água coletadas próximas a ETE 

desta mesma localidade. As concentrações de Triclosan no plasma sanguíneo dos golfinhos 

variaram de 0, 025 ng.g-1 a 0,270 ng.g-1 (peso úmido). Nas amostras de água, a 

concentração média foi de 7,5 ng.L-1. 

A bioacumulação de Triclosan foi demonstrada também em um estudo realizado 

por PALENSKE et al. (2010) com larvas de anfíbio com diferentes estágios de 

desenvolvimento. O maior range de absorção de Triclosan ocorreu no estágio 49 do 

desenvolvimento larval do anfíbio Xenopus laevis com concentrações que variaram de 

2600 ng.g-1 a 270,000 ng.g-1, dependendo da concentração de exposição. 

Diante deste contexto, é imprescindível a realização de estudos ecotoxicológicos 

que possibilitem um melhor entendimento da toxicidade e dos mecanismos de ação do 

composto, além da geração de um banco de dados que forneça suporte para avaliações de 

risco ambiental e estabelecimento de limites de concentrações seguras. 

Estudos ecotoxicológicos com diferentes organismos aquáticos e níveis de 

organização biológica têm investigado os efeitos biológicos do Triclosan (ORVOS et al., 

2002; ISHIBASHI et al., 2004, LAMEIRA, 2008; COOGAN et al., 2007; CANESI et al., 

2007; CORTEZ et al., 2008; PUSCEDDU, 2009). No entanto, observa-se                   

uma grande carência de trabalhos com ensaios que avaliem a toxicidade aguda e crônica do 

Triclosan para organismos marinhos. É de suma importância a realização destes estudos, 

pois a ocorrência do Triclosan em matrizes ambientais marinhas e estuarinas tem sido 

reportada na literatura (AGUERA et al., 2003; FAIR et al., 2009; LAMARDO, 2009). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1. Coleta e preparo da água de diluição  

A água utilizada nos ensaios de toxicidade com ouriço-do-mar Lytechinus 

variegatus e com o mexilhão Perna perna, bem como na manutenção destes organismos 

no laboratório, foi coletada na Ilha da Palmas, localizada no município do Guarujá, SP.   

A fim de manter os parâmetros físico-químicos do aquário em condições adequadas 

para manutenção dos organismos, análises de pH, oxigênio dissolvido (OD), temperatura e 

salinidade foram verificados diariamente e ajustados (salinidade) quando necessário com a 

troca parcial da água do aquário. 

De acordo com a ABNT NBR 15350 (2006), a água natural utilizada na diluição do 

Triclosan e como controle nos ensaios para avaliação de efeito agudo e crônico realizados 

com ouriço-do-mar foi filtrada em membrana de celulose com porosidade máxima de 1 µm 

com auxílio de um suporte de filtração.  

Nos ensaios para avaliação de efeito crônico com o mexilhão Perna perna, a água 

natural utilizada na diluição de Triclosan e como controle, foi filtrada com auxílio de um 

suporte de filtração, em membrana de celulose Millipore® de 0,22 µm (ZARONI, 2005) 

(FIG. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6 - Suporte de filtração utilizado para filtrar água com membrana de celulose. 
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Nos ensaios para avaliação de efeito agudo com o copépodo Nitokra sp, a água de 

diluição e cultivo foi reconstituída conforme descrito abaixo no item 4.2. 

A água utilizada no ensaio de Tempo de Retenção do Corante Vermelho Neutro 

com mexilhão Perna perna foi coletada na praia da Cocanha, localizada no município de 

Caraguatatuba, SP, e filtrada em rede de zooplâncton com malha de 150 µm. 

 

4.2. Coleta, Manutenção e Cultivo de Organismos-Teste 

Os exemplares de ouriço-do-mar Lytechinus variegatus (FIG. 7) empregados nos 

ensaios para avaliação de efeito agudo e crônico foram coletados através de mergulho livre 

na Ilha das Palmas, localizada no município do Guarujá, SP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      

FIGURA 7 - Lytechinus variegatus. 

 

Os organismos foram transportados em caixa térmica, recobertos com algas do 

gênero Ulva sp até a chegada ao laboratório onde foram mantidos em tanque/aquário com 

água do mar e forte aeração até o momento da realização dos ensaios (FIG. 8). 
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FIGURA 8 - Tanque com Lytechinus variegatus. 

Os exemplares do molusco bivalve (mexilhão) Perna perna  empregados nos 

ensaios para avaliação de efeito crônico, também foram coletados em bancos naturais 

(FIG.9) através de mergulho livre na Ilha das Palmas, Guarujá, SP, e na Ilha Monte 

Pascoal em Bertioga, SP. Já os organismos utilizados no ensaio do Tempo de Retenção do 

corante Vermelho Neutro foram adquiridos de cultivos na praia da Cocanha. Os 

organismos foram transportados em caixa térmica até o laboratório, onde foram mantidos 

em aquário com água do mar até o momento da realização dos ensaios.  

 

 

              FIGURA 9 - Banco natural de mexilhões Perna perna. Guarujá, SP. 
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Os exemplares dos copépodos Nitokra sp (FIG. 10) empregados nos ensaios para 

avaliação de efeito agudo em água foram cultivados no Laboratório de Ecotoxicologia 

Marinha e Microfitobentos do Instituto Oceanográfico da Universidade de São Paulo (IO-

USP). O cultivo foi iniciado neste laboratório a partir de espécimes coletados em 

sedimentos lodosos da região entre-marés de Cananéia, SP. 

 

                          

 

 

  

 

 

 

 

FIGURA 10 – Fêmea adulta de Nitokra sp (Foto: Laboratório de Ecotoxicologia, IO-

USP.). 

 

No laboratório os copépodos foram cultivados em Erlenmeyers com capacidade 

para 1 litro (FIG.11), contendo cerca de 750 mL de água do mar reconstituída com 

salinidade entre 20 e 25 UPS e pH entre 6 e 7. Os frascos foram fechados com tampão de 

algodão e gaze para permitir as trocas gasosas e ao mesmo tempo evitar a evaporação da 

água, o que pode levar ao aumento da salinidade do meio de cultivo (LOTUFO & 

ABESSA, 2002). 
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FIGURA 11 - Cultivos de Nitokra sp no Laboratório de Ecotoxicologia, IO-USP. (Foto: 

Laboratório de Ecotoxicologia IO – USP). 

 

Os cultivos são mantidos em sala climatizada em temperatura de aproximadamente 

25±1° C e fotoperíodo natural. A manutenção dos cultivos é feita uma vez por mês através 

da troca parcial da água. 

O conteúdo do frasco de cultivo é peneirado em malha de 0,045 mm para a retenção 

dos organismos. A porção retida é então transferida para uma placa de Petri e observada 

sob estereomicroscópio. As condições de cada cultivo como a quantidade de fêmeas 

ovadas e de indivíduos adultos é anotada na ficha de manutenção. 

A salinidade inicial (antes da troca de água) é verificada e, se necessário, ajustada 

através da adição de água do mar reconstituída de modo que corresponda a faixa ótima de 

tolerância dos organismos (5 a 30 UPS). A salinidade inicial e final é anotada na ficha de 

manutenção do cultivo. 

Os organismos em cultivo são alimentados três vezes por semana. O alimento 

consiste em composto alimentar a base de ração de peixe e microalgas (LOTUFO & 

ABESSA, 2002).  

A solução de microalgas continha a espécie Tetraselmis gracilis e cultura mista 

com os gêneros Chaetoceros, Chlorophyceae, Dunaniela, Hillea, Isochrysis, 

Nannochloropsis, Odontela, Pavlova, Pyrocystis, Thalassiosira, Prorocentrum, 

Synecococcus e Thalassiosera.  As culturas de microalgas foram fornecidas pelo banco de 

algas do Laboratório de Microorganismos Marinhos do IO-USP. 
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4.3. Triclosan – Substância-teste  

Triclosan (TCS–2.4.4.– tricloro–2 hidroxi difenil éter) é um composto de baixa 

volatilidade, baixa solubilidade, lipofílico e sua estrutura química esta representada na      

FIG. 12. O produto utilizado no presente estudo foi adquirido pela MERCK® (ANEXO A).   

 

 

                                  

                                         

 

FIGURA 12 – Estrutura química do Triclosan. 

 

As principais características físicas e químicas do composto estão apresentadas na 

TAB. 1. 

 

TABELA 1 – Características físicas e químicas de Triclosan. 

Fórmula Molecular C12H7C13O2 

Peso molecular 289,5 g/mol 
Cor Cristais brancos 

Gravidade Específica 1,55x10 kg/m a 22° C 
Constante de Dissociação (pKa) 8,14 a 20° C 

Estabilidade Estável em condições normais 

Ponto de fusão 56,5° C 

Solubilidade em água 0,012 g/L a 20° C 
Constante de partição (LogKow) 4,8 a 25° C 

Pressão de vapor 
5,2E-6 mm Hg a 25° C 

2,2E-6 mm Hg a 20° C 
Fonte: Reregistration Eligibility Decision for Triclosan (EPA, 2008). 
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4.3.1. Preparo das soluções-teste  

Por possuir baixa solubilidade em água, Triclosan foi diluído em Dimetilsufóxido 

(DMSO) MERCK®, para posteriormente ser diluído em água do mar no preparo das 

soluções-teste. 

Para todos os ensaios realizados neste estudo, foram preparadas soluções, tendo 

como ponto de partida a concentração de 1:1000, ou seja, 1g de Triclosan em 1 litro de 

DMSO. Mantendo a proporção indicada, pesou-se 0,01g de Triclosan, sendo dissolvido em 

10 mL de DMSO. Em seguida, com o auxílio de uma pipeta volumétrica, foram coletados 

5 (cinco) mL da solução de Triclosan e DMSO, que corresponde a 5 (cinco) mg de 

Triclosan, e avolumados para 1000 mL com água do mar, obtendo-se assim, uma solução- 

estoque com a concentração de 5 mg.L-1. A partir desta solução estoque, foram preparadas 

as soluções-teste de todos os ensaios realizados no presente estudo. 

 

4.4. Ensaios de toxicidade 

Com o objetivo de conhecer as concentrações de Triclosan que causam efeitos 

adversos aos diferentes organismos-teste empregados neste estudo, foram realizados 

ensaios de toxicidade para avaliação de efeitos agudos e crônicos. 

Os ensaios para avaliação de efeito agudo com o copépodo Nitokra sp foram 

realizados no Laboratório de Ecotoxicologia Marinha do Instituto Oceanográfico da 

Universidade de São Paulo, IO – USP. 

Os ensaios para avaliação de efeito agudo e crônico com ouriço-do-mar Lytechinus 

variegatus, para avaliação de efeito crônico e de citotoxicidade com o molusco bivalve 

Perna perna foram realizados no Laboratório de Ecotoxicologia da Universidade Santa 

Cecília – UNISANTA, o qual possui acreditação pelo INMETRO na norma ISO/IEC 

17025 (ANEXO B) para o ensaio de avaliação de efeito crônico com Lytechinus variegatus 

(Embriolarval). 

 

4.4.1. Parâmetros Físicos e Químicos 

Medidas de pH, oxigênio dissolvido (OD) e salinidade foram realizadas na água de 

diluição, em todas as concentrações iniciais e finais de Triclosan e nos controles de DMSO 

de todos os ensaios.  

As análises de pH foram realizadas com o equipamento da marca Micronal, modelo 

B-474 (FIG.13). 
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FIGURA 13 – Equipamento Micronal para análise de pH. 

 

O teor de oxigênio dissolvido foi medido com um oxímetro da marca WTW, 

modelo Oxi - 315i (FIG. 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

                             

                             FIGURA 14 – Oxímetro WTW 315 – i. 

As medidas de salinidade foram realizadas com o uso de um refratômetro da marca 

Unity, modelo 512 – ATC (FIG. 15). 
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FIGURA 15 – Refratômetro utilizado para as medidas de salinidade. 

 

4.4.2. Ensaios de sensibilidade 

Ensaios de sensibilidade foram realizados com os diferentes organismos 

empregados neste estudo. Estes procedimentos, que seguiram os mesmos moldes dos 

ensaios definitivos, foram executados a fim de avaliar a saúde dos organismos, bem como 

permitir maior precisão e confiabilidade nos resultados obtidos. As substâncias de 

referência utilizadas nos ensaios de sensibilidade propiciam a avaliação das condições de 

sensibilidade dos organismos-teste, sejam oriundos do campo ou cultivados em laboratório 

(ZAGATTO, 2008). A TAB. 2 apresenta os organismos-teste utilizados nos ensaios, as 

substâncias de referência e os respectivos end-points. 

Chama-se atenção que os ensaios de sensibilidade com ouriço-do-mar, foram 

realizados com organismos representantes de dois lotes coletados em 19/12/07 e 19/03/08, 

conforme descrito na carta-controle do laboratório (APÊNDICE A). Com estes lotes de 

organismos, foram realizados os 5 (cinco) ensaios definitivos.  

 

 

 

 

 



34 

 

TABELA 2 – Organismos-teste, substâncias de referência e end-points. 

Organismo-teste Substância de referência End-point 

Lytechinus variegatus Sulfato de Zinco 
Desenvolvimento embriolarval 

(CI50; 24h em mg.L-1) 

Perna perna Dodecil sulfato de Sódio 
Desenvolvimento embriolarval 

(CI50; 48h em mg.L-1) 

Nitokra sp Dicromato de Potássio Mortalidade (CL50; 96h em mg.L-1) 

 

4.4.3. Controle positivo com o solvente Dimetilsufóxido (DMSO) 

A fim de avaliar possíveis efeitos nos organismos-teste relacionados ao solvente 

(DMSO) utilizado na diluição de Triclosan, foi realizado nos ensaios de toxicidade um 

controle positivo do solvente com a maior concentração testada de cada ensaio. O solvente 

Dimetilsufoxido (DMSO) utilizado neste trabalho foi adquirido pela MERCK® (ANEXO 

C). 

 

4.4.4. Ensaios Preliminares 

De modo a se obter uma faixa de concentrações de Triclosan para realização dos 

ensaios definitivos com os diferentes organismos-teste, foram realizados ensaios 

preliminares. Estes ensaios seguiram os mesmos procedimentos dos ensaios definitivos e 

possibilitaram um conhecimento prévio dos gradientes de concentrações a serem 

empregados nos mesmos.  

 

4.4.5. Ensaios definitivos 

Com o estabelecimento do gradiente de concentrações a ser trabalhado, foi 

empregado para o cálculo das concentrações-teste definitivas, uma razão de diluição que 

variou entre 1,2 a 2. 
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4.5. Métodos de ensaios de toxicidade e citotoxicidade 

4.5.1. Ensaio para avaliação de efeito agudo (Mortalidade) com Nitokra sp   

(Crustacea, Harpacticoida) 

Segundo RUPPERT e BARNES (2005), os harpaticóidas, que incluem mais de 

50% das espécies de copépodos, são predominantemente bentônicos, sendo que alguns 

deles vivem entre os grãos de areia, como é o caso de Nitokra sp, estando constantemente 

em contato com sedimento e a água intersticial. Alimentam-se de microrganismos e 

detritos presos aos grãos de areia, além de algas e fanerógamas marinhas, representando 

uma parte importante da dieta de muitos animais marinhos. 

O ensaio para avaliação de efeito agudo com a fração líquida seguiu o método 

descrito por LOTUFO e ABESSA (2002) que consiste na exposição de fêmeas adultas por 

96 horas e observação de efeitos letais (mortalidade). 

O ensaio foi realizado em tubos de ensaio com 4 (quatro) réplicas por concentração. 

Cada tubo recebeu 10 ml das soluções-teste (0,14; 0,17; 0,20; 0,24; 0,29; 0,35; 0,42 e 0,50 

mg.L-1 de Triclosan). O ensaio foi realizado em câmara incubadora Marca FANEM à 

temperatura de 25±1º C. Medidas de oxigênio dissolvido, pH e salinidade da água foram 

realizadas no início e final dos ensaios. A salinidade das soluções-teste foi mantida entre 5 

e 30 UPS para corresponder à faixa ótima de tolerância de Nitokra sp.  

Para a realização dos ensaios, o conteúdo de alguns frascos de cultivo foi peneirado 

em malha de 0,045 mm para a retenção dos organismos. A porção retida foi então 

transferida para placas de Petri e a condição dos organismos (movimentação espontânea) 

observada com a utilização de um estereomicroscópio. Em seguida foram separadas em 

pequenas placas de Petri, 5 (cinco) fêmeas em quantidade suficiente para suprir as réplicas 

de todas as concentrações-teste do ensaio. Após a separação dos organismos, foram 

transferidas 5 (cinco) fêmeas adultas para cada tubo de ensaio (KIRSCHBAUM et al., 

2008). As mesmas foram colocadas com auxílio de uma pipeta Pasteur com o mínimo de 

água possível acompanhando os organismos. Os organismos expostos foram alimentados 

com uma solução de micro-algas planctônicas no início do teste e após este procedimento, 

os recipientes-teste foram mantidos a 25±1º C por 96 horas em sala climatizada. 

Ao final do ensaio, as fêmeas adultas vivas, ou seja, aquelas que apresentam 

movimento espontâneo ou reagem ao toque com um estilete fino, foram observadas e 

contadas com auxílio de um estereomicroscópio marca Zeiss – Stemi 2000 em todas as 

réplicas das diferentes concentrações, a fim de determinar a concentração letal que causou 

mortalidade em 50% dos organismos expostos. O critério de aceitação do método 
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determina a inviabilização do procedimento de ensaio, caso a mortalidade no controle for 

superior a 70%, critério adotado também para o controle de DMSO. A TAB. 3 apresenta 

um resumo da metodologia do ensaio. 

TABELA 3 – Condições para realização dos ensaios de toxicidade com Nitokra sp 

(Mortalidade). 

 

Parâmetros Condições 

Temperatura 25±1° C 

Salinidade 5 a 30 unidades 

Fotoperíodo Natural 

Água de diluição Água marinha reconstituída (água de cultivo) 

Sistema do ensaio Estático 

Duração do ensaio 96 h 

Recipiente-teste Tubo de ensaio com capacidade para 15 ml 

Volume das soluções-teste 10 ml 

Número de réplicas por 

diluição 
4 

Número de organismos por 

réplicas 
5 

Idade do organismo-teste Fêmeas adultas 

Efeito observado Letalidade (CL50) 

Validade do ensaio Mínimo de 70% de sobrevivência no controle 

Alimentação 0,1 ml de solução de algas no início do ensaio 

 

 

4.5.2. Ensaio para avaliação de efeito agudo (Fertilização) com Lytechinus variegatus 

(Echinodermata, Echinoidea) 

Este método de ensaio seguiu o protocolo da USEPA (1991), desenvolvido para 

avaliação da toxicidade aguda e crônica em efluentes e corpos receptores marinhos e 

estuarinos com diferentes organismos representantes destes ecossistemas. No presente 

estudo este método foi adaptado para a espécie de ouriço-do-mar Lytechinus variegatus.  
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O método consiste na exposição de espermatozóides de ouriço-do-mar, por um 

período de 1 hora, a diferentes concentrações de uma substância química e/ou amostras 

ambientais. Após este período, a solução contendo óvulos é adicionada aos frascos-teste. 

Vinte minutos após a adição dos óvulos, o ensaio é encerrado com a adição de 0,5 mL de 

formol tamponado com bórax em todas as réplicas. 

A técnica de indução de liberação dos gametas utilizada neste ensaio seguiu o 

método descrito na norma técnica ABNT/NBR 15350 (2006). No entanto, neste método é 

importante estabelecer uma proporção espermatozóide/óvulo que propicie uma taxa 

adequada de fertilização (70 % - 90 %) no controle do ensaio. 

Para isso, após a liberação dos gametas, foram seguidos os procedimentos descritos 

no protocolo USEPA (1991). No caso dos espermatozóides, o volume liberado por 3 (três) 

machos foi acondicionado em um béquer seco envolto com gelo; a partir deste volume 

foram preparadas diferentes soluções (1:50, 1:100, 1:200 e 1:400) diluídas em água do mar 

filtrada em membrana de 0,45 µm de modo a se obter uma concentração de 5x107 

espermatozóides/mL, ideal para realização do ensaio. 

O preparo das soluções seguiu as etapas descritas abaixo: 

a) 400 µL de espermatozóide foram diluídos em 20 mL de água do mar filtrada no frasco A. 

Posteriormente a solução foi levemente agitada para eliminação de grumos; 

b) 10 mL da solução do frasco A foram misturadas com 10 mL de água do mar filtrada no 

frasco B. A solução foi levemente agitada para eliminação de grumos; 

c) 10 mL da solução do frasco B foram misturadas com 10 mL de água do mar filtrada no 

frasco C. A solução foi levemente agitada para eliminação de grumos; 

d) 10 mL da solução do frasco C foram misturadas com 10 mL de água do mar filtrada no 

frasco D. A solução foi levemente agitada para eliminação de grumos. 

Após o preparo das diferentes soluções, foi feita uma solução de espermatozóides 

mortos para contagem em câmara de Neubauer com auxílio de um microscópio óptico da 

marca Meiji. Para tal, preparou-se uma solução na proporção de 1:2000 seguindo as etapas 

descritas abaixo: 

a) 10 mL de solução de ácido acético a 10% preparada em água do mar foram adicionados no 

frasco C e agitados para proporcionar uma boa mistura; 

b) 1 mL da solução de espermatozóides mortos do frasco C foi misturado com 4 mL de água 

do mar filtrada no frasco E; 
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c) a solução do frasco E, após homogeneização, foi colocada nos dois lados da câmara de 

Neubauer. Após 15 minutos, tempo para que os espermatozóides mortos se depositassem 

nos campos da câmara, realizou-se a contagem. 

d) com o uso de um microscópio óptico foram contados os espermatozóides nos 400 

quadrados dos dois campos da câmara. Após a contagem foi estabelecida a média de 

espermatozóides entre os dois campos; 

e) A concentração de espermatozóides no frasco E = 104 x média de espermatozóides. 

A concentração de espermatozóides em todas as soluções preparadas foi calculada 

utilizando as seguintes fórmulas: 

1. Concentração do frasco A = 40 x Concentração do frasco E. 

2. Concentração no frasco B = 20 x Concentração no frasco E. 

3. Concentração no frasco D = 5 x Concentração no frasco E. 

4. Concentração original de espermatozóide = 2000 x Concentração do frasco E. 

Após o cálculo das concentrações, foi realizada a diluição da solução de 

espermatozóide com concentração maior que 5 x 107 espermatozóide/mL para a 

concentração de 5 x 107  espermatozóide/mL  utilizando as seguintes fórmulas:  

1. Concentração atual/5 x 107 = fator de diluição (FD); 

2. [(FD) x 10] – 10 = volume (ml) de água do mar filtrada que deve ser adicionada no 

frasco para atingir a concentração de 5 x 107 espermatozóide/mL, sendo FD o Fator de 

Diluição. 

A solução de óvulos empregada neste ensaio deve ter a concentração de 2000 

óvulos/mL. Para isso, os óvulos de 3 (três) fêmeas foram acondicionados em diferentes 

frascos e, após sua decantação, foram  lavados por 3 (três) vezes com a água do mar 

filtrada. Após avaliação da viabilidade dos óvulos (devem ser redondos, lisos e de tamanho 

homogêneo), os mesmo foram filtrados em malha de 350 µm para um mesmo béquer e 

avolumado para 200 mL. 

 Com uso de um bastão de vidro, o volume contido no béquer (solução-estoque) foi 

homogeneizado. Com o objetivo de facilitar a contagem dos óvulos, uma alíquota de 1 

(um) ml foi retirada e transferida para um béquer contendo 9 (nove) mL de água do mar 

filtrada, constituindo assim uma solução mais diluída de óvulos na proporção de 1:10. 

Desta solução foi retirada uma alíquota de 1 mL e transferida para uma câmara de 

Sedgwick-Rafter e com o uso de um microscópio óptico da marca Meiji, foi realizada a 

contagem do número de óvulos.  
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O cálculo da concentração de óvulos na solução estoque foi realizado com o uso da 

seguinte fórmula: Óvulos/mL = Número de óvulos contados x 10. 

Para atingir a concentração de 2000 óvulos/mL na solução estoque, seguiu-se a 

fórmula descrita abaixo: 

1. Do número de óvulos contados subtrai-se 200 para obter o volume (mL) de água do 

mar filtrada a ser adicionado à solução estoque de óvulos, de forma a obter 2000 

óvulos/mL. 

No caso de o número de óvulos contados serem menor que 200, deixar a solução 

sem agitação para que os óvulos decantem. Após este procedimento, retirar parte do 

sobrenadante e realizar nova contagem para verificar se o número de óvulos está maior que 

200. Sendo assim, deve-se empregar o cálculo descrito acima. 

Para determinação da concentração de efeito de Triclosan sobre a fertilização dos 

gametas de ouriço-do-mar, foi preparado um ensaio preliminar com 4 (quatro) réplicas 

para as seguintes concentrações: 0,1; 0,14; 0,19; 0,26; 0,36 e 0,50 mg. L-1 e, 

posteriormente, ensaios definitivos com as concentrações de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 

mg.L-1 foram realizados . Os gametas foram expostos também ao controle (água do mar 

utilizada na diluição do triclosan) e ao controle do solvente DMSO (utilizado na diluição 

de Triclosan).  Análises físicas e químicas iniciais (oxigênio dissolvido, pH e salinidade) 

de todas as concentrações, controle e controle de DMSO foram realizadas. 

Assim que preparada a solução com a concentração estimada de 5 x 107 

espermatozóides/mL, um volume de 100 (cem) µL desta solução de espermatozóide foi 

colocada em todas as réplicas dos ensaios e expostos durante 1 (uma) hora a 25±2° C em 

uma incubadora marca FANEM. Durante o período de exposição dos espermatozóides foi 

preparada a solução de óvulos na concentração de 2000 óvulos/mL, conforme já descrito 

acima. 

Após o período de exposição dos espermatozóides, a solução de óvulos foi 

homogeneizada e uma alíquota de 1 mL foi adicionada em todas as réplicas do ensaio. Em 

seguida foram aguardados 20 (vinte) minutos a 25±2° C quando o ensaio foi encerrado 

com a adição de 0,5 mL de formol tamponado com bórax. 

Para realização da leitura do ensaio, foi utilizado um microscópio óptico da marca 

Meiji e, com o auxilio de uma câmara de Sedgwick-Rafter, foram contados os 100 (cem) 

primeiros ovos.  Em uma planilha foram anotados os números de óvulos fertilizados 

(identificados pela membrana de fecundação) (FIG. 16) e de óvulos não fertilizados.  
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FIGURA 16. Ovos de Lytechinus variegatus (400X). 

 

A TAB. 4 apresenta um resumo da metodologia do ensaio. 
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TABELA 4 – Condições para realização dos ensaios de toxicidade com L. variegatus 

(Fertilização) 

Parâmetros  Condições 

Temperatura  25±2° C 

Salinidade  30 a 36 unidades 

Fotoperíodo  - 

Água de diluição  Água marinha natural ou reconstituída 

Sistema do ensaio  Estático 

Duração do ensaio  1 h e 20 minutos 

Recipiente-teste  Tubo de ensaio com capacidade para 15 ml 

Volume das soluções-teste  10 ml 

Número de réplicas por 

diluição 

 
4 

Número de organismos por 

réplicas 

 Aproximadamente 5x107 células espermáticas e 2.000 

óvulos por frasco-teste. 

Idade do organismo-teste  Gametas de ouriço-do-mar recém liberados 

Efeito observado  Taxa de fertilização 

Validade do ensaio  De 70% a 90% de fertilização no controle 

Alimentação  Sem 

 

4.5.3. Ensaio para avaliação de efeito crônico (Embriolarval) de curta duração com 

Lytechinus variegatus (Echinodermata, Echinoidea) 

Lytechinus variegatus pertencente à família Toxopneustidae. Possui carapaça 

esverdeada e achatada inferiormente e espinhos de cor variando desde verde até púrpura 

arroxeada. Esta espécie alimenta-se de macroalgas, vive em locais onde estas são 

abundantes e possui o hábito de se recobrir com detritos vegetais e pequenas conchas.  

Os organismos podem ser encontrados desde a zona entre-marés até cerca de 20 m 

de profundidade. É bastante comum na região do Caribe e na costa atlântica da América do 
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Sul, ocorrendo desde a Carolina do norte (EUA) até a costa sudeste do Brasil (ABNT, 

2006). 

O método de ensaio seguiu a norma técnica ABNT/NBR 15350:2006, que consiste 

na exposição de ovos de ouriço-do-mar a diferentes concentrações da substância química a 

ser testada e/ou amostras ambientais durante o período de desenvolvimento embriolarval, 

ou seja, de 24h à 28h para Lytechinus variegatus (ABNT, 2006). 

Água marinha natural filtrada em membrana de celulose com porosidade de 0,45 

µm foi utilizada para diluição do Triclosan e manuseio dos gametas. Antes da utilização da 

água foram medidos os teores de oxigênio dissolvido, pH e salinidade.  

Através de uma injeção de KCl 0,5 mol, foi induzida a liberação dos gametas. Para 

coleta dos óvulos, identificados por sua coloração amarelo-alaranjados, as fêmeas foram 

apoiadas com a superfície aboral voltada para baixo em um recipiente menor que o seu 

diâmetro, com água de diluição à temperatura do ensaio (FIG. 17). 
       

 

 

 

 

 

 

 

 

   FIGURA 17 – Fêmeas de Lytechinus variegatus liberando os óvulos. 

 

Com a utilização de uma pipeta Pasteur de ponta fina, foi retirada uma sub-amostra 

de óvulos de cada fêmea (3 fêmeas utilizadas em cada ensaio) para verificar a viabilidade 

dos mesmos. 

 Para utilização nos ensaios, os óvulos devem ser redondos, lisos e de tamanho 

homogêneo. Sendo assim, após a sedimentação dos óvulos nos três recipientes, foi 
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descartado o sobrenadante e as soluções filtradas em malha de 350 µm para um mesmo 

béquer com o objetivo de reter espinhos e fezes que podem ser liberados juntamente com 

os gametas. Após este procedimento foi acrescentada à solução de óvulos, água de diluição 

elevando o volume para 600 mL. 

Os espermatozóides, identificados pela sua cor branca, foram coletados com auxilio 

de uma pipeta automática de ponta fina diretamente dos gonopóros (FIG. 18) e 

acondicionados em um béquer seco envolto com gelo (FIG. 19), sem que os 

espermatozóides entrassem em contato com água de diluição até o início dos experimentos.   

 

 

 

 

 

 

      

      

FIGURA 18 – Coleta de espermatozóides de Lytechinus variegatus (Foto: Augusto     

Cesar). 
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FIGURA 19 – Espermatozóides de Lytechinus variegatus acondicionados em um béquer 

envolto com gelo.        

No momento da fecundação foi preparada uma solução na proporção de 0,5 mL de 

espermatozóide para 25 mL de água de diluição. Esta solução foi misturada de modo a 

proporcionar a dissolução de possíveis grumos. Em seguida foi acrescentado um volume 

de 1 mL a 2 mL da solução de esperma ao recipiente contendo os óvulos e aguardado 10 

minutos com leve agitação. 

Após este período, três sub-amostras de 10 µL da solução foram colocadas em 

câmara de Sedgwick-Rafter para contagem e cálculo da porcentagem de fecundação 

(mínimo de 80% de óvulos fecundados para utilização no ensaio). O procedimento de 

contagem dos ovos nas três sub-amostras possibilitou a obtenção da média do número de 

ovos e o cálculo do volume da solução a ser adicionado nas concentrações-teste contendo 

300 ovos. Vale ressaltar que o volume adicionado nos recipientes-teste não ultrapassou 1% 

do volume da solução teste, critério a ser respeitado. 

Após a diluição do Triclosan em DMSO, foram preparadas as seguintes 

concentrações-teste para um ensaio preliminar: 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32 e 0,64 mg.L-1 

de Triclosan, além do controle de água e controle com DMSO. As concentrações 

definitivas de 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,12; 0,14; 0,16; 0,18 e 0,20 mg.L-1 de Triclosan 

foram elaboradas baseada no resultado do ensaio preliminar e o mesmo procedimento 

repetido para os ensaios definitivos realizados posteriormente. 

Após o período de 24 horas em câmara com temperatura entre 24±2º C, foi retirada 

uma alíquota do controle para verificar se pelo menos 80% das larvas atingiram o estágio 
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de pluteus (critério de aceitabilidade do ensaio). Sendo assim, o ensaio foi encerrado 

adicionando em todas as réplicas 0,5 mL de formol tamponado com bórax. 

A leitura do ensaio foi realizada em câmara de Sedgwick-Rafter e o estágio de 

desenvolvimento, bem como a ocorrência de anomalias nos 100 primeiros organismos de 

cada réplica foram tabulados. Análises físicas e químicas iniciais e finais (oxigênio 

dissolvido, pH e salinidade) foram realizadas. A TAB. 5 apresenta um resumo da 

metodologia do ensaio. 

TABELA 5 - Condições para realização dos ensaios de toxicidade com L. variegatus 

(Embriolarval). 

Parâmetros Condições 

Temperatura 24±2° C 

Salinidade 30 a 36 unidades 

Fotoperíodo 12 a 16 horas de luz 

Água de diluição Água marinha natural ou reconstituída 

Sistema do ensaio Estático 

Duração do ensaio 24 a 28 h 

Recipiente-teste Tubo de ensaio com capacidade para 15 ml 

Volume das soluções-teste 10 ml 

Número de réplicas por diluição 4 

Número de organismos por 

réplicas 
30 organismos por mililitro 

Idade do organismo-teste Ovos recém fecundados 

Efeito observado 
Atraso ou anormalidade no desenvolvimento 

embriolarval 

Validade do ensaio 
Mínimo de 80% de larvas pluteus normais nos 

controles 

Alimentação Sem 
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4.5.4. Ensaio para avaliação de efeito crônico (Embriolarval) com Perna perna 

(Mollusca, Bivalvia) 

O mexilhão Perna perna é encontrado em bancos naturais entre a região do entre- 

marés ao infralitoral onde habita em áreas de incidência direta de ondas e de alto 

hidrodinamismo. São organismos filtradores e sua alimentação consiste de fitoplâncton e 

matéria orgânica particulada em suspensão. Esta espécie vem sendo utilizada em testes de 

toxicidade de efeito crônico de curta duração, pois seus gametas são facilmente obtidos e o 

desenvolvimento embrio-larval ocorre em curto período de tempo, originando uma larva de 

fácil identificação (ZARONI, 2005).  

O método de ensaio no presente trabalho consistiu em expor ovos recém 

fertilizados a diferentes concentrações de Triclosan (0,05; 0,065; 0,08; 0,10; 0,14 e 0,18 

mg.L-1 de Triclosan por um período de 48 horas, em temperatura de 25 ± 1º C e salinidade 

de 35 UPS. Após o período de incubação foi determinada a porcentagem de embriões 

normais (valvas simétricas fechadas e massa visceral presente na porção interna da concha) 

e/ou anormais (organismos que não se desenvolveram até larva “D”, que tenham atingido 

este estágio porém com extravasamento de massa visceral e/ou com a concha aberta) nas 

diferentes concentrações testadas, em relação ao controle. O ensaio foi desenvolvido 

seguindo a adequação do método realizada por ZARONI (2005). 

Cerca de 100 mexilhões adultos foram coletados manualmente, com auxílio de uma 

espátula em costões rochosos da Ilha das Palmas, Guarujá, SP, e Ilha Monte Pascoal, 

Bertioga, SP. Os exemplares da espécie foram transportados ao laboratório em caixa 

térmica e assim que chegaram foram mantidos por um dia em tanque com água do mar até 

o momento dos ensaios.  

A preparação dos organismos-teste para o início dos ensaios consistiu na limpeza, 

através de raspagem dos organismos incrustantes. Após a limpeza, os mexilhões foram 

lavados com água doce e mantidos fora da água, para que não ocorresse a liberação dos 

gametas antes da separação dos indivíduos. A água do mar utilizada na diluição de 

Triclosan, bem como no controle e na fecundação dos ovos, foi filtrada em membrana 

Milipore 0,22 µm de porosidade. Após a filtração a água foi mantida sob aeração por 

aproximadamente 4 horas antes da montagem do teste. 

A liberação dos gametas foi induzida por um estímulo físico (indução termal), 

técnica considerada adequada no trabalho realizado por ZARONI (2005). Para isso, cerca 

de 50 mexilhões foram colocados individualmente dentro de placas de Petri e o conjunto 

de placas dentro de uma bandeja plástica rasa, cheia de água do mar. Este conjunto foi 
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mantido em geladeira por aproximadamente 30 minutos. Após este procedimento, os 

animais foram mantidos por vinte minutos sem água, antes de serem novamente imersos 

em água do mar em temperatura ambiente (24±2° C) sob fluxo contínuo. Este fluxo de 

água contínuo foi proporcionado pelo próprio sistema de filtração do tanque simulando 

uma cascata. Geralmente após duas ou três horas após o início do fluxo de água ocorre à 

liberação dos gametas que poderá ser detectada visualmente. Vale ressaltar que o período 

para liberação dos gametas pode se estender por mais tempo. 

Os óvulos liberados foram coletados do fundo da placa de Petri com auxílio de uma 

pipeta (FIG. 20) e transferidos para béqueres contendo água do mar filtrada. Em seguida, 

os óvulos foram lavados com auxílio de uma peneira com 75 µm de malha e recolocados 

em um béquer de capacidade maior com água do mar filtrada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

                   

                             FIGURA 20 - Coleta de óvulos de P. perna. 

 

O líquido espermático foi coletado com o mínimo de água possível (FIG. 21) e 

mantido separado em um béquer, imerso em um recipiente com gelo. 
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FIGURA 21 – Coleta de espermatozóides de P. perna. 

 

A fecundação deve ser feita pela adição gradual de 1 mL ou mais da suspensão 

espermática total, até que mais de 90% dos óvulos estejam fecundados. Para tanto, deve-se 

acrescentar pouco a pouco a solução de esperma com observação sob microscópio após 

cada adição. Os óvulos fecundados foram identificados após o início da divisão celular. 

Com auxílio de uma câmara de Sedgwick-Rafter, foi estimada a densidade dos ovos 

e, cerca de 500 embriões foram colocados em cada frasco-teste, iniciando-se então o 

período de incubação (48 horas). 

O ensaio foi encerrado quando constatado que mais de 70% dos embriões atingiram 

o estágio de larva-D no controle. A fixação foi feita com 0,5 mL de formol tamponado com 

bórax para posterior contagem, onde os 100 primeiros organismos encontrados foram 

avaliados. 

Foram considerados normais somente os organismos que se desenvolverem até o 

estágio de larva-D (FIG. 22), com valvas simétricas fechadas e massa visceral presente na 

porção interna da concha.   
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                                     FIGURA 22 – Larvas - D normais de P. perna. 

 

A TAB. 6 apresenta um resumo da metodologia do ensaio. 
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TABELA 6 - Condições para realização dos ensaios de toxicidade com P. perna 

(Embriolarval). 

Parâmetros Condições 

Temperatura 25±1° C 

Salinidade 30 a 36 unidades 

Fotoperíodo 12 a 16 horas de luz 

Água de diluição Água marinha natural ou reconstituída 

Sistema do ensaio Estático 

Duração do ensaio 48 h 

Recipiente-teste Tubo de ensaio com capacidade para 15 ml 

Volume das soluções-teste 10 ml 

Número de réplicas por diluição 4 

Número de organismos por 

réplicas 
50 organismos (ovos) por mililitro 

Idade do organismo-teste Ovos recém fecundados 

Efeito observado 
Atraso ou anormalidade no desenvolvimento 

embriolarval 

Validade do ensaio Mínimo de 70% de larvas normais nos controles 

Alimentação Sem 

 

4.5.5. Ensaio do Tempo de Retenção do Corante Vermelho Neutro para avaliação de 

estresse celular no molusco bivalve Perna perna (Bivalvia, Mytilidae) 

O procedimento utilizado para análise do Tempo de Retenção do Corante Vermelho 

Neutro em lisossomos de hemócitos de mexilhão Perna perna, foi realizado de acordo com 

o método descrito por LOWE et al. (1995).  

A integridade da membrana lisossomal e sua estabilidade costumam ser afetadas 

por substâncias estressoras sendo a estabilidade considerada um indicador de “bem estar” 

celular (MOORE, 1990) e um importante biomarcador inespecífico de estresse celular. 
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Para realização deste ensaio, exemplares de mexilhões adultos (n=15) foram 

expostos em aquários a 3 (três) diferentes concentrações de Triclosan, 1 (um) aquário com 

água do mar utilizada para diluição do composto (controle) e 1 (um) aquário com o 

controle de DMSO (FIG. 23). As concentrações de Triclosan foram definidas baseadas em 

estudos que identificaram e quantificaram o composto em amostras ambientais (ver item 

3.2.8) e preparadas conforme descrito no item 4.3.1. A cada 24 horas, as soluções-teste 

foram trocadas em todos os aquários.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 23. Aquários com mexilhões expostos às diferentes concentrações de Triclosan e 

aos controles de água e do solvente (DMSO). 

4.5.5.1. Preparo das Lâminas 

As lâminas foram preparadas imediatamente antes do experimento. Lâminas 

lavadas e enxaguadas com água deionizada foram pré-tratadas com a solução de Poly-L-

lisina para facilitar a adesão dos hemócitos no vidro. A solução de Poly-L-lisina foi 

preparada em água destilada na proporção de 1:10 e, com o auxílio de uma micropipeta, foi 

adicionado 10 µL da solução sobre cada lâmina.  

Em seguida, o volume foi espalhado sobre toda superfície da lâmina com o uso de 

uma lamínula e as mesmas foram deixadas para secar (FIG. 24). 
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 FIGURA 24. Preparo e secagem das lâminas com Poly-L-lisina. 

 

4.5.5.2. Preparo da Solução Fisiológica 

Esta solução salina é utilizada para diluir a hemolinfa e pode ser preparada até 1 

(um) dia antes do experimento. 

Em uma balança analítica pesou-se 4,77 g de HEPES; 25,48 g de cloreto de sódio; 

13,06 g de sulfato de magnésio; 0,75 g de cloreto de potássio; 1,47g de cloreto de cálcio. 

Em seguida todos os reagentes foram diluídos em 1 (um) litro de água destilada em um 

frasco de vidro volumétrico. Após diluição total dos reagentes, foi verificado se o pH 

estava no valor adequado (7,36) para solução. Vale ressaltar que caso o valor do pH não 

estivesse adequado, seria necessário ajustá-lo com o uso de HCl ou NaOH. O 

procedimento de ajuste do pH foi realizado sempre antes do uso da solução, pois pode 

ocorrer uma variação do mesmo. 

A solução fisiológica foi estocada em refrigerador, mas usada no ensaio em 

temperatura ambiente. Isto é extremamente importante, pois um choque térmico induzido 

pelo uso de uma solução muito fria (ou muito quente) pode estressar os hemócitos que 

estavam saudáveis.   
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4.5.5.3. Preparo do Vermelho Neutro  

            A solução estoque de vermelho neutro foi preparada durante o período (15 minutos 

de incubação) em que as células estavam se aderindo nas lâminas preparadas com Poly-L-

lisina®. 

Esta solução foi preparada com a diluição do corante em solvente universal DMSO. 

Para tal, pesaram-se 28,8 mg do corante vermelho neutro (mantido em refrigerador) e 

colocado em um frasco de vidro âmbar. Em seguida, com auxílio de uma pipeta, foi 

adicionado 1 mL de DMSO. O corante vermelho neutro foi dissolvido no DMSO com uma 

suave agitação. A solução estoque foi estocada em refrigerador dentro de um recipiente à 

prova de luz, pois o corante é fotossensível.  

Para preparar a solução de trabalho, o estoque foi retirado da geladeira e deixado 

em temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Para se assegurar de que nenhum cristal do 

corante vermelho neutro estivesse presente no estoque antes da diluição em solução de 

trabalho, a solução estoque foi agitada por 1 a 2 minutos para total homogeneização. 

Com auxílio de uma micropipeta, 5 (cinco) mL de solução fisiológica foram 

colocados em frasco âmbar. Tomando cuidado de inserir a ponteira de micropipeta logo 

abaixo do menisco da solução estoque dentro do frasco, foi pipetado 10 µL do estoque, 

sendo este volume adicionado na solução fisiológica previamente pipetada. 

 

4.5.5.4. Extração e Manuseio da Hemolinfa 

Para extração da hemolinfa, os mexilhões foram retirados dos aquários e 

cuidadosamente, inserindo a lâmina de um bisturi ao longo da superfície ventral (o lado de 

onde partem os fios do bisso, que possui uma depressão natural que facilita este 

procedimento), as valvas foram separadas por alguns milímetros. O bisturi foi mantido em 

uma posição que possibilitou que as valvas ficassem abertas. 

A água de dentro das conchas foi drenada, para assegurar que todo o líquido 

extraído fosse hemolinfa e não água do mar. Com o uso de uma seringa hipodérmica de 2 

mL com uma agulha padrão 21 e contendo 0,5mL de solução fisiológica, foi coletado 

0,5mL de hemolinfa do músculo adutor posterior. O padrão da agulha é importante, pois 

uma agulha mais fina poderá causar destruição nos hemócitos e aumentar a probabilidade 

de formação de coágulos. 

A localização do músculo adutor posterior foi identificada inserindo suavemente a 

agulha entre a ponta das valvas, nos primeiros centímetros, e cuidadosamente movendo-a 

horizontalmente até encontrar certa resistência, dada pelo toque com o músculo. Então, a 
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agulha foi posicionada e cuidadosamente inserida no músculo, do qual a hemolinfa foi 

coletada. A extração é considerada adequada quando ao colocar a seringa contra a luz um 

líquido levemente leitoso (comparado com a solução salina transparente) for observado.  

Após obter uma amostra de hemolinfa, a agulha foi removida da seringa e o 

conteúdo transferido para tubos de microcentrífuga com volume de 2  mL. O conteúdo dos 

tubos foi misturado suavemente (invertendo-se os tubos de modo suave) antes de aplicá-lo 

sobre a superfície das lâminas. Pelo fato dos hemócitos rapidamente se precipitarem, a 

aplicação da solução de células foi imediata após esta inversão. 

Cerca de 40 µL desta solução de células (hemolinfa + solução fisiológica) foi 

pipetada sobre a superfície de uma lâmina previamente tratada com poly-L-lisina, 

utilizando uma ponteira de pipeta limpa para cada amostra. As lâminas foram colocadas 

em uma câmara úmida à prova de luz e deixadas incubar por 15 minutos, para permitir que 

as células aderissem nas lâminas. 

Após a incubação, retirou-se o excesso de suspensão e foi realizada uma limpeza na 

área ao redor de onde estão as células para remover o excesso de fluido. Este procedimento 

é necessário para que os hemócitos aderidos na lâmina sejam totalmente expostos ao 

vermelho neutro no próximo estágio, e também para eliminar o efeito de flutuar que 

eventualmente ocorre com a lamínula quando há excesso de líquido. Uma monocamada de 

hemócitos pode ser observada como pequenos pontos na lâmina quando esta é colocada 

contra a luz. 

 

4.5.5.5. Incubação e Leitura do Ensaio 

Com auxílio de uma micropipeta, 40 µL de solução de trabalho de vermelho neutro 

foi colocada sobre a camada de hemócitos de cada lâmina (15 lâminas por concentração- 

teste), dentro da câmara úmida e à prova de luz (FIG 25). Após aguardar 15 minutos de 

incubação na câmara, para permitir que o corante penetre nas células, a lâmina foi coberta 

com uma lamínula. 
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FIGURA 25. Solução de trabalho de vermelho neutro sobre a camada de hemócitos de 

cada lâmina, dentro da câmara úmida e à prova de luz. 

 

Sistematicamente, as lâminas foram examinadas em microscópio a cada 15 minutos 

até todas as células se apresentarem estressadas (FIG. 26). Inicialmente as células foram 

localizadas com o menor aumento, e após localizá-las, foram examinadas com aumento de 

400X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 26. Leitura sistemática das lâminas em microscópio óptico. 
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Um “timer” com alarme sonoro foi utilizado para manter as contagens dentro dos 

intervalos de tempo estipulados, mantendo a acurácia. Vale ressaltar que cada lâmina deve 

ser examinada e reposta em 1 minuto. Como o vermelho neutro é muito sensível à luz, é 

recomendável que todas as lâminas recebam a mesma exposição à luz durante os exames.  

A luz do microscópio foi mantida a mais baixa possível para permitir uma boa 

visualização das células e as mesmas foram examinadas tanto para anormalidades 

estruturais como para o tempo de retenção do vermelho neutro. O tempo de retenção do 

corante vermelho neutro pelos lisossomos foi obtido pela estimativa da proporção de 

células exibindo “vazamento” dos lisossomos para o citosol e/ou exibindo anormalidades 

no tamanho e cor dos lisossomos.  

A cada contagem as condições foram anotadas em uma planilha. A TAB. 7 

apresenta os critérios seguidos para análise das células. 

 

TABELA 7 - Critérios para diferenciação de células saudáveis e células estressadas 

(KING, 2000).  

Critério Células saudáveis Células estressadas 

Formato das células Irregular Arredondado 

Tamanho das células Aumentado Diminuído 

Número de lisossomos Aumentado Diminuído 

Tamanho dos lisossomos Menores Alargados/Aumentados 

Cor dos lisossomos Vermelho pálido/rosado Vermelho ou rosa escuro 

Pseudópodes Não visíveis Visíveis 

Corante extravasado no citosol Não visíveis Visíveis 

 

Para a avaliação das células foi utilizada uma tabela de registro dos dados onde, 

para mais que 50% das células observadas sem sinais de stress (FIG. 27), usou-se o sinal + 

(positivo) para o animal examinado. O “end-point” foi determinado quando 50% ou mais 

das células exibiram anomalias estruturais ou vazamento do corante para o citosol (FIG. 

28) e o sinal – (negativo) foi marcado na tabela (KING, 2000). O estado de integridade da 

membrana lisossômica pode ser refletido pelo tempo necessário para que ocorra o 
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extravasamento do corante Vermelho Neutro para o citosol, o tempo de retenção médio 

para cada concentração foi calculado pelo tempo em minutos de cada animal analisado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                   

                               FIGURA 27. Células saudáveis (KING, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                               FIGURA 28. Células estressadas (KING, 2000). 
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4.6. Análises dos resultados dos ensaios de toxicidade e sensibilidade 

As análises dos resultados dos ensaios de toxicidade para avaliação de efeito agudo 

e para avaliação de efeito crônico seguiram o protocolo da USEPA (2002).  

 

4.6.1. Toxicidade aguda 

Nos resultados de efeito agudo que apresentaram dados normais (Chi-quadrado – 

χ2), foi estabelecida a concentração letal que causou a mortalidade em 50% dos 

organismos expostos (CL50) para Nitokra sp e a concentração que causou a inibição da 

fertilização em 50% das células expostas para Lytechinus variegatus, através do método de 

Próbitos. Nos ensaios para avaliação de efeito agudo que não apresentaram dados normais, 

a CL50 e a CE50 foram estimadas através do método Trimmed Spearman-Karber 

(HAMILTON, 1977). O fluxograma abaixo demonstra as etapas para determinação da 

CL50 ou CE50, segundo USEPA (2002). (FIG. 29). 
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FIGURA 29 – Fluxograma com as etapas para o cálculo da CE e/ou CL50 (USEPA, 2002). 

 

 

Sim 

Sim 

Não

Sim

Dados do efeito tóxico 
(mortalidade e taxa de 

fertilização) observado em % 

Duas ou mais porcentagens 
intermediárias de efeito observado 

Verificar, através do método do 
Chi-quadrado (χ2), se o emprego 

do método de probitos é 
apropriado 

Uma ou mais 
porcentagens 

intermediárias de 
efeito observado 

Não Método da 
Interpolação 

gráfica 

Não

0% de efeito na menor 
concentração testada e 100% de 

efeito na maior concentração 

Sim

Método de Spearman-Karber 

Método Trimmed 
Spearman-Karber 

Não 

CE ou CL50 e intervalo de 
confiança a 95% 



60 

 

4.6.2 Toxicidade crônica. 

Nos resultados de efeito crônico com Lytechinus variegatus e Perna perna, foram 

estabelecidas as concentrações onde não foram detectados efeitos de importância biológica 

(CENO – Concentração de Efeito Não Observado) e, as concentrações pontuais que 

causaram uma porcentagem específica de redução da resposta (CI 50 – Concentração de 

Inibição) através do teste de hipóteses e do método de estimativa pontual, respectivamente. 

Para o estabelecimento da CENO, os dados foram analisados quanto à normalidade 

através do método do Chi-quadrado (χ2) e também analisados quanto à homocedasticidade 

através do teste de Bartlett. Após passarem nestes pré-requisitos para aplicação da análise 

de variância (ANOVA), foi empregado o teste de Dunnett, a fim de identificar as 

concentrações que apresentaram diferença estatística significativa com o controle. Para 

todas as análises diferenças significativas foram determinadas quando p < 0,05.  

A determinação das concentrações pontuais (relação dose/resposta) que causaram 

inibição do desenvolvimento embriolarval em 50% dos organismos expostos foi calculada 

através do método de interpolação linear (NORBERG-KING, 1988). 

O fluxograma abaixo apresenta as etapas para determinação da CENO e da CI50 

em ensaios de toxicidade crônica segundo USEPA (2002) (FIG. 30). 
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FIGURA 30 – Fluxograma com as etapas para o cálculo de CENO e CI50 (USEPA, 2002). 
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Os dados obtidos nos ensaios de citotoxicidade (Tempo de Retenção do Corante 

Vermelho Neutro) foram analisados quanto à normalidade com o uso dos métodos Chi-

quadrado (χ2) e Kolmogorov, e quanto à homogeneidade de variância através dos testes de 

Bartlett e Hartley. Posteriormente foi empregada a análise de variância (ANOVA) com 

post hoc de Dunnet e Bonferroni t-test. Para todas as análises, diferenças significativas 

foram determinadas quando p < 0,05. As análises estatísticas foram realizadas através do 

programa TOXSTAT 3.5.  
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5. RESULTADOS 

 

Os resultados são apresentados a partir dos pré-requisitos, ensaio de sensibilidade e 

controle positivo do solvente DMSO, que validam os resultados dos ensaios definitivos 

com todas as espécies empregadas neste estudo. 

A apresentação dos resultados inicia-se com os ensaios para avaliação de efeito 

agudo (mortalidade de Nitokra sp e  taxa de fertilização de Lytechinus variegatus). Em 

seguida são apresentados os resultados dos ensaios para avaliação de efeito crônico 

(inibição do desenvolvimento embriolarval de Lytechinus variegatus e Perna perna) e, 

posteriormente, são apresentados os resultados do ensaio de citotoxicidade (estabilidade da 

membrana lisossômica) com o molusco bivalve Perna perna. As informações referentes às 

análises físico-químicas são apresentadas ao final dos resultados dos ensaios definitivos e 

as tabelas encontram-se nos apêndices.  

 

5.1. Ensaios de toxicidade para avaliação de efeito agudo 

5.1.1. Ensaios de toxicidade para avaliação de efeito agudo (Mortalidade) com Nitokra 

sp (Crustacea, Copepoda) 

5.1.1.1. Ensaios de sensibilidade 

Os resultados da CL(I)50;96h dos ensaios de sensibilidade realizados com Nitokra 

sp variaram de 17,67 mg.L-1 a  20,88 mg.L-1  de Dicromato de Potássio (TAB. 8). Estes 

valores se encontram dentro dos limites (10,93 mg.L-1 - 30,02 mg.L-1) estabelecidos para a 

espécie de acordo com a carta-controle (ANEXO D) do Laboratório de Ecotoxicologia 

Marinha do Instituto Oceanográfico – USP. 
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TABELA 8 - Sensibilidade (CL(I)50; 96h) de Nitokra sp ao Dicromato de Potássio. 

 

Ensaio CL(I)50;96h (mg.L-1)

1 19,98 (16,65 – 23,98) 

2 17,68 (14,75 – 21,14) 

3 20,88 (17,68 – 24,25) 

Média 19,51 

DP 1,66 

CV (%) 8,48 

                                             ( ) - Intervalo de Confiança. 

 

5.1.1.2. Controle positivo do solvente DMSO  

A fim de avaliar possíveis efeitos no copépodo Nitokra sp relacionados ao solvente 

(DMSO) utilizado na diluição de Triclosan, foram realizados nos ensaios 1 e 3 um controle 

positivo do solvente com a maior concentração testada. Foi empregado o Teste t – Student 

somente no ensaio 3 pois no ensaio 1 o número de organismos mortos foi igual no controle 

de água e no controle de DMSO.  

O resultado mostra que não houve diferença estatística significativa (Teste t - 

Student) entre o controle de água e a maior concentração (0,50 mg.L-1) do solvente DMSO 

no ensaio 3, conforme apresentado na TAB. 9.  
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TABELA 9 – Sumário estatístico para o teste (Teste t de Student (p ≤ 0,05)) com o 

solvente DMSO no ensaio de toxicidade aguda de Triclosan com Nitokra sp. 

 

Tratamentos  Média de sobrevivência Desvio padrão  p 

Controle de água  5,00 0,00  - 

Controle de DMSO 

(0,50 mg.L-1) 

 
4,75 0,50 

 
0, 355

   

5.1.1.3. Toxicidade aguda – Mortalidade 

Os valores de CL(I)50;96h de Triclosan para os ensaios com Nitokra sp (n = 3) 

estiveram compreendidos entre 0,18 mg.L-1 a 0,21 mg.L-1. A TAB. 10 apresenta o 

percentual médio e os desvios-padrão (DP) de todas as réplicas dos três ensaios realizados. 
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TABELA 10 – Percentual de mortalidade (médio e desvio-padrão) dos ensaios de 

toxicidade aguda de Triclosan com Nitokra sp.  

Concentrações 

(mg.L-1) 

 Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 

 Média DP Média DP Média DP 

Controle  5,00 0,50 0,00 - 0,00 - 

Controle DMSO   5,00 0,50 - - 5,00 0,50 

0,14  10,00 1,00 10,00 0,60 15,00 1,00 

0,17  25,00 1,30 35,00 1,00 25,00 1,30 

0,20  60,00 0,80 75,00 1,50 60,00 0,80 

0,24  75,00 0,50 100,00 - 60,00 - 

0,29  75,00 0,50 100,00 - 95,00 0,50 

0,35  100,00 - 100,00 - 100,00 - 

0,42  100,00 - 100,00 - 100,00 - 

0,50  100,00 - 100,00 - 100,00 - 

 

A TAB. 11 apresenta os resultados expressos em CL(I)50;96h, a média, o desvio 

padrão (DP) e o coeficiente de variação (CV) dos três ensaios. 
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TABELA 11 – Toxicidade aguda (CL(I)50;96h) de Triclosan para Nitokra sp. 

 

Ensaio CL(I)50;96h (mg.L-1)

1 0,21 (0,18 – 0,23) 

2 0,18 (0,17 – 0,19) 

3 0,20 (0,18 – 0,21) 

Média 0,20 

DP 0,02 

CV (%) 10,00 

                                           ( ) – Intervalo de confiança.  

 

Informações adicionais sobre os resultados encontram-se no APÊNDICE B. 

 

5.1.1.4. Análises físicas e químicas  

Os resultados das análises físicas e químicas de pH, oxigênio dissolvido e 

salinidade estiveram dentro dos limites de tolerância para espécie, ou seja, salinidade entre 

5 e 30 UPS e concentração de oxigênio dissolvido acima de 5,0 mg.L-1 (APÊNDICE C). 

 

5.1.2. Ensaios de toxicidade para avaliação de efeito agudo (Fertilização) com 

Lytechinus variegatus (Echinodermata, Echinoidea) 

5.1.2.1. Ensaios de sensibilidade 

Os resultados da CI(I)50;24h, dos ensaios de sensibilidade (n=2) com os lotes de 

ouriço-do-mar foram de 0,16 mg.L-1 (0,14 mg.L-1 – 0,17 mg.L-1) e 0,16 mg.L-1 (0,15 – 

0,17) de Sulfato de Zinco, respectivamente. Estes valores encontram-se dentro dos limites 

estabelecidos para espécie, de acordo com a carta-controle do Laboratório de 

Ecotoxicologia Prof. Caetano Belliboni – Universidade Santa Cecília. 
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5.1.2.2. Controle positivo do solvente DMSO  

A fim de avaliar possíveis efeitos na taxa de fertilização de Lytechinus variegatus 

relacionados ao solvente (DMSO) utilizado na diluição de Triclosan, foram realizados nos 

ensaios 1, 2 e 4 um controle positivo do solvente com a maior concentração testada.  

Os resultados mostram que não houve diferença estatística significativa (Teste t - 

Student, p ≤ 0,05) entre o controle de água e a maior concentração (0,60 mg.L-1) do 

solvente DMSO conforme demonstrado nas TAB. 12, 13,14.  

 

TABELA 12 – Sumário estatístico para o teste (Teste t de Student (p ≤ 0,05)) com o 

solvente DMSO no ensaio de toxicidade aguda com Lytechinus variegatus (Ensaio 1). 

 

Tratamentos 
Taxa de fertilização 

(Média) 

Desvio 

padrão 
p 

Controle de água 90,75 4,35 - 

Controle de 

DMSO 

(0,5 mg.L-1) 

85,25 4,57 0,131 

 

 

TABELA 13 – Sumário estatístico para o teste (Teste t de Student (p ≤ 0,05)) com o 

solvente DMSO no ensaio de toxicidade aguda com Lytechinus variegatus (Ensaio 2). 

 

Tratamentos 
 Média da taxa de 

fertilização 

Desvio 

padrão 

 
p 

Controle de água 85,00 

 

 

 

3,56  - 

Controle de DMSO 

(0,6 mg.L-1) 

 

 

86,50 

 

3,11 

 

0,548 
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TABELA 14 – Sumário estatístico para o teste (Teste t de Student (p ≤ 0,05)) com o 

solvente DMSO no ensaio de toxicidade aguda com Lytechinus variegatus (Ensaio 4). 

 

Tratamentos 
 Média da taxa de 

fertilização 

Desvio 

padrão 

 
p 

Controle de água 97,00 

 

 

 

1,63  - 

Controle de DMSO 

(0,6 mg.L-1) 

 

 

95,25 

 

1,26 

 

0,140 

 

 

5.1.2.3. Toxicidade aguda – Fertilização 

Os valores de CI(I)50;1h de Triclosan para os ensaios com Lytechinus variegatus     

(n = 5) estiveram compreendidos entre 0,239 mg.L-1 a 0,250 mg.L-1. 

 A TAB. 15 apresenta o percentual médio da quantidade de óvulos fertilizados e os 

desvios-padrão (DP) de todas as réplicas nos cinco ensaios realizados. 
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TABELA 15 – Percentual de fertilização (médio e desvio-padrão) dos ensaios de 

toxicidade aguda de Triclosan com Lytechinus variegatus. 

Concentrações 

(mg.L-1) 

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 

Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP 

Controle 90,75 4,30 85,00 3,60 85,00 3,60 97,00 1,60 96,25 1,70

Controle DMSO  85,25 4,60 86,50 3,10 - - 95,25 1,30 - - 

0,1 91,25 1,70 80,25 5,10 89,75 3,10 77,75 3,90 85,75 5,10

0,2 92,00 3,70 82,00 5,90 77,50 5,90 77,25 1,50 90,50 1,90

0,3 86,75 3,80 60,25 7,50 7,00 3,70 4,25 2,20 8,75 6,20

0,4 88,00 8,10 10,50 2,90 2,00 2,70 1,50 0,60 3,50 3,80

0,5 31,50 4,40 1,25 1,30 2,25 2,20 0,25 0,50 0,25 0,50

0,6 13,50 6,60 2,25 1,00 0,00 - 0,00 - 0,00 - 

 

 

A TAB. 16 apresenta os resultados expressos em CI(I)50;1h, a média, o desvio 

padrão (DP) e o coeficiente de variação (CV) dos cinco ensaios. 
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TABELA 16 - Toxicidade aguda (CI(I)50;1h) de Triclosan para Lytechinus variegatus. 

Ensaio CI(I)50;1h (mg.L-1) 

1 0,335 (0,329 – 0,340)

2 0,336 (0,328 – 0,343)

3 0,248 (0,244 – 0,252)

4 0,239 (0,237 – 0,241)

5 0,250 (0,247 – 0,255)

Média 0,282 

DP 0,049 

CV (%) 17,37 

                                             ( ) - Intervalo de confiança 

 

Informações adicionais sobre os resultados encontram-se no APÊNDICE D. 

 

5.1.2.4. Análises físicas e químicas  

Os resultados das análises físicas e químicas (pH, Oxigênio dissolvido e 

Salinidade) estiveram dentro dos limites de tolerância para espécie, ou seja, salinidade 

entre 30 e 36 UPS e oxigênio dissolvido acima de 5,0 mg.L-1 (APÊNDICE E). 

 

5.2. Ensaios de toxicidade para avaliação de efeito crônico 

5.2.1. Ensaios de toxicidade para avaliação de efeito crônico (Embriolarval) de curta 

duração com Lytechinus variegatus (Echinodermata, Echinoidea) 

5.2.1.1. Ensaios de sensibilidade  

Os resultados da CI(I)50;24h, dos ensaios de sensibilidade (n=2) com os lotes de 

ouriço-do-mar foram de 0,11 mg.L-1 (0,11 mg.L-1 – 0,12 mg.L-1) e 0,17 mg.L-1 (0,16  

mg.L-1 – 0,17 mg.L-1) de Sulfato de Zinco, respectivamente. Estes valores encontram-se 

dentro dos limites estabelecidos para espécie, de acordo com a carta controle do 

Laboratório de Ecotoxicologia Prof. Caetano Belliboni – Universidade Santa Cecília. 
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5.2.1.2. Controle positivo do solvente DMSO  

A fim de avaliar possíveis efeitos no desenvolvimento embriolarval de Lytechinus 

variegatus relacionados ao solvente (DMSO) utilizado na diluição de Triclosan, foram 

realizados controles positivo do solvente com a maior concentração testada nos ensaios 1 e 

4.  

A diferença estatística significativa observada (Teste t - Student, p ≤ 0,05) entre o 

controle de água e a maior concentração (0,20 mg.L-1) do solvente DMSO no ensaio 1, 

deve-se ao fato, de o controle do solvente ter apresentado um desenvolvimento 

embriolarval normal superior ao controle de água, o que não indica efeito adverso (TAB. 

17).   

 

TABELA 17 – Sumário estatístico para o teste (Teste t de Student (p ≤ 0,05)) com o 

solvente DMSO no ensaio de toxicidade crônica com Lytechinus variegatus (Ensaio 1). 

 

Tratamentos 
 Desenvolvimento embriolarval 

normal médio (%) 

 Desvio 

padrão 
p 

Controle de água  91,75  4,03 - 

Controle de 

DMSO 

(0,20 mg.L-1) 

 

98,50 

 

1,91 0,023 

 

No ensaio 4, o resultado mostra que não houve diferença estatística significativa 

(Teste t - Student, p ≤ 0,05) entre o controle de água e a maior concentração  (0,20 mg.L-1) 

do solvente DMSO conforme demonstrado na TAB. 18.  
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TABELA 18 – Sumário estatístico para o teste (Teste t de Student (p ≤ 0,05)) com o 

solvente DMSO no ensaio de toxicidade aguda com Lytechinus variegatus (Ensaio 4). 

 

Tratamentos 
 Desenvolvimento embriolarval 

normal médio (%) 

 Desvio 

padrão 
p 

Controle de água  92,75  2,22 - 

Controle de 

DMSO 

(0,20 mg.L-1) 

 

95,50 

 

1,29 0,075 

 

5.2.1.3. Toxicidade crônica (Embriolarval) 

Os valores das concentrações de efeito não observado (CENO(I)) e as 

concentrações de efeito observado (CEO(I)) variaram de 0,04 mg.L-1 a 0,10 mg.L-1  e 0,06 

mg.L-1  a 0,12 mg.L-1, respectivamente.  

Os valores das concentrações de Triclosan que inibiram o desenvolvimento 

embriolarval do ouriço-do-mar (CI(I)50;24h) variaram de 0,130 mg.L-1 a   0,151 mg.L-1 e 

anomalias esporádicas foram encontradas nas concentrações de 0,16 mg.L-1 e 0,18 mg.L-1.  

A TAB. 19 apresenta o percentual médio do desenvolvimento embriolarval e os 

desvios-padrão (DP) de todas as réplicas dos ensaios realizados (n=5). 
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TABELA 19 – Percentual de desenvolvimento embriolarval (médio e desvio-padrão) dos 

ensaios de toxicidade crônica de Triclosan com Lytechinus variegatus. 

Concentrações 

(mg.L-1) 

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 

Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP 

Controle 91,75 4,03 93,50 1,30 95,25 1,50 92,75 2,22 92,75 2,22

Controle DMSO 

(0,2) 98,50 1,91 - - - - 95,50 1,29 - -

0,04 91,50 3,00 92,25 2,20 95,75 1,70 95,75 2,60 94,25 2,20

0,06 80,75 5,60 91,50 3,50 93,75 2,20 93,75 1,30 94,50 2,50

0,08 68,00 3,70 87,50 4,00 93,25 2,20 95,25 2,90 93,75 1,50

0,10 62,25 4,00 80,00 0,80 91,00 1,20 93,5 2,60 87,25 1,70

0,12 50,50 3,90 76,50 5,00 84,75 2,90 84,25 4,30 83,00 2,80

0,14 40,25 9,90 41,00 2,20 72,25 9,20 71,25 5,90 74,00 5,20

0,16 41,25 5,40 30,75 1,00 28,50 10,70 18,75 9,50 16,00 5,40

0,18 21,50 1,30 1,75 1,00 5,00 9,30 0,25 0,50 0,25 0,50

0,20 0,25 0,50 0,00 - 0,00 - 0,00 - 0,00 - 

 

Os resultados dos ensaios expressos em CENO(I), CEO(I) e CI(I)50;24h e as 

respectivas médias, desvios padrão (DP) e coeficientes de variação (CV) estão 

representados na TAB. 20. 
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TABELA 20 – Toxicidade crônica de Triclosan (CENO(I), CEO(I), CI(I)50;24h) para 

Lytechinus variegatus. 

 

Ensaio 
 

 
CENO(I) 

 mg.L-1 

CEO(I) 

   mg.L-1

CI(I)50;24h  

mg.L-1 

1   0,04 0,06 0,130 (0,123 – 0,144) 

2   0,06 0,08 0,137 (0,136 – 0,138) 

3   0,10 0,12 0,151 (0,149 – 0,155) 

4   0,10 0,12 0,149 (0,148 – 0,151) 

5   0,10 0,12 0,149 (0,148 – 0,150) 

Média   0,08 0,10 0,143 

DP   0,03 0,03 0,010 

CV (%)   35,36 28,28 6,993 

                ( ) – Intervalo de confiança   

As FIG. de 31 a 35 apresentam o desenvolvimento embriolarval normal (%) e as 

concentrações testes dos ensaios para avaliação de efeito crônico com L.variegatus. 
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FIGURA 31 – Toxicidade crônica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de 

L.variegatus. 
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FIGURA 32 – Toxicidade crônica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de 

L.variegatus.  
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FIGURA 33 – Toxicidade crônica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de 

L.variegatus. 
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FIGURA 34 – Toxicidade crônica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de 

L.variegatus.  
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FIGURA 35 – Toxicidade crônica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de 

L.variegatus. 

Informações adicionais sobre os resultados encontram-se no APÊNDICE F. 

 

5.2.1.4. Análises físicas e químicas  

Os resultados das análises físicas e químicas de pH, oxigênio dissolvido e 

salinidade estiveram dentro dos limites de tolerância para espécie, ou seja, salinidade entre 

30 e 36 UPS e oxigênio dissolvido acima de 5 mg.L-1 (APÊNDICE G). 

 

5.2.2. Ensaios de toxicidade para avaliação de efeito crônico (Embriolarval) com 

Perna perna (Mollusca, Bivalvia) 

5.2.2.1. Ensaios de sensibilidade  

Os resultados da CI(I)50;48h, dos ensaios de sensibilidade (n=5) com os lotes de 

mexilhão variaram de 0,790 mg.L-1 (0,620 mg.L-1  – 0, 890 mg.L-1) a 1,014 mg.L-1 (0,967 

mg.L-1 – 1,074 mg.L-1) de Dodecil Sulfato de Sódio (DSS).  

Os resultados encontrados nos ensaios de sensibilidade ao DSS realizados no 

presente estudo estão dentro dos intervalos de concentrações reportados na literatura 

(ZARONI, 2005; SIMM, 2009).  
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A TAB. 21 expressa os resultados obtidos (CI(I)50;48h) nos ensaios de 

sensibilidade (n=5) com mexilhão Perna perna, a média, o desvio-padrão (DP) e o 

coeficiente de variação (CV). 

 

TABELA 21 - Sensibilidade (CI(I)50;48h) de Perna perna ao Dodecil Sulfato de Sódio 

(DSS). 

Ensaio CI(I)50;48h (mg.L-1) 

1 0,957 (0,934 – 0, 975) 

2 0,790 (0,620 – 0, 890) 

3 1,014 (0,967 – 1,074) 

4 0,910 (0,890 – 0,926) 

5 0,865 (0,858 – 0,873) 

Média 0,907 

DP 0,086 

CV (%) 9,481 

                                     ( ) – Intervalo de confiança 

 

5.2.2.2. Controle positivo do solvente DMSO  

A fim de avaliar possíveis efeitos no desenvolvimento embriolarval de Perna perna 

relacionados ao solvente (DMSO) utilizado na diluição de Triclosan, foram realizados 

controles positivo do solvente com as maiores concentrações testadas nos ensaios 1 e 2.  

Não houve diferença estatística significativa (Teste t - Student, p ≤ 0,05) entre o 

controle de água e a maior concentração (0,32 mg.L-1 ) do solvente DMSO no ensaio 1 

(TAB. 22), bem como entre o controle de água e a maior concentração do solvente DMSO  

(0,18 mg.L-1) no ensaio 2 (TAB. 23).   
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TABELA 22 – Sumário estatístico para o teste (Teste t de Student (p ≤ 0,05)) com o 

solvente DMSO no ensaio de toxicidade crônica com Perna perna (Ensaio 1). 

 

Tratamentos 
 Desenvolvimento embriolarval normal 

médio (%) 

Desvio 

padrão 
p 

Controle de 

água 

 
78,25 5,44 - 

Controle 

DMSO 

(0,32 mg.L-1) 

 

77,75 5,74 0,903

 

TABELA 23 – Sumário estatístico para o teste (Teste t de Student (p ≤ 0,05)) com o 

solvente DMSO no ensaio de toxicidade crônica com Perna perna (Ensaio 2). 

 

Tratamentos 
 Desenvolvimento embriolarval normal 

médio (%) 

Desvio 

padrão 
p 

Controle de 

água 

 
94,00 4,73 - 

Controle 

DMSO 

(0,18 mg.L-1) 

 

96,00 0,96 0,324 

 

 

5.2.2.3. Toxicidade crônica (Embriolarval) 

Os valores das concentrações de efeito não observado (CENO) e as concentrações 

de efeito observado (CEO) variaram de 0,03 mg.L-1 a 0,08 mg.L-1  e 0,06 mg.L-1  a 0,10 

mg.L-1, respectivamente.  
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Os valores das concentrações de Triclosan que inibiram o desenvolvimento 

embriolarval do mexilhão (CI(I)50;48h) variaram de 0,101 mg.L-1 (0,097 mg.L-1  – 0,105 

mg.L-1 ) a 0,170 mg.L-1 (0,167 mg.L-1  – 0,174 mg.L-1). 

As TAB. 24 e 25 apresentam os percentuais de desenvolvimento embriolarval 

(médio e desvios-padrão (DP)) de todas as réplicas dos ensaios realizados (n=4). 

 

TABELA 24 – Percentual de desenvolvimento embriolarval (médio e desvio-padrão) do 

primeiro ensaio de toxicidade crônica de Triclosan com Perna perna. 

Concentrações (mg.L-1)
 Ensaio 1 

Média DP 

Controle 78,25 5,44 

Controle DMSO (0,32) 77,75 5,74 

0,010 79,75 1,70 

0, 018 80,00 1,40 

0,030 75,25 2,10 

0,060 73,50 1,30 

0,100 60,00 2,20 

0,190 0,00 - 

0,320 0,00 - 

 

 

 

 

 



82 

 

TABELA 25 - Percentual de desenvolvimento embriolarval (médio e desvio-padrão) do 

segundo, terceiro e quarto ensaio de toxicidade crônica de Triclosan com Perna perna. 

Concentrações (mg.L-1) 
 Ensaio 2     Ensaio 3     Ensaio 4 

 Média DP Média DP Média DP 

Controle 94,00 4,73 96,25 0,96 90,75 2,90 

Controle DMSO (0,180) 96,00 0,96 - - - - 

0,050 84,50 3,50 86,25 2,50 82,25 1,30 

0,065 84,75 10,30 88,00 2,70 78,50 3,70 

0,080 79,75 9,50 85,25 3,30 60,50 4,70 

0,100 64,50 8,30 83,00 2,20 46,50 4,00 

0,140 45,75 5,00 73,00 5,50 11,00 14,70

0,180 0,25 0,50 40,25 3,50 0,25 0,50 

 

Os resultados dos ensaios expressos em CENO(I), CEO(I) e CI(I)50;48h e as 

respectivas médias, desvios padrão (DP) e coeficientes de variação (CV) estão 

representados na TAB. 26. 
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TABELA 26 – Toxicidade crônica de Triclosan (CENO(I), CEO(I), CI(I)50;48h) 

para Perna perna. 

Ensaio 
  CENO(I)

mg.L-1 

CEO(I)

mg. L-1 

CI50(I);48h  

mg.L-1 

1   0,030 0,060 0,131 (0,127 – 0,132) 

2   0,065 0,080 0,137 (0,130 – 0, 142) 

3   0,080 0,100 0,170 (0,167 – 0,174) 

4   0,050 0,065 0,101 (0,097 – 0,105) 

Média   0,056 0,076 0,135 

DP   0,021 0,018 0,028 

CV (%)   37,500 23,684 20,740 

       ( ) – Intervalo de confiança 

 

As FIG. de 36 a 39 apresentam o desenvolvimento embriolarval normal (%) e as 

concentrações testes dos ensaios para avaliação de efeito crônico com P. perna. 



84 

 

Ensaio 1

Concentrações (mg.L-1)

Con
tro

le

Con
tro

le 
DMSO 

0,0
10

0,0
18

0,0
30

0,0
60

0,1
00

0,1
90

0,3
20

D
es

en
vo

lv
im

en
to

 e
m

br
io

al
ar

va
l n

or
m

al
 (%

)

0

20

40

60

80

100

* CEO

 

FIGURA 36 – Toxicidade crônica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de 

P.perna. 
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FIGURA 37 – Toxicidade crônica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de 

P.perna. 
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FIGURA 38 – Toxicidade crônica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de 

P.perna. 
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FIGURA 39 – Toxicidade crônica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de 

P.perna. 
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Informações adicionais sobre os resultados encontram-se no APÊNDICE H. 

 

5.2.2.4. Análises físicas e químicas 

Os resultados das análises físicas e químicas de pH, oxigênio dissolvido e 

salinidade estiveram dentro dos limites de tolerância para espécie, ou seja, salinidade entre 

30 e 36 UPS e oxigênio dissolvido acima de 5 mg.L-1 (APÊNDICE I). 

 

5.3. Ensaios de citotoxicidade com Perna perna (Mollusca, Bivalvia) 

O ensaio preliminar foi realizado com as concentrações de 0,002 mg.L-1; 2,0 mg.L-1 

e 20,0 mg.L-1 em  24 horas de exposição. Todas as concentrações apresentaram diferença 

estatística significativa com relação ao controle (FIG. 40). 
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                                 * - Diferença significativa em relação ao controle de água. 

  FIGURA 40. Toxicidade de Triclosan em hemócitos do molusco bivalve Perna perna. 

Os resultados do primeiro ensaio de citotoxicidade (Tempo de Retenção do Corante 

Vermelho Neutro) definitivo estão demonstrados nas FIG. 41, 42 e 43. Nas primeiras 24 

horas, o tempo de retenção do corante vermelho neutro nos lisossomos diminuiu 

significativamente nas concentrações de 1200 ng.L-1 e 12000 ng.L-1 quando comparado ao 

controle. 
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 A partir de 48 horas, os organismos expostos a todas as concentrações (120 ng.L-1,  

1200 ng.L-1 e 12000 ng.L-1 ) apresentaram significativa diminuição do tempo de retenção 

do corante em relação ao controle. O controle de DMSO não apresentou diferença 

estatisticamente significativa em relação ao controle de água. 
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                   * - Diferença significativa em relação ao controle de água. 

FIGURA 41 – Toxicidade de Triclosan em hemócitos do molusco bivalve Perna perna (1° 

ensaio). 
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                                    * - Diferença significativa em relação ao controle de água. 

    FIGURA 42 – Toxicidade de Triclosan em hemócitos do molusco bivalve Perna perna 

(1° ensaio). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                       * - Diferença significativa em relação ao controle de água. 

   FIGURA 43 – Toxicidade de Triclosan em hemócitos do molusco bivalve Perna perna 

(1° ensaio). 
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No segundo ensaio definitivo as concentrações-teste foram de 1,2 ng.L-1; 12 ng.L-1 

e 120 ng.L-1. Nas primeiras 24 e 48 horas o tempo de retenção do corante vermelho neutro 

nos lisossomos diminuiu significativamente na concentração de 120 ng.L-1 quando 

comparado ao controle (FIG. 44 e 45).  

A partir de 72 horas de exposição, o tempo de retenção do corante vermelho neutro 

nos lisossomos diminuiu significativamente  nas concentrações de 12 ng.L-1 e 120 ng.L-1 e 

não apresentou diminuição significativa no tempo de retenção do corante vermelho neutro 

nos lisossomos na concentração de 1,2 ng.L-1 (FIG. 46). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                         * - Diferença significativa em relação ao controle de água. 

   FIGURA 44 – Toxicidade de Triclosan em hemócitos do molusco bivalve Perna perna 

(2° ensaio). 
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                                         * - Diferença significativa em relação ao controle de água.  

   FIGURA 45 – Toxicidade de Triclosan em hemócitos do molusco bivalve Perna perna 

(2° ensaio). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                         * - Diferença significativa em relação ao controle de água. 

   FIGURA 46 – Toxicidade de Triclosan em hemócitos do molusco bivalve Perna perna 

(2° ensaio) . 
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5.3.1. Análises Físicas e Químicas 

Os resultados das análises físicas e químicas de pH, oxigênio dissolvido e 

salinidade estiveram dentro dos limites de tolerância para espécie, ou seja, salinidade entre 

30 e 36 UPS e oxigênio dissolvido acima de 5 mg.L-1 (APÊNDICE J). 
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6. DISCUSSÃO 

 

 

Considerando os diferentes métodos ecotoxicológicos empregados neste estudo, a 

discussão será delineada de acordo com os efeitos avaliados. Para tanto, inicialmente serão 

abordados os estudos de avaliação de efeito agudo (mortalidade e taxa de fecundação), 

posteriormente os estudos de avaliação de efeito crônico (desenvolvimento embriolarval), 

em seguida o estudo de efeitos citotóxicos (estabilidade da membrana lisossômica) e, por 

fim, serão discutidos os aspectos legais relacionados ao Triclosan.  

 

6.1. Toxicidade aguda do Triclosan 

O avanço na química analítica tem impulsionado a pesquisa com fármacos e 

produtos de higiene e cuidados pessoais, pois tem propiciado a detecção destes 

micropoluentes em matrizes ambientais em baixas concentrações, fato que até 15 anos 

atrás não era possível realizar, portanto, estes compostos não eram considerados uma 

ameaça. 

Produtos de higiene e cuidados pessoais têm sido cada vez mais utilizados e, na 

maioria das formulações contém substâncias químicas tóxicas que acabam constituindo um 

risco potencial para os ecossistemas e para saúde pública. Muitas destas substâncias não 

são eliminadas por completo nas ETE e, conseqüentemente, são encontradas em efluentes e 

matrizes ambientais. Com isso, uma compreensão dos potenciais efeitos sobre organismos 

aquáticos se faz cada vez mais necessária. 

De acordo com YANG et al. (2008), estudos de toxicidade com diferentes classes 

de agentes antibacterianos, bem como suas misturas, são urgentemente necessários para 

avaliar o seu potencial impacto sobre os ecossistemas aquáticos. 

A importância da utilização de espécies marinhas costeiras para avaliação dos 

efeitos do Triclosan vem ao encontro de algumas questões que devem ser destacadas. Em 

primeiro lugar, as regiões costeiras recebem um grande aporte de contaminantes 

provenientes dos lançamentos de esgoto urbano e industrial. Embora o Triclosan tenha sua 

ocorrência comprovada em água superficial e sedimentos de ambientes marinhos e 

estuarinos, há na literatura uma carência de estudos dos efeitos deste composto com 

organismos destes ambientes. A TAB. 27 apresenta uma recopilação dos estudos que 

avaliaram a toxicidade aguda para diferentes organismos aquáticos na fração aquosa.  
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TABELA 27 – Toxicidade aguda de Triclosan com organismos aquáticos de diferentes 

níveis tróficos. 

Taxonomia End-point Tempo de 
exposição Resultados Referência 

Bactéria      

Vibrio fischeri  Inibição de bioluminescência 
(CE50) 30 minutos 280 µg.L-1 Farré et al., 

(2008) 

Vibrio fischeri  Inibição de bioluminescência 
(CE50) 30 minutos 150 µg.L-1 Tatarazako et al., 

(2004) 

Algas     

Scenedesmus 
subspicatus Crescimento (CE50) 72 horas 2,8 µg.L-1 Orvos et al., 

(2002) 

Selenastrum 
capricornutum Crescimento (CE50) 96 horas 4,46 µg.L-1 Orvos et al., 

(2002) 

Tetraselmis chuii  Crescimento (CE50) 96 horas > 500 µg.L-1 McHenry et al., 
(2008) 

Nannochloropsis 
oculata  Crescimento (CE50) 96 horas 360 µg.L-1 McHenry et al., 

(2008) 

Chaetocerus gracilis Crescimento (CE50) 96 horas 162 µg.L-1 McHenry et al., 
(2008) 

Isochrysis galbana  Crescimento (CE50) 96 horas 122,6 µg.L-1 McHenry et al., 
(2008) 

Rhodomonas salina Crescimento (CE50) 96 horas 128 µg.L-1 McHenry et al., 
(2008) 

Dunaliella tertiolecta  Densidade de células 96 horas 3,55 µg.L-1 DeLorenzo et al., 
(2008) 

Equinodermo      

Lytechinus variegatus Taxa de fertilização (CI50) 1 hora 282 µg.L-1 PRESENTE 
ESTUDO 

Crustáceos     

Daphnia magna Imobilidade (CE50) 48 horas 390 µg.L-1 Orvos et al., 
(2002) 

Daphnia similis Imobilidade (CE50) 48 horas 230 µg.L-1 Lameira (2008) 

Ceriodaphnia silvestrii Imobilidade (CE50) 48 horas 100 µg.L-1 Lameira (2008) 

Nitokra sp  Mortalidade (CL50) 96 horas 200 µg.L-1 PRESENTE 
ESTUDO 

Peixes     

Pimephales promelas Imobilidade (CE50) 48 horas 270 µg.L-1 Orvos et al., 
(2002) 

Pimephales promelas Imobilidade (CE50) 96 horas 260 µg.L-1 Orvos et al., 
(2002) 

Lepomis macrochirus Mortalidade (CL50) 48 horas 410 µg.L-1 Orvos et al., 
(2002) 

Lepomis macrochirus Mortalidade (CL50) 96 horas 370 µg.L-1 Orvos et al., 
(2002) 
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TABELA 27 – Toxicidade aguda de Triclosan com organismos aquáticos de diferentes 

níveis tróficos. 

 

Oryzias latipes Velocidade da natação 6 e 8 dias 170 µg.L-1 Nassef et al., (2010) 

Danio rerio (embriões) Mortalidade (CL50) 96 horas 420 µg.L-1 Oliveira et al., (2009) 

Oryzias latipes (estágio 

inicial de vida) 
Mortalidade (CL50) 96 horas 602 µg.L-1 

Ishibashi et al., 

(2004) 

Anfíbios     

Xenopus laevis (diferentes 

estágios larvais) 
Mortalidade (CL50) 96 horas 

259 – 664 

µg.L-1 

Palenske et al., 

(2010) 

Acris crepitans (estágios30) Mortalidade (CL50) 96 horas 367 µg.L-1 
Palenske et al., 

(2010) 

Bufo woodhousii (estágios30) Mortalidade (CL50) 96 horas 152 µg.L-1 
Palenske et al., 

(2010) 

Rana sphenocephala 

(estágios30) 
Mortalidade (CL50) 96 horas 562 µg.L-1 

Palenske et al., 

(2010) 

Em negrito espécies marinhas  

 

De acordo com os estudos reportados na TAB. 27 nota-se que a maioria foi 

realizado com espécies aquáticas dulcícolas. 

No presente estudo, a avaliação de efeito agudo do Triclosan foi baseada em duas 

respostas (end-point), mortalidade de Nitokra sp e taxa de fertilização de Lytechinus 

variegatus. Observa-se que o copépodo foi mais sensível ao composto quando comparado 

com os valores obtidos com L. variegatus, apesar de serem avaliadas duas respostas 

diferentes.  

Uma outra via de exposição pode ter contribuído para a  toxicidade de Triclosan 

para Nitokra sp, pois no ensaio com esta espécie foi adicionado como alimento uma 

solução de microalgas que  podem bioacumular Triclosan em razão de sua lipofilicidade.  

No estudo realizado por COOGAN et al., (2007) foi demonstrado a bioacumulação 

de Triclosan e seu metabólito, metil-Triclosan, na microalga Cladophora sp., com ordem 

de grandeza três vezes maior do que as concentrações ambientais detectadas neste mesmo 

estudo. 
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LAMEIRA (2008) e PUSCEDDU (2009) compararam os efeitos de Triclosan 

empregando ensaios com Ceriodaphnia dubia alimentadas somente com microalgas e 

ensaios que receberam como alimento além da solução de microalgas, um composto à base 

de ração de peixe. Em ambos os estudos, uma resposta mais sensível ao Triclosan ocorreu 

nos ensaios alimentados com microalgas e com o composto, fato que pode estar 

relacionado também à tendência deste bactericida ser adsorvido em partículas orgânicas 

em função do coeficiente de partição octanol-água (Kow 4,8) ser relativamente alto (ZHAO 

et al., 2010). 

 Além disso, a biodegradação de Triclosan por bactérias existentes nas soluções de 

alimento utilizadas nos ensaios pode ter levado a formação de subprodutos como metil-

Triclosan, uma forma mais tóxica e mais propensa à bioacumulação (LINDSTROM et al., 

2002; BALMER et al., 2003). 

A sensibilidade de Nitokra sp ao Triclosan pode estar associada também à 

fotodegradação do composto durante o experimento e sua conversão para dioxinas, 

compostos altamente tóxicos e bioacumulativos. Este processo foi demonstrado em 

diversos estudos (LATCH et al., 2003; LORES et al., 2005; SÁNCHEZ-PRADO et al., 

2006; ARANAMI & READMAN, 2007). No estudo realizado por ARANAMI et al. 

(2007), a conversão de Triclosan para dioxinas ocorreu em água doce e em água do mar 

com 3 dias de irradiação sob luz branca (lâmpada fluorescente). Já no estudo realizado por 

SANCHES-PRADO et al. (2006), a conversão de Triclosan para dioxinas ocorreu em 

cinco minutos de exposição à luz ultravioleta (UV).  

No ensaio de fertilização com L. variegatus realizado no presente estudo, foi 

avaliado o efeito de Triclosan na taxa de fertilização, obtendo-se o valor de CI50 de 282 

µg.L-1. 

O único dado disponível na literatura sobre taxa de fertilização dos ovos refere-se 

ao estudo realizado por ISHIBASHI et al. (2004) com adultos maduros de Oryzias latipes, 

espécie de agua doce, expostos ao Triclosan nas concentrações de 20 µg.L-1, 100 µg.L-1 e 

200  µg.L-1, onde não foi observado nenhum efeito. É importante notar a proximidade da 

maior concentração de efeito para L. variegatus com a maior concentração testada para O. 

latipes.  Neste caso, o emprego de invertebrados para avaliação da taxa de fertilização com 

a exposição direta dos gametas, além de proporcionar uma resposta mais rápida, se mostra 

mais adequado quanto à sensibilidade, para detecção de efeitos baseado nesta resposta.  

Comparando os resultados com todos os estudos reportados na TAB. 27, observa-se 

também que o copépodo Nitokra sp  apresentou valores de CL50 menores que algumas 



96 

 

espécies de microalgas e também do que outros ensaios que empregaram fases mais 

sensíveis de desenvolvimento (fases larvais).  

No que se refere ao grupo dos crustáceos apenas Ceriodaphnia silvestrii 

(organismo de água doce) apresentou maior sensibilidade ao composto com relação ao 

copépodo.  

Ainda com relação aos estudos para avaliação de efeito agudo do Triclosan (TAB. 

27), nota-se que dentre os organismos utilizados as microalgas foram as mais sensíveis. As 

concentrações de efeito encontradas (CE50 - crescimento) são próximas das concentrações 

de ocorrência de Triclosan em água superficial (TAB. 29). No entanto, nota-se que há uma 

grande variação nos resultados destes ensaios entre as diferentes espécies, o que pode 

acarretar em implicações significativas para a avaliação de risco ambiental (FRANZ et al., 

2008). 

Dados laboratoriais, gerados sobre a toxicidade aguda de compostos farmacêuticos, 

durante o desenvolvimento de produtos, geram informações úteis, juntamente com outras 

análises, para um melhor conhecimento e gerenciamento dos riscos ambientais. 

De acordo com os resultados de efeito agudo apresentados, é improvável que estes 

ocorram no ambiente aquático na medida em que as concentrações ambientais de Triclosan 

em água superficial ocorrem de três (ng.L-1) a seis (pg.L-1) ordens de grandeza menor que 

as concentrações de efeito (µg.L-1).  

Por outro lado, efeitos sinérgicos de misturas no ambiente possam potencializar a 

toxicidade do composto. Além disso, efeitos agudos podem ocorrer com a exposição dos 

organismos a concentrações mais elevadas do composto em caso de vazamento em plantas 

de produção ou acidentes com o transporte e, de forma indireta, já que o composto tem a 

capacidade de bioacumular e ser transferido pelos diferentes níveis tróficos da cadeia 

alimentar. 

 

6.2. Toxicidade crônica do Triclosan 

As baixas concentrações dos fármacos aliadas à sua capacidade de persistência no 

ambiente aumentam a possibilidade de ocorrência de efeitos crônicos uma vez que muitas 

espécies aquáticas são continuamente expostas a estes poluentes durante longos períodos 

de tempo ou durante todo o ciclo de vida (JONES et al., 2007). Vale ressaltar que estes 

efeitos podem não tornar-se aparentes por muito tempo, por isso, a importância da 

avaliação de efeito crônico. 
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No presente estudo, a avaliação de efeito crônico de Triclosan foi baseada na 

inibição do desenvolvimento embriolarval com do ouriço-do-mar Lytechinus variegatus e 

do molusco bivalve Perna perna. Estes organismos têm sido utilizados em ensaios de 

toxicidade crônica com base na verificação de que o desenvolvimento embriolarval é uma 

fase crítica para o crescimento normal do indivíduo e este fato está relacionado ao sucesso 

reprodutivo das espécies. 

A concentração de Triclosan que inibiu o desenvolvimento embriolarval de 

Lytechinus variegatus (CI(I)50;24h - 0,143 mg.L-1) foi bem próxima da concentração de 

efeito para o mexilhão Perna perna (CI(I)50;48h – 0,135 mg.L-1). Deve-se destacar que os 

valores das concentrações de efeito observado (CEO) também foram próximos para estes 

organismos (0,10 mg.L-1 para L.variegatus e 0,076 mg.L-1 para P. perna) e indicam o 

início de efeitos biológicos.  

Concentrações ambientais de Triclosan em água superficial estão abaixo das 

concentrações de efeito crônico para ambas as espécies, bem como dos valores de CENO 

(Concentração de Efeito Não Observado) para Lytechinus variegatus (0,08 mg.L-1) e para 

Perna perna (0,056 mg.L-1). 

Em determinados locais, com alto adensamento populacional fixo ou flutuante, as 

concentrações ambientais de Triclosan na matriz sedimento podem atingir níveis com 

possibilidades de causar efeitos crônicos. No estudo realizado por AGUERA et al. (2003), 

foi detectado Triclosan  em sedimentos marinhos com concentrações  acima de 130,7 

µg.kg-1. Já no estudo realizado por ZHAO et al. (2010),  as concentrações de Triclosan 

encontradas em sedimentos variaram em um range de 12,2 ng.g-1 a 1329 ng.g-1. Neste 

mesmo trabalho, foi realizado uma avaliação de risco ambiental e o maior quociente de 

risco (QR) estabelecido foi baseado nas concentrações de Triclosan em sedimentos. 

No estudo de HALDEN & PAULL (2005), a meia vida do Triclosan em 

sedimentos estuarinos foi estimada em 540 dias, embora informações sobre o seu destino 

em longo prazo sejam limitadas. Cabe destacar que este compartimento ambiental pode ser 

considerado como uma fonte secundária de Triclosan e outros poluentes, pela possibilidade 

de processos naturais ou antropogênicos redisponibilizarem os compostos químicos para 

coluna d`água. 

A TAB. 28 apresenta uma recopilação dos estudos que avaliaram a toxicidade 

crônica do Triclosan para diferentes organismos aquáticos na fração aquosa e em 

sedimento marcado. Nota-se que a maioria dos estudos para avaliação do efeito crônico 

também foram realizados com organismos de água doce, como já observado para os efeitos 
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agudos. É importante destacar que dados ecotoxicológicos de Triclosan referentes a 

espécies de vertebrados (peixes) e invertebrados (desenvolvimento embriolarval de 

equinodermos, moluscos) marinhos, não existem na literatura. 

 

 

TABELA 28 – Toxicidade crônica de Triclosan com organismos aquáticos de diferentes 

níveis tróficos. 

Taxonomia End-point Tempo de 
exposição Resultados Referência 

Algas     

Scenedesmus subspicatus Biomassa (CENO) 96 horas 0,6 µg.L-1 Orvos et al., (2002) 

Pseudokirchneriella 
subcapitata 

Inibição do crescimento (CI50 / 
CENO) 72 horas 0,53 / 0,20 µg.L-1 Yang et al., (2008) 

Equinodermo      

Lytechinus variegatus Desenvolvimento embriolarval 
(CI50 / CENO) 24 horas 143 / 80 µg.L-1 PRESENTE 

ESTUDO 

Molusco     

Perna perna (marinho) Desenvolvimento embriolarval 
(CI50 / CENO) 48 horas 135 / 56 µg.L-1 PRESENTE 

ESTUDO 

Crustáceos     

Daphnia magna Reprodução (CENO) 21 dias 200 µg.L-1 Orvos et al., (2002) 

Daphnia similis Reprodução (CENO) 14 dias 50 µg.L-1 Lameira (2008) 

Ceriodaphnia silvestrii Reprodução (CENO) 7 dias 100 µg.L-1 Lameira (2008) 

Ceriodaphnia dubia Reprodução (CENO) 7 dias 6 µg.L-1 Orvos et al., (2002) 

Ceriodaphnia dubia Reprodução (CENO) 7 dias 40 µg.L-1 Pusceddu (2009) 

Ceriodaphnia dubia 
(sedimento) Reprodução (CENO) 7 dias 5780 µg.L-1 Pusceddu (2009) 

Peixes     

Oncorhynchus mykiss Eclosão de ovos (CENO) 61 dias 34,1 µg.L-1 Orvos et al., (2002) 

Danio rerio Eclosão de ovos (CENO) 48 horas 500 µg.L-1 Oliveira et al., 
(2009) 

Em negrito espécies marinhas. 

 

De acordo com os estudos apresentados na TAB. 28, nos ensaios para avaliação de 

efeito crônico, as microalgas de água doce foram o grupo mais sensível com concentrações 

de efeito na mesma ordem de grandeza das concentrações ambientais de Triclosan em água 

superficial (TAB. 29). 
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Ensaios empregando organismos em estágios iniciais de vida são considerados 

essenciais para detecção de efeitos nocivos. No estudo realizado por ISHIBASHI et al. 

(2004), a eclosão de ovos fertilizados expostos ao Triclosan por 14 dias diminuiu 

significativamente em relação ao controle com concentrações acima de 313 µg.L-1. Neste 

mesmo estudo, as concentrações de Triclosan que causaram a mortalidade em larvas e 

embriões (menos de 24 horas de vida) do peixe Oryzias latipes em 96 horas de exposição 

foram de 602 µg.L-1 e 399 µg.L-1, respectivamente.  

Já no estudo realizado por OLIVEIRA et al. (2009), a concentração de efeito do 

Triclosan para larvas e embriões de peixe da espécie Danio rerio expostos pelo período de 

96 horas foi de   420  µg.L-1.  No entanto, o autor relata que o ensaio com a utilização do 

embrião possibilitou a detecção de efeitos na formação do otólito, dos olhos, bem como na 

coluna. 

Os resultados de ensaios de toxicidade com espécies e níveis tróficos distintos 

podem ser utilizados aliados aos dados de concentrações ambientais de um determinado 

composto para avaliação de risco ambiental. Nesse sentido, CAPDEVIELLE et al. (2007), 

realizaram uma avaliação de risco do Triclosan para ambientes de água doce com o 

emprego de modelos probabilísticos utilizados na Europa (GREAT-ER) e nos Estados 

Unidos (PhATE TM) para estimar a concentração ambiental do composto (PEC - (Predict 

Environmental Concentration). Neste mesmo estudo, os autores estimaram uma 

concentração segura de 1550 ng.L-1 (PNEC - Predict No Effects Concentration) baseada 

em dados de toxicidade de 14 diferentes espécies aquáticas. A razão entre as concentrações 

ambientais e os resultados obtidos nos ensaios de toxicidade com organismos mais 

sensíveis ao composto, gerou subsídios para que os autores concluíssem que Triclosan não 

oferece risco a espécies pelágicas, nem mesmo à jusante de lançamentos de ETE`s das 

regiões contempladas no estudo. 

No entanto, os dados gerados em estudos de toxicidade baseados em respostas tais 

como mortalidade, reprodução, desenvolvimento e crescimento, muitas vezes não detectam 

os mecanismos de ação de substâncias bioativas como os fármacos e este fato pode 

mascarar uma avaliação do risco potencial para biota aquática. 

 

6.3. Citotoxicidade do Triclosan 

Na literatura, também são poucos os estudos sobre os efeitos subletais deste 

composto, baseado em seu mecanismo de ação, com invertebrados aquáticos. Destaca-se 
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que estes representam mais de 90% das espécies existentes e desempenham papel 

importante nos ecossistemas (BINELLI et al., 2009).  

Esta abordagem permite a identificação dos primeiros sinais de efeito biológico e 

possibilita prever e mitigar as conseqüências adversas em níveis de organização biológica 

superiores. 

Quanto ao mecanismo de ação de Triclosan, o estudo realizado por HEATH et al. 

(2001) demonstrou a capacidade do composto de inibir a síntese de ácidos graxos, além de 

poder interagir com os fosfolipídios da membrana e prejudicar a função mitocondrial 

(CANESI et al., 2007) de forma a desestabilizar membranas lisossômicas. 

O método do Tempo de Retenção do Corante Vermelho Neutro empregado neste 

estudo com hemócitos do mexilhão Perna perna, possibilitou avaliar os efeitos do 

Triclosan baseado no seu mecanismo de ação em um organismo não alvo. 

No presente estudo, os resultados dos ensaios de citotoxicidade com hemócitos do 

mexilhão Perna perna demonstraram a ocorrência de efeitos adversos significativos em 

concentrações de Triclosan na ordem de grandeza de ng.L-1 (12 ng.L-1 – 72 horas de 

exposição e 120 ng.L-1 – 48 horas de exposição). A menor concentração testada foi de 1,2 

ng.L-1 e em 72 horas de exposição não apresentou diminuição significativa no tempo de 

retenção do corante. O estabelecimento de concentrações que não causam efeitos 

biológicos adversos é extremamente importante, pois podem contribuir com futuras 

regulamentações que contemplem concentrações de Triclosan ambientalmente seguras. 

Com relação ao tempo de retenção do corante vermelho neutro no controle de água 

dos experimentos, a média obtida (62 minutos) foi próxima do tempo de retenção 

encontrado nos estudos de ABESSA et al.(2005) e PEREIRA (2008) com mexilhões Perna 

perna de áreas consideradas referência ambiental. 

As concentrações de efeito na estabilidade e integridade da membrana lisossômica 

encontradas para o mexilhão Perna perna corroboram com o estudo realizado por 

BINELLI et al. (2009), o qual detectou efeitos adversos do Triclosan no molusco bivalve 

Dreissena polymorpha em concentrações com a mesma ordem de grandeza (289,5 ng.L-1 

em 48 horas de exposição) da utilizada neste estudo, a partir de 48 horas de exposição. 

É importante inferir que estas concentrações de efeito enquadram-se dentro de um 

limite de concentrações encontradas no ambiente aquático, portanto estas podem ser 

consideradas ambientalmente relevantes, conforme apresentado na TAB. 29. 
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TABELA 29 – Concentrações de Triclosan em efluentes de ETE, em água superficial e 

sedimentos.  

Matriz ambiental / Localidade Concentrações Referência 

Efluente tratado / EUA  3,4 a 8,0 µg.L-1 
McAvoy et al., 

(2002) 

Efluente não tratado / Espanha 1,3 a 37,8 µg.L-1 Aguera et al.,(2003)  

Efluente tratado / Espanha 0,4 a 22,1 µg.L-1 Aguera et al.,(2003)  

Efluente não tratado / EUA 800 ng.L-1 Yu et al., (2006) 

Efluente tratado / EUA 250 ng.L-1 Yu et al., (2006) 

Efluente tratado / EUA 50 a 200 ng.L-1 Coogan et al., (2007) 

Efluente tratado / Espanha 0,08 a 0,40 µg.L-1 Gómez et al., (2007) 

Efluente não tratado / Espanha 0,39 a 4,2 µg.L-1 Gómez  et al., (2007) 

Efluente e água superficial / Espanha 45 ng.L-1  Kuster et al., (2008) 

Água superficial / Austrália 21 a 75 ng.L-1 Ying et al., (2007) 

Água superficial / Alemanha 12 a 6870 pg.L-1 Xie et al., (2008) 

Água superficial / Japão 11 a 134 ng.L-1 Nishi et al., (2008) 

Água superficial / China 6,5 a 478 ng.L-1 Zhao et al., (2010) 

Água subterrânea / Europa 7 a 9 ng.L-1 Loos et al., (2010) 

Sedimento marinho / Espanha > 130 µg.kg-1 Aguera et al.,(2003) 

Sedimento / Brasil – Santos -SP 9,3 a 31,7 ng.g-1 Lamardo (2009) 1 

Sedimento / China 12,2 a 1329 ng.L-1 Zhao et al., (2010) 

 

Os dados dos estudos apresentados na TAB. 29 sugerem que a exposição do 

mexilhão Perna perna a concentrações ambientais do Triclosan pode ocorrer em situações 

ambientalmente realistas de forma a apontar um possível risco para toda comunidade 

aquática. Como conseqüência da desestabilização da membrana lisossômica em bivalves, 

pode-se inferir a deficiência na imunidade do organismo, redução do crescimento, do 

potencial reprodutivo e degeneração dos tecidos por processos autofágicos. 

 

 
1 Dra. Eliete Zanardi Lamardo, Universidade Federal de Pernambuco (Comunicação 

Pessoal, 2009). 
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As perturbações nas membranas lisossomais têm sido amplamente utilizadas como 

indicadores precoces de efeitos adversos a vários fatores, dentre eles a exposição a 

substâncias químicas como os fármacos. A integridade e a estabilidade desta membrana 

são consideradas um indicador de “bem estar” celular e um importante biomarcador 

inespecífico de estresse celular (MOORE et al., 2007).  

A maior sensibilidade para detecção de feitos biológicos do bactericida Triclosan 

demonstrada pelo ensaio do Tempo de Retenção do Corante Vermelho Neutro, comparado 

com os outros métodos utilizados neste estudo, pode contribuir para realização de 

avaliações de riscos ambientais mais precisas já que estes estudos baseiam-se em 

concentrações que causam efeitos em ordens de grandeza de mg.L-1 e µg.L-1. Este fato 

pode levar a uma avaliação de risco que não contempla uma real proteção à vida aquática. 

 

6.4. Triclosan - Regulamentação e Perspectivas 

Triclosan tem sido comercializado por mais de 30 anos, e seu uso tem aumentado 

ao longo do tempo. Em um levantamento realizado pela Agência Ambiental Européia, foi 

estimado que cerca de 350 toneladas deste produto químico são utilizadas anualmente na 

União Européia (ENVIRONMENT AGENCY, 2004). 

Nos Estados Unidos, a USEPA (Environmental Protection Agency) e a USFDA 

(Food and Drug Administration) compartilham a responsabilidade de regular produtos 

antimicrobianos. Em geral, a USEPA regula todos os usos do Triclosan como conservante, 

fungicida, ou biocida, como por exemplo, o Microban® utilizado em plásticos. A FDA 

regula a utilização do Triclosan em produtos de higiene e cuidados pessoais, como por 

exemplo, sabonetes, desodorantes, cremes e medicamentos para acne (GLASER, 2004).  

Em setembro de 2008 foi publicado pela USEPA (Environmental Protection 

Agency) um documento relacionado à aprovação da continuidade do uso do bactericida 

Triclosan. O resultado, baseado em avaliações de risco ambiental e em diversos outros 

estudos, foi a aprovação da continuidade do uso deste composto (USEPA, 2008).  

No entanto, o rápido desenvolvimento de um banco de dados científicos 

relacionados aos riscos ambientais e para saúde humana do Triclosan fez com que a 

USEPA acelerasse o cronograma para o processo de revisão de registro deste produto 

químico para o ano de 2013. Os resultados de estudos recentes publicados darão suporte 

para tomada de decisão sobre esta questão. 
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Embora o Triclosan ainda seja utilizado, diversos países estão estabelecendo 

restrições de uso para este bactericida baseado no peso dos estudos científicos que 

demonstram os riscos inerentes a este composto.  

No Canadá, por exemplo, foi divulgada uma lista que proíbe e restringe o uso de 

alguns ingredientes ativos utilizados em cosméticos, dentre eles o Triclosan. As restrições 

impostas são: a) Concentrações iguais ou inferiores a 0,03% em produtos para bochechos; 

b) Concentrações iguais ou inferiores a 0,3% em outros produtos cosméticos; c) os rótulos 

dos produtos de uso oral devem conter declarações que proíbam o uso por crianças com 

idade inferior a 12 anos além de um aviso para evitar engolir; d) os fabricantes devem 

garantir que dibenzo-p-dioxina (PCDD) e dibenzofuranos policlorados (PCDF) não devem 

estar presentes em quantidades que excedam: (1) 0,1 ng.g-1  de 2,3,7,8-tetra-clorodibenzo-

p-dioxina e 2,3,7,8-tetra-clorodibenzofurano (COSMETIC INGREDIENT HOTLIST, 

2010). 

Ainda no sentido de garantir um nível elevado de proteção a saúde humana e ao 

meio ambiente, a União Européia colocou em prática o sistema REACH, um sistema 

integrado único de registro, avaliação, autorização e restrição de substâncias químicas, e 

criou a Agência Européia de Substâncias Químicas. Esta política (REACH) obriga as 

empresas que fabricam (quando o volume produzido ultrapassa 1 tonelada ou mais por 

ano) e importam substâncias químicas a avaliar os riscos decorrentes da utilização das 

mesmas e a tomar as medidas necessárias para gerir todos os riscos que identificarem.  

No âmbito desta política que está em vigor desde 2006, a diretiva 93/67/EEC 

classifica as substâncias de acordo com os resultados pontuais de toxicidade (valores de 

CE50, CI50), ou seja, substâncias com valores de CE50 < 0,1 mg.L-1 são classificadas 

como “extremamente tóxicas”; entre 0,1 e 1 mg.L-1 são classificadas como “muito 

tóxicas”;  com valores entre 1 e 10 mg.L-1 são classificadas como “tóxicas”; valores entre 

10 e 100 mg.L-1 são classificadas como “perigosas” e acima de 100 mg.L-1 “não tóxica” 

(CEC, 1996). 

Nesse sentido, a fim de contribuir com informações sobre a toxicidade do Triclosan 

para invertebrados marinhos de águas tropicais, o composto foi classificado quanto à 

toxicidade de acordo com a diretiva 93/67/EEC da União Européia com os resultados 

obtidos nos ensaios de toxicidade realizados neste estudo e, se enquadrou como uma 

substância “Muito Tóxica”. Por outro lado, baseando-se nos resultados obtidos nos ensaios 

de citotoxicidade, o Triclosan pode ser classificado na referida diretiva como uma 

substância “Extremamente tóxica”, conforme apresentado na TAB. 30.  
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TABELA 30 – Classificação do Triclosan baseada na diretiva 93/67/EEC da União 

Européia e nos resultados do presente estudo. 

Não tóxico  

 CE50 > 100 

mg.L-1 

Nocivo  

 CE50 entre 10 e 100  

 mg.L-1 

Tóxico  

 CE50 entre 1,0 e 10  

mg.L-1 

Muito tóxico  

 CE50 entre 0,1 e 1,0   

mg.L-1 

Extremamente tóxico 

 CE50 < 0,1  

mg.L-1 

      

 

Estes resultados também demonstram que estudos ecotoxicológicos orientados pelo 

modo de ação dos fármacos proporcionam informações relevantes para avaliação de efeitos 

adversos, uma vez que contemplam os órgãos alvos e os efeitos biológicos precoces (“early 

warning”), o que possibilita uma melhor avaliação da toxicidade em concentrações 

ambientalmente relevantes. Além disso, a determinação das concentrações que causam 

efeitos precoces em um organismo não alvo pode embasar avaliações de risco ambiental e 

tomadas de decisões mais protectivas, a partir da previsão de efeitos em níveis superiores 

de organização biológica (população, comunidade). 

Ainda considerando o princípio da prevenção, futuras regulamentações e limites de 

concentrações ambientais do Triclosan devem ser embasados de acordo com os resultados 

obtidos nos ensaios de citotoxicidade. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 Triclosan causou efeito agudo (mortalidade) no copépodo Nitokra sp na 

concentração média de 0,20 mg.L-1. 

 Triclosan causou efeito agudo na fertilização de gametas de Lytechinus variegatus 

na concentração média de 0,282 mg.L-1. 

 Triclosan causou inibição do desenvolvimento embriolarval de Lytechinus 

variegatus na concentração média de 0,143 mg.L-1. 

 Triclosan causou inibição do desenvolvimento embriolarval de Perna perna na 

concentração média de 0,135 mg.L-1. 

 As concentrações de efeito determinadas nos ensaios para avaliação de efeito 

crônico são próximas de concentrações encontradas em sedimento marinho. 

 Triclosan causou a desestabilização da membrana lisossômica de hemócitos de 

Perna perna nas concentrações de 12 ng.L-1 em 72 horas de exposição e de 120 ng.L-1 em 

48 horas de exposição, respectivamente. Não foi observado efeitos adversos significativos 

na concentração de 1,2 ng.L-1 em 72 horas de exposição. 

 O ensaio do Tempo de Retenção do Corante Vermelho Neutro com hemócitos de 

Perna perna possibilitou a identificação de efeitos adversos e em concentrações 

ambientalmente relevantes (na ordem de ng.L-1.) baseado no mecanismo de ação do 

composto.  

 Triclosan pode ser enquadrado de acordo com o que rege a diretiva 93/67/EEC da 

União Européia como uma substância “Muito Tóxica”, com base nos resultados dos 

ensaios de ecotoxicidade (mortalidade, taxa de fertilização e desenvolvimento 

embriolarval). Considerando o resultado do ensaio de citotoxicidade, o Triclosan pode ser 

enquadrado nesta mesma diretiva como uma substância “Extremamente Tóxica”. 
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8. RECOMENDAÇÕES 

 

De forma a minimizar os riscos ambientais dos fármacos no ambiente aquático são 
listadas algumas recomendações e sugestões de estudos. 

 

• A implantação de coleta e tratamento de esgoto com processos avançados de 

depuração e retenção de todas as classes de poluentes incluso os emergentes; 

• Priorizar o monitoramento ambiental das classes de fármacos mais comumente 

utilizados; 

• Ensaios de toxicidade, com ênfase em avaliação de efeito crônico, com organismos 

de diferentes níveis tróficos para se conhecer as concentrações seguras que não causam 

efeitos adversos além de estudos de bioacumulação; 

• Ensaios com diferentes níveis de organização biológica como biomarcadores para a 

identificação de possíveis efeitos em baixas concentrações;  

• Estudos embasados nos mecanismos de ação de compostos bioativos (fármacos); 

• Estudos dos efeitos de misturas de fármacos para identificar possíveis efeitos 

sinérgicos; 

• Elaboração de uma regulamentação que, baseada em dados de concentrações 

ambientais e de toxicidade, contemple valores orientadores para os compostos emergentes 

no ambiente aquático inclusive em sedimentos; 

• Maior divulgação dos problemas relacionados ao descarte inadequado de 

medicamentos e estabelecimento de políticas efetivas para conscientização da população e 

gerenciamento dos descartes de resíduos farmacêuticos; 

• O ensaio do Tempo de Retenção do Corante Vermelho Neutro, com hemócitos de 

Perna perna, mostra a importância de se realizar  estudos sobre a toxicidade do Triclosan e 

de outros fármacos, embasados no mecanismo de ação dos compostos a serem avaliados, 

nas concentrações encontradas no ambiente aquático e, em diferentes níveis de organização 

biológica, para detecção dos possíveis efeitos causados por concentrações mais próximas 

das detectadas no ambiente natural. 
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APÊNDICE A – Cartas-controle de sensibilidade para ouriço-do-mar Lytechinus 

variegatus  
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APÊNDICE B – Sumário estatístico dos ensaios de toxicidade aguda com Nitokra sp 
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Ensaio 1 
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Ensaio 2 
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Ensaio 3 

 

 

 



114 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

APÊNDICE C – Análises físicas e químicas dos ensaios de toxicidade para avaliação 

de efeito agudo com Nitokra sp. 
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Concentrações     (mg.L-1) 

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 

Inicial Final Inicial Final Inicial Final 

pH OD Sal pH OD Sal pH OD Sal pH OD Sal pH OD Sal pH OD Sal 

Controle 7,72 5,4 25 7,69 5,2 25 7,94 5,5 25 7,69 5,3 26 7,12 5,8 25 7,08 5,8 26 

Controle DMSO 8,02 5,1 25 7,71 5,1 26 8,02 5,1 25 7,71 5,1 26 7,01 5,4 25 6,97 5,3 26 

0,14 7,84 5,1  25 7,72 5,0 26 7,11 5,9 25 7,08 5,8 27 7,01 5,8 25 6,98 5,8 26 

0,17 7,64 5,1  25 7,33 4,9 26 7,20 5,5 25 7,11 5,4 28 6,94 5,3 25 6,91 5,6 26 

0,20 7,94 5,1  25 7,74 5,0 27 7,27 5,6 25 7,08 5,3 26 6,91 5,3 25 6,86 5,3 25 

0,24 7,99 5,1  25 7,70 5,1 25 7,29 5,4 26 7,10 5,5 26 6,97 5,5 25 6,89 5,4 27 

0,29 7,95 5,1  25 7,65 5,0 25 7,24 5,3 25 7,15 5,3 25 6,97 5,8 25 6,90 5,6 26 

0,35 7,94 5,0 25 7,69 4,8 25 7,23 5,6 25 7,17 5,4 27 6,95 5,8 25 6,90 5,6 26 

0,42 7,90 5,2 25 7,70 5,0 25 7,26 5,5 26 7,08 5,5 27 7,04 5,5 25 6,97 5,2 28 

0,50 8,09 5,1 25 7,81 5,1 26 7,32 5,4 25 7,11 5,3 25 7,02 5,6 25 6,98 5,3 25 
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APÊNDICE D - Sumário estatístico dos ensaios de toxicidade aguda com Lytechinus 

variegatus. 
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Ensaio 1 
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Ensaio 2 
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Ensaio 3 
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Ensaio 4 
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Ensaio 5 
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APÊNDICE E – Análises físicas e químicas dos ensaios de toxicidade para avaliação 

de efeito agudo com Lytechinus variegatus. 
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Concentrações (mg.L-1) 

 Ensaio 1 

 INICIAL 

 pH OD Sal 

Controle  7,97 6,5 36 

Controle DMSO  7,91 6,4 35 

0,1  7,85 6,6 35 

0,14  7,79 6,6 36 

0,19  7,86 6,6 36 

0,26  7,84 6,6 36 

0,36  7,85 6,6 36 

0,50  7,87 6,6 36 
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Concentrações    

(mg.L-1) 

Ensaio 2  Ensaio 3  Ensaio 4  Ensaio 5 

INICIAL  INICIAL  INICIAL  INICIAL 

pH OD Sal  pH OD Sal  pH OD Sal  pH OD Sal 

Controle 7,98 5,8 35  7,98 5,8 35  7,89 5,7 35  7,88 5,8 35 

Controle DMSO 7,90 5,9 35  7,90 5,9 35  7,93 5,6 35  7,93 5,6 35 

0,1 7,91 5,8 35  7,91 5,7 35  7,85 5,8 35  7,90 5,7 35 

0,2 7,94 5,8 36  7,87 5,7 36  7,87 5,7 35  7,91 5,6 36 

0,3 7,87 5,6 34  7,89 5,8 36  7,88 5,6 35  7,89 5,8 35 

0,4 7,85 5,7 35  7,89 5,3 35  7,90 5,6 35  7,92 5,7 35 

0,5 7,85 5,6 35  7,91 5,5 36  7,91 5,5 36  7,97 5,6 36 

0,6 7,83 5,6 35  7,89 5,4 35  7,90 5,4 35  7,93 5,5 35 
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APÊNDICE F - Sumário estatístico dos ensaios de toxicidade crônica com Lytechinus 

variegatus. 
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Ensaio 2 
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Ensaio 3 
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Ensaio 4 
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Ensaio 5 
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APÊNDICE G – Análises físicas e químicas dos ensaios de toxicidade para avaliação 

de efeito crônico com Lytechinus variegatus. 
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Concentrações (mg.L-1) 

Ensaio 1 

Inicial  Final 

pH OD Sal  pH OD Sal 

Controle 7,97 6,8 34  7,93 6,5 35 

Controle DMSO 7,96 6,3 35  7,94 6,1 35 

0,04 7,93 6,7 35  7,92 6,3 36 

0,06 7,95 6,6 35  7,96 6,5 35 

0,08 7,91 6,6 35  7,97 6,6 36 

0,10 7,97 6,7 35  7,95 6,6 35 

0,12 7,99 6,2 35  7,94 6,1 36 

0,14 7,90 6,1 36  7,89 6,0 36 

0,16 7,89 6,0 35  7,89 6,0 35 

0,18 7,87 6,1 35  7,82 6,0 35 

0,20 7,83 6,2 36  7,79 6,0 36 

 

Concentrações (mg.L-1) 

Ensaio 2 

Inicial  Final 

pH OD Sal  pH OD Sal 

Controle 8,02 5,9 35  7,97 5,8 36 

Controle DMSO 7,99 5,7 36  7,97 5,6 36 

0,04 7,97 5,8 35  7,95 5,8 35 

0,06 7,99 5,8 35  7,98 5,7 35 

0,08 7,98 5,9 35  7,99 5,8 35 

0,10 7,97 6,0 35  7,96 5,9 35 

0,12 7,96 6,1 35  7,97 6,0 35 

0,14 7,97 5,7 36  7,92 5,6 36 

0,16 7,89 5,7 36  7,97 5,7 36 

0,18 7,90 5,7 35  7,80 5,7 35 

0,20 7,87 5,8 35  7,80 5,7 35 
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Concentrações 

(mg.L-1) 

  Ensaio 3   Ensaio 4   Ensaio 5 

 Inicial Final Inicial Final Inicial Final 

 pH OD Sal  pH OD Sal  pH OD Sal  pH OD Sal  pH OD Sal  pH OD Sal 

Controle  7,91 6,3 35 7,89 6,2 35 7,97 6,4 35 7,93 6,4 35 8,01 6,9 35 7,99 6,4 36 

Controle DMSO  7,97 6,2 35 7,97 6,3 35 7,99 6,2 35 7,98 6,2 35 8,02 6,5 35 8,01 6,4 36 

0,04  7,91 6,3 35 7,87 6,0 35 7,93 6,4 35 7,91 6,4 36 7,99 6,9 36 7,97 6,3 36 

0,06  7,90 6,3 35 7,86 5,9 35 7,97 6,4 35 7,95 6,3 36 8,00 6,7 36 7,98 6,5 36 

0,08  7,89 6,2 36 7,85 5,9 36 7,96 6,4 35 7,94 6,4 36 7,97 6,7 35 7,96 6,5 36 

0,10  7,87 6,4 35 7,86 6,2 35 7,95 6,3 35 7,93 6,3 35 7,98 6,7 35 7,96 6,3 36 

0,12  7,88 6,3 35 7,89 6,1 35 7,89 6,2 35 7,85 6,1 35 7,99 6,5 35 7,95 6,4 36 

0,14  7,87 6,2 35 7,85 6,2 36 7,91 6,2 35 7,89 6,3 35 7,93 6,3 35 7,91 6,1 35 

0,16  7,88 6,0 35 7,83 5,9 35 7,90 6,0 35 7,87 6,0 35 7,92 6,5 35 7,89 6,0 35 

0,18  7,91 6,1 35 7,87 6,2 36 7,83 6,1 35 7,79 5,9 36 7,91 6,4 35 7,88 6,1 36 

0,20  7,79 6,1 35 7,63 6,0 36 7,81 6,0 36 7,76 6,0 36 7,88 6,3 35 7,81 6,0 36 
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APÊNDICE H - Sumário estatístico dos ensaios de toxicidade crônica com Perna 

perna. 
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Ensaio 1 
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Ensaio 2 
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Ensaio 3 
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Ensaio 4 
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APÊNDICE I – Análises físicas e químicas dos ensaios de toxicidade para avaliação 

de efeito crônico com Perna perna. 
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Concentrações (mg.L-1) 

Ensaio 1 

Inicial  Final 

pH OD Sal  pH OD Sal 

Controle 8,00 6,1 35  8,03 5,9 35 

Controle DMSO 8,01 6,0 35  7,98 5,8 36 

0,01 7,94 6,0 35  7,96 5,7 36 

0,018 7,92 6,0 35  7,94 6,0 36 

0,03 7,93 5,9 35  7,92 5,6 35 

0,06 7,87 5,9 36  7,90 5,5 36 

0,10 7,88 6,0 35  7,87 5,3 35 

0,19 7,91 5,9 35  7,87 5,7 35 

0,32 7,91 5,9 35  7,89 5,3 35 
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Concentrações

(mg.L-1) 

  Ensaio 2  Ensaio 3  Ensaio 4 

 Inicial Final Inicial Final Inicial Final 

 pH OD Sal  pH OD Sal  pH OD Sal  pH OD Sal  pH OD Sal  pH OD Sal 

Controle  8,00 6,2 35 7,97 6,1 35 7,93 6,2 35 7,91 5,8 35 7,96 6,5 35 7,99 6,4 35 

Controle 
DMSO 

 
7,86 6,1 36 7,88 6,0 36 7,97 6,1 36 7,94 6,0 36 7,97 6,2 35 7,93 6,0 36 

0,05  7,93 6,0 36 7,93 5,8 36 7,90 6,6 36 7,87 6,5 36 7,92 6,2 35 7,96 6,2 36 

0, 065  7,94 6,0 35 7,82 5,8 36 7,86 6,4 36 7,86 6,2 36 7,97 6,3 35 7,98 6,2 36 

0,08  7,85 6,0 36 7,86 5,3 36 7,79 6,4 36 7,81 6,4 36 7,89 6,2 36 7,89 6,1 36 

0,10  7,88 5,9 35 7,77 5,7 36 7,86 6,5 36 7,88 6,5 36 7,88 6,1 36 7,92 6,0 36 

0,14  7,91 5,9 35 7,90 5,8 36 7,82 6,4 36 7,81 6,3 36 7,93 6,0 35 7,95 5,8 35 

0,18  7,87 5,9 35 7,88 5,8 35 7,84 6,3 36 7,86 6,0 36 7,84 6,1 36 7,92 5,9 36 
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APÊNDICE J – Análises físicas e químicas dos ensaios de citotoxicidade. 
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Concentrações (ng.L-1) 

Ensaio 1 (definitivo) 

Inicial  Final 

pH OD Sal  pH OD Sal 

Controle 8,04 7,5 36  8,01 7,5 36 

Controle DMSO 8,07 7,3 36  8,03 7,2 36 

120 8,02 7,2 36  8,00 7,1 36 

1200 8,07 7,0 36  7,86 7,2 35 

12000 8,10 7,3 36  7,99 7,1 36 

        

 

 

 

 

Concentrações (ng.L-1) 

Ensaio 2 (definitivo) 

Inicial  Final 

pH OD Sal  pH OD Sal 

Controle 7,89 6,6 35  7,67 6,4 34 

Controle DMSO 7,84 6,5 34  7,61 6,6 34 

1,2 7,67 6,5 35  7,55 6,3 34 

12 7,69 6,3 35  7,63 6,6 35 

120 7,71 6,8 35  7,62 6,4 35 
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ANEXO A – Ficha de segurança do Triclosan 
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ANEXO B – Certificado de Acreditação do Laboratório de Ecotoxicologia da 

Universidade Santa Cecília segundo os requisitos estabelecidos na ABNT NBR 

17025:2005. 
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ANEXO C – Ficha de segurança do solvente dimetilsufóxido (DMSO). 
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ANEXO D – Carta-controle de sensibilidade para o copépodo Nitokra sp.  
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Carta Controle - Dicromato de Potássio
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