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AVALIACAO ECOTOXICOLOGICA DO FARMACO TRICLOSAN PARA
INVERTEBRADOS MARINHOS

Fernando Sanzi Cortez
RESUMO

Triclosan ¢ um composto organico de baixa solubilidade que vem sendo utilizado em
formulagdes de cremes dentais e faciais, xampu, sabonetes, embalagens de géneros
alimenticios e diversos tipos de materiais, tais como, adesivos, brinquedos, sapatos,
selantes, tintas, colchdo, roupas, pisos, toldos e rejuntes. O amplo uso deste composto
deve-se a grande eficdcia contra bactérias Gram negativas e Gram positivas. Por seu
extenso uso, evidéncias da presenga de Triclosan tém sido frequentemente relatadas em
efluentes urbanos e industriais, dguas superficiais e sedimentos de ambientes dulcicolas,
estuarinos e marinhos, como também em organismos aquaticos como algas, peixes e
mamiferos. Neste contexto, o presente estudo avaliou a toxicidade aguda e cronica de
Triclosan para diferentes invertebrados marinhos de aguas tropicais. Para tanto, ensaios
de toxicidade aguda foram realizados com o copépodo Nitokra sp (mortalidade) ¢ com o
ouri¢o-do-mar Lytechinus variegatus (taxa de fertilizagdo). Para a avaliagdo do efeito
cronico, ensaios de toxicidade de curta dura¢do (desenvolvimento embriolarval) foram
realizados com o ourigo-do-mar L. variegatus e Perna perna. Além desses métodos, o
ensaio do Tempo de Retencdo do Corante Vermelho Neutro foi empregado com a
finalidade de se avaliar os efeitos do Triclosan sobre a estabilidade da membrana
lisossdmica de hemdcitos de P. perna. Na avaliacdo do efeito agudo, o valor médio da
CL(I)50;96h encontrada para o copépodo foi de 0,20 mg.L"' enquanto que o valor
médio da CI(I)50;1h para ourigo-do-mar foi de 0,28 mg.L"'. J4 na avaliagio do efeito
cronico, o valor médio da CI(I)50;24h para ourico-do-mar foi de 0,14 mg.L™' e para o
molusco bivalve a média da CI(I)50;48h, foi de 0,13 mg.L'l. O efeito na estabilidade da
membrana lisossomica de hemocitos de P. perna ocorreu em concentragdes a partir de
12 ng.L". Estes resultados evidenciam o risco ecologico da introdugdo continua desse
composto em ambientes marinhos, ¢ devem ser considerados para identificagdo de
concentragdes seguras e futura regulacdo do bactericida Triclosan na legisla¢do

ambiental nacional e internacional.

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

Marinhos.



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™, whereas the mean value of IC(I)50;1h for the sea-urchin was 0.28 mg L.
In the chronic toxicity assays, the mean value of IC(I)50;24h recorded for the sea-
urchin was 0.14 mg L', whilst for the bivalve mollusk the mean value of
IC(1)50;48h was 0.13 mg L. The effect on the lysosomal membrane stability of
Perna perna hemocytes started to occur from 12 ng L. 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. INTRODUCAO

As modificagdes na natureza, em todas as suas formas, geradas pela atividade
humana, ameagam a qualidade de vida do proprio ser humano (PORTO, 2000).

Atualmente tem se discutido muito sobre polui¢do e suas consequéncias ao meio
ambiente devido as alteragdes ambientais que o mundo tem sofrido como, por exemplo, o
aquecimento global. Uma dessas preocupacdes recentes tem sido também a contaminacao
do meio ambiente por medicamentos.

Férmacos e Produtos de Higiene e Cuidados Pessoais (FPHCP) compreendem um
grupo diversificado de produtos quimicos utilizados na medicina veterindria, na satde
humana, em praticas agricolas e em cosméticos (DAUGHTON, 2007).

Apoés a administragdo, uma parte significativa dos farmacos ¢ excretada e levada
para as Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETE) ou despejados no ambiente aquatico por
esgotos sem tratamento. Alguns produtos farmacéuticos ndo sdo totalmente eliminados nas
ETE, j4 que a tecnologia convencional de tratamento utilizada, quando existente, ¢
insuficiente para remover completamente estes compostos. Como conseqiiéncia, diferentes
classes e quantidades de produtos farmacéuticos atingem as aguas superficiais, aguas
subterraneas (FARRE et al., 2001) e sedimentos (AGUERA et al., 2003).

Uma vez que os produtos farmacéuticos sdo sintetizados com a finalidade de
produzir um efeito biologico (HENSCHEL et al., 1997), os efeitos para os organismos
ndo-alvo no ambiente podem ocorrer, mesmo quando expostos a baixas concentragdes.
Portanto, a probabilidade do risco ambiental destes compostos ndo pode ser descartada.

O crescimento populacional e o consequente aumento no consumo de FPHCP's,
geram a necessidade de estudos ecotoxicologicos que déem suporte para avaliagdao de risco
ecoldgico destes compostos. Neste contexto, nos ultimos anos estes estudos tém sido
realizados com o objetivo de se conhecer os efeitos bioldgicos dos fdrmacos e seus
metabolitos em diferentes espécies de organismos aquaticos (LANGE et al., 2006;
FLAHERTY & DODSON, 2005; BORGMANN et al., 2007).

Da mesma forma, os estudos de identificagdo e quantificacio de farmacos se
iniciaram em aguas superficiais, e agora, incluem sedimentos (particulas em suspensdo),
lodo de ETE's, ar (como por exemplo, FPHCP sorvidos a particulas em suspenso) ¢ a

biota (DAUGHTON, 2007).



Das diversas classes de farmacos, os antibidticos sdo os mais estudados em funcao
da capacidade de promoverem resisténcia em bactérias (SANTOS et al., 2010). Este
problema também esta associado aos bactericidas utilizados em produtos de higiene e
cuidados pessoais, como por exemplo, o Triclosan. A seguranca deste bactericida tem sido
questionada em relacdo a salde ambiental e humana em fungdo de alguns fatores, tais
como a toxicidade, a conversdo pela fotodegradagdo e metilagdo bioldgica em compostos
mais toxicos e por sua capacidade de bioacumular.

Em diferentes paises da Europa, Asia e América do Norte, estudos publicados tém
demonstrado a ocorréncia do Triclosan em ambientes aquaticos dulcicolas, estuarinos e
marinhos. No Brasil, publicagdes que reportem a ocorréncia de Triclosan em matrizes
ambientais sdo inexistentes e sdo poucos os estudos ecotoxicoldgicos com compostos
emergentes, incluso o Triclosan, principalmente com organismos tropicais marinhos.

Diante deste contexto, no presente estudo foram empregados ensaios de toxicidade
para avaliagdo de efeito agudo e crénico do Triclosan, com diferentes grupos de
invertebrados marinhos (Equinodermata, Mollusca e Crustacea). Ensaios de citotoxicidade
para avaliacao de efeito subletal por meio do método do Tempo de Retengdo do Corante

Vermelho Neutro foram realizados de modo a complementar a abordagem.



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

> Avaliar a toxicidade do farmaco Triclosan para invertebrados marinhos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
> Avaliar a toxicidade aguda do Triclosan usando o copépodo Nitokra sp e gametas
de ouri¢o-do-mar Lytechinus variegatus;

> Avaliar a toxicidade cronica do Triclosan usando embrides de ourigo-do-mar

Lytechinus variegatus e do molusco bivalve Perna perna;

> Avaliar a citotoxicidade do Triclosan utilizando hemocitos do molusco bivalve

Perna perna;

> Classificar o farmaco Triclosan quanto a toxicidade de acordo com a diretiva

93/67/EEC da Unido Européia;



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Aspectos Gerais da Poluicdo Aquatica

A 4gua ¢ o elemento fundamental da vida e representa, sobretudo, o principal
constituinte de todos os organismos vivos. Seus multiplos usos sdo indispensaveis a um
largo espectro das atividades humanas, onde se destacam, entre outros, o abastecimento
publico e industrial, a irrigacdo agricola, a producao de energia elétrica e as atividades de
lazer e recreagdo, bem como a preservagdo da vida aquatica (CETESB, 2009).

Nas ultimas décadas, no entanto, os ecossistemas aquaticos tém sofrido alteracdes
significativas em funcdo de diversos fatores antropogénicos tais como mineragao,
urbanizagdo, constru¢ao de represas e barragens, interferéncia no curso natural dos rios,
desmatamento e uso inadequado do solo, intensa atividade agricola e lancamentos de
efluentes domésticos e industriais.

A historia da poluicdo ambiental aquatica remonta ao inicio da histéria da
civilizagdo humana. Entretanto, a polui¢ao aquatica ndo recebeu muita atengao até que
fosse atingido um limite a partir do qual foi possivel perceber conseqiiéncias adversas
nestes ecossistemas e em sua biota (FREIRE et al., 2008)

A crescente expansdo demografica e industrial, desordenada e sem levar em
consideragdo a proteg¢ao dos ecossistemas, vem comprometendo a qualidade ambiental e da
saide humana. Os ecossistemas costeiros, os quais resultam da interacdo de ambientes
marinhos e terrestres caracterizados por recortes litoraneos, pela diversidade bioldgica e
fragilidade ambiental, vém sofrendo influéncia tanto de processos naturais quanto
antrépicos (BRASIL, 2000).

O homem esta cada vez mais se estabelecendo em direcao ao litoral. Cerca de uma
em cada trés pessoas no planeta vive hoje a 100 quildmetros do mar e 44 por cento da
populacdo mundial - mais do que habitavam o mundo inteiro em 1950 - estdo a 150 km
dele. Dois tergos de todas as cidades com mais de 2,5 milhdes de habitantes estdo situadas
na regido costeira (GESAMP, 2001).

Historicamente, os mares foram considerados um verdadeiro depodsito de grande
variedade de residuos provenientes das atividades humanas. A humanidade sempre
acreditou na idéia de que a capacidade de dilui¢do deste ambiente seria a solu¢do para a
poluicao. Com o avanco da ciéncia, foi comprovado que os oceanos nao possuem esta

capacidade infinita de absorver e diluir o progressivo aumento de residuos que sdo



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 exploragdo petrolifera, a pesca, as operagdes de
maricultura, transporte maritimo, dragagem, a descarga de esgotos e produtos quimicos
industriais, bem como os impactos associados as fontes difusas de polui¢do marinha
(BOWEN & DEPLEDGE, 2006).

Dentre as principais fontes de polui¢do dos ecossistemas aquaticos encontram-se 0s
langamentos de efluentes liquidos domésticos e industriais sem o devido tratamento.
Aliados a esses fatos, a quantidade, a diversidade e o consumo crescente de produtos
quimicos aumentam a probabilidade dos riscos nesses ambientes (ZAGATTO, 2006).

A introducdo no ambiente aquatico de substancias quimicas produzidas pelo
homem engloba potencialmente um enorme numero de substancias diferentes. Além disso,
novas substancias quimicas sdo sintetizadas a cada ano, sendo que a maior parte destas
alcanca, direta ou indiretamente, os ecossistemas marinhos (WARD, 1995; SOUSA, 2002).

Produtos quimicos representam 14% das importagdes e exportagdes dos paises da
OECD (Organisation for Co-operation and Development) e a década atual tem sido
caracterizada pela expansdao da produ¢do e utilizacdo nos paises em desenvolvimento
(UNEP, 2003). Na Unido Européia sdo registradas cerca de 100.000 substancias quimicas
diferentes, dos quais 30.000 destes produtos sdo comercializados em quantidades maiores
que 1 tonelada. Estes nimeros preocupam pelo fato destas substancias possuirem pouca ou
nenhuma informagdo quanto aos riscos a saude humana e meio ambiente (BEAUSSE,
2004).

De acordo com a Sociedade Americana de Quimica, ha cerca de 10 milhdes de
substancias quimicas mencionadas na literatura cientifica. Estima-se que cerca de 70 mil
sdo de uso cotidiano, sendo que de mil a duas mil novas substancias sdo adicionadas a esta
lista anualmente (MOZETO & ZAGATTO, 2006).

Diante deste contexto, o conhecimento a respeito das diferentes caracteristicas das
mais variadas substancias quimicas e as estratégias de controle e monitoramento ambiental
sao fundamentais para minimizar os riscos ecoldgicos. De acordo com CHAPMAN (2007),
poluigdo € a contaminacdo que resulta em efeitos adversos biologicos para as comunidades
residentes e, a diferenciagdo dos conceitos de poluicdo e contaminagdo ndo pode ser
realizada apenas com base em analises quimicas, pois estas nao fornecem informacdes

sobre a biodisponibilidade e toxicidade.



Os ultimos avangos nos critérios de qualidade da 4gua assumiram os efeitos
ecoldgicos como uma base de controle ao invés de focalizar somente os agentes quimicos
ou fisicos, com potencial de causar efeitos adversos. Portanto, a avaliagdo da qualidade da
agua ¢ definida diretamente em termos de "estrutura e funcionamento dos sistemas
ecoldgicos" em vez de ser feita apenas com base na contamina¢do quimica. Neste contexto,
um corpo d’agua € um bem ambiental a ser protegido, € ndo um recurso a ser explorado e
as qualidades biologica e ecologica assumem um papel dominante (VIGHI et al., 2006).

Diante destes conceitos, a Ecotoxicologia ganha destaque como uma abordagem
complementar as andlises quimicas, possibilitando o entendimento do comportamento dos
compostos quimicos no ambiente bem como os possiveis efeitos causados em diferentes

niveis de organizagdo bioldgica.

3.2. Ecotoxicologia aquatica

O termo Ecotoxicologia ou Toxicologia Ambiental foi sugerido pela primeira vez
em 1969, durante uma reunido do Committe of the International Council of Scientific
Unions (ICSU), em Estocolmo, pelo toxicologista francés René Truhaut em 1969
(TRUHAUT, 1977 apud RAND 1995). De acordo com este autor, a Ecotoxicologia ¢ a
ciéncia que estuda os efeitos das substancias naturais ou sintéticas sobre os organismos
vivos, populacdes e comunidades, animais e vegetais, terrestres ou aquaticos, que
constituem a biosfera, incluindo assim a interagdo das substancias 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 ciéncia dos
contaminantes e seus efeitos sobre os constituintes da biosfera, incluindo o homem.

A Ecotoxicologia Aquatica, como os demais campos de estudo da Ecotoxicologia,
envolve o conhecimento de outras areas da ciéncia, o que caracteriza a sua
multidisciplinaridade (FIG. 1). Andlises estatisticas e modelagens matematicas, por
exemplo, tém sido utilizadas como ferramentas importantes para quantificar e prever os
efeitos bioldgicos, bem como para determinar sua probabilidade ocorréncia em diferentes

condigdes ambientais (RAND et al., 1995).
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FIGURA 1 - Ecotoxicologia — Ciéncia multidisciplinar (RAND et al., 1995).

Estudos ecotoxicologicos podem ser utilizados para determinar efeitos biologicos
em diferentes niveis de organizacao bioldgica, desde moleculares e bioquimicos até
comunidades e ecossistemas (FIG.2) (WALKER et al., 1996) e tém sido empregados com
a finalidade de se avaliar os efeitos da introdu¢do de xenobidticos no ambiente aquatico,
sendo que alguns parametros como toxicidade aguda e cronica ja sdo previstos na
Legislagdao Brasileira, como por exemplo na Resolugdo CONAMA 357/2005 (PEREIRA,
2008).
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FIGURA 2. Niveis de organizacdo bioldgica e respostas a poluentes (Nascimento et al,

2006).

Dentre os estudos ecotoxicoldgicos, os ensaios de toxicidade sdo utilizados para
uma variedade de aplicagdes, tais como: regulagcdo sobre o desenvolvimento, manufatura e
comercializacdo de produtos quimicos, registro de produtos para atender as exigéncias
legais, controle de descargas municipais e industriais, avaliacdo de risco ambiental,
subsidiar o estabelecimento de valores para os critérios de qualidade de agua e sedimento,
regulacdo de limites maximos permissiveis para efluentes e substancias quimicas, como
abordagem integrante de programas de monitoramento ambiental, avaliar a eficiéncia de
sistemas de tratamento de efluentes, entre outras (ABESSA, 2002).

Ensaios de toxicidade sdo definidos como procedimentos nos quais as respostas de
organismos vivos sdo utilizadas para avaliar a capacidade de substancias quimicas
(isoladas ou em combinacdo) e/ou amostras ambientais, causarem efeitos deletérios nos

organismos expostos (RAND et al., 1995).



Diferentes métodos de ensaios com organismos de 4guas continentais, estuarinas e
marinhas, em condi¢des laboratoriais e/ou de campo, tém sido utilizados para identificar os
efeitos de xenobidticos no ambiente. Sdo 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 evidéncia direta das
conseqiiéncias da contaminagdo, podendo ser utilizados para estimar a toxicidade de
misturas complexas de contaminantes tanto em fase liquida, como na fase solida do
sedimento (CESAR et al., 2002). Os ensaios de toxicidade possuem uma séric de
vantagens como baixo custo, obten¢do de respostas rapidas, simplicidade da maior parte
dos métodos e facil interpretagdo dos resultados.

De acordo com RAND et al. (1995) os primeiros ensaios de toxicidade (aguda) com
organismos aquaticos foram implementados a partir de 1930, com objetivo de estabelecer a
relacdo causa/efeito de substancias quimicas e despejos liquidos.

A partir de 1960 é que foram estabelecidos, nos Estados Unidos (Water Quality
Act), os primeiros padrdes de qualidade das dguas para prote¢ao da vida aquatica baseados
em resultados de ensaios de toxicidade para avaliagdo de efeito agudo com organismos
mais sensiveis (ZAGATTO, 2006).

Em ambito nacional, as primeiras iniciativas em termos metodologicos na area de
Ecotoxicologia ocorreram em 1975 com a participagdo da CETESB (Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental) em um programa internacional de padronizacio de
ensaios de toxicidade aguda com peixes, organizado pelo Comité Técnico de Qualidade
das Aguas da International Organization Standardization (ISO). A partir de 1975, houve
um grande avango no conhecimento da Ecotoxicologia nas universidades brasileiras e
orgdos ambientais, no que diz respeito a programas de monitoramento ambiental e
capacitacdo técnica de recursos humanos nessa area. Como conseqiiéncia disso foram
desenvolvidos e adaptados varios métodos de ensaios de toxicidade aguda e cronica, de
curta duracdo, utilizando diferentes espécies e grupos de organismos para avaliagdo da
poluicdo hidrica (ZAGATTO, 2006).

Atualmente, diversos métodos de ensaios de toxicidade ja estdo bem estabelecidos,
sendo alguns padronizados nacional e internacionalmente por associagdes ou organizacdes
de normalizagdo, como por exemplo, a Associacdo 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 Frangaise de
Normalisation (AFNOR) e Deutsches Institut fur Normung (DIN).

3.2.1. Ensaio de toxicidade para avaliacdo de efeito agudo

O ensaio de toxicidade aguda pode ser definido como o procedimento que avalia os
efeitos, em geral severos e rapidos, sofridos pelos organismos expostos ao agente quimico
em um curto periodo de tempo, em geral num intervalo de 0 a 96 horas. Usualmente os
critérios de avaliagdo sdo a mortalidade e a imobilidade dos organismos-teste (ARAGAO
& ARAUJO, 2006; MAGALHAES & FILHO, 2008) e consideram uma fase do ciclo de
vida.

As avaliagdes de efeito agudo sdo importantes para evidenciar os efeitos letais em
curtos intervalos de tempo, fornecendo dados fundamentais para o desenvolvimento e
adocdo de critérios para melhoria da qualidade ambiental (FONSECA, 1991).

A partir dos resultados obtidos nos ensaios para avaliagdo de efeito agudo, pode-se
empregar diferentes métodos estatisticos, com o propodsito de calcular a concentracao
mediana que causa efeito adverso em 50% dos organismos expostos durante o periodo de
ensaio. Os valores de toxicidade aguda podem ser expressos em CE50 (concentragdo
mediana efetiva que causa imobilidade em 50% dos organismos expostos) ou CL50

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

3.2.2. Ensaio de toxicidade para avaliacdo de efeito cronico

Os ensaios de toxicidade para avaliagdo de efeito cronico sdo empregados para
mensurar os efeitos de substancias quimicas 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 cronicos avaliam os efeitos subletais de agentes toxicos no
desenvolvimento, reprodugcdo e comportamento, devido a perturbacdes fisiologicas e
bioquimicas (ADAMS & ROWLAND, 2002). De acordo com estes autores, normalmente
sdo empregados nos estudos para avaliacdo de efeitos cronicos, fases mais sensiveis do
ciclo de vida dos organismos-teste, tais como embrionaria e larval.

De modo geral, os efeitos sao subletais e observados em situagdes em que as
concentragdes do agente tdxico, permitem a sobrevivéncia dos organismos-teste, mas

afetam uma ou mais fungdes biologicas (MAGALHAES & FILHO, 2008).
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Os resultados dos ensaios de toxicidade cronica podem ser utilizados para estimar a
maior concentracdo que ndo causa efeitos aos organismos-teste (CENO) e a menor
concentragdo que causa efeito estatisticamente significativo aos organismos-teste (CEO).
Um valor pontual de toxicidade pode ser estimado para determinar a concentracdo do
agente toxico que causa uma determinada porcentagem de redu¢do no desenvolvimento

dos organismos exposto (CI — concentracdo de inibi¢ao) (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 aquatica, ndo apenas os
ensaios devem ser adequados, mas também os organismos que serdo empregados no
estudo. Varios critérios devem ser considerados na selecdo de organismos para ensaios de
toxicidade, tais como:

a) Em func¢do da variacdo da sensibilidade entre as espécies, um grupo de espécies,
representando um amplo leque de sensibilidades deve ser utilizado sempre que possivel;

b) Espécies amplamente disponiveis e abundantes devem ser consideradas;

c) Sempre que possivel, as espécies devem ser estudadas para que sejam indigenas
ou representantes do ecossistema que pode receber o impacto;

d) Espécies de importancia comercial e relevancia ecoldgica devem ser incluidas
nos estudos;

e) Espécies devem ser passiveis de manutengao e cultivo em laboratério de modo a
facilitar a realizacdo dos ensaios de toxicidade aguda e cronica;

f) Conhecimento da biologia e ecologia das espécies, o que facilita a interpretagao
dos resultados dos ensaios.

A realizagdo dos ensaios de toxicidade com organismos aquaticos depende da
disponibilidade dos mesmos. Ha trés modos de se dispor de organismos: a coleta em
ambientes naturais, a aquisicdo através de produtores especializados e o cultivo em
laboratorio (DOMINGUES & BERTOLETTI, 2006).

Uma ampla gama de organismos ¢ utilizada em ensaios laboratoriais sendo que os
principais grupos sdo as bactérias, as microalgas, os microcrustaceos, os equindides, os

moluscos e os peixes.



12

3.2.4. Ensaios de toxicidade com organismos marinhos

Os oceanos contém uma grande variedade de espécies que sdo exploradas para
consumo humano. Estima-se que mais de 2 bilhdes de pessoas em todo o mundo dependem
da proteina dos mares e dos ambientes costeiros; no entanto, ¢ neste ambiente que os
residuos antropogénicos muito frequentemente se acumulam (BOWEN & DEPLEDGE,
2006).

Com os oceanos cobrindo 70% da superficie da terra e contendo uma vasta
diversidade de plantas e animais nas regides costeiras, tornam-se essenciais para a
humanidade e para a preservacao da vida aquética, avaliagdes ecotoxicoldgicas dos agentes
quimicos em organismos marinhos visando o controle das fontes poluidoras (WARD,
1995). De acordo com este mesmo autor, a utilizacdo de diferentes grupos de organismos
marinhos em ensaios ecotoxicologicos permite a identificacao das espécies mais sensiveis.

Segundo SOUSA (2002), a aplicagdo de ensaios de toxicidade para avaliagdo de
efluentes e de diferentes poluentes sobre a biota marinha teve inicio, no Brasil, no final da
década de 1980. Atualmente, ha diversos métodos de ensaios de toxicidade com
organismos marinhos padronizados, com diferentes espécies de algas, peixes, crusticeos,
anelideos, moluscos, equinoides que possibilitam uma avaliagdo em diferentes matrizes
ambientais (4gua, sedimento, dgua intersticial), conforme descrito em NASCIMENTO et

al. (2002).

3.2.5. Biomarcadores

Do ponto de vista ecoldgico, os métodos mais relevantes para avaliacdo da
toxicidade de contaminantes sdo aqueles que determinam alteragdes na estrutura e
funcionamento dos ecossistemas (KELLY & HARWELL, 1989). Entretanto, quando uma
alteragdo neste nivel ¢ detectada, o ecossistema ja pode estar severamente danificado.
Além disso, devido ao grande niimero de varidveis ambientais naturais e antropogénicas, ¢
geralmente impossivel estabelecer uma relacdo do grau de alteracdo em ecossistemas a
concentragoes de poluentes (NASCIMENTO et al., 2006).

O uso de marcadores biologicos ou biomarcadores em nivel molecular ou celular
tem sido proposto como uma ferramenta mais sensivel para deteccdo dos primeiros sinais
de efeitos biologicos (early-warning) na avaliagdio da qualidade ambiental
(CAJARAVILLE et al., 2000), proporcionando uma prote¢do mais eficaz aos ecossistemas
(PAYNE et al, 1996).
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Biomarcadores podem ser definidos como alteragdes bioquimicas, celulares,
moleculares ou mudangas fisioldgicas nas células, tecidos ou 6rgaos de um organismo que
sdo indicativos da exposi¢ao ou efeito de um xenobiodtico (LAM & GRAY, 2003). Como a
célula ¢ o local onde a acumulacdo de contaminantes, metabolismo e toxicidade ocorrem,
certas respostas celulares tém sido usadas como biomarcadores de exposicao e efeitos de
contaminantes em programas de monitoramento ambiental (MOORE, 1985) e especial
atencdo tem sido dada a técnicas de avaliagdo 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 farmacos (MOORE, 1990;
MOORE et al., 2007). Dentre os diversos métodos para avaliagdo da estabilidade e
integridade lisossomal, o método de ensaio do tempo de retengdo do corante Vermelho
Neutro (LOWE et al.,, 1995) tém 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 substancias quimicas isoladas (LOWE & PIPE,
1994; NICHOLSON, 2001; CANESI et al., 2007; BINELLI et al., 2009).

De acordo com este método, o corante ¢ seqiliestrado pelo lisossomo quando as
células vivas sdo pré-incubadas com vermelho neutro (NR). Através da visualizagao por
microscopio pode ser avaliado o momento que o corante extravasa para o citosol da célula,
e uma diminui¢do do tempo de retengdo do corante em relacdo a organismos saudaveis ou
ndo expostos caracteriza dano nas membranas lisossomais (FREIRE et al., 2008). O tempo
que o corante leva para atingir o citosol esta relacionado com o grau de dano nas
membranas (LOWE & PIPE, 1994). De forma geral, as conseqiiéncias dos danos nas

membranas lisossdmicas sdo a autofagia e a consequente degeneracao celular (PEREIRA,

2008).

3.2.6. Farmacos no ambiente aquético

Os estudos sobre poluentes ambientais estiveram focados nas ultimas décadas nos
poluentes prioritarios, conhecidos como poluentes organicos persistentes (POP) (ELLIS,
2006). Estao inseridos nesta classe de compostos quimicos 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 rdpida evolu¢do da quimica analitica possibilitou a deteccdo de
farmacos e produtos de higiene e cuidados pessoais (FPHCP) em varios compartimentos
ambientais. Estes compreendem um conjunto completamente novo de contaminantes
denominados micropoluentes ou compostos quimicos emergentes (TERNES, 2010).

Os farmacos abrangem um grupo diversificado de produtos quimicos utilizados na
medicina veterindria, nas praticas agricolas, na sauide humana e nos cosméticos (produtos
de higiene e cuidados pessoais). Muitos sdo altamente bioativos, a maioria € polar e todos,
quando presentes no ambiente, ocorrem geralmente em concentragdes trago. Esta classe de
compostos tem suscitado grande preocupacdo nos ultimos anos devido a introdugdo
continua no ambiente aquatico (BARCELO & PETROVIC, 2007).

De acordo com DAUGHTON (2007) os efluentes de Estagoes de Tratamento de
Esgotos (ETE) tém sido reconhecidos como as principais vias potenciais de liberagdo de
poluentes. Vale ressaltar que em dmbito nacional, as ETE sdo preparadas para diminui¢do
da carga organica dos efluentes e, em muitas localidades, os mesmos sdo langados sem
nenhum tratamento. Uma vez liberados no meio ambiente, os farmacos (como outros
poluentes) podem ter a sua “residéncia” em reservatorios de armazenamento que podem
ser vistas como fontes secundarias de disponibilizacao; exemplos sdo os residuos que sao
concentrados nos sedimentos, em particulas organicas, ou na biota, portanto as fontes sdo

diversas (FIG. 3).
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e Origens e destino de Farmacos e Produtos de Higiene e Cuidados Pessoais no Ambiente

Legenda

1) Uso por individuos (1a) e por animais (1b): Excre¢do, suor, vomito, excre¢do
exacerbada por doengas.

- Eliminagdo de medicamentos nio utilizados na rede de esgoto, vazamento na
rede de esgoto.

- Disposi¢éo de animais mortos/sacrificados que foram medicados e servem de
alimento para animais nocrofagos (1c).

2) Langamento de residuos hospitalares tratados e ndo tratados na rede coletora de
esgoto doméstico.

3) Langamentos de residuos em fossas (3a). Langcamentos de efluentes tratados em
aguas superficiais, reuso (agricultura ou doméstico), transbordamento de esgoto
nao tratado em fung¢do de intempéries ou por falhas no sistema (3b).

4) Utilizagao de esterco e de residuos solidos de ETE.

5) Introdugdo de residuos através do contato primario.

FOT, U.5. Environmental Protection Agency

] Office of Research and Development
MNational Exposure Research Laboratory
Environmental Sciences Division
Environmental Chemistry Branch

W

6) Langamentos industrias via efluentes controlados e ilicitos.

7) Disposi¢do em aterros de residuos domésticos, hospitalares e de substéncias perigosas e lixiviacdo
de aterros e cemitérios com problemas estruturais.

8) Utilizagdo de ragdo com medicamentos na aqiicultura, excretas dos animais cultivados.

9) Langamento de medicamentos com dupla funcéo, por exemplo no controle de pragas (ex: warfarin —
anticoagulante usado no controle de roedores.

10) Fototransformacdo, alteragdes fisico-quimicas, volatilizagdo, degradagdo, mineralizagdo, absor¢ao
pelas plantas.

FIGURA 3. Origens e rotas dos FPHCP (modificado). Fonte: http: //epa.gov/nerlesd1/chemistry/pharma/images/drawing.pdf
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A ocorréncia de substancias farmacéuticas no ambiente aquatico serve como um
alerta oportuno de que ndo somente as substancias que ocorrem em listas de prioridades
para programas de monitoramento contaminam o ambiente aquatico (THOMAS &
LANGFORD, 2007). De acordo com MULROY (2001), uma vez que sao persistentes e
mantém suas propriedades quimicas tempo o bastante para servir a um propdsito
terapéutico, os firmacos merecem atengdo quanto aos possiveis impactos no ambiente.
Este mesmo autor afirma que 50% a 90% de uma dosagem de farmaco sdo excretadas
inalteradas e persistem no meio ambiente.

A identificacdo e ocorréncia de diferentes classes de farmacos em ETE e em 4gua
superficial foi primeiramente relatada por TERNES (1998) e posteriormente por
DAUGHTON e TERNES (1999). Nos ultimos anos diversos autores t€ém reportado a
ocorréncia de FPHCP em matrizes ambientais (agua 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, antiinflamatérios, analgésicos,
antidepressivos, hormonios, antibidticos, anticonvulsivos, estimulantes, entre outras classes
de farmacos ja foram encontrados nos efluentes de ETE, em dgua superficial e sedimentos.

BLAISE et al. (2006), identificaram e quantificaram diferentes classes de farmacos
em amostras de efluentes de uma estacdo de tratamento de esgoto em Montreal, Canada.
Substancias como  ibuprofeno, naproxen (antiinflamatorios), carbamazepan
(anticonvulsivo), sulfapiridina, novobiocin (antibidticos) e cafeina (estimulante) foram
detectados em concentragdes que variaram de 33 ng.L™' a 22187 ng.L™".

Em ambito nacional, no estudo realizado por GHISELLI (2006) na regido
metropolitana de Campinas, foram identificados e quantificados em amostras de efluentes
bruto e tratado os fArmacos ibuprofeno (54,2 e 48,4 ug.L", respectivamente) e paracetamol
(18,1 € 5,9 pg.L", respectivamente). J4 em agua superficial foram detectados os compostos
cafeina (1,1 pg.L™"'— 106 pg.L™") e diclofenaco (2,0 pg.L" ¢ 6,0 pg.L'™".

Devido a introducdo continua em aguas superficiais de produtos farmacéuticos, ¢
possivel que o ambiente aquatico esteja exposto ao risco de poluicdo. Embora diversos
autores que identificaram e quantificaram esses poluentes ndo tenham detectado
concentragdes elevadas o suficiente para ocorréncia de efeito agudo no ambiente, ha
evidéncias de que estes compostos podem estar presentes em concentragdes suficientes

para causar efeitos cronicos (CRANE et al., 2006).



17

De acordo com JONES et al. (2007), a poluigdo por produtos farmacéuticos pode
ocorrer em concentragdes de partes por bilhdo (ppb) ou partes por trilhdo (ppt) e, embora
estas concentragdes sejam realmente muito baixas, ¢ provavel que alguns produtos
farmacéuticos tenham potencial de causar efeitos prejudiciais no ambiente. Uma vez que
estes compostos sdo sintetizados para provocar um efeito bioldgico hd preocupacdes
justificaveis sobre seus potenciais efeitos na flora e na fauna.

A questao da ocorréncia de fArmacos no ambiente aquatico tem atraido significativa
aten¢ao da midia e esta intimamente relacionada ao estilo de vida da sociedade moderna,
aos padrdes de consumo e ao envelhecimento da populagdo. Estes fatores exigem, em
niveis mais elevados, o uso de medicamentos e produtos para cuidados pessoais (ELLIS,
2006).

Nesse sentido, para se conhecer os efeitos bioldgicos e realizar avaliagdes de risco
ambiental, estudos ecotoxicoldgicos para avaliagdo de efeitos agudo e cronico de farmacos
tem sido realizado com as diferentes classes de fArmacos e com distintos organismos-teste
(HALLARE et al., 2004; NUNES et al., 2005; GAGNE et al., 2006; GAGNE 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
farmacos, baseado em estudos publicados no periodo de 1996 a 2009, foi realizado por
SANTOS et al (2010) (FIG. 4). Os dados de toxicidade aguda, no periodo citado, foram
mais empregados e sdo uteis para estimar os efeitos, por exemplo, quando uma descarga
acidental de drogas ocorre, uma vez que as concentracdes ambientais geralmente relatadas
para estes compostos sdo baixas. Ja os dados de toxicidade cronica sdo escassos, bem como

estudos de toxicidade de fArmacos com organismos marinhos.
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FIGURA 4. Estudos agudos x Estudos cronicos (modificado). Fonte: SANTOS et al.
(2010).

Atualmente, estudos ecotoxicologicos tém sido realizados no Brasil para se
identificar farmacos potencialmente perigosos para o meio ambiente (LAMEIRA, 2008;
PUSCEDDU, 2009), porém, os dados disponiveis na literatura sdo insuficientes. A
ocorréncia desses farmacos residuais em aguas superficiais e subterraneas, bem como em
sedimentos, demonstra a necessidade de estudos que determinem os efeitos toxicos dessas

substancias no ambiente (BILA & DEZOTTI, 2003).

3.2.7. Aspectos legais

A producdo mundial da industria quimica passou de 1 milhdo de toneladas no ano
de 1930 para 400 milhdes de toneladas em 1999, com faturamento de aproximadamente
1,5 trilhdo de dodlares, o que representa cerca de 7% dos rendimentos globais e 9% do
comeércio internacional. A proje¢do para o ano 2020 ¢ de que a producao seja 85% maior, e
que existam multinacionais maiores, mas em menor numero (OECD 2001b).

Neste montante esta inserida a produgdo de farmacos (Life science products) e de
produtos de higiene e cuidados pessoais (Consumer care products).

Dentre as substancias quimicas que estdo inseridas no mercado, tém-se pouca ou

nenhuma informacao quanto aos riscos a saide humana e ao meio ambiente (FIG. 5).
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Fonte: http://ec.europa.eu/environment/pubs/pdf/factsheets/reach.pdf

FIGURA 5. Informagdes quanto aos riscos para saude humana e ao meio ambiente.

A cada dia um nimero crescente de produtos farmacéuticos ¢ inserido no ambiente
em todo o mundo. No entanto, existe uma lacuna na legislagdo no que diz respeito a
contaminagdo ambiental por produtos farmacéuticos.

Diante deste contexto, no ano de 2006 foi aprovada pelo Parlamento Europeu e pelo
Conselho da Comunidade Européia uma nova legislagdo relativa ao registro, avaliagao,
autorizagdo e restricdo de substancias quimicas — REACH (BLAYNE et al., 2010) . Os
principios que nortearam a elaboracao desta politica foram: a) precaugdo e prevencao; b)
substitui¢do de produtos perigosos por outros mais seguros; ¢) maior responsabilidade da
industria no que se refere a geragdo e a disseminagdo da informacao; d) transparéncia da
informagdo (ABIQUIM, 2007).

Com base nesta nova politica, o fabricante deverd ser o responsavel pelas
informacdes sobre os seus produtos, o que inclui a realizagdo de uma gama de analises para
demonstrar o nivel de seguranca da substancia antes de inseri-la no mercado. Vale ressaltar
que, em principio, todas as substiancias produzidas acima de 1 tonelada deverdo ser
registradas, o que leva a um aumento das exigéncias com relagdo aos riscos ambientais.

No que concerne a avaliagdo de risco ambiental, a Comissdo Européia publicou a
diretiva 2001/83/CE, que foi posteriormente alterada pela diretiva 2004/27/CE. Estas

diretrizes estabelecem que as autorizagdes de comercializacdo de novos medicamentos
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para uso humano devem ser acompanhadas por uma avaliagdo de risco ambiental (Public
Health, 2010).

Nos Estados Unidos (EUA), os problemas relativos a produtos farmacéuticos no
ambiente sdo regulados pela Food and Drug Administration (FDA). Esta institui¢ao exige
avaliacdes ambientais para obtencdo de autorizacdes de comercializagdo. No entanto, a
avaliacdo ambiental serd necessaria somente se a concentracdo ambiental estimada do
farmaco no momento do descarte for superior a 1 ug. L™ (FDA, 1998).

Os dados provenientes das analises laboratoriais (ecotoxicologica, fisico-quimica,
cinética do composto, bioacumulagdo, entre outros) possibilitam o gerenciamento mais
eficaz dos riscos, além de gerar subsidios para avaliagdes de risco ambiental de substancias
quimicas (farmacos e produtos de higiene e cuidados pessoais).

No estudo realizado por QUINN et al. (2008) por exemplo, os farmacos
Gemfibrozil, Ibuprofeno, Naproxen, Carbamazepan, Bezafibrato, Sulfapyridina,
Oxytetraciclina, Novobiocin, Sulfamethoxazole, Trimethoprim e Cafeina foram
enquadrados em niveis de toxicidade (Extremamente téxico, Muito toxico, Toxico,
Perigoso, Nao toxico) 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 Seguranca Quimica (PRONASQ)
implementado pela Comissdo Nacional de Seguranga Quimica (CONASQ), vem ao
encontro da preocupacdo mundial crescente relativa aos riscos potenciais de substancias
quimicas para a saide humana e o meio ambiente. Este programa tem como principio
promover a gestdo integrada e participativa de substancias quimicas com vistas a prote¢ao
do meio ambiente e da satide humana, e contribuir para o desenvolvimento sustentavel. No
entanto, ndo existe em nivel nacional, um banco de dados com informagdes sobre os
produtos quimicos em uso (BERTOLETTI & ZAGATTO, 2006).

Ainda em ambito federal, a Resolugao CONAMA 358/2005 ¢ a Resolugdo RDC
306/2004, dispde sobre o descarte dos residuos dos servigos de saude incluindo a
destinagdo adequada dos produtos farmacéuticos.

E importante destacar os estudos ecotoxicologicos no contexto legal, ja que quase
todos os padrdes de qualidade de é4guas estabelecidos para protecdo de organismos
aquaticos, sdo oriundos destes estudos, em especial dos ensaios de toxicidade
(BERTOLETTI & ZAGATTO, 2006).

A utilizagao de ensaios de toxicidade para o controle de emissdes estd inserida na

Resolucao da Secretaria de Meio Ambiente do Estado de Sao Paulo - SMA 03 de 2000
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(SAO PAULO, 2000), que dispde sobre as relagdes que fixam a toxicidade permissivel aos
organismos aquaticos. Considerando eventuais interagdes entre substiancias no efluente,
este ndo devera causar efeitos adversos aos organismos aquaticos no corpo receptor.

Com relagdo ao controle de emissoes, a Resolugdo CONAMA 357/2005 estabelece
limites de concentracdes para diversas substancias quimicas além de classificar os corpos
d'4gua (continentais, estuarinas ¢ marinhas) para seu enquadramento em classes de acordo
com o uso. Ensaios ecotoxicologicos estdo contemplados nesta resolugdo como forma de
monitorar € garantir a protecao da vida aquatica.

Cabe ressaltar que limites de concentracdes para os compostos quimicos
emergentes ainda ndo estdo inseridos nesta resolu¢do apesar da comprovada ocorréncia
destes em matrizes ambientais. Estudos ecotoxicoldgicos com esta classe de contaminantes
poderdao contribuir, em futuras revisdes da resolucdo, com a insercdo de valores

orientadores para farmacos.

3.2.8. Triclosan — Ocorréncia no ambiente aquatico e suas implicacfes

O Triclosan (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxy) fenol), é um composto bactericida
amplamente utilizado em formulagdes de creme dental, creme facial, xampu, sabonetes,
desodorantes, e em diversos tipos de materiais como embalagens de géneros alimenticios,
adesivos, brinquedos, polietileno, sapatos, selantes, tintas, colchdo, roupas, cortinas de
chuveiro, pisos, toldos e rejuntes (USEPA, 2008).

Este bactericida ¢ um composto clorado aromdatico com representantes funcionais
do grupo dos fendis e apresenta forma de finos cristais brancos. Triclosan ¢ 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 tém reportado a ocorréncia de Triclosan em matrizes ambientais
(agua superficial e sedimentos) e em efluentes de Estacdes 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 etal., 2001; AGUERA et al., 2003).

No estudo realizado por AGUERA et al. (2003) em Almeria - Espanha, foi
encontrado Triclosan na concentragio de 22 pg.L™' em amostras de efluente tratado, e em
concentracdes acima de 130,7 pg.Kg' em sedimentos. Estes dados demonstraram que
Triclosan ¢ inserido continuamente no ambiente marinho via Estacdo de Tratamento de

Esgotos podendo acumular-se nos sedimentos.
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Em 2008, NISHI et al. monitoraram a ocorréncia de Triclosan em agua superficial
do Canal Tone no Japdo. As concentracdes de Triclosan nos diferentes pontos de
amostragem variaram de 55 ng.L" a 134 ng.L™".

A distribuigdo espacial do Triclosan foi estudada por XIE et al. (2008) em aguas
superficiais marinhas da Baia Bight na Alemanha. As maiores concentragdes de Triclosan
foram encontradas em amostras coletadas proximas ao estuario, com uma variagao de 1,21
ng.L"' a6,87 ng.L", decaindo em dire¢éio a Baia Bight para concentragdes entre 10 pg.L™
all0pgL™.

Em um recente estudo realizado com amostras de 4gua superficial e sedimentos de
trés rios da China, e com amostras de efluentes de ETE, ZHAO et al. (2010) detectaram
concentracdes de Triclosan em 4gua superficial que variaram de 90,2 ng.L" a 478 ng.L™.
As concentracdes encontradas nas amostras de sedimento variaram de 345 ng/g” a 1329
ng/g”’, estes dados corroboram com o estudo realizado por AGUERA et al. (2003) que
também encontraram maiores concentracdes de Triclosan em amostras de sedimento,
sendo este compartimento ambiental propicio para acumular este composto, bem como
uma fonte de libertagdo de volta para agua superficial.

Em ambito nacional, no estudo realizado por LAMARDO (2009, Comunicagao
Pessoal)', foi identificado e quantificado Triclosan em amostras de sedimento do estuario
de Santos, SP. A maior concentragdo encontrada foi de 31,7 ng.g”’ em um local que,
segundo LAMPARELLI et al. (2001), estda sob a influéncia de agua de drenagem
contaminada com esgotos domésticos. Neste mesmo estudo, concentragcdes de Triclosan
também foram determinadas em amostras de sedimento coletadas na area de influéncia do
emissario submarino, que langa efluentes domésticos na parte central da Baia de Santos.

Este composto tem atraido muita aten¢cdo da comunidade académica de diferentes
paises em fungdo de sua estrutura quimica ser muito similar a de compostos extremamente

toxicos e persistentes, como por exemplo, dioxinas.

' Dra. Eliete Zanardi Lamardo, Universidade Federal de Pernambuco (Comunicagdo

Pessoal).
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Além disso, diversos estudos demonstraram a conversdo do Triclosan em dioxinas
e furanos, através da fotodegradacdo (KANETOSHI et al., 1987; LATCH et al., 2003;
LORES et al., 2005; SANCHEZ-PRADO et al., 2006; ARANAMI et al., 2007).

Alguns fatores podem influenciar na cinética e conseqiientemente na toxicidade do
Triclosan no ambiente aquatico. De acordo com LINDSTROM et al. (2002) as reacdes de
transformag@o podem gerar subprodutos mais lipofilicos e, portanto, mais bioacumuléveis,
como ¢ o caso do metil-triclosan, proveniente da reagdo de metilagdo biologica.

A fotodegradacao com luz artificial e ou com radiagdao U.V. (ultravioleta) promove
a conversdo de Triclosan em dioxinas. Segundo ARANAMI et al. (2007), a formagdo de
dioxinas a partir de amostras preparadas com Triclosan, ocorre com 3 (trés) dias de
exposicdo a luz artificial (lampada fluorescente), tanto em agua doce como em agua do
mar.

No estudo realizado por SANCHEZ-PRADO et al., (2006), foi detectada uma
rapida fotodegradagdo de amostras marcadas com Triclosan (87% degradado em 5
minutos) expostas a irradiacdo U.V. Neste mesmo estudo, foi discutido a influéncia do pH
na fotodegradacdo do Triclosan. Através de uma série de experimentos com amostras de
agua marcadas com Triclosan e com diferentes valores de pH (3,1; 6,9 ¢ 8,9) expostas a
irradiagao U.V, foi possivel monitorar a conversdo para dioxinas nos diferentes meios. A
formacao de dioxinas ocorreu em todos os experimentos independente do valor de pH,
embora mais lentamente no meio acido.

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 idnico quando em um meio com pH 8,5, tendo nestas
condi¢des, menor capacidade de atravessar membranas lipidicas. Neste estudo, o
microcrustaceo Ceriodaphnia dubia apresentou menor sensibilidade ao Triclosan em
ensaios realizados com pH de 8,5.

Outro aspecto importante que alguns estudos tém demonstrado € o fato do Triclosan
e seu subproduto metil-triclosan, por sua caracteristica lipofilica, 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 concentragdes de Triclosan foram
encontradas em 3 (trés) amostras de leite das 5 (cinco) analisadas, sendo que a

concentragdo mais alta foi de 300 pg.kg™ de lipidio.
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A bioacumulagdo do Triclosan foi demonstrada em alguns estudos com organismos
aquaticos de diferentes niveis troficos. COOGAN et al. (2007), determinaram fatores de
bioacumulagido (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
bioacumula¢do variaram de 900 a 2100, ja a concentragdo de Triclosan encontrada nas
algas variaram de 100 ng.g” a 150 ng.g™".

Em estudos mais recentes, FAIR et al. (2009), detectaram Triclosan no plasma
sanguineo de golfinho nariz de garrafa (Tursiops truncatus) em animais capturados em
dois estuarios da Florida, USA, e também em amostras de dgua coletadas proximas a ETE
desta mesma localidade. As concentracdes de Triclosan no plasma sanguineo dos golfinhos
variaram de 0, 025 ng.g' a 0270 ng.g' (peso Umido). Nas amostras de 4agua, a
concentracdo média foi de 7,5 ng.L™.

A bioacumulacdo de Triclosan foi demonstrada também em um estudo realizado
por PALENSKE et al. (2010) com larvas de anfibio com diferentes estagios de
desenvolvimento. O maior range de absor¢do de Triclosan ocorreu no estdgio 49 do
desenvolvimento larval do anfibio Xenopus laevis com concentragdes que variaram de
2600 ng.g” a 270,000 ng.g”', dependendo da concentracio de exposi¢io.

Diante deste contexto, ¢ imprescindivel a realizacdo de estudos ecotoxicologicos
que possibilitem um melhor entendimento da toxicidade e dos mecanismos de agdo do
composto, além da gera¢do de um banco de dados que fornega suporte para avaliagdes de
risco ambiental e estabelecimento de limites de concentragdes seguras.

Estudos ecotoxicologicos com diferentes organismos aquaticos e niveis de
organiza¢ao biologica tém investigado os efeitos biologicos 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 caréncia de trabalhos com ensaios que avaliem a toxicidade aguda e cronica do
Triclosan para organismos marinhos. E de suma importincia a realizagio destes estudos,
pois a ocorréncia 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 METODOS

4.1. Coleta e preparo da agua de diluicao

A agua utilizada nos ensaios de toxicidade com ourigo-do-mar Lytechinus
variegatus e com o mexilhdo Perna perna, bem como na manutengdo destes organismos
no laboratorio, foi coletada na Ilha da Palmas, localizada no municipio do Guaruja, SP.

A fim de manter os parametros fisico-quimicos do aquério em condi¢des adequadas
para manutencao dos organismos, analises de pH, oxigénio dissolvido (OD), temperatura e
salinidade foram verificados diariamente e ajustados (salinidade) quando necessario com a
troca parcial da agua do aquario.

De acordo com a ABNT NBR 15350 (2006), a 4gua natural utilizada na dilui¢ao do
Triclosan e como controle nos ensaios para avaliagdo de efeito agudo e cronico realizados
com ouri¢o-do-mar foi filtrada em membrana de celulose com porosidade maxima de 1 pm
com auxilio de um suporte de filtragao.

Nos ensaios para avaliacdo de efeito cronico com o mexilhdo Perna perna, a dgua
natural utilizada na dilui¢do de Triclosan e como controle, foi filtrada com auxilio de um
suporte de filtracdo, em membrana de celulose Millipore® de 0,22 pm (ZARONIL, 2005)
(FIG. 6).

FIGURA 6 - Suporte de filtragao utilizado para filtrar 4gua com membrana de celulose.
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Nos ensaios para avaliagdo de efeito agudo com o copépodo Nitokra sp, a agua de
diluicao e cultivo foi reconstituida conforme descrito abaixo no item 4.2.

A 4gua utilizada no ensaio de Tempo de Retencdo do Corante Vermelho Neutro
com mexilhdo Perna perna foi coletada na praia da Cocanha, localizada no municipio de

Caraguatatuba, SP, e filtrada em rede de zooplancton com malha de 150 pm.

4.2. Coleta, Manutencao e Cultivo de Organismos-Teste
Os exemplares de ourigo-do-mar Lytechinus variegatus (FIG. 7) empregados nos
ensaios para avaliagdo de efeito agudo e cronico foram coletados através de mergulho livre

na Ilha das Palmas, localizada no municipio do Guaruja, SP.

FIGURA 7 - Lytechinus variegatus.

Os organismos foram transportados em caixa térmica, recobertos com algas do
género Ulva sp até a chegada ao laboratério onde foram mantidos em tanque/aquario com

agua do mar e forte aeracdo até o momento da realizagao dos ensaios (FIG. 8).
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FIGURA 8 - Tanque com Lytechinus variegatus.

Os exemplares do molusco bivalve (mexilhdo) Perna perna empregados nos
ensaios para avaliacdo de efeito cronico, também foram coletados em bancos naturais
(FIG.9) através de mergulho livre na Ilha das Palmas, Guaruja, SP, e na Ilha Monte
Pascoal em Bertioga, SP. Ja os organismos utilizados no ensaio do Tempo de Retengdo do
corante Vermelho Neutro foram adquiridos de cultivos na praia da Cocanha. Os
organismos foram transportados em caixa térmica até o laboratorio, onde foram mantidos

em aquario com agua do mar até o momento da realizagdo dos ensaios.

FIGURA 9 - Banco natural de mexilhdes Perna perna. Guaruja, SP.
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Os exemplares dos copépodos Nitokra sp (FIG. 10) empregados nos ensaios para
avaliacdao de efeito agudo em dgua foram cultivados no Laboratério de Ecotoxicologia
Marinha e Microfitobentos do Instituto Oceanografico da Universidade de Sao Paulo (IO-
USP). O cultivo foi iniciado neste laboratorio a partir de espécimes coletados em

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

FIGURA 10 — Fémea adulta de Nitokra sp (Foto: Laboratorio de Ecotoxicologia, 10-
USP.).

No laboratério os copépodos foram cultivados em Erlenmeyers com capacidade
para 1 litro (FIG.11), contendo cerca de 750 mL de dgua do mar reconstituida com
salinidade entre 20 e 25 UPS e pH entre 6 ¢ 7. Os frascos foram fechados com tampao de
algodao e gaze para permitir as trocas gasosas € a0 mesmo tempo evitar a evaporagao da
agua, 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 Laboratorio de Ecotoxicologia, IO-USP. (Foto:
Laboratorio de Ecotoxicologia IO — USP).

Os cultivos s3o mantidos em sala climatizada em temperatura de aproximadamente
25+1° C e fotoperiodo natural. A manutengdo dos cultivos ¢ feita uma vez por més através
da troca parcial da agua.

O conteudo do frasco de cultivo € peneirado em malha de 0,045 mm para a retengao
dos organismos. A porcao retida ¢ entdo transferida para uma placa de Petri e observada
sob estereomicroscopio. As condi¢des de cada cultivo como a quantidade de fémeas
ovadas e de individuos adultos ¢ anotada na ficha de manutengao.

A salinidade inicial (antes da troca de agua) ¢ verificada e, se necessario, ajustada
através da adicdo de agua do mar reconstituida de modo que corresponda a faixa 6tima de
tolerancia dos organismos (5 a 30 UPS). A salinidade inicial e final ¢ anotada na ficha de
manutengao do cultivo.

Os organismos em cultivo sdo alimentados trés vezes por semana. O alimento
consiste em composto alimentar a base de ragdo de peixe e microalgas (LOTUFO &
ABESSA, 2002).

A solugdo de microalgas continha a espécie Tetraselmis gracilis e cultura mista
com os géneros 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 Laboratorio de Microorganismos Marinhos do 10-USP.
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Triclosan (TCS-2.4.4.— tricloro—2 hidroxi difenil éter) ¢ um composto de baixa

volatilidade, baixa solubilidade, lipofilico e sua estrutura quimica esta representada na

FIG. 12. O produto utilizado no presente estudo foi adquirido pela MERCK® (ANEXO A).
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FIGURA 12 — Estrutura quimica do Triclosan.

As principais caracteristicas fisicas e quimicas do composto estdo apresentadas na

TAB. 1.

TABELA 1 — Caracteristicas fisicas e quimicas de Triclosan.

Formula Molecular

Ci,H7C 130,

Peso molecular
Cor
Gravidade Especifica
Constante de Dissociacao (pK,)
Estabilidade

Ponto de fusdo

Solubilidade em agua

Constante de parti¢ao (LogKow)

Pressdo de vapor

289,5 g/mol
Cristais brancos
1,55x10kg/ma 22° C
8,14a20°C

Estavel em condi¢des normais
56,5° C

0,012 g/L a20°C
4,8a25°C
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 solugdes-teste

Por possuir baixa solubilidade em dgua, Triclosan foi diluido em Dimetilsufoxido
(DMSO) MERCK®, para posteriormente ser diluido em 4gua do mar no preparo das
solugoes-teste.

Para todos os ensaios realizados neste estudo, foram preparadas solugdes, tendo
como ponto de partida a concentracdo de 1:1000, ou seja, 1g de Triclosan em 1 litro de
DMSO. Mantendo a proporg¢ao indicada, pesou-se 0,01g de Triclosan, sendo dissolvido em
10 mL de DMSO. Em seguida, com o auxilio de uma pipeta volumétrica, foram coletados
5 (cinco) mL da solucdo de Triclosan e DMSO, que corresponde a 5 (cinco) mg de
Triclosan, e avolumados para 1000 mL com agua do mar, obtendo-se assim, uma solugao-
estoque com a concentragdo de 5 mg.L-1. A partir desta solugdo estoque, foram preparadas

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

4.4. Ensaios de toxicidade

Com o objetivo de conhecer as concentragdes de Triclosan que causam efeitos
adversos aos diferentes organismos-teste empregados neste estudo, foram realizados
ensaios de toxicidade para avaliacdo de efeitos agudos e cronicos.

Os ensaios para avaliagdo de efeito agudo com o copépodo Nitokra sp foram
realizados no Laboratorio de Ecotoxicologia Marinha do Instituto Oceanografico da
Universidade de Sdo Paulo, IO — USP.

Os ensaios para avaliagdo de efeito agudo e cronico com ourigo-do-mar Lytechinus
variegatus, para avaliacdo de efeito cronico e de citotoxicidade com o molusco bivalve
Perna perna foram realizados no Laboratdério de Ecotoxicologia da Universidade Santa
Cecilia — UNISANTA, o qual possui acreditagio pelo INMETRO na norma ISO/IEC
17025 (ANEXO B) para o ensaio de avalia¢do de efeito cronico com Lytechinus variegatus

(Embriolarval).

4.4.1. Parametros Fisicos e Quimicos

Medidas de pH, oxigénio dissolvido (OD) e salinidade foram realizadas na agua de
dilui¢do, em todas as concentragdes iniciais e finais de Triclosan e nos controles de DMSO
de todos os ensaios.

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

B-474 (FIG.13).
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FIGURA 13 — Equipamento Micronal para analise de pH.

O teor de oxigénio dissolvido foi medido com um oximetro da marca WTW,

modelo Oxi - 3151 (FIG. 14).

FIGURA 14 — Oximetro WTW 315 —1.

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

Unity, modelo 512 — ATC (FIG. 15).
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FIGURA 15 — Refratometro 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 saude dos organismos, bem como
permitir maior precisdo e confiabilidade nos resultados obtidos. As substancias de
referéncia utilizadas nos ensaios de sensibilidade propiciam a avaliacdo das condigdes de
sensibilidade dos organismos-teste, sejam oriundos do campo ou cultivados em laboratério
(ZAGATTO, 2008). A TAB. 2 apresenta os organismos-teste utilizados nos ensaios, as
substancias de referéncia e os respectivos end-points.

Chama-se atencdo que os ensaios de sensibilidade com ourigo-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 laboratério (APENDICE A). Com estes lotes de

organismos, foram realizados os 5 (cinco) ensaios definitivos.
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TABELA 2 — Organismos-teste, substancias de referéncia e end-points.

Organismo-teste  Substancia de referéncia End-point
. . ) Desenvolvimento embriolarval
Lytechinus variegatus Sulfato de Zinco
(CI50; 24h em mg.L™")
Desenvolvimento embriolarval
Perna perna Dodecil sulfato de Sédio
(Cr150; 48h em mg.L™)
Nitokra sp Dicromato de Potassio Mortalidade (CL50; 96h em mg.L™")

4.4.3. Controle positivo com o solvente Dimetilsuféxido (DMSO)

A fim de avaliar possiveis efeitos nos organismos-teste relacionados ao solvente
(DMSO) utilizado na diluicdo de Triclosan, foi realizado nos ensaios de toxicidade um
controle positivo do solvente com a maior concentracdo testada de cada ensaio. O solvente
Dimetilsufoxido (DMSO) utilizado neste trabalho foi adquirido pela MERCK® (ANEXO
O).

4.4.4. Ensaios Preliminares

De modo a se obter uma faixa de concentragdes de Triclosan para realizagdo 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 concentracdes a serem

empregados nos mesmos.

4.4.5. Ensaios definitivos
Com o estabelecimento do gradiente de concentragdes a ser trabalhado, foi
empregado para o calculo das concentragdes-teste definitivas, uma razdo de dilui¢do que

variou entre 1,2 a 2.
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4.5. Métodos de ensaios de toxicidade e citotoxicidade
45.1. Ensaio para avaliagdo de efeito agudo (Mortalidade) com Nitokra sp
(Crustacea, Harpacticoida)

Segundo RUPPERT e BARNES (2005), os harpaticoidas, que incluem mais de
50% das espécies de copépodos, sdo predominantemente bentdnicos, sendo que alguns
deles vivem entre os graos de areia, como ¢ o caso de Nitokra sp, estando constantemente
em contato com sedimento ¢ a agua intersticial. Alimentam-se de microrganismos e
detritos presos aos graos de areia, além de algas e faner6gamas marinhas, representando
uma parte importante da dieta de muitos animais marinhos.

O ensaio para avaliacdo de efeito agudo com a fragdo liquida seguiu o método
descrito por LOTUFO e ABESSA (2002) que consiste na exposi¢ao de fémeas adultas por
96 horas e observacao de efeitos letais (mortalidade).

O ensaio foi realizado em tubos de ensaio com 4 (quatro) réplicas por concentragao.
Cada tubo recebeu 10 ml das solugdes-teste (0,14; 0,17; 0,20; 0,24; 0,29; 0,35; 0,42 ¢ 0,50
mg.L"' de Triclosan). O ensaio foi realizado em cAmara incubadora Marca FANEM a
temperatura de 25+1° C. Medidas de oxigénio dissolvido, pH e salinidade da agua foram
realizadas no inicio e final dos ensaios. A salinidade das solu¢des-teste foi mantida entre 5
e 30 UPS para corresponder a faixa 6tima de tolerancia de Nitokra sp.

Para a realizagdo dos ensaios, o conteudo de alguns frascos de cultivo foi peneirado
em malha de 0,045 mm para a retencdo dos organismos. A porcao retida foi entdo
transferida para placas de Petri e a condi¢do dos organismos (movimentagdo espontanea)
observada com a utilizagdo de um estereomicroscopio. Em seguida foram separadas em
pequenas placas de Petri, 5 (cinco) fémeas em quantidade suficiente para suprir as réplicas
de todas as concentragdes-teste do ensaio. Apods a separagdo dos organismos, foram
transferidas 5 (cinco) fémeas adultas para cada tubo de ensaio (KIRSCHBAUM et al.,
2008). As mesmas foram colocadas com auxilio de uma pipeta Pasteur com o minimo de
agua possivel acompanhando os organismos. Os organismos expostos foram alimentados
com uma solu¢do de micro-algas planctonicas no inicio do teste e apos este procedimento,
os recipientes-teste foram mantidos a 25+1° C por 96 horas em sala climatizada.

Ao final do ensaio, as fémeas adultas vivas, ou seja, aquelas que apresentam
movimento espontdneo ou reagem ao toque com um estilete fino, foram observadas e
contadas com auxilio de um estereomicroscopio marca Zeiss — Stemi 2000 em todas as
réplicas das diferentes concentragdes, a fim de determinar a concentracao letal que causou

mortalidade em 50% dos organismos expostos. O critério de aceitagdo do método
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determina a inviabiliza¢do 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 — Condigdes para realizacdo dos ensaios de toxicidade com Nitokra sp
(Mortalidade).

Parametros Condicdes
Temperatura 25+1° C
Salinidade 5 a 30 unidades
Fotoperiodo Natural
Agua de diluigdo Agua marinha reconstituida (d4gua de cultivo)

Sistema do ensaio
Duracdo do ensaio
Recipiente-teste
Volume das solugdes-teste
Numero de réplicas por
diluigdo
Numero de organismos por
réplicas
Idade do organismo-teste
Efeito observado
Validade do ensaio

Alimentagdo

Estatico
96 h
Tubo de ensaio com capacidade para 15 ml

10 ml

Fémeas adultas
Letalidade (CL50)
Minimo de 70% de sobrevivéncia no controle

0,1 ml de solugdo de algas no inicio do ensaio

4.5.2. Ensaio para avaliacdo de efeito agudo (Fertilizacdo) com Lytechinus variegatus
(Echinodermata, Echinoidea)

Este método de ensaio seguiu o protocolo da USEPA (1991), desenvolvido para
avaliacdo da toxicidade aguda e cronica 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 ourigo-do-mar Lytechinus variegatus.
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O método consiste na exposi¢ao de espermatozdides de ouri¢o-do-mar, por um
periodo de 1 hora, a diferentes concentragdes de uma substancia quimica e/ou amostras
ambientais. Apds este periodo, a solugdo contendo 6vulos ¢ adicionada aos frascos-teste.
Vinte minutos apds a adi¢ao dos 6vulos, o ensaio € encerrado com a adicao de 0,5 mL de
formol tamponado com bdrax em todas as réplicas.

A técnica de indugdo de liberacdo dos gametas utilizada neste ensaio seguiu o
método descrito na norma técnica ABNT/NBR 15350 (2006). No entanto, neste método ¢
importante estabelecer uma propor¢do espermatozoide/ovulo que propicie uma taxa
adequada de fertilizag¢do (70 % - 90 %) no controle do ensaio.

Para isso, apods a liberacdo dos gametas, foram seguidos os procedimentos descritos
no protocolo USEPA (1991). No caso dos espermatozoéides, o volume liberado por 3 (trés)
machos foi acondicionado em um béquer seco envolto com gelo; a partir deste volume
foram preparadas diferentes solucdes (1:50, 1:100, 1:200 e 1:400) diluidas em agua do mar
filtrada em membrana de 0,45 um de modo a se obter uma concentragio de 5x10’
espermatozéides/mL, ideal para realizacdo do ensaio.

O preparo das solugdes seguiu as etapas descritas abaixo:

400 pL de espermatozoide foram diluidos em 20 mL de dgua do mar filtrada no frasco A.
Posteriormente a solugdo foi levemente agitada para eliminag¢do de grumos;

10 mL da solucdo do frasco A foram misturadas com 10 mL de dgua do mar filtrada no
frasco B. A solugdo foi levemente agitada para eliminagdo de grumos;

10 mL da solug¢ao do frasco B foram misturadas com 10 mL de 4gua do mar filtrada no
frasco C. A solucdo foi levemente agitada para eliminagdo de grumos;

10 mL da solucdo do frasco C foram misturadas com 10 mL de dgua do mar filtrada no
frasco D. A solucao foi levemente agitada para elimina¢ao de grumos.

ApoOs o preparo das diferentes solugdes, foi feita uma solucdo de espermatozoides
mortos para contagem em camara de Neubauer com auxilio de um microscépio Optico da
marca Meiji. Para tal, preparou-se uma solugdo na proporcao de 1:2000 seguindo as etapas
descritas abaixo:

10 mL de solug@o de acido acético a 10% preparada em dgua do mar foram adicionados no
frasco C e agitados para proporcionar uma boa mistura;
1 mL da solu¢do de espermatozdides mortos do frasco C foi misturado com 4 mL de agua

do mar filtrada no frasco E;



c)

d)

38

a solucdo do frasco E, apds homogeneizacdo, foi colocada nos dois lados da camara de
Neubauer. Apés 15 minutos, tempo para que os espermatozoides mortos se depositassem
nos campos da camara, realizou-se a contagem.
com o uso de um microscopio Optico foram contados os espermatozodides nos 400
quadrados dos dois campos da cadmara. Apds a contagem foi estabelecida a média de
espermatozdides entre os dois campos;
A concentragdo de espermatozoides no frasco E = 10* x média de espermatozoides.

A concentracdo de espermatozoides em todas as solucdes preparadas foi calculada

utilizando as seguintes formulas:

1. Concentracdo do frasco A = 40 x Concentragdo do frasco E.

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

3. Concentra¢ao no frasco D = 5 x Concentragao no frasco E.

4 Concentracdo original de espermatozo6ide = 2000 x Concentragao do frasco E.

Apdés o célculo das concentragdes, foi realizada a diluicdo da solucdo de
espermatozéide com concentragio maior que 5 x 10’ espermatozéide/mL para a
concentracio de 5 x 10" espermatozédide/mL utilizando as seguintes formulas:

1. Concentracdo atual/5 x 107 = fator de diluicdo (FD);

2. [(FD) x 10] — 10 = volume (ml) de 4gua do mar filtrada que deve ser adicionada no
frasco para atingir a concentragdo de 5 x 107 espermatozéide/mL, sendo FD o Fator de
Diluigao.

A solucdao de 6vulos empregada neste ensaio deve ter a concentragao de 2000
ovulos/mL. Para isso, os ovulos de 3 (trés) fémeas foram acondicionados em diferentes
frascos e, apds sua decantacdo, foram lavados por 3 (trés) vezes com a agua do mar
filtrada. Apds avaliacdo da viabilidade dos 6vulos (devem ser redondos, lisos e de tamanho
homogéneo), os mesmo foram filtrados em malha de 350 pum para um mesmo béquer e
avolumado para 200 mL.

Com uso de um bastdo de vidro, o volume contido no béquer (solugdo-estoque) foi
homogeneizado. Com o objetivo de facilitar a contagem dos 6vulos, uma aliquota de 1
(um) ml foi retirada e transferida para um béquer contendo 9 (nove) mL de dgua do mar
filtrada, constituindo assim uma solu¢do mais diluida de 6vulos na proporcdo de 1:10.
Desta solucao foi retirada uma aliquota de 1 mL e transferida para uma camara de
Sedgwick-Rafter e com o uso de um microscopio oOptico da marca Meiji, foi realizada a

contagem do nimero de 6vulos.
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O calculo da concentracdao de 6vulos na solucdo estoque foi realizado com o uso da
seguinte formula: Ovulos/mL = Namero de 6vulos contados x 10.

Para atingir a concentragdo de 2000 6vulos/mL na solucdo estoque, seguiu-se a
formula descrita abaixo:

1. Do niimero de 6évulos contados subtrai-se 200 para obter o volume (mL) de 4gua do
mar filtrada a ser adicionado a solu¢do estoque de oOvulos, de forma a obter 2000
ovulos/mL.

No caso de o numero de 6vulos contados serem menor que 200, deixar a solucao
sem agitacdo para que os Ovulos decantem. Apos este procedimento, retirar parte do
sobrenadante e realizar nova contagem para verificar se o nimero de 6vulos estd maior que
200. Sendo assim, deve-se empregar o calculo descrito acima.

Para determinacdo da concentracao de efeito de Triclosan sobre a fertilizacao dos
gametas de ourigo-do-mar, foi preparado um ensaio preliminar com 4 (quatro) réplicas
para as seguintes concentracdes: 0,1; 0,14; 0,19; 0,26; 0,36 e¢ 0,50 mg. L! e,
posteriormente, ensaios definitivos com as concentracdes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6
mg.L" foram realizados . Os gametas foram expostos também ao controle (4gua do mar
utilizada na dilui¢do do triclosan) e ao controle do solvente DMSO (utilizado na diluigao
de Triclosan). Andlises fisicas e quimicas iniciais (oxigénio dissolvido, pH e salinidade)
de todas as concentragdes, controle e controle de DMSO foram realizadas.

Assim que preparada a solugio com a concentragio estimada de 5 x 10’
espermatozéides/mL, um volume de 100 (cem) pL desta solugdo de espermatozoide 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 periodo de exposi¢dao dos espermatozoéides foi
preparada a solucdo de 6vulos na concentragcao de 2000 6vulos/mL, conforme ja descrito
acima.

Apds o periodo de exposicdo dos espermatozdides, a solu¢do de 6vulos foi
homogeneizada e uma aliquota 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 adi¢do de 0,5 mL de formol tamponado com borax.

Para realizagdo da leitura do ensaio, foi utilizado um microscopio 6ptico da marca
Meiji e, com o auxilio de uma camara de Sedgwick-Rafter, foram contados os 100 (cem)
primeiros ovos. Em uma planilha foram anotados os niimeros de ovulos fertilizados

(identificados pela membrana de fecundagao) (FIG. 16) e de 6vulos ndo fertilizados.



FIGURA 16. Ovos de Lytechinus variegatus (400X).

A TAB. 4 apresenta um resumo da metodologia do ensaio.
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TABELA 4 — Condi¢des para realizagao dos ensaios de toxicidade com L. variegatus

(Fertilizagao)
Parametros Condig0es
Temperatura 25+2° C
Salinidade 30 a 36 unidades
Fotoperiodo -

Agua de diluigio
Sistema do ensaio
Duragao do ensaio
Recipiente-teste
Volume das solucdes-teste
Numero de réplicas por
diluicao
Numero de organismos por
réplicas
Idade do organismo-teste
Efeito observado
Validade do ensaio

Alimentacgao

Agua marinha natural ou reconstituida
Estatico
1 h e 20 minutos
Tubo de ensaio com capacidade para 15 ml

10 ml

Aproximadamente 5x107 células espermaticas e 2.000

6vulos por frasco-teste.
Gametas de ourico-do-mar recém liberados
Taxa de fertilizacao
De 70% a 90% de fertilizagcdo no controle

Sem

4.5.3. Ensaio para avaliacéo de efeito crénico (Embriolarval) de curta duragdo com

Lytechinus variegatus (Echinodermata, Echinoidea)

Lytechinus variegatus pertencente a familia Toxopneustidae. Possui carapaca

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

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

abundantes e possui o habito 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. E bastante comum na regido do Caribe e na costa atlantica da América do
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Sul, ocorrendo desde a Carolina do norte (EUA) até a costa sudeste do Brasil (ABNT,
20006).

O método de ensaio seguiu a norma técnica ABNT/NBR 15350:2006, que consiste
na exposicao de ovos de ourico-do-mar a diferentes concentragdes da substancia quimica a
ser testada e/ou amostras ambientais durante o periodo de desenvolvimento embriolarval,
ou seja, de 24h a 28h para Lytechinus variegatus (ABNT, 2006).

Agua marinha natural filtrada em membrana de celulose com porosidade de 0,45
um foi utilizada para dilui¢ao do Triclosan e manuseio dos gametas. Antes da utiliza¢ao da
agua foram medidos os teores de oxigénio dissolvido, pH e salinidade.

Através de uma inje¢dao de KCl 0,5 mol, foi induzida a liberagdo dos gametas. Para
coleta dos dvulos, identificados por sua coloragdo amarelo-alaranjados, as fémeas foram
apoiadas com a superficie aboral voltada para baixo em um recipiente menor que o seu

diametro, com agua de dilui¢do a temperatura do ensaio (FIG. 17).

FIGURA 17 — Fémeas de Lytechinus variegatus liberando os 6vulos.

Com a utilizagdo de uma pipeta Pasteur de ponta fina, foi retirada uma sub-amostra
de ovulos de cada fémea (3 fémeas utilizadas em cada ensaio) para verificar a viabilidade
dos mesmos.

Para utilizagdo nos ensaios, os 6vulos devem ser redondos, lisos ¢ de tamanho

homogéneo. Sendo assim, apds a sedimentagdo dos Ovulos nos trés recipientes, foi
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descartado o sobrenadante e as solugdes filtradas em malha de 350 pm para um mesmo
béquer com o objetivo de reter espinhos e fezes que podem ser liberados juntamente com
os gametas. Apds este procedimento foi acrescentada a solu¢do de dvulos, agua de diluigao
elevando o volume para 600 mL.

Os espermatozoéides, identificados pela sua cor branca, foram coletados com auxilio
de uma pipeta automdtica de ponta fina diretamente dos gonoporos (FIG. 18) e
acondicionados em um béquer seco envolto com gelo (FIG. 19), sem que os

espermatozdides entrassem em contato com agua de diluigdo até o inicio dos experimentos.

FIGURA 18 — Coleta de espermatozoides de Lytechinus variegatus (Foto: Augusto

Cesar).
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FIGURA 19 — Espermatozodides de Lytechinus variegatus acondicionados em um béquer

envolto com gelo.

No momento da fecundagdo foi preparada uma solug@o na propor¢ao de 0,5 mL de
espermatozdide para 25 mL de agua de diluicdo. Esta solucdo foi misturada de modo a
proporcionar a dissolugdo de possiveis grumos. Em seguida foi acrescentado um volume
de 1 mL a 2 mL da solugdo de esperma ao recipiente contendo os 6vulos e aguardado 10
minutos com leve agitagao.

Ap0s este periodo, trés sub-amostras de 10 pL da solugdo foram colocadas em
camara de Sedgwick-Rafter para contagem e célculo da porcentagem de fecundagdo
(minimo de 80% de ovulos fecundados para utilizagdo no ensaio). O procedimento de
contagem dos ovos nas trés sub-amostras possibilitou a obtencdo da média do niimero de
ovos ¢ o calculo do volume da solugao a ser adicionado nas concentragdes-teste contendo
300 ovos. Vale ressaltar que o volume adicionado nos recipientes-teste nao ultrapassou 1%
do volume da solugdo teste, critério a ser respeitado.

Apo6s a diluicdo do Triclosan em DMSO, foram preparadas as seguintes
concentragdes-teste para um ensaio preliminar: 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32 e 0,64 rng.L'1
de Triclosan, além do controle de agua e controle com DMSO. As concentragdes
definitivas de 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,12; 0,14; 0,16; 0,18 ¢ 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.

Ap0s o periodo de 24 horas em camara com temperatura entre 24+2° C, foi retirada

uma aliquota do controle para verificar se pelo menos 80% das larvas atingiram o estagio
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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 borax.

A leitura do ensaio foi realizada em camara de Sedgwick-Rafter e o estagio de
desenvolvimento, bem como a ocorréncia de anomalias nos 100 primeiros organismos de
cada réplica foram tabulados. Andlises fisicas e quimicas iniciais e finais (oxigénio
dissolvido, pH e salinidade) foram realizadas. A TAB. 5 apresenta um resumo da

metodologia do ensaio.

TABELA 5 - Condigdes para realizacdo dos ensaios de toxicidade com L. variegatus

(Embriolarval).
Parametros Condigdes
Temperatura 24+2° C
Salinidade 30 a 36 unidades
Fotoperiodo 12 a 16 horas de luz
Agua de dilui¢io Agua marinha natural ou reconstituida
Sistema do ensaio Estatico
Duracéao do ensaio 24a28h
Recipiente-teste Tubo de ensaio com capacidade para 15 ml
Volume das solucodes-teste 10 ml
Numero de réplicas por diluicao 4

Numero de organismos por . o
‘ 30 organismos por mililitro
réplicas

Idade do organismo-teste Ovos recém fecundados

_ Atraso ou anormalidade no desenvolvimento
Efeito observado _
embriolarval

_ ‘ Minimo de 80% de larvas pluteus normais nos
Validade do ensaio
controles

Alimentagdo Sem
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45.4. Ensaio para avaliagdo de efeito cronico (Embriolarval) com Perna perna
(Mollusca, Bivalvia)

O mexilhdo Perna perna ¢ encontrado em bancos naturais entre a regido do entre-
marés ao infralitoral onde habita em éreas de incidéncia direta de ondas e de alto
hidrodinamismo. S@o organismos filtradores e sua alimentacdo consiste de fitoplancton e
matéria organica particulada em suspensdo. Esta espécie vem sendo utilizada em testes de
toxicidade de efeito cronico de curta duragdo, pois seus gametas sdo facilmente obtidos e o
desenvolvimento embrio-larval ocorre em curto periodo de tempo, originando uma larva de
facil identificagdo (ZARONI, 2005).

O método de ensaio no presente trabalho consistiu em expor ovos recém
fertilizados a diferentes concentragdes de Triclosan (0,05; 0,065; 0,08; 0,10; 0,14 ¢ 0,18
mg.L" de Triclosan por um periodo de 48 horas, em temperatura de 25 + 1° C e salinidade
de 35 UPS. Apds o periodo de incubagdo foi determinada a porcentagem de embrides
normais (valvas simétricas fechadas e massa visceral presente na porcao interna da concha)
e/ou anormais (organismos que ndo se desenvolveram até larva “D”, que tenham atingido
este estagio porém com extravasamento de massa visceral e/ou com a concha aberta) nas
diferentes concentracdes testadas, em relagdo ao controle. O ensaio foi desenvolvido
seguindo a adequagdo do método realizada por ZARONI (2005).

Cerca de 100 mexilhGes adultos foram coletados manualmente, com auxilio de uma
espatula em costdes rochosos da Ilha das Palmas, Guaruja, SP, e Ilha Monte Pascoal,
Bertioga, SP. Os exemplares da espécie foram transportados ao laboratério em caixa
térmica e assim que chegaram foram mantidos por um dia em tanque com 4gua do mar até
o0 momento dos ensaios.

A preparagdo dos organismos-teste para o inicio dos ensaios consistiu na limpeza,
através de raspagem dos organismos incrustantes. Apds a limpeza, os mexilhdes foram
lavados com 4gua doce e mantidos fora da agua, para que ndo ocorresse a liberacdo dos
gametas antes da separa¢do dos individuos. A dgua do mar utilizada na diluicdo de
Triclosan, bem como no controle e na fecundag¢do dos ovos, foi filtrada em membrana
Milipore 0,22 pum de porosidade. Apods a filtragdo a dgua foi mantida sob aeracdo por
aproximadamente 4 horas antes da montagem do teste.

A liberacdo dos gametas foi induzida por um estimulo fisico (inducdo termal),
técnica considerada adequada no trabalho realizado por ZARONI (2005). Para isso, cerca
de 50 mexilhdes foram colocados individualmente dentro de placas de Petri € o conjunto

de placas dentro de uma bandeja pléstica rasa, cheia de agua do mar. Este conjunto foi
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mantido em geladeira por aproximadamente 30 minutos. Apos este procedimento, os
animais foram mantidos por vinte minutos sem agua, antes de serem novamente imersos
em agua do mar em temperatura ambiente (24+2° C) sob fluxo continuo. Este fluxo de
agua continuo foi proporcionado pelo proprio sistema de filtragdo do tanque simulando
uma cascata. Geralmente ap6s duas ou trés horas apos o inicio do fluxo de dgua ocorre a
liberacdo dos gametas que podera ser detectada visualmente. Vale ressaltar que o periodo
para liberacdo dos gametas pode se estender por mais tempo.

Os 6vulos liberados foram coletados do fundo da placa de Petri com auxilio de uma
pipeta (FIG. 20) e transferidos para béqueres contendo dgua do mar filtrada. Em seguida,
os ovulos foram lavados com auxilio de uma peneira com 75 um de malha e recolocados

em um béquer de capacidade maior com 4agua do mar filtrada.

FIGURA 20 - Coleta de 6vulos de P. perna.

O liquido espermatico foi coletado com o minimo de agua possivel (FIG. 21) e

mantido separado em um béquer, imerso em um recipiente com gelo.
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FIGURA 21 — Coleta de espermatozoéides de P. perna.

A fecundacdo deve ser feita pela adicdo gradual de 1 mL ou mais da suspensao
espermatica total, até que mais de 90% dos 6vulos estejam fecundados. Para tanto, deve-se
acrescentar pouco a pouco a solugdo de esperma com observacdo sob microscopio apos
cada adi¢ao. Os ovulos fecundados foram identificados apds o inicio da divisdo celular.

Com auxilio de uma camara de Sedgwick-Rafter, foi estimada a densidade dos ovos
e, cerca de 500 embrides foram colocados em cada frasco-teste, iniciando-se entdo o
periodo de incubagdo (48 horas).

O ensaio foi encerrado quando constatado que mais de 70% dos embrides atingiram
o estagio de larva-D no controle. A fixa¢do foi feita com 0,5 mL de formol tamponado com
boérax para posterior contagem, onde os 100 primeiros organismos encontrados foram
avaliados.

Foram considerados normais somente os organismos que se desenvolverem até o
estagio de larva-D (FIG. 22), com valvas simétricas fechadas e massa visceral presente na

porcao interna da concha.



FIGURA 22 — Larvas - D normais de P. perna.

A TAB. 6 apresenta um resumo da metodologia do ensaio.
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TABELA 6 - Condigdes para realizagdo dos ensaios de toxicidade com P. perna

(Embriolarval).
Parametros Condigdes
Temperatura 25+1°C
Salinidade 30 a 36 unidades
Fotoperiodo 12 a 16 horas de luz
Agua de diluigdo Agua marinha natural ou reconstituida

Sistema do ensaio
Duracéao do ensaio
Recipiente-teste
Volume das solucodes-teste
Numero de réplicas por diluicao

Numero de organismos por

réplicas

Idade do organismo-teste

Efeito observado

Validade do ensaio

Alimentacgao

Estatico
48 h
Tubo de ensaio com capacidade para 15 ml
10 ml

4

50 organismos (ovos) por mililitro

Ovos recém fecundados

Atraso ou anormalidade no desenvolvimento

embriolarval
Minimo de 70% de larvas normais nos controles

Sem

4.5.5. Ensaio do Tempo de Retencdo do Corante Vermelho Neutro para avaliacdo de

estresse celular no molusco bivalve Perna perna (Bivalvia, Mytilidae)

O procedimento utilizado para analise do Tempo de Retengao do Corante Vermelho

Neutro em lisossomos de hemocitos de mexilhdao 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 substancias estressoras sendo a estabilidade considerada um indicador de “bem estar”

celular (MOORE, 1990) e um importante biomarcador inespecifico de estresse celular.
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Para realizacdo deste ensaio, exemplares de mexilhdes adultos (n=15) foram
expostos em aquarios a 3 (trés) diferentes concentragdes de Triclosan, 1 (um) aquério com
adgua do mar utilizada para diluigdo do composto (controle) ¢ 1 (um) aquario com o
controle de DMSO (FIG. 23). As concentragdes 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 solugdes-teste

foram trocadas em todos os aquarios.

FIGURA 23. Aquarios com mexilhdes expostos as diferentes concentragdes de Triclosan e

aos controles de 4gua e do solvente (DMSO).

4.5.5.1. Preparo das Laminas

As laminas foram preparadas imediatamente antes do experimento. Laminas
lavadas e enxaguadas com agua deionizada foram pré-tratadas com a solu¢do de Poly-L-
lisina para facilitar a adesdo dos hemocitos no vidro. A solucdo de Poly-L-lisina foi
preparada em dgua destilada na proporg¢do de 1:10 e, com o auxilio de uma micropipeta, foi
adicionado 10 pL da solugdo sobre cada lamina.

Em seguida, o volume foi espalhado sobre toda superficie da 1amina com o uso de

uma laminula e as mesmas foram deixadas para secar (FIG. 24).
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FIGURA 24. Preparo e secagem das laminas com Poly-L-lisina.

4.5.5.2. Preparo da Solucéo Fisiolégica

Esta solucdo salina ¢ utilizada para diluir a hemolinfa e pode ser preparada até 1
(um) dia antes do experimento.

Em uma balanca analitica pesou-se 4,77 g de HEPES; 25,48 g de cloreto de sodio;
13,06 g de sulfato de magnésio; 0,75 g de cloreto de potéssio; 1,47g de cloreto de calcio.
Em seguida todos os reagentes foram diluidos em 1 (um) litro de 4gua destilada em um
frasco de vidro volumétrico. Apos diluicdo total dos reagentes, foi verificado se o pH
estava no valor adequado (7,36) para solugdo. Vale ressaltar que caso o valor do pH nao
estivesse adequado, seria necessario ajustd-lo com o uso de HCl ou NaOH. O
procedimento de ajuste do pH foi realizado sempre antes do uso da solugdo, pois pode
ocorrer uma variagdo do mesmo.

A solucao fisiologica foi estocada em refrigerador, mas usada no ensaio em
temperatura ambiente. Isto ¢ extremamente importante, pois um choque térmico induzido
pelo uso de uma solucdo muito fria (ou muito quente) pode estressar os hemocitos que

estavam saudaveis.
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4.5.5.3. Preparo do Vermelho Neutro

A solucdo estoque de vermelho neutro foi preparada durante o periodo (15 minutos
de incubagdo) em que as células estavam se aderindo nas laminas preparadas com Poly-L-
lisina®.

Esta solucao foi preparada com a dilui¢do 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 dmbar. Em seguida, com auxilio de uma pipeta, foi
adicionado 1 mL de DMSO. O corante vermelho neutro foi dissolvido no DMSO com uma
suave agitacdo. A solugdo estoque foi estocada em refrigerador dentro de um recipiente a
prova de luz, pois o corante ¢ fotossensivel.

Para preparar a solugdo 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 diluicdo em solugdo de
trabalho, a solu¢do estoque foi agitada por 1 a 2 minutos para total homogeneizagao.

Com auxilio de uma micropipeta, 5 (cinco) mL de solugdo fisiologica foram
colocados em frasco ambar. Tomando cuidado de inserir a ponteira de micropipeta logo
abaixo do menisco da solugdo estoque dentro do frasco, foi pipetado 10 puL. do estoque,

sendo este volume adicionado na solugao fisiologica previamente pipetada.

4.5.5.4. Extragdo e Manuseio da Hemolinfa

Para extragdo da hemolinfa, os mexilhdoes foram retirados dos aquarios e
cuidadosamente, inserindo a lamina de um bisturi ao longo da superficie ventral (o lado de
onde partem os fios do bisso, que possui uma depressdo natural que facilita este
procedimento), as valvas foram separadas por alguns milimetros. O bisturi foi mantido em
uma posicao que possibilitou que as valvas ficassem abertas.

A agua de dentro das conchas foi drenada, para assegurar que todo o liquido
extraido fosse hemolinfa e ndo 4gua do mar. Com o uso de uma seringa hipodérmica de 2
mL com uma agulha padrdo 21 e contendo 0,5mL de solugdo fisioldgica, foi coletado
0,5mL de hemolinfa do musculo adutor posterior. O padrao da agulha é importante, pois
uma agulha mais fina podera causar destruicdo nos hemocitos e aumentar a probabilidade
de formacao de coagulos.

A localiza¢do do musculo adutor posterior foi identificada inserindo suavemente a
agulha entre a ponta das valvas, nos primeiros centimetros, ¢ cuidadosamente movendo-a

horizontalmente até encontrar certa resisténcia, dada pelo toque com o musculo. Entdo, a
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agulha foi posicionada e cuidadosamente inserida no musculo, do qual a hemolinfa foi
coletada. A extra¢do ¢ considerada adequada quando ao colocar a seringa contra a luz um
liquido levemente leitoso (comparado com a solugdo salina transparente) for observado.

ApoOs obter uma amostra de hemolinfa, a agulha foi removida da seringa e o
contetdo transferido para tubos de microcentrifuga com volume de 2 mL. O contetido dos
tubos foi misturado suavemente (invertendo-se os tubos de modo suave) antes de aplica-lo
sobre a superficie das laminas. Pelo fato dos hemocitos rapidamente se precipitarem, a
aplicagdo da solugdo de células foi imediata apos esta inversao.

Cerca de 40 puL desta solucdo de células (hemolinfa + solucdo fisiologica) foi
pipetada sobre a superficie de uma lamina previamente tratada com poly-L-lisina,
utilizando uma ponteira de pipeta limpa para cada amostra. As ladminas foram colocadas
em uma camara umida a prova de luz e deixadas incubar por 15 minutos, para permitir que
as células aderissem nas laminas.

ApOs a incubagdo, retirou-se o excesso de suspensao e foi realizada uma limpeza na
area ao redor de onde estdo as células para remover o excesso de fluido. Este procedimento
¢ necessario para que os hemdcitos aderidos na lamina sejam totalmente expostos ao
vermelho neutro no proximo estidgio, e também para eliminar o efeito de flutuar que
eventualmente ocorre com a laminula quando ha excesso de liquido. Uma monocamada de
hemocitos pode ser observada como pequenos pontos na lamina quando esta ¢ colocada

contra a luz.

4.5.5.5. Incubagéo e Leitura do Ensaio

Com auxilio de uma micropipeta, 40 uL de solucao de trabalho de vermelho neutro
foi colocada sobre a camada de hemocitos de cada lamina (15 laminas por concentragao-
teste), dentro da cdmara tmida e a prova de luz (FIG 25). Apds aguardar 15 minutos de
incubagdo na camara, para permitir que o corante penetre nas células, a ldmina foi coberta

com uma laminula.
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FIGURA 25. Solugao de trabalho de vermelho neutro sobre a camada de hemocitos de

cada lamina, dentro da cdmara imida e a prova de luz.

Sistematicamente, as laminas foram examinadas em microscopio a cada 15 minutos
até todas as células se apresentarem estressadas (FIG. 26). Inicialmente as células foram

localizadas com o menor aumento, e ap6s localizé-las, foram examinadas com aumento de

400X.

FIGURA 26. Leitura sistematica das ldminas em microscopio optico.
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Um “timer” com alarme sonoro foi utilizado para manter as contagens dentro dos
intervalos de tempo estipulados, mantendo a acuracia. Vale ressaltar que cada lamina deve
ser examinada e reposta em 1 minuto. Como o vermelho neutro ¢ muito sensivel a luz, ¢
recomendavel que todas as laminas recebam a mesma exposi¢do a luz durante os exames.

A luz do microscopio foi mantida a mais baixa possivel para permitir uma boa
visualizacdo das células e as mesmas foram examinadas tanto para anormalidades
estruturais como para o tempo de retengdo do vermelho neutro. O tempo de retengdo do
corante vermelho neutro pelos lisossomos foi obtido pela estimativa da propor¢ao de
células exibindo “vazamento” dos lisossomos para o citosol e/ou exibindo anormalidades
no tamanho e cor dos lisossomos.

A cada contagem as condi¢cdes foram anotadas em uma planilha. A TAB. 7

apresenta os critérios seguidos para analise das células.

TABELA 7 - Critérios para diferenciagdo de células saudaveis e células estressadas

(KING, 2000).

Critério Células saudaveis Células estressadas
Formato das células Irregular Arredondado
Tamanho das células Aumentado Diminuido
Numero de lisossomos Aumentado Diminuido
Tamanho dos lisossomos Menores Alargados/Aumentados
Cor dos lisossomos Vermelho palido/rosado Vermelho ou rosa escuro
Pseuddépodes Nao visiveis Visiveis
Corante extravasado no citosol Nao visiveis Visiveis

Para a avaliacdo 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 lisossdmica pode ser refletido pelo tempo necessdrio para que ocorra o
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extravasamento do corante Vermelho Neutro para o citosol, o tempo de retengdo médio

para cada concentracdo foi calculado pelo tempo em minutos de cada animal analisado.

FIGURA 27. Células saudaveis (KING, 2000).

FIGURA 28. Células estressadas (KING, 2000).
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4.6. Analises dos resultados dos ensaios de toxicidade e sensibilidade
As andlises dos resultados dos ensaios de toxicidade para avaliacao de efeito agudo

e para avaliagdo de efeito cronico seguiram o protocolo da USEPA (2002).

4.6.1. Toxicidade aguda

Nos resultados de efeito agudo que apresentaram dados normais (Chi-quadrado —
x2), foi estabelecida a concentracdo letal que causou a mortalidade em 50% dos
organismos expostos (CL50) para Nitokra sp e a concentragdo que causou a inibigdo da
fertilizagdo em 50% das células expostas para Lytechinus variegatus, através do método de
Probitos. Nos ensaios para avaliacdo de efeito agudo que ndo 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 determinacdo da
CL50 ou CES0, segundo USEPA (2002). (FIG. 29).
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FIGURA 29 — Fluxograma com as etapas para o calculo da CE e/ou CL50 (USEPA, 2002).
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4.6.2 Toxicidade cronica.

Nos resultados de efeito cronico com Lytechinus variegatus e Perna perna, foram
estabelecidas as concentragdes onde ndo foram detectados efeitos de importancia biologica
(CENO - Concentragao de Efeito Nao Observado) e, as concentragdes pontuais que
causaram uma porcentagem especifica de redugdo da resposta (CI 50 — Concentragao de
Inibicao) através do teste de hipdteses e do método de estimativa pontual, respectivamente.

Para o estabelecimento da CENO, os dados foram analisados quanto a normalidade
através do método do Chi-quadrado (y°) e também analisados quanto 4 homocedasticidade
através do teste de Bartlett. Apds passarem nestes pré-requisitos para aplicagdo da analise
de varidancia (ANOVA), foi empregado o teste de Dunnett, a fim de identificar as
concentragdes que apresentaram diferenca estatistica significativa com o controle. Para
todas as analises diferencas significativas foram determinadas quando p < 0,05.

A determinacdo das concentracdes pontuais (relacdo dose/resposta) que causaram
inibi¢do do desenvolvimento embriolarval em 50% dos organismos expostos foi calculada
através do método de interpolacdo linear (NORBERG-KING, 1988).

O fluxograma abaixo apresenta as etapas para determinacdo da CENO e da CIS50

em ensaios de toxicidade cronica segundo USEPA (2002) (FIG. 30).
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FIGURA 30 — Fluxograma com as etapas para o calculo de CENO e CI50 (USEPA, 2002).
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Os dados obtidos nos ensaios de citotoxicidade (Tempo de Retencdo do Corante
Vermelho Neutro) foram analisados quanto a normalidade com o uso dos métodos Chi-
quadrado (y°) e Kolmogorov, e quanto 2 homogeneidade de varidncia através dos testes de
Bartlett e Hartley. Posteriormente foi empregada a analise de variancia (ANOVA) com
post hoc de Dunnet e Bonferroni t-test. Para todas as analises, diferencas significativas
foram determinadas quando p < 0,05. As andlises estatisticas foram realizadas através do

programa TOXSTAT 3.5.
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5. RESULTADOS

Os resultados sao 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 apresentacdo dos resultados inicia-se com os ensaios para avaliagdo de efeito
agudo (mortalidade de Nitokra sp e taxa de fertilizacdo de Lytechinus variegatus). Em
seguida sdo apresentados os resultados dos ensaios para avaliacdo de efeito cronico
(inibicdo do desenvolvimento embriolarval de Lytechinus variegatus e Perna perna) e,
posteriormente, sdo apresentados os resultados do ensaio de citotoxicidade (estabilidade da
membrana lisossomica) com o molusco bivalve Perna perna. As informagdes referentes as
analises fisico-quimicas sdo apresentadas ao final dos resultados dos ensaios definitivos e

as tabelas encontram-se nos apéndices.

5.1. Ensaios de toxicidade para avaliagdo de efeito agudo
5.1.1. Ensaios de toxicidade para avaliacéo de efeito agudo (Mortalidade) com Nitokra
sp (Crustacea, Copepoda)
5.1.1.1. Ensaios de sensibilidade

Os resultados da CL(I1)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 Potassio (TAB. 8). Estes
valores se encontram dentro dos limites (10,93 mg.L™ - 30,02 mg.L™") estabelecidos para a
espécie de acordo com a carta-controle (ANEXO D) do Laboratério de Ecotoxicologia

Marinha do Instituto Oceanografico — USP.
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TABELA 8 - Sensibilidade (CL(I)50; 96h) de Nitokra sp ao Dicromato de Potassio.

Ensaio CL(1)50;96h (mg.L™)

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 Confianga.

5.1.1.2. Controle positivo do solvente DMSO

A fim de avaliar possiveis efeitos no copépodo Nitokra sp relacionados ao solvente
(DMSO) utilizado na dilui¢do de Triclosan, foram realizados nos ensaios 1 e 3 um controle
positivo do solvente com a maior concentragao testada. Foi empregado o Teste t — Student
somente no ensaio 3 pois no ensaio 1 o nimero de organismos mortos foi igual no controle
de dgua e no controle de DMSO.

O resultado mostra que nao houve diferenga estatistica significativa (Teste t -
Student) entre o controle de 4gua e a maior concentragdo (0,50 mg.L™") do solvente DMSO

no ensaio 3, conforme apresentado na TAB. 9.
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TABELA 9 — Sumario estatistico 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 sobrevivéncia Desvio padrao p
Controle de agua 5,00 0,00 -
Controle de DMSO
4,75 0,50 0,355

(0,50 mg.L™Y)

5.1.1.3. Toxicidade aguda — Mortalidade

Os valores de CL(1)50;96h de Triclosan para os ensaios com Nitokra sp (n = 3)

estiveram compreendidos entre 0,18 mg.L"' a 0,21 mgL'. A TAB. 10 apresenta o

percentual médio e os desvios-padrdo (DP) de todas as réplicas dos trés ensaios realizados.
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TABELA 10 — Percentual de mortalidade (médio e desvio-padrdo) dos ensaios de

toxicidade aguda de Triclosan com Nitokra sp.

Concentracdes Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
(mg.L7) 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

padrdo (DP) e o coeficiente de variacdo (CV) dos trés ensaios.
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TABELA 11 — Toxicidade aguda (CL(I)50;96h) de Triclosan para Nitokra sp.

Ensaio CL(1)50;96h (mg.L™)

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 confianca.

Informacdes adicionais sobre os resultados encontram-se no APENDICE B.

5.1.1.4. Analises fisicas e quimicas
Os resultados das analises fisicas e quimicas de pH, oxigénio dissolvido e
salinidade estiveram dentro dos limites de tolerancia para espécie, ou seja, salinidade entre

5 e 30 UPS e concentragdo de oxigénio dissolvido acima de 5,0 mg.L"' (APENDICE C).

5.1.2. Ensaios de toxicidade para avaliacdo de efeito agudo (Fertilizacdo) 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
ouri¢o-do-mar foram de 0,16 mg.L" (0,14 mg.L" — 0,17 mg.L") ¢ 0,16 mg.L" (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 Laboratorio de

Ecotoxicologia Prof. Caetano Belliboni — Universidade Santa Cecilia.



68

5.1.2.2. Controle positivo do solvente DMSO

A fim de avaliar possiveis efeitos na taxa de fertilizacdo de Lytechinus variegatus
relacionados ao solvente (DMSO) utilizado na diluicdo de Triclosan, foram realizados nos
ensaios 1, 2 e 4 um controle positivo do solvente com a maior concentragao testada.

Os resultados mostram que ndo houve diferenca estatistica significativa (Teste t -
Student, p < 0,05) entre o controle de 4gua e a maior concentragio (0,60 mg.L™") do

solvente DMSO conforme demonstrado nas TAB. 12, 13,14.

TABELA 12 — Sumario estatistico para o teste (Teste t de Student (p < 0,05)) com o

solvente DMSO no ensaio de toxicidade aguda com Lytechinus variegatus (Ensaio 1).

Taxa de fertilizagdo Desvio
Tratamentos o . p
(Média) padrao
Controle de agua 90,75 4,35 -
Controle de
DMSO 85,25 4,57 0,131
(0,5 mg.L™)

TABELA 13 — Sumario estatistico para o teste (Teste t de Student (p < 0,05)) com o

solvente DMSO no ensaio de toxicidade aguda com Lytechinus variegatus (Ensaio 2).

Média da taxa de Desvio
Tratamentos L . p
fertilizacéo padrao
Controle de agua 85,00 3,56 -
Controle de DMSO
3,11 0,548

0,6 mg.L*
(0,6 mg.L.7) 86,50
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TABELA 14 — Sumario estatistico para o teste (Teste t de Student (p < 0,05)) com o

solvente DMSO no ensaio de toxicidade aguda com Lytechinus variegatus (Ensaio 4).

Média da taxa de Desvio
Tratamentos o . p
fertilizacéo padrao
Controle de agua 97,00 1,63 -
Controle de DMSO
06 L 1,26 0,140
,6 mg.
( 9L 95,25

5.1.2.3. Toxicidade aguda — Fertilizacdo

Os valores de CI(I)50;1h de Triclosan para os ensaios com Lytechinus variegatus

(n = 5) estiveram compreendidos entre 0,239 mg.L" a 0,250 mg.L™".

A TAB. 15 apresenta o percentual médio da quantidade de dvulos fertilizados e os

desvios-padrao (DP) de todas as réplicas nos cinco ensaios realizados.
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TABELA 15 — Percentual de fertilizacdo (médio e desvio-padrao) dos ensaios de

toxicidade aguda de Triclosan com Lytechinus variegatus.

N Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5
Concentragdes
(mg.L™) i i i N N
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 - - 9525 1,30 - -
0,1 91,25 1,70 80,25 5,10 89,75 3,10 77,75 3,90 85,775 5,10
0,2 92,00 3,70 82,00 590 77,50 590 77,25 1,50 90,50 1,90
0,3 86,75 3,80 6025 7,50 7,00 3,70 4,25 220 875 6,20
0,4 88,00 8,10 10,50 290 2,00 2,70 1,50 0,60 3,50 3,80
0,5 31,50 4,40 125 1,30 225 220 025 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

padrdo (DP) e o coeficiente de variacdo (CV) dos cinco ensaios.



TABELA 16 - Toxicidade aguda (CI(I)50;1h) de Triclosan para Lytechinus variegatus.

Ensaio  CI(1)50;1h (mg.L™)

1 0,335 (0,329 - 0,340)

2 0336(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 confianga

Informagdes adicionais sobre os resultados encontram-se no APENDICE D.

5.1.2.4. Analises fisicas e quimicas
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Os resultados das andlises fisicas e quimicas (pH, Oxigénio dissolvido e

Salinidade) estiveram dentro dos limites de tolerancia para espécie, ou seja, salinidade

entre 30 e 36 UPS e oxigénio dissolvido acima de 5,0 mg.L-1 (APENDICE E).

5.2. Ensaios de toxicidade para avaliacdo de efeito cronico

5.2.1. Ensaios de toxicidade para avaliacdo de efeito cronico (Embriolarval) de curta

duracgdo 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
ouri¢o-do-mar foram de 0,11 mg.L™" (0,11 mgL"' — 0,12 mg.L™") e 0,17 mg.L" (0,16

mg.L" — 0,17 mg.L™") de Sulfato de Zinco, respectivamente. Estes valores encontram-se

dentro dos limites estabelecidos para espécie, de acordo com a carta controle do

Laboratério de Ecotoxicologia Prof. Caetano Belliboni — Universidade Santa Cecilia.
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5.2.1.2. Controle positivo do solvente DMSO

A fim de avaliar possiveis efeitos no desenvolvimento embriolarval de Lytechinus
variegatus relacionados ao solvente (DMSO) utilizado na dilui¢ao de Triclosan, foram
realizados controles positivo do solvente com a maior concentracao testada nos ensaios 1 e
4.

A diferenga estatistica significativa observada (Teste t - Student, p < 0,05) entre o
controle de 4gua e a maior concentracdo (0,20 mg.L™") 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 dgua, o que ndo indica efeito adverso (TAB.

17).

TABELA 17 — Sumario estatistico para o teste (Teste t de Student (p < 0,05)) com o

solvente DMSO no ensaio de toxicidade cronica com Lytechinus variegatus (Ensaio 1).

Desenvolvimento embriolarval Desvio
Tratamentos o . p
normal médio (%) padréo
Controle de agua 91,75 4,03 -
Controle de
DMSO 98,50 1,91 0,023
(0,20 mg.L™

No ensaio 4, o resultado mostra que ndo houve diferenca estatistica significativa
(Teste t - Student, p < 0,05) entre o controle de 4gua e a maior concentracio (0,20 mg.L™)

do solvente DMSO conforme demonstrado na TAB. 18.
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TABELA 18 — Sumario estatistico para o teste (Teste t de Student (p < 0,05)) com o

solvente DMSO no ensaio de toxicidade aguda com Lytechinus variegatus (Ensaio 4).

Desenvolvimento embriolarval Desvio
Tratamentos o 5 p
normal médio (%) padrao
Controle de agua 92,75 2,22 -
Controle de
DMSO 95,50 1,29 0,075
(0,20 mg.L™)

5.2.1.3. Toxicidade cronica (Embriolarval)

Os valores das concentracdes de efeito ndo observado (CENO(I)) e as
concentracdes de efeito observado (CEO(I)) variaram de 0,04 mg.L™" a 0,10 mg.L" ¢ 0,06
rng.L'1 a0,12 mg.L'l, respectivamente.

Os valores das concentragdes de Triclosan que inibiram o desenvolvimento
embriolarval do ourigo-do-mar (CI(I)50;24h) variaram de 0,130 mg.L"'a 0,151 mg.L" ¢
anomalias esporadicas foram encontradas nas concentragdes de 0,16 mg.L" ¢ 0,18 mg.L™.

A TAB. 19 apresenta o percentual médio do desenvolvimento embriolarval e os

desvios-padrao (DP) de todas as réplicas dos ensaios realizados (n=5).
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TABELA 19 — Percentual de desenvolvimento embriolarval (médio e desvio-padrdo) dos

ensaios de toxicidade cronica de Triclosan com Lytechinus variegatus.

N Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5
Concentragdes
(mg.L™) o L L o i
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
Controle 91,75 4,03 93,50 1,30 95,25 1,50 92,75 222 92,75 2722
Controle DMSO
0,2) 98,50 1,91 - - - - 95,50 1,29 - -
0,04 91,50 3,00 92,25 220 9575 1,70 95,75 2,60 94,25 220
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 93,25 220 9525 290 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 84,25 430 83,00 2,80
0,14 40,25 990 41,00 220 72,25 920 71,25 590 74,00 5,20
0,16 41,25 540 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(1)50;24h e as

respectivas médias, desvios padrio (DP) e coeficientes de variacdo (CV) estdo

representados na TAB. 20.



TABELA 20 — Toxicidade cronica de Triclosan (CENO(I), CEO(I), CI(1)50;24h) para
Lytechinus variegatus.

CENO(I) CEO(I) CI(1)50;24h
Ensaio

mg.L'1 mg.L'1 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 confianca

As FIG. de 31 a 35 apresentam o desenvolvimento embriolarval normal (%) e as

concentragdes testes dos ensaios para avaliagdo de efeito cronico com L.variegatus.

75



76

Ensaio 1

100 +

{» = J, *co

80 1 iL
60 - j:L

"

Desenvolvimento embriolarval normal (%)

20 A
0 T T T T T T T T T T 1
& o o Q W X § ) Q
&@\ S &0 Q?b( N N S NG S NS
s
\‘ZJ
O
&
00

Concentragdes (mg.L'l)

FIGURA 31 — Toxicidade cronica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de

L.variegatus.
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FIGURA 32 — Toxicidade cronica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de

L.variegatus.
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FIGURA 33 — Toxicidade cronica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de

L.variegatus.
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FIGURA 34 — Toxicidade cronica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de

L.variegatus.
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FIGURA 35 — Toxicidade cronica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de

L.variegatus.

Informacdes adicionais sobre os resultados encontram-se no APENDICE F.

5.2.1.4. Analises fisicas e quimicas
Os resultados das analises fisicas e quimicas de pH, oxigénio dissolvido e
salinidade estiveram dentro dos limites de tolerancia para espécie, ou seja, salinidade entre

30 e 36 UPS e oxigénio dissolvido acima de 5 mg.L"' (APENDICE G).

5.2.2. Ensaios de toxicidade para avaliacdo de efeito cronico (Embriolarval) com
Perna perna (Mollusca, Bivalvia)
5.2.2.1. Ensaios de sensibilidade

Os resultados da CI(1)50;48h, dos ensaios de sensibilidade (n=5) com os lotes de
mexilhdo variaram de 0,790 mg.L'1 (0,620 rng.L'1 -0, 890 mg.L'l) al0l4 mg.L'1 (0,967
mg.L"' — 1,074 mg.L™") de Dodecil Sulfato de Sédio (DSS).

Os resultados encontrados nos ensaios de sensibilidade ao DSS realizados no

presente estudo estdo dentro dos intervalos de concentragdes 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 mexilhdo Perna perna, a média, o desvio-padrao (DP) e o

coeficiente de variacao (CV).

TABELA 21 - Sensibilidade (CI(I)50;48h) de Perna perna ao Dodecil Sulfato de Sodio
(DSS).

Ensaio CI(1)50;48h (mg.L™)

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 confianga

5.2.2.2. Controle positivo do solvente DMSO
A fim de avaliar possiveis efeitos no desenvolvimento embriolarval de Perna perna
relacionados ao solvente (DMSO) utilizado na dilui¢do de Triclosan, foram realizados
controles positivo do solvente com as maiores concentragdes testadas nos ensaios 1 e 2.
Nao houve diferenga estatistica significativa (Teste t - Student, p < 0,05) entre o
controle de 4gua e a maior concentragdo (0,32 mg.L" ) do solvente DMSO no ensaio 1
(TAB. 22), bem como entre o controle de 4gua e a maior concentracao do solvente DMSO

(0,18 mg.L ™) no ensaio 2 (TAB. 23).
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TABELA 22 — Sumario estatistico para o teste (Teste t de Student (p < 0,05)) com o

solvente DMSO no ensaio de toxicidade cronica com Perna perna (Ensaio 1).

Desenvolvimento embriolarval normal Desvio
Tratamentos o . p
medio (%0) padrao
Controle de
] 78,25 5,44 -
agua
Controle
DMSO 77,75 5,74 0,903
(0,32 mg.L™)

TABELA 23 — Sumario estatistico para o teste (Teste t de Student (p < 0,05)) com o

solvente DMSO no ensaio de toxicidade cronica com Perna perna (Ensaio 2).

Desenvolvimento embriolarval normal Desvio
Tratamentos o . p
médio (%) padréo
Controle de
. 94,00 4,73 -
agua
Controle
DMSO 96,00 0,96 0,324
(0,18 mg.L™)

5.2.2.3. Toxicidade cronica (Embriolarval)
Os valores das concentragdes de efeito ndo observado (CENO) e as concentragdes
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 concentragdes de Triclosan que inibiram o desenvolvimento
embriolarval do mexilhdo (CI(I)50;48h) variaram de 0,101 mg.L" (0,097 mg.L" — 0,105
mg.L")a 0,170 mg.L" (0,167 mg.L"' —0,174 mg.L™").

As TAB. 24 e 25 apresentam os percentuais de desenvolvimento embriolarval

(médio e desvios-padrao (DP)) de todas as réplicas dos ensaios realizados (n=4).

TABELA 24 — Percentual de desenvolvimento embriolarval (médio e desvio-padrao) do

primeiro ensaio de toxicidade cronica de Triclosan com Perna perna.

Ensaio 1

Concentracdes (mg.L™)
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 -
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TABELA 25 - Percentual de desenvolvimento embriolarval (médio e desvio-padrdo) do

segundo, terceiro e quarto ensaio de toxicidade cronica de Triclosan com Perna perna.

Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
Concentracdes (mg.L™)
Média DP Média DP Média DP
Controle 94,00 4,73 96,25 096 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 padrio (DP) e coeficientes de variacdo (CV) estdo

representados na TAB. 26.
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TABELA 26 — Toxicidade cronica de Triclosan (CENO(I), CEO(I), CI(I)50;48h)

para Perna perna.

_ CENO(l) CEO(l) C150(1):48h
Ensaio

mg.L™* mg. L™ mg.L™*

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)
Media 0,056 0,076 0,135
DP 0,021 0,018 0,028
CV (%) 37,500 23,684 20,740

() — Intervalo de confianga

As FIG. de 36 a 39 apresentam o desenvolvimento embriolarval normal (%) e as

concentragoes testes dos ensaios para avaliagdo de efeito cronico com P. perna.
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FIGURA 36 — Toxicidade cronica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de

P.perna.
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FIGURA 37 — Toxicidade cronica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de

P.perna.
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FIGURA 38 — Toxicidade cronica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de

P.perna.
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FIGURA 39 — Toxicidade cronica de Triclosan no desenvolvimento embriolarval de

P.perna.
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Informagdes adicionais sobre os resultados encontram-se no APENDICE H.

5.2.2.4. Analises fisicas e quimicas
Os resultados das analises fisicas e quimicas de pH, oxigénio dissolvido e
salinidade estiveram dentro dos limites de toleradncia para espécie, ou seja, salinidade entre

30 e 36 UPS ¢ oxigénio dissolvido acima de 5 mg.L-1 (APENDICE I).

5.3. Ensaios de citotoxicidade com Perna perna (Mollusca, Bivalvia)
O ensaio preliminar foi realizado com as concentragdes de 0,002 mg.L"; 2,0 mg.L™"
¢ 20,0 mg.L"' em 24 horas de exposi¢do. Todas as concentragdes apresentaram diferenga

estatistica significativa com relacao ao controle (FIG. 40).

Ensaio preliminar (24 horas)
80

60 J_

—t—

40 - *

20 A

Tempo médio de reten¢do do corante vermelho neutro
(minutos)

Concentragdes mg. L™
* - Diferenca significativa em relag@o ao controle de agua.

FIGURA 40. Toxicidade de Triclosan em hemocitos do molusco bivalve Perna perna.

Os resultados do primeiro ensaio de citotoxicidade (Tempo de Retengdo do Corante
Vermelho Neutro) definitivo estdo demonstrados nas FIG. 41, 42 e 43. Nas primeiras 24
horas, o tempo de retencdo do corante vermelho neutro nos lisossomos diminuiu
significativamente nas concentragdes de 1200 ng.L™" ¢ 12000 ng.L" quando comparado ao

controle.
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A partir de 48 horas, os organismos expostos a todas as concentragdes (120 ng.L™",
1200 ng.L" e 12000 ng.L™" ) apresentaram significativa diminui¢do do tempo de retengio
do corante em relacdo ao controle. O controle de DMSO nao apresentou diferenca

estatisticamente significativa em relagdao ao controle de agua.

24 horas de exposi¢do
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* - Diferenga significativa em relag¢@o ao controle de agua.

FIGURA 41 — Toxicidade de Triclosan em hemocitos do molusco bivalve Perna perna (1°

ensaio).
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FIGURA 42 — Toxicidade de Triclosan em hemdcitos do molusco bivalve Perna perna
(1° ensaio).
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FIGURA 43 — Toxicidade de Triclosan em hemocitos do molusco bivalve Perna perna

(1° ensaio).
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No segundo ensaio definitivo as concentragdes-teste foram de 1,2 ng.L™"; 12 ng.L"
e 120 ng.L"". Nas primeiras 24 ¢ 48 horas o tempo de retengdo do corante vermelho neutro
nos lisossomos diminuiu significativamente na concentragio de 120 ng.L”' quando
comparado ao controle (FIG. 44 ¢ 45).

A partir de 72 horas de exposicdo, o tempo de retengdo do corante vermelho neutro
nos lisossomos diminuiu significativamente nas concentragdes de 12 ng.L" ¢ 120 ng.L™" ¢
ndo apresentou diminui¢ao significativa no tempo de retengdo do corante vermelho neutro

nos lisossomos na concentracio de 1,2 ng. L (FIG. 46).
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FIGURA 44 — Toxicidade de Triclosan em hemocitos do molusco bivalve Perna perna

(2° ensaio).
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FIGURA 45 — Toxicidade de Triclosan em hemocitos do molusco bivalve Perna perna

(2° ensaio).
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FIGURA 46 — Toxicidade de Triclosan em hemocitos do molusco bivalve Perna perna

(2° ensaio) .
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5.3.1. Analises Fisicas e Quimicas
Os resultados das andlises fisicas e quimicas de pH, oxigénio dissolvido e
salinidade estiveram dentro dos limites de tolerancia para espécie, ou seja, salinidade entre

30 e 36 UPS e oxigénio dissolvido acima de 5 mg.L-1 (APENDICE J).
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6. DISCUSSAO

Considerando os diferentes métodos ecotoxicoldgicos empregados neste estudo, a
discussao sera delineada de acordo com os efeitos avaliados. Para tanto, inicialmente serdo
abordados os estudos de avaliagdo de efeito agudo (mortalidade e taxa de fecundacido),
posteriormente os estudos de avaliacdo de efeito cronico (desenvolvimento embriolarval),
em seguida o estudo de efeitos citotoxicos (estabilidade da membrana lisossémica) e, por

fim, serdo discutidos os aspectos legais relacionados ao Triclosan.

6.1. Toxicidade aguda do Triclosan

O avanco na quimica analitica tem impulsionado a pesquisa com farmacos e
produtos de higiene e cuidados pessoais, pois tem propiciado a deteccdo destes
micropoluentes em matrizes ambientais em baixas concentragdes, fato que até 15 anos
atrds ndo era possivel realizar, portanto, estes compostos ndo eram considerados uma
ameaca.

Produtos de higiene e cuidados pessoais tém sido cada vez mais utilizados e, na
maioria das formulagdes contém substancias quimicas toxicas que acabam constituindo um
risco potencial para os ecossistemas e para saide publica. Muitas destas substancias nao
sdo eliminadas por completo nas ETE e, conseqilientemente, sdo encontradas em efluentes e
matrizes ambientais. Com isso, uma compreensao dos potenciais efeitos sobre organismos
aquaticos se faz cada vez mais necessaria.

De acordo com YANG et al. (2008), estudos de toxicidade com diferentes classes
de agentes antibacterianos, bem como suas misturas, sdo urgentemente necessarios para
avaliar o seu potencial impacto sobre 0s ecossistemas aquaticos.

A importancia da utilizagdo de espécies marinhas costeiras para avaliacdo dos
efeitos do Triclosan vem ao encontro de algumas questdes que devem ser destacadas. Em
primeiro lugar, as regides costeiras recebem um grande aporte de contaminantes
provenientes dos langamentos de esgoto urbano e industrial. Embora o Triclosan tenha sua
ocorréncia comprovada em agua superficial e sedimentos de ambientes marinhos e
estuarinos, hd na literatura uma caréncia de estudos dos efeitos deste composto com
organismos destes ambientes. A TAB. 27 apresenta uma recopilagdo dos estudos que

avaliaram a toxicidade aguda para diferentes organismos aquaticos na fracao aquosa.
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TABELA 27 — Toxicidade aguda de Triclosan com organismos aquaticos de diferentes

niveis troficos.

Taxonomia End-point Z;;(l)l; ?ggz Resultados Referéncia
Bactéria
N . Inibicdo de bioluminescéncia . 1 Farré et al.,
Vibrio fischeri (CES50) 30 minutos 280 pg.L (2008)
- . Inibic&o de bioluminescéncia . 1 Tatarazakoetal.,
Vibrio fischeri (CE50) 30 minutos 150 pg.L (2004)
Algas
Scenedesmus . B Orvos etal.,
subspicatus Crescimento (CE50) 72 horas 2,8 ug.L (2002)
Selenastrum . 1 Orvos et al.,
capricornutum Crescimento (CE5S0) 96 horas 4,46 ng.L (2002)
Tetraselmis chuii Crescimento (CE50) 96 horas > 500 ug.L™ MCH&%%? al.,
Nannochloropsis - 1 McHenry et al.,
oculata Crescimento (CE50) 96 horas 360 pg.L (2008)
Chaetocerus gracilis Crescimento (CE50) 96 horas 162 pg.L* MCH&%%; tal,
Isochrysis galbana Crescimento (CE50) 96 horas 122,6 pg.L? MCH(Z%%)B tal,
Rhodomonas salina Crescimento (CE50) 96 horas 128 pg.L* MCH&%%? al.
Dunaliella tertiolecta Densidade de células 96 horas 3,55 ug.L* DeLogggg)et al,
Equinodermo
. . - 1 PRESENTE
Lytechinus variegatus Taxa de fertilizagao (C150) 1 hora 282 ug.L ESTUDO
Crustaceos
Daphnia magna Imobilidade (CE50) 48 horas 390 pg.L”! Orgg(fzt)a"’
Daphnia similis Imobilidade (CE50) 48 horas 230 pg.L”! Lameira (2008)
Ceriodaphnia silvestrii Imobilidade (CE50) 48 horas 100 pg.L™! Lameira (2008)
. . 1 PRESENTE
Nitokra sp Mortalidade (CL50) 96 horas 200 pg.L ESTUDO
Peixes
Pimephales promelas Imobilidade (CE50) 48 horas 270 pg. L Or\(/;)(s)gzt)al.,
Pimephales promelas Imobilidade (CE50) 96 horas 260 pg.L™! Orr;’(s);;)a"’
Lepomis macrochirus Mortalidade (CL50) 48 horas 410 pg.L’! Orx(f;)g(;a;)al,,
Lepomis macrochirus Mortalidade (CL50) 96 horas 370 pg.L”! Orvos etal,

(2002)
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TABELA 27 — Toxicidade aguda de Triclosan com organismos aquaticos de diferentes

niveis troficos.

Oryzias latipes Velocidade da natacdo 6 e 8 dias 170 pg.L! Nassef et al., (2010)
Danio rerio (embrides) Mortalidade (CL50) 96 horas 420 pg.L! Oliveira et al., (2009)
Oryzias latipes (estagio ) . Ishibashi et al.,

o . Mortalidade (CL50) 96 horas 602 pg. L

inicial de vida) (2004)

Anfibios
Xenopus laevis (diferentes ) 259 — 664 Palenske et al.,
o . Mortalidade (CL50) 96 horas .
estagios larvais) pg.L” (2010)
] ] o ) ] Palenske et al.,
Acris crepitans (estagios30) Mortalidade (CL50) 96 horas 367 pg.L” (2010)
. o ) . Palenske et al.,
Bufo woodhousii (estagios30) Mortalidade (CL50) 96 horas 152 pg. L 2010)
Rana sphenocephala ) . Palenske et al.,
o Mortalidade (CL50) 96 horas 562 ng.L”
(est&gios30) (2010)

Em negrito espécies marinhas

De acordo com os estudos reportados na TAB. 27 nota-se que a maioria foi
realizado com espécies aquaticas dulcicolas.

No presente estudo, a avaliacdo de efeito agudo do Triclosan foi baseada em duas
respostas (end-point), mortalidade de Nitokra sp e taxa de fertilizagdo de Lytechinus
variegatus. Observa-se que o copépodo foi mais sensivel ao composto quando comparado
com os valores obtidos com L. variegatus, apesar de serem avaliadas duas respostas
diferentes.

Uma outra via de exposicao pode ter contribuido para a toxicidade de Triclosan
para Nitokra sp, pois no ensaio com esta espécie foi adicionado como alimento uma
solucdo de microalgas que podem bioacumular Triclosan em razdo de sua lipofilicidade.

No estudo realizado por COOGAN et al., (2007) foi demonstrado a bioacumulagao
de Triclosan e seu metabolito, metil-Triclosan, na microalga Cladophora sp., com ordem
de grandeza trés vezes maior do que as concentragdes 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 ¢
ensaios que receberam como alimento além da solu¢do de microalgas, um composto a base
de racao de peixe. Em ambos os estudos, uma resposta mais sensivel ao Triclosan ocorreu
nos ensaios alimentados com microalgas e com o composto, fato que pode estar
relacionado também a tendéncia deste bactericida ser adsorvido em particulas orgénicas
em fun¢do do coeficiente de particdo octanol-dgua (K, 4,8) ser relativamente alto (ZHAO
etal., 2010).

Além disso, a biodegradacao de Triclosan por bactérias existentes nas solucdes de
alimento utilizadas nos ensaios pode ter levado a formagdo de subprodutos como metil-
Triclosan, uma forma mais toxica e mais propensa a bioacumulagao (LINDSTROM et al.,
2002; BALMER et al., 2003).

A sensibilidade de Nitokra sp ao Triclosan pode estar associada também a
fotodegradacdo do composto durante o experimento e sua conversdo para dioxinas,
compostos altamente téxicos e bioacumulativos. Este processo foi demonstrado em
diversos estudos (LATCH et al., 2003; LORES et al., 2005; SANCHEZ-PRADO et al.,
2006; ARANAMI & READMAN, 2007). No estudo realizado por ARANAMI et al.
(2007), a conversdo de Triclosan para dioxinas ocorreu em agua doce e em agua do mar
com 3 dias de irradiacdo sob luz branca (lampada fluorescente). J& no estudo realizado por
SANCHES-PRADO et al. (2006), a conversdo de Triclosan para dioxinas ocorreu em
cinco minutos de exposicao a luz ultravioleta (UV).

No ensaio de fertilizagdo com L. variegatus realizado no presente estudo, foi
avaliado o efeito de Triclosan na taxa de fertilizagdao, obtendo-se o valor de CIS0 de 282
ug.L'l.

O tnico dado disponivel na literatura sobre taxa de fertilizagdo 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 concentragdes de 20 pg.L-1, 100 pg.L-1 e
200 pg.L"', onde ndo foi observado nenhum efeito. E importante notar a proximidade da
maior concentragdo de efeito para L. variegatus com a maior concentragdo testada para O.
latipes. Neste caso, o emprego de invertebrados para avaliacao da taxa de fertilizagdo com
a exposi¢do direta dos gametas, além de proporcionar uma resposta mais rapida, se mostra
mais adequado quanto a sensibilidade, para detec¢do 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
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espécies de microalgas e também do que outros ensaios que empregaram fases mais
sensiveis de desenvolvimento (fases larvais).

No que se refere ao grupo dos crustaceos apenas Ceriodaphnia silvestrii
(organismo de agua doce) apresentou maior sensibilidade ao composto com relagdo ao
copépodo.

Ainda com relagdo aos estudos para avaliagdo de efeito agudo do Triclosan (TAB.
27), nota-se que dentre os organismos utilizados as microalgas foram as mais sensiveis. As
concentragdes de efeito encontradas (CES50 - crescimento) sdo proximas das concentragdes
de ocorréncia de Triclosan em agua superficial (TAB. 29). No entanto, nota-se que ha uma
grande variagdo nos resultados destes ensaios entre as diferentes espécies, o que pode
acarretar em implicagdes significativas para a avaliagdo de risco ambiental (FRANZ et al.,
2008).

Dados laboratoriais, gerados sobre a toxicidade aguda de compostos farmacéuticos,
durante o desenvolvimento de produtos, geram informagdes tteis, juntamente com outras
analises, para um melhor conhecimento e gerenciamento dos riscos ambientais.

De acordo com os resultados de efeito agudo apresentados, ¢ improvavel que estes
ocorram no ambiente aquatico na medida em que as concentragdes ambientais de Triclosan
em 4gua superficial ocorrem de trés (ng.L™) a seis (pg.L™") ordens de grandeza menor que
as concentragdes de efeito (ug.L™).

Por outro lado, efeitos sinérgicos de misturas no ambiente possam potencializar a
toxicidade do composto. Além disso, efeitos agudos podem ocorrer com a exposi¢ao dos
organismos a concentracdes mais elevadas do composto em caso de vazamento em plantas
de produgdo ou acidentes com o transporte e, de forma indireta, ja que o composto tem a
capacidade de bioacumular e ser transferido pelos diferentes niveis troficos da cadeia

alimentar.

6.2. Toxicidade cronica do Triclosan

As baixas concentragdes dos farmacos aliadas a sua capacidade de persisténcia no
ambiente aumentam a possibilidade de ocorréncia de efeitos cronicos uma vez que muitas
espécies aquaticas sdo continuamente expostas a estes poluentes durante longos periodos
de tempo ou durante todo o ciclo de vida (JONES et al., 2007). Vale ressaltar que estes
efeitos podem ndo tornar-se aparentes por muito tempo, por isso, a importancia da

avaliacao de efeito cronico.
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No presente estudo, a avaliacdo de efeito cronico de Triclosan foi baseada na
inibi¢do do desenvolvimento embriolarval com do ouri¢o-do-mar Lytechinus variegatus e
do molusco bivalve Perna perna. Estes organismos tém sido utilizados em ensaios de
toxicidade cronica com base na verificacdo de que o desenvolvimento embriolarval ¢ uma
fase critica para o crescimento normal do individuo e este fato estd relacionado ao sucesso
reprodutivo das espécies.

A concentragdo de Triclosan que inibiu o desenvolvimento embriolarval de
Lytechinus variegatus (CI(I)50;24h - 0,143 mg.L™") foi bem proxima da concentracio de
efeito para o mexilhao Perna perna (CI(1)50;48h — 0,135 mg.L'l). Deve-se destacar que os
valores das concentra¢des de efeito observado (CEO) também foram proximos para estes
organismos (0,10 mg.L™' para L.variegatus e 0,076 mg.L"' para P. perna) ¢ indicam o
inicio de efeitos biologicos.

Concentragdes ambientais de Triclosan em 4gua superficial estdo abaixo das
concentragdes de efeito cronico para ambas as espécies, bem como dos valores de CENO
(Concentragio de Efeito Ndo Observado) para Lytechinus variegatus (0,08 mg.L™") e para
Perna perna (0,056 mg.L™).

Em determinados locais, com alto adensamento populacional fixo ou flutuante, as
concentragdes ambientais de Triclosan na matriz sedimento podem atingir niveis com
possibilidades de causar efeitos cronicos. No estudo realizado por AGUERA et al. (2003),
foi detectado Triclosan em sedimentos marinhos com concentragdes acima de 130,7
ngkg?. Ja no estudo realizado por ZHAO et al. (2010), as concentragdes de Triclosan
encontradas em sedimentos variaram em um range de 12,2 ng.g" a 1329 ng.g”. Neste
mesmo trabalho, foi realizado uma avaliacdo de risco ambiental e o maior quociente de
risco (QR) estabelecido foi baseado nas concentragdes de Triclosan em sedimentos.

No estudo de HALDEN & PAULL (2005), a meia vida do Triclosan em
sedimentos estuarinos foi estimada em 540 dias, embora informacdes sobre o seu destino
em longo prazo sejam limitadas. Cabe destacar que este compartimento ambiental pode ser
considerado como uma fonte secundaria de Triclosan e outros poluentes, pela possibilidade
de processos naturais ou antropogénicos redisponibilizarem os compostos quimicos para
coluna d'agua.

A TAB. 28 apresenta uma recopilagdo dos estudos que avaliaram a toxicidade
cronica do Triclosan para diferentes organismos aquaticos na fracdo aquosa e em
sedimento marcado. Nota-se que a maioria dos estudos para avaliagao do efeito cronico

também foram realizados com organismos de 4gua doce, como ja observado para os efeitos
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agudos. E importante destacar que dados ecotoxicologicos de Triclosan referentes a

espécies de vertebrados (peixes) e invertebrados (desenvolvimento embriolarval de

equinodermos, moluscos) marinhos, ndo existem na literatura.

TABELA 28 — Toxicidade cronica de Triclosan com organismos aquaticos de diferentes

niveis troficos.

Taxonomia End-point Tempp Ele Resultados Referéncia
exposi¢ao
Algas
Scenedesmus subspicatus Biomassa (CENO) 96 horas 0,6 pg.L! Orvos et al., (2002)
Pseudokirchneriella Inibigdo do crescimento (CI50 / 1
subcapitata CENO) 72 horas 0,53/0,20 ug.LL Yang et al., (2008)
Equinodermo
. . Desenvolvimento embriolarval 1 PRESENTE
Lytechinus variegatus (C150 / CENO) 24 horas 143/80 pg.L ESTUDO
Molusco
- Desenvolvimento embriolarval 1 PRESENTE
Perna perna (marinho) (CI50 / CENO) 48 horas 135/56 pg.L ESTUDO
Crustaceos
Daphnia magna Reprodugido (CENO) 21 dias 200 pg.L! Orvos et al., (2002)
Daphnia similis Reprodugido (CENO) 14 dias 50 pg.L! Lameira (2008)
Ceriodaphnia silvestrii Reprodugdo (CENO) 7 dias 100 pg.L™! Lameira (2008)
Ceriodaphnia dubia Reprodugdo (CENO) 7 dias 6 pg L’ Orvos et al., (2002)
Ceriodaphnia dubia Reprodugio (CENO) 7 dias 40 pg.L! Pusceddu (2009)
Ceriodaphnia dubia - . 1
(sedimento) Reprodugio (CENO) 7 dias 5780 pg.L Pusceddu (2009)
Peixes
Oncorhynchus mykiss Ecloséo de ovos (CENO) 61 dias 34,1 pg.L! Orvos et al., (2002)
Danio rerio Eclosdo de ovos (CENO) 48 horas 500 pg.L! Oliveira et al,

(2009)

Em negrito espécies marinhas.

De acordo com os estudos apresentados na TAB. 28, nos ensaios para avaliacdo de

efeito cronico, as microalgas de dgua doce foram o grupo mais sensivel com concentragdes

de efeito na mesma ordem de grandeza das concentracdes ambientais de Triclosan em dgua

superficial (TAB. 29).
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Ensaios empregando organismos em estagios iniciais de vida sdo considerados
essenciais para detec¢do de efeitos nocivos. No estudo realizado por ISHIBASHI et al.
(2004), a eclosao de ovos fertilizados expostos ao Triclosan por 14 dias diminuiu
significativamente em relacdo ao controle com concentracdes acima de 313 pg.L™". Neste
mesmo estudo, as concentracdes de Triclosan que causaram a mortalidade em larvas e
embrides (menos de 24 horas de vida) do peixe Oryzias latipes em 96 horas de exposigdo
foram de 602 pg.L" ¢ 399 pg.L", respectivamente.

Ja no estudo realizado por OLIVEIRA et al. (2009), a concentragdo de efeito do
Triclosan para larvas e embrides de peixe da espécie Danio rerio expostos pelo periodo de
96 horas foi de 420 pg.L". No entanto, o autor relata que o ensaio com a utilizagio do
embrido possibilitou a deteccao de efeitos na formagao do otélito, dos olhos, bem como na
coluna.

Os resultados de ensaios de toxicidade com espécies e niveis troficos distintos
podem ser utilizados aliados aos dados de concentragdes ambientais de um determinado
composto para avaliacdo de risco ambiental. Nesse sentido, CAPDEVIELLE et al. (2007),
realizaram uma avaliacdo de risco do Triclosan para ambientes de agua doce com o
emprego de modelos probabilisticos utilizados na Europa (GREAT-ER) e nos Estados
Unidos (PhATE ™) para estimar a concentragdo ambiental do composto (PEC - (Predict
Environmental Concentration). Neste mesmo estudo, os autores estimaram uma
concentracio segura de 1550 ng.L"' (PNEC - Predict No Effects Concentration) bascada
em dados de toxicidade de 14 diferentes espécies aquaticas. A razao entre as concentragdes
ambientais e os resultados obtidos nos ensaios de toxicidade com organismos mais
sensiveis a0 composto, gerou subsidios para que os autores concluissem que Triclosan ndo
oferece risco a espécies peldgicas, nem mesmo a jusante de langamentos de ETE's das
regioes contempladas no estudo.

No entanto, os dados gerados em estudos de toxicidade baseados em respostas tais
como mortalidade, reproducao, desenvolvimento e crescimento, muitas vezes ndo detectam
os mecanismos de agdo de substincias bioativas como os farmacos e este fato pode

mascarar uma avaliagdo do risco potencial para biota aquatica.

6.3. Citotoxicidade do Triclosan
Na literatura, também sdo poucos os estudos sobre os efeitos subletais deste

composto, baseado em seu mecanismo de acdo, com invertebrados aquaticos. 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 identificagdo dos primeiros sinais de efeito bioldgico e
possibilita prever e mitigar as conseqiiéncias adversas em niveis de organizacao bioldgica
superiores.

Quanto ao mecanismo de agdo de Triclosan, o estudo realizado por HEATH et al.
(2001) demonstrou a capacidade do composto de inibir a sintese de acidos graxos, além de
poder interagir com os fosfolipidios da membrana e prejudicar a funcdo mitocondrial
(CANESI et al., 2007) de forma a desestabilizar membranas lisossdmicas.

O método do Tempo de Retencdo do Corante Vermelho Neutro empregado neste
estudo com hemocitos do mexilhdo Perna perna, possibilitou avaliar os efeitos do
Triclosan baseado no seu mecanismo de acdo em um organismo nao alvo.

No presente estudo, os resultados dos ensaios de citotoxicidade com hemocitos do
mexilhdo Perna perna demonstraram a ocorréncia de efeitos adversos significativos em
concentragdes de Triclosan na ordem de grandeza de ngL"' (12 ng.L"' — 72 horas de
exposicdo ¢ 120 ng.L™ — 48 horas de exposi¢do). A menor concentragio testada foi de 1,2
ng.L"' ¢ em 72 horas de exposi¢io ndo apresentou diminuicdo significativa no tempo de
retengdo do corante. O estabelecimento de concentragdes que ndo causam efeitos
biologicos adversos ¢ extremamente importante, pois podem contribuir com futuras
regulamentagdes que contemplem concentragdes de Triclosan ambientalmente seguras.

Com relagdo ao tempo de retencdo do corante vermelho neutro no controle de agua
dos experimentos, a média obtida (62 minutos) foi proxima do tempo de retengdo
encontrado nos estudos de ABESSA et al.(2005) e PEREIRA (2008) com mexilhdes Perna
perna de areas consideradas referéncia ambiental.

As concentragdes de efeito na estabilidade e integridade da membrana lisossémica
encontradas para o mexilhdo 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 concentragdes com a mesma ordem de grandeza (289,5 ng.L™
em 48 horas de exposi¢ao) da utilizada neste estudo, a partir de 48 horas de exposi¢ao.

E importante inferir que estas concentragdes de efeito enquadram-se dentro de um
limite de concentracdes encontradas no ambiente aquatico, portanto estas podem ser

consideradas ambientalmente relevantes, conforme apresentado na TAB. 29.



TABELA 29 — Concentragdes de Triclosan em

sedimentos.
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efluentes de ETE, em 4gua superficial e

Matriz ambiental / Localidade Concentragdes Referéncia
Efluente tratado / EUA 3,428,0pgL" MeAvoy etal.
(2002)
Efluente ndo tratado / Espanha 1,3a378 ugL"! Aguera et al.,(2003)
Efluente tratado / Espanha 0,4222,1 pgL" Aguera et al.,(2003)
Efluente néo tratado / EUA 800 ng.L"! Yu et al., (2006)
Efluente tratado / EUA 250 ng.L"! Yu et al., (2006)
Efluente tratado / EUA 50 a 200 ng.L"! Coogan et al., (2007)

Efluente tratado / Espanha
Efluente ndo tratado / Espanha
Efluente e 4gua superficial / Espanha
Agua superficial / Australia
Agua superficial / Alemanha
Agua superficial / Japao
Agua superficial / China
Agua subterrénea / Europa
Sedimento marinho / Espanha
Sedimento / Brasil — Santos -SP

Sedimento / China

0,08 2 0,40 pg.L!
0,39a4,2 pg.L"!
45ng. L’
21a75ngL"
12 a 6870 pg.L"!
11a134ngL’
6,5a478 ng.L’1
7a9 ng‘L'l
> 130 pgkg!
93a31,7ng.g"

12,2a1329 ng.L"

Gomez et al., (2007)
Gomez et al., (2007)
Kuster et al., (2008)
Ying et al., (2007)
Xie et al., (2008)
Nishi et al., (2008)
Zhao et al., (2010)
Loos et al., (2010)
Aguera et al.,(2003)
Lamardo (2009) !

Zhao et al., (2010)

Os dados dos estudos apresentados na TAB. 29 sugerem que a exposi¢do do

mexilhdo Perna perna a concentracdes ambientais do Triclosan pode ocorrer em situagdes

ambientalmente realistas de forma a apontar um possivel risco para toda comunidade

aquatica. Como conseqiiéncia da desestabilizagdo da membrana lisossomica em bivalves,

pode-se inferir a deficiéncia na imunidade do organismo, reducdo do crescimento, do

potencial reprodutivo e degeneragdo dos tecidos por processos autofagicos.

! Dra. Eliete Zanardi Lamardo, Universidade Federal de Pernambuco (Comunicagdo

Pessoal, 2009).
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As perturbacdes nas membranas lisossomais t€ém sido amplamente utilizadas como
indicadores precoces de efeitos adversos a vdarios fatores, dentre eles a exposi¢do a
substancias quimicas como os fairmacos. A integridade ¢ a estabilidade desta membrana
sao consideradas um indicador de “bem estar” celular ¢ um importante biomarcador
inespecifico de estresse celular (MOORE et al., 2007).

A maior sensibilidade para deteccdo de feitos biologicos do bactericida Triclosan
demonstrada pelo ensaio do Tempo de Retengdo do Corante Vermelho Neutro, comparado
com os outros métodos utilizados neste estudo, pode contribuir para realizagdo de
avaliacdes de riscos ambientais mais precisas ja que estes estudos baseiam-se em
concentragdes que causam efeitos em ordens de grandeza de mg.L™' e pg.L"'. Este fato

pode levar a uma avaliagdo de risco que ndo contempla uma real protec¢do a vida aquatica.

6.4. Triclosan - Regulamentacéo 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 Agéncia Ambiental Européia, foi
estimado que cerca de 350 toneladas deste produto quimico sdo utilizadas anualmente na
Unido 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 plasticos. A FDA
regula a utilizacdo 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 a aprovacdo da continuidade do uso do bactericida
Triclosan. O resultado, baseado em avaliagdes de risco ambiental e em diversos outros
estudos, foi a aprovacao da continuidade do uso deste composto (USEPA, 2008).

No entanto, o rapido desenvolvimento de um banco de dados cientificos
relacionados aos riscos ambientais e para saude humana do Triclosan fez com que a
USEPA acelerasse o cronograma para o processo de revisdo de registro deste produto
quimico para o ano de 2013. Os resultados de estudos recentes publicados dardo suporte

para tomada de decisdo sobre esta questio.
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Embora o Triclosan ainda seja utilizado, diversos paises estdo estabelecendo
restricoes de uso para este bactericida baseado no peso dos estudos cientificos que
demonstram os riscos inerentes a este composto.

No Canada, por exemplo, foi divulgada uma lista que proibe e restringe o uso de
alguns ingredientes ativos utilizados em cosméticos, dentre eles o Triclosan. As restrigdes
impostas s3o: a) Concentracdes iguais ou inferiores a 0,03% em produtos para bochechos;
b) Concentragdes iguais ou inferiores a 0,3% em outros produtos cosméticos; ¢) os rotulos
dos produtos de uso oral devem conter declaragdes que proibam o uso por criangas 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) ndo devem
estar presentes em quantidades que excedam: (1) 0,1 ng.g”' 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 nivel elevado de protecdo a satide humana e ao
meio ambiente, a Unido Européia colocou em pratica o sistema REACH, um sistema
integrado Unico de registro, avaliacdo, autorizacdo e restricdo de substincias quimicas, e
criou a Agéncia Européia de Substancias Quimicas. Esta politica (REACH) obriga as
empresas que fabricam (quando o volume produzido ultrapassa 1 tonelada ou mais por
ano) e importam substancias quimicas a avaliar os riscos decorrentes da utilizagdo das
mesmas ¢ a tomar as medidas necessarias para gerir todos os riscos que identificarem.

No ambito desta politica que estd em vigor desde 2006, a diretiva 93/67/EEC
classifica as substancias de acordo com os resultados pontuais de toxicidade (valores de
CES50, CI50), ou seja, substancias com valores de CE50 < 0,1 mg.L'1 sdo classificadas
como “extremamente toxicas”; entre 0,1 e 1 mg.L'1 sdo classificadas como “muito
toxicas™; com valores entre 1 ¢ 10 mg.L" sdo classificadas como “toxicas”; valores entre
10 e 100 mg.L" sdo classificadas como “perigosas” e acima de 100 mg.L™" “ndo toxica”
(CEC, 1996).

Nesse sentido, a fim de contribuir com informagdes sobre a toxicidade do Triclosan
para invertebrados marinhos de aguas tropicais, o composto foi classificado quanto a
toxicidade de acordo com a diretiva 93/67/EEC da Unido Européia com os resultados
obtidos nos ensaios de toxicidade realizados neste estudo e, se enquadrou como uma
substancia “Muito Téxica”. Por outro lado, baseando-se nos resultados obtidos nos ensaios
de citotoxicidade, o Triclosan pode ser classificado na referida diretiva como uma

substancia “Extremamente toxica”, conforme apresentado na TAB. 30.
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TABELA 30 — Classificagdo do Triclosan baseada na diretiva 93/67/EEC da Uniao

Européia e nos resultados do presente estudo.

Nao toxico Nocivo Toxico Muito téxico Extremamente toxico
CE50> 100 CES50 entre 10 e 100 CE50 entre 1,0 e 10 CE50 entre 0,1 e 1,0 CE50<0,1
mg.L! mg.L"! mg.L"! mg.L" mg.L"

Estes resultados também demonstram que estudos ecotoxicoldgicos orientados pelo
modo de acdo dos fairmacos proporcionam informagdes relevantes para avaliacdo de efeitos
adversos, uma vez que contemplam os 6rgaos alvos e os efeitos bioldgicos precoces (“early
warning”), o que possibilita uma melhor avaliacdo da toxicidade em concentragdes
ambientalmente relevantes. Além disso, a determina¢do das concentracdes que causam
efeitos precoces em um organismo ndo alvo pode embasar avaliagdes de risco ambiental e
tomadas de decisdes mais protectivas, a partir da previsdo de efeitos em niveis superiores
de organizagao biologica (populacdo, comunidade).

Ainda considerando o principio da preveng¢ao, futuras regulamentacdes e limites de
concentragdes ambientais do Triclosan devem ser embasados de acordo com os resultados

obtidos nos ensaios de citotoxicidade.
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7. CONCLUSOES

v Triclosan causou efeito agudo (mortalidade) no copépodo Nitokra sp na

concentragio média de 0,20 mg.L™".

v Triclosan causou efeito agudo na fertilizacdo de gametas de Lytechinus variegatus

na concentra¢do média de 0,282 mg.L".

4 Triclosan causou inibigdo do desenvolvimento embriolarval de Lytechinus

variegatus na concentragio média de 0,143 mg.L™".

v Triclosan causou inibi¢do do desenvolvimento embriolarval de Perna perna na

concentragio média de 0,135 mg.L™".

v As concentracdes de efeito determinadas nos ensaios para avaliagdo de efeito

crénico sdo proximas de concentragdes encontradas em sedimento marinho.

v Triclosan causou a desestabilizacdo da membrana lisossomica de hemocitos de
Perna perna nas concentragdes de 12 ng.L™' em 72 horas de exposi¢do e de 120 ng.L™" em
48 horas de exposic¢do, respectivamente. Nao foi observado efeitos adversos significativos

na concentracdo de 1,2 ng.L™' em 72 horas de exposicio.

v O ensaio do Tempo de Reten¢do do Corante Vermelho Neutro com hemocitos de
Perna perna possibilitou a identificacdo de efeitos adversos e em concentragdes
ambientalmente relevantes (na ordem de ng.L'l.) baseado no mecanismo de agdao do

composto.

v Triclosan pode ser enquadrado de acordo com o que rege a diretiva 93/67/EEC da
Unido Européia como uma substdncia “Muito Toxica”, com base nos resultados dos
ensaios de ecotoxicidade (mortalidade, taxa de fertilizagdo e desenvolvimento
embriolarval). Considerando o resultado do ensaio de citotoxicidade, o Triclosan pode ser

enquadrado nesta mesma diretiva como uma substancia “Extremamente Toxica”.
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8. RECOMENDACOES

De forma a minimizar os riscos ambientais dos farmacos no ambiente aquatico sdao
listadas algumas recomendagdes e sugestdes de estudos.

o A implantacdo de coleta e tratamento de esgoto com processos avancados de

depuracgdo e retengdo de todas as classes de poluentes incluso os emergentes;

° Priorizar o monitoramento ambiental das classes de farmacos mais comumente
utilizados;
o Ensaios de toxicidade, com énfase em avaliacdo de efeito cronico, com organismos

de diferentes niveis troficos para se conhecer as concentragdes seguras que nao causam

efeitos adversos além de estudos de bioacumulagao;

o Ensaios com diferentes niveis de organizagdo bioldgica como biomarcadores para a

identificagdo de possiveis efeitos em baixas concentragdes;

o Estudos embasados nos mecanismos de acdo de compostos bioativos (farmacos);

o Estudos dos efeitos de misturas de farmacos para identificar possiveis efeitos
sinérgicos;

. Elaboracdo de uma regulamentacdo que, baseada em dados de concentragdes

ambientais e de toxicidade, contemple valores orientadores para os compostos emergentes

no ambiente aquatico inclusive em sedimentos;

. Maior divulgacdo dos problemas relacionados ao descarte inadequado de
medicamentos e estabelecimento de politicas efetivas para conscientizagao da populacao e

gerenciamento dos descartes de residuos farmacéuticos;

o O ensaio do Tempo de Retencdo do Corante Vermelho Neutro, com hemocitos de
Perna perna, mostra a importancia de se realizar estudos sobre a toxicidade do Triclosan e
de outros farmacos, embasados no mecanismo de acdo dos compostos a serem avaliados,
nas concentragdes encontradas no ambiente aquatico e, em diferentes niveis de organizagao
bioldgica, para deteccdo dos possiveis efeitos causados por concentragdes mais proximas

das detectadas no ambiente natural.
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APENDICE A - Cartas-controle de sensibilidade para ourigo-do-mar Lytechinus

variegatus
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INSTITUTO SUPERIOR DE EDUCAGAD SANTA CECILIA - ISESC
Cepartamento de Ecotoxicologia
CARTA CONTROLE DE SENSIBILIDADE DE ORGANISMOS -TESTE

Eﬁg UNIVERSIDADE SANTA CECILIA - UNISANTA

Organismo = teste:  Lytechinus vanegafus
Método empregado:  ABNT NBR 15350
Substancia de referéncia: Sulfato de Zinco

Data de atualizagdo: 10/12/2007

Dados dos testes de sensibilidade utilizados no cdlculo da carta controle

DATA AWEMEES | NNNIE0E | TE180d B ket TrEi098 21181908 20081868 S8 B121928 171 2000
- 0,08 0.1 0.08 J,21 016 0,15 0,13 0,15 0,14 007

1 5% i g A s 3 f=its pole 15 [ i ¥ peie 18 psie 19 Eale AU
DATA 1WE2000 | 11192000 | 10552002 ATI2001 S0 &/11/2001 1401 212001 2002 21732002 16/4/2002
R 0,13 0,12 0,14 0,16 0.21 018 0.13 0.09 0.13 017

Dados estatisticos obtidos na carta controle
: : T I COEFICIENTE DE
MEDIA moiL : DESVIO PADRAD , VARIACAO (%)

0,13 o o
018 o Q (o]
[ETIR I—— o o B e e e e e
0,12 Q o o o
0,10 o) =}
0,08 o] o o s ] o
0,06 |
0,04 |
0,02 i
0,00 L —— - O

D2r 24 25 12 27 04 11 18 25 27 12 18 10 22 25 28 18

Mos 06 €7 63 05 0 10 10 40 10 04 26 08 09 10 11 12

Agz 02 02 02 02 02 62 0z 02 05 07 07 07 O7 OF a7 o7

—LMM.M === Média ©  Resultados
ANALISE CRITICA:

Esta carta controle foi élaboradda com os resultados dos testes de sensibilidade com Sulfatode Zinco obtidos
antre maio de 2002 a outubro de 2005, A partir de abril de 2007, os testes de sensibilidade passam a ser
trimestrais, acompanhando a coleta de cada novo late de organismo.

Eng. Aldo Ramos Santos Femanda Sanzl Cortez
Coordenador do DET /iSESC Bidloga Responsavel

CODIGO: PLOZTDET-REVDY
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UNIVERSIDADE SANTA CECILIA - UNISANTA
INSTITUTO SUPERIOR DEMGEDSAHTACECEM-EE&C
Departamento de Ecotoxicologia

GARTA CONTROLE DE SENSIBILIDADE DE ORGANISMOS -TESTE

Organismo —teste:  Lytschinus vansgalug
Método empragadc: ABNT NER 15350
Substincia de referéncia: Sulfato de Zinco

Data de atualizagio: 24/4/2003

Dados dos testes de sensibilidade utilizados no calculo da carta controle

Teste1 . Teste2 | Tested | Tested. | Tesios Teste | Teste7 || TesteB | Teste @ | Teste 10

Teste 12| Testd 43
2601172007
0.16 012 0,12 012 0,21 0,18 0,16 0,16 0N 0,19

Dados estatisticos obtidos na carta controle

043 0,04 0,08 0,21 T

Carta Controla
0.22 - —— __; -— ——
(] 5]
o 0
0,18 o
0,16 o 6 o o
Q

nri‘ J DT -
0,12 N 5
0,10 4
0,08 4
ﬂ.ﬂ]
0,04
0,02
0,00 e e

Dogs 15 23 41 15 10 29 19 o1 06 29 17 02

Mog 09 10 2 of 03 04 03 10 01 03 06 09

Aos 08 08 08 02 09 09 09 08 10 10 10 10

— Limites Inferior & Suparior === Madia 3  Resultados
ANALISE CRITICA:

Esta carta controle foi eizboradda com o4 resultados dos testes de sensibilidade com Sulfatode Zinco obtidos
entre maio de 2002 a outubro de 2005. A partir de abril de 2007, os testes de sensibilidade passam a ser
trimestrals, acompanhando a coleta de cada novo lote de organismo.

ng. Aldo Ramos Santos Femando Sanai Gortez
Coordenador do DET / ISESC Bidlage Responsave!

COMIGO: PLOZTDET-REVO
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APENDICE B - Sumario estatistico dos ensaios de toxicidade aguda com Nitokra sp
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Ensaio 1

TGS 1

EPA PROBIT ANALYS5IS PROGRAM
USED FOR CALCULATING LC/EC VALUES

version 1.5
TCs 1
Proportion
Observed Responding
Number Number  Proportion  Adjusted for
Conc.  Exposed Resp. Responding Controls
Control 20 1 0.0500 0.0000
0.1400 20 2 0.1000 0.0591
0.1700 20 5 0.2500 0.2160
0.2000 20 12 0.6000 0.5818
0.2400 20 15 0.7500 0.7387
0.2900 20 15 0.7500 0.7387
0.3500 20 20 1.0000 1.0000
0.4200 20 20 1.0000 1.0000
0.5000 20 20 1.0000 1.0000

Chi - square for Heterogeneity (calculated) = 5,955

chi - square for Heterngeneitg
(tabular value at 0.05 level) = 12.592
TCS 1
Estimated LC/EC values and Confidence Limits
_ Exposure 95% Confidence Limits
Point conc. Lower Upper
Lc/EC 1.00 0.105 0.072 0.129

LC/EC 50.00 0.207 0.184 0.226
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Ensaio 2
EPA PROBIT ANALYSIS PROGRAM
USED FOR CALCULATING LC/EC VALUES
version 1.5
TCS 2
Proportion
Observed Responding Pr
Number Number Proportion  Adjusted for Pr
conc. Exposed Resp. Responding controls Re
0.1400 20 2 0.1000 0.1000
0.1700 20 7 0.3500 0.3500
0.2000 20 15 0.7500 0.7500
0.2400 20 20 1.0000 1.0000
0.2900 20 20 1.0000 1.0000
0.3500 20 20 1.0000 1.0000
0.4200 20 20 1.0000 1.0000
0.5000 20 20 1.0000 1.0000
Chi - Square for Heterogeneity (calculated) = 1.219
Chi - Square for Heterogeneity
(tabular value at 0.05 level) - 12.592
Mu = -0.751983 Ne—"
Sigma = 0.067859
Parameter Estimate std. Err. 95% Confidence Lim
Intercept 16.081482 1.961894 (  12.236171, 19.926
Slope 14.736351 2.619554 ( 9.602025, 19.870
Theoretical Spontaneous Response Rate = 00,0000
0
TCS 2
Estimated LC/EC values and Confidence Limits
Exposure 95% Confidence Limits
Point conc. Lower Upper
LC/EC 1.00 0.123 0.099 0.137
LC/EC 5.00 0.137 0.117 0.149
LC/EC 10.00 0.145 0.127 0.156
LC/EC 15.00 0.151 0.134 0.161
# LC/EC 50.00 ———— 0.177 ———— 0.167 —0___0.187
LC/EC 85.00 0.208 0.196 0.231
LC/EC 90.00 0.216 0.202 0.244
LC/EC 95.00 0.229 0.211 0.265
LC/EC 99.00 0.255 0.230 0.311



Ensaio 3

TCS 3

conc.

slelalelelslels

Chi - square for Heterogeneit
(tabular value at 0.0% level)

Mu = -0.704358

Sigma = 0.121645

Parameter Estimate std. Err

Intercept 10.790268 0.843059

Slope 8.220630 1.215591

0
TCS 3

.1400
.1700
.2000
.2400
.2900
.3500
.4200
.5000

EPA PROBIT ANALYSIS PROGRAM

USED FOR CALCULATING LC/EC VALUES

Number
Exposed

20
20
20

version 1.5

Observed
Number  Proportion
Resp. Responding
3 0.1500
5 0.2500
12 0.6000
12 0.6000
19 0.9500
20 1.0000
20 1.0000
20 1.0000

Square for Heterogeneity (calculated)

Proporti

Respondi
Adjusted

Contraol

.1500
.2500
.6000
.6000
.9500
.0000
.0000
. 0000

HHEHOOOOO

4.5
= 12.5

cn

ng
for
s

60
92

95% confidence

9.137872,
5.838072,

Theoretical Spontaneous Response Rate = 0.0000

Estimated LC/EC vValues and Confidence Limits

1.00
5.00
10.00
15.00

EXposure

50.00 ——

85.00
90.00
95.00
99.00

Conc.

0.103
0.125
0.138
0.148

0.198 -

0.264
0.283
0.313
0.379

95% confidence Limits

Lower

.076
.099
.114
125

.242
.256
.279
.326

COOOQOOO0O

- 81—

Upper

=lelelele]lsls]s]e]

122
. 142
.155
.164
.213
.302
.330
.379
.493
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APENDICE C - Analises fisicas e quimicas dos ensaios de toxicidade para avaliacéo

de efeito agudo com Nitokra sp.



115

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3

Concentragdes (mg.L™) 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 54 25 7,69 52 25 794 55 25 7,69 53 26 7,12 58 25 7,08 58 26
Controle DMSO 8,02 51 25 7,71 5,1 26 8,02 51 25 7,71 5,1 26 7,01 54 25 697 53 26
0,14 784 51 25 772 50 26 7,11 59 25 7,08 58 27 7,01 58 25 698 58 26
0,17 7,64 51 25 733 49 26 720 55 25 7,11 54 28 6,94 53 25 691 56 26
0,20 794 5,1 25 7,774 50 27 727 5,6 25 7,08 53 26 691 53 25 6,86 53 25
0,24 799 51 25 7,70 5,1 25 729 54 26 7,10 5,5 26 6,97 55 25 6,89 54 27
0,29 795 51 25 7,65 50 25 724 53 25 7,15 53 25 6,97 58 25 690 56 26
0,35 794 50 25 7,69 48 25 723 56 25 7,17 54 27 6,95 58 25 690 56 26
0,42 790 52 25 7,770 5,0 25 7,26 55 26 7,08 55 27 7,04 55 25 6,97 52 28
0,50 8,09 51 25 7,81 5,1 26 7,32 54 25 7,01 53 25 7,02 56 25 698 53 25
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APENDICE D - Sumario estatistico dos ensaios de toxicidade aguda com Lytechinus

variegatus.



Ensaio 1

Toxicant/Effluent:

Test Start Date: Test Ending Date:
Test Species:

Test Duration:

DATA FILE:

Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled

ID Replicates Means Dev. Response Means
1 4 0.000 90.750 4.349 91.333
2 4 0.100 91.250 1.708 91.333
3 4 0.140  92.000 3.742 91.333
4 4 0.190  86.750 3.775 87.375
5 4 0.260  88.000 8.083 87.375
6 4 0360  31.500 4.359 31.500
7 4 0.500 13.500 6.557 13.500

The Linear Interpolation Estimate:  0.3346 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 0.3343 Standard Deviation: 0.0029
Original Confidence Limits: Lower: 0.3288 Upper: 0.3404
Expanded Confidence Limits: Lower: 0.3253 Upper: 0.3439
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: -71594952
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Ensaio 2

Toxicant/Effluent:

Test Start Date: Test Ending Date:
Test Species:

Test Duration:

DATA FILE:

Conc. Number Concentration Response Std. Pooled
ID Replicates Means  Dev. Response Means

0.000  85.000 3.559 85.000
0.100  80.250 5.123 81.125
0.200  82.000 5.888 81.125
0.300  60.250 7.500 60.250
0.400  10.500 2.887 10.500
0.500 1.250 1.258 1.750

0.600 2.250 0.957 1.750

~N O U B W N
SO SO SO SO S SN

The Linear Interpolation Estimate:  0.3357 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 0.3349 Standard Deviation:  0.0043
Original Confidence Limits: Lower: 0.3282 Upper: 0.3426
Expanded Confidence Limits: Lower: 0.3237 Upper: 0.3468
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: 93425850
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Ensaio 3

Toxicant/Effluent:

Test Start Date: Test Ending Date:
Test Species:

Test Duration:

DATA FILE:

Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID Replicates Means Dev. Response Means

0.000  85.000 3.559 87.375
0.100 89.750 3.096 87.375
0.200 77.500 5.916 77.500
0.300 7.000 3.742 7.000
0.400 2.000 2.708 2.125
0.500 2.250 2.217 2125
0.600 0.000 0.000 0.000

~N O 0 BWw N
B T - S S R L

The Linear Interpolation Estimate: 0.2480 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 0.2478 Standard Deviation: 0.0022
Original Confidence Limits: Lower: 0.2439 Upper: 0.2524
Expanded Confidence Limits: Lower: 0.2415 Upper: 0.2551
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: -79022240
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Ensaio 4

Toxicant/Effluent:

Test Start Date: Test Ending Date:
Test Species:

Test Duration:

DATA FILE:

Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID Replicates Means  Dev. Response Means
0.000 97.000 1.633 97.000
0.100 77.750 3.862 77.750
0.200 77.250 1500 77.250
0.300 4250 2217 4.250
0.400 1.500 0.577 1.500
0.500 0.250 0.500 0.250
0.600 0.000 0.000 0.000

~N o R W N
R L - S

The Linear Interpolation Estimate:  0.2394 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 0.2390 Standard Deviation: 0.0009
Original Confidence Limits: Lower: 0.2374 Upper: 0.2406
Expanded Confidence Limits: Lower: 0.2362 Upper: 0.2414
Resampling time in Seconds:  0.06 Random_Seed: -396895312
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Ensaio 5

Toxicant/Effluent:
Test Start Date: Test Fnding Date:
Test Species:

Tect Duratinn:

DATA FILE:

Conc. Number Concentration Response Std. Pooled
ID Replicates Means  Dev. Response Means

0000 96250 1708 96.250
0.100  85.750 5.123 88.125
0200  90.500 1.915 88.125
0.300 8750 6.185 8.750
0.400 3.500 3.786 3.500
0.500 0.250 0.500 0.250
0.600 0.000 0.000 0.000

~ O U B W N
B A - N N I I -

The Linear Interpolation Estimate:  0.2504 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 0.2505 Standard Deviation:  0.0018
Original Confidence Limits: Lower: 0.2474 Upper: 0.2545
Expanded Confidence Limits: Lower: 0.2457 Upper:  0.2569
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: -12782840
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APENDICE E - Analises fisicas e quimicas dos ensaios de toxicidade para avaliacéo

de efeito agudo com Lytechinus variegatus.
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Ensaio 1

Concentragdes (mg.L™) 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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Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5
Concentracoes
L INICIAL INICIAL INICIAL INICIAL
(mg.L™)

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
0,1 791 5.8 35 791 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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APENDICE F - Sumario estatistico dos ensaios de toxicidade cronica com Lytechinus

variegatus.
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Ensaio 1

Test Duration: 24 h
DATA FILE:
N “= 1
Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID  Replicates mg L Means  Dev. Response Means
.. )
| 4 0.000 91.750 4031  91.750
2 4 0.040 91.500  3.000  91.500
3 1 0.060 80.750 5.560 80.750
4 1 0.080 68.000 3.651 68.000
5 N 0.100 62250 4.031 62.250
6 4 0.120 50.500 3.873 50.500
7 4 0.140 40250 9912 40.750
8 4 0.160 41.250 5439 40.750
9 4 0.180 21.500  1.291 21.500
10 4 0.200 0.250 0.500 0.250

The Linear Interpolation Eﬂimate:T' 0.1295 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 0.1301 Standard Deviation:  0.0049
Original Confidence Limits: Lower: 0.1234 Upper: 0.1436
Expanded Confidence Limits: Lower:  0.1197 Upper:  0.1521
Resampling time in Seconds:  0.00 Random Seed: 146324850
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Title: TCS
File: TCS . Transform: NO TRANSFORMATTI

Bartlett's Test for Homogeneity of Variance

—— - .

Calculated B1 statistic = 20.7830 (p-value = 0.0136)

Data PASS B1 homogeneity test at 0.01 level. Continue analysis.

Critical B=21.6660 (alpha = 0.01, df = 9)
=16.9190 (alpha = 0.05, df = 9)

Title: TCS
File: TCS . Transform: NO TRANSFORMATT
ANOVA Table
SOURCE DF SS MS F
Betw;an --------t; 32454.9000 -3"6-661600 -1_56.4469
Within (Error) 30 691.5000 23.0500
Total 39 331464000

(p-value = 0.0000)

Critical F =3.0665 (alpha = 0.01, df = 9,30)
=2.2107 (alpha = 0.05, df = 9,30)

Since F > Critical F REJECT Ho: All equal (alpha = 0.05)



Title: TCS

File: TCS Transform: NO TRANSFORMATION
Dunnett's Test - TABLE 1 OF 2 Ho:Control<Treatment
TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN
GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS
0.05
1 controle 91.7500 91.7500
2 0.04 91.5000 91.5000 0.0736
3 0.06 80.7500 80.7500 3.2402 * <
4 0.08 68.0000 68.0000 6.9959 *
5 0.10 62.2500 62.2500 8.6896 *
6 0.12  50.5000 50.5000 12.1508 *
7 0.14 40.2500 40.2500 15.1700 *
8 0.16 41.2500 41.2500 14.8755 *
9 0.18 21.5000 21.5000 20.6931 *
10 0.20 0.2500 0.2500 26.9526 *
Dunnett critical value = 2.5400 (1 Tailed, alpha = 0.05, df = 9,30)
Title: TCS
File: TCS Transform: NO TRANSFORMATION

Dunnett's Test - TABLE 2 OF 2

Ho:Control<Treatment

NUMOF MIN SIG DIFF
GROUP IDENTIFICATION REPS

CONTROL
1 controle
2 0.04
3 0.06
4 0.08
5 0.10
6 0.12
7 0.14
8 0.16
9 0.18
10 0.20

% OF DIFFERENCE

4

B e i

4

8.6229 94  0.2500
8.6229 94  11.0000
8.6229 94 23,7500
8.6229 94  29.5000
8.6229 94 41.2500
8.6229 94 51.5000
8.6229 9.4  50.5000
8.6229 94  70.2500
8.6229 9.4  91.5000

SIG
T STAT
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(IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM
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File: TCS 1 Transform: NO TRANSFORMATION
Summary Statistics on Data TABLE 1 0of 2
GRP IDENTIFICATION N MIN MAX MEAN
1 controle 4 86.0000 95.0000 91.750
2 0,04 4 90.0000 96.0000 91.500
3 0,06 4 74.0000 87.0000 80.750
4 0,08 4 64.0000 72.0000 68.000
5 0,10 4 59.0000 68.0000 62.250
6 0,12 4 47.0000 56.0000 50.500
7 0,14 4 31.0000 53.0000 40.250
8 0,16 4 34.0000 47.0000 41.250
9 0,18 4 20.0000 23.0000 21.500
10 0,20 4 0.0000 1.0000 0.2500
Title: TCS1
File: TCS1 Transform: NO TRANSFORMATION
Summary Statistics on Data TABLE 2 of 2
GRP IDENTIFICATION VARIANCE SD SEM CV.%
1 controle 16.2500 40311 2.0156 4.3936
2 0,04 9.0000 3.0000 1.5000 3.2787
3 0,06 30.9167 55603 2.7801 6.8858
4 0,08 13.3333 3.6515 1.8257 5.3698
5 0,10 16.2500 4.0311 2.0156 6.4757
6 0,12 15.0000 3.8730 1.9365 7.6693
7 0,14 98.2500 9.9121 49561 24.6264
8 0,16 295833 54391 27195 13.1856
9 0,18 1.6667 1.2910 0.6455 6.0046
10 0,20 0.2500 0.5000 0.2500 200.0000




Ensaio 2

Test Species: Lvtechinus variegatus

Test Duration: 24 h
DATA FILE:

Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID  Replicates mg L Means  Dev. Response Means
I 4 0.000 93.500  1.291 93.500
2 4 0.040 02250 2217 692.250
3 4 0.060 91.500 3512 91.500
4 1 0.080 87.500  4.04] £7.500
5 4 0,100 80000 0816 80,000
6 4 0.120 76.500 5000 76.500
7 4 0.140 41.000 2160 41.000
8 4 0.160 30750 0957 30.750
9 4 0.180 1.500 0577 1.500

The Linear Interpolation Estim:lt:l} 0.1368 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated
The Bootstrap Estimates Mean: 0.1367 Standard Deviation:  0.0005
Original Confidence Limits: Lower: 0,1357 Upper:  0.1375
Expanded Confidence Limits: Lower: 0.1350 Upper:  0.1379
0.00 Random Seed: -8436456

Resampling time in Seconds:
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Fil:  TRICLOSA. Transform: NO TRANSFORMATION

Chi-Square Test for Normality

Actual and Expected Frequencies

INTERVAL <15 -15w0<05 051005 >051015 >I.5

EXPECTED 24120 87120 137520 87120 24120
OBSERVED 0 14 Il 0

R R B R R R

Chi-Square = 9.1853 (p-value = 0.0566)

Critical Chi-Square = 13.277 (alpha=0.01,df = 4)
= 9488 (alpha=0.03,df=4)

Data PASS normality test (alpha = 0.01). Continue analysis.
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File: TRICLOSA. Transform: NO TRANSFORMATION

Hartley's Test for Homogeneity of Variance

Calculated H statistic (max Var/min Var) = 75,0000

Table H statistic = 281.00 (alpha = 0.01)
93.90 (alpha = 0.05)

Used df= 3
Based on R (# groups) = 9

Data PASS homogeneity test (alpha = 0.01). Continue analysis.

Title: triclosan 2
File: TRICLOSA. Transform: NO TRANSFORMATION

Bartlett's Test for Homogeneity of Variance

Calculated B1 statistic = 19.9409 (p-value = 0.0106)

Data PASS Bl homogeneity test at 0.01 level. Continue analysis.

Critical B = 20.0902 (alpha = 0.01, df = 8)
= 15.5073 (alpha = 0.05, df = 8)

Title: triclosan 2

File:  TRICLOSA. Transform: NO TRANSFORMATIO
ANOVA Table
SOURCE DF SS MS F
Between 8 35567.3889 44459236 598.7029
Within (Error) 27 200.5000 7.4259
Total 35 35767.8889

(p-value = 0.0000)
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Critical F =3.2558 (alpha = 0.01, df = 8,27)
=2.3053 (alpha = 0.05, df = 8,27)

Since F = Critical F REJECT Ho: All equal (alpha = 0.05)

Title: triclosan 2
File: TRICLOSA.

Transform:

Dunnett's Test - TABLE 1 OF 2

NO TRANSFORMATION

Ho:Control<Treatment

0.05

I
2
3
4
5
6
7
8
9

TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN SIG
GROUP  IDENTIFICATION

controle95
0.04
0.06
0.08
0.10
0.12
0.14
0.16
0.18

93.5000

92.2500
91.5000
87.5000
80.0000
76.5000
41.0000
30.7500

1.5000

MEAN  ORIGINAL UNITS T STAT
93.5000 .

922500  0.6487 _ cé

91,5000  1.0379 =

87.5000  3.1138 * ~(°

80.0000  7.0061 *

765000  8.8224 *

41.0000 272458 *

307500 32,5652 *

1.5000  47.7450 *

Dunnett critical value = 2.5300 (1 Tailed, alpha = 0.03, df [used] = 8,24)
(Actual df = 8,27)

Title: triclosan 2
File:  TRICLOSA.

Transform:

Dunnett's Test - TABLE 2 OF 2

NO TRANSFORMATION

Ho:Control<Treatment

GROUP

NUMOF MIN SIG DIFF % OF DIFFERENCE

CONTROL

1
2
3
4
5
6
7
8
9

IDENTIFICATION REPS (IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM

controle93
0.04
0.06
0.08
0.10
0.12
0.14
0.16
0.18

4

NN - A A Y

4.8751
4.8751
4.8751
4.8751
4.8751
4.8751
4.8751
4.8751

5.2
5.2
52
5.2
5.2
5.2
3.2
5.2

1.2500
2.0000
6.0000
13.5000
17.0000
52.5000
62.7500
92.0000




File: TCS?2 Transform: NO TRANSFORMATION

Summary Statistics on Data TABLE 1 of 2

GRP IDENTIFICATION N MIN MAX  MEAN

1 controle 4 92.0000 95.0000 93.5000

2 0,04 4 90.0000 95.0000 92.2500

3 0,06 4 88.0000 95.0000 91.5000

4 0,08 4 840000 93.0000 87.5000

5 0,10 4 79.0000 81.0000 80.0000

6 0,12 4 71.0000 83.0000 76.5000

7 0,14 4 38.0000 43.0000 41.0000

8 0,16 4 30.0000 32.0000 30.7500

9 0,18 4 10000 3.0000 1.7500
Title: TCS 2
File: TCS2 Transform: NO TRANSFORMATION

Summary Statistics on Data TABLE 2 of 2
GRP IDENTIFICATION VARIANCE SD SEM CV. %
1 controle 1.6667 12910 06455  1.3807
2 0,04 49167 22174 1.1087 2.4036
3 0,06 12.3333 35119 1.7559  3.8381
B 0,08 16.3333 40415 20207 46188
5 0,10 0.6667 0.8165 0.4082  1.0206
6 0,12 25.0000 5.0000 25000 6.5359
7 0,14 4.6667 21602 1.0801  5.2689
8 0,16 0.9167 0.9574 04787 3.1136
9 0,18 0.9167 0.9574 04787 547101
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Ensaio 3

Test Species: L. variegatus
Test Duration: 24 h
DATA FILE:

Conc. Number  Concentration Response  Std. Pooled
[D  Replicates mg L Means Dev.  Response Mean:

0.000 95250 1.500  95.500
0.040 95.750 1708  95.500
0.060 93.750 2217 93.750
0.080 93250 2217 93.250
: 91.000 LI5S  91.000
0.120 85750 1258  85.750
0.140 72250 9215 72250
0.160 28500 10724 28.500
0.180 5000 9345 5.000

NS = O L e el D e
o o e o B e e e P
-
=
=

The Linear Interpolation Estimate:  0.1512 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 0.1515 Standard Deviation:  0.0017
Original Confidence Limits: Lower. 0.1488 Upper:  0.1551
Expanded Confidence Limits: Lower: 0.1474 Upper:  0.1575
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: -46479728
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Triclosan 3
File: TCS3  Transform: NO TRANSFORMATION

Chi-square test for normality: actual and expected frequencies

—_——— - —— ———— o

INTERVAL <-1.5 -15t0<-0.5 -05t005 >05t0l.5 >1.5

EXPECTED 2.144 1.744 12.224 1744  2.144
OBSERVED 0 11 11 10 0

Calculated Chi-Square goodness of fit test statistic = 6.4368
Table Chi-Square value (alpha =0.01) = 13.277

Data PASS normality test. Continue analysis.

Triclosan 3
File: TCS 3 Transform: NO TRANSFORMATION

Hartley test for homogeneity of variance

Calculated H statistic (max Var/min Var) = 86.25
Closest, conservative, Table H statistic = 249.0 (alpha = 0.01)

Used for Table H => R (# groups) = 8, df(#reps-1)= 3
Actual values => R (#groups)= 8, df(#avgreps-1)= 3.00

Data PASS homogeneity test. Continue analysis.

NOTE: This test requires equal replicate sizes. If they are unequal
but do not differ greatly, the Hartley test may still be used
as an approximate test (average df are used).
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Triclosan 3
File: TCS3  Transform: NO TRANSFORMATION

Bartletts test for homogeneity of variance

Calculated B statistic = 30.49
Table Chi-square value = 18.48 (alpha=0.01)
Table Chi-square value = 14.07 (alpha = 0.05)

Average df used in calculation => df (avgn-1)= 3.00
Used for Chi-square table value => df (#groups-1)= 7

Data FAIL homogeneity test at (.01 level. Try another transformation.

NOTE: If groups have unequal replicate sizes the average replicate size is
used to calculate the B statistic (see above).

Triclosan 3
File: TCS 3 Transform: NO TRANSFORMATION

DUNNETTS TEST - TABLE 10OF 2 Ho:Control<Treatment

=———

TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN
GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT SIG

controle  95.250 95.250
0.04 95.750 95,750 -0.136
0.06 93.750 93.750 0.407
0.08 93.250 93.250 0.542
0.10  91.000 91.000 1.152
0.12 85.750 85.750 2.575 *
0.14 72250 72.250 6.233 *
0.16 28.500 28.500 18.090 *

OO ~J O Ln Fa LD B e

Dunnett table value = 2.48 (I Tailed Value, P=0.05, df=24,7)
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Title: TCS FINAL 3
File:  TCSFINAL. Transform: NO TRANSFORMATION

Summary Statistics on Data TABLE 1 of 2

GRP IDENTIFICATION N  MIN MAX MEAN

1 controle 4 94.0000 97.0000 952500

2 0,04 4 940000 98.0000 95.7500

3 0,06 4 91.0000 96.0000 93.7500

4 0,08 4 90.0000 95.0000 93.2500

5 0,10 4 90.0000 92.0000 91.0000

) 0,12 4 810000 87.0000 84.7500

7 0,14 4 61.0000 83.0000 722500

8 0,16 4 20.0000 440000 28.5000

9 0,18 4  0.0000 19.0000  5.0000

Title: TCSFINAL 3
File:  TCSFINAL. Transform: NO TRANSFORMATION
Summary Statistics on Data TABLE 2 of 2

GRP IDENTIFICATION VARIANCE  SD SEM CV. %
1 controle 2.2500 1.5000  0.7500 1.5748
2 0,04 2.9167 17078  0.8539 1.7836
3 0,06 49167 22174  1.1087 2.3652
4 0,08 49167 22174  1.1087 2.3779
5 0,10 1.3333 1.1547  0.5774 1.2689
6 012 8.2500 2.8723  1.4361 3.3891
7 0,14 84.9167 9.2150 46075 12.7544
8 0,16 1150000 10.7238 53619 376274
9

0,18 87.3333 03452 46726  186.9046
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Ensaio 4

Test Species: L. variegatus
Test Duration: 24h
DATA FILE:

Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID Replicates mgL Means Dev.  Response Means

0.000  92.750 2217 94.700
0040  95.750 2630 94700
0.060  93.750 1.258 94700
0.080  95.250 2872 94.700
0.100  96.000 2944 94.700
0.120  84.250 4349 84250
0.140  71.250 5909  71.250
0.160  18.750 9.535 18.750
0.180 0250 0.500 0.250

WO OO =0 O L e el D e
e e e e e e ke e

The Linear Interpolation Estimate:  0.1491 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 0.1492 Standard Deviation:  0.0009
Original Confidence Limits: Lower:  0.1477 Upper:  0.1509
Expanded Confidence Limits: Lower:  0.1469 Upper:  0.1520
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: -80882376
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Title: tcs4
File: TCS4 . Transform: NO TRANSFORMATION

Chi-square Test for Normality

INTERVAL <-1.5 -1.5 to <-0.5 -0.5 to 0.5 >0.5 to 1.5 >1.5

EXPECTED 2.1440 7.7440 12.2240 7.7440 2.1440

OBSERVED 0 10 11 11 0
chi-square = 6.4368 {p-value = 0.1688)

Critical Chi-Squaie = 13.7277 Eaipha = 0.01 , df = 4)
= 9,488 (alpha = 0.05 , df

]
RSy
L

Data PASS normality test (alpha = 0.01). Continue analysis.

Title: tes4d
File: TCS4 Transform: NO TRANSFORMATION

Hartley's Test Tor Homogeneity of variance

Calculated W statistic (max Var/min var) = 57.4211

Table H statistic = 249.00 $a1pha
83.50 (alpha

(]
=]
L=
[

e

uUsed df = 3
Based on R (# groups) = §

Data PASS homogeneity test (alpha = 0.01}. Continue analysis.

Title: tcs4
File: TCS4 . Transform: NO TRANSFORMATION

Bartleii's Tesi ur Homogeneily of Variance

Calculated Bl statisiic = 14.8397 {p-value = 0.038L)
Data PASS Bl homogeneity test at 0.01 Tevel. continue analysis.

Critical B = 18.4753 (aipha - 3.0
= 14,0671 (alpha = 0.0

-

y UF = 77
‘ff'F= T‘{

Title: tcsd
File: TCS4 . Transform: NO TRANSFORMATION

ANOVA Table
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SOURCE DF $S Ms F

" Between 7 19428.9688 2775.5670  128.0415
within (Error) 24 520.2500 21.6771

Crotal a1 10049.2188

BT o S —————————————epa s g

(p-value = 0.0000)

critical F 4959 (alpha = 0.01, df = ?.24;

= 3.
= 2.4226 (alpha = 0.05, df = 7,24
Since F » Critical F REJECT Ho: A1l equal {(alpha = 0.05)

Title: tesd
File: TCs4 ) Transform: NO TRANSFORMATION
Dunneii's Test -  TABLE 1 OF 2 He;Cuntirol<Treatment
TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN - 51G
GROUP  IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT 0.05
1 controle 02.7500 92.7500
n.04 95,7500 95.7500 -0.9112
kS ¢.06 93.7500 93.7500 =0.3037
4 0.06 95.2500 95.2500 =0.7594
5 0.10 93,5000 93.5000 -0.2278
[} 0.12 84.2500 84.2500 2.5819
7 0.14 71.2500 71.2500 6.5306 *
8 0.16 18.7500 18.7500 22.4774 %

Dunnett critical value = 2.4800 (1 Tailed, alpha = 0.05, df = 7,24)

Title: tcsd
File: TCS4 . Transform: NO TRANSFORMATION

Dunnett's Test - TABLE 7 OF ¢ Ho:Control<Treatment

e e e T R RS B0 B A P R R Y O 0 B N I O N -

NUM OF MIN 5IG DIFF % OF DIFFERENCE
GROUP TDENTIFICATION REPS (IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL

_________________________ P —p— e ——— PR p——— - -

1 controle i

2 0.04 4 8.1646 8.8 =3.0000
3 0.06 4 8.1646 8.8 =1.0000
4 0.08 4 8.1646 8.8 -2.5000
5 0.10 4 8. 1646 B.8 =0, 7500
6 A2 4 8.1640 g.8 8.5000
7 0.14 4 8.1646 8.8 21,5000
8 0.16 < B.1646 8.8 74.0000
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Title: TCS 4

File: TCS 4 . Transform: NO TRANSFORMATION
Summary Statistics on Data TABLE 1 of 2
GRP IDENTIFICATION N MIN MAX MEAN
1 controle 4 90.0000 95.0000 92.7500
2 0,04 4 920000 98.0000 95.7500
3 0,06 4 92.0000 95.0000 93.7500
4 0,08 4 910000 97.0000 95.2500
5 0,10 4  90.0000 96.0000 93.5000
6 0,12 4  80.0000 90.0000 84.2500
7 0,14 4 83.0000 77.0000 71.2500
8 0,16 4 90000 30.0000 18.7500
9 0,18 4 (00000 1.0000 0.2500
Title: TCS 4
File. TCS 4 . Transform: NO TRANSFORMATION
Summary Statistics on Data TABLE 2 of 2

GRP IDENTIFICATION  VARIANCE 8D SEM CV. %

controle 4.9167 22174 11087  2.3907

1

2 0,04 6.9167 26300 1.3150 2.7467

3 0,08 1.5833 12683 06292 1.3422

4 0,08 8.2500 28723 1.4361 3.0155

5 0,10 7.0000 26458 13229 2.8297

6 0,12 18.9167 43493 21747 51624

7 0,14 34.9167 59090 29545 8.2934

8 0,16 90.9167 9.5350 47675 50.8535
9 0,18 0.2500 0.5000 0.2500 200.0000
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Ensaio 5

Test Species:

Test Duraton:

DATA FILE:

Conc. Number Concentration Response Sid. Pooled
ID  Replicates Means Dev.  Response Means
| 4 0,000 92.750 2.217 93.917
2 4 0,040 94,250 2.217 93,917
3 4 00.060 94.750 0,957 93.917
4 4 0,080 93.750 1.500 93.750
5 4 0.100 87.250 1.708 87.250
6 4 0.120 83.000 2828 83.000
7 4 0.140 74.000 5.164 74.000
8 4 0.160 16.000 5354 16.000
9 4 0.180 0.250 0.500 0.250

The Linear Interpolation Estimate: 0.1493 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 0.1493 Standard Deviation,  0.0006
Original Confidence Limits:  Lower:  0.1483 Upper.  0.1502
Expanded Confidence Limits: Lower:  0.1477 Upper.  0.1507
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: -59285914
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Title: TCs5
File: TCSS . Transform: ND TRANSFORMATION

chi-square Test for Normality

Actual and Expected Freguencies

INTERVAL <=1.5 -1.5 to <-0.5 -0.5 to 0.5 0.5 to 1.5 >1.5
EXPECTED 2.1440 7.7440 12.2240 7.7440 2.1440
OBSERVED 0 10 10 12 0
Chi-square = 7.6889 {p-value = 0.1037)
critical chi-Square = 13.277 (alpha = 0.01 , df = 4
= 9.4B8 Eanhu = 0,05 , df = 43

_______________________________________________________________________________

Data PASS normality test (aipha = 0.01). Continue analysis.

Title: TCsS
File: TCSS . Transform: NO TRANSFORMATION

Hartley's Test For Homogeneiity of variance

Calculated H statistic (max var/min var) = 12.7407

Table H statistic = 249.00 (alpha = 0.01)
83.50 (alpha = 0.05)

used df = 3
Based on R (# groups) = 8

et

pata PASS homogeneity test (alpha = 0.01). Continue analysis.

Title: TCSS
File: TCSS . Transform: NO TRANSFORMATION

Barclett's Test Tor Homogeneity of variance

Calculated Bl statistic = B.6485 (p-value = 0.2789)

Data PASS Bl homogeneity test at .01 level. Continue anaiysis.

Critical B = 18.47533 ({alpha = 0.01, df = 7)
= 14.0671 (alpha = 0.05, df = 7)
Title: TCS5
File: TCSS . Transform: NO TRANSFORMATION

ANOVA Table



SOURCE DF 55 MS F

" petween 7 19823.8750 2831.9821  267.5880
within (Error) 24 254.0000 10.5833

S jotal  owm 0077.875%0

(p-value = 0.0000)

Critical F 3.4959 (alpha = 0.01, df = 7,24

= 2.4226 Ea'lpha - 0.05, df = ?,243
Since F > Critical F REJECT Ho: A1l equal (alpha = 0.05)

Title: TCS5

File: TCSS . Transform: NO TRANSFORMATION
Dunnett's Test -  TABLE 1 OF ? Ho.Control<Treatment
TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN sIG
GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT 0.05
1 controle 92.7500 92.7500
2 0.04 94,2500 94,2500 -0.6521
3 0.06 94. 5000 94,5000 -0.7607
4 0.08 93,7500 93.7500 -0.4347
5 0.10 87.2500 B7.2500 2.3909
i} .12 83.0000 £3.0000 4,2385 *
7 0.14 74,0000 74,0000 B.1509 *
8 0.16 16.0000 16,0000 33.3643 *

Dunnett critical value = 2,4800 (1 Tailed, alpha = 0,05, df = 7,24)

Title: TCs5
File: TCSS . Transform: NO TRANSFORMATION
Dunnett's Test -  TABLE 2 OF 7 Ho:Control<Treatment

B —— G G

NUM OF MIN SIG DIFF % OF DIFFERENCE
GROUP IDENTIFICATION REPS (IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL

------------------------- + 2 - o - - - ————— e -

1 contrale 4

2 0.04 4 5.7049 6.2 -1.5000
3 0.06 4 5.7049 6.2 -1.7500
4 0.08 4 5.7049 6.2 -1.0000
5 06.10 4 5.7049 6.2 5.5000
6 0.12 4 5.7042 6.2 9.7500
7 0.14 4 5.7049 6.2 18.7500
8 0.16 i 5.7049% 6.2 76.7500
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File: TCS 5 Transform: NO TRANSFORMATION

Summary Statistics on Data TABLE 1 of 2

GRP IDENTIFICATION N MIN MAX MEAN

1 controle 4 90.0000 95.0000 92.7500

2 0,04 4 92.0000 97.0000 94.2500

3 0,06 4 91.0000 97.0000 94.5000

4 0,08 4 92.0000 95.0000 93.7500

5 0,10 4 850000 89.0000 87.2500

6 0,12 4 79.0000 85.0000 83.0000

7 0,14 4 68.0000 80.0000 74.0000

8 0,16 4 11.0000 22.0000 16.0000

9 0,18 4 0.0000 1.0000 0.2500
Title: TCS 5
File: TCS 5 Transform: NO TRANSFORMATION

Summary Statistics on Data TABLE 2 of 2
GRP IDENTIFICATION VARIANCE SD SEM CV.%
1 controle 4.9167 22174 1.1087 2.3907
2 0,04 4.9167 22174 11087 2.3526
3 0,06 6.3333 25166 1.2583 2.6631
4 0,08 2.2500 15000 0.7500 1.6000
5 0,10 2.9167 1.7078 0.8539 1.9574
6 0,12 8.0000 2.8284 14142 34077
7 0,14 26.6667 5.1640 2.5820 6.9783
8 0,16 28.6667 53541 26771 33.4633
9 0,18 0.2500 0.5000 0.2500 200.0000
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APENDICE G - Analises fisicas e quimicas dos ensaios de toxicidade para avaliacéo

de efeito crénico com Lytechinus variegatus.
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Ensaio 1
Concentracdes (mg.L™) 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

0,08 791 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

Ensaio 2
Concentragdes (mg.L™) 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 59 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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Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5
Concentragdes — i — : — i
4 Inicial Final Inicial Final Inicial Final
(mg.L™)

pH OD Sal pH OD Sal pH OD Sal pH OD Sal pH OD Sal pH OD Sal
Controle 791 6,3 35 7,89 6,2 35 797 64 35 793 6,4 35 8,01 6,9 35 799 64 36
Controle DMSO 797 6,2 35 797 6,3 35 7,99 6,2 35 7,98 6,2 35 8,02 6,5 35 8,01 64 36
0,04 791 6,3 35 7,87 6,0 35 793 6,4 35 791 6,4 36 799 6,9 36 797 6,3 36
0,06 790 6,3 35 7,86 59 35 797 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 59 36 796 64 35 794 6,4 36 797 6,7 35 796 6,5 36
0,10 7,87 6,4 35 7,86 6,2 35 795 6,3 35 793 6,3 35 798 6,7 35 796 6,3 36
0,12 7,88 6,3 35 7,89 6,1 35 7,89 6,2 35 7,85 6,1 35 799 6,5 35 795 6,4 36
0,14 7,87 6,2 35 7,85 6,2 36 791 6,2 35 7,89 6,3 35 793 6,3 35 791 6,1 35
0,16 7,88 6,0 35 7,83 59 35 790 6,0 35 7,87 6,0 35 792 6,5 35 7,89 6,0 35
0,18 791 6,1 35 7,87 6,2 36 7,83 6,1 35 7,79 5,9 36 791 64 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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APENDICE H - Sumadrio estatistico dos ensaios de toxicidade cronica com Perna

perna.



Ensaio 1

“Test Start Date: 12012010 Test Ending Date: 14012010
Test Species: Perna perna

Test Duration: 48h

DATA FILE:

Conc. Number Concentration Response Std. Pooled
ID Replicates mgl.  Means Dev. Response Means
1 q 0.000 78.250 5.439 79.333

2 4 0.010 79.750 1.708 79.333

3 4 0.018 80.000 1.414 79.333

4 4 0.030 75.250 2.062 75.250

5 4 0.060 73.500 1.291 73.500

6 4 0.100 60.000 2.160 60.000

7 4 0.190 0.000 0.000 0.000

8 4 0.320 0.000 0.000 0.000

The Linear Interpolation Estimate: 0.1305 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 0.1302 Standard Deviation: 0.0014
Original Confidence Limits: Lower: 0.1268 Upper: 0.1324
Expanded Confidence Limits: Lower: 0.1245 Upper: 0.1335
Resampling time in Seconds: 0.00 Random_Seed: 85340249
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Title: mexl
File: MEX1 . Transform: NO TRANSFORMATION

Chi-Square Test for Normality

Actual and Expected Frequencies

INTERVAL <-1.5 -1.5 to <-0.5 -0.5 to 0.5 >0.5 to 1.5 >1.5
EXPECTED 1.6080 5.8080 9.1680 5.8080 1.6080
OBSERVED 0 7 11 6 0
Chi-square = 3.8331 (p-value = 0.4291)
Critical chi-square = 13.277 (alpha = 0.01 , df = 4)
= 9.488 (alpha = 0.05 , df = 4)

Data PASS normality test (alpha = 0.01). Continue analysis.

Title: mexl
File: MEX1 . Transform: NO TRANSFORMATION

Shapiro - wilk's Test for Normality

D = 135.2500
= 0.9314

Critical w = 0.8840 (alpha = 0. =
= 0.9160 (alpha = 0.05 , N = 24)

Data PASS normality test (alpha = 0.01). Continue analysis.

Title: mexl
File: MEX1 . Transform: NO TRANSFORMATION

Hartley's Test for Homogeneity of variance

calculated H statistic (max var/min var) = 17.7500

Table H statistic = 184.00 (alpha = 0.01)
62.00 (alpha =

used df = 3
Based on R (# groups) = 6

Data PASS homogeneity test (alpha = 0.01). Continue analysis.

Title: mexl
File: MEX1 . Transform: NO TRANSFORMATION

Bartlett's Test for Homogeneity of variance
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calculated BL statistic = 9.1664 (p-value = 0.1026)
Data PASS Bl homogeneity test at 0.01L Tevel. Continue analysis.

Critical B = 15.0863 Eanha = 0.01, df = Sg
= 11.0705 alpha = 0.05, df = 5

Title: mex1
File: MEX1 . Transform: NO TRANSFORMATION

Levene's Test for Homogeneity of variance

ANOVA Table

SOURCE DF Ss MS F

" Between s 22.3750 a.a7so 1.48a8
within (Error) 18 54.2500 3.0139

- Total 23 T 76.6250 T

Critical F 4.2479 Calpha Q.01, df

= 2.7729 (alpha = 0.05., df = 5,18)
Since F < Critical F FAIL TO REJECT Ho: A1l equal (alpha = 0.01)

Title: mex1l
File: MEX1 . Transform: NO TRANSFORMATION

ANOVA Table

SOURCE DF SsS MSs F

" Between s T 1134_7083 2260417 30.2030
within (Error) 18 135.2500 7.5139

" totan 23 T 1269.9583 T

(p-value = 0.0000)

Critical F = 4.2479 (alpha = 0.01, df = 5,18)
= 2.7729 (alpha = 0.05, df =

Since F > Critical # REJECT Ho: ATT1 equal (Calpha = 0.05)

Title: mex1l

File: MEX1 . Transform: NO TRANSFORMATION
Dunnett's Test - TABLE 1 OF 2 Ho:Control<Treatment
“““““““““““““““““ TRANSFORMED | MEAN CALCULATED TN sTe
GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT 0.05
1 controle 78.2500 78.2500
2 0.01 79.7500 79.7500 -0.7739
3 0.018 80.0000 80.0000 -0.9029
4 0.03 75.2500 75.2500 1.5478
5 0.06 73.5000 73.5000 2.4506 *
0.10 60.0000 60.0000 9.4155 *

Dunnett critical value = 2.4100 (1 Tailed, alpha = 0.05, df = 5,18)

Title: mexl

File: MEX1 . Transform: NO TRANSFORMATION
Dunnett's Test -  TABLE 2 OF 2 Ho:Control<Treatment

NUM OF MIN SIG DIFF % OF DIFFERENCE

GROUP IDENTIFICATION REPS (IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL

1 controle 4

2 0.01 4 4.6713 6.0 -1.5000
3 0.018 4 4.6713 6.0 -1.7500
4 0.03 4 4.6713 6.0 3.0000
5 0.06 4 4.6713 6.0 4.7500
6 0.10 4 4,6713 6.0 18.2500



File: MEX1 Transform: NO TRANSFORMATION

Summary Statistics on Data TABLE 1 of 2

GRP IDENTIFICATION N MIN MAX MEAN

1 controle 4 71.0000 84.0000 78.2500

2 0,01 4 78.0000 82.0000 79.7500

3 0,018 4 79.0000 82.0000 80.0000

4 0,03 4 73.0000 78.0000 75.2500

5 0,06 4 72.0000 75.0000 73.5000

6 0,10 4 57.0000 62.0000 60.0000

7 0,19 4 0.0000 0.0000 0.0000

8 0,32 4 00000 0.0000 0.0000
Title: mex1
File:  MEX1 Transform: NO TRANSFORMATION

Summary Statistics on Data TABLE 2 of 2
GRP IDENTIFICATION VARIANCE SD SEM CV.%
1 controle 29.5833 54391 27195 6.9509
2 0,01 2.9167 17078 0.8539 2.1415
3 0,018 2.0000 14142 0.7071 1.7678
4 0,03 4.2500 2.0616 1.0308 2.7396
5 0,06 1.6667 12910 06455 1.7565
6 0,10 46667 2.1602 1.0801 3.6004
7 0,19 0.0000 0.0000 0.0000 N/A
8 032 0.0000 0.0000 0.0000 N/A
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Ensaio 2

cant/LImuent: 1riclosan

.est Start Date: 11020210 Test Ending Date: 13022010
Test Species: Perna perna

Test Duration: 48

DATA FILE:

Conc. Number Concentration Response  Std. Pooled
ID Replicates mgl.  Means Dev. Response Means

0.000 94.000 4.082 94.000

0.050 84.500 3.512 84.625

0.065 84.750 10.340 84.625
0.080 79.750 9.535 79.750

0.100 64.500 8.347 64.500

0.140 45.750 4.992 45.750

0.180 0.250 0.500 0.250

The Linear Interpolation Estimate: 0.1373 Entered P Value: 50

N OV R WwWN
e N I - S

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 0.1373 Standard Deviation: 0.0034

Original Confidence Limits: Lower: 0.1301 Upper: 0.1423
Expanded Confidence Limits: Lower: 0.1258 Upper: 0.1452
Resampling time in Seconds: 0.06 Random_Seed: 2114602
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Chi-square Test for Normality

Actual and Expected Frequencies

INTERVAL <-1.5 -1.5 to <-0.5 -0.5 to 0.5 >0.5 to 1.5 >1.5

EXPECTED 1.8760 6.7760 10.6960 6.7760 1.8760

OBSERVED [o] 11 9 o
Chi-square = 4.7117 (p-value = 0.3182)

Critical chi-square 13.277 Calpha = 0.01 , df

- '9.488 Calpha

Data PASS normality test (alpha = 0.01). Continue analysis.

Title: mex3
File: MEX3 - Transform: NO TRANSFORMATION

Bartlett's Test for Homogeneity of variance

calculated Bl statistic = 16.5377 (p-value = 0.0111)

Data PASS Bl homogeneity test at 0.01 level. Continue analysis.

Critical B = 16.8119 Calpha = 0.01, df = 6)
= 12.5916 Calpha = 0.05, df = 6)
Title: mex3
File: MEX3 . Transform: NO TRANSFORMATION
ANOVA Table
SOURCE DF Ss MS F
Between G 25567.7143 4261.2857 92.7326
within (Error) 21 965.0000 45.9524
Total 27 26532.7143
7777777777777777 (p-value = 0.0000)
Critical F = 3.8117 (alpha = 0.01, df = 6,21
= 2.5727 (alpha = 0.05, df = 6,21

Since F > Critical F REJECT Ho: ATl equal Calpha = 0.05)

Dunnett's Test - TABLE 1 OF 2 Ho:Control<Treatment

TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN SIG

GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT 0.05

1 cantraole 94.0000 94 .0000

2 0.05 84.5000 84.5000 1.9819

3 0.065 84.7500 84.7500 1.9298

q 0.08 79.7500 79.7500 2.9729 *

5 0.10 64.5000 64.5000 6.1544 *

6 0.14 45.7500 45.7500 10.0660 *

7 0.18 0.2500 0.2500 19.5584 =
punnett critical value = 2.4600 (1 Tailed, alpha = 0.05, df {used] = 6,20)

(Actual df = 6,21)

Title: mex3
File: MEX3

Dunnett's Test -

GROUP IDENTIFICATION

T
TABLE 2 OF
NUM OF
REPS
4
4
4
4
4
4
4

ransform:

NO TRANSFORMATION

2 Ho:Control<Treatment

MIN SIG DIFF

% O

F

(IN ORIG. UNITS) CONTROL

11.7916
11.7916
11.7916
11.7916
11.7916
11.7916

DIFFERENCE
FROM CONTROL
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Summary Statistics on Data TABLE 1 of 2

GRP IDENTIFICATION N MIN MAX  MEAN
1 controle 4 88.0000 97.0000 94.0000
2 0,05 4 81,0000 88.0000 84.5000
3 0,085 4 71.0000 96.0000 84.7500
4 0,08 4 70.0000 92.0000 79.7500
5 0,10 4 550000 75.0000 64.5000
6 0,14 4 410000 51.0000 45.7500
7 018 4 00000 1.0000 0.2500

TABLE 2 of 2

Summary Statistics on Data

GRP IDENTIFICATION ~ VARIANCE 8D SEM  CV.%

1 T Uy B WO MY -

controle
0,06
0,085
0,08
0,10
0,14
0,18

16.6667

12,3333
106.9167
90.9167
69.666/
24,9167
0.2500

40825
35119
10.3401
9.5350
8.3467
4.9917
0.5000

20412 43431
17559 41561
51700 12.2007
47675 11.9561
41733 12,9406
24958 109107
0.2500 200.0000



Ensaio 3

Test Duration: 48h
DATA FILE:

Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID Replicates mgk  Means Dev. Response Means

0.000  96.250 0.957 96.250
0.050  86.250 2.500 87.125
0.065  88.000 2.708 87.125
0.080  85.250 3.304 85.250
0.100  83.000 2160 83.000
0.140  73.000 5.477 73.000
0.180  40.250 3.500 40.250

~N Oy U B W N
B S T S S SR SN S

The Linear Interpolation Estimate: 0.1704 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated
The Bootstrap Estimates Mean: 0.1703 Standard Deviation: 0.0018

Original Confidence Limits: Lower: 0.1673 Upper: 0.1738
Expanded Confidence Limits: Lower: 0.1654 Upper: 0.1759

Resampling time in Seconds:  0.06 Random_Seed: -210025000
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File: TCSMEX . Transform: NO TRANSFORMATION

ch1 -Square Test for Normality

o e e o e e i e e e e A e e A T o o — — — —— — — —— ———

Actual and Expected Frequencies

INTERVAL <-1.5 -1.5 to <-0.5 -0.5 to 0.5 >0.5 to 1.5 >1.5

EXPECTED 1.8760 6.7760 10.6960 6.7760 1.8760

OBSERVED 0 8 11 9 0
Chi-square = 4.7117 (p-value = 0.3182)

critical chi-square = 13.277 (alpha = 0.01 , df
= 9,488 (alpha = 0.05 , df

imon
™~
p—4

Data PASS narmality test (alpha = 0.01). Continue analysis.

Title: tcsmex
File: TCSMEX . Transform: NO TRANSFORMATION

Hartley's Test for Homogeneity of variance

calculated H statistic (max var/min var) = 6.4286

Table H statistic = 216.00 Ea1pha = 0.01)
72.90 alpha = 0.05)
used df = 3
Based on R (# groups) = 7
Data PASS homogeneity test (alpha = 0.01). Continue analysis.
Title: tcsmex
File: TCSMEX . Transform: NO TRANSFORMATION
Bartlett's Test for Homogeneity of variance
calculated Bl statistic = 3.37299 (p-value = 0.7664)

Data PASS Bl homogeneity test at 0.01 level. Continue analysis.

Critical B = 16.8119 (alpha = 0.01, df =
= 12.5916 (alpha = 0.05, df = 6)
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SOURCE DF SS M5 F
etween 6 N 1238.8095  108.8404
Within (Error) 21 239.0000 11.3810
Cotal a7 G

(p-value = 0.0000)

Critical F 3.8117 Eaﬂpha = 0,01, df = 6,21;

5727 (alpha = 0.05, df = 6,21
Since F > Critical F REJECT Ho: All equal (alpha = 0.05)

Title: tcsmex

File: TCSMEX . Transform: NO TRANSFORMATION
Dunnett's Test - TABLE 1 OF 2 Ho:Control<Treatment
TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN SIG

GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT 0.05

1 controle 90,7500 90.7500

2 0.05 86,2500 86.2500 1.8864

3 0.065 88.0000 88.0000 1.1528

4 0.08 85.2500 85.2500 2.3056

5 0.10 §3.0000 83.0000 3.2488 *

6 0.14 73,0000 73.0000 7.4409 *

7 0.18 40,2500 40,2500 21,1698 *
Dunnett critical va1ue = 2.4600 (1 Tailed, alpha = 0.05, df [used} = 6,20)

(Actual df = 6,21)

Title: tcsmex
File: TCSMEX . Transform: NO TRANSFORMATION

Dunnett's Test -  TABLE 2 OF 2 Ho:Control<Treatment

NUM OF MIN S1G DIFF % OF DIFFERENCE
GROUP IDENTIFICATION REPS (IN ORIG, UNITS) CONTROL FROM CONTROL

—— e L T R R T e e e e b

1 contro]e 4

2 4 5.8683 6.5 4,5000
3 0.065 4 5,8683 6.5 2.7500
4 0.08 4 5.8683 6.5 5.5000
5 0.10 4 5.8683 6.5 7.7500
6 0.14 4 5.8683 6.5 17.7500
7 0.18 4 5.8683 6.5 50.5000

e £ s S R A S50 B P e e



Summary Statistics on Data TABLE 1 of 2
GRP IDENTIFICATION N MIN MAX MEAN
1 controle 4 950000 97.0000 96.2500
2 0,05 4 83.0000 89.0000 86.2500
3 0,065 4 840000 90.0000 88.0000
4 0,08 4 82.0000 89.0000 85.2500
5 0,10 4 81.0000 86.0000 83.0000
6 0,14 4 650000 77.0000 73.0000
7 0,18 4 36.0000 44.0000 40.2500
Title: mex4
File: MEX4 Transform: NO TRANSFORMATION
TABLE 2 of 2

Summary Statistics on Data

SD SEM CV.%

0.9574 0.4787 0.9947

1.2500 2.8986
1.35640  3.0773
1.6520 3.8757
1.0801 2.6027

54772 27386  7.5030

GRP IDENTIFICATION VARIANCE
controle 0.9167
0,05 8.2500 2.5000
0,065 7.3333 2.7080
0,08 10.8167 3.3040
0,10 46667 2.1602
0,14 30.0000
0,18 12.2500

SO WON -

3.5000 1.7500 8.6957

161



162

Ensaio 4

Test Duration: 48h
DATA FILE:

Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID Replicates mgL  Means Dev. Response Means

0.000 90.750 2.872 90.750
0.050  82.250 1.258 82.250
0.065 78500 3.697 78.500
0.080 60.500 4.655 60.500
0.100  46.500 4.041 46.500
0.140 11.000 14.674 11.000
0.180 0.000 0.000 0.000

~N OB W N e
e T T~ S SN

The Linear Interpolation Estimate: 0.1013 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 0.1015 Standard Deviation: 0.0021
Original Confidence Limits: Lower: 0.0965 Upper: 0.1054
Expanded Confidence Limits: Lower: 0.0936 Upper: 0.1078
Resampling time in Seconds: 0.00 Random_Seed: 445432638
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Chi~square Test for Normality

Actual and Expected Frequencies

INTERVAL <-1.5 -1.5 to <-0.5 -0.5 to 0.5 >0.5 to 1.5 >1.5
EXPECTED 1.6080 5.8080 9.1680 5.8080 1.6080
OBSERVED 0 7 10 7 0
chi-square =  3.7808 (p-value = 0.4365)
critical chi-square = 13.277 (alpha = 0.01 , df = 4)
= 9,488 (alpha = 0.05 , df = 4)

Data PASS normality test (alpha = 0.01). Continue analysis.

Title: mexS
File: MEX5 . Transform: NO TRANSFORMATION

Hartley's Test for Homogeneity of variance

Calculated H statistic (max var/min var) = 136.0000

Table H statistic = 184.00 Ealpha = 0.01)
62.00 alpha = 0.05)
Used df = 3
Based on R (# groups) = 6
Data PASS homogeneity test (alpha = 0.01). Continue analysis.
Title: mex5
File: MEX5 . Transform: NO TRANSFORMATION
Bartlett's Test for Homogeneity of variance
Calculated Bl statistic = 17.4324 (p-value = 0.0037)

Data FAIL Bl homogeneity test at 0.0L level. Try another transformation.

Critical B = 15.0863 (alpha = 0.01, df = §)

11,0705 (alpha = 0.05. df = §)

1]

Title: mex5
File: MEX5 . Transform: NO TRANSFORMATION

ANOVA Table
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SOURCE DF SS MS F
 Between s 17405.3333 3481.0667  75.4476
within (Error) 18 830.5000 46.1389
Ctotal 3 sy

(p-value = 0.0000)

Critical F = 4.2479 (alpha = 0.01, df = 5,18)
= 2.7729 (alpha = 0.05, df = 5,18)

Since F > Critical F REJECT Ho: All equal (alpha = 0.05)

Title: mex5
File: MEXS , Transform: NO TRANSFORMATION
Dunnett's Test - TABLE 1 OF Z Ho:Control<Treatment
TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN SIG
GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT 0.0
1 controle 90.7500 90.7500
2 0.05 82.2500 82.2500 1.7697
3 0.065 78.5000 78.5000 2.5505 *
4 0.08 60,5000 60.5000 6.2981 *
5 0.10 46.5000 46.5000 9.2129 =
6 0.14 11.0000 11.0000 16.6040 *

e e e R e e e e - -

Dunnett critical value = 2.4100 (1 Tailed, alpha = 0.05, df = §5,18)

Title: mex5
File: MEX5 . Transform: NO TRANSFORMATION
Dunnett's Test - TABLE 2 OF 2 Ho:Control<Treatment
NUM OF MIN SIG DIFF % OF DIFFERENCE

GROUP IDENTIFICATION REPS (IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL

1 controle 4

0.05 4 11,5754 12.8 8.5000

3 0.065 4 11,5754 12.8 12.2500

4 0.08 4 11.5754 12.8 30.2500

5 0.10 4 11,5754 12.8 44,2500

6 4 11.5754 12.8 79.7500

0.14



Summary Statistics on Data TABLE 1 of 2

GRP IDENTIFICATION N  MIN MAX MEAN

1 controle 4 87.0000 94.0000 90.7500

2 0,05 4 81.0000 84.0000 82.2500

3 0,085 4 74.0000 83.0000 78.5000

4 0,08 4 56.0000 ©67.0000 60.5000

5 0,10 4 41.0000 50.0000 46.5000

6 0,14 4 0.0000 31.0000 11.0000

7 0,18 4 0.0000 10000 0.2500

Title: mex &
File: MEX & Transform: NO TRANSFORMATION
Summary Statistics on Data TABLE 2 of 2

GRP IDENTIFICATION  VARIANCE SD SEM CV. %
1 controle 82500 28723 14361 3.1650
2 0,05 1.5833 1.2683 06292 1.5299
3 0,065 13.6667 3.6968 1.8484 4.7094
4 0,08 21.6667 A4.6547 23274 7.6938
5 0,10 16.3333 40415 20207 86913
6 0,14 215.3333 14.6742 7.3371 133.4022
7 0,18

02500  0.5000 02500 200.0000
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APENDICE | — Analises fisicas e quimicas dos ensaios de toxicidade para avaliacéo

de efeito crénico com Perna perna.
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Ensaio 1

Concentracdes (mg.L™) Inicial Final
pH oD Sal pH oD Sal
Controle 8,00 6,1 35 8,03 59 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
0,19 791 5,9 35 7,87 5,7 35
0,32 791 5,9 35 7,89 53 35
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Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
Concentragdes — : — i — :
1 Inicial Final Inicial Final Inicial Final
(mg.L™)
pH OD sSal pH oD sal pH OD Sal pH OD Sal pH OD Sal pH OD Sal
Controle 8,00 6,2 35 797 6,1 35 793 6,2 35 791 5.8 35 7,96 6,5 35 799 64 35
Controle
7,86 6,1 36 7,88 6,0 36 7,97 6,1 36 7,94 6,0 36 797 6,2 35 793 6,0 36
DMSO
0,05 793 6,0 36 793 58 36 7,90 6,6 36 7,87 6,5 36 792 62 35 796 6,2 36
0, 065 794 6,0 35 7,82 58 36 7,86 6,4 36 7,86 6,2 36 797 63 35 798 6,2 36
0,08 7,85 6,0 36 7,86 53 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 59 35 7,77 5,7 36 7,86 6,5 36 7,88 6,5 36 7,88 6,1 36 792 6,0 36
0,14 791 59 35 790 58 36 7,82 6,4 36 7,81 6,3 36 793 6,0 35 795 58 35
0,18 7,87 59 35 7,88 58 35 7,84 6,3 36 7,86 6,0 36 7,84 6,1 36 792 59 36
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APENDICE J - Analises fisicas e quimicas dos ensaios de citotoxicidade.
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Ensaio 1 (definitivo)

Concentracdes (ng.L™) 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

Ensaio 2 (definitivo)

Concentracdes (ng.L™) 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 seguranca do Triclosan



Material Safety Data Sheet & CABOCHEM

847950 Triclosan

1. Product and company identification

SupplierManufacturer ~ : EMD Chericals, Inc.

10394 Pacific Center Court
San Diego, CA 92121
(858)450-5558/(800)854-3417
FAX: (868)453-3562 Incase of  Call Chemtrec®
emergency  (800)424-9300 (within U.S.A.)
(703)527-3887 (outside U.S.A.)
Responsible name : Company
Not available.
Synonym : ether, 2-hydroxy-2,4 4 -trichlorodiphenyl
Product name : Triclosan
Material uses : Other non-specified industry: Analytical reagent.
Validation date : 5/9/2008,
Print date : 8/5/2008.
2. Hazards identification
Physical state : Solld. (Solid powder.)
OSHA/HCS status : This material is considered hezardous by the OSHA Hazard Communication Standard
(28 CFR 1910.1200).
Emergency overview : Waming!

CAUSES RESPIRATORY TRACT, EYE AND SKIN IRRITATION.Dangerous for the
environment. Toxlc to aquatic organisms, may cause long-term adverse effects in the
aquatic environment.

Avoid contact with skin and clothing. Avold breathing dust. Keep container closed. Use
only with adequate ventilation. Wash thoroughly after handling.

Routes of entry : Dermal contact. Eye contact. Inhalation. Ingestion.
Potential acute health effects

Eyes : Iritating to eyes.

Skin : MAY BE HARMFUL IF ABSORBED THROUGH SKIN. Initating to skin.

Inhalation : lrritating to respiratory system.

Ingestion : May be harmful if swallowed,
Potential chronic health : CARCINOGENIC EFFECTS Not available.
effects MUTAGENIC EFFECTS Not available.

TERATOGENIC EFFECT¢ Not available.

Medical conditions : Repeated skin sxposure can produce loca! skin desiruction or dermatitis. Repeated or
aggravated by over- prolonged expasure to the substance can produce lung damage. Repeated exposure of
exposure the eyes to a low level of dust can produce eye Iitation,
See toxicological information (section 11)
3. Compositionfinformation on ingredients
United States
Name CAS number %

5-Chloro-2-(2 4-dichlorophenoxy)phenol 3380-34-5 100
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4. First aid measures

Eye contact : Immediately flush ayes with plenty of water for at least 15 minutes, occasionally lifting
the upper and lowsr eyelids. Check for and remove any contact lenses. Get medical
attention,

Skin contact : Flush contaminated skin with planty of water. Remowve contaminated clothing and
shoes, Get medical attention if symptoms oceur, Wash clothing before reusa, Clean
shoes thoroughly before reuse,

Inhalation : Move exposed person to fresh alr. If it Is suspected that fumes are still present, the
rescuer should wear n appropriale mask or self-contained breathing apparatus. Keep
person warm and at rest, |f not breathing, If bresthing la Irregular or if respiratory arrest
occurs, provide artificlal respiration or axygen by trained personnel, It may be dangerous
to the person providing ald to give mouth-to-mouth resuscitation. Get medical attention.
if unconscious, place In recovery position and get medical attention immediately.
Maintain an open airway. Loosen fight clothing such as a collar, tie, belt or waistband.

Ingestion : Wash out mouth with water. Remove dentures if any. Move exposed person to fresh
air. Keep person warm and at rest. if material has been swallowed and tha exposed
person Is consclous, give small quaniities of waler fo drink, Stop If the exposed person
feels sick as vomiting may be dangerous. Do not induca vomiting unless directed to do
50 by medical personnel. If vomiting occurs, the head should be kept low so that vomit
does not enter the lungs. Get medical attention if symptoma occur, Never give anything
by mouth to an unconsclous person. If unconscious, place In recovery position and get
medical attention immediately. Maintain an open airway. Loosen tight clothing such as
a collar, tie, belt or walstband.

Protection of first-aiders  : No actlon shall be taken involving any personal risk or without sultable training.

5. Fire-fighting measures

Flammability of the product : May be combustible at high temperaturs.
Products of combustion : These products are carbon oxides (CO, CO 3, halogenated compounds.

Extinguishing media
Suitable : Use an extinguishing agent suitable for tha surrounding fire.
Not suitable : None known.
Special exposure hazards : No specific hazard.
Special protective : Fire-fighters should wear appropriate protective equipment and self-contsined breathing
equipment for fire-fighters apparatus (SCBA) with a full face-plece operated in positive pressure mode.
Special remarks on fire : Store under nitrogen,
hazards

6. Accidental release measures

Personal precautions : Immediately contact emergency personnel. Keep unnecessary personnel away. Use
suitable proteciive equipment.

Environmental precautions : Avold dispersal of spliied material and runoff and contact with soil, waterways, drains
and sewers.

Methods for cleaning up : If emergency personnel are unavailable, vacuum or carefully scoop up spilled material
and place in an appropriate container for disposal by Incinaration, Avold creating dusty

condilions and prevent wind dispersal.
7. Handling and storage
Handling : Avold contact with eyes, skin and dlothing. Keep container closed. Use only with

adequate ventilation. Avold breathing dust. Wash thoroughly after handiing.
Storage : Keep contalner tightly closed. Keep container in & cool, well-ventilated area.
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| Triclosan

8. Exposure controls/personal protection

Consuit local authorities for acceptable exposure limits.

Engineering measures

Personal protection
Eyes

Skin

Respiratory

Hands

Hygiene measures

: Use only with adequate ventilation. If user operations generate dust, fumes, vapor or

mist, use process snclosures, local exhaust ventilation or other engineering controls to
keep worker exposure to airbomne contaminants below any recommended or statutory
limits.

: Safety eyewear complying with an approved standard should be used when a risk

assessment indicates this is necessary to avoid exposure to liquid splashes, mists,
gases or dusts.

: Personal protective equipment for the body should be selected based on the task being

performed and the risks involved and should be approved by a specialist before handling
this product.

: Use a properly fitted, particulate filter respirator complying with an approved standard if a

risk assessment indicates this is necessary. Respirator selection must be based on
known or anticipated exposure levels, the hazards of the product and the safe working
limits of the selected respirator.

: Chemical-resistant, impervious gloves complying with an approved standard should be

worn at all times when handling chemical products if a risk assessment indicates this is
necessary.

: Wash hands, forearms and face thoroughly after handling chemical products, before

eating, smoking and using the lavatory and at the end of the working period. Appropriate
techniques should be used to remove polentially contaminated clothing. Wash
contaminated clothing before reusing. Ensure that eyewash stations and safety showers
are close to the workstation location.

9. Physical and chemical properties

Component

Physical state

Color

Molecular weight
Molecular formula
Boiling/condensation point
Melting/freezing point

Physical/chemical
properties comments

: Not available.

: Solid. (Solid powder.)

: White.

: 289.6 gimole

: CHiCli0:

: 280 to 260°C (536 to 500°F)

: 56t0 60°C (132.8 to 140°F)

: Soluble in DMSO (50 mg/ml) or Ethanol (50 mg/m!)

10 . Stability and reactivity

Stability and reactivity

Incompatibility with various
substances

Hazardous decomposition
products

Conditions of reactivity

: The product is stable.
: Reactive or incompatible with the following materiais: oxidizing materials.

Sensitive to light.

: These products are halogenated compounds,

: Store under nitrogen.

11 . Toxicological information

Toxicity data

United States
Product/ingredient name
5-Chioro-2-{2 4~dichlorophenoxy)
phenol

Other toxic effects on :

humans

Test Result Route Species
LD50 3700 mg/kg Oral Rat
L.D50 4530 mg/kg Oral Mouse
LD50 9300 mg/kg Dermal Rabbit

Hazardous In case of skin contact (irritant), of eye contact (irritant), of ingestion, of
inhalation (jung irritant).
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11 . Toxicological information

Special remarks on chronic : Embryotoxic and/or fetatoxic In animals.

effects on humans

Special remarks on other  : Material is imitating to mucous membranes and upper respiratory tract.
toxic effects on humans

Specific effects

Carcinogenic effects : No known significant effects or critical hazards,
Mutagenic effects : No known significant effects or critical hazards.
Teratogenicity / : No known significant effects or eritical hazards.
Reproductive toxicity

Sensitization

Ingestion : No known significant effects or critical hazards.
Inhalation : Imitating to respiratory system.

Eyes : lmitating to eyes,

Skin : Imitating to skin,

12 . Ecological information

Ecotoxicity data

United States

Product/ingredient name Species Period Result

5-Chloro-2-(2 4-dichlorophenoxy) Daphnia maana (EC50) 48 hourfhours 0.39 mgh

phenal Pimephales promelas (LCS0) 86 hour/hours 0.25 mgh
Oneorhynchus mykiss (LC50) 96 hour/hours 0.288 mg/l
Pimephales promelas (LC50) 96 hourfhours 0.36 mg/l

Environmental precautions : Very toxic to aquatic organisms. May cause long-term adverse effects in the aquatic

environment.

Products of degradation : These products are carbon oxides (CO, CO z) and water, halogenated compounds.

Toxicity of the products of : The products of degradation ara as toxic as the product itself,
biodegradation

13 . Disposal considerations

Waste disposal : The generation of waste should be avoided or minimized wherever possible. Avoid
dispersal of spilled material and runoff and contact with soil, waterways, drains and
sewers, Disposal of this product, solutions and any by-products should at all times

comply with tha requirements of environmental protection and waste disposal legislation

and any regional local authority requirements.

Disposal should be in accordance with applicable regional, national and local laws and regulations. Local
regulations may be more stringent than regfonal or national requirements.

The information presented below only applies to the material as supplied. The Identification based on
characteristic(s) or listing may not apply If the material has been used or otherwise contaminated. it is the

175

responsibility of the waste generator to determine the toxlcity and physical properties of the material generated to

determine the proper waste identification and disposal methods in compliance with applicable regulations.

Refer to Section 7: HANDLING AND STORAGE and Section 8: EXPOSURE CONTROLS/PERSONAL PROTECTION

for additional handling information and protection of employees.

14 . Transport information




Triclosan

14 . Transport information

Regulatory UN number | Proper shipping Class PG*| Label Additional
information name information
DOT Classification - . - I
TDG Classification |Not available, | Not available, Not - -
available.
ADR/RID Class ENVIRONMENTALLY |8 m -
HAZARDOQUS
SUBSTANCE, SOLID,
N.C.S. (5-Chioro- b
2-(2.4-
dichlorophenoxy)
phanal)
IATA-DGR Class Environmentally 8 i -
hazardous substance,
solid, n.o.s, (5-Chloro-
2‘(2."‘ )
dichlorophenoxy)
phenol)
PG* : Packing group
15 . Regulatory information
United Stat
HCS Classification ; Irritating material

U.S. Federal regulations

: TSCA &(b) Inventory: 5-Chlore-2-(2,4-dichlorophenaxy)phenol

SARA 302/304/311/312 extremely hazardous substancas: Ne products were found.
SARA 302/304 emergency planning and notification: No products were found.
SARA 302/304/311/312 hazardous chemicals; No products were found.

SARA 311/312 MSDS distribution - chemical inventory - hazard idendification: No

products were found.

Ciean Water Act (CWA) 307: 5-Chloro-2-(2 4-dichlorophenaxy)phenol

Clean Water Act (CWA) 311: No products were found.

Clean Alr Act (CAA) 112 mccidental release prevention: Na products were found.
Clean Alr Act (CAA) 112 regulated flammable substances: No products wears found.
Clean Alr Act (CAA) 112 regulated toxic substancea: No products were found,

State regulations : No products were found.
Canada
WHMIS (Canada) : Class D-2A; Materisl causing other toxic effects (Very toxic).
Class D-28: Material causing other toxic effects (Toxic).
CEPA DSL: 5-Chlorc-2-{2 4-dichlorophenoxy)phenol
This product has been classified according to the hazard criteria of the CPR and the MSDS contains all the
Information required by the CPR.
Maxico
Classification
Flammabllity
Health 0> Reactivity
Special

EU regulations
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15 . Regulatory information

Hazard symbol/symbols

Risk phrases : R36/37/38- Iritating to eyes, respiratory system and skin.
R50/53- Very toxic to aquatic organisms, may cause long-term adverse effects in the
aquatic environment.

Safety phrases : §26- In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek
medical advice.

$36/38- Wear suitable protective clothing and eye/face protection.

8486- If swallowed, seek medical advice immediately and show this container or label.
S80- This material and its container must be disposed of as hazardous wastse.

§61- Avold releaae to the environment. Refer to special instructions/Safety data sheets.

International regulations
International lists : Australia (NICNAS}): 5-Chioro-2-(2,4-dichlorophenoxy)phenol

China: 5-Chloro-2-(2,4-dichiorophencxy)phenol

Germany water class: 5-Chioro-2-(2, 4-dichlorophenoxy)phenol
Japan (METI): 5-Chloro-2-(2,4-dichlorophenaxy)phenol

Korea (TCCL): 5-Chioro-2-(2,4-dichlorophenoxy)phenol
Philippines (RAB269): 5-Chioro-2-{2,4-dichiorophenaxy)phenol

16 . Other information

Label requirements : CAUSES RESPIRATORY TRACT, EYE AND SKIN IRRITATION.Dangerous for the
environment. Toxic to aquatic organisms, may cause long-term adverse effects in the
aquatic environment.

Hazardous Material 2

Information System (U.S.A.)

| Health
| Fire hazard

o SR Ay

O o N

National Fire Protection
Association (U.S.A.)

Flammability
9> Instability
Special

Health

Notice to reader

To the best of our knowledge, the information contained herein is accurate. However, neither the abovs-named
supplier, nor any of its subsidiaries, assumes any llability whatsoever for the accuracy or completeness of the
information contained herein.

Final determination of suitability of any material is the sole responsibility of the user. All materials may present
unknown hazards and should be used with caution. Aithough certain hazards are described herein, we cannot
guarantee that these are the only hazards that exist.
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ANEXO B - Certificado de Acreditacdo do Laboratorio de Ecotoxicologia da
Universidade Santa Cecilia segundo os requisitos estabelecidos na ABNT NBR
17025:2005.
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Repiblica Federativa do Brasil
Ministério do Desenvolvimento, Indiistria ¢ Comércio Exterior
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacio ¢ Qualidade Industrial - Inmetro

Coordenagdo Geral de Acreditagdo

Sigranino dos Acordos de Reconhecimento Mo da Inteenanonal Labomtory Accredhtation Cooperanon (ILAC),
da Interamerican Acerechtanion Coopesation (TAAC) ¢ do
Acordo Budateral de Reconhecimenta Minso com a Eurupean Co-operation for Accredtation [EA)

fw:ﬁz/aar& de Ceredlacio
Acreditacéo n° CRL 0237 .

Acreditagio inicial: 28-12-2008
LABORATORIO DE ECOTOXICOLOGIA PROFESSOR CAETANO BELLIBONI

INSTITUTO SUPERIOR DE EDUCAGAQ SANTA CECILIA
RUA OSWALDO CRUZ, 266 - BOQUEIRAO
SANTOS - SP

A Coordenacdo Geral de Acreditagdo do Inmetro — Cgereflnmetro — concede acreditagdo ao

Laboratorio acima identificado, segundo os requisitos esfabelecidos na ABNT NBR [SO/IEC

17025:2005. Esta acreditacdo constitui a expressdo formal do reconhecimento da sua competéncia
para realizar os ensaios constantes no Escopo’de Acreditagéo.

™

S %
’Jﬂn}w{ *y;?:; -l-l e Obnrvme
ord] de Acreditagho

Validade: 22-12-2010
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ANEXO C - Ficha de seguranca do solvente dimetilsuféxido (DMSO).
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Material Safety Data Sheet & CALBOCHEM

317275 Dimethyl Sulfoxide

1. Product and company identification

Supplier/Manufacturer : EMD Chemicals, Inc.
10384 Pacific Center Court
San Diego, CA 92121
(858)450-5668/(B00)854-3417
FAX: (858)453-3552 In case of Call Chemtrec®
emergency (800)424-9300 (within U.S.A.)
(703)527-3887 (outside U.S.A)
Responsible name : Company
Net avallable.
Synonym : DMSO; Methyl Sulfoxide; Sulfinyibis(methane)
Product name : Dimethyl Sulfoxide
Material uses : Other non-specified industry: Solvent.
Validation date : 8/18/2008.
Print date : 6/19/2008,
2. Hazards identification
Physical state : Liquid.
OSHA/HCS status : This material is considered hazardous by the OSHA Hazard Communication Standard
(29 CFR 1810.1200).
Emergency overview : Waming!
CAUSES DAMAGE TO THE FOLLOWING ORGANS: SKIN, EYES, EYE, LENS OR
CORNEA,
COMBUSTIBLE LIQUID AND VAPOR.
VAPCR MAY CAUSE FIRE.
Keep away from heat, sparks and flame. Keep container closed. Use only with
adequate ventilation.
Routes of entry : Dermal confact. Eye contact.
Potential acute health effects
Eyes : Slightly irritating to the eyes.
Skin : Slightly Irritating to the skin.
Inhalation : No known significant effects or critical hazards.
Ingestion : Practically non-toxic if swallowed.
Potential chronic health : CARCINOGENIC EFFECTSNot available.
effects MUTAGENIC EFFECTS Not avallable.
TERATOGENIC EFFECTS Not available.
Medical conditions : Repeated skin exposure can produce local skin destruction or dermatitis. Repeated or
aggravated by over- prolonged contact with spray or mist may produce chronic eye irritation and severe skin
exposure irritation. Repeated or prolonged exposure to the substance can produce target organs
damage.

See toxicologlcal information {section 11)

3. Composition/information on ingredients

United States

Name CAS number %
dimethyl sulfoxide 67-68-5 100
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4 . First aid measures

Eye contact

Skin contact

Inhalation

Ingestion

Protection of first-aiders

: Immediately flush eyes with plenty of water for at least 15 minutes, occasionally lifting

the upper and lower eyelids. Check for and remove any contact lenses. Get medical
attention if irritation occurs.

: Wash skin thoroughly with soap and water or use recognized skin cleanser. Gel medical

attention if irritation occurs. Remove contaminated clothing and shoes. Wash clothing
before reuse. Clean shoes thoroughly befors reuse.

: Move exposed person to fresh alr. Keep person warm and at rest. If not breathing, if

breathing is irreguiar or if respiratory arrest occurs, provide artificial respiration or oxygen
by trained personnel. it may be dangerous to the person providing aid to give mouth-
to-mouth resuscitation. Get medical attention if symptoms occur. if unconscious, place
in recovery position and get medical attention immediately. Maintain an open airway.
Loosen tight clothing such as a collar, tie, belt or waistband.

: Wash out mouth with water. Remave dentures if any. Move exposed persan to fresh

afr. Keep person warm and at rest. If material has been swallowed and the exposed
person is consclous, give small quantities of water to drink. Stop if the exposed person
feels sick as vomiting may be dangerous. Do not induce vomiting unless directed to do
so by medical personnel. If vomiting oceurs, the head should be kept low so that vomit
does not enter the lungs. Get medical attention if symptoms occur. Never give anything
by mouth fo an unconscious person. If unconscious, place in recovery position and get
medical attention immediately. Maintain an open airway. Loosen tight clothing such as
a coliar, tie, belt or waistband.

: No action shall be taken involving any personal risk or without suitable training.

§. Fire-fighting measures

Flammability of the product
Products of combustion
Extinguishing media
Suitable
Not suitable
Special exposure hazards

Special protective
equipment for fire-fighters

Special remarks on fire
hazards

Special remarks on
explosion hazards

: Combustible.
: These products are carbon oxides (CO, CO 2), sulfur oxides (SO3, SO etc.).

: Use dry chemical, CO», water spray (fog) or foam.
: Do not use water Jet.
: Combustible liquid and vapor. \Vapor may cause fiash fire. Vapors may accumulate in

low or confined areas or travel a considerable distance to a source of ignition and flash
back. Runoff to sewer may create fire or explesion hazard.

: Fire-fighters should wear appropriate protective equipment and self-contained breathing

apparatus (SCBA) with a full face-plece operated In positive pressure mode.

: Store under nitrogen.

: DMSQC undergoas a violent exothermic reaction on mixing with copper weol and

trichloroacetic acld. On mixing with potassium permanganate, it will flash
instantaneously. It reacts violently with: acid halides, cyanuric chloride, silicon
fetrachloride, phosphorus trichloride and trioxide, thionyl chloride, magnesium
perchiorate, silver fluoride, methyl bromide, iodine pentafluoride, nitrogen periodate,
diborane, sodium hydride, and perchioric and periodic acids. When heated above its
boiling point methyl sulfoxide degrades giving off formaldehyde, methyl mercaptan, and
sulfur dioxide.

6. Accidental release measures

Personal precautions

Environmental precautions

: Immediately contact emergency personnel. Eliminate all ignition sources. Keep

unnecessary personnel away. Use suitable protective equipment. Do not touch or walk
through spilled material.

: Avoid dispersal of spilled material and runoff and contact with soll, waterways, drains

and sewers.
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6 . Accidental release measures

Methods for cleaning up : If emergency personnel are unavailable, contain spilled material. For small spills, add
absorbent (scil may be used in the absence of other suitable materials) and use a non-
sparking or explosion-proof means to transfer material to a sealable, appropriate
container for disposal. For large spills, dike spilled material or otherwise contain material
to ensure runoff does not reach a waterway. Place spilled material in an appropriate
container for disposal.

7 . Handling and storage

Handling : Keep container closed. Use only with adequate ventilation. Keep away from heat,

sparks and flame. To avoid fire or explosion, dissipate static electricity during transfer by
grounding and bonding containers and equipment before transferring material. Use
explosion-proof electrical (ventilating, lighting and material handling) equipment.

Storage : Store in a segregated and approved area. Keep container in a cool, well-ventilated area.
Keep container tightly closed and sealed until ready for use. Awvoid all possible sources
of ignition (spark or flame).

8. Exposure controls/personal protection

Consult local authorities for acceptable axposure limits,

Engineering measures : Use only with adequate ventilation. If user operations generate dust, fumes, vapor or
mist, use process enciosures, local exhaust ventilation or other engineering controls to
keep worker exposure to airbome contaminants below any recommended or staiutory
limits. The engineering controls also need to keep gas, vapor or dust concentrations
below any lower explosive limits. Use explosion-proof ventilation equipment.

Personal protection

Eyes : Safety eyewear complying with an approved standard should be used when a risk
assessment indicates this is necessary to avaid exposure to liquid splashes, mists,
gases or dusts.

Skin : Personal protective equipment for the bady should be selected based on the task being
performed and the risks involved and should be approved by a specialist before handling
this product.

Respiratory : Use a properly fitted, air-purifying or air-fed respirator complying with an approved
standard if a risk assessment indicates this is necessary. Respirator selection must be
based on known or anticipated exposure levels, the hazards of the product and the safe
working limits of the selected respirator.

Hands : Chemical-resistant, impervious gloves complying with an approved standard should be
worn at all times when handling chemical products If a risk assessment Indicates this is
necessary.

Hygiene measures : Wash hands, forearms and face thoroughly after handling chemical products, before

eating, smoking and using the lavatory and at the end of the working period. Appropriate
techniques should be used o remove potentially contaminated clothing. Wash
contaminated clothing before reusing. Ensure that eyewash stations and safety showers
are close to the workstation location.

8. Physical and chemical properties

Component : Not available.

Physical state : Liquid.

Flash point : Closed cup: 87°C (188.6°F).
Auto-ignition temperature  : 300 to 302°C (672 to 675.6°F)
Flammable limits : Lower: 1.8% Upper: 63%
Color : Clear Colorless.

Molecular weight : 78.1 g/mole

Molecular formula 1 CHeQS

Boiling/condensation point : 189°C (372.2°F)

Melting/freezing point : 18.5°C (85.3°F)
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9. Physical and chemical properties

Relative density
Vapor pressure
Vapor density
Evaporation rate
Viscosity

: 1.101 (Water = 1)

: 0.08 kPa (0.6 mm Hg) (at 20°C)

1 2.7 (Air=1)

: 0.026 compared with Butyl acetate.
: Kinematic: 2,14 cSi

10 . Stability and reactivity

Stability and reactivity

Incompatibility with various
substances

Hazardous polymerization
Conditions of reactivity

: The product is stable.
: Reactive or incompatible with the following materials: oxidizing materials, reducing

materials and acids.
Hygroscopic. Keep container tightly closed.

: Will not oceur.
: Store under nitrogen.

Explosive in the presence of the following materials or conditions: open flames, sparks
and static discharge and heat.

DMSO undergoes a violent exothermic reaction on mixing with copper wool and
trichloroacetic acid. On mixing with potassium permanganate, it will flash
instantaneously. It reacts violently with: acid halides, cyanuric chioride, silicon
tetrachloride, phosphorus trichloride and trioxide, thionyl chioride, magnesium
perchiorate, silver fluoride, methyl bromide, iodine pentafluoride, nitrogen periodate,
diborane, sodium hydride, and perchioric and periodic acids. When heated above its
boiling point methyi sulfoxide degrades giving off formaldehyde, methyl mercaptan, and
sulfur dioxide.

11 . Toxicological information

Toxicity data
United States

Product/ingredient name
dimethyi sulfoxide

Chronic effects on humans

Other toxic effects on
humans

Special remarks on other
toxic effects on humans

Specific effects
Carcinogenic effects
Mutagenic effects
Teratogenicity /
Reproductive toxicity

Sensitization
Ingestion
Inhalation
Eyes
Skin

Test Result Route Species
LD50 14500 mg/kg Oral Rat
LD50 7920 mgikg Oral Mouse
LD50 >10000 mg/kg  Oral Dog
LD50 50000 mg/kg Dermal Mouse

: Causes damage to the following organs: skin, eyes, eye, lens or cornea.
: Hazardous in case of skin contact (irritant), of eye contact (jrritant)

: Avoid contact with DMSO solutions containing toxic materials or materials with unknown

toxicological properties. Dimethyl Sulfoxide is readily absorbed through the skin and
may carry materials into the body.

Prolonged or repeated exposure s carcinogenic, terotogenic and mutagenic.

: No known significant effects or critical hazards.
: No known significant effects or critical hazards.
: No known significant effects or critical hazards.

: No known significant effects or critical hazards.
: No known significant effects or critical hazards.
: Slightly irritating to the eyes.
: Slightly irritating to the skin.
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12 . Ecological information

Ecotoxicity data
United States

Product/ingredient name

dimethyl sulfoxide

Environmental precautions
Products of degradation
Toxicity of the products of

biodegradation

Species

Pimephales promelas (LC50)
Oncorhynchus mykiss (LC50)
Lepomis macrochirus (LC50)
: No known significant effects or critical hazards.
: These products are carbon oxides (CO, CO ) and water, sulfur oxides (SO, SOs eic.).
: The product itself and its products of degradation are not toxic.

Period

96 hourfhours
96 hour/hours
96 hour/hours

Result
34000 mg/l
35000 mg/l
>400000 ma/l

13 . Disposal considerations

Waste disposal

regulations may be more stringent than regional or national requirements.

: The generation of waste should be avoided or minimized wherever possible. Avoid
dispersal of spilled material and runoff and contact with soll, waterways, drains and
sewers. Disposal of this product, solutions and any by-products should at all times
comply with the requirements of environmental protection and waste disposal legistation
and any regional local authority requirements.

Disposal should be in accordance with applicable regional, national and local laws and regulations. Local

The information presented below only applies to the material as supplied, The identification based on
characteristic(s) or listing may not apply if the material has been used or otherwise contaminated. It is the
responsibility of the waste generator to determine the toxicity and physical properties of the material generated to
determine the proper waste identification and disposal methods in compliance with applicable regulations.

Refer to Section 7; HANDLING AND STORAGE and Section 8: EXPOSURE CONTROLS/PERSONAL PROTECTION

for additional handling information and protection of employees.

14 . Transport information

Regulatory UN number |Proper shipping Class PG*| Label Additional
information name information
DOT Classification |Not - - & L

regulated.
TDG Classification |Not - - = =

regulated.
ADR/RID Class Not - = i s

reguiated.
IATA-DGR Class Not - - - L

regulated.

PG* : Packing group

15 . Regulatory information

United States
HCS Classification

U.S. Federal regulations

: Combustible liquict
Target organ effects

: TSCA 8(b) inventory: dimethy! sulfoxide

SARA 302/304/311/312 exiremely hazardous substances: No products were found.
SARA 302/304 emergency planning and notification: No products were found.
SARA 302/304/311/312 hazardous chemicals: No products were found.

SARA 311/312 MSDS distribution - chemical inventory - hazard identification: No
products were found.

Clean Water Act (CWA) 307: No products were found.
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15 . Regulatory information

Clean Water Act (CWA) 311: No products were found.

Ciean Alr Act (CAA) 112 accidental release prevention: No products were found.
Clean Air Act (CAA) 112 regulated flammable substances: No products were found.
Clean Air Act (CAA) 112 regulated toxic substances: No products were found.

State regulations : Pennsylvania RTK: dimethyl suifoxide
New Jersey: dimethyl sulfoxide

Canada
WHMIS (Canada) : Class D-2B: Material causing other toxic effects (Toxic).
CEPA DSL: dimethy! sulfoxide

CEPA NDSL: dimethyl sulfoxide
This product has been classified according to the hazard criteria of the CPR and the MSDS contains all the
information required by the CPR.
Mexico
Classification

, Flammability
1> Reactivity
Special

Health

EU regulations

Hazard symbol/symbols

Risk phrases : R36/38- Iritating to eyss and skin.

Safety phrases : §24/25- Avold contact with skin and eyes.
526- In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and sesk
medical advice.

$38- Wear suitable protective clothing.

International regulations
International lists : Australia (NICNAS): dimethy! sulfoxide

China: dimsthyl sulfoxide

Germany water class: dimethyl sulfoxide
Japan (METI): dimethyl sulfoxide

Korea (TCCL): dimethy! sulfoxide
Philippines (RA6968): dimethy! sulfoxide

16 . Other information

Label requirements : CAUSES DAMAGE TO THE FOLLOWING ORGANS: SKIN, EYES, EYE, LENS OR
CORNEA.
COMBUSTIBLE LIQUID AND VAPOR.
VAPOR MAY CAUSE FIRE.

Hazardous Material E
Information System (U.S.A.)
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16 . Other information

National Fire Protection

Association (U.S.A.) Flammability

! Instability
.~ Special

Notice to reader

To the best of our knowledge, the information contained herein is accurate. However, neither the above-named
supplier, nor any of its subsidiaries, assumes any liability whatsoever for the accuracy or completeness of the

information contained herein.

Final determination of suitability of any material is the sole responsibility of the user. All materials may present
unknown hazards and should be used with caution. Although certain hazards are described hereln, we cannot

guarantee that these are the only hazards that exist.
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ANEXO D - Carta-controle de sensibilidade para o copépodo Nitokra sp.
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Carta Controle - Dicromato de Potassio
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