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RESUMO

SAMPAIO, C. F. Avaliagdo de multiplos parametros de toxicidade do 1H-
benzotriazol e 5-Cloro benzotriazol em estagios embrio-larvais de zebrafish.
2020.43f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

Os benzotriazois sdo compostos heterociclicos formados pela juncdo de um anel de
benzeno com uma molécula de triazol. Sdo amplamente utilizados nas industrias
como agentes anticorrosivos, além de serem utilizados em sistemas de refrigeracao.
Os benzotriazéis sdo também encontrados nos componentes de derivado de petréleo,
e mais recentemente estdo sendo empregados na industria farmacéutica e nas
formulacbes de detergente. E caracteristico desses compostos a persisténcia no
ambiente e o fato de ndo serem totalmente degradados pelas estacfes de tratamento
de agua, podendo ser encontrados em rios, lagos e até na agua potavel. Dessa forma,
ha uma necessidade de avaliacdo da seguranca desses compostos para a populacao
humana e de animais aquaticos. Neste cenario, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos da exposicdo aos compostos 1H-benzotriazol e 0 5 —Cloro
benzotriazol zebrafish (Danio rerio) nos estagios embrio-larval. Para isso, foram
realizadas andlises de toxicidade aguda (FET) em embrides de até 96 hpf (horas pos
fertilizacdo), avaliacdo morfométrica e de movimentagdo. O composto 5-Cloro
benzotriazol, induziu uma diminuicdo na taxa de ecloséo a partir da concentracéo 10
mg/L e alterac@o nos parametros morfométricos dos animais expostos, como redugéo
do crescimento dos organismos, um aumento da area do saco vitelino e uma reducéo
da area do olho nas concentracdes de 5 e 10 mg/L. Ambos os compostos estudados
induziram um aumento na movimentacao dos embrides, indicando assim um possivel
efeito neurotéxico. Ja 1H-benzotriazol ndo induziram alterac6es no FET (Fish Acute
Embryo Toxicity) ou sobre parametros morfométricos significativos que possam
prejudicar o desenvolvimento posterior. Dessa forma, o estudo demonstrou que 0s 2
benzotriazois testados podem afetar o desenvolvimento do zebrafish nos estagios
iniciais de vida, mas com uma maior toxicidade evidenciada para o 5-cloro
benzotriazol e assim fornecendo dados a comunidade cientifica sobre seus
mecanismos de acao toxica.

Palavras-chave: benzotriazéis; movimentacao; morfometria; toxicidade; Danio rerio



ABSTRACT

SAMPAIO, C. F. Evaluation of multiple toxicity parameters of 1H-benzotriazole
and 5-Chlorine benzotriazole in zebrafish embryo-larvae stages 2020. 43f.
Dissertation (Master).Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

Benzotriazoles are heterocyclic compounds formed by the junction of a benzene ring
with a triazole molecule. They are used in industries as anti-corrosion agents, in
addition to being used in refrigeration systems. Benzotriazoles are also found in
petroleum derivative components, and more recently are being used in the
pharmaceutical industry and in detergent formulations. Benzotriazole compounds have
the characteristics of persistence in the environment and the fact that they are not
totally degraded by water treatment plants, being found in rivers, lakes and even in
drink water. Thus, there is a need to assess the safety of these compounds for the
human and aquatic animal population. In this scenario, the present work aimed to
evaluate the effects of exposure to 1H-benzotriazole and 5-cloro benzotriazole
compounds in the embryo-larval stages of zebrafish (Danio rerio). For that, acute
toxicity analyzes (FET) were performed on embryos up to 96 hpf (hours pos
fertilization), morphometric and movement evaluation. The compound 5-Chlorine
benzotriazole, induced a decrease in the hatching rate from the 10 mg/L concentration
and a change in the morphometric parameters of the exposed animals, such as
reduced organism growth, an increase in the area of the yolk sac and a reduction in
the area of the eye in concentrations of 5 and 10 mg/L. Both studied compounds
induced an increase in the movement of the embryos, indicating a possible neurotoxic
effect. 1H-benzotriazole, on the other hand, did not induce changes in FET (Fish Acute
Embryo Toxicity) or in morphometric parameters that may impair further development.
Thus, the study showed that the 2 benzotriazoles tested can affect the development of
zebrafish in the early life stages, but with greater toxicity evidenced for 5-chlorine
benzotriazole. This data will help the understanding of the benzotriazole by the
scientific community.

Keywords:benzotriazole; movement; morphometric; toxicity ;Danio rerio.



1. INTRODUCAO




1.1.Histérico

Os benzotriazois (BTAS) sdo compostos organicos produzidos inicialmente nos
Estados Unidos, onde em 1957 foi aprovada a primeira patente para a utilizacédo
destes compostos como inibidores de corrosdao de metal em fluidos de troca de calor
(Figura 1) (MEIGHEN; HOUTE, 1957).

Figura 1. Primeira patente de benzotriazéis documentada.
(Fonte: MEIGHEN; HOUTE,1957)
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Algum tempo depois, foi descoberto que os BTAs fendlicos tinham a capacidade
de absorver luz UV, com isso em 1961 nos Estados Unidos foi emitida uma nova
patente com a descricdo dessa finalidade dos compostos (HELLER; KELLER;
MINDERMANN, 1961).

1.2.Funcdes dos benzotriazdis

Apés essas 2 patentes serem emitidas, com o decorrer do tempo foram criadas
muitas outras nos Estados Unidos e no mundo, pois foram se descobrindo novas
funcdes que os BTAs poderiam exercer (MONROE; VISHWAKARMA, 1996; PETERS;
MINKS; SURMA, 1985).

O grupo de BTAs que inicialmente era utilizado como inibidor de corroséo em
fluidos de troca de calor, atualmente também é usado em sistemas de refrigeracéo
como radiadores automotivos e componentes de derivados de petréleo como graxa e
Oleos lubrificantes, além disso também podem ser encontrados em formulagbes de
detergente doméstico (JANNA et al., 2011; MALEC E, 1975; SENTHIVEL et al., 2010).

Ja o grupo de BTAs que absorvem a luz UV (UV-BTA), sdo usados como aditivos

estabilizadores em plasticos e polimeros, em agentes adesivos e tintas, dessa



maneira prevenindo o amarelamento e a degradacdo dos produtos (NAKATA;
MURATA; FILATREAU, 2009). Além disso, esse grupo também é utilizado em
produtos de higiene e cuidados com a pele como protetor solar, pasta de dente, tinta
para cabelo, batom e formula¢cdes de maquiagem (BERRI et al., 2006).

Também é observado um crescimento do interesse dos BTAs na aplicacédo da
industria farmacéutica, pois eles podem exercer a funcdo de agente antimicrobiano,
antiprotozoario, antimicoético, anti-helmintico, como agentes ativadores dos canais de
potassio, como redutor de colesterol, com atividade anti-inflamatéria e como agente
antiviral e antitumorais (BOIDO et al., 2003; BOROWSKI et al., 2003; CARTA et al.,
2002; CASTILLO; AMERICA, 2011; DISOUZA, 2012; SCARTONI; BARAGATTI;
MARTINOTTI, 2001; SUDHIR; NADH, 2013; SWAMY et al., 2006). Na figura 2,
podemos observar algumas estruturas quimicas de benzotriaz6is e suas funcdes

correspondentes.

Figura 2. Estruturas quimicas de BTAs utilizados na industria farmacéutica.(Fonte:
adaptado de BRIGUGLIO et al., 2014)

h ./: (D: R N
Ry j@\ Atividade anUprotozoana \©:N P OH

Atividade antimicética
Agente antimicrobiano

Anvadores de canais de Potassio
‘\(‘: Agente anumlcobacterlano
)~o
Agente anti-helmintico
/ ©: i Q
/

Atividade annvnral

Br

Br
Inibidor CK2 coon ©:
PO(OH)z
Atividade colerética
mo),ov Inibidor da histona deacetilase

‘c=c’ Inibidor da atividade PTP1B HN N N Ry
ne’ N N
SN R;

HN

OCH, - )=o

Inibidor da polimerizagdo da tubulina L -
Atividade mutagénica



Por conta dessa versatilidade que os BTAs possuem, eles sdo amplamente
utilizados no mundo com uma producdo mundial superior a 9000 toneladas por ano
(WEISS; REEMTSMA, 2005). Em 2012, a producao dos Estados Unidos chegou a
850 toneladas e na Australia esse valor chega a 100 toneladas por ano de BTAs
produzidos (GIRAUDO et al., 2017; LOl et al., 2013). No Brasil, ndo foram encontrados
dados referentes a producdo do benzotriazol na literatura, além disso dados mais
recentes relacionada a producdo mundial ndo sdo observados, uma vez que Sao

dados confidenciais.

1.3.Propriedades fisico quimicas dos BTAs

A molécula de triazol é composta por 3 atomos de nitrogénio e 2 atomos de
carbono, com isso 2 isdbmeros sao formados: um com o hidrogénio na posicédo 1-H e
outro presente na posicado 2-H, como podemos observar na figura 3 (CANTWELL,
SULLIVAN; BURGESS, 2015). Assim, para a formacao dos BTAs € necessaria a fusdo
de um anel de benzeno com a molécula de triazol (CANTWELL; SULLIVAN;
BURGESS, 2015).

Figura 3. Estrutura quimica do triazol. A) Configuracdo 1-H; B) Configuracdo 2-H
(Fonte: Adaptado de CANTWELL; SULLIVAN; BURGESS, 2015).
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Os UV-BTAs séo formados pela juncdo do anel de benzeno com a molécula de
triazol e um grupo fenol ligado a posi¢cao 2-H. Na figura 4 podemos observar alguns
exemplos de estruturas quimicas dos UV-BTAs (CANTWELL; SULLIVAN; BURGESS,
2015). Os UV-BTAs possuem a capacidade de absorver a luz UV-A e UV-B (280 a
400 nm), também possuem alto peso molecular, estruturas quimicas complexas e um

alto valor de K, que varia entre 6,58 a 8,28 (CANTWELL; SULLIVAN; BURGESS,
2015; NAKATA; MURATA; FILATREAU, 2009).



Figura 4. Estrutura quimica dos UV-BTAs. A) UV-320; B) UV-326; C) UV-327; D) UV-
328 (Fonte adaptado de NAKATA; MURATA; FILATREAU, 2009).

Ja os BTAs utilizados como agentes anticorrosivos possuem o hidrogénio na
posic¢ao 1-H, como é o caso do composto 1H-benzotriazol esquematizado na figura 5.

Eles séo caracterizados por possuirem estruturas quimicas mais simples com relacéo
ao UV-BTAs, com baixos valores de K., e de peso molecular (CANTWELL;
SULLIVAN; BURGESS, 2015). No caso do 1H-benzotriazol ele possui um valor de
Kow de 1,44 e peso molecular de 119,12 g/mol (FENT et al., 2014). Além disso, 0s
BTAs podem incluir um éster, um atomo de cloro e grupos funcionais como o metil,
como exemplo podemos citar o 5-Cloro benzotriazol (K, 1,47 e peso molecular de

153,57g/mol), na figura 5 estd esquematizada a sua estrutura molecular (CANTWELL,;
SULLIVAN; BURGESS, 2015; LEERDAM et al., 2009).

Figura 5. Estrutura molecular do A) 1H-benzotriazol e do B) 5-Cloro benzotriazol
(Fonte: AGAFONKINA et al., 2012).
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1.4.Benzotriazbis na Agua

O primeiro relato da presenga de BTA no ambiente foi em 1970, quando uma
fabrica de produtos quimicos em Cranston nos Estados Unidos descartou através de
aguas residuais industriais os UV-BTAs no rio Pawtuxet, com consequente transporte
para a Baia Narragansett. Os compostos foram detectados pela deposicao e acumulo
tanto nos sedimentos do rio Pawtuxet como da Baia de Narragansett (JUNGCLAUS;
LOPEZ-AVILA; HITES, 1978; LOPEZ-AVILA; HITES, 1980).

Atualmente, em diferentes estudos sao relatadas concentracdes de BTAs
encontradas em rios, lagos e agua para consumo (GINGER; SCHAFFNER; KOHLER,
2006; LEERDAM et al., 2009; LOOS et al., 2009). Isso ocorre pela remoc¢ao apenas
parcial desses compostos nas estacdes de tratamento de agua, pois os BTAs séo
compostos com alta solubilidade e resistentes a biodegradagédo, assim sendo sao
considerados persistentes no ambiente aquatico (HART et al., 2004; LIU et al., 2012).

Um estudo realizado em 2009, analisou amostras de agua de rios de 27 paises
europeus para deteccdo de poluentes organicos persistentes, os BTAs foram
identificados nas amostras com uma frequéncia de 94% (LOOS et al., 2009). Ja um
outro estudo, realizado em 2016 com amostras de um aquifero na Espanha, detectou
16 tipos de produtos de higiene pessoal e entre eles 0s que apresentaram maiores
concentragbes nas amostras analisadas foram os benzotriazéis (495-1500 ng/L)
(SERRA-ROIG et al., 2016).

No Brasil, um estudo conduzido em 2017 analisou amostras do sedimento da
bacia do Alto Iguacu, no qual foram encontradas concentracfes de 5,6 a 322,2 ng/g
(peso seco) de BTAs, sendo o 1H-benzotriazol um dos compostos encontrados nestes
sedimentos (MIZUKAWA et al., 2017).

Concentracdes de BTAs também ja foram detectadas em agua para consumo
de alguns paises, como observado em um estudo conduzido na Holanda em que foi
encontrado o 1H-benzotriazol e 5—cloro benzotriazol em contracdes que variaram
entre 10 e 200 ng/L (LEERDAM et al., 2009). J4 em outro estudo realizado em 2011,
foram coletadas amostras de agua potavel na Inglaterra e foi constatada a presenca
de 1 H-benzotriazol em concentracdes entre 0,6 e 79,4 ng/L (JANNA et al., 2011).
Além disso, em estudo conduzido por Kiss e Fries, nos rios Main, Hengstbach e
Hegbach localizados na Alemanha, foi encontrado concentracdes de 1H-benzotriazol
gue variaram entre 38 e 1.474 ng/L (KISS; FRIES, 2009).



Em um outro estudo, agora conduzido na China, foi observado que o tratamento
da agua por cloracdo também pode contribuir para o aparecimento de compostos
clorados na agua para consumo, como € o caso do 5-Cloro benzotriazol (WANG et
al., 2016). Também foi observado neste estudo que a fervura da agua potéavel por
periodos que variaram entre 1 a 10 minutos foi ineficaz para a eliminacdo dos
compostos (WANG et al., 2016).

1.5.Presenca de BTAs em organismos Vivos

Os BTAs sao largamente produzidos e utilizados no mundo, e suas propriedades
fisico-quimicas dificultam a degradacédo de sua estrutura nas estacfes de tratamento
de agua, o que possibilita que eles entram em contato com animais aquaticos e a
populacdo humana (CANTWELL; SULLIVAN; BURGESS, 2015; SHI et al., 2019).

Um estudo conduzido no Canada, avaliou o plasma de animais aquéticos do rio
Ontério e constataram a presenca do benzotriazol UV-328 em 50 % das trutas
(Salvelinus Namaycush) avaliadas, com uma média de concentracdo de 465 pg/g,
além disso também foi detectada a presenca do benzotriazol UV-329 no plasma de 4
dos 18 golfinhos analisados no estudo, com uma taxa entre 640 a 860 pg/g. (LU et
al., 2019).

Ja na Alemanha em 2016, foram analisados figados dos peixes brema (Abramis
brama) que habitavam 5 rios aleméaes, e detectada a presenca dos benzotriazéis UV
-327 e UV-328 com as maiores concentracdes de 65 ng/g peso seco e 40 ng/g peso
seco, respectivamente (KUNKEL et al., 2016).

Além dos estudos mostrando a presenca de BTAs em organismos vivos em seu
habitat natural, também ha estudos que observaram os efeitos téxicos que esses
compostos potencialmente possuem sobre organismos aquaticos, como o estudo feito
por Damalas e seus colaboradores, que avaliaram a exposi¢cédo do 1H-benzotriazol em
até 96 horas em larvas de zebrafish (Danio rerio), e observaram que em
concentracbes de até 50 mg/L o 1H-BTA ndo apresentou capacidade de induzir
alteracdes morfologicas aos embrides, porém em concentracdes iguais e superiores
a 100 mg/L foi observada a presenca de edemas de pericardio, com uma LCsp para
1H-benzotriazol de 170 mg/L nestas condicbes (DAMALAS et al., 2018).

J4 em um estudo realizado em 2014, em que se avaliou a toxicidade do 1H-

benzotriazol no estagio embrio-larval de zebrafish por até 144 horas nas
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concentracbes de 7,9; 97,3 e 1197,3 ug/L , ndo foi possivel observar alteracbes
morfologicas brutas (como mortalidade e alteracdo do tempo de eclosédo), porém foi
visto um potencial efeito de desregulacdo enddcrina do composto, pela constatacédo
de atividade anti-androgénica nos embrides (FENT et al., 2014).

Além de ensaios de toxicidade dos BTAs em zebrafish, na literatura encontramos
também avaliacdes de toxicidade empregando Daphnia magna, um microcrustaceo
de 4gua doce muito utilizado em ensaios de ecotoxicidade. Giraudo e colaboradores
(2017) observaram que a exposi¢ao dos daphinideos ao 1 H-benzotriazol por até 48
hrs induziu a uma LCso de 93,3 mg/L, enquanto DURJAVA e colaboradores (2013)
obtiveram uma ECso de 155,40 mg/L para o parametro de imobilidade dos organismos
(DURJAVA et al., 2013; GIRAUDO et al., 2017) . Além disso, hd dados com relagéo
ao 5-Cloro benzotriazol que mostrou uma maior toxicidade em relagdo ao 1H-
benzotriazol, pois sua LCso para Daphnia magna foi de 28,73 mg/L (GIRAUDO et al.,
2017).

Com relagéo aos seres humanos, como os BTAs ja foram encontrados em agua
potavel, uma das maneiras com que a populacdo pode entrar em contato com esses
compostos seria pela sua ingestdo (WANG et al.,, 2016). Como os benzotriazéis
possuem carater polar, em humanos esses compostos sédo excretados principalmente
pela via urinaria, com isso para a avaliacdo da exposicdo humana é frequentemente
analisada amostras de urina (SHI et al., 2019).

Assim em estudo realizado em 2013, foram analisadas amostras de urina de
pessoas dos seguintes paises: Estados Unidos, Grécia, Vietna, Coreia do Sul, Japéo,
China e india; e a concentracdo mais alta de todos os compostos de BTAs foram
encontrados na india (2,8 ng/mL) e China (2,3 ng/mL), seguida por Vietna (1,4 ng/mL),
Japéo (1,0 ng/mL), Grécia (0,9 ng/mL), EUA (0,7 ng/mL) e Coreia do Sul (0,2 ng/mL)
(ASIMAKOPOULOS et al., 2013).

Ha estudos também mensurando concentragfes de BTAs em urina de mulheres
gravidas ( concentracdo média de 0,88ng/mL) e no liquido amniotico ( concentracao
meédia de 0,026 ng/mL), pois € um importante dado para a avaliacao fetal (LI et al.,
2018). Nesse aspecto, um estudo conduzido na China avaliou amostras de urina de
mulheres gravidas e detectaram presenca de diversos BTAs, e entre eles, a presenca
tanto do 5-Cloro benzotriazol quanto do 1 H-benzotriazol (LI et al., 2018).

Uma outra rota de exposi¢édo aos BTAs pelos humanos seria pelas roupas, pois

durante a fabricagéo de tecidos muitos compostos quimicos séo utilizados e entre eles
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0s BTAs (LIU; XUE; KANNAN, 2017). Com isso, um estudo avaliou amostras de 79
tecidos na cidade de Albany (Estados Unidos) e a concentracdo mais alta encontrada
foi a de 14.000 ng/g de 1H-benzotriazol em um macacéo infantil com impresséo gréafica
(LIU; XUE; KANNAN, 2017). Porém nas amostras de tecidos foram encontradas
diversos outros BTAs como o 5-Cloro benzotriazol, em concentracdes de até 113 ng/g
(LIU; XUE; KANNAN, 2017).

1.6.Zebrafish (Danio rerio)

Desde o0 estabelecimento do principio dos 3 Rs, publicados em 1959 por William
Russel e Rex Burch, e definidos como reducéo, refinamento e substituicdo (reduction,
refinement e replacement) de animais em experimentacdo, vem se ganhando
importancia o maior respeito ao bem-estar animal e sendo estabelecidas politicas de
reducdo do uso de animais para pesquisa (RUSSEL; BURCH,1959) (LAMMER et al.,
2009).

Nesse sentido, estudos conduzidos por um grupo referéncia de testes
alternativos ao uso de animais, 0 ECVAM (Centro Europeu para Validacédo de Métodos
Alternativos — European Centre fot the Validation of Alternative Methods) em conjunto
com a OECD (Organizagédo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico —
Organization for Economic Co-operation and Development), em 2009, validaram o
teste de toxicidade aguda com embrides de zebrafish, para que houvesse uma
reducdo na quantidade de peixes adultos utilizados nos ensaios (EUROPEAN
COMMISSION, 2014). E importante salientar que na Unido Europeia é definido que
0s ensaios com embrides ndo sao testes considerados in vivo, pois segundo a Diretriz
2010/63/EU, sao considerados ensaios in vitro aqueles que utilizam animais
vertebrados vivos (ndo humanos), no qual as larvas ndo se alimentem de forma
independente (UNIAO EUROPEIA, 2010).

O peixe-zebra (zebrafish ou paulistinha) pertence a Familia Cyprinidae e tem
origem na India e Paquistdo, porém atualmente esta presente em diversos paises
(ABNT,2016). Ele é considerado um peixe de pequeno porte, medindo
aproximadamente de 3 a 4 cm de comprimento com corpo longilineo fusiforme e
achatado nas laterais, também possui de 5 a 7 linhas longitudinais com tons azulados,
gue o deixou conhecido como zebrafish (Figura 6) (SPENCE et al., 2008)
(ABNT,2016).
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Figura 6. Imagem do peixe zebrafish adulto (Fonte: Autor).

O Danio rerio é um modelo animal importante, pois possui grande sensibilidade
quando exposto a compostos quimicos, uma vez que ele absorve rapidamente as
substancias que séo adicionadas na 4gua e acumula em varios tecidos, além disso
possui a vantagem de poder utilizar os embrifes que sdo ainda mais sensiveis quando
comparados aos adultos, assim sendo uma importante qualidade para ensaios de
toxicidade (NAGEL, 2002; ZHANG; WILLETT; FREMGEN, 2003). Além disso, o Danio
rerio apresenta 70 % de similaridade genémica com os humanos, incluindo também
semelhancas fisioldgicas e anatémicas (HILL et al., 2005; HOWE et al., 2013; ZHANG,;
WILLETT; FREMGEN, 2003). Na figura 7, podemos observar o embrido com 48 hpf

antes da eclosao e outro embrido com 96 hpf apés o rompimento do cérion.

Figura 7. Desenvolvimento do Danio rerio. A) embrido controle com 48 hpf
(Aumento 2,0X). B) embrido controle com 96 hpf (Aumento 1,25X). (Fonte: autor).
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Outros beneficios que podemos destacar com relacédo ao uso do Danio rerio é a
necessidade do pouco espaco para manejo, pois eles sdo relativamente pequenos e
podem ser criados em um grande numero em um mesmo aquario (HILL et al., 2005).
Além disso, a reproducdo é elevada e possui rapido desenvolvimento embrionario,
suas larvas possuem apenas de 1 a 4 mm de comprimento, e podem viver até sete
dias em um Unico poco de placa de 6 poc¢os sobrevivendo apenas com nutrientes
armazenados no saco vitelinico (HILL et al., 2005; MCGRATH; LI, 2008; SIPES,;
PADILLA; KNUDSEN, 2011).

O peixe alcanca a maturidade sexual em 3 meses de vida e podem produzir até
100 ovos por desova, como a fertilizac&o € externa e 0s ovos transparentes e grandes
(0,5 a 0,7 mm), é possivel o acompanhamento do desenvolvimento do embrido
utilizando um estereomicroscépio simples, com isso séo realizadas analises dos
estagios embrionarios e larvais do zebrafish podendo ser observado os efeitos de
teratogenicidade, assim identificando malformacdes durante essa fase de
desenvolvimento sem a necessidade da eutanasia do organismo (HILL et al., 2005;
NAGEL, 2002). Na figura 8 esta esquematizado o ciclo de vida do zebrafish.

Dessa forma, propomos no presente trabalho avaliar a toxicidade dos BTAs (1H-
benzotriazol e 5-Cloro benzotriazol) em modelo de zebrafish, utilizando alguns
parametros como o Fish Embryo Acute Toxicity (FET) que € capaz de detectar uma
ampla gama de efeitos toxicos, desde letais até subletais. E também o uso de ensaio
para a avaliagdo da atividade de movimentagdo dos embrides com o auxilio do

software DanioScope®.
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Figura 8. Ciclo de vida do zebrafish (Fonte: Adaptado do COSTA;
SHEPHERD, 2014).

30 minutos apos a
fertilizagao
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2. CONCLUSAO
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A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, € possivel concluir que nas
condi¢cbes dos tratamentos:

¢O 1H-benzotriazol e 5-Cloro benzotriazol induziram um aumento na
movimentacdo dos embrides de zebrafish em estagios inicias do desenvolvimento,
apresentando um potencial efeito neurotoxico;

e O 5-Cloro benzotriazol induziu diminuicdo na eclosdo dos ovos a partir da
concentracdo de 5 mg/L e alterou parametros morfométricos, tais como reducéo do
crescimento dos embriGes, aumento da area do saco vitelino e diminui¢cao da area dos
olhos;

¢ O 1H-benzotriazol ndo induziu alteracdes morfolégicas que prejudicassem o
desenvolvimento dos embrides.

Nosso trabalho demonstra assim que o 5-cloro benzotriazol apresenta uma
maior toxicidade que o 1H-benzotriazol aos estagios iniciais de desenvolvimento do

zebrafish em estagio embrio-larvais.

3.1.Consideracgdes finais

As concentracfes utilizadas dos compostos estudados no atual trabalho séo
maiores do que aquelas encontradas no ambiente, entretanto a investigacao dos
efeitos desses compostos sobre o zebrafish é relevante para o entendimento do
mecanismo de acédo toxica dessa classe de compostos para o qual ndo se tem uma
grande quantidade de trabalhos publicados na literatura. Além disso, é importante
considerar a possibilidade de exposicdo crbnica a esses compostos tanto pelos
animais aquaticos quanto pela populagdo humana, uma vez que os benzotriazdis sao
estaveis no ambiente e ndo sdo degradados totalmente nas estacdes de tratamento
de agua, atingindo a 4gua para consumo humano.

Os resultados obtidos nesse trabalho agregados aos ja existentes na literatura
cientifica auxiliara na compreensdo de mecanismos que possam gerar um efeito
neurotéxico e a falha na eclosdo dos ovos de zebrafish, dando subsidios para a

avaliacao de risco dessa classe de compostos amplamente utilizados no mundo.
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