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1. Resumo
A carbamazepina (CBZ) é um fármaco anticonvulsivante frequentemente

detectado como contaminante em águas superficiais, estações de tratamento de

esgoto e água potável, gerando preocupação sobre os seus efeitos a longo prazo

em espécies de peixes. Diante da falta de informações sobre os possíveis impactos

da CBZ na morfofisiologia e comportamento de peixes, este estudo expôs

exemplares de Astyanax lacustris, lambari, a duas concentrações de carbamazepina

(500 ng/L e 1250 ng/L) por períodos de 7 e 15 dias. A taxa de ingestão diária de

ração foi comparada entre os grupos tratados e um grupo controle. Ademais,

avaliou-se também se a carbamazepina alteraria outras respostas fisiológicas do

animal como o seu mecanismo anti-predatório, para isso analisamos se houve uma

resposta à substância de alarme dos indivíduos tratados. Os resultados indicaram

uma alteração significativa na taxa de ingestão de alimentos nos animais expostos à

concentração mais elevada de CBZ (1250 ng/L). Portanto, esse estudo indica que a

CBZ pode influenciar o comportamento alimentar do lambari.

Palavras-chave: Carbamazepina, contaminante, lambari, comportamento alimentar,
substância de alarme.

2. Abstract



Carbamazepine (CBZ) is an anticonvulsant drug frequently detected as a

contaminant in surface waters, wastewater treatment plants, and drinking water,

raising concerns about its long-term effects on fish species. Given the lack of

information on the potential impacts of CBZ on the morphophysiology and behavior

of fish, this study exposed specimens of Astyanax lacustris (lambari) to two

concentrations of carbamazepine (500 ng/L and 1250 ng/L) for periods of 7 and 15

days. The daily feed intake rate was compared between treated groups and a control

group. Furthermore, the study assessed whether carbamazepine would alter other

physiological responses of the fish, such as its anti-predator mechanism, by

analyzing the response to alarm substance of the treated individuals. The results

indicated a significant alteration in the daily feed intake rate of animals exposed to

the higher concentration of CBZ (1250 ng/L). Therefore, this study suggests that

CBZ can influence the feeding behavior of lambari.

Keywords: Carbamazepine, contaminant, lambari, feeding behavior, alarm

substantce

3. Introdução

Nos últimos anos os produtos de cuidados pessoais e farmacêuticos se

tornaram alvo de diversas pesquisas por serem contaminantes emergentes,

ameaçando a saúde humana e também o ecossistema aquático [1]. Esses produtos

podem ser diversos, desde medicamentos humanos e veterinários incluindo

antibióticos, beta reguladores, reguladores lipídicos, meios de contraste de raio-x,

anticonvulsivantes, dentre outros [2]. Os efeitos desses contaminantes em peixes

podem ser diversas alterações de diferentes níveis biológicos, como modificações

em tecidos,disfunções fisiológicas e mudanças comportamentais, o que prejudica o

crescimento, reprodução e muitas vezes a sobrevida desses animais [3].

Alguns desses fármacos exigem um consumo diário no tratamento do

indivíduo, como é o caso da carbamazepina (CBZ), um medicamento antiepilético

[4], cujo resíduo é frequentemente encontrado em estações de tratamentos de

esgoto (ETE) e seus efluentes e também na superfície de corpos d’água. Essa

substância possui uma baixa degradação nos processos convencionais de

tratamento de esgoto [5], e seu uso global estimado chega a 1014 toneladas por

ano [6]. A carbamazepina foi detectada em concentrações variando entre 230 a



1090 ng/L em rios na China [7] e também em água potável em outros países,

registrando concentrações de até 258 ng/L na Alemanha [6], ela é constantemente

detectada juntamente com outros fármacos e substâncias como fluoxetina,

clonazepam, ibuprofeno e cafeína [5]. Em um estudo realizado no Brasil, a CBZ foi o

segundo fármaco mais registrado em coletas na Estação de Tratamento de Água

(ETA) de Jaboticabal- SP [5].

Nosso país está localizado dentro da região neotropical e nela está registrada

a maior diversidade de peixes de água doce do mundo, que tem como principais

ordens os Characiformes e Siluriformes. Dentro da ordem dos Characiformes a

família com maior representatividade é a Characidae com mais de 1192 espécies,

que são em sua maioria peixes de médio e pequeno porte [8]. Os gêneros Astyanax

, Moenkhausia e Hemigrammus representam 35% das espécies de Characidae, e

são compostos por 160 espécies descritas [9], essa família possui uma distribuição

ampla por todo continente americano.

O Astyanax lacustris, popularmente conhecido como lambari, é uma espécie

pequena, onívora e oportunista, extremamente aceita dentro da aquicultura, usada

para alimentação humana e na pesca, como isca viva [8]. Ela pode viver em

ambientes com baixa qualidade de água e alta densidade populacional, e por isso

vem sendo utilizada em estudos como bioindicador [3] e aplicados à aquicultura.

Dentro da piscicultura a alimentação é um importante parâmetro para análise

comportamental das espécies aquáticas, o comportamento dos peixes durante sua

alimentação é o melhor indicador para monitorar sua saúde, visto que se um

indivíduo está sendo manuseado de forma adequada sua tendência é se alimentar

de maneira imediata ao oferecimento do alimento, comendo ativamente até alcançar

a saciedade [10]. Além da alimentação, o comportamento anti-predatório foi descrito

como um importante parâmetro para a avaliação de saúde e bem-estar nos

teleósteos.

A comunicação nos sistemas aquáticos está diretamente relacionada com o

ambiente no qual estão inseridos, a água, e por isso essas espécies possuem

diferentes estímulos sensoriais externos que são reconhecidos por seus órgãos dos

sentidos, eles podem ser estímulos visuais, elétricos ou químicos [11]. Os sinais

químicos são uma importante fonte de informações para os peixes, uma vez que a

água dispersa rapidamente pistas ali presentes [12] e por isso a substância de

alarme é o principal meio para análise do comportamento anti-predatório em



teleósteos. A substância de alarme (SA) fica localizada na epiderme dentro de

células especializadas chamadas células club, e só é liberada quando ocorrem

danos mecânicos na pele, que ocorreriam num evento de predação ao animal [13].

Diante deste contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar os

efeitos da carbamazepina em organismos aquáticos, utilizando diferentes

concentrações do fármaco em condições controladas de laboratório, concentrações

estas similares encontradas no ambiente. A relevância deste estudo está na

crescente presença de fármacos contaminantes no meio aquático e na necessidade

de entender seus impactos morfológicos, comportamentais e fisiológicos, a longo

prazo nos organismos aquáticos, especificamente em peixes. Espera-se que os

resultados deste projeto contribuam para o desenvolvimento de estratégias eficazes

de gestão ambiental, tratamento de efluentes e conservação de espécies.

4. Materiais e Métodos

4.1. Animais e Aclimatação
Os animais utilizados foram machos adultos de lambari, Astyanax lacustris,

adquiridos a partir da piscicultura comercial, sendo o N=60. Os peixes foram

mantidos em biotério para aclimatação, para tanto foi utilizado um tanque coletivo

com densidade aproximada de 3 animais por litro, com temperatura média de 27ºC,

ciclo dia e noite de 12 horas cada, com os parâmetros de pH, amônia e nitrito ideais

para a espécie, durante um período de 7 dias. Em seguida foram isolados em

aquários de 20L, por 7 dias, até o início da administração do fármaco na água dos

aquários individuais. Os procedimentos do presente estudo tiveram aprovação do

Comitê de Ética do IBB.

4.2. Alimentação
Durante o experimento os animais foram alimentados com ração comercial (35% de

proteína), com pellets de 0,8mm, a quantidade de ração oferecida era de 3%

(0,066g) da média do peso corporal inicial dos animais (2,62g). Após

individualizados, cada animal recebia 54 pellets de ração diariamente, dividido em

três refeições (18 pellets por refeição), e, depois de oferecida a ração, eram

contabilizados a latência alimentar e a quantidade de pellets ingerida para analisar o



comportamento alimentar dos peixes submetidos a diferentes concentrações de

CBZ. .

4.3. Delineamento Experimental
O delineamento experimental se deu a partir da administração da CBZ na água e

os animais foram divididos em três grupos, com n=20 por grupo, um controle (T0) e

dois tratamentos (T1 e T2). Metade dos animais foram expostos durante o período

inicial de 7 dias e o restante por 15 dias. Os parâmetros do comportamento

alimentar foram analisados diariamente, e a resposta à substância de alarme

(descrição a seguir) foi analisada por meio de filmagens no 8º e 16º de exposição de

cada grupo. Após a exposição dos animais à substância de alarme , metade dos

animais foram eutanasiados por imersão em óleo de cravo 0,04% [14].

Figura 1. Esquematização do delineamento experimental. Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 2 e 3. Imagem da disposição da sala de experimentos e aquários que continham um
sistema de aeração via pedra porosa e barreiras físicas de isopor para impedir a
visualização de coespecíficos. Fonte: Elaborado pela autora.



4.4. Soluções e Concentrações da Carbamazepina
A carbamazepina foi diluída em Dimetilsulfóxido (DMSO), utilizado como substância

veículo, na concentração de 25 mg/L. A substância foi mantida em local refrigerado,

com temperatura média aproximada de 2,5ºC, em vidro âmbar fechado para evitar

degradação por exposição à luz. As concentrações utilizadas em cada grupo

experimental foram 500 ng/L (0,4 mL de CBZ a 25 mg/L) como tratamento 1 e 1250

ng/L (1 mL de CBZ a 25 mg/L) como tratamento 2, e tendo o controle recebido

apenas doses de DMSO nas mesmas concentrações do tratamento 2. Para manter

as concentrações e evitar uma possível degradação do fármaco, foram realizadas

trocas de água e reposição do fármaco a cada dois dias. Durante as reposições,

70% da água (14 L) era removida e 30% (6 L) era mantida.

As dosagens de CBZ eram ajustadas com base na quantidade de água adicionada

ao aquário. Portanto, a cada troca, eram adicionados 0,28 mL (para a concentração

de 500 ng/L) e 0,7 mL (para a concentração de 1250 ng/L) de CBZ a 25 mg/L. As

concentrações foram escolhidas baseadas no intervalo de concentrações registrado

em outros estudos, 230 a 1090 ng/L [7].

4.5. Substância de Alarme
O extrato da substância de alarme (SA) foi coletado através de adaptações do

método de filetagem [15] no qual três indivíduos doadores foram eutanasiados por

ruptura na medula espinhal, sem a utilização de anestésicos para evitar interferência

química [11]. Na sequência foram realizados cortes transversais com um bisturi, em

ambos os lados do tronco do animal e os cortes foram lavados em 50mL de água

destilada [15], para cada indivíduo doador, e diluído em mais 50 mL totalizando 300

ml, e por fim filtrado, para serem removidos resquícios de tecidos. Cada animal

experimental foi exposto a 10ml de extrato de SA, com o auxílio de seringas e

mangueiras, que possibilitaram uma aplicação na distância de 1m dos animais para

que não houvesse interferências no seu comportamento. As gravações foram

realizadas 5 minutos antes da aplicação, para a determinação do padrão inicial e 10

minutos após a aplicação como teste. As análises foram feitas através do software

de rastreamento de animais Zebtrack, desenvolvido no Matlab.

5. Análise Estatística



Os dados foram analisados quanto à normalidade usando histogramas e o

teste Shapiro-Wilk. A porcentagem de pellets ingeridos e as respostas do teste à

substância de alarme (velocidade média, velocidade máxima, distância total e

freezing) foram todas consideradas não-paramétricas. Sendo assim, os dados foram

analisados seguindo uma Análise de Variância (ANOVA) com transformação de

ranques alinhados (Aligned Rank Transformation), uma alternativa não-paramétrica

da ANOVA tradicional. Para a avaliação de ingestão alimentar, o tratamento

(Controle, CBZ 500ng/L e CBZ 1250ng/L) foi considerado um fator fixo e o tempo

(dias de exposição) foi usado como medida repetida. Para o teste de substância de

alarme, foram considerados fatores fixos o tratamento (Controle, CBZ 500ng/L e

CBZ 1250ng/L), a exposição à substância de alarme (antes ou depois) e o tempo de

exposição ao tratamento (8 dias ou 16 dias). Em ambos os casos, o pós-teste de

comparações múltiplas usando o ajuste de Bonferroni foi utilizado. Todos os testes

foram realizados com nível de significância de 5%.

6. Resultados
6.1. Ingestão Alimentar
Houve uma interação entre o tratamento e o tempo de exposição (F(28, 582) = 1,71,

p = 0,01; Figura 1). O grupo CBZ 1250ng/L teve menor ingestão alimentar em

relação ao grupo Controle nos dias 1 a 4 e 6, e maior ingestão alimentar no dia 5.

Nos demais dias não houveram diferenças significativas entre os grupos. O grupo

CBZ 500ng/L não apresentou diferenças em relação ao grupo Controle ou ao grupo

CBZ 1250ng/L.



Figura 4. Ingestão alimentar média ao longo dos dias de exposição ao tratamento. *p <
0,05. Fonte: Elaborado pela autora.

6.2. Resposta a Substância de alarme
Não houveram diferenças significativas em relação à velocidade média percorrida

pelo animal. Na velocidade máxima, houve um efeito significativo de exposição à

substância de alarme (F(1, 153) = 6,37, p = 0,01) e de tempo de exposição ao

tratamento (F(1, 153) = 9,72, p = 0,002; Figura 1A), no qual foi observado maior

velocidade máxima após exposição à substância de alarme e em animais que foram

tratados por 16 dias. Na distância total percorrida, houve um efeito significativo de

exposição à substância de alarme (F(1, 153) = 28,65, p = 3,11 x 10-7; Figura 1B), no

qual foi observado maior distância percorrida pelos animais após exposição à

substância de alarme. No tempo de freezing, houve um efeito significativo de

exposição à substância de alarme (F(1, 153) = 19,75, p = 1,69 x 10-5; Figura 1C), no

qual foi observado que os animais passaram mais tempo no comportamento de

freezing após a exposição à substância de alarme.



Figura 5. Efeito do tempo de tratamento e da exposição à substância de alarme sobre (A)
Velocidade máxima (cm/s), (B) Distância total (cm) e (C) Freezing (s). O losango laranja
representa a média. *p < 0,05. Fonte: Elaborado pela autora.





Figura 6 a 8. Gráficos 3D Plot dos grupos Controle, CBZ 500ng/L e CBZ 1250ng/L antes e
depois da administração da substância de alarme. Fonte: Gerado pelo Zebtrack.

7. Discussão

7.1. Ingestão Alimentar
No presente estudo foi demonstrado que a administração de carbamazepina

interferiu na ingestão alimentar no grupo tratado (CBZ 1250ng/L). No decorrer do

tempo de experimento pode-se notar pelo gráfico de ingestão diária, uma diminuição

geral de ingestão dos grupos tratados, se comparado com os dias iniciais de

exposição, porém não houve uma diferença significativa e seriam necessários mais

dias de exposição a CBZ, para registro de outras alterações no comportamento

alimentar cronicamente.

Em outros estudos, foi registrado que a carbamazepina apresenta uma toxicidade

crônica para algumas espécies aquáticas de rotíferos e braquiópodes e zebrafish

em estado larval, em concentrações respectivamente de 25 g/L, 377 g/L e 25 mg/L

[17], entretanto essas dosagens são muito maiores do que as encontradas no

ambiente que variam de 200 ng/L a 1000 ng/L [7]. Apesar das dosagens maiores,

nesse mesmo estudo o tempo de exposição era menor, variando entre 2 a 10 dias

[18], o que corrobora para a hipótese de que a exposição crônica a CBZ poderia



afetar ainda mais os peixes e talvez potencializar a sua morte por subnutrição ou

doenças.

Em ratos, a CBZ é considerada carcinogênica [19] e sua dose letal para roedores é

de 670 mg/kg [20], mas não foram registrados efeitos adversos envolvendo a

alimentação. Em humanos a carbamazepina possui um tempo de meia vida que

varia, dependendo da dose e frequência utilizada, decrescendo a absorção de 50

horas/200mg para 28 horas se utilizada em uma terapia de 900mg [21]. Seus efeitos

colaterais podem ser diversos como a visão turva, sonolência, tontura, náuseas,

vômitos, e efeitos mais graves como morte por anemia aplástica, problemas

cardiovasculares, dentre outros [17]. Não haviam sido registrados ainda em outras

espécies, e também em peixes, uma interferência na alimentação por consequência

de exposição à carbamazepina.

As grandes variações de ingestão registradas no grupo controle podem estar

relacionadas com as trocas intensas de água para a reaplicação da substância

veículo, uma vez que a recomendação diária de troca parcial de água é de 30%

[22], e durante o estudo as trocas eram de 70%, sendo considerada uma troca

brusca, que pode acarretar no desenvolvimento de doenças nos animais por ser um

agente estressor [23, 24]. Essa variação também é perceptível nos resultados, dada

a mudança de ingestão em um dia, com ou sem a reposição de água. Alguns dos

fatores que podem influenciar na alteração do comportamento alimentar de peixes

são temperatura, tamanho dos animais e a qualidade da água (poluentes e

quantidade de oxigênio dissolvido) [25]. Portanto, é necessário reavaliar o manejo

de troca e reposição do fármaco, uma vez a CBZ é comumente encontrada em

estações de tratamentos de esgoto (ETE) e seus efluentes, e em águas superficiais

de corpos d’água [5, 6], sua degradação não ocorre tão rapidamente em ambientes

controlados, como foi assumido durante o delineamento experimental. Portanto, não

seria necessária a troca parcial de água e reposição da carbamazepina a cada dois

dias como foi realizado no estudo.

Além disso, para futuras aplicações e novos estudos é importante destacar o

potencial adaptativo das espécies do gênero Astyanax a locais expostos à poluição

antropogênica, uma vez que esses animais possuem uma alta tolerância à

degradação ambiental [26], e portanto se expostos a CBZ por um período maior que

o do presente projeto, os animais poderiam se adaptar diminuindo os efeitos

observados nos resultados.



Portanto, os dados coletados corroboram para a hipótese de que a carbamazepina

tem influência sobre a ingestão alimentar do animal, reduzindo-a, porém são

necessários estudos mais aprofundados com maior duração e diferentes

concentrações para avaliar a toxicidade crônica da CBZ e sua influência em outros

parâmetros comportamentais que podem comprometer a vida do peixe.

7.2. Resposta a Substância de Alarme
Os resultados do teste de resposta a substância de alarme demonstraram que a

mesma foi extraída de maneira correta e teve os efeitos descritos esperados nos

peixes, que são a natação rápida e desordenada, diminuição da atividade de

natação ou freezing, e fuga rápida do local no qual a substância foi detectada [27].

Uma vez que houveram diferenças significativas nos parâmetros analisados pelo

programa Zebtrack (Velocidade Máxima, Distância Total Percorrida e Freezing) em

todos os grupos, antes e depois da exposição SA.

Foi observada também uma diferença significativa na velocidade máxima entre o

grupo exposto a 8 e 16 dias, sendo que os de 16 dias tiveram uma velocidade

máxima maior do que os de 8 dias de exposição. Isso pode levar a interpretação de

que o tempo do experimento teve um efeito maior do que a exposição a

carbamazepina, já que não houveram diferenças entre os grupos, controle e

tratamentos.

Portanto, analisando os resultados, descarta-se a hipótese de que a carbamazepina

tem influência no mecanismo anti-predatório do lambari, mas podemos inferir que o

método de preparo do extrato [15], é compatível com a espécie e ela pode ser

utilizada como modelo para essa resposta. O lambari não havia sido descrito na

literatura como espécie responsiva à substância de alarme, então o presente

estudo foi crucial para essa descoberta.

8. Conclusão
A espécie alvo do estudo, Astyanax lacustris, é altamente adaptável e sua

taxa de sobrevivência é alta em águas de baixa qualidade [26], neste sentido,

podemos considerar que, com a exposição prolongada, a espécie poderia se

adaptar às condições do experimento. O manejo se demonstrou como um agente

de grande influência no comportamento dos animais, independente do grupo, já que



nos últimos dias de experimento os peixes aparentavam estar estressados e, de

acordo com as análises, mais reativos à substância de alarme.

As concentrações de carbamazepina utilizadas foram baseadas nas encontradas no

ambiente [7], e em sua maioria os contaminantes emergentes são identificados em

pequenas dimensões de concentrações como mg/L, µg/L e ng/L [28, 29]. Devemos

considerar também que esses fármacos não são encontrados de maneira isolada

em condições reais, e que podem acontecer interações entre uma substância e

outra [30], potencializando os efeitos tóxicos nos peixes. Em humanos, por exemplo,

quando a CBZse combina com outros fármacos pode causar efeitos colaterais [31] .

Portanto, a carbamazepina administrada de maneira isolada não se demonstrou um

agente ativo para alterar significativamente o mecanismo anti-predatório dos

animais, demonstrado através da resposta à substância de alarme, mas alterou

significativamente o comportamento alimentar da espécie. São necessários estudos

mais aprofundados com a interação de outros fármacos e contaminantes

emergentes na água, além de um manejo diferente dos peixes, considerando

também realizar uma análise de água para verificar se há ou não a degradação da

carbamazepina. Também, variar as concentrações e o tempo de exposição no

delineamento experimental.
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