RESSALVA

Atendendo solicitagdo do(a)
autor(a), o texto completo desta
tese sera disponibilizado
somente a partir de 25/11/2027.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

italo Bertoni Lopes de Andrade

Multiplos parametros de toxicidade dos
contaminantes ambientais
decametilciclopentasiloxano e triclopir em zebrafish
(Danio rerio)

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Cémpus de
Botucatu, para obtencdo do titulo de
Doutor em Patologia.

Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Lilian Cristina Pereira

Botucatu
2025



italo Bertoni Lopes de Andrade

Multiplos parametros de toxicidade dos
contaminantes ambientais
decametilciclopentasiloxano e triclopir em zebrafish
(Danio rerio)

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, como requisito para obtencéo do
titulo de doutor em Patologia.

Orientadora; Profa. Dra. Lilian Cristina Pereira

Botucatu
2025



Andrade, italo Bertoni Lopes de

Multiplos parametros de toxicidade dos contaminantes ambientais
decametilciclopentasiloxano e triclopir em zebrafish (Danio rerio) /
italo Bertoni Lopes de Andrade. -- Botucatu, 2025

77 p.

An553m

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Faculdade de Medicina, Botucatu
Orientadora: Lilian Cristina Pereira

1. Toxicologia. 2. Avaliagdo do Risco. 3. Méodos Alternativos. 4.
Zebrafish. 5. Contaminantes de Preocupacdo Emergente. |. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catal ograficas da Unesp. Dados fornecidos pelo autor(a).



Titulo da dissertacdo: Multiplos pardmetros de toxicidade dos contaminantes ambientais
decametilciclopentasiloxano e triclopir em zebrafish (Danio rerio)

Impacto cientifico: O presente estudo apresenta um impacto cientifico substancial ao
aprofundar o entendimento da toxicologia ambiental no contexto dos contaminantes de
preocupacdo emergente (CPEs), como o triclopir e o decametilciclopentasiloxano (D5). Ao
avaliar seus efeitos toxicos em zebrafish, uma espécie-modelo amplamente utilizada em
ecotoxicologia, o estudo preenche lacunas de conhecimento ainda significativas, especialmente
diante da escassez de dados para organismos aquaticos. Os resultados gerados contribuem
diretamente para o Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 6 da ONU, ao promover
evidéncias que auxiliam na melhoria da qualidade da agua e na gestdo sustentavel dos recursos
hidricos, além de apoiar o ODS 14, voltado a conservacdo da vida marinha. Adicionalmente,
ao evidenciar possiveis riscos ecoldgicos associados a esses compostos, o estudo se alinha ao
conceito de Saude Unica (One Health), ao demonstrar como a degradacio da satde dos

ecossistemas aquaticos pode repercutir na saide humana e animal.

Impacto social: O impacto social deste estudo é expressivo, pois aborda diretamente temas
centrais para a seguranca ambiental e a salde publica em escala global. Ao elucidar os efeitos
toxicos do triclopir e do D5, o estudo contribui para a protecdo dos ecossistemas aquaticos,
essenciais para o fornecimento de agua potavel, a seguranca alimentar e a manutencdo da
biodiversidade. A geracdo de evidéncias cientificas robustas sobre esses contaminantes
emergentes também fortalece a capacidade de gestores e autoridades regulatérias de adotar

praticas mais seguras e sustentaveis.

Impacto econdmico: A identificacdo dos riscos associados ao triclopir e ao D5 pode
impulsionar transformacg6es importantes nos setores produtivos que utilizam esses compostos,
estimulando a inovagdo e o desenvolvimento de alternativas mais seguras e sustentaveis.
Embora eventuais reformulagdes impliquem custos iniciais, tais investimentos tendem a gerar
economia substancial a longo prazo ao prevenir danos ambientais, minimizar gastos com
processos judiciais e evitar despesas elevadas com a descontaminagdo de solos e corpos
hidricos. Alem disso, os resultados deste estudo podem fomentar o investimento em tecnologias

de monitoramento ambiental, processos de remediagdo e métodos analiticos avancados, abrindo



espaco para novos mercados, fortalecendo cadeias produtivas verdes e ampliando
oportunidades de emprego no setor ambiental.
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RESUMO
O herbicida triclopir e o organosiloxano decametilciclopentasiloxano (D5) figuram entre 0s
contaminantes de preocupacdo emergente (CPESs) devido a sua ampla deteccdo em matrizes
ambientais, elevada persisténcia e caracteristicas fisico-quimicas que favorecem
bioacumulacdo e transporte ambiental. Embora ambos sejam amplamente utilizados em
contextos agricolas, industriais e domésticos, os dados disponiveis sobre seus efeitos em
organismos aquaticos ainda sdo limitados, especialmente no que se refere a respostas
desenvolvimentais, fisiologicas e comportamentais. Diante dessas lacunas, o presente estudo
avaliou seus efeitos isolados no zebrafish (Danio rerio) por meio de ensaios em estagios
embrionarios, larvais e adultos, empregando tanto concentracdes ambientalmente relevantes
guanto niveis mais elevados destinados ao estabelecimento de limiares de toxicidade (triclopir:
0,12-25,64 mg/L; D5: 0,01-10 pmol/L). Os biomarcadores avaliados incluiram parametros de
estresse oxidativo, atividade do sistema antioxidante, analises histopatoldgicas, ensaios de
mutagenicidade (microndcleo) e testes comportamentais. Em embrifes e larvas, o triclopir
induziu aumento da atividade de catalase e glutationa S-transferase (GST) em 6,648 mg/L, além
de elevacdo da lactato desidrogenase (LDH) em 0,125 mg/L e 1,768 mg/L, e aumento da
atividade de acetilcolinesterase (AChE) em 1,768 mg/L. Também foi observado incremento de
tiois ndo proteicos, referido como glutationa reduzida (GSH), em 1,28 mg/L. Metabolicamente,
o triclopir estimulou a atividade da cadeia transportadora de elétrons (CTE) em 25 mg/L,
reduziu as reservas de carboidratos e lipidios e a energia celular alocada (ECA) em todas as
concentracdes testadas. Alteracdes comportamentais em larvas foram registradas igualmente
em todas as concentracfes. A exposi¢cdo ao triclopir também resultou em apoptose
quantitativamente detectavel em 25,64 mg/L e em apoptose qualitativa nas regides do
pericardio e do saco vitelino em todos os tratamentos. Em zebrafish adultos, o triclopir induziu
apoptose no baco em todos os tratamentos, além de anormalidades nucleares eritrocitarias no
sangue periférico em 12,82 e 25,64 mg/L, evidenciando genotoxicidade. Para o D5, houve
aumento da atividade da GST em 0,1 umol/L, estimulo da CTE e aumento da atividade da LDH
ambas em 10 umol/L, e reducéo das reservas de carboidratos e lipidios, acompanhada de queda
da ECA em 0,1, 1 e 10 umol/L. Em conjunto, os resultados elucidam mecanismos tdxicos
precoces associados ao triclopir e ao D5, demonstrando respostas consistentes em multiplos
endpoints fisioldgicos, celulares, metabdlicos e comportamentais. Os achados enfatizam a

importancia de abordagens integradas envolvendo diferentes fases de desenvolvimento do



zebrafish e reforcam a necessidade de regulamentagGes mais rigorosas € monitoramento

continuo desses CPEs para protecdo dos ecossistemas aquéticos e da satde publica.

Palavras-chave: triclopir; decametilciclopentasiloxano; contaminantes emergentes; zebrafish;

toxicologia.



ABSTRACT

The herbicide triclopyr and the organosiloxane decamethylcyclopentasiloxane (D5) are among
the contaminants of emerging concern (CECs) due to their widespread detection in
environmental matrices, high persistence, and physicochemical properties that favor
bioaccumulation and environmental transport. Although both are widely used in agricultural,
industrial, and domestic contexts, available data on their effects on aquatic organisms are still
limited, especially with regard to developmental, physiological, and behavioral responses. In
light of these gaps, the present study evaluated their isolated effects on zebrafish (Danio rerio)
through assays at embryonic, larval, and adult stages, using both environmentally relevant
concentrations and higher levels aimed at establishing toxicity thresholds (triclopyr: 0.12—25.64
mg/L; D5: 0.01-10 uM). The biomarkers evaluated included oxidative stress parameters,
antioxidant system activity, histopathological analyses, mutagenicity assays (micronucleus),
and behavioral tests. In embryos and larvae, triclopyr induced increased activity of catalase and
glutathione S-transferase (GST) at 6.648 mg/L, as well as elevated lactate dehydrogenase
(LDH) at 0.125 mg/L and 1.768 mg/L, and increased acetylcholinesterase (AChE) activity at
1.768 mg/L. An increase in non-protein thiols, referred to as reduced glutathione (GSH), was
also observed at 1.28 mg/L. Metabolically, triclopyr stimulated electron transport chain (ETC)
activity at 25 mg/L, reduced carbohydrate and lipid reserves, and decreased cellular energy
allocation (CEA) at all concentrations tested. Behavioral changes in larvae were recorded at all
concentrations. Exposure to triclopyr also resulted in gquantitatively detectable apoptosis at
25.64 mg/L and qualitative apoptosis in the pericardial and yolk sac regions in all treatments.
In adult zebrafish, triclopyr induced apoptosis in the spleen in all treatments, as well as
erythrocyte nuclear abnormalities in peripheral blood at 12.82 and 25.64 mg/L, indicating
genotoxicity. For D5, there was an increase in GST activity at 0.1 puM, stimulation of ETC, and
increased LDH activity both at 10 uM, along with a reduction in carbohydrate and lipid
reserves, accompanied by a decrease in CEA at 0.1, 1, and 10 uM. Taken together, the results
elucidate early toxic mechanisms associated with triclopyr and D5, demonstrating consistent
responses across multiple physiological, cellular, metabolic, and behavioral endpoints. The
findings highlight the importance of integrated approaches involving different developmental
stages of zebrafish and reinforce the need for stricter regulations and ongoing monitoring of
these CECs to protect aquatic ecosystems and public health.



Keywords: triclopyr; Decamethylcyclopentasiloxane; emerging contaminants; zebrafish;

toxicology.
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REVISAO DA LITERATURA

1 CONTAMINANTES DE PREOCUPACAO EMERGENTE: RELEVANCIA
AMBIENTAL E DESAFIOS TOXICOLOGICOS

Em 1962, a bidloga marinha Rachel Carson publicou o livro Silent Spring, uma obra
revolucionéria que alertou o mundo sobre os efeitos prejudiciais do uso indiscriminado de
praguicidas sintéticos na vida selvagem e no ambiente (Davis, 2012). Esse marco histdrico
impulsionou mudancas profundas na legislacdo ambiental, levando a proibicdo de diversos
praguicidas perigosos e ao estabelecimento de normas mais rigorosas para seu uso em Varios
paises (Davis, 2012). Além disso, a obra de Carson inspirou 0 movimento ambientalista
moderno e orientou novas linhas de pesquisa sobre os impactos ambientais de produtos
sintéticos. Apesar desses avancos, milhGes de toneladas de compostos quimicos continuam
sendo liberadas diariamente no ambiente, muitas vezes sem qualquer tratamento ou regulagéo
adequadas (Rathi et al., 2021; Fuller et al., 2022). A auséncia de informacdes sobre o0s
mecanismos de toxicidade, perigos e riscos dessas substancias a salide ambiental e humana
coloca esses compostos em uma categoria de especial relevancia toxicoldgica, conhecida como
contaminantes de preocupacdo emergente (CECs, do inglés Contaminants of Emerging
Concern) (Wilkinson et al., 2017).

Ainda se sabe relativamente pouco sobre os processos de dispersdo, transformacao e
degradacdo dos CECs ao longo de sua trajetoria no ambiente, sobretudo em matrizes aquaticas.
Compostos como praguicidas, farmacos e produtos de cuidados pessoais (PCPs) tém sido
detectados em concentragfes baixas em aguas superficiais (Montagner et al., 2017), com
evidéncias de impactos sobre ecossistemas aquaticos (USEPA, 2022). Por isso, a avaliacdo e
previsdo dos efeitos desses contaminantes tém se consolidado como uma area emergente da
toxicologia ambiental (Ren et al., 2017).

Entre os CECs, os praguicidas representam uma classe ampla e de grande relevancia
para a toxicologia humana e ecotoxicologia (Sharma et al., 2019; Brhich et al., 2022). Eles sdo
geralmente classificados de acordo com a funcéo no controle de organismos-alvo, abrangendo
herbicidas, inseticidas, fungicidas e bactericidas, entre outros (Peres; Moreira; Dubois, 2003).
Os herbicidas se destacam por constituirem cerca de 47,5% do uso global de praguicidas,
correspondendo a aproximadamente 1,7 milhdes de toneladas métricas consumidas em 2021
(De et al., 2014; STATISTA, 2024). Esse predominio reflete sua importancia em sistemas

agricolas intensivos, especialmente em monoculturas, ao suprimirem o crescimento de plantas
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competidoras por nutrientes, agua e luz (Kraehmer et al., 2014; Maggi; Tang; Tubiello, 2023;
USEPA, 2024a).

Ap0s a aplicacdo, os herbicidas podem atingir ambientes aquaticos por lixiviacdo ou
percolacédo, contaminando aguas superficiais e subterraneas, além de afetarem culturas néo alvo
(Mendes et al., 2023; Vieira et al., 2020). Em consequéncia, diversas regides e bacias
hidrogréficas relatam niveis detectaveis desses compostos no solo e na agua (Li et al., 2023;
USEPA, 2024b). No Brasil, entre 2014 e 2017, o SISAGUA identificou a presenca combinada
de praguicidas em agua potavel em cerca de 25% dos municipios (SISAGUA, 2018). Nesse
periodo, 27 substancias foram detectadas em sistemas de abastecimento, sendo que 16 séo
classificadas pela ANVISA como extremamente ou altamente toxicas, e 11 estdo associadas a
doencas cronicas, incluindo cancer, malformacdes fetais e disfun¢es hormonais e reprodutivas
(SISAGUA, 2018). A agricultura segue sendo a principal fonte de contaminacdo de aguas
superficiais por herbicidas (Montagner et al., 2019).

Os efeitos dos praguicidas sobre organismos nédo alvo, em especial os peixes, nao se
restringem a toxicidade aguda (mortalidade). Exposi¢cdes subletais podem comprometer
parametros fisiologicos, reprodutivos, comportamentais e hematolégicos, mesmo em
concentragdes inferiores a concentracgdo letal mediana (CLso) (Mauser et al., 2024). A exposi¢do
cronica a estes compostos pode induzir desregulacdo enddcrina (Martyniuk; Mehinto; Denslow,
2020), supressdo dos sistemas antioxidantes (Slaninova et al., 2009; Shah, Parveen, 2022),
alteracdes metabdlicas (Gorbatiuk, 2013; Bui-Nguyen; Baer; Lewis et al., 2015), disfuncdes
neuroldgicas e imunologicas (Abdel Rahman et al., 2023; Yang; Lim; Song, 2021), além de
danos histopatoldgicos em 6rgdos de barreira e internos (Rohani, 2023). Esses efeitos podem
se acumular ao longo do tempo, reduzindo o condicionamento fisico dos individuos e,
potencialmente, afetando populagdes inteiras e a estabilidade de ecossistemas (Kumar et al.,
2019; Ribeiro et al., 2020).

Além dos praguicidas, diversos PCPs presentes na dgua apresentam baixa toxicidade
aguda, mas podem provocar efeitos reprodutivos significativos mesmo em concentragdes muito
baixas. Exposigdes precoces podem gerar consequéncias que se manifestam apenas na vida
adulta, dificultando a definicdo de critérios de seguranca. Esses contaminantes também podem
atuar por modos de acdo especificos, afetando seletivamente certos grupos de organismos, como
0s peixes. Isso evidencia a necessidade de abordagens de avaliacéo de risco que véao além dos
testes de toxicidade convencionais (USEPA, 2022).
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Diante desse cendrio, torna-se essencial avangar no conhecimento sobre as fontes, o
destino, a degradacdo e os mecanismos de acdo dos CECs no ambiente aquatico. Pesquisas
nessa area podem esclarecer os impactos desses contaminantes sobre populac6es de organismos
aquaticos e subsidiar o desenvolvimento de politicas publicas para a mitigacdo de riscos

ambientais emergentes (Overturf et al., 2015; Montagner et al., 2017).
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