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Avaliaciao do impacto causado pela disponibilidade de 17p-estradiol livre ou complexado
a p—ciclodextrina no ambiente aquatico sobre Oreochromis niloticus (tilapia)

[Impact evaluation caused by disponibility of free and complexed 17p-estradiol into cyclodextrin in the
aquatic environment in tilapia (Oreochromis niloticus)]
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M.R.S. Cadena, P.G. Cadenda”
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RESUMO

Foram avaliados os efeitos toxicos do hormonio 17B-estradiol (E,) livre e complexado a B-ciclodextrina (CD)
sobre o comportamento ¢ a fisiologia de tilapia (Oreochromis niloticus). Os peixes foram observados por 30
dias, em dois estagios do desenvolvimento (alevino e juvenil), pelo método ad libitum, para a confecgdo de um
etograma. Posteriormente, juvenis foram divididos em trés grupos: controle e expostos ao E, (10ng/L) livre e
complexado a PB-ciclodextrina (B-CD:E,) por 90 dias. Foram avaliados o comportamento pelo método de
varredura instantdnea, o consumo de ragdo, o ganho de peso e a mortalidade em diferentes intervalos. Os
alevinos e os juvenis apresentaram frequéncias de exibi¢cdo comportamentais diferentes (P<0,05) nos eventos:
Afastar (4,7+1,3 e 3,6+0,6%) e Ondulagdo de repulsao (2,3+£0,9 e 1,3£1,0%). Os juvenis expostos ao complexo
B-CD:E, apresentaram aumento (P<0,05) na exibi¢cdo dos comportamentos agressivos, como Afastar, Ataque
caudal, Confronto prolongado, Persegui¢do, Fuga, e menor mortalidade, quando comparados ao grupo
exposto ao E, livre e controle. Pode-se concluir que a complexag@o do E, com a B-CD alterou a toxicidade do
E,, pois promoveu um aumento na frequéncia de exibi¢do dos comportamentos agressivos e interferiu na
mortalidade dos animais.
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ABSTRACT

Toxic effects of free and complexed 17f-estradiol (E2) hormone into f-cyclodextrin (CD) on the behavior and
physiology of tilapia (Oreochromis niloticus) were evaluated. The fish were observed for 30 days in two stages
of development (fingerling and juvenile) by the ad libitum method to make an ethogram. After this, juveniles
were divided into three groups: control and exposed to free E, (10ng/L) and complexed into p-cyclodextrin (-
CD:E;) for 90 days. The behavior was evaluated through scan sampling method, feed intake, body mass and
mortality at different intervals. The fingerlings and juveniles showed behavioral patterns with different display
frequencies (P<0.05) for events: Move Away (4.7€1.3 and 3.6+£0.6%) and Waving Repulsion (2.3+0.9 and
1.3+1.0%). The juveniles exposed to f-CD.E, complex showed a significant increase (P<0.05) in the frequency
of display of aggressive behaviors as Move Away, Caudal Attack, Clash Extended, Chase, Escape and decrease
of mortality when compared to group exposed to free E, and control. In conclusion, complexation of E, into -
CD modified E; toxicity, because it promoted an increase in the frequency of display of aggressive behaviors
and it affected the mortality of animals.

Keywords: animal behavior, ethogram, inclusion complex, mortality

INTRODUCAO substancias quimicas para superar essa limitacao,

sendo possivel complexar esses hormonios a

Devido as caracteristicas quimicas dos ciclodextrinas (CDs) (Oishi et al., 2008). CDs
horménios esteroides como a hidrofobicidade, a sdo oligossacarideos ciclicos, constituidos por
inddstria farmacéutica vem utilizando um numero varidvel de unidades de glicose,

unidas por ligagdes glicosidicas a-(1,4). Sao
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estruturas troncocdnica e se caracterizam por
possuirem cavidade de natureza apolar, que
contrasta com o exterior hidrofilico (Del Valle,
2004; Brewster e Loftsson, 2007). Devido a isso,
podem formar complexos de inclusdo
hospedando moléculas hidrofébicas em seu
interior. Sdo utilizadas com o objetivo de
melhorar as caracteristicas farmacocinéticas de
substancias, aumentando a biodisponibilidade, a
estabilidade e diminuindo a volatilidade
(Brewster e Loftsson, 2007). Seus efeitos toxicos
sdo conhecidos em humanos devido a sua ampla
utilizagdo na farmacéutica, na industria
alimenticia e de cosméticos, onde apresenta
nefrotoxicidade por via parenteral, mas nao
foram relatados efeitos toxicos por via oral (Del
Valle, 2004; Brewster e Loftsson, 2007). Porém,
os efeitos desses complexos de inclusdo como
poluente ambiental e seus efeitos em animais sdo
pouco descritos na literatura. Adicionalmente,
hormonios esteroides, quando complexados a
CDs, podem se apresentar como disruptores
endocrinos (DEs). Os DEs sdo persistentes ¢
passiveis de  sofrerem  biomagnificagao,
principalmente em animais dulciaquicolas (Wu
et al, 2016), que sdo sensiveis a baixas
concentragdes em niveis subletais. Nesses casos,
foram observadas principalmente alteragdes
comportamentais e reprodutivas, que podem
levar a desequilibrios populacionais em
ambientes aquaticos (Santos et al, 2016;
Denslow ¢ Septlveda, 2008). Isso destaca a
necessidade de maiores estudos dos efeitos de
toxicidade decorrente da disposicdo desses
complexos de inclusdo entre CDs e farmacos na
biota aquatica.

Contaminantes naturais e sintéticos presentes em
concentragdes na faixa de pg/L a ng/L
apresentam um risco a saide dos ecossistemas,
pois existe uma caréncia na avaliagdo dos seus
efeitos fisioldgicos, no conhecimento de suas
fontes, no comportamento no ambiente € nos
niveis toxicos de concentragdo (Fernandes et al.,
2011). Entre esses contaminantes, os DEs tém
despertado atencdo cientifica por causa de sua
distribui¢do generalizada e de seus efeitos
potencialmente nocivos para a saude (Wu et al.,
2016). Estes sdo capazes de mimetizar os efeitos
moleculares de hormdnios enddgenos ou de
causar desequilibrio hormonal, por interferirem
na sua sintese, na secreg¢do, no transporte, no
metabolismo e na excre¢do, consequentemente,
na reprodugdo, no desenvolvimento ¢ no
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comportamento de espécies animais (Denslow e
Sepulveda, 2008). Estrogenos como o 17pB-
estradiol (E,) regulam e sustentam o
desenvolvimento sexual feminino e suas fungdes
reprodutivas, pois deles depende a formagao dos
ovarios nas fémeas (Guiguen et al., 2010). Esse
hormoénio possui conformagdes reconhecidas
pelos receptores e, portanto, ¢ considerado
responsavel pela maioria dos efeitos disruptores,
quando dispostos nos efluentes, como redugio do
tamanho das gonadas, feminizagdo de peixes
machos e problemas no desenvolvimento do
sistema imune (Tilton et al., 2005; McLachlan et
al., 2006; Seemann et al., 2015).

Anteriormente, Santos et al. (2016) haviam
estudado os efeitos de DEs presentes em
contraceptivos orais combinados sobre o
comportamento agressivo de Betta splendes.
Hoje, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos toxicos do 17B-estradiol livre e
complexado &  ciclodextrina  sobre o
comportamento e a fisiologia de tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus). Trata-se de um peixe de
ampla aceitagdo pelo mercado consumidor, com
producdo mundial em 2014 de quase quatro
milhdes de toneladas (Species..., 2016), o qual
apresenta agressividade natural, sendo assim um
bom modelo animal para avaliar altera¢des
comportamentais provenientes da exposi¢do ao
17B-estradiol livre e complexado a CDs.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratorio de
Ecofisiologia ¢ Comportamento Animal — Leca,
da Universidade Federal Rural de Pernambuco —
UFRPE. O 17p-estradiol e a B-ciclodextrina
(SIGMA, EUA) e os outros reagentes utilizados
foram de grau analitico. As tilapias
(Oreochromis niloticus) foram obtidas da
Estagdo de Aquicultura Continental Professor
Johei Koike — Departamento de Pesca da
UFRPE. Os protocolos realizados neste trabalho
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais — Ceua/UFRPE, licenga 001/2014. No
laboratorio, os animais foram aclimatados por 15
dias, sendo acondicionados em aquarios aerados,
em temperatura ambiente (27°C), sempre com
densidade de um animal para aproximadamente
12 litros de agua e ciclo de luz natural. O.
niloticus foram alimentados ad [ibitum, com
ragdo comercial extrusada (45% de proteina
bruta) uma vez ao dia, com quantidade crescente
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de acordo com o crescimento do animal. Em
relacdo aos parametros abidticos, o pH e o
oxigénio dissolvido (OD) foram aferidos
semanalmente com potencidometro ¢ medidor de
OD portatil, durante todos os experimentos.
Foram utilizados kits comerciais da marca Alcon
Labtest, para nitrito, amonia toxica ¢ amonia
total.

Para a constru¢do do etograma e analise
comportamental comparativa, 14 animais, sendo
sete alevinos (9,7+1,1g, 3,8+£0,2cm) e sete
juvenis  (38,0+1,3g, 14,3+0,6cm)  foram
separados e alocados em aquarios de 85L cada.
O etograma foi construido pelo método ad
libitum (Altmann, 1974) por 30 dias, a uma
distancia preestabelecida (2,5m), de modo a ndo
influenciar na exibigdo comportamental. Foram
utilizados  individuos em  estagios de
desenvolvimentos distintos (alevinos e juvenis)
para que houvesse a possibilidade de comparagéo
do padrio comportamental em diferentes
estagios de desenvolvimento. A coleta dos dados
comportamentais com o etograma foi realizada
pelo método de scan sampling (Altmann, 1974),
por 30 minutos, com um minuto de observacao e
um minuto de intervalo.

Para os testes de exposi¢do quimica, os animais
foram submetidos a concentracdes dos
hormoénios em teste de toxicidade cronica, em
sistema semiestatico por 90 dias, ¢ divididos em
trés grupos de peixes juvenis alocados em
aquarios de 85L, com sete animais cada, sendo
quatro machos e trés fémeas por grupo,
identificados mediante sexagem manual, por
meio do exame da papila urogenital (Avila e
Romagosa, 2005). Os grupos foram: controle
(grupo C) sem adi¢do do horménio, 17f3-estradiol
(grupo E) na concentragdo de 10ng/L, com
adi¢do de solugdo aquosa do complexo de
inclusdo P-ciclodextrina — 17B-estradiol (B-
CD:E2), na propor¢io de 1:1 em mol/L,
mantendo-se a concentracdo de E2 em 10ng/L
(grupo BE). A técnica de coprecipitagao (Del

Valle, 2004; Oishi et al., 2008) foi utilizada para
formagdo dos complexos de inclusdo entre a -
CD e o horménio E, em meio aquoso. A f-CD
foi primeiramente solubilizada em agua, e o E,
dissolvido em etanol (10%), com posterior
evaporacao do alcool. A solucdo de E, foi
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adicionada sob agitagdo a solu¢do de CD para
permitir a complexagdo deles. Os complexos de
inclusdo formados foram armazenados sob
refrigeracdo (4°C) para posterior uso. Houve
renovacdo completa da 4gua dos aquarios
semanalmente e reposicdo das concentragdes
hormonais utilizadas.

Durante os testes de exposi¢do quimica com 0s
animais, foi mensurado o comportamento animal
conforme descrito anteriormente. Os dados
comportamentais foram agrupados a cada 30
dias, somando trés periodos de exposigoes
distintos (zero a 30, 30 a 60 e 60 a 90 dias). O
consumo médio de ragdo foi avaliado
diariamente conforme descrito por Zuanon et al.
(2009). Apods a determinagdo do tempo para a
saciedade, os restos de ra¢do foram removidos
dos aquarios para evitar contaminacdo. Para a
avaliagdo do ganho de peso, foi mesurada a
diferenca entre os pesos inicial e final dos
animais. A  mortalidade foi  verificada
diariamente. Os resultados foram expressos na
forma de média e desvio-padrdo e comparados
por analise de variancia simples (One Way
ANOVA). Quando o resultado foi significativo,
as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey, utilizando-se o software Origin Pro
Academic 2015 (Origin Lab. Northampton, MA
USA). As diferencas foram consideradas
significativas quando P<0,05.

RESULTADOS

Para os pardmetros fisico-quimicos, a
temperatura da dgua nos aquarios nao apresentou
variagdo maior que 0,5°C durante o experimento
e o pH apresentou faixa entre 6,7 e 7,3. Para o
OD, os valores sempre foram superiores a
9mg/L. Para o nitrito, foram encontrados valores
de 0,25mg/L, e ndo foram observados valores de
nitrato. Para amonia téxica, foram encontrados
valores inferiores a 1mg/L.

Entre os dados obtidos a partir do método
ad libitum (Altmann, 1974) para a elaboragdo
do  etograma, foram identificados 24
comportamentos, agrupados nas categorias:
Alimentacdo, Locomocdo, Social e Resposta
ao estresse, que podem ser observados na Tab. 1.
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Tabela 1. Etograma dos alevinos e juvenis de tilapia (Oreochromis niloticus)

Evento Sigla Descricao
Categoria Alimentaggo
O animal posiciona-se quase de maneira vertical, proximo ao substrato,
Forragear FO .
procurando alimento.
Procurar PR O animal se. mantém proximo a lamina d’agua e nada obliquamente,
procurando alimento
- O animal nada até a lamina d'agua, captura o alimento na superficie e volta
Capturar rapido CR . . s
subitamente ao fundo do aquario, podendo repetir diversas vezes.
O peixe permanece se alimentando na superficie da agua, fazendo
Capturar prolongado CP P perma . P gua, .
movimentos rapidos com a boca em dire¢@o ao alimento, a fim de ingeri-lo.
. O animal, depois de saciado, ingere o alimento, mastiga e lanca as particulas
Regurgitar RG > 4epo > 108 ’ £ saasp
novamente na dgua pela boca.
Categoria Social
O animal nada em dire¢@o ao oponente rapidamente, podendo ou nao haver
Afugentar AG ¢ P P - P
contato, provocando o afastamento do outro.
O animal (1) passa a ocupar uma boa parte da area do aquario e afugenta os
Afugentar prolongado AP .( )_p p boa p d &
outros animais (2), que ficam restritos a um pequeno espago.
Afastar AT O animal (1) se afasta com um movimento curto do oponente (2) apds sofrer
um ataque.
O peixe se aproxima lateralmente do outro, abre a boca, mas ndo ocorre
Exibigao lateral EL contato fisico com o oponente. Esse comportamento pode culminar em um
ataque.
O peixe abre a boca e percorre com ela o corpo do oponente, fechando-a no
Ataque lateral AL  momento do contato. O ataque pode ocorrer nas laterais medianas do corpo,
no dorso, nas nadadeiras do outro animal.
. O peixe nada proximo a lamina d’agua e desce rapidamente, fazendo um
Ataque rapido AR P P & P ’
ataque ao oponente.
O animal nada préximo ao oponente, fechando a boca quando esta entra em
Ataque caudal AC P . p ; [ q
contato com a nadadeira caudal do adversario.
Dois peixes sobrepdem suas mandibulas e um deles empurra o outro, ou
Ataque frontal AF P P . L P ’
ambos se empurram mutuamente em movimentos rapidos.
Confronto prolongado CG  Dois animais realizam ataques mituos com movimento rotatorio.
~ O peixe ondula o corpo no sentido anteroposterior quando esta proximo ao
Ondulagao ON P P P q p
oponente.
Ondulacao de OR O peixe agredido exibe ondulagdes rapidas e intensas com o corpo que
repulsao levam a repulsdo do peixe agressor.
- O peixe segue o oponente enquanto este foge, podendo culminar em ataque
Perseguigdo PE per £ P d e p d
do peixe agressor.
Fuga FU O peixe se afasta do oponente que o persegue ou ataca.
animal se afasta nente, ficando restrito a um n a r
Fuga prolongada FR (0] se afas do oponente, ficando restrito a um pequeno espago po
longo periodo de tempo.
Categoria Locomogao
O animal movimenta a nadadeira caudal lentamente, a fim de que seu
Nadar lento NL .
deslocamento ocorra também de modo lento.
O animal movimenta sua nadadeira caudal rapidamente, fazendo com que
Nadar rapido NR  ele se desloque mais rapido no corpo d’agua. Esse comportamento pode ser
seguido por qualquer ataque.
. Trés ou mais peixes nadam na mesma diregéo, apresentando comportamento
Nadar junto NJ P . §40, aprese P
de cardume, podendo permanecer assim por varios minutos.
Ficar parado FP O peixe permanece parado.
Categoria Resposta ao estresse
Respiracdo aérea RA O peixe utiliza a respiracdo aérea mesmo sob condi¢des de aeragao.
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Na Fig. 1, é possivel observar os eventos
comportamentais dos alevinos (A) e juvenis (J)
de O. niloticus, em que, na categoria Social, os
mesmos comportamentos foram apresentados
pelos dois grupos, mas com frequéncias de
exibicdo diferentes (P<0,05) para os eventos:
Afastar (A 4,7+1,3 e J 3,6+0,6%) ¢ Ondulagdo de
repulsdo (A 2,3£0,9 e J 1,3£1,0%). Os alevinos
apresentaram maior frequéncia de exibi¢do nesses
comportamentos. Na categoria Locomog¢do, o
comportamento Nadar rapido (A 9,228 e J
3,0£1,6%) foi mais observado nos alevinos em
comparacdo aos juvenis. Em relacdo as outras
categorias de Alimentacdio e Resposta ao
estresse, ndo houve diferenca significativa
(P>0,05) entre os grupos estudados.

30
I Alevino

1 Juvenil

20

Eventos (%)

10
* |
it H\
' «i«““*iJ]";vj?“"z‘ ioié”«*’« &s
Figura 1. Eventos comportamentais exibidos por O.
niloticus alevinos e juvenis. Siglas: FO - Forragear;
PR - Procurar; CR - Capturar rapido; CP - Capturar
prolongado; RG - Regurgitar; AG - Afugentar; AP -
Afugentar prolongado; AT - Afastar; EL - Exibi¢do
lateral; AL - Ataque lateral; AR - Ataque rapido; AC
- Ataque caudal;, AF - Ataque frontal, CG - Confronto
prolongado; ON - Ondulagdo; OR - Ondulagdo de
repulsdo; PE - Perseguicdo; FU - Fuga; FR - Fuga
prolongada; NL - Nadar lento; NR - Nadar rapido; NJ
- Nadar junto; FP - Ficar parado; RA - Respiragdo
aérea. *Médias com diferenca significativa (P<0,05)
pelo teste de Tukey.

Na Tab. 2a, sdo observados os resultados das
frequéncias de exibi¢do dos comportamentos de
juvenis de O. niloticus sob exposicdo ao E, e a B-
CD:E; e ao grupo controle, no intervalo de zero a
30 dias. Na categoria Alimentagao, foi observado
um aumento (Tab. 2a) significativo (P<0,05) na
frequéncia de exibicdo do comportamento
Procurar no grupo BE em relagdo ao grupo E.
Na categoria Social, houve um aumento
significativo ~ (P<0,05) na  exibicdo  do
comportamento Afugentar prolongado no grupo
E em relagdo aos grupos BE e C. Ainda, houve
um aumento (Tab. 2a) significativo (P<0,05) na
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frequéncia de exibicdo dos comportamentos
agressivos Afastar, Ondulagdo, Perseguicdo,
Fuga, Fuga prolongada no grupo BE; esse ultimo
comportamento, apenas observado neste grupo.
Para a categoria Locomogdo, também foi observado
um aumento (Tab. 2a) significativo (P>0,05) da
exibi¢do do comportamento Nadar Rdpido no
grupo BE. Na Tab. 2b, é possivel observar os
comportamentos  exibidos pelos peixes sob
exposic¢do ao E,,_a B-CD:E, e ao grupo controle, no
intervalo de 30 a 60 dias. Na categoria
Alimentacdo, foi observado um aumento (Tab.
2b) significativo (P<0,05) na frequéncia de
exibi¢do do comportamento Procurar no grupo
BE em relagdo aos grupos E e C. Para a categoria
Social, verificou-se um aumento significativo
(P<0,05) para o grupo BE nos comportamentos:
Afastar, Exibi¢do lateral, Ataque caudal, Ataque
frontal, Confronto prolongado, Ondulagdo,
Ondulacdo de repulsdo, Perseguicdo, Fuga e
Fuga prolongada. Na categoria Locomoggo, o
grupo BE apresentou um aumento (P<0,05) na
exibicdo dos comportamentos Nadar lento e
Nadar rapido (Tab. 2b).

Na Tab. 2¢, sdo observados os resultados da
exibi¢do comportamental dos juvenis no
intervalo de 60 a 90 dias de experimento. Nao
houve eventos significativos (P>0,05) nas
categorias Alimentacdo ¢ Resposta ao estresse.
Foram observadas diferencas significativas
(P<0,05) em alguns comportamentos das
categorias Social e Locomocao, com aumento de
frequéncia (Tab. 2c) para o grupo BE em Ataque
frontal, Nadar lento e Nadar rdpido. Ainda, os
animais do grupo BE ndo apresentaram a
exibicdo do comportamento Afastar (P<0,05).
Adicionalmente, foi observado o escurecimento
corporal dos animais submissos durante os
experimentos. O consumo médio de ragdo entre os
grupos ndo apresentou diferenca significativa
(P>0,05), pois todo o alimento foi consumido. Para
avaliagdo do ganho de peso, também ndo foram
observadas diferencgas significativas (P>0,05) entre
a comparagio do grupo C (28,9£93g e
42,5+10,5g), grupo E (25,0+6,4g e 34,6+12,0g) e
grupo BE (31,0+9,0g e 39,4+8,2g) no intervalo
de zero e 90 dias. Essa diferenca nao
significativa (P>0,05) entre a morfometria nos
grupos C (12,1£1,8 e 13,4£1.4), E (10,9+0,8 e
12,2+1,7) e BE (12,5+1,7 e 13,1+1,8) também foi
observada no mesmo intervalo de tempo. Em
relag@o a taxa de mortalidade, foram encontrados os
valores de C 42,9%, E 28,6% e BE 14,3%,
respectivamente, ap6s 90 dias.
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Tabela 2. Eventos comportamentais de O. niloticus expostos a hormoénios livres e complexados a
ciclodextrina em 30 (A), 60 (B) e 90 (C) dias de exposicdo. Para os eventos exibidos: FO - Forragear; PR
- Procurar; CR - Capturar rapido; CP - Capturar prolongado; RG - Regurgitar; AG - Afugentar; AP -
Afugentar prolongado; AT - Afastar; EL - Exibi¢ao lateral; AL - Ataque lateral; AR - Ataque rapido; AC
- Ataque caudal; AF - Ataque frontal; CG - Confronto prolongado; ON - Ondula¢do; OR - Ondulacao de
repulsdo; PE - Persegui¢do; FU - Fuga; FR - Fuga prolongada; NL - Nadar lento; NR - Nadar rapido; NJ -
Nadar junto; FP - Ficar parado; RA - Respiracfo aérea

Eventos A: 0 - 30 dias B: 30 - 60 dias C: 60 —90 dias
v C E BE C E BE C E BE
FO 6,3%3,5 5,743,9 6,633 1,6+1,4° 0,7+£0,9° 4,8+1,9° 1,60,5 2,241,9 2,4+0,5
PR 0,3+0,4° 0,10,3%® 1,040,9% 0,10,3" 0,10,3" 1,6+1,3" 0,0+0,0 0,2+0,4 0,0+0,0
CR 0,0+0,0* 0,0+0,0* 0,5+0,7° 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
CP 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,1£0,3 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0
RG 0,1+0,3 0,240,4 0,3+0,4 0,0+0,0 0,0£0,0 0,2+0,4 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0
AG 2,9+3,2 2,8+3,1 2,4+2.6 1,0+1,7 0,7+1,2 1,1£1,1 0,2+0,4 2,643,1 0,0+0,0
AP 0,2+0,6° 6,2+3,9° 2,942,4° 3,8+3,1° 7,042,6° 4.3+1,8° 4,8+0,8 4,4+3,1 5,8+0,4
AT 1,8+1,4% 2,2+1,7% 3,242.4° 0,7+1,3° 0,5+1,0° 3,142,6° 0,2+0,4*  22+1,4°  0,0£0,0°
EL 0,8+0,9 0,620,6 1,241,2 0,7+1,0° 0,4+0,7 3,0£1,9° 0,8+0,4 0,2+0,4 1,4+1,5
AL 5,8+2,9 8,2+3,8 5,342,5 5,842,5 6,0£1,8 6,01,5 6,2+1,6 6,6£2,7 54+1,3
AR 8,3+3,7 52+1,6 7,0£2,7 5,642,5 5,723 6,5+1,2 5,6=1,1 54423 6,6=1,5
AC 1,7£1,9° 3,3+2,5% 5,042,3° 1,442,0° 0,6+1,0° 4,0+1,8° 0,2+0,4 2,6+2,8 2,6+1,1
AF 3,4+4,7° 2,2+1,6® 7,9+3,2° 2,2422° 0,1+0,3* 7,3+2,9° 1,240,8°  1,4+1,5°  5,0+1,0°
CG 0,4+0,9* 1,442.4% 3,042,2° 0,2+0,6° 0,5+1,3° 3,0+1,8° 0,8+0,8 0,8+1,0 2,0+1,0
ON 1,0+1,0° 1,3£1,3% 2,7+1,8° 1,10,9° 0,5+1,0™ 2,2+1,2% 0,4+0,5 0,6+0,8 0,8+0,8
OR 0,6+0,6 0,7+1,0 1,741,6 0,7+1,0° 0,3+0,5° 1,8+0,9° 0,6+0,8 0,0+£0,0 0,4+0,8
PE 9,0+2,4° 72432%  11,543,6%  5,7+2.4° 5,342,2° 9,5+3,8° 4,6+1,1 6,8+2,1 5,0£1,4
FU 8,9+2,1° 7,3+2,9®  11,643,5% 5,742,4° 5,3+2,2° 9,5+3,8" 4,6+1,1 6,8+2,1 5,2+1,6
FR 0,0+£0,0° 0,0+0,0° 0,6+0,8" 0,2+0,4° 0,0+0,0° 1,0+1,0° 0,0+0,0 0,0+£0,0 1,042,2
NL 6,0+3,4 6,9+4,5 8,0£2,9 2,6£2,1° 3,6%1,5° 8,0+1,8° 3,240,8°  3,0£1,5°  7,043,0°
NR 2,2+1,1° 0,7+1,0* 5,3+3,0° 1,1+1,1° 0,3+0,5° 3,542,5° 1,640,5*°  0,4+0,5"  3,6+2,8%
NJ 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0£0,0° 0,2+0,4 0,0£0,0 0,0£0,0
FP 8,1+4,4*  23,6+74°  12,3+7.3° 15,348,1  254+14,1 17,3£7,4  20,61,1°  8443,0° 25442,8°
RA 7,2+2.7 7,2+3,7 4.6+3.4 3,5+1,7 4,5+4.6 6,5+2,5 2,6+1,3 5,4+32 7,44+53

Os dados foram comparados estatisticamente dentro dos intervalos de 30 dias. Médias com diferentes letras diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

DISCUSSAO

Os comportamentos observados em O. niloticus
sdo caracteristicos do género, devido a
semelhanga aos observados em outros ciclideos,
como Geophagus surinamensis (Acara-corro),
Astronotus ocellatos (Apaiari) e Pterophyllum
scalare (Acara-bandeira) (Carvalho, 2009). Por
ser uma espécie territorialista, O. niloticus
apresentou uma hierarquia de dominancia e
submissdo estabelecida por confrontos entre os
individuos. Tais comportamentos agonisticos
foram decorrentes de agrupamentos sociais, nos
quais foi observada wuma hierarquia de
dominancia e submissdo em que o0s animais
maiores geralmente sdo dominantes, e o0s
menores submissos (Merighe et al., 2004). Em
relagdo a comparagdo dos comportamentos
exibidos entre alevinos e juvenis, com base no
etograma desenvolvido, foi observada uma maior
frequéncia de comportamentos ativos nos
alevinos, o que pode estar relacionado a maior
atividade locomotora destes. Larvas e alevinos
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de peixes diurnos (como a tildpia) apresentam
maior atividade metabolica nessas fases de
desenvolvimento (Vera et al, 2009), o que
poderia justificar essa diferenca observada no
presente estudo.

Em relac@o aos estudos de exposi¢do quimica, os
pardmetros abidticos foram mensurados para
comprovar que as modificagdes nos pardmetros
biologicos analisados foram decorrentes da
exposi¢ao ao estradiol livre (E;) e complexado a
ciclodextrina (B-CD:E,) e ndo decorrentes de
variagdes nos pardmetros fisico-quimicos da
agua. Esses resultados obtidos, de acordo com
Kubitza (2000), estdo na faixa ideal de conforto
para a espécie. Diante disto, as altera¢des
comportamentais exibidas pelos animais estdo
relacionadas a exposi¢do quimica aos hormdnios.
Os resultados produzidos no presente estudo
demonstraram que o E, livre assim como a f3-
CD:E, interferiram no comportamento animal,
alterando a exibi¢do dos comportamentos ao
longo do tempo nos animais juvenis de O.
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niloticus. Em relagao ao efeito do E, complexado
a B-CD, foi observado um aumento na exibi¢ao
de comportamentos agressivos (Tab. 2) no grupo
BE comparado aos grupos E e C, o que pode
provocar maior estresse entre os individuos.
Essas respostas biologicas ao  estresse,
provocadas por poluentes, podem ser utilizadas
para identificar sinais iniciais de danos aos
peixes (Lupi et al, 2007). De acordo com
Brewster e Loftsson (2007), as CDs apresentam
baixa toxicidade, mas, devido ao fato de
alterarem as propriedades fisico-quimicas das
moléculas complexadas, podem também alterar-
lhes a toxicidade. Isso foi observado no presente
trabalho, pois houve diferencas significativas na
exibicdo dos comportamentos (P<0,05) entre os
grupos BE e E. Em peixes, existem poucos
estudos sobre os efeitos toxicos de moléculas
complexadas a CDs. Estudo utilizando a
hidropropil-B-ciclodextrina ndo complexada foi
realizado em Danio rerio. O desenvolvimento de
larvas foi afetado com concentragdes acima de
1% (p/v), e testes de toxicidade com peixes
adultos nao foram relatados (Maes ef al., 2012).
E possivel que a complexagio do 17p-estradiol
com a ciclodextrina tenha causado a maior
absor¢ao do hormonio pelos animais, devido a
sua capacidade de manter moléculas hidrofobicas
mais biodisponiveis, como visto no trabalho de
Paula et al. (2007), no qual, em estudos de
solubilidade, a complexag¢do de B-CD a 17p-
estradiol aumentou a solubilidade aquosa deste,
assim como a retengdo do farmaco na pele. O
autor  atribuiu  esse efeito a  maior
biodisponibilidade =~ do  horménio  quando
complexado. Observou-se, ao longo do
experimento (90 dias), devido ao aumento de
exibicdo dos comportamentos agressivos, um
aumento de lesdes em alguns individuos do
grupo BE. No ultimo intervalo de tempo
analisado (60-90 dias), também foi observado
que os peixes ndo respondiam mais aos
comportamentos agressivos, como visto pela
reducdo significativa (P>0,05) no ato Afastar
(Tab. 2C) dos animais submissos. O
comportamento de Nadar rdapido para os
individuos dominantes do grupo BE apresentou
maior frequéncia (Tab. 2), o que pode estar
relacionado ao fato de os outros animais nao
reagirem ou ndo serem considerados uma
ameaga.

Ja no grupo exposto ao 17B-estradiol (E,) livre,
houve diminuicdo da agressividade (zero - 60
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dias), conforme visto em alguns
comportamentos, como: Persegui¢do, Fuga e
Ataque frontal (Tab. 2), com frequéncias de
exibicdo inferiores ao grupo controle. Os peixes
do grupo E apresentaram o ato de Ficar parado
superior se comparado aos demais grupos. Esse
mesmo efeito ja foi observado em estudo anterior
do presente grupo (Santos ef al., 2016), em que
ocorreu  diminui¢do dos  comportamentos
agressivos, assim como aumento da inatividade
em peixes machos de Betta splendens expostos
ao E,. Esses resultados corroboram os de
Shappell et al. (2010), que também observaram
que o E,, diminuiu a agressividade de
Pimephales promelas. Adicionalmente, durante
as observagdes, notou-se o0 escurecimento
corporal dos peixes submissos em todos os
grupos experimentais, o que pode estar
relacionado a situa¢des de estresse (Volpato et
al., 1989). Os mesmos autores relataram ainda
outros fatores, como a posse prévia do territorio
e a condicdo hierarquica anterior, como possiveis
explicagdes para o escurecimento corporal. Esses
dois fenémenos também foram observados no
presente estudo.

Quanto aos parametros zootécnicos, a exposi¢ao
hormonal ndo alterou o ganho de peso e o
comprimento dos animais. Foi observado que,
durante todo o experimento, os animais se
alimentaram  normalmente, ndo havendo
diferenca estatistica (P<0,05) entre os grupos
experimentais. Em relacdo a sobrevivéncia dos
animais, observou-se uma maior taxa de
mortalidade no grupo controle. Raju ef al. (2008)
sugeriram que o E, pode apresentar propriedades
imunoprotetoras, o que poderia justificar o
observado no presente trabalho. Ainda, a menor
taxa de mortalidade foi observada no grupo B-
CD:E,. A complexagdo com a ciclodextrina
aumenta a estabilidade (Del Valle, 2004; Brewster ¢
Loftsson, 2007) da molécula hospedeira, o que
poderia ter potencializado o efeito imunoprotetor do
estradiol.

CONCLUSAO

Foi possivel a constru¢do de um etograma para o
estudo comportamental de O. niloticus e, sendo o
comportamento animal um pardmetro afetado
pela presenga de substincias toxicas, a
complexagdo do E, com a B-CD alterou a
toxicidade do E,, pois aumentou a frequéncia de
exibicdo principalmente dos comportamentos
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agressivos e também aumentou a sobrevivéncia
dos animais. Nao foram observadas alteragdes
em relacdo ao ganho de peso, a morfometria e ao
consumo de alimento entre os grupos estudados.
Isso gera a necessidade do desenvolvimento de
medidas de controle do descarte dos hormonios
complexados a ciclodextrinas no ambiente, pois
estes podem apresentar toxicidade diferente de
suas formas ndo complexadas.
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