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Sumario:
Nas Ultimas décadas a contaminacdo de origem antropogénica dos ecossistemas
aquaticos tem vindo sucessivamente a aumentar. Em consequéncia, farmacos e seus
residuos sdo frequentemente detectados em ecossistemas aquaticos. A concentracao
crescente de residuos de farmacos em ecossistemas aquaticos tem vindo a reunir cada
vez mais interesse, quer por estar a sofrer um aumento em quantidade e variedade, quer
pela toxicidade que pode provocar nos organismos aquaticos, criando a necessidade da
avaliacdo do seu efeito nestes ecossistemas. Daphnia magna é um organismo teste
amplamente utilizado em Ecotoxicologia na avaliagdo da toxicidade de substadncias
quimicas, tendo sido a espécie escolhida para a realizagcdo deste estudo. Assim, e em
virtude de uma auséncia de estudos em numero suficiente para caracterizar a resposta
ecotoxicoldgica que deriva da exposicdo ao anti-inflamatorio paracetamol por via
ambiental, foi estabelecido como objectivo do presente estudo avaliar os efeitos deste
composto sobre juvenis do organismo padrdo Daphnia magna. Para este efeito,
realizaram-se testes padronizados de toxicidade aguda e cronica, com concentracoes
conhecidas do farmaco. Os resultados obtidos, sugerem que o paracetamol tem um
efeito de toxicidade aguda sobre o crustaceo com valores de LCsp as 24 horas de 0,328
mg/l (+/- 0,104 mg/l). Sugerem também um efeito deletério na alimentacdo e
reproducdo de Daphnia magna, pois verificou-se um decréscimo significativo da taxa
reprodutiva em todas as concentraces utilizadas, e também um decréscimo na taxa de

alimentacdo na mais alta concentragdo utilizada.

Abstract:

In few decades anthropogenic contamination of aquatic ecosystems has been
significantly increased. Consequently, drugs and their residues are commonly found in
aquatic ecosystems. The increasing concentration and variety of pharmaceutical
residues in aquatic ecosystems has increased the scientific interest, either due to the
increase of these residues in aquatic ecosystems, but also as a consequence of the
potential toxicity that they may cause in aquatic organisms. This enhances the need to

evaluate the effect of these compounds in aquatic ecosystems. Daphnia magna is
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commonly used as test organism in Ecotoxicology, for the assessment of the toxicity of
chemicals, and was the species chosen for the present study. Therefore, and due to a
lack of a suitable number of studies characterizing the ecotoxicological response
derived from the environmental exposure to the anti-inflammatory drug paracetamol,
our primary objective was to evaluate the effects of this compound on Daphnia magna
juveniles. To attain this purpose, were observed the acute and chronic toxicity elicited
by the mentioned compounds, following exposures to known concentrations of the drug.
The obtained results suggested that paracetamol evidenced an acute toxic effect on the
crustacean with LCs, values at 24 hours of 0.328 mg/l. They also suggest a deleterious
effect on feeding and reproduction behaviors of Daphnia magna, as there was a
significant decrease in reproductive rate at all concentrations used, and also a decrease

in the feeding rate for the highest tested concentration.
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1) Introducgéo:

A presenca de poluentes nos ecossistemas aumentou muito nos ultimos anos,
principalmente nos ambientes aquéticos. Os ecossistemas aquaticos sdo o destino
final de muitos poluentes, sendo que estes podem provir de fontes naturais ou de
fontes de contaminagdo antropogénica (Altindang et al., 2008). As classificacdes de
acordo com a natureza dos poluentes (chumbo, didéxido de carbono, desperdicios
sOlidos, etc) e de acordo com o ambiente afectado (ar, agua, solo, etc.) sdo
naturalmente métodos largamente utilizados (Odum, 1971). De acordo com os tipos
de poluentes, podem referir-se os poluentes ndo biodegradaveis, que sdo materiais
que ndo se degradam ou apenas 0 fazem muito lentamente no ambiente natural
(como por exemplo, o DDT ou substancias fendlicas de cadeia longa). Estas
substdncias sdo relevantes, pois ndo se desenvolvem processos de tratamento
naturais que possam compensar a intensidade com que o homem as faz entrar no
ecossistema (Hartwell, 2008). Estes poluentes, para além de se acumularem no
ambiente sdo normalmente biologicamente amplificados a medida que se deslocam
nos ciclos biogeoquimicos e ao longo das cadeias alimentares (Fent et al., 2006).
Para alem disso, combinam-se frequentemente no ambiente com outros compostos,
produzindo toxinas adicionais (Fent et al., 2006). Para este tipo de poluentes, o
unico anulamento possivel consiste na sua remogdo ou extraccdo do sistema
ambiental que suporta a vida. Tal solucdo é normalmente inviavel, pelos custos e
esforcos envolvidos, pelo que a Unica solucdo razoavel consiste em proibir o
lancamento de tais matérias no ambiente em geral, ou encontrar substitutos
biodegradaveis para tais matérias (Odum, 1971). Por outro lado, os poluentes
biodegradaveis podem ser rapidamente decompostos em sistemas naturais ou em
sistemas de engenharia (como as estacbes municipais de tratamento de aguas
residuais), que reforcama grande capacidade da natureza para decompor ou reciclar.
Ou seja, esta categoria inclui substancias para as quais existem mecanismos naturais

de tratamento de residuos, como o calor. (Odum, 1971).
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1) Contaminantes antropogénicos:

Os contaminantes foram definidos como substancias libertadas através da actividade
humana. Estas substancias podem tornar-se poluentes (definidos como substancias que
ocorrem no ambiente resultantes em parte da actividade humana que tem um efeito
deletério em organismos vivos; Odum, 1971). Muitos dos compostos organicos
encontrados em aguas sdo sintéticos, ou seja, fabricados pelo homem (antropogénicos).
Sao chamados de xenobioticos e definidos como quimicos estranhos ou material ndo
produzido na natureza, ndo sendo um constituinte natural de um sistema biolégico
especifico (Kronimus et al., 2004). Os compostos organicos encontrados no meio,
incluem contaminantes intencionalmente lancados no ambiente, como insecticidas ou
pesticidas, ou compostos que sdo produtos ou residuos de processos industriais, como
moléculas sintéticas (Newnan e Unger, 2003). As descargas de poluentes em aguas
constituem a maior fonte de contaminacdo a nivel global: os lixos domésticos sdo
habitualmente descarregados em sistemas de esgotos e as descargas industriais sdo
efectuadas em sistemas de esgotos ou directamente em aguas de superficie (Santos et
al., 2010).

2) Farmacos como contaminantes ambientais:

Os farmacos, em geral, sdo potenciais agentes para accdes lentas e deletérias sobre o
ecossistema, devido a factores intrinsecos (pH, reactividade quimica e potencial de
oxidacdo-reducdo) e extrinsecos (temperatura, humidade relativa do ambiente e
composicdo gasosa do ambiente; Newnan e Unger, 2003). Constituem um perigo pois
sdo fracamente removidos nas estacdes de tratamento de aguas residuais, tém facilidade
de penetracdo das barreiras bioldgicas, exercem ac¢édo farmacoldgica mesmo em baixas
quantidades, exercendo acgOes farmacoldgicas distintas de acordo com a espécie animal
e respectivas vias metabdlicas envolvidas (Fent et al., 2006). Tém também elevada
capacidade de bioacumulacdo ou persisténcia ambiental, podendo adquirir novas formas
(metabolitos ou produtos de degradagdo), com novos modos de acgdo e novos Orgaos
alvo (Fent et al., 2006).
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De acordo com o estudo conduzido por Christen et al. (2010), os compostos
farmacéuticos de uso humano e veterindrio encontram-se em crescente uso, sendo que
sdo usadas cerca de 3000 substancias farmacéuticas na Unido Europeia. Os mais
consumidos habitualmente sdo AINES (anti-inflamatdrios ndo esterdides), analgésicos,
antibidticos, reguladores lipidicos, B-bloqueadores e hormonas. A contaminacdo
aquatica por estes compostos provém maioritariamente de desperdicios hospitalares e
municipais. Nas ultimas décadas, foram detectados em baixas concentracdes, em
estacOes de tratamento de aguas residuais, aguas superficiais e marinhas e aguas
subterrdneas em Varios paises. As concentracbes medidas nos efluentes de esgotos e
estacdes de tratamento encontram-se, geralmente no intervalo de ng/l - ¢/l, e em ng/l,
emrios, lagos e mares. Por exemplo, foram encontradas concentragGes de drogas &cidas,
como o bezafibrato e 0 naproxeno em estacfes de tratamento de agua na Alemanha na
concentracdo de 4,6 pg/l e 0,4 pg/l, respectivamente (Miao et al., 2002). Foram também
encontradas concentracdes de clorofibrato (que possui actividade biolégica e elevada
persisténcia ambiental) superiores a 0,8 ng/l em estagdes de tratamento de &guas
residuais, e concentracdes de 270 ng/l, em agua da torneira na Suica (Nunes et al.,
2004). Na Alemanha foram também encontrados varios metabolitos do antibidtico
eritromicina como a roxitromicina e o sulfometazol em concentracdes de 6 pg/l, em

estacdes de tratamento de agua (Hirsch et al., 1999).

Segundo o estudo conduzido por Santos et al, (2010), a principal fonte de
contaminacdo do ambiente por quimicos de utilizacdo terapéutica é a excrecao
inalterada de farmacos na urina e nas fezes. E também importante referir outras fontes
de contaminacdo, que assumem também alguma importancia na contaminagdo

ambiental, como indicado pela imagem abaixo:
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Pharmaceuticals
;—_ﬁ_‘_
Veterinary medicine

+ '
‘ Untreated Wastewater Hospital ‘ _________________________
sewage effluent
Surface  [—)  Landfll fo EMERELD
water via aguaclfire |
| Groundwater
Drinking water

Imagem 1- “Percurso ambiental dos fArmacos no ambiente™.

Adaptado de: Santos et al., (2010).

Ainda segundo este artigo, os AINES sdo os principais farmacos contaminantes

encontrados no ambiente, como indica a figura abaixo:

Veterinary products 0"l antidiabetics
3% 3"” Anllpsyehotlcs

p2-Sympathomimetics ™ Non-steroidelant-
3% / inflammatory drugs
Xray contrast media 16%

: [
o Antiacih

|
3 I
Antineoplasics
&%
Antihypertensives Anﬂbloﬂcs
%
Antidepressants
4%
Ansiolitics f
4%
Blood lipid lowering agents
Betablockersj > o 12%
Antiepileptics Sex hogr mones
8% %

Imagem 2- “Principais classes medicamentosas como contaminantes ambientais”.

Adaptado de: Santos et al., (2010).
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AINES, como o naproxeno, diclofenac, ibuprofeno e paracetamol, foram ja encontrados
em concentragdes de 2,06 ng/l, 18,74 ng/l, 9,89 ng/l e 2,42 ng/l, respectivamente. Foram
ainda encontrados, drogas de utilizagdo em terapéutica psiquiatrica como a
carbamazepina, numa concentracdo de 3,09 ng/l, antibiéticos como o sulfametoxazol
em concentragdes de 11,92 ng/l, B- bloqueadores como o sotalol em concentragfes de
1,82 ng/l, e anti-histaminicos como a ranitidina em concentracbes de 0,57 ng/l
(Ginebreda et al., 2010). Bendz et al., (2005), em analises realizadas a um rio na Suécia,
encontrou concentracfes de AINES até 3,9 pg/l, antibidticos em concentracbes de 0,08
pg/l, e anti-epilépticos em concentracOes de 1,68 pg/l.

Segundo Sanderson et al., (2003), o paracetamol é encontrado em aguas da Europa e
Norte da América em concentragdes de 0,014 pg/l. Ginebreda et al., (2010), publicou
um estudo acerca da presenca de vérios fa&rmacos no rio Llobregat em Espanha.
Segundo este mesmo estudo, o paracetamol foi detectado com uma frequéncia de 90%
em amostras provenientes de rios do Mediterraneo. Segundo Jones et al. (2001), sdo
prescritos 10,4 milhdes de medicamentos (sob diversas formulacdes, como capsulas,
comprimidos ou saquetas) com paracetamol nos Estados Unidos da América
anualmente, sendo que a concentracdo maxima de paracetamol encontrada em estacoes

de tratamento de &guas residuais é de 6000 ng/I.

3) Paracetamol como contaminante ambiental:

Os anti-inflamatorios ndo esterdides (AINES) como o paracetamol, podem ser
encontrados na ordem dos mg/l em aguas de superficie, aguas de consumo humano e
efluentes de estagbes de tratamento de aguas residuais, sendo uns dos compostos
farmacéuticos mais frequentemente encontrados em ambientes aquaticos (Parolini et al.,
2009). Vérios estudos realizados na Europa, Canadé e Estados Unidos da América,
durante a Gltima década, mostram que 0s compostos mais encontrados nas aguas
residuais, rios e mesmo em aguas para consumo sdo os AINES. Isto ocorre
provavelmente pois estes sdo largamente usados no tratamento de dor moderada e
cronica e no tratamento de doengas reumaticas (Farré et al., 2008). Um nUmero de
reservatorios aproveitados para agua potavel, foram monitorizados ao longo do rio
Lergue no sul da Franca, sendo encontrados varios contaminantes, entre eles produtos

farmacéuticos como os AINES paracetamol e diclofenac e o anticonvulsivante

12



Estudo dos efeitos de paracetamol em parametros reprodutivos e comportamentais de Daphnia magna

carbamazepina (Farré et al., 2008). Os AINES sdo um dos grupos de farmacos
encontrados em maiores concentragdes em aguas nos Estados Unidos da América (p.e.,
0 naproxeno em concentracfes até 3200 ng/l e o ibuprofeno em concentragbes até 1900
ng/l). AINES como o diclofenac, apresentam uma taxa de remocdo nas estacdes de
tratamento de cerca de 50%, sugerindo assim que tem uma baixa inactivagdo nos

sistemas de tratamento de agua (Yu et al., 2006).

Segundo Heberer (2002), o paracetamol é facilmente degradado e removido das
estacdes de tratamento de aguas. No entanto, a sua presenca é ubiqua, e encontra-se
amplamente disperso pelo ambiente aquatico. Em analises a efluentes de esgotos e rios
da Alemanha, o paracetamol foi encontrado em menos de 10% dos esgotos, ndo sendo
detectado nas aguas dos rios. Em analises a 142 cursos de dgua, nos Estados Unidos da
Ameérica, susceptiveis de contaminacdo com esgotos municipais, foi detectado
paracetamol em 17% das amostras, em concentracbes maximas de 10,0 g/l (Heberer,
2002).

Segundo Ternes (1998), foram encontrados antiflogisticos em mais de 50% das aguas
analisadas nos esgotos alemaes, rios e efluentes industriais. O paracetamol foi detectado
numa concentracdo maxima de 1 pg/l. Este farmaco ndo foi também detectado em aguas
superficiais, dentro dos limites de deteccdo, podendo isto dever-se a completa remogédo

pelo sistema de tratamento de aguas.

Foi também encontrado paracetamol em amostras de agua de estacdes de tratamento de
aguas residuais, numa concentracdo de 0,036 pg/l, e numa concentracdo de 0,76 pg/kg
em amostras solidas de sedimento (Stackelberg et al., 2007). O maximo encontrado em
amostras de agua foi de 0,12 pg/l em aguas antes de tratamento; no entanto, apos
tratamento da dgua, o valor maximo encontrado foi de 0 pg/l (Stackelberg et al., 2007).
Foram também ja detectadas concentragdes de paracetamol de 0,16 pg/l, em amostras

de agua provenientes dos Estados Unidos da América (Focazio et al., 2008).

Fent et al., (2006) publicou um artigo de revisdo que refere que a concentragdo de
paracetamol em influentes de estacdes de aguas residuais é de 6,9ug/l, e nos efluentes é

de 0 pg/l, com uma percentagem maxima de remocdo de 100%. Ainda segundo este

13
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estudo, foram encontradas concentragdes de paracetamol superiores a 10 pg/l em 24%

de amostras de agua nos Estados Unidos (Fent et al., 2006).

4) Utilizacdo de bioensaios em testes ecotoxicoldgicos:

4.1) Modalidades de testes:

Nos testes de toxicidade utilizados em Ecotoxicologia € importante a relacdo entre a
guantidade de quimico ao qual o organismo é exposto e os efeitos tdxicos causados. O
parametro dose-resposta permite a avaliacdo dos riscos de um quimico para o ambiente
(Walker et al., 2001). Existem muitos métodos de avaliar/quantificar a toxicidade de um
xenobiotico. Os parametros de toxicidade (end-points) mais comummente utilizados sdo
a avaliacdo da mortalidade, capacidade de reproducéo e testes comportamentais (OECD,
2008). No entanto, existem muitos ensaios que permitem estimar a dose ou
concentracdo que causa letalidade a 50% dos organismos expostos (LCsy) (OECD,
1984). Numa abordagem mais recente, é possivel estabelecer a concentracdo ou dose
que ndo causa efeito observavel (NOEC). Estes valores, obtidos a partir dos testes
ecotoxicologicos, dependem das condicbes em que estes sdo realizados, como
temperatura, humidade ou estado de salde do organismo (Walker et al., 2001).

Uma das dificuldades do teste de toxicidade com organismos aquaticos reside em
manter a concentracdo de contaminante constante na dgua, pois este é perdido devido a
absorcdo e metabolismo por parte do organismo, e a volatilizacdo, degradacdo e
absorcdo pela agua (OECD, 2008). Quando a percentagem de perda é relativamente
baixa, os ensaios podem ser realizados em sistemas estaticos ou semi-estaticos. Nos
sistemas estaticos, a &gua ndo é substituida durante a duracdo do teste, enquanto nos
ensaios semi-estaticos, a dgua € substituida em intervalos regulares (usualmente a cada
24 horas) (OECD, 2008).

Outro sistema que pode ser utilizado é o sistema de fluxo continuo, em que a solugédo
teste € continuamente renovada, assegurando uma concentracdo constante da substancia
teste e previne possiveis contaminacbes com algas ou mucos. E no entanto mais

dispendioso e mais complexo (OECD, 2008).
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5) Organismos-teste:

Para a realizacdo dos ensaios ecotoxicolégicos € necessario a seleccdo de um
organismo-teste. O organismo-teste é seleccionado de acordo com alguns critérios, tais
como disponibilidade e abundancia no ambiente, facilidade de cultivo em laboratorio e
conhecimento da biologia da espécie. Sdo espécies indicadoras, preferencialmente,
espécies sensiveis e locais (Rand, 1995). Acrescenta-se a necessidade de
representatividade do organismo em relagdo a um determinado grupo de importancia

ecoldgica, e a estabilidade genética que serve de base a popula¢des (Rand, 1995).

De entre as espécies que relnem tais critérios, uma amplamente utilizada, e cuja
metodologia de cultivo e teste € normalizada em varios paises, € o microcrustaceo de
agua doce Daphnia magna. (Imagem 3). (Rand, 1995). Para alem de ser utilizada como
organismo-teste, € também uma espécie bioindicadora em estudos ecotoxicologicos.
Espécies bioindicadoras indicam a presenca ou auséncia de um dado contaminante no
ambiente, indicando o estado biotico ou abidtico de um determinado ambiente,
permitindo aferir sobre o impacto produzido sobre um determinado habitat, comunidade
ou ecossistema. Estes organismos podem sofrer alteracdes ecoldgicas, comportamentais,
bioquimicas, morfoldgicas, fisioldgicas ou genéticas devido a exposicdo a um dado

contaminante (Pepper et al., 1996).

6) Daphnia magna como organismo padrdo em Ecotoxicologia:

A Daphnia magna é um microcrustaceo de agua doce, da ordem Cladocera com cerca
de 1,5 mm de comprimento quando adulto, vulgarmente designado por pulga-de-agua.
E um habitante comum das aguas doces interiores do globo, alimenta-se de algas e é a
presa principal de varios peixes (Walker et al., 2001). E muito usada em bioensaios
toxicolégicos, nomeadamente nos testes requeridos pela legislacdo nacional e europeia
para a avaliagdo ecotoxicoldgica de novos agentes quimicos, de efluentes urbanos e
industriais e de ecossistemas de agua doce (Walker et al., 2001). E um organismo
passivel de ser mantido em laboratorio, dado ser de reduzidas dimensdes, de facil
adaptacdo a condicdes laboratoriais, altamente prolifico e sem grandes variacbes nas

ninhadas. Pelo facto de se reproduzir por partenogénese (reproducdo assexuada) €
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possivel manter um clone, mantendo o patriménio genético constante ao longo do
tempo (Walker et al., 2001). Este organismo foi seleccionado como organismo-teste
para este ensaio por ser amplamente conhecido (em termos bioldgicos), facilmente
cultivado e mantido em laboratdrio e por se reproduzir frequentemente, 0 que garante o
suprimento de organismos para testes constantes. Para além disso, sdo apenas
necessarias infra-estruturas simples, os custos para manutencao sdo baixos e a resposta
aos agentes ambientais é rapida devido ao seu ciclo de vida curto. Os testes
ecotoxicologicos que habitualmente envolvem este organismo sdo também de curta
duracdo: duram normalmente 24-48h em sistemas estaticos (OECD, 2001), o que

contribui para sua actual aceitacdo e divulgacao.

7) Caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas de Daphnia magna:

Organismos desta espécie apresentam, como todos 0s crustaceos, uma carapaga que no
seu caso sofre muda diaria. As crias sdo geneticamente iguais a progenitora,
reproduzindo-se mesmo em condi¢cbes adversas, como curto fotoperiodo, baixa
concentracdo de alimentos e elevada densidade populacional. Apresenta uma ampla
distribuicdo geografica e importancia ecologica com significativo relevo nas cadeias
alimentares de agua doce e possui elevada sensibilidade a uma grande variedade de
toxicos (OECD, 2008).

Imagem 3- Adulto da espécie Daphnia magna (adaptado a partir de Tatarazako e Oda,
2007).
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8) Caracteristicas reprodutivas de Daphnia magna:

Em condicBes naturais, D. magna reproduz-se por partenogénese ciclica, o que fornece
tanto clones de longo termo, como populagdes com reprodugdo sexuada. Isto significa
que, durante a maior parte do ano, as populacdes naturais de D. magna séo constituidas
maioritariamente por fémeas, sendo os machos apenas abundantes na Primavera e
Outono, ou quando ocorrem condi¢cBes ambientais desfavoraveis como, por exemplo,
baixas temperaturas ou grande densidade populacional e subsequente acumulagdo de
produtos de excre¢do. Contudo, em laboratério, onde as condicdes ambientais podem
ser mantidas favoraveis e constantes, a reprodugdo sexuada normalmente ndo ocorre, e
D. magna reproduz-se apenas partenogenicamente, originando numerosos descendentes
geneticamente idénticos as fémeas progenitoras, o que permite eliminar a variabilidade
de ordem genética dos bioensaios (Pepper et al., 1996). O seu ciclo de vida varia entre
cerca de 40 dias a 25 °C, e 56 dias a 20°C. Quando mantida em laboratorio, esta espécie
tem, normalmente, juvenis de 2 em 2 dias e precisa de 6 a 10 dias para dar origem a
primeira ninhada. Os ovos sdo libertados quando as fémeas mudam a sua carapaca
(Pepper et al., 1996).

9) Substancia em estudo: paracetamol

O paracetamol ou acetaminofeno é um farmaco com propriedades analgesicas e
antipiréticas, mas sem propriedades anti-inflamatdrias clinicamente significativas
(Guimaraes et al., 2006). Pertence a classe dos anti-inflamatorios ndo esterdides, que
actuam por inibicdo, reversivel ou irreversivel, de uma ou das duas isoformas da enzima
cicloxigenase, COX-1 e COX-2, envolvidas na sintese das prostaglandinas a partir do
acido araquidonico (Guimardes et al., 2006). O paracetamol é um composto para-
aminofendlico, derivado da anilina, sendo uma das substancias mais utilizadas
actualmente. A sua actividade antipirética é devida a molécula de anilina, sendo quase
completamente biotransformado no organismo pelas enzimas microssomais hepaticas.
Cerca de 60% é conjugado com o &cido glucorénico, 35% é conjugado com grupos
sulfonato, e uma pequena parte conjugada com a cisteina, sendo outra parte hidroxilada
(Guimarées et al., 2006).
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10) Estudos ecotoxicoldgicos com paracetamol:

Foram ja realizados estudos, que se focaram nos efeitos do paracetamol em organismos
ndo-alvo como D. magna, no entanto, estes incidiram somente na mortalidade, como 0s
estudos de Kim et al. (2007), Henschel et al., (1997) ou Madden et al., (2009), referidos
e abordados na seccdo da discussdo. No entanto, ndo existem estudos nem dados
relativos a reproducdo e balanco energético e alimentar dos efeitos do paracetamol em
D. magna.

Assim, e em virtude de uma auséncia de estudos em nimero suficiente para caracterizar
a resposta ecotoxicolégica que deriva da exposicdo a paracetamol por via ambiental
aquatica, foi estabelecido como objectivo do presente estudo avaliar os efeitos deste

composto sobre juvenis do organismo padrdo Daphnia magna.

I1) Material e métodos:

A avaliagdo dos efeitos toxicologicos do paracetamol em D. magna, neste trabalho, foi
realizada, utilizando alguns end-points como a mortalidade (com célculo do LCsp),
comportamento alimentar e os efeitos sobre a reproducdo. O parametro mortalidade,
avalia o namero de crias com menos de 24 horas, que morrem (permanecem iméveis
apos estimulo) ap6s exposicdo a diferentes concentracdes de paracetamol. Segundo as
normas da OCDE (OCDE, 1984), adoptadas no presente estudo, os animais em estudo
encontram-se mortos quando se apresentam imoveis ao fim de 15 segundos apos leve

agitacao.

De acordo com a norma da OCDE (OCDE, 1998) é necessario reportar a mortalidade
diariamente, durante uma exposicao aguda de 48 horas. O parametro LCso, importante
para medir os efeitos toxicolégicos de uma dada substancia num determinado
organismo bioindicador, devera ser posteriormente calculado com base nos valores de
mortalidade ao fim do periodo de exposicdo de 48 horas. A concentracdo letal a 50%,
corresponde a concentracdo necessaria para produzir morte em 50% da populacdo
(OCDE, 1984). O parametro LCso descreve a distribuicdo da susceptibilidade do
organismo-teste a um composto (Stephan, 1977). Em organismos aquaticos, os valores

obtidos experimentalmente sdo comparados com concentracBes esperadas em
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compartimentos aquaticos, num tempo comparavel. Permite assim, prever o risco
ambiental de determinada substancia, indicando o potencial dano para o ambiente

permitindo a protecgdo e conservacdo do ambiente. (EPA U.S., 1978).

1) CondicGes de cultura do organismo-teste Daphnia magna:

Os animais a utilizar em testes ecotoxicologicos devem ser preferencialmente
identificados pelo genotipo, e ndo devem ter mais de 24 horas. Os animais devem provir
de um stock saudavel, sem sinal de stress, como alta mortalidade, animais descolorados
ou demora na producdo da primeira ninhada. Devem ser mantidos em condicGes de
cultura apropriadas (luz, temperatura, meio, alimento e nimero de animais por cultura)
(OECD, 1998). As progenitoras utilizadas no presente estudo obedeceram a este
critério, sendo provenientes de uma cultura monoclonal do Laboratério de Ecologia de
Aguas Doces, Ecotoxicologia e Risco, do Centro de Estudos do Ambiente e do Mar,

Laboratdrio Associado (Aveiro).

1.1) Luze temperatura:

Os animais foram cultivados com exposicdo a 16 horas de luz, ndo excedendo a
intensidade de 15-20 pE.m*s, e mantidos a uma temperatura entre 18 e 22° C (+2° C),
e semarejamento durante a sua manutencdo (OECD, 1998).

Foram mantidos em frascos contendo cerca de 100 ml de 4gua isenta de cloro. As crias

produzidas foram retiradas ao longo de todo o tempo de ensaio.
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Imagem4 - Condigdes de cultura de Daphnia magna no laboratorio.

1.2) Meio de cultura:

O meio utilizado neste estudo foi agua isenta de cloro, obtida por borbulhar ar sob
pressdo em agua da rede de distribuicdo publica, permitindo assim a libertagcdo do cloro
(desinfectante).

1.3) Alimentag&o:

A norma de teste adoptada implica que a alimentacdo dos organismos da cultura
laboratorial fosse preferencialmente feita com células algais vivas (Chorela sp,
Selenastrum sp, ou Scenedescus subspicatus). A alimentacdo foi fornecida a uma taxa
constante (OECD, 1998).

Para a alimentacdo dos animais, foi assim cultivado um meio de algas em laboratorio.
Foi preparado um meio artificial para permitir o crescimento de algas
(Pseudokirchneriella subcapitata). Stein (1973), apresenta o protocolo geral que foi
seguido no presente trabalho, para um dos meios passiveis de serem utilizados na
manutencdo laboratorial de microalgas verdes e na realizagdo de testes ecotoxicoldgicos
com essas mesmas algas. Trata-se do meio Woods Hole MBL (Marine Biological

Laboratory) e os procedimentos apresentados foram adaptados a partir de Stein (1973).
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O meio Woods Hole MBL é um meio totalmente artificial, sintético, rico, que contém
0S macronutrientes e micronutrientes necessarios para sustentar o crescimento algal.
Este conjunto de nutrientes essenciais € conseguido adicionando uma série de reagentes
laboratoriais (na sua maioria sais) a agua destilada (Stein, 1973). Assim, é obtido pela

diluicdo com agua destilada de diversas solucdes stock de compostos quimicos:

(1) CaClk [36,76g/1]; (2) MgSO4 [36,97¢/1]; (3) NaHCO3 [12,69/1]; (4) K:HPO4 [8,7
d/1]; (5) NaNO3[85,01¢/1]; (4) Na,SiO3 [28,42¢/1]; (5) Na,EDTA

[4,369/1]; (6) FeClk [3,15g/1]; (7) CuSO4 [0,01g/1]; (8) ZnSO4 [0,022g/1]; (9) CoCL 0,01
o/l]; (10) MnCl [0,18¢/1]; (11)NazMoO4 [0,006¢/1]; (12) Tris(hydroxylmethyl) amino-
metano [50g em 200ml]. (Stein, 1973).

Ao recipiente onde se fez 0 meio de cultura (proprio para autoclavagem), ja metade
cheio com agua destilada, adicionou-se 1 ml por litro de meio de cada uma das solugdes
de 1 a 11, e 2 ml por litro de meio da solucdo 12. (Stein, 1973). Esterilizou-se o meio
por autoclavagem, a 120°C, durante 60 minutos, com pressao de 1 atmosfera. (Stein,
1973). Apds autoclavagem, e imediatamente antes de o meio ser usado, adicionou-se,
sob condicdes de assepsia, 1 ml de solugcdo de vitaminas (tiamina biotina e
cianocobalamina, em concentragcdes finais no meio de cultura de 100, 0,5 ¢ 0,5 pg/l,
respectivamente) (Stein, 1973).

Inoculou-se o frasco de cultura com 1 ml de uma solucdo de Pseudokirchneriella
subcapitata. O frasco de cultura foi constantemente arejado e mantido iluminado com
luz de intensidade controlada. As algas cresceram durante cerca de 14 dias, sendo
depois retiradas para alimentagdo dos animais. Os animais foram alimentados com uma

suspensdo de células algais, obtida por centrifugacdo a 3000g por 5 minutos.
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Imagem 5- Vaso de crescimento das algas para alimentagéo dos crustaceos.

2) Condicdes de ensaio:

Todas as condi¢des bioticas e abidticas foram mantidas constantes e tal como foram
enunciadas, ao longo de todos os ensaios, com excepcao dos testes agudos de letalidade,

durante os quais ndo foi fornecido alimento.

3) Testes agudos: determinacao do valor de LCsg

Os ensaios de toxicidade aguda permitem determinar a toxicidade relativa de uma
amostra ou substancia, sobre um organismo aquatico, exposto a diferentes
concentragbes conhecidas da amostra/substancia, num curto periodo de tempo (Rand,
1995). O tempo de exposicdo geralmente situa-se entre 24-48h, incluindo os parametros
avaliados: a mortalidade, no caso de peixes; imobilidade, no caso de invertebrados; e
crescimento de uma cultura, no caso de algas. O resultado é expresso em Concentragao
Efectiva Média - CEsp, ou seja, a concentragdo a qual 50% da populacdo exposta
sobrevive a concentragdo exposta, num periodo determinado (Rand, 1995). Assim, o
objectivo do ensaio de toxicidade aguda, é determinar a concentracdo de substancia que
produz um efeito deletério na populacdo exposta, durante um curto periodo de tempo
(Rand, 1995).

22



Estudo dos efeitos de paracetamol em parametros reprodutivos e comportamentais de Daphnia magna

Neste estudo, os ensaios foram realizados de acordo com as normas da "Organization
for Economic Cooperation and Development” - OECD, OECD Test Guidelines for
Testing of Chemicals desenvolvido para Daphnia magna (OECD, 1998). Para os testes
de mortalidade, animais com menos de 24 horas foram colocados em frascos, contendo
10 animais por frasco, cada frasco contendo 100 ml de &gua isenta de cloro. As
concentracOes de paracetamol a que os animais foram expostos foram 0,5 mg/l; 0,25
mg/l; 0,125 mg/l; 0,0625 mg/l e 0,03125 mg/I, sendo as solugdes preparadas a partir de
uma solucdo stock de paracetamol de 2 mg/l. Foi realizado um controlo nas mesmas
condicOes. Todos os ensaios foram realizados em triplicado. O ensaio teve a duracao de
24 horas. Foram mantidos em condigdes de temperatura entre 0 18° C e 0 22° C, com
um fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de escuriddo. Este ensaio, permitiu calcular a
mortalidade causada pelas concentragdes de paracetamol utilizadas e calcular o

parametro LCsg, (concentracdo letal 50).

3.1) CondigOes de ensaio:

Foram utilizados 60 animais neonatos, com menos de 24 horas de idade, divididos em
grupos de 10 para testes semi-estaticos. De acordo com a metodologia de testes
padronizados utilizada, foi contabilizado o nimero de animais mortos no final do
periodo de exposicdo; a mortalidade dos animais nas condi¢cdes controlo ndo excedeu 0s
10%, permitindo viabilizar o teste. No final, 0 nimero de animais mortos em cada uma
das concentracfes permitiu o calculo do valor de concentracéo letal a 50% (LCsp). O
resultado destes ensaios foi igualmente (til para escolher a gama de concentragbes que
foram posteriormente usadas no teste de toxicidade cronica (OECD, 1998) e de

comportamento alimentar.

4) Testes crdnicos: avaliacdo dos efeitos do paracetamol a nivel reprodutivo

Este ensaio pretendeu avaliar o efeito das Varias concentracfes sub-letais de
paracetamol (calculados com base nos resultados obtidos a partir do teste de toxicidade

aguda), na taxa de reproducdo de D. magna, ao longo de um periodo alargado e
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consequentemente ecologicamente relevante. Os testes cronicos permitem avaliar os
possiveis efeitos adversos de um quimico sobre 0 organismo, exposto a concentragdes
sub- letais do mesmo, durante um longo periodo de exposicdo, permitindo assim que o
organismo seja exposto a substdncia em estudo durante todo o seu ciclo de vida,
incluindo VArios estdgios como a juventude, crescimento, maturidade sexual e
reproducdo (Rand, 1995).

Segundo a norma OECD/211, (1998) os ensaios cronicos com D. magna sdo realizados
num periodo de 21 dias, com fluxo semi-estéatico, e avaliam a reproducédo do organismo.
Assim, estes testes visam uma avaliacdo geral do desempenho reprodutivo das fémeas
como indicativo de contaminacdo ambiental, cobrindo assim todo o ciclo do organismo
(OECD, 1998). O principal objectivo do teste é observar o efeito de quimicos na
reproducdo de Daphnia magna. Assim, jovens fémeas de Daphnia magna, com idades
de 24 horas, foram expostas a substancia teste em diferentes concentracbes (OECD,
1998).

Para os testes de exposicdo cronica, foram utilizadas concentracBes sub-letais de
paracetamol, preparadas a partir da mesma solugdo stock de 2 mg/l. As concentragdes
de exposicao utilizadas foram de 0,164 mg/l; 0,082 mg/l; 0,041mg/l; 0,0205 mg/l e
0,01025 mg/l. Os animais foram alimentados 3 vezes por semana com uma Suspensdo
de algas. O ensaio teve a duracdo de 14 dias. Para 0s testes de exposicdo cronica, 0s
animais com menos de 24 horas, foram divididos em frascos, contendo 10 animais por
frasco, cada frasco contendo 100 ml de agua isenta de cloro. Foram mantidos em
condicdes de temperatura entre 0 20° C (+ 2°C), com um fotoperiodo de 16 horas de
luz/8 horas de escuriddo. Foi realizado um controlo nas mesmas condigfes. Todos 0S
ensaios foram realizados em triplicado. No final do ensaio o numero total de crias vivas
por fémea foi contado, sendo assim excluidas as crias que morreram durante o tempo de
ensaio (OECD, 1998).

5) Testes agudos: determinagdo do comportamento alimentar

Este ensaio pretendeu avaliar o efeito das Varias concentracbes sub-letais de

paracetamol, no padrdo alimentar de Daphnia magna. Para os testes de comportamento
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alimentar, foram utilizadas concentragcdes sub- letais de paracetamol, preparadas a partir
da mesma solucdo stock de 2 mg/l. As concentracfes de exposicdo utilizadas foram de
0,164 mg/l; 0,082 mg/l; 0,041mg/l; 0,0205 mg/l e 0,01025 mg/l. O ensaio teve a
duracdo de 24 horas. Para os testes de alimentacdo, os animais adultos, foram divididos
em frascos, contendo 10 animais por frasco, cada frasco contendo 100 ml de &gua isenta
de cloro. Foram mantidos em condicdes de temperatura de 20°C (x2°C), com um
fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de escuriddo. Foi realizado um controlo nas
mesmas condi¢bes. Todos os ensaios foram realizados em triplicado. Adicionou-se uma
guantidade conhecida de células de P. subcapitata a todos os frascos contendo
organismos-teste. Foi realizada a contagem de células algais ao tempo zero para cada
concentracdo e também para o controlo. Ao fim de 24 horas, no final do teste, foram
novamente contadas as células para todas as concentracdes e também para o controlo.

Para ambas as contagens, foi utilizada um hematocitometro (cAmara de Newbauer).

6) Analise estatistica:

Foi realizada uma analise de variancia para verificar diferencas significativas entre os
tratamentos, sequida de um teste de Dunnet, para descriminar diferengas significativas
relativamente aos tratamento controlo. Para o célculo do valor de LCsg, utilizou-se o
método Probit (Finney, 1971). A homogeneidade de variancias foi testada previamente

pelo teste de Levene.

I11) Resultados:

1) Testes de mortalidade:

O teste de mortalidade revelou diferencas significativas entre o tratamento controlo e os
tratamentos expostos as concentracdes de 0,03125; 0,25e 0,5 (F=61,78;g. I. =5, 12;p
<0,01). Os dados obtidos permitiram calcular o valor de LCsp, de 0,328 mg/l (+/- 0,104
mg/1).
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Grafico 1- Resultados dos testes de mortalidade: nimero de animais mortos por
tratamento; os valores referem-se a média das 3 réplicas + respectivas barras de erro

padrdo; * - diferencas significativas emrelagdo ao controlo (p < 0,05).

2) Teste de reproducdo:

O teste de reproducdo revelou diferencas significativas entre o tratamento controlo e
todos os tratamentos adoptados (F =71,4; g. I. =5, 12; p < 0,01), com uma significativa

e dose-dependente reducdo do nimero de neonatos por fémea.
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Grafico 2- Resultados do teste de reproducdo; os valores referem-se a média das 3
réplicas + respectivas barras de erro padrdo; * - diferencas significativas em relagdo ao
controlo (p < 0,05).

3) Teste de alimentagdo:

O teste de alimentacdo revelou diferencgas significativas entre o tratamento controlo e o
tratamento de concentracdo mais elevada, correspondente a 0,5 mg/l (F = 316,55; g. . =
5,12; p <0,01).
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Grafico 3- Resultados do teste de alimentagdo (24 horas); os valores referem-se & média
do nimero de células algais das 3 réplicas ao fim do periodo de 24 horas + respectivas

barras de erro padréo; * - diferencas significativas emrelacdo ao controlo (p < 0,05).

IV) Discusséo:

1) Toxicidade aguda:

Segundo Farré et al., (2008), os efeitos adversos do paracetamol devem-se
principalmente a formacdo de metabolitos hepatotoxicos, primariamente N-acetil-
parabenzoquinona-imina (NAPQI), sintetizada quando existe diminui¢do da glutationa
nas células do figado. O metabolismo do paracetamol, em doses terapéuticas, envolve a
sua conjugacdo por intermedio de arilssulfotransferases (com grupos sulfonato) e de
glucoronosiltransferases (conjugacdo com acido glucordnico). No entanto, a accéo
oxidativa do citocromo Pss0 permite a formacdo de uma pequena percentagem de
NAPQI, que é prontamente eliminada por conjugacdo com a glutationa. Em
sobredosagem, a glutationa intracelular esgota-se e permite a ac¢do toxica do NAPQI
formado (Guimardes et al., 2006). Este mecanismo de actuacdo &€ comum a uma

multiplicidade de organismos, pelo que € de esperar que os efeitos ambientais que
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resultam da presenca de residuos de paracetamol possam obedecer aos mesmos

parametros.

Tal como no presente estudo, trabalhos prévios recorreram a imobiliza¢do como critério
de ecotoxicidade para avaliar os efeitos do paracetamol em organismos aquaticos. No
estudo conduzido por Kim et al. (2007), foi calculado um valor de LCsp as 48 horas de
30,1 mg/l para Daphnia magna. Relativamente ao calculo do PEC (predicted
environmental concentration), este foi de 16,5 pg/l, e um valor de PNEC (predicted no
effect concentration) de 9,2 pg/l. A razdo PEC/PNEC calculada, apresentou assim um
valor superior a um, que segundo este autor sugere risco ecotoxicoldgico para este
farmaco no organismo estudado. Comparando com o presente estudo, o estudo de Kim
et al., (2007) apresenta um valor de LCs muito elevado. Assim, é possivel concluir que
0 paracetamol apresentou uma maior toxicidade no presente estudo relativamente ao do
autor referenciado, pois o organismo por nés utilizado foi bastante mais sensivel ao
farmaco. Esta diferenca significativa no valor de LCso pode dever-se as diferentes
condigdes de exposigdo. No estudo conduzido por Kim et al., (2007), foi utilizado
dimetilsulfoxido para preparar as solugdes stock, numa concentracdo que ndo excedeu
0s 0,5%, sendo que no presente estudo ndo foi utilizado nenhum solvente para
preparacdo das solucdes stock. As solugdes stock de paracetamol, utilizadas no trabalho
descrito por Kim et al. (2007), ndo foram imediatamente usadas, mas sim preparadas e
armazenadas durante dois dias, o que pode ter conduzido a parcial degradacdo do
composto. As condicdes experimentais adoptadas no trabalho descrito por este autor,
foram também sensivelmente diferentes das adoptadas no nosso estudo. O meio de
manutencdo de Daphnia magna no estudo conduzido por Kim et al. (2007), foi filtrado
antes de ser utilizado, sendo que no presente estudo ndo houve filtragdo. Todos estes
parametros podem conduzir a alteragdes fisiologicas significativas, influenciando a
diferenca de resultados observada. Para além disso, o parametro de LCsp, calculado por
este autor, refere-se a 48 horas, enquanto no presente estudo, o pardmetro LCsq se refere
a 24 horas. E no entanto importante salientar, que segundo Kim et al., (2007), D. magna
foi 0 organismo mais sensivel a todos os farmacos testados, apresentando este composto

risco ecotoxicoldgico para este crustaceo.
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Também Henschel et al., (1997), reportou valores de LCso para o paracetamol em D.
magna entre 19 e 50 mg/l, verificando igualmente que a toxicidade do paracetamol
nestes organismos aumenta ao longo do tempo, pois o valor de LCsq as 24 horas é de
293 mg/l, diminuindo para 50 mg/l as 48 horas, sugerindo que a sensibilidade do
organismo-teste aumenta ao longo do tempo de exposicdo. Em fungéo destes resultados,
este estudo conclui que o paracetamol provoca efeitos ecotoxicol6gicos em Daphnia
magna. Mais uma vez, este pardmetro ecotoxicolégico calculado por Henschel et al.
(1997), foi mais elevado do que o calculado no presente estudo. Assim, pode concluir-
se que a espécie Daphnia magna se revelou mais sensivel no presente estudo, sendo que

foram utilizadas as mesmas condicGes de teste nos dois estudos comparados.

Madden et al., (2009) utilizou a tecnologia ECOSAR (Ecological Structure Activity
Relationships - sistema informéatico de previsdo que estima a toxicidade aquatica de
produtos quimicos: o programa estima a toxicidade aguda ou crénica de um produto
para organismos aquaticos como peixes, invertebrados e plantas aquaticas) para estimar
0 LCsp do paracetamol no crustaceo Daphnia magna, encontrando um valor de LCsp as
48 horas de 34,699 mg/l. Comparando com o presente estudo, em que o valor
encontrado de LCso foi de 0,328 mg/l, relativamente a exposicdo aguda de Daphnia
magna a diferentes concentragdes de paracetamol, pode verificar-se que 0s organismos
utilizados no presente estudo foram novamente mais sensiveis ao farmaco. E importante
salientar também que o LCso calculado por este autor se refere a 48 horas, ao contrario

do presente estudo, no qual o valor de LCs se refere a 24 horas.

Carlsson et al., (2006) investigou a ecotoxicidade aguda dos 10 medicamentos mais
usados na Suécia, em Daphnia magna. Os resultados obtidos mostram que em
caracterizagdo inicial de risco, o paracetamol constitui um risco ambiental de acordo
com o parametro PEC/PNEC >1. Para este composto a concentragdo maxima registada
é de 6,0 pg/l, em &guas residuais, sendo este valor 50 vezes inferior do que o calculado
PEC em aguas residuais, e metade do PEC em aguas de superficie. Foi avaliada a
toxicidade aguda em peixes, invertebrados e algas, sendo a espécie mais sensivel D.
magna, onde o valor de LCsq calculado para o paracetamol é de 9,2 mg/I. Este artigo ndo
apresenta no entanto dados de toxicidade crénica, sendo aplicado o factor 1000 para o
calculo do PNEC. Segundo este autor, a calculo do PEC em aguas superficiais € dado

pela formula: ““Worst case: PECagua de superficie= ‘4 DOSEai*Fpen /
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(WASTEW inhab* DILUTION*100) ”, em que DOSEai corresponde & maior dose didria
recomendada; Fpen, corresponde a percentagem de venda no mercado e 100 a
percentagem de correccdo. No caso do paracetamol, a percentagem de correcgédo
utilizada por este autor foi de 1000, devido a falta de dados relativos a toxicidade
cronica. Comparando os dados obtidos no presente estudo (em que o valor de LCs
encontrado foi de 0,328 mg/l), e os valores calculados por Carlsson et al., (2006)
podera dizer-se que existe uma aparente contradi¢do, pois ambos os LCsp apresentam
diferencas de uma ordem de grandeza. Enquanto as conclusGes obtidas pelo estudo de
Carlsson et al., (2006) apontam para uma reduzida relevancia da toxicidade aguda e dos
efeitos ambientais causados pelo paracetamol, o presente trabalho evidencia um

inegavel potencial toxicologico desta substancia.

Segundo Lauridsen et al., (2000), o consumo de paracetamol por ano na Dinamarca
excede as 200 toneladas. Ainda segundo este autor, ndo existem dados de concentracéo
da sua presenca no ambiente, mas segundo o estudo realizado, o LCsp para 0 organismo
D. magna é de 136 mg/l ao fim de 24 horas, sendo o PEC de 65,4 pg/l e o seu PNEC de
136 ug/l; a razdo PEC/PNEC ndo excede 1, significando assim que a substancia ndo tem
efeitos adversos no ambiente. Assim, o valor de LCsq encontrado por Lauridsen et al.,
(2000) encontra-se muito superior ao encontrado no presente estudo, mostrando mais
uma vez, que a espécie utilizada no presente estudo foi mais sensivel ao paracetamol do

que a referida na presente bibliografia.

Devido a sua ampla utilizacdo, os residuos de agentes terapéuticos (como os anti-
inflamatorios ndo esterdides) no meio aquatico assumem-se como potencialmente
activos. AINES como o ibuprofeno e os seus metabolitos, bem como o éacido
acetilsalicilico, a carbamazepina ou o paracetamol, podem constituir risco
ecotoxicologico (Farré et al., 2008). Como prova da ampla utilizacdo e libertacdo de
residuos deste composto para 0 ambiente, podemos citar o estudo de Kim et al., (2007),
que refere que o paracetamol tem um volume de producdo de 1.068.921 kg na Coreia do
Sul (valores de 2003), sendo um dos farmacos mais frequentemente detectados em
estacdes de tratamento de aguas residuais, dguas potaveis e aguas superficiais. Este
composto foi detectado em 24% de amostras de agua corrente nos Estados Unidos da

América, com um nivel de deteccdo maximo de 10 mg/I.
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2) Toxicidade crdnica: avaliacdo dos efeitos do paracetamol a nivel reprodutivo

Os dados obtidos por intermédio do presente estudo apontam inequivocamente para o
potencial toxicologico do paracetamolem termos reprodutivos, em Daphnia magna. No
entanto, torna-se dificil estabelecer comparacdes entre o efeito reprodutivo aqui
observado e estudos ecotoxicoldgicos anteriores, que relacionem efeitos reprodutivos e
exposicdo ao paracetamol. No entanto, o caso do paracetamol, entre todos os restantes
anti-inflamatorios ndo esterdides, ndo é totalmente impar, pois outros compostos desta
classe farmacoterapéutica evidenciaram colocar gquestdes ecotoxicoldgicas interessantes.
Heckmann et al., (2007), publicou um estudo acerca da toxicidade crénica do anti-
inflamatorio ibuprofeno e os seus efeitos na histéria e dindmica populacional de
Daphnia magna. Segundo este estudo, o ibuprofeno encontra-se frequentemente em
ecossistemas de agua doce. Neste estudo, D. magna foi exposta a diferentes
concentragdes (0, 20, 40 e 80 mg/ ) de ibuprofeno, durante 14 dias, medindo-se efeitos
cronicos na mortalidade e performance populacional. A taxa de crescimento da
populacgdo sofreu significativa redugdo em todas as concentragdes de ibuprofeno, mas a
sobrevivéncia apenas foi afectada na maior concentragdo utilizada, que segundo este
autor, significa que as concentragdes testadas tém reduzido efeito sobre a sobrevivéncia,
demonstrando uma baixa toxicidade aguda do ibuprofeno. A reproducdo, por outro lado,
foi afectada nas mais baixas concentracbes de exposicdo, sendo o LCso (imobilizacdo)
de 13,4 mg/l. Relativamente aos dados de reproducdo, no presente estudo, tal como no
estudo de Heckmann et al., (2007), em todas as concentragdes se verificou redugéo
significativa da taxa de reproducdo, o que, segundo este autor, mostra que existe um
efeito muito especifico do ibuprofeno na taxa de reproducdo de Daphnia magna.
Embora ndo sendo dados obtidos para o paracetamol, a similaridade de resultados é
evidente; em ambos os estudos, compostos anti- inflamatérios exerceram efeitos a nivel
reprodutivo e populacional em Daphnia magna. Estes resultados sdo relevantes, pois
sugerem que 0 crustaceo, exposto a concentracbes de farmacos ja encontradas no
ambiente, podem vir a sofrer efeitos cronicos na reproducdo, havendo diminuicdo desta
espécie nos ecossistemas aquaticos. E no entanto, dificil concluir sobre os efeitos do

paracetamol em Daphnia magna, pois o farmaco, apesar de pertencente a mesma classe,
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ndo € o mesmo, e para além disso, foram utilizadas concentracfes de exposicdo muito
diferentes. E no entanto importante referir que estes dois farmacos (paracetamol e
ibuprofeno), pertencem a mesma classe farmaco-terapéutica, partilham o mesmo
mecanismo de accdo farmacoldgica, podendo assim causar 0s mesmos efeitos adversos

em organismos-teste.

Outros efeitos ao nivel reprodutivo foram ja conduzidos em D. magna para o
ilbuprofeno, nomeadamente por Han et al., (2010). Os end-points utilizados para este
estudo foram a sobrevivéncia das fémeas, o numero de crias por f€mea, o tempo da
primeira reproducdo, a taxa de crescimento da populacdo e o numero de crias por
ninhada. De acordo com os resultados obtidos, em todas as concentracdes, a taxa de
mortalidade foi de 0%. O namero de crias por ninhada, foi diminuindo de uma média de
39,3 até uma média de 21,7, a medida que se aumentou a concentra¢do de ibuprofeno.
Para além disso, verificou-se um aumento de tempo até as fémeas terem a primeira cria
de 10,0 para 11,1 dias a medida que se aumentou a concentracdo de ibuprofeno, além de
que se verificou também uma diminuigdo significativa do namero de crias por fémea de
157,1 (na mais baixa concentracdo), para 75,5 (para a mais alta concentracdo). Este
farmaco causou efeitos significativos na sobrevivéncia e reproducdo dos crustaceos. O
valor estimado de LCsq foi de 51,4 mg/l, sendo que a taxa de crescimento da populacao
diminuiu & medida que se aumentou a concentracdo de farmaco. Segundo Han et al.,
(2010), uma maior exposicdo dos crustaceos ao farmaco (21 dias), resultou em maiores
efeitos. O LOEC (lowest observed effect concentration) para efeitos sobre a reproducéo
foi de 1,23 mg/l, que foi a menor concentracdo estudada, enquanto as 48 h, o LCsp
(imobilidade) foi de 51,4 mg/l. Comparando com o presente estudo, o LCsp é mais uma
vez bastante elevado, mas tal como neste estudo, verificam-se efeitos do anti-
inflamatdrio ibuprofeno sobre a reproducdo de Daphnia magna. E possivel assim
identificar um padrdo comum, pois nos dois estudos a performance reprodutiva de D.
magna vai diminuindo a medida que a concentracdo de farmaco aumenta. Deve também
ser observado que durante o estudo realizado por Han et al., (2010), a diminuigdo do
numero de crias pode dever-se ao aumento de tempo de geracdo da primeira cria,
pardmetro que ndo foi avaliado no presente estudo. Apesar da comparacdo de
resultados, ¢ importante salientar que se trata de farmacos diferentes, embora
pertencentes & mesma classe, e que ttm o mesmo mecanismo de accdo farmacoldgica,

podendo assim causar 0s mesmos efeitos adversos em organismos-teste.
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Santos et al., (2010), documentou a toxicidade cronica do ibuprofeno em alguns
organismos aquaticos. No organismo Oryzias latipes, exposto a diferentes
concentracbes deste farmaco ao longo de seis semanas, verificou-se um aumento do
figado, juntamente com maior producdo de ovos e uma reducdo do numero de desova
semanal. Com o crustaceo Daphnia magna, a taxa de crescimento populacional
decresceu significativamente & medida que se aumentou a concentracdo de farmaco (de
0 a 80 mg/l). Da mesma maneira, a reproducdo também foi afectada em todas as
concentracfes de exposicdo, sendo completamente inibida na concentragdo mais
elevada de farmaco. Estes resultados encontram-se concordantes com o presente estudo
em que a reproducdo também foi afectada em todas as concentra¢fes, podendo ser um
indicativo que o paracetamol, tal como o ibuprofeno, inibe a reproducdo de D. magna.
Ainda segundo este autor, D. magna foi a espécie estudada mais sensivel ao
paracetamol, entre organismos como algas, embrides de peixes e bactérias
luminescentes, onde foram reportados valores de LCso de 50 mg/l. Considerando que
foram ja reportadas concentracfes de paracetamol de 78,17 g/l em aguas superficiais, e
sendo o valor previsto do PNEC de 9,2 pg/l, podemos afirmar que o paracetamol pode

constituir uma ameaca para organismos ndo-alvo, como D. magna.

3) Testes agudos: determinacdo do comportamento alimentar

Os dados obtidos no presente estudo demosntram uma alteracdo marcada no
comportamento alimentar de D. magna. Este resultado nao é surpreendente se
considerarmos dados anteriormente publicados. Solé et al., (2010), publicou um estudo
sobre os efeitos do paracetamol em moluscos marinhos (mexilhdo Mytilus
galloprovincialis), que foram expostos ao paracetamol em concentraces de 23 e 403
pg/l durante 10 dias, em condigdes semi-estaticas. Este estudo mostrou que,
relativamente ao controlo, a taxa de alimentacdo aumentou para ambas as concentracoes
de paracetamol, sendo no entanto este aumento independente da concentracdo. Este
facto deveu-se ao dano causado pelo paracetamol na glandula digestiva destes animais.
Estes resultados sdo contraditdrios aos apresentados no presente trabalho, podendo este
facto ficar a dever-se aos estudos serem realizados em organismos aquaticos diferentes.

E no entanto importante salientar, que em ambos os estudos, se verificou alteragio do
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comportamento alimentar dos organismos ap0s exposicdo a concentragcdes conhecidas

do farmaco paracetamol.

Segundo Jaweckil e Persoone (2006), o crustdceo Thamnocephalus platyurus, exposto a
diferentes concentracOes de paracetamol (200; 20; 2; 0,2 e 0,02 mg/ I), apresenta uma
diminuicdo do numero de particulas ingeridas de 45 % para a maxima concentracao
testada, sugerindo mais uma vez a alteracdo do padrdo alimentar dos organismos-teste
apos exposicao ao paracetamol, sendo este resultado mais aproximado ao obtido neste

estudo.

Pascoe et al., (2003), publicou no seu estudo o efeito de alguns farmacos no organismo
aquatico Hydra vulgaris, entre os quais se encontra o paracetamol. Foi estudado o
padrdo alimentar deste organismo ap0s exposicdo ao paracetamol, ndo se verificando
uma alteracdo significativa neste comportamento ap0s exposicao a concentracfes de 10
pg/l, 100 pg/l, 1 mg/l e 10 mg/l, ndo sendo registada mortalidade dos organismos-teste a
nenhuma concentracdo, sugerindo assim que este farmaco ndo apresenta risco de
toxicidade letal cronica. Tal conclusdo ndo se encontra de acordo com os resultados
obtidos neste estudo, onde claramente o paracetamol apresenta riscos toxicologicos a

nivel agudo e crénico.

V) Concluséo:

A presenca de residuos de farmacos de utilizacdo humana em aguas constitui-se como
um assunto de crescente relevancia, pois muitos destes agentes quimicos possuem
caracteristicas especificas que lhes conferem propriedades particulares. A capacidade
que muitos destes compostos possuem de alterar a fisiologia e a bioquimica de muitas
espécies ndo alvo permite antever que, a nivel ambiental, possam existir maltiplos alvos
potenciais, sob a forma de variadas espécies. Dos parametros mais importantes que
podem ser alterados pela exposicdo a xenobioticos, tais como residuos de farmacos,
podem salientar-se os efeitos comportamentais e reprodutivos, pois podem acarretar
consequéncias deletérias para as populacGes expostas. Assim, o presente trabalho visou
avaliar os efeitos ao nivel comportamental e da performance reprodutiva na espécie de
crustdceo que se assume como padrdo em Ecotoxicologia de &gua doce (Daphnia

magna), apos exposicdo aguda e cronica ao paracetamol. Sendo estes dois parametros
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(comportamento e reproducdo) de relevancia indiscutivel, foi possivel assim efectuar
uma avaliacdo preliminar da capacidade que o paracetamol pode possuir de interferir
com crustaceos (consumidores primarios da maioria dos ecossistemas dulgaquicolas),
tanto a nivel individual, como ao nivel da populacéo.

Segundo o presente estudo, o farmaco paracetamol apresenta riscos ecotoxicologicos
para organismos ndo-alvo, neste caso para 0 microcrustaceo Daphnia magna. Apds
andlise dos resultados obtidos e comparagdes com varios estudos ja publicados,
verificou-se que o paracetamol tem efeitos neste organismo a nivel agudo e cronico,
expressos neste estudo pelo valor de LCs, efeitos deletérios a nivel reprodutivo e de
comportamento alimentar. Verificou-se que Daphnia magna é uma espécie bastante
sensivel a este farmaco, pois o valor de LCsp é relativamente baixo, demonstrando
potenciais efeitos agudos neste organismo. Para além disso, a exposi¢do do organismo a
este farmaco mostrou decréscimo da taxa de reproducdo e modificacdo do
comportamento alimentar, demonstrando assim potenciais efeitos cronicos.

Estudos simples e pouco dispendiosos como o utilizado no presente trabalho
providenciam informacdo bésica acerca da ecotoxicidade de xenobidticos, podendo
revelar-se muito Uteis para previsdo de possiveis riscos a nivel dos ecossistemas
aquaticos. Sera importante no futuro dar mais importancia a estas questbes, pois a
crescente procura e utilizacdo de farmacos podera tornar-se determinante ao nivel da
contaminacgdo dos ecossistemas aquaticos, sendo importante avaliar a presenga deste ou
outros farmacos no Ambiente, e 0s seus mecanismos de toxicidade para variadas
espécies aquaticas, prevendo assim os efeitos toxicos destes poluentes. Esta informacéao
¢ fundamental para permitir a realizacdo de estudos de impacto ambiental mais
abrangentes que visem a caracterizacdo dos riscos colocados pelos sistemas de

tratamentos de dguas residuais de origem humana no ambiente aquatico.
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