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RESUMO

A ocorréncia de farmacos no meio ambiente aquatico € um assunto de atual e particular
interesse para a comunidade cientifica. Diversos compostos de cariz farmacologico tém
sido detetados em efluentes de estacGes de tratamento de A&guas residuais e
consequentemente no compartimento aquatico por todo o mundo. Alguns dos efeitos
adversos causados por farmacos no compartimento aquatico incluem toxicidade,
desenvolvimento de resisténcia em bactérias patogénicas, genotoxicidade e
desregulacdo endocrina. Num contexto de analise do risco ambiental, a utilizacdo de
diversos biomarcadores promete ser um indicador sensivel que demonstra que o
composto toxico entrou no organismo, comegou a ser distribuido nos tecidos/drgaos e
estd a comecar a produzir efeitos toxicos criticos. O objetivo deste trabalho foi
identificar as consequéncias ambientais, e eventualmente de sadde publica, que resultam
da contaminacdo do compartimento aquatico por via de compostos farmacoldgicos
inapropriamente libertados para 0 meio aquatico, ou lixiviados nos esgotos domésticos
como metabdlitos secundarios humanos, bem como referenciar formas de detetar os
efeitos causados nos seres vivos fruto da exposicdo a estes compostos antropicos.
Particular énfase foi dada a utilizacdo dos biomarcadores enquanto ferramenta de

andlise ecotoxicoldgica.

Palavras-chave: Compartimento aquatico, biomarcadores, ecotoxicologia, xenobidticos,

poluicdo.
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ABSTRACT

The occurrence of pharmaceuticals in the aquatic environment is a subject of current
and particular interest to the scientific community. Several pharmacological compounds
have been detected in wastewater treatment stations for wastewater and consequently in
the aquatic compartment worldwide. Some of the adverse effects caused by these
chemicals in the aquatic compartment include toxicity, development of resistance in
pathogenic bacteria, genotoxicity and endocrine disruption. In the context of
environmental risk analysis, the use of various biomarkers promises could be a sensitive
indicator which shows that the toxic compound after entering the organism, and being
distributed in tissues/organs, is starting to produce critical toxic effects. The aim of this
study was to identify the environmental problems and public health issues, that result
from contamination of the aquatic compartment via the direct release of
pharmacological compounds into the water, or through human secondary metabolites in
usually found in wastewater. Particular emphasis was given to the use of biomarkers as

ecotoxicological analysis tools.

Keywords: Aquatic Compartment, biomarkers, ecotoxicology, xenobiotics, pollution.
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| INTRODUCAO A PROBLEMATICA DOS EFEITOS DE FARMACOS
NO AMBIENTE AQUATICO

Segundo o Decreto-Lei n.° 176/2006 de 30 de Agosto que define o “estatuto do

«

medicamento”, por medicamento designa-se: “...foda a substancia ou associag¢do de
substancias apresentada como possuindo propriedades curativas ou preventivas de
doencas em seres humanos ou dos seus sintomas ou que possa ser utilizada ou
administrada no ser humano com vista a estabelecer um diagnostico médico ou,
exercendo uma agdo farmacoldgica, imunoldgica ou metabdlica, a restaurar, corrigir
ou modificar fungdes fisiologicas”. Podemos afirmar que os medicamentos sdo na nossa
sociedade um produto de consumo em grande escala, utilizados por qualquer classe
etaria e social. A imensa quantidade e diversidade de residuos de medicamentos
produzidos e libertados por toda a sociedade tém levado a que o meio ambiente, em
particular o compartimento aquatico, esteja exposto continuamente a sua presenca

(Daughton e Ternes, 1999; Jones et al., 2002; Miao et al., 2002).

Para obterem a autorizagéo de introdugdo no mercado de qualquer medicamento,
aos laboratorios fabricantes, é exigida a apresentacdo dos fundamentos que justifiqguem
medidas preventivas ou de seguranca, respeitantes ndo s6 ao armazenamento e
administracdo do medicamento mas também a eliminacdo dos seus residuos. A
eliminag&o incorreta de farmacos, bem como o facto de os seus metabolitos, resultantes
da sua passagem pelo organismo humano, serem langados nas redes de esgotos,

tornaram-se um grave problema ambiental (Little et al., 1998).

A importancia do impacte ambiental destes residuos prende-se com o facto de a
sua elaboracdo ser realizada com o intuito de obter efeitos biolégicos em organismos
alvo, o qual pode ser replicado a outros seres presentes no meio ambiente. Ao mesmo
tempo, muitos destes medicamentos possuem propriedades que poderdo potenciar a sua
bioacumulacdo e persisténcia no meio terrestre e aquatico devido sobretudo a sua
capacidade de atravessar as membranas celulares fruto da sua lipofilia. Para além disso,
estas moléculas séo concebidas de forma a apresentar alguma resisténcia a degradacao
quimica e metabdlica com o intuito de exercer um efeito antes da sua inativagdo (Celiz
et al., 2009).
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Apdbs a administracdo, e apos metabolizacdo corporal, uma parte significativa dos
farmacos é excretada pelos humanos, via urina ou fezes, acabando inevitavelmente no
esgoto domestico. Estudos demonstram que inimeras dessas substancias parecem ser
persistentes no meio ambiente e ndo sdo completamente removidas nas estacdes de
tratamento de aguas residuais (ETARs) (Stumpf et al., 1999).

E consensual que para além dos farmacos originais devem ser estudados os

metabolitos secundarios gerados e os produtos de degradacdo ambiental (Nunes, 2007).

Face a intensa pesquisa realizada sobre esta matéria, pode afirmar-se que o uso de
farmacos pode interferir diretamente com os ecossistemas, sobretudo nos aquaticos,
uma vez que esse meio serve de destino final para a maioria dos residuos humanos,
incluindo os medicamentos (Nunes, 2007). Como consequéncia da complexidade desta
possivel contaminagcdo ambiental, para se poder avaliar e encarar de uma forma eficaz a
ecotoxicidade dos farmacos, deve-se atuar e controlar 0s seguintes parametros: 1) a
quantidade de farmacos que sdo descartados para 0 meio aquatico pela populacéo; 2)
inventariar os metabolitos que sdo encontrados nas &guas residuais; 3) a quantidade de
farmacos que é efetivamente degradada pelas ETARs; 4) o peso global dos farmacos
gue entram em contacto com ambiente aquéatico apds deposicédo; 6) os efeitos biologicos
em espécies nao-alvo e em varios niveis troficos; 7) a ocorréncia de bioacumulacao e/ou
biomagnificacdo ao longo das cadeias alimentares; e 8) a interferéncia destes residuos
com 0 nosso organismo através da entrada por via dos alimentos e da agua ingerida
(Nunes, 2007).

Em 1969 foi elaborado o primeiro relatério sobre os efeitos de produtos
farmacéuticos em organismos ndo-alvo (Montforts, 2008). Contudo s6é mais tarde,
nomeadamente com a descoberta do etinilestradiol e dos efeitos dos estrogénios em
peixes (Purdom et al., 1994; Vethaak et al., 2002) e o efeito letal do diclofenac sobre
populacOes de abutres (Oaks et al., 2004), é que esta questdo se tornou uma prioridade

para a comunidade cientifica.

Sdo descritos valores elevados de contaminagdo em diversos tipos de amostras,
para varias classes de farmacos, 0 que pode, consequentemente, levar a efeitos agudos e
cronicos sobre os organismos. E importante ainda salientar que alguns destes compostos,

podem causar efeitos tdxicos sinérgicos quando na presenga de outros (Cleuvers, 2003).
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Em todo o mundo, farmacos, tais como antibidticos, hormonas, anestésicos, meios
de contraste e anti-inflamatorios, entre outros, tém sido detetados nos esgotos
domésticos ndo tratados, em aguas superficiais e no subsolo (Sacher et al., 2000; Kolpin
etal., 2002).

Conforme afirmado pelo Comisséario Europeu John Dalli, responséavel pela Saude
e Protecdo dos Consumidores, no Férum da Saude 2010: “O investimento em
investigacdo na area da contaminacdo das aguas pelos medicamentos constitui um
investimento que contribui para promover a salde, o bem-estar e a prevencao de

doengas, contribuindo para um ambiente e para o crescimento economico sustentavel.”

Desta forma, na Unido Europeia (UE), a fim de minimizar o possivel risco
provocado pelos medicamentos, foram implementadas medidas regulamentares que
comportam a avaliagdo do seu risco baseada numa abordagem preditiva do impacte no
ambiente. Recentemente, a Diretiva 2001/83/CE, com a Ultima redaccdo que lhe foi
dada pela Diretiva 2004/27/CE (c6digo comunitario relativo aos medicamentos para uso
humano), exige uma avaliagdo do potencial risco ambiental para autorizacdo de
introducdo no mercado de qualquer medicamento. No entanto, a falta de dados

relevantes para cada medicamento dificulta a correta avaliacdao do seu risco ambiental.

O risco de um impacte ambiental adverso vai depender da extensdo a qual o
ambiente estara exposto a concentracdes de uma ou mais substancias. Além do facto da
guantidade lancada no ambiente ser um fator fundamental, a bioacumulacdo e a

persisténcia vao reforcar o grau de exposicdo (Bengtsson et al., 2006).

A exposicdo a contaminantes quimicos, no caso particular dos peixes, € uma causa
provavel de inducdo de um numero elevado de lesbes em diferentes Orgaos.
Independentemente da via de entrada dos farmacos e seus derivados no meio ambiente,
estes afetam a vida aquética. Foi reportado o desenvolvimento da resisténcia bacteriana
aos antibidticos usados em hospitais, 0s quais sdo poderosos focos de desenvolvimento
de resisténcia bacteriana (Bila et al., 2003). Foi descrita a resisténcia bacteriana, por
exemplo, da espécie Escherichia coli, isolada de aguas subterraneas de uma regiao rural,
relativamente a 16 antibioticos (Mckeon et al., 1995). De facto, na presenca destes
farmacos, os microorganismos podem ser diretamente inibidos, ou, desenvolver
resisténcia aos mesmos, passando esta caracteristica aos descendentes (Bengtsson et al.,

2006). Os microrganismos mais resistentes podem causar desequilibrios ecologicos,
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crescendo a custa de outros, ou, sendo patogenicos ao homem, resistir ao tratamento a

antibiodticos aos quais antes eram sensiveis (Bengtsson et al., 2006).

E do conhecimento cientifico que os vertebrados aquaticos sdo altamente
sensiveis a inducdo endocrina, nomeadamente através da exposicdo aos estrogénios
(Crane et al., 2006). Os efeitos adversos dos estrogénios parecem ndo afetar apenas 0s
peixes. A exposicdo aos estrogénios é também capaz de induzir efeitos adversos sobre
os invertebrados ainda que em concentracdes na ordem dos ng/L ou ainda menores
(Crane et al., 2006). Os problemas mais referenciados sdo os efeitos na reproducao de
varias espécies, principalmente causados por estrégenos (contraceptivos e terapia de
reposi¢cdo hormonal), como, por exemplo, o etinilestradiol (Sonnenschein et al., 1998).

A invermectina, um antiparasitario de uso veterinario, é excretada nas fezes ainda
na sua forma ativa, sendo assim capaz de afetar organismos n&o-alvo, tal como a

Daphnia magna, um invertebrado de agua doce (Carlsson et al., 2006).

Em regra, os farmacos destinados ao tratamento de patologias da tiroide ndo sdo
removidos das aguas residuais durante o seu tratamento nas ETARs e, desta forma,

estdo presentes em fontes de agua superfiiciais para consumo (Brown, 2004).
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Il FARMACOS COMO CONTAMINANTES AMBIENTAIS

Uma das classes de xenobidticos que nos ultimos anos se encontra em foco ao
nivel da toxicologia ambiental corresponde aos compostos farmacéuticos utilizados na
medicina humana e veterindria, agricultura e aquacultura (Laville et al., 2004; Oggier et
al., 2010).

Com a evolugdo tecnoldgica na inddstria farmacéutica e 0s avangos na
investigacdo de novos compostos terapéuticos, os farmacos passaram a exercer um
papel fundamental no tratamento, prevencdo e diagnostico de inUmeras patologias
(Melo et al., 2006).

As suas caracteristicas intrinsecas, nomeadamente a sua lipofilia, sdo a principal
razdo pela qual estes compostos sdo considerados potencialmente perigosos para o
ambiente e para a satde publica (Fent et al., 2006). E ainda importante salientar que
para além das caracteristicas intrinsecas, os farmacos possuem outras que 0S
transformam num obstaculo de preocupacdo crescente do ponto de vista ambiental e
salde publica: possuem atividade farmacologica marcada, apresentam resisténcia aos
processos de metabolizacdo, sdo suscetiveis de sofrer fendmenos de biomagnificacao e
bioacumulagdo, sdo ambientalmente ubiquos e sdo libertados em quantidades elevadas
para o ambiente frequentemente sem qualquer tratamento prévio (Nunes et al., 2004)

Desta forma, quando os farmacos ou seus residuos sdo libertados no ambiente
podem produzir em animais, nomeadamente em peixes e anfibios, efeitos equivalentes
aos que sao produzidos nos humanos, ja que estes organismos tém mecanismos de
metabolizacao semelhantes ou tecidos/drgdos similares (Fent et al., 2006; Fick et al.,
2010).

O principal fator que conduz a contaminacdo ambiental pelos farmacos é a
excrecdo urinaria e fecal, apos o seu consumo. A atividade agropecuaria é também
responsavel pela entrada de compostos farmacéuticos no meio aquéatico, nomeadamente
por via do uso de produtos veterinarios em grandes quantidades, entre eles antibidticos e
fatores de crescimento animal. A pratica de aquacultura € também considerada uma
fonte de poluicdo, um vez que utiliza anti-infecciosos e anestésicos que sdo langados

diretamente na dgua sem tratamento prévio (Daughton e Ternes, 1999).
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Contudo, € importante considerar outros fatores tais como a eliminacao de
compostos de diagndstico, descargas caseiras e descargas poluentes das industrias
farmacéuticas (Zucatto et al., 2000).

Grande parte dos residuos domesticos, incluindo farmacos, tem como via de
passagem as ETARs. Estas vém, cada vez mais, apresentado um papel importante no
tratamento e eliminacdo de residuos quimicos, incluindo também os farmacos.. Os
afluentes de ETARs domésticas e industriais por norma séo sujeitos a um conjunto de
tratamentos. Contudo, varios estudos apontam para que ETARS ndo sejam capazes de
remover completamente os produtos farmacéuticos (Santos et al., 2013). Num estudo
realizado no Reino Unido sobre as 25 drogas mais usadas, 0s autores conseguirem
prever que muitas das drogas estudadas ndo sdo passiveis de sofrer degradacao
consideravel, nem tdo pouco de ficar adsorvidas as lamas ativas resultantes dos
processos de tratamento secundério. Tal facto significa que a concentragdo de algumas
drogas, a saida da ETAR (nos efluentes apos tratamento) pode ser entre 97 a 98% da
quantidade a entrada, pelo que a esmagadora maioria das moléculas sera diretamente

descarregada inalterada para as aguas de superficie (Jones et al., 2002).

Estudos revelaram a ocorréncia e a eliminacdo de oito antibidticos selecionados,
principalmente para uso humano, incluindo cloranfenicol, e antibidticos do grupo das
fluoroquinolonas, sulfonamidas e macrélidos, em quatro ETARs no Delta do Rio das
Pérolas, do Sul da China. As concentracfes destes compostos em afluentes ndo tratados
e efluentes finais nas quatro ETARs variaram, de 10 a 1978 ng/L e de 9 a 2054 ng/L,
respetivamente. Verificou-se que os antibidticos ndo foram eliminados completamente
nas 4 ETARs, com a maior eficiéncia de eliminacdo a ndo ultrapassar os 81% (Weihai et
al., 2007).

Além dos efluentes domésticos e urbanos, os efluentes hospitalares sdo uma
importante via de exposicdo ambiental de produtos farmacéuticos. Devido a sua
natureza particular, espera-se que os efluentes hospitalares sejam uma mistura de
compostos, incluindo ndo s6 os produtos farmacéuticos e seus metabolitos, mas também

agentes de diagndstico, desinfectantes, entre outros (Verlicchi et al., 2010).

O seguinte esquema representa as diferentes vias de introducdo de farmacos no

ambiente.
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Figura 1- Representacéo das possiveis vias de introducéo de farmacos no ambiente (Bound e Voulvoulis, 2005)

Em diversos estudos foi possivel concluir que aproximadamente 500 produtos
farmacéuticos, bem como inimeros metabolitos foram detetados no ambiente aquatico
em varios paises (Heberer, 2002; Fick et al.,2010). Estes dados sdo essenciais para que
se consiga estabelecer quais as substancias ativas mais relevantes para que sejam

determinados 0s seus possiveis efeitos toxicologicos.

Sabe-se, hoje, que os farmacos podem ainda causar efeitos tdxicos sinérgicos
quando na presenca de outros compostos, dificultando os processos de avaliagdo de
risco (Cleuvers, 2003).

Com os avancos das técnicas de detecdo analitica, a partir de meados dos anos 90,
0 interesse na quantificagdo destes compostos no ambiente foi crescendo gradualmente

(Fent et al., 2006). Estes compostos possuem uma maior ou menor atividade bioldgica
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especifica e podem ser classificados de acordo a sua funcdo, atividade, estrutura

quimica ou modo de acdo (Kummerer, 2009).

1. EstacBes de Tratamento de Aguas Residuais — remocao de farmacos e seus

residuos

No ambiente aquatico, a ocorréncia e destino dos compostos farmologicamente
ativos tém sido reconhecidos como um dos problemas emergentes nas sociedades
desenvolvidas. Estudos desenvolvidos vérios paises, tais como Alemanha, Austria,
Brasil, Canada, Croacia, Espanha, Grécia, Holanda, Inglaterra, Italia, Suica e Estados
Unidos da América, detetaram mais de 80 compostos, farmacos e seus metabolitos, no

ambiente aquatico (Heberer, 2002)

Grande parte dos residuos, incluindo farmacos, ttm como via de passagem as
ETARs. Cada vez mais, as ETARS, apresentam um papel importante no seu tratamento

e eliminag&o, de forma a minimizar o seu impacto no ambiente.

Os farmacos e seus residuos vdo estar mais ou menos presentes nas aguas
superficiais dependendo do tipo de tratamento instalado nas ETARS e da sua remogéo.
Contudo, os mecanismos de remocdo ndo seguem um padrdo, uma vez que a sua
contribuicdo relativa depende das propriedades fisico-quimicas dos micropoluentes, da
origem e composicdo da agua residual, bem como de parametros operacionais do

sistema de tratamento (Cirja et al., 2008),

A optimizacdo dos processos das estacbes de tratamento de agua residual é
imprescindivel para diminuir as quantidades de farmacos nos efluentes. Desta forma,
tem-se aumentado os tempos de retencdo nas lamas, e tém-se utilizado bioreatores de
membrana e processos avangados de oxidacdo (Urase et al., 2005; Carballa et al., 2007;
Sirés et al., 2007). Muitas das opg¢des de tratamento tendem a reduzir os niveis de
farmacos nos efluentes, mas ndo sdo amplamente utilizadas devido aos elevados custos
associados (Dordio et al., 2009).

De uma forma geral, existem quatro tipos de tratamento de aguas residuais,
preliminar, primario, secundario e terciario. O tratamento preliminar é constituido por

processos fisicos, onde ha remocdo de sélidos grosseiros e também um sistema de
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remocao de gorduras existentes na dgua residual (Cruz, 1997). O tratamento primario é
constituido por processos fisico-quimicos. Nesta fase, procede-se ao pré-arejamento,
equalizacéo do caudal, neutralizacdo da carga do efluente e posteriormente séo usados
processos tais como, floculacdo e sedimentacdo. O tratamento secundario é constituido
por processos bioldgicos e fisico-quimicos. Os processos biologicos recorrem a
mecanismos aerdbios que simulam o processo natural de degradacdo. Os processos
anerobios consistem na estabilizacdo de residuos. Os processos fisico-quimicos sdo
constuidos por sedimentadores secundarios.

O tratamento terciario, ou desinfeccdo, € constituido apenas por processos fisico-
quimicos. Nesta etapa procede-se a remocao de microrganismos patogénicos. A agua
resultante é sujeita a desinfecdo através da adsor¢cdo com a utilizacdo de carvéo ativado
e, se necessario, é realizado tratamento com cloro, ozono e ultravioletas (Cruz, 1997).

A eficiéncia de remoc¢do das ETARSs varia tanto de um grupo de substancias para o
outro, como de substancia ativa para outra dentro do mesmo grupo farmaco-terapéutico
(Schrap et al., 2003). As taxas de remocdo avaliadas em ETARs holandesas sdo, em
média, inferiores a 25% para os antibioticos, entre 10 e 80% para os anti-epilépticos,
beta-bloqueadores e agentes de reducéo lipidica, e superiores a 95% para 0s analgésicos
(Schrap et al., 2003; De Lange et al., 2006).

Mas em regra geral, a presenca de farmacos no ambiente aquatico demonstra a sua

degradacéo e eliminacéo incompleta nas ETARs (Kummerer, 2009).

2. Classes de farmacos no ambiente

Por todo o mundo, existem diferencas no que diz respeito a prevaléncia de
determinadas patologias, processos de tratamento de residuos, héabitos culturais e

restricbes econdmicas relacionadas com o mercado farmacéutico (Zucatto et al.,2006).

Cerca de trés mil substancias diferentes, de uso humano, sdo usadas na Unido
Europeia. Entre elas podemos salientar os analgésicos, anti-inflamatdrios, contracetivos,
antibioticos, entre outras. Também um elevado numero de farmacos € usado pela

medicina veterinaria, entre eles anti-inflamatorios e antibioticos (Fent et al., 2006).
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Nas ultimas décadas, a atencdo dos investigadores focalizou-se nos temas
relacionados com a exposi¢ao ambiental aos xenobidticos antropogénicos, assim como
para a diversidade de efeitos que estes podem exercer nos sistemas biologicos (Nunes et
al., 2004).

Os compostos farmacéuticos sédo geralmente detetados no meio ambiente numa
gama que varia de ng/L a ug/L (Heberer, 2002), mas que pode ser suficiente para

induzir efeitos toxicos (Hernando et al., 2006).

Atualmente é assim possivel destacar quais as classes terapéuticas mais relevantes
na comtaminacdo ambiental (Kummerer, 2001; Benotti et al., 2009). As classes
farmacéuticas detetadas com maior frequéncia no ambiente sdo (ver figura 2):
analgésicos e anti-inflamatorios, antibacterianos, bloqueadores-beta, reguladores de
dislepidemias, meios de contraste, citostaticos, contracetivos orais e farmacos
antiepilépticos, embora outras classes sejam igualmente reportadas de forma consistente
(Fent et al., 2006; Santos et al., 2010).

Os substitutos hormonais, sdo substancias exdgenas que interferem na sintese,
acao, transporte e eliminacdo de hormonas naturais responsaveis pela homeostasia
corporal, em particular ao nivel da reproducdo, desenvolvimento e/ou comportamento,
podendo até influenciar o funcionamento do sistema imunitario (Walker, 200;
Bengtsson et al; 2006;).
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Figura 2- Classes terapéuticas encontradas no ambiente, expressas em percentagem relativa (adaptado de
Santos et al., 2009)

Os problemas mais relatados sdo os efeitos na reproducdo de varias espécies,
principalmente causados por estrogénios (contraceptivos e terapia de reposicdo
hormonal), como, por exemplo, o etinilestradiol (Sonnenschein et al, 1998). Alguns
autores referenciam que, dependendo da dose e do tempo de exposi¢do, é possivel que
essas substancias estejam relacionadas com doencas, como cancro de mama, testicular e

de prostata, ovarios policisticos e reducdo da fertilidade masculina (Folmar et al., 2000).

A exposicdo do peixe zebra a 0,005 pg/L de etinilestradiol levou a um aumento
do tempo de desenvolvimento embrionario. J& nos machos da truta arco-iris observou-se
a inducdo da vitelogenina quando expostos a niveis na ordem dos 0,0001 ug/L. No
mesmo estudo, foi ainda determinado que certas espécies de peixes no Reino Unido
apresentavam caracteristicas de intersexo a jusante das ETARSs devido a exposicdo aos

estrogénios (Carlsson et al., 2006).

Para peixes machos da espécie Gambusia holbrooki quando expostos ao
diazepam, em teste agudo de 96 h, foram observadas mudangas no comportamento. Os
animais apresentaram pigmentacao escura e comportamentos anormais, como letargia e

movimentacgdo anémala (Nunes et al., 2008) .
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Um estudo realizado em 1997, visou avaliar os efeitos toxicologicos da exposi¢éo
Oryzlas latipes a diclofenac. Este estudo revelou efeitos toxicoldgicos a nivel celular e
carcinogénicos nos tecidos desta espécie de peixe (Hong et al., 2007).

O acido clofibrico, metabdlito de antidislipidémicos, foi identificado em rios, aguas
subterraneas e agua de consumo humano na Alemanha, em concentracdes de pg/L

(Buser et al., 1998; Zuccato et al., 2000).
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111 BIOMARCADORES

A detecdo precoce da exposicdo de um organismo a um Xenobidtico pode
diminuir de forma significativa a ocorréncia de efeitos adversos na salde. A
implementacao de medidas preventivas e de controlo apropriadas so sera possivel apés a
definicdo de niveis permissiveis de exposicao. Estes niveis devem ser estabelecidos para
que ndo sejam provocados efeitos adversos decorrentes da exposicgao.

Diversos sdo o0s parametros biologicos que podem estar alterados como
consequéncia da interacdo entre o agente quimico e o organismo. No entanto, a
determinacdo quantitativa destes parametros usados como Biomarcadores, sO € possivel
se existir correlagdo com a intensidade da exposi¢cdo e/ou o efeito bioldgico da
substancia. Desta forma, o biomarcador inclui todas as substancias ou seus produtos de
biotransformacdo, assim como qualquer alteracdo bioquimica precoce, cuja
determinacdo nos fluidos biol6gicos, tecidos ou ar exalado, avalie a intensidade da

exposicado e o risco para a saude (WHO, 2006)

1  Classificagdo

A entrada cada vez maior de contaminantes para 0s ecossistemas aquaticos tem
originado a necessidade de compreender e avaliar os efeitos biol6gicos dos poluentes
sobre 0 meio aquéatico e comunidades ai residentes. Nesse sentido, um grande nimero
de estudos tem utilizado biomarcadores como ferramentas funcionais para avaliar a
toxicidade de tais compostos para as populacdes naturais (van der Oost et al., 2003;
Rodrigues et al., 2011). Os biomarcadores podem ser classificados em trés tipos,
independentemente da sua finalidade e aplicacdo: biomarcadores de exposi¢édo, de efeito
e suscetibilidade (IPCS, 1993; Timbrell, 1998; National ResearchCouncil, 2003; van der
Oost et al.,2003).

e Biomarcadores de exposicdo: sdo aqueles que detetam e medem a quantidade

de uma substancia exogena, seus metabdlitos ou o produto da

13



ANALISE DOS EFEITOS DE FARMACOS NO MEIO AMBIENTE AQUATICO — USO DE BIOMARCADORES

interacdo entre o xenobiotico e a molécula ou célula alvo em um
compartimento do organismo;

e Biomarcadores de efeito: sdo aqueles que incluem alteragdes bioguimicas,

fisiologicas ou outra alteracdo nos tecidos ou fluidos corporais de um
organismo que podem ser reconhecidos e associados com uma
doenca ou possivel prejuizo a saude;

e Biomarcadores de suscetibilidade: sdo aqueles que indicam a habilidade

adquirida ou inerente de um organismo a responder a exposi¢cdo a um
xenobiotico especifico, incluindo fatores genéticos e mudancas nos
receptores que alteram a suscetibilidade de um organismo a uma

dada exposicao.

Os biomarcadores de exposicdo podem ser usados para confirmar ou estimar a
exposicao de individuos ou de uma populagdo a uma determinada substancia ou grupo
de substancias fornecendo uma relagéo entre a exposicdo externa e a dose interna. De
acordo com a definicdo, a bioacumulacdo de certos contaminantes persistentes em
tecido de animais pode ser considerada com um biomarcador de exposicdo. Os
biomarcadores de efeito podem ser usados para documentar alteracfes pré-clinicas ou
efeitos adversos a salde devido a exposicdo externa e absor¢do de determinada
substancia. Os biomarcadores de suscetibilidade ajudam a elucidar a variacdo no grau
de resposta da exposicdo a substancias toxicas observadas em diferentes individuos. A
associacdo entre os biomarcadores de exposicdo e efeito contribuiu para a defini¢do da
relacdo dose-resposta (Azevedo e Chasin, 2004). Os biomarcadores de susceptibilidade
por sua vez, ajudam a elucidar o grau de resposta da exposicdo apresentada entre

diferentes individuos (van der Oost et al., 2003).

Alem desta classificagdo, existem outras distintas, nomeadamente uma que adopta
uma perspetiva fisiologica. Sdo considerados entdo o0s biomarcadores de
neurotoxicidade (por exemplo o estudo da atividade da enzima acetilcolinesterase),
biomarcadores de imunotoxicidade (por exemplo avaliando a concentracdo de
imunoglobulinas), biomarcadores de stress oxidativo (por exemplo o estudo da
actividade da enzima superdxido dismutase), biomarcadores histopatologicos (por
exemplo, observando danos tecidulares), biomarcadores que avaliam a disrupgéo

enddcrina (por exemplo, avaliando niveis hormonais), entre outros (Peakall,1992).

Os biomarcadores podem ser utilizados em trés abordagens:
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1) biomonitorizacdo passiva, ou seja, comparando a resposta do biomarcador de locais
contaminados e referéncia;

2) biomonitorizagdo activa, com o transplante de espécies sentinelas para o local de
estudo num periodo determinado, a fim de induzir as respostas dos biomarcadores;

3) ensaios de laboratdrio, onde as espécies sdo expostas a contaminantes sob condicdes
controladas.

As abordagens 1 e 2 sdo geralmente utilizadas para a avaliagdo ambiental, enquanto a
abordagem 3 ¢ utilizada para investigar relacdes de causa-efeito (Losso e Ghirardini,
2009).

2  Aplicagéo dos biomarcadores

Os biomarcadores podem ser usados para varios propoésitos, dependendo da
finalidade do estudo e do tipo da exposi¢do. Podem ter como objetivos avaliar a
exposicdo (quantidade absorvida ou dose interna), avaliar os efeitos das substancias
quimicas e avaliar a suscetibilidade individual. Além disso, podem ser utilizados
independentemente da fonte de exposicéo, seja através da dieta, do meio ambiente geral
ou ocupacional. A utilizacdo destes biomarcadores pode ter como finalidade elucidar a
relacdo causa-efeito e dose-efeito na avaliacdo de risco para a saude; para fins de
diagndstico clinico; e para fins de monitorizagdo bioldgica, realizada de maneira
sistematica e periddica (van der Oost et al., 2003). Uma das razdes mais fortes para a
utilizacdo de biomarcadores é o facto de que a informacéo obtida a partir deles refere-se
aos efeitos bioldgicos de poluentes, ao invés de uma mera quantificacdo dos seus niveis
ambientais (Peakall, 1994). A andlise de maltiplos biomarcadores permitird, em teoria,
obter informacdes relativamente aos mecanismos de toxicidade dos xenobioticos e as
suas consequéncias, locais alvo preferenciais e mecanismos de destoxificacdo e

adaptativos (van der Oost et al., 2003).

O uso dos biomarcadores na avaliacdo de risco fornece uma ligag&o critica entre a
exposicao a substancia quimica, dose interna e dano para a saude. Contudo, existe uma
necessidade de identificar e validar para cada sistema organico estes pardmetros

caracteristicos que sao indicativos de inducao de disfuncdo organica, alteracao clinica e
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toxicidade patoldgica, além de estabelecer a especificidade e sensibilidade de cada

biomarcador e seu método para determinacéo (van der Oost et al., 2003).

A utilizacao de biomarcadores de poluicdo ambiental baseia-se no facto da
exposicdo a agentes toxicos levar inicialmente a uma alteragdo ou perturbagdo de uma
reagdo quimica, num determinado organismo. O facto de estas alteragdes conseguirem
ser detetadas precocemente permite a identicacdo do problema antes que o
compartimento ambiental seja completamente afetado. Desta forma podemos dizer que
0s biomarcadores sdo considerados como um “sinal de alerta” na avaliacdo da salde
ambiental (Peakall, 1994).

Um biomarcador ideal deve indicar a existéncia de potenciais efeitos adversos, de uma
forma sensivel e reprodutivel, na fase inicial da agdo toxicoldgica, preferencialmente
antes do inicio da doenca, infe¢do ou dano de tecidos, deve apresentar grande
suscetibilidade, boa sensibilidade, relativa especificidade e baixo custo de analise. A
utilizacdo de biomarcadores permite a realizacdo de estudos in vivo e in vitro. Os
estudos in vitro representam uma ferramenta Gtil na triagem de diversos agentes
poluentes e tém sido usados em &reas de monitorizacdo e como método de anélise
quantitativa e qualitativa de poluentes organicos e metais pesados. Demonstram ser
vantajosos pois permitem uma reducdo do tempo de analise, requerem menos esfor¢o
humano e sdo mais econdmicos. Os estudos in vivo tem sido realizados por via da
exposicdo de organismos a concentragdes conhecidas de poluentes, para a avaliagdo de
risco. Desta forma, os dados dose-resposta obtidos permitem o estabelecimento de
niveis aceitaveis de concentracdo no compartimento avaliado (WHO, 1996; Rudiger,
1999)

Os biomarcadores ao demonstrarem os efeitos e suas causas, sao ferramentas Uteis

para alcancar os objetivos das politicas referentes a satde ambiental.

Recentemente, o acompanhamento dos efeitos biologicos tornou-se um
componente essencial em programas de monitorizagdo ambiental. Ao longo do tempo,
os biomarcadores foram desenvolvidos e reconhecidos como sendo eficazes em fornecer

um aviso prévio de efeitos prejudiciais sobre sistemas biolégicos (Paul, 2003).

Os biomarcadores podem ser utilizados para diversas finalidades, dependendo do
objetivo do estudo, da interacao da substancia quimica com os recetores bioldgicos e do

tipo de exposicdo (Heberer,2002). Uma situacdo de “stress” quimico causada por
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poluentes por norma desencadeia uma cascata de respostas biologicas, onde cada uma

dessas pode, em teoria, servir como biomarcador (McCarthy et al., 1991).

O uso de biomarcadores tem demonstrado ser muito vantajoso, sendo de salientar
0 seu custo relativamente baixo, simplicidade de procedimentos associados,
aplicabilidade sob as mais variadas condi¢des de teste e ainda sensibilidade para um
elevado numero de contaminantes ambientais. Estes, sdo capazes de nos fornecer
informacdo sobre os efeitos biolégicos dos contaminantes para além de uma mera
quantificacdo dos seus niveis ambientais. Desta forma é possivel quantificar e tipificar

0s seus efeitos mesmo estando presentes em concentragdes vestigiais (Timbrell, 1998).

A selecdo de um biomarcador adequado a um determinado estudo ecotoxicologico
deve ter em conta os objetivos da biomonitorizagdo. Os principais aspetos a ter em
conta na sua escolha sdo, as caracteristicas do organismo, as condi¢cGes ambientais em
teste, a resposta esperada, o toxico a analisar, a via de exposicdo e a duracdo da

exposicdo (Nunes et al., 2008).

E muito comum a utilizacdo de invertebrados na monitorizagdo ambiental por
serem componentes maioritarios dos ecossistemas e apresentarem abundancia
populacional (Péqueux, 1995). No entanto, é crescente o numero de trabalhos onde
peixes sdo usados como biomarcadores da qualidade dos ecossistemas aquaticos (e.g
Pacheco e Santos, 2002; Thophon et al., 2003; Barcarolli e Martinez, 2004).

Os peixes ocupam diversos ambientes aquaticos e apresentam grande importancia
comercial, uma vez que fazem parte da dieta alimentar em muitos paises e, em varios
outros, sdo a principal fonte de proteinas da populacdo (Silva et al., 2000). Varios
estudos utilizam estes animais para avaliar o efeito do stresse causado por variacdes no
ambiente aquatico (Teh et al., 1997; Gundersen et al., 2000; Schwaiger, 2001).

2.1 Biomarcadores de Stress Oxidativo

A descoberta da presenca de radicais livres nos sistemas bioldgicos foi de

imediato associada a varias patologias e ao envelhecimento precoce. Estudos posteriores
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revelaram que os efeitos prejudiciais dos radicais livres poderiam ser controlados

através do recurso a agentes antioxidantes (Livingstone, 1991).

Inlmeros estudos revelaram que a exposicdo a contaminantes em ecossistemas
aquaticos pode ser responsavel pela producdo intracelular de espécies reactivas de
oxigenio, as quais poderdo conduzir a uma situacdo de stresse oxidativo nos sistemas
bioldgicos (Livingstone, 1991). O stresse oxidativo € considerado uma perturbacdo no
equilibrio entre espécies redutoras e oxidantes que pode levar a efeitos prejudiciais a

nivel bioquimico e fisioldgico (Halliwell e Gutteridge, 1989).

O stresse oxidativo € causado pea formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), como por exemplo, o peroxido de hidrogénio (H,0,), o radical hidroxilo (HO") e
o radical anido superéxido (O%), principalmente como subprodutos do metabolismo
oxidativo (Zhang et al., 2003; Bagnyukova et al., 2005; Lushchak, 2011).

As ROS podem atacar varios constituintes celulares, incluindo proteinas, acidos
nucleicos e lipidos, levando a alteracéo da funcdo e integridade celular (Limoén-Pacheco
e Gonsebatt, 2009; Li et al., 2010a). De forma a reverter o dano oxidativo, 0s
organismos evoluiram no sentido de serem dotados de multiplos sistemas de defesa
antioxidantes. Os antioxidantes enddgenos enzimaticos e ndo enzimaticos sao essenciais
para a conversdo de ROS em substéncias inofensivas e para a manutencdo do

metabolismo e funcdo celular (Li et al., 2011; Lushchak, 2011).

Um dos principais danos induzidos pelas ROS séo alteracdes de macromoléculas
nas células, nomeadamente nas membranas lipidicas, acido desoxirribonucleico (DNA)
e proteinas. Estes danos podem revelar alterages do funcionamento celular, podendo

eventualmente levar a morte celular (Davies, 1995).

Para avaliacdo dos parametros de stresse oxidativo é comum recorrer ao estudo de
actividade de algumas enzimas, nomeadamente a superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa redutase (GRed), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-S-
transferase (GST) (Regoli et al., 2002). As enzimas antioxidantes facilitam a remocéo
das ROS. A superéxido dismutase é capaz de metabolizar os anides superéxido (O%) em
perdxido de hidrogénio (H,O,). Por sua vez, essas moléculas de perdxido de hidrogéenio
podem ser reduzidas a 4gua (H,O) e oxigénio (O;) pela catalase. Os radicais hidroxilo
(OH.) podem ser formados a partir do H,0, e O, por reagBes com os ibes metalicos do

ciclo redox, como por exemplo o ferro e o cobre. Este radical é altamente potente e pode
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atacar proteinas e lipidos, formando os produtos resultantes dos danos oxidativos. A
glutationa peroxidase pode reduzir os peroxidos lipidicos aos seus respetivos alcoois e
agua (Dinkova-Kostova, 2000).

Apesar da existéncia dos mecanismos fisiologicos de controlo de ROS (acima
mencionados), é natural que por vezes ocorreram danos oxidativos, devido a producgao

extensiva ou reduzida capacidade de protecdo do organismo (Nunes et al., 2006).

Em resposta ao stresse oxidativo, como j& referido anteriormente, pode haver
respostas adaptativas dos sistemas de defesa (antioxidantes), modificacdo de
macromoléculas celulares e, finalmente, dano tecidular. As alteragdes nos sistemas
oxidativos e as macromoléculas modificadas podem servir como biomarcadores para
uma variedade de exposi¢des a produtos quimicos, incluindo as substancias quimicas
presentes no ambiente aquatico. Assim, as medidas de stresse oxidativo tém sido
utilizadas como indicadores sensiveis de alerta precoce de efeitos adversos nos
compartimentos aquaticos contaminados num elevado numero de situacdes e
organismos vivos (Livingstone, 2001).

Avaliaram-se os efeitos de compostos farmacéuticos amplamente utilizados e de
um detergente ao nivel de biomarcadores de stresse oxidativo no crustaceo Artemia
parthenogenetica e no peixe Gambusia holbrooki, apds a exposicdo aguda a estes
compostos (Nunes et al., 2006;2008). Utilizou-os para avaliar os efeitos do cadmio em
tecidos de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus (Almeida et al., 2002) , ou para avaliar
os efeitos do mercurio no salmdo, Salmo salar (Berntssen, 2003). Utilizaram-se estes
biomarcadores para avaliar os efeitos de misturas complexas nos tecidos dos peixes
Wallaga attu e Catostomus commersoni, respectivamente (Pandey et al., 2003; Oakes e
Van der oast, 2003).

De uma forma geral, os residuos de compostos farmacéuticos que séo persistentes
no ambiente aquéatico podem estimular a producéo de ROS e resultar em dano oxidativo
em organismos como 0s peixes, tal como foi verificado em alguns estudos efectuados
com diazepam (Nunes et al., 2008), e carbamazepina (Li et al., 2010 a,b c; 2011). Estes
farmacos, tal como muitos outros, sdo compostos persistentes e classificados como
potencialmente perigosos para 0s organismos, porque a maioria dos efeitos resultantes

de exposicOes agudas reportados para eles é inferior a 100 mg/L (Fent et al., 2006).
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2.2 Biomarcadores Histopatologicos

Hoje em dia assume-se que as alteracdes estruturais observadas em diversas
células, tecidos e érgdos sdo importantes como indicadores gerais de salde dos peixes, e
um reflexo dos efeitos da exposicao a varios poluentes antropogénicos. A histopatologia
é indispensavel para efectuar uma avaliacdo adequada do equilibrio dos ecossistemas
aquaticos e tem sido cada vez mais utilizada em programas de monitorizacdo ambiental.
nomeadamente envolvendo peixes (Matos et al., 2007; Fernandes et al., 2008; Costa et
al., 2009).

Uma das grandes vantagens do uso de biomarcadores histopatoldgicos na
monitorizacdo ambiental é o facto de estes permitirem examinar 6rgaos-alvo especificos,
nomeadamente as branquias e o figado de peixes (Handy et al., 2002; Cengiz e Unlu,
2006). A investigacdo histologica dos oOrgdos de peixes, nomeadamente o figado,
demonstrou ser uma ferramenta extremamente sensivel para revelar 0s processos
adaptativos e os efeitos prejudiciais nos animais induzidos por contaminantes. Uma das
principais razdes porque o figado é usado, é o facto de este ser um local onde ocorre a
acumulacdo, biotransformacdo e excrecdo de inumeros compostos. Na presenca de
contaminacdo o figado pode desenvolver alteracdes funcionais e estruturais que podem
levar ao comprometimento das funcfes hepaticas com consequéncias negativas na saude,
crescimento e reproducdo dos individuos (Koehler, 2004; Cengiz et al., 2006; Carola et
al., 2009). As branguias sdo também usadas pois sdo o primeiro local de contacto com
0s xenobioticos no organismo uma vez que a funcdo delas é realizar as trocas gasosas
entre 0 sangue e a agua. Quando existem perturbacdes no funcionamento das branquias
provocadas pela exposicdo continuada a xenobioticos, estas podem de certa forma
comprometer a salde do individuo, e até mesmo ter implicagdes na sua vida, pela

diminuicdo da eficacia respiratéria (Leonardo et al., 2001; Cengiz et al., 2006).

As alteracGes histologicas aparecem usualmente como uma resposta aos efeitos
sub-letais, sendo um método eficaz para detetar os efeitos perniciosos em varios tecidos
e orgdos, decorrentes sobretudo de exposi¢cbes cronicas a determinados xenobidticos
(Bernet et al., 1999). Alteracdes a nivel celular e na funcdo de 6rgdos importantes séo 0s
primeiros indicios de uma ma adaptagdo a perturbacfes externas no individuo que pode
eventualmente levar a problemas de salde e posteriormente a sua morte (Short e Meyers,

2001). Apesar da auséncia frequente de dados numéricos que torna muito compicado
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estabelecer relagcdes de causa-efeito entre patologia e graus de contaminacdo, € sempre
possivel avaliar a significancia dos dados obtidos por via quantitativa (Schwaiger et al.,
1997).

Os biomarcadores histopatoldgicos podem ser vantajosos, uma vez que é
relativamente facil a recolha de amostras e posterior processamento, sendo que a sua
utilizacdo permite avaliar varios sistemas celulares num mesmo organismo. Esta técnica
¢ ainda importante porque permite detetar e identificar os locais especificos de lesdes
celulares (Handy et al., 2002).

Por outro lado, é dificil determinar qual o peso bioldgico real de cada lesdo nos
individuos, ou seja, de que forma determinadas leses comprometem, mais ou menos, a
salde dos individuos (Costa et al,. 2009). Nesse sentido, podem ser aplicados indices de
condigé@o que indicam a importéncia relativa de lesbes, pois desde logo algumas lesdes
implicam mais prejuizo para um 6rgdo do que outras. Assim, foram criados indices
ponderados, onde é atribuido um valor a uma lesdo especifica de acordo com o seu real

impacto nos organismos (Bernet et al.,1999).

2.3 Biomarcadores Genotdxicos

Muitos compostos xenobio6ticos ou os seus metabolitos apresentam propriedades
genotoxicas, que lhes permitem induzir alteracbes no material genético. O uso de
parametros genotdxicos, principalmente em organismos aquaticos permite avaliar o
efeito dos poluentes no meio hidrico, bem como alteracdes do seu potencial toxico ou
genotdxico apbs interagdo com o ambiente. Alguns compostos podem formar uma
ligacdo covalente ao DNA produzindo aductos (Dolcetti et al., 2002; Hellou et al.,
2006), os quais podem ser responsaveis por mutacdes impedindo a replicacao fidedigna
do DNA ou desencadeando processos de reparacdo do mesmo, nem sempre efetivos
(Maccubbin, 1994). Existem ainda outras alteragdes estruturais como quebras de cadeia
de DNA, perdas de bases, hipometilacdo entre outras mutacfes que sugerem durante a
eXposicao a compostos genotoxicos.

De entre as diferentes metodologias disponiveis para a avaliagdo de dano

genético, a avaliagdo das quebras de cadeia de DNA conjuntamente com as anomalias
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nucleares eritrociticas (ANE) demonstraram elevada sensibilidade a exposicdo a
compostos xenobiodticos, fornecendo informacgdes relativamente a danos moleculares
(facilmente reparaveis — quebras de cadeia) e danos subcelulares (irreversiveis —
anomalias) (Oliveira et al., 2008).

A integridade do DNA, avaliada pelo método de desenrolamento alcalino,
demonstrou sensibilidade dos peixes a danos genotdxicos induzidos por compostos
como HAPs (Maria et al., 2002), constituintes de efluentes da pasta de papel como
acidos resinicos e reteno (Maria et al., 2004a,b; 2005) e metais (Ahmad et al., 2006;
Oliveira et al.,2008 Guilherme et al., 2008a). As ANE, por seu lado, tém assumido uma
grande relevancia devido a facilidade e rapidez de execucdo, sensibilidade, baixo custo
e fiabilidade demonstrada em diferentes espécies de peixes expostos a metais (Ayllon e
Garcia-Vazquez, 2000; Oliveira et al., 2008), HAPs (Gravato e Santos, 2002; Maria et
al., 2002; Pacheco e Santos, 2002), ,e efluentes de uma refinaria de petréleo (Cavas e
Ergene-Gozikara, 2005).

O DNA ¢é um componente celular chave particularmente suscetivel a lesdes por
ROS (Cerutti, 1985), as quais, na sua maioria, parecem ser mediadas pelo HO. A
heterogeneidade das moléculas de DNA permite o ataque de HO™ a bases nucleicas e ao
esqueleto de desoxirribose (Buxton et al., 1988). O radical HO™ pode subtrair atomos de
H da desoxirribose, podendo levar a libertagdo de bases purinas e pirimidinas e a
formacdo de clivagens numa das cadeias do DNA (Halliwell e Gutteridge, 1999). As
cisdes nas cadeias simples podem ser reparadas através duma série de mecanismos. Pelo
contrério, quando as duas cadeias sdo quebradas no mesmo local, forma-se uma cisao
dupla que ndo pode ser adequadamente reparada.

Apesar do grande numero de estudos sobre danos no DNA induzidos por
compostos que geram stresse oxidativo em mamiferos, poucos estudos abordaram o
dano oxidativo do DNA em peixes. A literatura disponivel sugere que a ocorréncia de
dano oxidativo pode ser dependente da espécie (Charissou et al.,2004), realcando a

necessidade de avaliar a sua aplicabilidade como biomarcador em peixes.
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2.4 Biomarcadores de Biotransformacéao

O principal mecanismo para manter a homeostasia corporal durante a exposi¢ao
de organismos a moléculas estranhas, tais como os farmacos, é a biotransformacao de
xenobidticos. Normalmente, a biotransformacdo de xenobidticos € realizada por um
namero limitado de enzimas com ampla especificidade para substratos. Uma
consequéncia importante da biotransformacéo é a alteracdo das propriedades fisicas de
um xenobidtico que favorecem a sua absorcao (lipofilia), de modo a passarem a possuir
caracteristicas que favorecam a sua excrecdo, nomeadamente por aumento da
hidrossolubilidade (Klaassen, 2001; Newman, 2001).

As reaccOes catalisadas por enzimas de biotransformacdo de xenobidticos sdo
geralmente divididas em trés classes, denominados de fase I, fase Il e fase Ill. As
reaccdes de fase | envolvem a hidrélise, reducdo e oxidacdo do composto estranho.
Estas reacGes expdem ou introduzem um grupo funcional (-OH,-NH3,-SH ou -COOH) e,
geralmente, resultam em apenas um pequeno aumento na hidrossolubilidade (Walker et
al., 2001; Newman, 2001; Fontainhas-Fernandes, 2005). Por outro lado, as reac¢des de
biotransformacéo de fase Il incluem a glucuronidagéo, a sulfatacdo, a acetilacdo, a
metilacdo, a conjugacdo com glutationa (sintese de acido mercapturico), e a conjugacao
com aminodcidos (como a glicina, taurina e acido glutamico) (Klaassen, 2001; Newman,
2001). A maioria das reaccbes da fase Il de biotransformacdo resulta num grande
aumento na hidrossolubilidade dos xenobiGticos e, consequentemente, promovem
bastante a excrecdo de substancias quimicas externas (Klaassen, 2001; Walker et al.,
2001). Por dltimo, as enzimas de fase 111 (por exemplo, peptidases, hidrolases e biliases)
catalisam o catabolismo dos metabolitos conjugados, com o objectivo de formar

produtos excretaveis (van der Oost et al., 2003; Fontainhas-Fernandes, 2005).

De uma forma geral, as diversas substancias estranhas aos organismos seguem o
processo de biotransformacdo de acordo com o modo sequencial referido, embora
possam existir excegdes. As isoenzimas glutationa S-transferases (GST) sdo uma das
principais enzimas de destoxificacdo de xenobioticos da Fase Il, pertencendo a uma
familia de enzimas multifuncionais envolvidas na catalise do ataque nucleofilico do
atomo de enxofre da glutationa (g-glutamil-cisteinilglicina) para um grupo eletrofilico
em produtos metabdlicos ou compostos xenobioticos (Blanchette et al., 2007), podendo

desta forma minimizar a toxicidade destes ultimos. Esta enzima de biotransformacéo é
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aplicada como biomarcador ao nivel de estudos com peixes para a avaliacdo de efeitos

de substancias quimicas.

Alguns exemplos incluem estudos da avaliagdo dos efeitos de farmacos
amplamente usados (diazepam, clofibrato e &cido clorifibrato) e um detergente (SDS)
em Gambusia holbrooki (Nunes et al., 2008), a avaliacdo das respostas bioquimicas no
musculo de Salmo salar apos a exposicao a etinilestradiol e tribultilestanho (Greco et al.,
2007), e a avaliacdo dos efeitos subcronicos de dipirona em Rhamdia quelen (Pamplona
etal., 2011).

2.5 Biomarcadores de Neurotoxicidade

Um dos biomarcadores mais utilizados, na monitorizacdo ambiental, é a medicdo da
inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), isto porque muitos contaminantes tém como
alvo o sistema nervoso central, provocando perturbacGes a nivel da transmissdo do

impulso nervoso na placa motora (Nunes et al., 2004; Rodrigues et al., 2011).

A inibicao da AChE € utilizada como indicativo de exposicdo a compostos
anticolinesterasicos, nomeadamente pesticidas das classes dos organosfosforados e dos
carbamatos (Sancho et al., 2000) e alguns metais (Diamantino et al., 2003). Esta enzima
pode ser encontrada no cérebro e também na juncdo neuromuscular de vertebrados,
tendo um papel fundamental no controlo da acumulacdo de um mediador quimico
essencial na transmissdo do impulso nervosa, a acetilcolina. AChE é responsavel pela
hidrolise do neurotransmissor acetilcolina em &cido acético e colina (Ellman et al.,
1961). Esta regulacdo impede a hiperestimulagdo dos recetores da acetilcolina, que por
sua vez € essencial para o bom funcionamento dos sistemas sensoriais e
neuromusculares (Rodrigues et al., 2011). A inibicdo da AChE, provocada por alguns
agentes toxicos, resulta na acumulacdo de acetilcolina em sinapses nervosas que
originam perturbagbes das fungdes nervosas, podendo levar a morte do organismo
(Monteiro et al., 2005).
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IV CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo dos ultimos anos foi observado um acréscimo significativo no consumo
de medicamentos no Mundo e em Portugal. Os medicamentos uma vez utilizados pelo
homem sdo submetidos a um processo que comeca na sua absor¢do e acaba na
eliminacdo através da urina e fezes (maioritariamente), podendo originar compostos sob
a forma inalterada ou sob a forma de metabolitos. Sdo estes residuos que escapam aos
processos de depuracdo das ETARS convencionais, ou sdo diretamente descartados no
ambiente, e surgem nos recursos hidricos, expondo 0s organismos aquaticos
constantemente. O modo mais eficaz de evitar, ou pelo menos, de minimizar ao maximo
0 impacte ambiental e para a saide humana dos residuos medicamentosos e quimicos, é
evitar o seu descarte no ambiente. E fundamental dar a conhecer cada vez mais a toda a

populacdo a importancia da correta utilizacdo de medicamentos.

Existe ainda a necessidade de se desenvolver mais estudos nessa area para se
compreender melhor qual o grau do impacte dos farmacos no ambiente. Ha necessidade
de identificar os farmacos nos compartimentos ambientais (adguas e solos),
desenvolvendo e validando métodos cada vez mais precisos e exatos para detecao,
procurando também uma compreensdo melhor sobre os mecanismos de interacdo das
drogas e/ou misturas das mesmas entre si e com 0Ss organismos, populacdes e
comunidades nos ecossistemas, procurando desenvolver mecanismos eficazes para
aumentar a sua biodegradabilidade e minorar a ecotoxicidade e impacte na salde

humana.

A avaliagéo dos potenciais efeitos de compostos farmacéuticos em organismos néo-
alvo em ambientes contaminados é algo que merece atencdo, pois apesar da gama a que
eles se encontram no ambiente ser baixa, variando de ng/L a pg/L, é suficiente para

induzir efeitos toxicos sub-letais ao nivel dos organismos.
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