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RESUMO

Os contaminantes emergentes sdo formados por um grupo extenso de substancias quimicas que
em sua maioria ndo possuem valores maximos permitidos em legislacdes, mas com potencial
de acarretar efeitos adversos no meio que se inserem. Os farmacos estdo cada vez mais presentes
no ecossistema aquatico, em doses cumulativas que denotam preocupacdo com toxicidade
crbnica de organismos. As microalgas na avaliacdo da toxicidade aquética trazem respostas de
contaminagdo e qualidade da agua. As vistas deste fato, este trabalho utilizou a microalga
Desmodesmus subspicatus como espécie bioindicadora e avaliou a exposicdo a solucdes orais
de diclofenaco resinato e paracetamol por meio de toxicidade crénica. O cultivo da D.
subspicatus foi realizado em meio CHU e a curva representativa da calibracéo foi gerada através
da combinacdo de metodologias: contagem de células em camara de Neubauer e método
espectrofotométrico no comprimento de onda 682 nm. O teste de sensibilidade frente ao
dicromato de potassio, realizado para atestar a qualidade do lote algal, alcangou concentracéo
efetiva compreendida entre os valores fixados na literatura. Nos testes cronicos, para
diclofenaco resinato as concentragcdes médias efetivas foram 181,06 + 11,1 mg.L™! e 31,47 +
6,5 mg. L~1 para paracetamol. Perante classificacdes consolidadas mundialmente, o diclofenaco
resinato ndo atinge valores para ser considerado com alta toxicidade, ja a concentracdo de
paracetamol é considerada como perigosa ao ambiente aquatico. A avaliacdo das substancias
foi feita de forma isolada, enfatiza-se que ambientalmente outros compostos podem perturbar

0 sistema aquatico potencializando efeitos toxicos e sinérgicos.

Palavras-chave: farmacos; concentracdo efetiva; qualidade de agua; toxicologia.



ABSTRACT

Emerging contaminants are formed by an extensive group of chemical substances that mostly
do not have maximum values allowed in legislation, but with the potential to cause adverse
effects in the environment in which they are present. Pharmaceuticals are increasingly present
in the aquatic ecosystem, in cumulative doses that denote concern about chronic toxicity of
organisms. Microalgae in the aquatic toxicity evaluation bring answers about contamination
and water quality. Because of this fact, this work used the microalgae Desmodesmus
subspicatus as a bioindicator specie and evaluated the exposure to oral solutions of diclofenac
resinate and paracetamol through chronic toxicity. The D. subspicatus cultivation was
performed in CHU medium and the representative calibration curve was generated through a
combination of methodologies: cell counting in a Neubauer chamber and spectrophotometric
method at a wavelength of 682 nm. The sensitivity test with potassium dichromate, performed
to attest the algal batch quality, reached an effective concentration between the values
established in the literature. In the chronic tests, for diclofenac resinate the effective mean
concentrations were 181.06 + 11.1 mg. L~ and 31.47 £ 6.5 mg. L~ for paracetamol. Inthe face
of worldwide consolidated classifications, diclofenac resinate does not reach values to be
considered as highly toxic, on the other hand the concentration of paracetamol is considered
dangerous to the aquatic environment. The evaluation of the substances was done in isolation,
but it is noteworthy that environmentally other compounds can disturb the aquatic system,

potentiating toxic and synergistic effects.

Keywords: pharmaceuticals; effective concentration; water quality; toxicology.
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1 INTRODUCAO

Formados por um grupo extenso de substéncias, os contaminantes emergentes sao
encontrados nos mais diversos produtos consumidos na sociedade: de produtos de limpeza,
higiene pessoal, produtos farmacéuticos, embalagens até agrotoxicos e afins (BARCELO,
2003; MAIA, 2020). Esta também atrelado a aqueles compostos que ndo séo estabelecidos
valores maximos permitidos em legislagcdes e normativas.

Estudos nos anos 70 iniciam a discussdo sobre a presenca dos compostos farmacéuticos
no ambiente aquatico e, a partir deste momento, em varias partes do mundo, houve interesse
cientifico focado no tema com fins de conscientizacdo publica (TABAK; BRUNCH, 1970;
NORPOTH etal., 1973; GARRISON, 1977; HIGNITE; AZARNOFF, 1977). Na década de 90,
as substancias de origem farmacéutica e seus destinos no meio ambiente puderam experimentar
um crescimento e maior relevancia constatado, as discussdes cresceram notoriamente, apesar
de seu consumo ter englobado um periodo de tempo maior. O aprimoramento de técnicas de
deteccdo e equipamentos foi ampliado ao longo dos anos com os avangos da tecnologia, sendo
assim, consequentemente, a identificacdo dos farmacos de uso humano e veterinario marcam
cada vez mais os corpos hidricos (SAUVE; DESROSIERS, 2014).

Assegurar as caracteristicas fisico-quimicas da agua se torna essencial, pois ela é
imprescindivel para os seres vivos que cumprem suas fungdes bioldgicas e nela habitam
(ALEXANDER; FAIRBRIDGE, 1999). A preocupagdo com os parametros da qualidade da
agua se tornaram maiores e vao além, visto que a dgua, mesmo depois de tratada, pode conter
os contaminantes emergentes (PAL etal., 2014; MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017).
Nas ultimas décadas, a comunidade cientifica tem chamado a atencéo para a presenga no meio
ambiente de uma variedade de compostos emergentes e em escalas de concentracdes cada vez
menores (OVALLE; VIVAS, 2021).

Os contaminantes organicos sdo usualmente encontrados em concentragfes proximas a
escalas de nanograma por litro (ng. L=1, escala de 10~°) e micrograma por litro (ug. L™1, escak
de 107°). Em suas classificaces salientam-se produtos farmacéuticos, drogas ndo prescritas,
pesticidas, hormonios sintéticos, cosméticos e nanoparticulas (LI etal., 2014; PAL etal., 2014).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), destaca que os paises apresentam baixa
adesdo a sistemas de monitoramento de farmacos na agua devido ao custo elevado das
tecnologias e métodos analiticos com infraestrutura laboratorial robusta. Ademais, os métodos

de tratamento convencionais ndo promovem aremoc¢do de forma eficaz. Os levantamentos das
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ocorréncias de farmacos encontrados devem-se a esforcos cientificos com objetivos
académicos, a fim de investigar a deteccdo e analise (ARAGAO, 2018).

Os farmacos classificados como Medicamentos Isentos de Prescricdo (MIP) e
Antiinflamatérios N&o Esteroidais (AINE), abrangem os dois objetos de estudos: diclofenaco
resinato e paracetamol. O diclofenaco possui acao antitérmica, analgésica e antiinflamatéria,
enquanto o paracetamol atua como analgésico e antitérmico (BRASIL, 2003). Comercialmente
constituem medicamentos de livre de prescricdo, portanto a aquisicdo é facilitada e
consequentemente de amplo uso (BRASIL, 2019).

A necessidade de monitorar estes contaminantes emergentes no ambiente aquatico e
seus efeitos pode ser sanada por testestoxicoldgicos e bioindicadores representativos dos niveis
tréficos. Estes testes toxicolégicos com organismos aquaticos sdo empregados como
mecanismos para 0 controle ambiental, sendo Uteis para detectar lancamentos tdxicos e
estruturar as prioridades de direcdo em caso de areas criticas, viabilizando acdes de cunho
legislativo (ARRAES; LONGHIN, 2012). Com seu auxilio consegue-se delimitar os impactos
relacionados a influéncia dos compostos quimicos, sua interacdo e toxicidade (BRENTANO,
2010; BOHRER, 1995).

Conforme Limberger (2011), as microalgas constituem papel fundamental acerca de
estudos envolvendo a toxicidade aquatica, sendo uma importante classe de bioindicadores de
contaminacgdo, visto que alteracdes de cunho qualitativo ou quantitativo nesses organismos Sao
diretamente correlacionadas a alteragfes na qualidade da agua.

As microalgas do género Desmodesmus sdo encontradas predominantemente em
ambientes de agua doce e em menor escala na agua salgada, sendo denominadas por
microrganismos clorofilados e unicelulares, integrantes da familia Scenedesmaceae (CAMBRA
SANCHEZ et al., 1998). Os estudos e pesquisas que correlacionam esse género de microalga
estdo associadas principalmente a areas como biologia molecular, biocombustiveis e
toxicologia (VOLKER etal, 2017).

A alga verde plancténica denominada D. subspicatus é uma importante produtora
primaria nos ecossistemas de dgua doce. Desempenha um papel chave na base do ciclo de vida
das aguas, visto que serve de alimento para outros organismos e é funcdo de subsisténcia do
equilibrio aquético a partir dos ciclos biogeoquimicos (KNIE; LOPES, 2004).

A vista do exposto, este trabalho busca complementar lacunas acerca da exposicdo aos
contaminantes emergentes diclofenaco resinato e paracetamol através da microalga

Desmodesmus subspicatus como espécie bioindicadora, avaliando suas toxicidades cronicas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar os efeitos de toxicidade dos contaminantes emergentes diclofenaco resinato

e paracetamol para a microalga dulcicola Desmodesmus subspicatus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar o cultivo da microalga Desmodesmus subspicatus em meio CHU;

o Verificar a sensibilidade da D. subspicatus frente a substancia de referéncia: dicromato
de potéssio;

e Avaliar os efeitos de toxicidade croénica para a microalga D. subspicatus apos exposicdo
a diferentes concentragfes do farmaco diclofenaco resinato;

o Verificar toxicidade crénica de diferentes concentracdes do farmaco paracetamol para

amicroalga D. subspicatus;

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O crescimento no consumo de farmacos esta alinhado ao crescimento populacional,
quanto mais individuos, maior se torna a margem e a necessidade de utilizagdo de
medicamentos frente a doencas. Este crescimento exponencial de consumo € liderado
principalmente nas classes medicamentosas que ndo necessitam de prescricdo, como 0S
Medicamentos Isentos de Prescricio Médica (MIP’s) (BISOGNIN; WOLFF; CARISSIMI,
2018). Os farmacos categorizados como Antiinflamatorios ndo Esteroidais (AINE) também
possuem forte atuacdo em indicacOes terapéuticas para alivio de dores e inflamagbes (KO;
ALBUQUERQUE, 2018).

O diclofenaco resinato pertence a classe terapéutica de anti reumaticos ndo esteroidais
puros, utilizado para tratar dores e inflamacdes e sua acdo antiinflamatéria é conhecida desde
1974. O diclofenaco consegue ser totalmente absorvido a partir da suspensdo de resinato, com
percentual de aproximadamente 60% de excre¢do da dose administrada através do conjugado
glicurbnico da molécula intacta e seus metabolitos, sendo esses que acumulam-se em
organismos aquaticos (PEAKE et al., 2016). Caracteriza-se por ser um dos principios ativos
mais comercializados no Brasil, 0 que se deve ao leque de aplicaces do medicamento que
podem abranger tratamentos pos-operatérios até mesmo tratamentos pdés-traumaticos de dores
(ROCHA et al., 2009).
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O paracetamol é classificado como um Medicamento Isento de Prescricdo (MIP),
indicado para o tratamento de febre e para o alivio de dores de intensidade leve a moderada
(CAETANO, 2005). O farmaco apresenta melhor tolerabilidade digestiva em relagdo aos anti-
inflamatorios ndo esteroides, além disso, o baixo custo torna-o um dos farmacos mais
consumidos no mundo (SENA et al., 2007; WANNMACHER, 2010). O reconhecimento como
pseudo-persistente atrelada ao contaminante faz jus aos dados acerca de ser comumente
prescrito e consumido (KUMMERER, 2009).

Em panorama geral, o brasileiro esta entre um dos paises que apresenta maior consumo
de produtos farmacéuticos, o estudo de Campanha et al., (2015) relata que o consumo médio
anual per capita estimado é de 15 gramas, indice que na média ultrapassa em trés a dez vezes o
consumo de paises industrializados (BISOGNIN; WOLFF; CARISSIMI, 2018).

Miranda et al. (2018) avaliou por meio de um estudo em cidades do estado de Sao Paulo
que 90% da populacdo amostral consumia algum medicamento de forma continua, sendo os
antiinflamatdrios correlacionados com 53% da classe de consumo.

Os contaminantes emergentes estdo em comunicagdo com 0s componentes da agua
natural, agua superficial e subterraneas, sinalizando potenciais riscos para os seres humanos,
vida aquética e terrestre. Os produtos farmacéuticos sdo combinados nos sistemas de esgoto
com fezes, urina, dguas de uso doméstico, para formacao das aguas residuais brutas. Ainda,
pode-se ressaltar outra potencial fonte de contaminagcdo vinda dos residuos de industrias e
empresas farmacéuticas e de saude (BILA; DEZOTTI, 2003; DEO; HALDEN, 2013).

Para a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMEA), na categoria de produtos
medicinais, os valores abaixo de 10 ng.L™! possuem margem de risco ambiental pouco
provavel, ja valores maiores impde-se analises sobre seus efeitos toxicologicos no meio natural
(CASTIGLIONI etal., 2004; RIGOBELLO, 2012). No estudo de Muller (2002), a proposta de
limites toxicologicos em &guas de consumo humano para os farmacos diclofenaco e
paracetamol foi de, respectivamente, 7,5 ¢ 150 pg.L™1.

Os autores Heberer (2002) e Stumpf et al. (1999) atestaram que as concentra¢des dos
farmacos variam sazonalmente, em virtude da maior prescricéo de antiinflamatérios no inverno.
Além disso, Nunes et al. (2017) cita através de analises que existe interferéncia na presenca e
concentracdo desses produtos por meio da diluicdo ocasionada pelas chuvas, periodos de seca
e padroes de uso doméstico da agua, diaria e sazonalmente.

Richardson e Bowron (1985) citam os destinos possiveis para farmacos, que
compreendem (i) biodegradacdo pela mineralizacdo referente a gas carbonico e agua; (ii)

processos metabdlicos e degradacao parcial; (iii) agir como persistente. Contribuem ainda para
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a dispersdo desses contaminantes organicos o escoamento superficial, vazamentos encontrados
em fossas sépticas e até mesmo aterros sanitarios (FAIRBAIRN etal., 2016).

Pautando as discussfes a nivel brasileiro, levantamentos liderados pelo Sistema
Nacional de Informacdes sobre Saneamento (SNIS), entre 2010 e 2020, mostraram que 0S
niveis de cobertura da populacdo entre agua e esgoto sofreram aumento nos ultimos 10 anos
analisados. Em contrapartida, para um pais continental como o Brasil, com aproximadamente
211,8 milhdes de habitantes, o aumento de 3% (de 81,1% em 2010 para 84,1% em 2020) em
atendimento com rede de agua e do patamar de 46,2% para 55% para atendimento com rede de
esgoto cumpre um papel pouco louvavel.

O deficit na infraestrutura disposta para o saneamento basico contribui ativamente para
que aprincipal rota possivel dos farmacos no meio ambiente seja o despejo de esgoto em corpos
hidricos. Em 2020, somente 50,8% do esgoto gerado passa pela etapa de tratamento no Brasil
(SNIS, 2021). Kramer et al. (2015) remete que de modo geral, contaminacGes com
medicamentos sao verificadas pelo consumo, mas especialmente pelo despejo de efluentes sem
tratamento ou tratados de forma ineficaz sobre as aguas.

A tendéncia se confirma com a detec¢do de diclofenaco e paracetamol (fa&rmaco de
maior uso mundialmente) e outros de origem farmacéutica em efluentes de estacdes de
tratamento, aguas tratadas, aguas superficiais e aguas subterraneas no territério brasileiro. Em
estudos destacados, diclofenaco alcanca valores de 0,193 mg. L=t em4gua superficial (VERAS
etal., 2019), em lancamento de efluente tratado da ETE 0,458 mg. L1, esgoto bruto com 0,310
mg. L1 e efluente tratado 0,009 mg.L~* conforme Ragassi (2018).

Nos trabalhos de Américo et al. (2012) em coletas de esgoto bruto, Dias (2014) em agua
tratada e Stelato et al. (2016) em corregos, respectivamente o diclofenaco atingiu concentragcfes
de 24 pg.L71, 38,09 ng.L~'e 11 mg.L~1 e o paracetamol 0,13 pg.L™%, 421,64 ng.L~ e de 228
até 590 ng.L~1.

Os métodos analiticos para deteccdo de farmacos em amostras ambientais mais
empregados sdo derivados na extracdo em fase sélida, cromatografia gasosa ou cromatografia
liquida de alta eficiéncia acopladas a espectroscopia de massa e detectores ultravioleta, com
suas derivacGes (STUMPF et al., 1999; BILLA, DEZOTTI, 2003; NEBOT, GIBB BOYD,
2007; SODRE, MONTAGNER, JARDIM, 2007; SILVA, COLLINS, 2011; MENDONZA et
al., 2015; BAENA-NOGUERAS et al., 2016; ZHOU et al., 2017). Para a descontaminacgéo, 0s
processos oxidativos como fotolise de perdxido de hidrogénio, ozonizacdo, fotocatalise
heterogénea, fenton e foto fenton s&o os mais utilizados como alternativas para o tratamento
dos efluentes (MELO, 2009; DICK etal., 2021).
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A deteccdo de farmacos em baixas concentraces vem sendo relatada por diversas
décadas e em aspecto mundial na literatura disponivel. A constancia do reconhecimento de
classes analgésicas e antiinflamatorios em ambientes aquaticos, faz surgir um alerta quanto a
capacidade de ocasionar efeitos cronicos. A longo prazo, a acumulagao das substancias ocorre
e pelo fato de serem biologicamente ativas existe a possibilidade de resultar em efeitos
ecologicos relevantes. Independentemente das concentragbes efetivas de exposicdo da
microalga D. subspicatus aqui relatadas obedecerem a ordem de mg.L~! para o diclofenaco
resinato e paracetamol, a persisténcia entre os organismos aquaticos pode ir além de
comprometer a qualidade da dgua mas também com potencial de mostrar-se desarmdnica para
estes ecossistemas.

Os compostos farmacéuticos séo reportados em efluentes pela baixa capacidade em sua
remocdo através dos processos classicos de tratamento, corroborando com o efeito de
contaminacdo ambiental. Neste cenario, surgem tecnologias promissoras visando aobtencdo de
métodos eficientes para remoc¢do, degradacao e mineralizacdo destas substancias.

A espécie D. subspicatus foi avaliada no trabalho de Paiva et al. (2020) quanto a sua
eficacia em remover nutrientes e matéria organica de uma ETE no Brasil. O efluente utilizado
na pesquisa era coletado ap6s os decantadores secundarios. Encontrou-se indices altos na
eficiéncia de remocéo dos pardmetros Demanda Bioquimica de Oxigénio (DQO), nitrogénio de
Kjeldahl total (NTK), nitrogénio amoniacal e fosforo, principalmente em metabolismo
autotréfico. Constatou-se que a microalga pode ser empregada com fins de tratamento terciario
de efluentes.

As microalgas como tratamento terciario também se mostraram eficazes no estudo de
Dimas (2021), com alta remocédo da amonia e desinfeccdo ocasionada pela fotossintese, seu
consumo de gas carbdnico que leva ao aumento de pH e deriva em um ambiente hostil para
sobrevivéncia de patdgenos. O lado desfavoravel do sistema foi retratado pela ineficiéncia da
eliminacdo de sélidos suspensos totais (SST), onde a biomassa suspensa nao decanta.

A revisdo da literatura sobre a utilizacdo de microalgas na descontaminacdo das aguas,
elaborada por Rossato, Oliveira e Sagrillo (2021), demonstrou que principalmente a espécie
Chlorellavulgaris possui eficacia na remogao e é promissora paracontaminagdo por compostos
citotoxicos.

Quanto a fatores legislativos, ainda ha um longo caminho de aprimoramento de
politicas, programas de monitoramento e fiscalizagdo dos contaminantes emergentes em
aspecto mundial. Alguns paises contam com um aparato de diretrizes para as concentracdes de

alguns compostos em agua, mas em casos como o do Brasil, existe muito a avancar.
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A legislacdo brasileira, quanto aos topicos de interesse ambiental, é regida pelo
Ministério do Meio Ambiente (MMA) através do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA). Os padrdes de lancamento de efluentes sdo regulados pela CONAMA 357/2005,
sendo apresentados na resolucdo Valor Maximo Permitido (VMP) para um conjunto de
substancias organicas e inorganicas (BRASIL, 2005). Entretanto, ndo existem previsdes para
farmacos.

A Agéncia Ambiental (EA) da Inglaterra e Pais de Gales adotou um mecanismo
classificatorio conforme o risco relativo, objetivando a identificacdo de substancias com
potencial de causar danos no ambiente aquatico. O sistema contou com uma associacdo de
parametros avaliativos como avaliagdo de risco, critérios de persisténcia, bioacumulacdo e
toxicidade (PBT). Foi obtido como resposta 10 principais compostos: Lofepramina,
Dextropropoxifeno,  Prociclidina, Tramadol, Paracetamol, Clotrimazol, Tioridazina,
Mebeverina, Aminofilina e Tamoxifeno (ASHTON; HILTON; THOMAS, 2004).

A Unido Europeia criou uma politica que determina que empresas que fabricam
substancias quimicas com volume maior de 1 tonelada por ano devem entender as dindmicas
de risco da utilizacdo e agir para gerir riscos que reconhecerem, intitulada como REACH
(“Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemical Substances™). Derivada
do sistema REACH, surge a Diretiva Européia 93/97/EEC que possui classificacdo toxicolégica
para 0s organismos aquaticos (CORTEZ, 2011; SANTOS, 2012).

De forma semelhante, em 2002, a Comissdo OSPAR, ligada a prote¢cdo do ambiente
marinho do Atlantico Nordeste, classificou substancias perigosas em uma lista, identificando
contaminantes como: Lofepramina, Dextropropoxifeno, Prociclidina, Tramadol, Paracetamol,
Clotrimazol, Tioridazinas, Mebeverine, Aminofilina, Tamoxifen, Fluoxetina, Trimetoprim,
Sulfametoxazol, Fenofibrate e Diclofenaco (OSPAR COMMISSION, 2002).

4. METODOLOGIA

A metodologia proposta foi executada no Laboratorio de Qualidade da Agua, com
auxilio de outros laboratdrios que compreendem a estrutura e envolvem o curso de Engenharia
Ambiental e Sanitaria, da Universidade da Fronteira Sul (UFFS) - Campus Erechim, RS.

A cultura inicial de microalgas para estabelecer o cultivo foi obtida na Universidade
Federal de Santa Catarina e em todas as fases de desenvolvimento as diluicoes foram realizadas
com aagua do tipo dgua Mili-Q Ultrapura (equipamento Direct-Q® Water Purification System).

O esquema apresentado na Figura 1 traga estratégia experimental utilizada durante o trabalho.
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Figura 1 - Visdo geral dos procedimentos experimentais que foram realizados.
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Fonte: Autora (2022).

4.1 CULTIVO

O cultivo da microalga desenvolveu-se com o exposto na ABNT 12.648 (2018):
Ecotoxicologia Aquatica — Método de ensaio com algas (Chlorophyceae) e mantido no
Laboratério de Qualidade da Agua.

O meio de cultivo ¢ o meio CHU, que possui 10 solugdes com reagentes
homogeneizados em proporgdes pré estabelecidas que asseguram um ambiente saudavel de
desenvolvimento algal. Seus componentes estdo descritos no Anexo 1, como também o preparo
de 1 litro do meio, ordem e quantidades. O pH foi corrigido, quando necessario, para a faixa de

7,1 £0,1 com hidréxido de sédio (NaOH) ou acido cloridrico (HCI). Apds sua preparacdo, o
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meio foi autoclavado a 121°C por 15 minutos em kitassatos com capacidade de 1 litro.

A partir da esterilizacdo do meio CHU e seu resfriamento até a temperatura ambiente,
ocorreu a inoculacdo. Visando evitar contaminagdes, o procedimento transcorreu na cadmara de
fluxo laminar. Com a flambagem do tubo falcon contendo o néculo homogeneizado e o bocal
do kitassato, uma aliquota entre 15 ml de noéculo foi adicionada ao kitassato com o meio CHU
ja autoclavado. A camara de fluxo permaneceu ligada somente com o fluxo ascendente e a luz
fluorescente, ja que a luz UV interfere sobre a microalga devido sua susceptibilidade a
exposicao da radiacdo emitida.

O cultivo (meio CHU juntamente com o indculo), necessita de armazenamento em
incubadora, em ambiente com temperatura, aera¢ao e iluminacao controlada conforme a norma
ABNT 12.648 (2018), no periodo de 7 a 10 dias. Na Figura 2, é possivel notar a diferenga na
coloragdao entre o primeiro dia do cultivo, nas condi¢des controladas e apos 7 dias, com

coloracdo mais intensa, indicando o crescimento algal.

Figura 2 - Cultivo da microalga D. subspicatus em meio CHU e ambiente controlado.

Figura a) - Incubacéo, dia 1. Figura b) - Incubagéo, dia 7.

Fonte: Autora (2022).
4.2 CONTAGEM DE CELULAS E CURVA DE CALIBRACAO

A determinacdo da densidade celular foi realizada por meio da contagem das células
com o auxilio da cAmara de Neubauer e de microscopio Optico com aumento de 400 vezes.
Pararealizacdo da contagem, é essencial entender sobre a densidade celular nos campos.

Se a amostra analisada possuir uma alta densidade celular, a contagem sera feita através dos
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quadrados médios da regido central. Caso a amostra apresente baixa densidade celular, a area
de contagem compreendera os quadrantes maiores (CARNEIRO, 2017). Na Figura 3 € possivel
observar a Camara de Neubauer com area de contagem identificada em preto e em vermelho os

4 quadrantes em que se realizou a contagem de células.

Figura 3 - Detalhamento da Camara de Neubauer empregada na metodologia e seus

quadrantes.
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Fonte: ;\daptado de SP Labor 22016).

Realizou-se 11 diluicbes sequenciais, a fim de identificar a concentracdo algacea por
mililitro das amostras. A metodologia seguida para a contagem com adaptagoes é disposta pelo
Laboratério de Virologia (LabVir) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS,
2021). O procedimento foi realizado através da pipetagem de uma aliquota de cada diluicdo na
camara de Neubauer, a contagem ocorreu por quadrantes, com orientacdo da esquerda para a
direita, em ziguezague, de cima para baixo. As celulas contidas sobre as linhas inferiores e
direita ndo foram contabilizadas.

Posteriormente, realiza-se a leitura de absorbancia com auxilio do espectrofotometro
(Nova Instruments NI 1800 UV), praticadas nos comprimentos de onda em que ocorre 0 pico
de absorbancia (682 nm). A contagem das células pela camera de Neubauer e as medidas de
absorbancia da suspensao microalgal foram relacionadas, gerando uma curva de calibracdo de
densidade celular. A densidade OGtica por meio da técnica espectrofotométrica, durante todo este
trabalho, foi fixada no comprimento de onda de 682 nm e para calibrar o equipamento utilizou-

se agua de diluicdo (branco).
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Entdo, para obtencdo da curva de calibracdo que estima a densidade algacea
correlacionando com os valores de absorbancia e nimero de células advindo da contagem na
camara de Neubauer, o modelo empirico para a equacdo de regressdo com coeficiente de

determinagdo melhor delineado esta descrito na Equacao 1:
y=ax+ b (Equagédo 1)

Onde:
e Yy =valor da leitura da absorbancia;
e 3, b= parametros da fungdo da equacdo da reta;

e X =lincognita que determina o nimero de células;

4.3 TESTE DE SENSIBILIDADE

O teste de sensibilidade foi empregado para verificar as influéncias externas e
suas condicBes de vida no laboratério para o organismo testado. A sensibilidade é o reflexo de
todo o conjunto de procedimentos relativos ao cultivo da microalga indicando a estabilidade
da microalga D. subspicatus, garantindo, assim, a confiabilidade e reprodutibilidade dos
resultados dos testes ecotoxicolégicos (KNIE; LOPES, 2004).

As concentracOes para o teste de sensibilidade s&o fixadas de acordo com o valor de
CE50, para 72 horas (0,53 + 0,2 mg.L™1), que corresponde a concentragdo que consegue
oferecer 50% de inibicdo do crescimento algal (KNIE; LOPES, 2004).

O ensaio de sensibilidade utiliza uma substancia de referéncia, neste caso, o dicromato
de potassio (K2Cr207 com concentracdo de 100 mg.L™1), abarcada na ABNT 12.648 (ABNT,
2018). Os erlenmeyers foram alocados no equipamento Incubadora Shaker Refrigerada, marca
Solab SL — 223, configurado com agitagdo de 135 rpm, temperatura controlada de 23 +1°C e
iluminacdo ininterrupta por 72 horas. Em cada periodo de 18 a 24 horas até completar as 72
horas do teste realiza-se a troca de posicdo de cada erlenmeyer a fim de evitar quaisquer
oscilacdes da incidéncia de luz.

Na Tabela 1 estdo organizados o0s respectivos valores e solugdes para o volume final em
cadaerlenmeyer. Paracompletar 100 mL ocorreu aadi¢dao de dgua de diluicdo. Os componentes

da solucdo nutriente estéo discriminados no Anexo 2.
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Tabela 1 — Solu¢des e volumes empregados no teste de sensibilidade com dicromato de

potassio frente a microalga D. subspicatus.

K2Cr207 K2Cr207 Solucéo Inéculo Volume final
(mg.L™1) (uL) nutriente (mL) (10°células.mL™1) (mL)
Controle 0 10 10 100

01 80 10 10 100

03 240 10 10 100

05 400 10 10 100

0,7 560 10 10 100

09 720 10 10 100

Fonte: Autora (2022).

Para o preparo do inoculo teste, foi necessario incubar uma pré cultura por 3 dias. O
preparo da pré cultura aconteceu através do indculo armazenado em tubo Falcon e diluicdo com
meio CHU para atingir 10* células por cada mililitro. A Equacdo 2 descreve o procedimento
do calculo realizado para retirar a aliquota correspondente e iniciar a pré-cultura. Nela, temos
que a incognita Vi, sculo Fepresenta o volume de indeculo que seré retirado da cultura estoque em
ml; C; & a concentragdo inicial da pré cultura e expressa em células por mL (10.000); Vi€ o
volume da pré cultura e esta interligado com o volume do frasco a ser utilizado (250 mL)
€; Cestoque S€Nd0 a concentracdo de algas da cultura estoque em células por mililitros.

CiXVpc

Vinéculo = C (Equagao 2)
estoque
A aliquota calculada pelo V440 N2 Equacdo 2 é adicionada a 75 mg de bicarbonato
de sédio (NaHCO3) e completada com a solugdo da pré cultura para um volume de 250 mL
(Anexo 2). Apo6s o processo descrito, a pré cultura fica incubada com temperatura, aeracdoe

luminosidade controladas por 3 dias, conforme a Figura 4.
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Figura 4 - Pré cultura em fase de incubacdo em condi¢Ges controladas pela norma ABNT
12.648/2018.

Fonte: Autora (2022).

Depois do periodo de 3 dias, uma aliquota do frasco é retirada para leitura da
absorbancia correlacionando através da equacdo da reta obtida o valor de células por mililitro e

entdo calcula-se o volume necessario por meio da equagéo 3:

CitXVj ~
Vinéculo = — (Equa(;ao 3)

Cpré cultura

Na equacao 3, os valores de C;; que € a concentracdo inicial do inéculo teste é fixada
em 100.000 células por mililitro, a V;; € atribuido 250 ml a partir da capacidade do frasco. Para
obtengdo do valor de Cpy culrura Utiliza-se a relagdo da equagdo da reta originando um novo
ndmero de células por mililitro. Entdo, alcanca-se o volume que seré retirado da pré-cultura
depois dos 3 dias de incubagdo para compor o indculo junto com o bicarbonato de sédio e o
meio da pré cultura. Finalizada esta etapa, obtém-se a solugdo que engloba o indculo e que
adiciona-se ao teste de sensibilidade.

A partir de 5 concentracOes distintas de dicromato de potdssio o ensaio ocorreu em
triplicata. Ao final, determina-se o pH, oxigénio dissolvido e biomassa. Os valores de
absorbancia obtidos sdo convertidos em numero de células através da equacao da reta gerada
pela contagem de células e entdo organizadas no software GraphPad Prism® 6.0, resultando

em um valor relacionado diretamente com a sensibilidade.
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4.4 SELECAO DE FARMACOS E DILUICAO

A escolha dos farmacos que integraram a pesquisa foi baseada nos critérios de
disponibilidade e preco comercial; o tempo disponivel para os experimentos e andlises de
dados; possibilidade de reproducdo de resultados inéditos; grande consumo no Brasil e mundo
como também a presenca marcada em 4guas residudrias e corpos d’agua.

O diclofenaco resinato foi adquirido comercialmente, em forma de apresentacéo
farmacéutica oral, sob registro da companhia farmacéutica Cimed Industria Farmacéutica Ltda
com 15mg.mL~1. A partir da concentracdo comercial gerou-se uma solucdo de 500 mg.L™1,
sendo esta utilizada para os testes de toxicidade cronica.

O paracetamol foi adquirido comercialmente, em forma de apresentacdo farmacéutica
oral, sob registro da companhia farmacéutica Unido Quimica Farmacéutica Nacional S.A. com
200 mg. mL~1, A partir da concentracdo comercial gerou-se uma solucédo de 1g.L™1, sendo esta

utilizada para os testes de toxicidade croénica.

4.5 TESTE DE TOXICIDADE CRONICA

O objetivo do ensaio para definir atoxicidade cronica que consiste na exposicdo de uma
amostra de densidade algal conhecida a partir do meio CHU, com diferentes diluic6es por um
intervalo de 72 horas em condi¢Ges controladas (temperatura e luminosidade). A comparagdo
entre a reproducdo das algas nas diluicbes e o controle, onde ndo se realiza nenhuma adi¢ao de
amostra, caracteriza o efeito. O teste de toxicidade é classificado como crénico, compreendendo
multiplas geracgdes dos organismos (KNIE; LOPES, 2004).

Os procedimentos realizados foram regidos pela ABNT 12.648 (2018) e OECD 201
(2011), conduzidos em triplicata. Com a analise estatistica, que define a resposta crbnica para
0 organismo-teste no intervalo de 72 horas, obtém-se o valor de concentracdo efetiva (CEsgy).
A toxicidade se da por meio dos efeitos acerca da taxa de crescimento.

As concentracOes delimitadas para os testes cronicos com os farmacos baseiam-se na
literatura disponivel, cada contaminante emergente foi testado em uma faixa com 5
concentracdes e com diluicbes de fator 2.

Os testes de toxicidade cronica ao diclofenaco resinato para D. subspicatus foram
montados a partir de cinco concentragOes-teste, sendo elas: [14,06; 28,12; 56,25; 112,50;
225,00] mg.L~1. Além disto, dois controles laboratoriais constituidos por agua de diluigéo,

solucdo nutriente e indculo para cada teste.
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Da mesma forma, os teste de toxicidade cronica para o paracetamol transcorreram com
cinco concentracOes-teste de: [15,62; 31,25; 62,50; 125,00; 250,00] mg.L~! e também com dois
controles laboratoriais contendo agua de diluicdo, solucdo nutriente e indculo para cada teste.

A Figura 5 representa de forma ilustrativa um desenho experimental do teste realizado

com o diclofenaco resinato e o paracetamol.

Figura 5 - Elementos importantes para a execugédo do teste cronico de toxicidade.
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Fonte: Autora (2022).

Os erlenmeyers foram vedados com parafilm e acondicionados na mesa de agitacdo de
forma aleatéria (Figura 6), apds acomodar os testes no equipamento, iniciou-se o teste cronico.

Este processo foi repetido para ambos os farmacos.

Figura 6 - Disposi¢do dos erlenmeyers na mesa de agitagdo durante o periodo do teste de

toxicidade cronica com D. subspicatus.

Fonte: Autora (2022).



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CURVA DE CALIBRACAO

Para construcdo da curva de calibracdo utilizou-se a Camara de Neubauer, com a
contagem dos quadrantes delimitados pela metodologia e as leituras de absorbancia das

amostras diluidas. Dessa forma, os dados contidos na Tabela 2 foram convertidos em uma

equacao de reta que representa de forma satisfatoria o sistema.

Tabela 2 - Resultados a partir da Camara de Neubauer e leitura no espectrofotdbmetro da série

de diluicdes realizadas.

Contagem dos quadrantes

Absorbancia (682 nm)

NUmero de células por

média) mililitro

(
1190 1.160 2975000
887 0.995 2217500
918 0.784 2295000
400 0.368 1000000
369 0.248 922500
234 0.191 585000
150 0.120 375000
112 0.077 280000
123 0.071 307500
102 0.059 255000

Através dos resultados, utilizando o software GraphPad Prism® 6.0, a equacao da reta

Fonte: Autora (2022).

foi delimitada e expressa pela Equacgéo 4:

No caso deste trabalho, a curva padrdo apresentada na Figura 7 corresponde a relagdo

grafica entre os valores de absorbéncia e de concentracdo, sendo a concentracdo dada

y =4x10"7x—0,05211

pelo ndmero de células da amostra por mililitro.

(Equacéo 4)
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Figura 7 - Representacdo grafica da curva de calibracao, absorbancia a 682 nm e nimero de

células por mililitro advindo da contagem na cdmara de Neubauer.
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Fonte: Autora (2022).

Com a curva de calibragdo foi possivel durante a execucdo experimental utilizar a
equacdo da reta encontrada para relacionar os valores de absorbancia (y) com os de
concentracdo (X). Quanto ao coeficiente de determinacédo, considera-se um valor satisfatorio e
representativo de aproximadamente 97% da amostra.

A quantificacdo de algas cloroficeas utilizando espectrofotometria e contagem do
ndmero de células (expresso em numero de células por mililitro) para acompanhamento de
crescimento e concentracdo algal sdo considerados métodos eficientes de determinacdo e de
baixo custo (DIN, 1989; 1SO, 1989). A combinagdo de ambos, andlise espectrofotométrica e
contagem do nimero de células, assegura a precisdo dos resultados (WONG; CHAU; PATEL,
1983).

Nota-se que, quanto mais alta for a concentragdo do organismo teste na suspensao
analisada, maior também a quantidade de luz absorvida e também o valor convertido em
absorbancia. Espécies cloroficeas possuem pico de absor¢do de luz a um comprimento de onda
em torno de 687 nm (VALER; GLOCK, 1999). Para a microalga selecionada neste estudo,
Desmodesmus subspicatus, o pico de absor¢do de luz acontece em 685 nm, segundo Knie e
Lopes (2004).

5.2 TESTE DE SENSIBILIDADE

Ao todo, foram realizados trés ensaios de sensibilidade para avaliar o lote de organismos

e a aplicabilidade deles nos testes cronicos. A Tabela 3 apresenta os dados de cada teste, a
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Concentracdo Efetiva (CEsg) e as analises estatisticas do valor médio e desvio padrdo da

amostra.
Tabela 3 - Teste de sensibilidade com dicromato de potassio como substancia de
referéncia e D. subspicatus como organismo teste.

Testes CEs0,72n
1 0,5367
2 0,3907
3 0,4095
Média 0,4456
Desvio padrao 0,0794

Fonte: Autora (2022).
O teste de sensibilidade, revelou um valor médio de

CEsg 721 de 04456 + 0,09 mg. L1, concentragdo em que ocorre o efeito téxico do dicromato
de potassio para a D. subspicatus e representa a faixa de 50% da inibicdo do crescimento algal.

A CEg, dos organismos para esta substancia esta compreendida em 0,53 +0,2 mg.L™1,
de acordo com os autores Knie e Lopes (2004). O teste de sensibilidade executado neste
trabalho possui resultados dentro do intervalo fixado de concentrac@es citadas (CEs,= 0,4456
+ 0,09 mg.L™1), apresentando desvio padrdo de 0,07 mg.L~! e coeficiente de variacdo (CV)
inferior a 25%, indicando uniformidade amostral. Apos esta andlise, garantiu-se a viabilidade

do organismo teste nos ensaios e foi dado prosseguimento ao estudo da toxicidade cronica.

5.3 TESTES DE TOXICIDADE CRONICA

5.3.1 Toxicidade Cronica para o diclofenaco resinato

A avaliagdo da exposicdo crbnica para o diclofenaco resinato e organismo teste D.

subspicatus, resultou em valor médio de 181,06 +11,1 mg. L1, os dados para cada teste, média
e desvio padrdo compdem a Tabela 4.
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Tabela 4 - Resultados obtidos de CEs, com o fa&rmaco diclofenaco resinato para D.
subspicatus nas concentracdes testadas de [14,06; 28,12; 56,25; 112,50; 225,00] mg. L™ 1.

Testes CEs5072n
1 186,70
2 186,80
3 169,70
Média 181,06
Desvio padrao 9,84

Fonte: Autora, 2022.

O diclofenaco resinato, com valor médio de CEs, de 181,06 + 11,1 mg. L~ pode ser
considerado como uma concentracdo sem classificagcdo para toxicidade conforme o disposto
pela Diretiva 93/67/EEC da Unido Europeia.

A baixa sensibilidade da D. subspicatus pode ser atribuida a caracteristica de menor
adsorcdo imposta pela parede celular, visto que a microalga possui a quarta camada composta
por esporopolenina, que é um polimero com 6tima resisténcia a degradacdo (HEGEWALD et
al., 2000; PAMPLONA NETO, 2017). A metabolizacdo dos compostos também pode ser uma
hiptese a ser avaliada, por meio dos processos bioquimicos e interagbes com 0 meio
(FERRARI et al., 2003).

Os autores Buser, Poiger e Muller (1998) relatam que a fotodegradacao do diclofenaco
em um corpo de agua alcanca indices maiores que 90% e que a principal fonte de entrada no
ambiente aquatico se d& por meio de despejos organicos. Outro destaque importante, feito pelo
estudo de Américo-Pinheiro et al., (2017) é que a temperatura apresenta-se como um agente
fundamental na ocorréncia do antiinflamatério na agua, sendo inversamente proporcional, ou
seja, quanto maior a temperatura do corpo hidrico, menos presente sera o farmaco nele.

O diclofenaco possui tendéncia a fixagdo no solo e no sedimento das matrizes aquosas
por apresentar um valor alto de coeficiente de particdo n-octanol-agua (Kow de 4,51), indicando
facilidade em ser hidrofébico (FREITAS, 2021). Com essa caracteristica, a afinidade e absorcao
pelo solo acarreta em menores concentracdes em agua, fato que ndo deixa de apresentar um
alerta para sua ocorréncia em demasiado em outras matrizes ambientais.

A Tabela 5 possui informacg@es relevantes quanto as concentragdes efetivas de resposta
para diferentes niveis troficos relatados na literatura, cada bioindicador selecionado contempla

um valor diferente de concentragdo. Os valores mensurados abaixo s&o respectivos ao farmaco
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diclofenaco sodico, visto que as contribuicbes na literatura ndo abarcam o objeto de estudo que

¢ o diclofenaco resinato.

Tabela 5 - Diferentes organismos teste frente a toxicidade do diclofenaco sddico.

Diclofenaco
sodico
Organismo-teste CEs5o (mg.L™1) Autor

Alga - Desmodesmus subspicatus 72 Cleuvers (2003)
Alga - Desmodesmus communis 82,36 - 101,70 Quintana (2019)
Crustaceo - Ceriodaphniasilvestrii 37.9 Oliveira etal. (2018)

148 Kaza, Nalecz-Jawecki e Sawicki
Planta - Lemna minor (2007)

75 Cleuvers (2003)
Microcrustaceo - Daphnia magna 68 Cleuvers (2003)
Peixe - Danio rerio 53 Brandhof e Montforts (2010)

Fonte: Autora (2022)

Cleuvers (2003) avaliou por meio de suas CEs, um total de 10 farmacos, em organismos
de classe taxondmicas: microcrustdceo Daphnia magna,amicroalga Desmodesmus subspicatus
e amacroéfita Lemna minor. Os valores encontrados para o diclofenaco foram de 68 mg. L~ 1para
Daphnia, 72 mg. L™~ tpara D. subspicatuse 7.5 mg. L~ para Lemna que se mostrou o organismo
mais sensivel na maioria dos compostos testados. Ainda, ressaltou que é pouco provavel que os
produtos farmacéuticos apresentem efeito agudo no ambiente aquatico.

Quintana (2019) avaliou metilparabeno e diclofenaco para microalgas verdes utilizando
diversos modelos matematicos. Paraa D. comunis as concentragdes estdo dentro do intervalo
de 82,36 e 101,70 mg.L™1. Concluiu-se que o valor de concentracdo efetiva pode sofrer
variagdo para 0 mesmo conjunto amostral, organismo e composto teste, dependendo do modelo
de regressao utilizado para o célculo da toxicidade.

No trabalho de Oliveira etal. (2018) foi avaliado o efeito agudo e crénico em crustaceos
Ceriodaphniasilvestrii do paracetamol, diclofenaco e propranolol, alcancando concentracdes

efetivas de 37,9 mg.L !para o farmaco diclofenaco. Os autores recomendam o uso do
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organismo teste em regides tropicais para realizacdo de ensaios ecotoxicolégicos devido a
espécie ser comum nesse clima.

Com objetivo de analisar a toxicidade de 13 farmacos para Lemna minor, os autores
Kaza, Nalecz-Jawecki e Sawicki (2007) obtiveram toxicidade para o diclofenaco de 148
mg.L~! averiguando que o teste de inibicdo do crescimento para este bioindicador é um
mecanismo Util no alcance dos dados de toxicidade crénica de drogas.

A utilizagdo do organismo teste Danio rerio para medi¢cdo da toxicidade cronica de
farmacos foi empregada por Brandhof e Montforts (2010). Os embribes do peixe foram
expostos por 72 horas a carbamazepina, diclofenaco e metoprolol, o efeito para o diclofenaco
foi deformacdo do saco vitelino e cauda acima de 1,5 mg.L~'e obteve-se uma CEs, de 5,3
mg. L1,

Conforme a Diretiva 93/67/EEC da Unido Europeia, o valor de CEz, determina se uma
substancia tem potencial de ser téxica. Para tanto, valores abaixo de 1 mg. L~ possuem fator
muito téxico para organismos aquaticos, de 1 a 10 mg. L1 téxico, de 11 a 100 mg. L~ 1perigoso
e maior que 100 mg.L~1 ndo existe classificacdo nesta diretiva. Isto indica que quanto menor
for o valor de CEs,, uma pequena concentragdo é capaz de indicar efeitos de toxicidade.

Os estudos retratados na literatura com fins de determinacdo da toxicidade cronica
selecionados na Tabela 5 analisam o composto diclofenaco sédico. Para fins de comparacéo,
nao foram encontrados trabalhos com o diclofenaco resinato em solug&o oral ou outra forma de

apresentacdo, o que configura uma contribuicdo inédita.

5.3.2 Toxicidade Cronicapara o paracetamol

Os estudos da toxicidade cronica frente ao paracetamol com a D. subspicatus
alcangaram CEsg 7o, média de 31,47 + 6,5 mg. L~1. A Tabela 6 apresenta os dados dos ensaios

para alcancar o valor relatado.

Tabela 6 - Resultados de CE5, com o fArmaco paracetamol para D. subspicatus nas
concentracgdes testes de: [15,62; 31,25; 62,50; 125,00; 250,00] mg.L™1.

Testes CE50]72h
1 38,13
2 27,71

3 28,59
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Media 31,47

Desvio padrao 5,77

Fonte: Autora, 2022.

O paracetamol apresenta potencial de excrecao entre 58% e 68%, com caracteristicas de
bioacumula¢do nos organismos aquaticos (Pl etal, 2017; GOGOI et al, 2018; ZUR et al, 2018).
O seu baixo valor de Kow, relatado na literatura como 0,46, reflete em seu comportamento
hidrofilico e na tendéncia de ser observado e absorvido no ambiente aquéatico, além de maior
susceptibilidade de diluicdo natural e 6tima mobilidade entre solo e 4gua (MADIKIZELA,
TAVENGWA; CHIMUKA, 2017; FREITAS, 2021). A Tabela 7 busca trazer um levantamento

sobre bioindicadores ja relatados e suas toxicidades frente ao paracetamol, em diferentes niveis

troficos.
Tabela 7 - Organismos-testes e concentracdes efetivas para o paracetamol.
Parace tamol
Organismo-teste CEgo (mg.L™1) Adutor

Alga - Desmodesmus subspicatus 134 Henschel et al. (1997)
Alga - Pseudokirchneiella subcapita 3174 Nunes et al. (2014)
Bactéria - Vibrio fischeri 697,34 Escalante e Alejandro (2018)
Microcrustaceo - Daphnia magna 50 Henschel et al. (1997)
Cyanobacteria - Nostoc muscorum 113,68 Fatima et al. (2020)

Fonte: Autora (2022).

Henschel et al. (1997) observou para 0 mesmo organismo teste (D. subspicatus) usado
para este trabalho, uma CEg, de 134 mg.L™!com duracdo de teste de 72 horas e para o
microcrustaceo Daphniamagna 50 mg.L~1. A Daphnia foi o segundo organismo mais sensivel
em termos de valores de concentracéo efetiva, apresentando maior toxicidade.

Ainda se tratando de algas, Nunes et al. (2014) realizaram ensaios com o paracetamol e
uma série de organismos de agua doce, retratando: Pseudokirchneriella subcapitata (317,4
mg.L~1) Daphnia magna (4,7 mg.L™1), Vibrio fischeri (922 mg.L™1), Cylindrospermopsis
raciborskii (192,9 mg. L~1), Daphnia longispina (65,9 mg.L™1), Lemna minor (429,9 mg.L~1)
e Lemna gibba (> 1000 mg.L~1). O estudo aponta que a toxicidade do paracetamol pode ser

alterada em cada organismo analisado por fatores fisiologicos imprevisiveis.
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Com a utilizacdo da bactéria Vibrio fischeri, os autores Escalante e Alejandro (2018)
registraram para o paracetamol uma CEg, de 697,34 mg.L~1,apds 15 minutos de exposicdo.
Experimentalmente comprovaram a ocorréncia de hormese ecotoxicologica emuma mistura de
paracetamol e edaravone.

Para a bactéria fotossintetizante Nostoc muscorum, Fatima et al. (2020) avaliaram
concentracgdes distintas de paracetamol e constataram efeito toxico em 25, 50, 75, 100, 125 e
150 mg. L=, com concentracéo efetiva final de 113,68 mg.L~ apds 6 dias de interacdo. O
farmaco ocasionou a diminuicdo de crescimento da cianobactéria e os pigmentos fotossintéticos
mostraram-se inversamente proporcionais ao aumento dele, decaindo.

Neste estudo, optou-se pela utilizacdo de solucdo oral de paracetamol, onde existem
excipientes e também veiculos contidos no medicamento além do principio ativo. A ampla
maioria dos estudos registrados na Tabela 7, empregam reagentes do composto com grau
analitico, ou seja, pureza maior gque 99%. Existe a possibilidade das discrepancias no valor
encontrado de concentracdo efetiva da mesma microalga, envolver o fator supracitado.

Evidencia-se que a menor CEs, deste estudo em comparacéo ao relatado por Henschel
et al. (1997) para o paracetamol configura maior toxicidade ao composto, tornando um
resultado importante e com maior risco de exposicdo ao ambiente aguatico. Os organismos
fotossintetizantes como a espécie de microalga utilizada séo a base da cadeia trofica, que
servindo de alimento para outros niveis troficos possui potencial de atingir o topo da cadeia e
disseminar acontaminagdo para os consumidores. Em vista disso, as altera¢cdes ambientais neste
organismo teste provocam o desequilbrio do sistema e o impactam (VIDOTTI,
ROLLEMBERG, 2004).

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os ensaios que indicam o efeito crénico sdo os mais recomendados para avaliar riscos
derivados da presenca de farmacos e seus subprodutos no meio natural e em organismos
aquaticos. O monitoramento sobre a exposicdo prolongada das doses que sdo cumulativas dos
contaminantes e suas concentracdes limites necessitam de controle ambiental e legislativo, pois
os farmacos sdo substancias biologicamente ativas.

Este trabalho avaliou a toxicidade cronica para a microalga D. subspicatus de um
analgésico (paracetamol) e um antiinflamatério (diclofenaco resinato), ambos principios ativos
com alto indice de prescricao.

A toxicidade crbnica mais alta correspondeu ao paracetamol, com valores médios de

CEsg,7onde 31,47 + 6,5 mg.L™1, onde conforme a Diretiva 93/67/EEC da Unido Europeia, a
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substancia pode ser classificada como perigosa ao ambiente aquatico. O diclofenaco resinato
atingiu valor médio de CEsq ;. de 181,06 + 11,1 mg.L™1, sendo considerado como ndo téxico
ao ambiente.

Os resultados aqui detalhados para o diclofenaco resinato apresentam CEgq 75, > 100
mg.L~1 onde classificacGes mundiais que avaliam o valor da concentracdo efetiva podem néo
correlacionar toxicidade ao composto. O diclofenaco como principio ativo ja foi elencado como
uma substancia perigosa guanto presente aquaticamente, portanto, um grau de complexidade é
conferido quando, a rigor, 0 assegura como sem toxicidade e ndo pode ser subestimado. De
forma similar, a baixa tolerancia da microalga para o paracetamol pode ser extrapolada para
avaliacdo em outros testes com condigbes diferentes do utilizado neste trabalho em vista de
obtencdo de respostas quanto a interacdo de variaveis na toxicidade da amostra. As informaces
sobre suas toxicidades cronicas possuem papel nos estudos de avaliacdo de risco ambiental,
tendo em vista que as insercdes nos ecossistemas aquaticos convergem desde os primérdios de
uso de medicamentos, acarretando em seu reconhecimento como persistentes.

A utilizacdo das comunidades algais como modelos biologicos com fins de tratamento
de efluentes com contaminantes emergentes € uma alternativa interessante economicamente e
para este fim ainda estdosendo refinadas e ampliadas para atender grandes demandas. O avango
nesse cenario de técnicas sustentaveis de remocdo é necessario, por ser uma forma menos
agressiva de tratamento. Além disso, atende plenamente os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel, perpassando tematicas de preocupacdo ambientais e de salde pudblica, ja que os
farmacos acendem um alerta sobre seus potenciais efeitos deletérios nos ecossistemas
aquaticos.

Os farmacos e suas concentracdes aqui relatadas foram avaliadas com teste de
toxicidade cronica para analisar o grau de periculosidade das substancias de forma isolada. No
meio ambiente, existem outros compostos que podem perturbar os sistemas e causar efeito

sinérgico, de forma a potencializar quaisquer efeitos toxicos.

7. RECOMENDACOES

e Ampliar as concentragdes testadas, diminuindo o fator de diluicdo;

e Analisar a influéncia combinada dos dois farmacos concomitantemente com a
microalga;

e De forma a avaliar melhor os efeitos toxicolégicos cronicos, recomenda-se incluir
outros niveis tréficos englobando consumidores primarios e secundarios, além dos

produtores que englobam as algas;
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Executar testes com os farmacos a partir de amostras de agua advindas de ambientes
naturais e modificados a fim de investigar as alteracdes na concentracdo efetiva dos
farmacos devido a presenca de despejos antropogénicos e outras altera¢@es na qualidade
da agua;

Ensaios de sensibilidade com outras substancias toxicas a microalga;

Estender o estudo a outros compostos denominados contaminantes emergentes, bem

como suas mesclas;
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ANEXOS
1 - CULTIVO DA MICROALGA Desmodesmus subspicatus.

Tabela 8 - Composicdo do meio de cultura, meio CHU.

Solugédo Reagente Quantidade (mg)
1 NaNO; 25.000
4 K,HPO, 7.500
5 KH, PO, 17.500
6 NaCl 2.500

C10H14N2N3206. 2H20 50.000
7
KOH 31.000
8 FeS0,4. 7H,0 4.980
9 H;BO4 11.420
ZnS0,.7H, 0 88.2
MnCl,.4H, 0 14.4
Mo 03 7.1
10 CuS0,4.5H,0 15.7
CO(NO3)2.6H20 4.9

Fonte: ABNT NBR 12648:2018.

Tabela 9 - Aliquotas de cada solugédo para preparo de 1 litro de meio CHU.

Solucao Volume (ml)
lab6 10
7a10 1

Fonte: ABNT NBR 12648:2018.



45

2 - SOLUCAO ESTOQUE

Tabela 10 — Componentes da solucéo estoque.

Solucéo Reagente Quantidade
NH,CI 159
MgCl,.6H,0 12 ¢
CaCl,.2H,0 18 g
' MgS0,. 7H,0 159
KH,PO, 016 g
I FeCl;.6H,0 80 mg
C10H;14N,0g.2H,0 100 mg
H3BO3 185 mg
MnCl,. 4H,0 415 mg
1 ZnCl, 3 mg
Cl,Co. 6H,0 15 mg
CuCl,. 2H,0 0,01 mg
Na,Mo0,.2H,0 7mg

Fonte: Knie e Lopes (2004).

A Tabela 11 discretiza as aliquotas necessarias para compor 1 litro de solugdo nutriente,

ainda, ao sistema € adicionado 3 g de bicarbonato de sédio.

Tabela 11 - Solucdo nutriente, quantidades para 1 litro.

Solucéo estoque I I Il

100 ml 10 mi 10 ml

Volume

Fonte: Knie e Lopes (2004).

A pré cultura contém os volumes descritos na Tabela 12 e para cada litro de seu preparo

é adicionado 300 mg de bicarbonato de sédio.

Tabela 12 - Aliquotas necessarias para 1 litro de pré cultura.

Solucéo estoque I I Il

Volume 10 ml 1ml 1ml

Fonte: Knie e Lopes (2004).
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