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RESUMO

A interferéncia antropica em areas costeiras como o despejo de efluentes sem
o devido tratamento € uma das principais fontes de poluicdo dos ambientes
marinhos. Os farmacos e produtos de higiene e cuidados pessoais séo
constituintes desses efluentes e ndo ha uma legislacdo especifica para esta
classe de poluentes que regularize o seu descarte. O Paracetamol é um anti-
inflamatorio ndo esteroidal com propriedades antialérgicas e antipiréticas. Por
ser um composto bioativo,a interagcdo com organismos nao alvo pode ocorrer.A
fim de realizar uma analise do risco oferecido por esse farmaco ao meio
marinho, este estudo utilizou uma metodologia escalonada denominada “TIER”,
consistindo na quantificacdo do Paracetamol ao entorno do Emissario
Submarino de Santos e na avaliacdo dos efeitos adversos da exposicdo ao
composto utilizando o molusco bivalve Perna perna como modelo. As amostras
de &gua superficial analisadas identificaram a presenca do Paracetamol entre
0,02 e 0,03 pg.L?. O ensaio agudo realizado ndo possibilitou a estimativa de
uma CEso nas concentracdes testadas, porém no ensaio crénico 20,58 mg.L*
foi capaz de inibir em 50% o desenvolvimento embriolarval dos embrides
expostos por 48h. A estabilidade da membrana lisossémica foi afetada a partir
de exposicdes de 48 h a 300 ng.L*. Efeito genotéxico (DNA strand break)
também foi evidenciado em bréanquias de organismos expostos por 48h a
concentracées de 3,0 pg.Lt. A andlise de risco demonstrou-se como baixo
quando utilizado os resultados dos ensaios de desenvolvimento embriolarval
(QR = 0,0006), porém, quando utilizado o ensaio de estabilidade de membrana
lisossémica, o risco foi caracterizado como alto (QR = 100) para a baia de
Santos. Um tratamento eficiente deve ser empregado para a remocado do
Paracetamol e outros farmacos presentes nos efluentes, bem como uma
legislacdo especifica estabelecendo padres seguros para emissao deste
composto nos sistemas aquaticos.

Palavras chave: Ecotoxicologia. Paracetamol. Analise de Risco. Farmacos.
Baia de Santos.



ABSTRACT

The anthropogenic interference in coastal zones, such as untreated domestic
effluent, is one of the main sources of pollution in marine environments.
Pharmaceuticals and personal care products(PPCPs) are constituents of these
effluents and there is no specific legislation for this class of pollutants that
regularize their disposal. Paracetamol is a nonsteroidal anti-inflammatory with
antipyretic and hypo-allergenic properties. Being a bioactive compound, the
interaction with non-target organisms can occur. In order to perform an
environmental risk assessment of this compound to the marine environment,
this study employed a tiered methodology entitled "Tier", which consisting in the
quantification of Paracetamol in the superficial water surrounding submarine
sewage outfall of Santos bay and assessment of adverse effects to the bivalve
mollusk Perna perna. The surface water samples analyzed identified the
presence of paracetamol between 0.02 and 0.03 ug.L?. The acute assay did
not estimate an EC50 in tested concentrations, but in the chronic assay an
ICs0= 20.58 mg.L? was able to inhibit the embriolarval development of 50% of
embryos exposed for 48 hours. The stability of lysosomal membrane was
affected in mussels exposed to 300 ng.L* for 48 hours. Genotoxic effect (DNA
strand break) was found in the gills of adult mussels exposed to 3,0 pug.L* by 48
h. The risk quotient (RQ) was shown as “low” when the results of embriolarval
development assays were considered (RQ = 0.0006), however, when the
lysosomal membrane stability assay was employed, the risk was characterized
as high (RQ = 100) for the Bay of Santos. An effective treatment must be
employed for removal of Paracetamol and other PPCPS present in domestic
effluents, as well as specific legislation establishing environmental standards of
this compound in aquatic systems.

Keywords: Ecotoxicology. Paracetamol. Risk Assessment. Pharmaceuticals.
Santos Bay.



LISTA DE FIGURAS
Figura 1.Nivel de organizacao biologica, tempo de resposta e relevancia

ecologica dos ensaios eCOtOXICOIOQICOS. ...uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiee e e eeeeeeatee e eeeeeeaanns 20
Figura 2. Estrutura quimica do Paracetamol ............ccccevvvviiiiiie e, 25
Figura 3. Caracterizacdo de Risco “TIER” ... 30
Figura 4. Mexilhdo marinho Perna perna(Linnaeus, 1758) .........cccccccvvceneeennn. 32
Figura 5. Praia Toque Toque Grande — Sao Sebastido / SP........cccccccceeeeeeenn.. 33
Figura 6. PONtos de amoStragem. .........ccoviiviiiiiiiie e 34
Figura 7. Disposicéo de placas de Petri em bandeja. ...........cccccuvvviiiiiiiininnnnns 38
Figura 8. Métodos de inducéo integrados: Fluxo Continuo + Inducdo Termal. 38
Figura 9. Distincao visual dOS gametas. ...........eeiveieeiiiiieiiiie e 39
Figura 10. Ovulos observados em aumento de 100X. .........c.cceeevveeeeerieeeneennnn. 41
Figura 11. Andlise de larva véliger (Aumento de 400X). ......ccccuvveeeeeeeeeriniunnnnn. 45
Figura 12. AQUArIO d€ EXPOSIGAO. .....uvrriiiieeeeiiiiiiiieieee e e e e e e e e e e e e e e e 45
Figura 13. Localizacdo do musculo adutor posterior (em destaque)................ 49
Figura 14. Hemacitos expostos ao vermelho neutro (Aumento de 400x)......... 50
Figura 15. Ensaio agudo — Taxa de fertilizagao .............ccccccuvvvuvimiiiiiiiiiiiiiiinnns 58
Figura 16. Ensaio crbnico - Taxa de desenvolvimento embriolarval normal. ... 60
Figura 17. Tempo médio de retencao do corante Vermelho Neutro................. 61
Figura 18. Danos ocasionados ao DNA apdés 48 horas de exposicao.............. 62
Figura 19. Danos ocasionados ao DNA apds 96 horas de exposicéo.............. 63
Figura 20. Lipoperoxidagdo ap6s 48 horas de eXpOSIGA0. .........cceeeeeeerriinnnnnen. 64
Figura 21. Lipoperoxidacdo apos 96 horas de exXpoSiCao. ...........cceevvvvveeeennnn. 64



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Presenca e concentracdo de micropoluentes em matrizes ambientais

A0 redor dO MUNGO. ..ccoeeeeeeeeeee e 23
Tabela 2. Caracteristicas fisicas e quimicas do Paracetamol. ......................... 26
Tabela 3. Ranking de RISCO ........ccooiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 31
Tabela 4. Preparo das concentragfes-teste ensaio agudo. ............ccceeveevvnnnnnn. 40
Tabela 5. Parametros necessarios para Ensaio de Fertilizacao....................... 40
Tabela 6. Preparo das concentracfes-teste ensaio CroniCo.............ccceeevvvvvnnnn. 42
Tabela 7. Preparo das concentragfes-teste ensaio TRCVN. ..........ccoovvvvvvnnnnnn. 43
Tabela 8. Pardmetros necessarios para o Ensaio Embriolarval. ..................... 44

Tabela 9. Parametros necessarios para o Tempo de Retencdo do Corante
Vermelho Neutro (TRCVN).....oooi e 46
Tabela 10 - Critérios para diferenciacdo de células saudaveis e células

(SRS (TSI T= T = 1SR 51
Tabela 11 — Dados das analises fisico-quimicas inicial/final............................ 57
Tabela 12 — ConcentracGes de Paracetamol na Baia de Santos..................... 57

Tabela 13. Ensaio de Sensibilidade do Perna perna com substancia de
referéncia Dodecil Sulfato de SOI0. ............uuuiiiiiiiiiiiii s 59
Tabela 14. Concentracdes de efeito e CENO (mg.L') obtidas nos ensaios
(o] 70] 01 o7 1S TR 59
Tabela 15. Tempo médio de retencéo do corante vermelho neutro (min)........ 61
Tabela 16. Determinacéo do Quociente de RiISCO. .........ccovvveivviiiiieeeeeieeeiiiiinnnn, 65



LISTA DE ABREVIATURAS

AINE’s = Anti-inflamatorio N&o Esteroidais

CE50 = Concentragéao efetiva (50% dos organismos expostos)
CEO = Concentracao de Efeito Observado

CENO = Concentracéo de Efeito Nao Observado

CI50 = Concentracéo de inibicdo (50% dos organismos expostos)
ERO = Espécies Reativas de Oxigénio

ETA = Estacdo de Tratamento de Agua

ETE = Estacéo de Tratamento de Esgoto

FPHCP’s = Farmacos e Produtos de Higiene e Cuidados Pessoais

MEC = Concentracdo Ambiental Mensurada (Mensured Environmental

Concentration)
OD = Oxigénio Dissolvido

PNEC = Concentragdo Previsivelmente Sem Efeito (Predicted No Effect

Concentration)
QR = Quociente de Risco

TRCVN = Tempo de Retengéo do Corante Vermelho Neutro



SUMARIO

L INTRODUGAO ...t 15
1.1 Ecotoxicologia: historico, aplicacfes € eNSaios..........ccoevviiviiiiiieeeeennnnns 17
1.2 Farmacos no ambiente: ocorréncia e implicagies ...........ccccvvveeeeeeeeennnne 22
1.3 ParacetamoOl........ooei i 25

2 OBUIETIVOS . ... eeeiee ettt ettt e e e ettt e e e e e e e e s e nbb e eeeeaeeeeeannes 28
2.1 ODJELIVO EIAI.....ccceeeeeeeeece e e 28
2.2 ObjetivVoS €SPECITICOS ...vvvuiiiii e e e e e e e aeanns 28

3 MATERIAIS E METODOS ......ooiviiieeieieecteete ettt 29
3.1 Avaliacéo de Risco Ambiental (TIER) .......c.coovvviiiiiiei e, 29
3.2 Organismo-teste (Perna perna- Mollusca, Bivalvia) .............cccceeeeeevennnnn. 31
3.3 Agua de manutencao € dilUIGEO. .........ceeeeiveeeeeee e 33
3.4 Processamento TIER O ......ueiiiiiie e 33

3.4.1 Coleta e acondicionamento das amostras de agua ...............ccccc...... 33
3.4.2 Analise QUANTIALIVAL ......ceeeeiiiiieiiic e e 34
3.4.3 Preparo de Padréo — 8 bromo cafeina (8-BC) ........cccceveveeeiiiiiiinnee. 34
3.4.4 Preparo das AmMOSIIAS. .........uuuuuruuuuiiiiiiiiiiiiiiiieeesineineeneeeeeneneeeeeeeaeees 35
3.4.5 Ativacao da Coluna e lavagem do cartucho.................eeveeveeeiiinnnnnnnns 35
3.4.6 EIUICA0 € ArmazenameEntO. ...........uuuuurrurreiieiiiiiieiiiiieiieeieeneeeeeeeieeeeenaes 36
3.4.7 Analise quantitativa por LC/MS/MS ... 36
3.5.1 Limpeza dos organismos e obtencdo de gametas............cccuvvvvveennee 37
3.6 Processamento TIER 1 ... 39
3.6.1 Preparo de concentragiesS-teSte .........uuuuuuuririiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 39
3.6.2 Ensaio de toxicidade aguda (Fertilizacdo) com mexilhdo marinho
Perna perna (Mollusca, Bivalvia) .............ccccooeiiieiiiiiiiiiii e 40
3.7 Processamento TIER 2 — Efeitos subletais ...........ccccccovvviiiiiiiiiiiiiinennn. 41
3.7.1 Preparo de conCentragieS-teSIe ........uuuuuuuurriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiaiiieeees 41
3.7.1.1 ENSAIO CrOMICO ...uuuiieeeeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeeeetians s e e e e eeeeeesnsnnnaeeeeeseeeennes 42
3.7.1.2 Ensaio do tempo de retencdo do corante vermelho neutro......... 42
3.8 Efeito cronico e subletal. ... 43

3.8.1 Ensaio para avaliagcdo de efeito crénico (Embriolarval) com Perna
perna (Mollusca, Bivalvia) ...........cccouuiiiiiiiiiiiici e 43



3.8.2 Ensaio do Tempo de Retengao do Corante Vermelho Neutro

QLAY P EERRR 45
3.8.2.2 Preparo das LAMINGAS..........uiiiiieeeieeieiiiiii e e e e et e e e e e eeennns 46
3.8.2.3 Preparo da Solugao Fisioldgica...........cccceevviieiiiiieiiiiciiic e, 47
3.8.2.4 Preparo do Vermelho Neutro............ceuvuiiiii e 47
3.8.2.5 Extracdo e Manuseio da Hemolinfa..............cccccvvviviiiiiiiinenenns 48
3.8.2.6 Incubacéo e Leitura do ENSAIO ..........covvviiiiieeiieeeeiiiie e, 49
3.8.2.7 TemMPOS d€ EXPOSIGEAOD. .....uuuurrrinrnnniiiiiiiiiiiiiiiiiiiebinieneebeeeeeeeeeaeanenes 51

3.8.3 Extracao e analise dos tecidos biol0giCOoS ...........cccvviiieeeeiiiiiiiiiee, 51
3.8.3.1 Danos €M DNA ... 52
3.8.3.2 Preparo de SOIUGOES. ........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieee 53
3.8.3.3 Preparo e leitura de amoOStras ........ccoevvvviiiiieeeeeeeeiiiieee e eeeeeeeens 54
3.8.3.2 LIPOPEIOXIAAGED .....uvvvuvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 54
3.8.3.3 Preparo de SOIUGOES. ........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 55
3.8.3.4 Preparo e leitura de amoOStras ........oceevveviiieieeeeeeeeiiiieee e e e eeeenens 55

3.9 ANAlises EStatiStiCas ........ccvvvviiiiiiiiieeeee e 55
A RESULTADOS ... e e e e e e e e e e e eeaas 57
4.1 Analises fiSICO-QUIMICAS.........ccuuuiiiiiieeee e 57
4.2 TIER 0 — Quantificacdo do Paracetamol...............cccoevvviiiiiieeceeeeeeiiinn, 57
4.3 TIER 1 — Ensaios de Ecotoxicidade Aguda..............cooevvviiiieeeeiieiiiinnnnnnn. 57
4.4 TIER 2 — Ensaios de Efeitos Subletais...........cccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 59

4.4.1 Sensibilidade dos OrganiSMOS ..............uiiiieeeeeeiieeiieee e 59

4.4.2 Ensaio Cronico — Desenvolvimento Embriolarval .................ccceveeee. 59

4.4.3 Tempo de Retencdo do Corante Vermelho Neutro (TRCVN)........... 60

4.4.3 Danos €M DNA L. 62

v o N T oo o 1=T (00 ([0 I Tox= To TSRS 63

4.5 Avaliacao de Risco de acordo com EMEA (2006)..........cccooeeeeeevveeiinnnnnnn. 65
B DISCUSSAQ ..ottt enenens 66
B CONCLUSOES ...ttt 77
REFERENCIAS ..ottt sttt 79



15

1 INTRODUCAO

A agua é um bem indispensavel a qualquer forma de vida na Terra,

atuando tanto na manutencgao quanto na constituicdo dos organismos.

Ao longo dos anos todo o desenvolvimento da humanidade se deu ao
entorno de corpos d’agua que permitiram a instalagdo de uma sociedade que
fez do recurso hidrico uma forca motora de trabalho em moinhos, na irrigacao
agricola, no transporte de cargas, na geracao de eletricidade, lazer, na
dessedentacdo de animais, e principalmente no abastecimento publico e
industrial (BACCI e PATACA, 2006).

O modelo de consumo atual, o desenvolvimento tecnoldgico e
principalmente a expansdo urbana desenfreada tendeu-se a dar sem tomar os
devidos cuidados com o meio ambiente que tem sido impactado pelas diversas
atividades antropicas. As consequéncias geradas ndo limitam-se ao ambiente

em si, mas afetam também todos que dependem dele, incluindo os humanos.

Nos ultimos anos a ocupacdo urbana em ambientes costeiros tem-se
intensificado. De acordo com o Censo Demografico 2010, o Brasil possui uma
populacdo de 190.755.799 habitantes, sendo que 26,58% ocupam municipios
da zona costeira. Partes significativas dessa populacdo estdo ocupadas em
atividades, direta ou indiretamente, ligadas ao turismo, producéo de petroleo e

gas natural, pesca e demais atividades portuarias (IBGE, 2011).

Nesse contexto, é inevitavel um aumento na quantidade de residuos
gerados e consequentemente descartados. O despejo de efluentes tanto
industriais quanto domésticos sem o devido tratamento tende a ser uma das

principais fontes de poluicdo do ambiente marinho (ABESSA et al.,2005).

Segundo a Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB)
as cidades do litoral paulista utilizam-se de emissarios submarinos para a
disposicao final de seus efluentes. Ao todo sdo 7 emissarios em atividade,
sendo o de Santos o0 que possui a maior vazdo (7m?/s).0O efluente passa por
uma estacdo de pré condicionamento, destinada a remocgdo de solidos
grosseiros, areia e reducdo de matéria organica e organismos patogénicos

antes de seu lancamento em alto mar (CETESB, 2004). Estes procedimentos
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tornam-se inadequados frente aos diversos compostos presentes que a partir

deste momento sao despejados diretamente no ambiente marinho.

Em um estudo realizado foram quantificados o0s compostos
constituintes do emissario submarino da cidade de Santos, onde foram
encontrados compostos aromaticos como o benzeno, xileno, tolueno,
etilbenzeno, uma série de metais, dentre eles, o cadmio, cobre, cromo
hexavalente, niquel, mercurio, além de amoénia (NHs3) e amdnio (NH4) e 6leos e
graxas em valores superiores aos permitidos (RACHID, 2002 apud ABESSA et
al., 2005).Foi analisado também o sedimento ao entorno do emissério
submarino de Santos, onde se confirmou a presenca dos metais Cadmio,
Cobalto, Cobre, Niquel, Chumbo, Vanéadio, Zinco, Hidrocarboneto Policiclico
Aromaético (HPAS) e Bifenilas Policloradas (PCBs) (CESAR et al., 2006)

O emissério torna-se também uma fonte para a introducdo de
compostos pertencentes a classe dos Farmacos e Produtos de Higiene e
Cuidados Pessoais (FPHCP’s). A ocorréncia dessas substancias no ambiente
aguatico esta intimamente relacionada ao estilo de vida da sociedade moderna,
aos padrbes de consumo e ao envelhecimento da populacdo. Estes fatores
exigem, em niveis mais elevados, o uso dos FPHCP’s (ELLIS, 2006).

Atualmente, estudos ecotoxicolégicos tém sido realizados em
diferentes partes do mundo para se identificar farmacos potencialmente
perigosos para 0 meio ambiente, porém, os dados disponiveis na literatura sao
insuficientes frente a variedade de compostos existentes. A ocorréncia desses
farmacos residuais em aguas superficiais e subterraneas, bem como em
sedimentos, demonstra a necessidade de estudos que determinem os efeitos
toxicos dessas substancias no ambiente (BILA e DEZOTTI, 2003).

No ano de 2006 foi publicada uma diretiva elaborada pela Agencia
Européia de Medicamentos (EMEA — European Medicines Agency) na sua
atribuicdo de supervisdo dos medicamentos e protecdo da saude publica e
animal. Esta diretiva trata de recomendacbes e procedimentos para uma

avaliacdo de risco ambiental fornecida pelos medicamentos (EMEA, 2006).

Esta diretiva trata de etapas em camadas (TIER) nas quais as analises

tornam-se cada vez mais refinadas, numa primeira etapa (TIER 0) estimam-se
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possiveis concentragdes ambientais baseadas em informacdes fisico-quimicas
do composto ou através de mensuragdes diretas nas matrizes de interesse. Em
seguida (TIER 1) sdo tomadas analises ecotoxicologicas agudas para conhecer
danos irreversiveis e imediatos dessa exposicao da biota ao contaminante e
numa terceira etapa (TIER Il) sdo avaliados os efeitos cronicos para conhecer
mais detalhadamente possiveis alteragdes fisiologicas que possam vir a

prejudicar o equilibrio ecossistémico.

Em ambito nacional, o Paracetamol € um analgésico prescrito por
profissionais da area da saude e também de venda livre sem a necessidade de
receita médica, o que o torna um composto popular muito utilizado. O mesmo
encontra-se inserido na Relacdo de Medicamentos Essenciais - RENAME. Este
documento serve de instrumento basico para a elaboracao das listas estaduais
e municipais segundo sua situacdo epidemiolégica, para a orientacdo da
prescricdo médica, para o direcionamento da producéo farmacéutica e para o

desenvolvimento cientifico e tecnologico (BRASIL, 2010).

Diante deste contexto, para a realizacdo de uma avaliacdo de risco
ambiental do Paracetamol considerando uma metodologia escalonada
denominada “Tier” (EMEA, 2006), foram identificados e quantificados a
presenca do composto no entorno do lancamento do emissario submarino de
Santos, e posteriormente empregados ensaios de toxicidade aguda e cronica,
bem como de citotoxicidade através do tempo de retencéo do corante vermelho
neutro, genotoxicidade a partir das quebras simples de DNA (strand break) e
possiveis danos ocasionados pelo estresse oxidativo como a peroxidacao
lipidica, avaliando assim os efeitos subletais sobre o mexilhdo marinho Perna
perna, possibilitando uma andlise dos primeiros sinais de efeitos biol6gicos
(“early warning”) adversos em niveis de organizagdo bioldgica menores,

considerando o possivel mecanismo de acéo desta substancia.

1.1 Ecotoxicologia: histérico, aplicagdes e ensaios

O termo Ecotoxicologia ou Toxicologia Ambiental foi proposto durante
uma reunido do Committe of the International Council of Scientific Unions
realizada em 1969 em Estocolmo. Foi considerada como um dos ramos da

Toxicologia e definida como o estudo dos efeitos toxicos causados por
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substancias naturais ou sintéticas sobre o ecossistema e as comunidades

animais e vegetais num contexto integrado (TRUHAUT, 1977).

Ao longo dos tempos novas definicbes foram designadas, mas sua
idéia principal permanece a mesma, a de identificar os efeitos adversos que
perturbacdes ambientais e xenobiodticos causam ou possam vir a causar sobre
os integrantes do ecossistema em foco. Considerando o equilibrio existente na
natureza, uma perturbacdo em qualquer um dos niveis troficos pode vir a gerar
uma desestabilizacdo e comprometer toda a saude ambiental e seus

dependentes diretos e indiretos.

Diversos foram o0s episdédios que ocorreram e levaram ao
desenvolvimento dessa ciéncia. Alguns ganharam destaque como o momento
pos segunda guerra mundial, com o uso acentuado do inseticida organoclorado
DDT e suas diversas complicagdes ambientais. O DDT foi encontrado em aves,
peixes e invertebrados marinhos evidenciando a sua persisténcia e transporte
pelo ambiente e pela cadeia alimentar (BEYER e GISH, 1980; VERVEEN et al.,
1867). Este evento levou ao que foi considerado como a primeira manifestacao
ecolégica contra o uso indiscriminado do DDT, na forma do livro “Primavera
Silenciosa” de Rachel Carson (1962).

A poluicdo aquatica s6 recebeu devida atencdo a partir do momento
onde se atingiu um limite no qual foi possivel visualizar os efeitos adversos
sobre a biota e todo o ecossistema (FREIRE, 2008). Um evento notavel foi a
contaminagao que ocorreu em 1956 na regido de Minamata no Japdo. Uma
induUstria que utilizava mercurio como catalisador na fabricacdo de acetaldeido
despejava seu efluente na baia de Minamata, onde a acumulacdo do mercurio
se deu pelos organismos aquaticos e posteriormente por ingestdo humana
causando mortes e sindromes neuroldgicas que ficaram conhecidas como
“Doenca de Minamata” (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

Portanto, emprega-se a ecotoxicologia, que €é wuma ciéncia
multidisciplinar e nos permite tanto avaliar efeitos ocorridos devido alguma
alteracdo ambiental ou até mesmo prever impactos de produtos quimicos antes
mesmo de entrarem em contato com o ambiente. Para uma interpretacao

adequada é necessario a compreensao de fundamentos de ecologia, biologia,
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guimica, bioquimica, fisiologia, oceanografia, limnologia, estatistica, dentre
outros (RAND, 1995).

No Brasil até meados de 1980 apenas analises quimicas eram
tomadas como padrdes de qualidade ambiental, viu-se que somente iSSO nao
era suficiente, era necessario uma resposta biologica, resposta essa fornecida
agora pela ecotoxicologia. Com isso, veio o desenvolvimento em pesquisas
voltadas a escolha dos organismos a serem usados nos ensaios que fossem
mais adequados devido sua sensibilidade a exposicdo frente a um
contaminante. Assim os critérios de qualidade de dguas para protecdo de vida
aquatica passaram a dar grande énfase para os resultados obtidos nos ensaios
de toxicidade aguda e principalmente crénica (ZAGATTO e BERTOLETTI,
2008).

Os ensaios agudos sao caracterizados pelo tempo de resposta curto e
efeitos severos. Acontecem num periodo de exposi¢do de geralmente O a 96
horas e consideram uma fase do ciclo de vida do organismo. Usa-se de
critérios como mortalidade, imobilidade ou parametros ligados a reproducéo
como a fecundacdo. Os ensaios cronicos ja sdo aqueles que abrangem uma
parte significativa do ciclo de vida do organismo e avaliam os efeitos de uma
exposicdo em longo prazo utilizando como critérios de andlise parametros
subletais como o desenvolvimento embrionario, comportamento ou a taxa de
reproducdo (NASCIMENTO et al., 2002).

Emprega-se 0 uso da estatistica sobre esses resultados obtidos,
podendo assim estimar a concentracdo que causa efeito adverso em uma dada
porcentagem dos organismos expostos. Esses valores sdo expressos de
acordo com o critério utlizado, sendo CL (concentracdo letal), CE
(concentracao efetiva) ou CI (concentragéo inibitéria) e o tempo de exposicdo
do ensaio. Assim a CLso-24h é a concentracdo que foi letal a 50% dos
organismos num periodo de exposicao de 24 horas. Outro meio de expressar
os resultados é através de CENO (concentragdo de efeito ndo observado) e
CEO (concentracdo de efeito observado). A CENO expressa a maior
concentracdo que foi testada e ndo se demonstrou prejudicial, ja a CEO é a
menor concentracdo onde o efeito j& pode ser identificado (NASCIMENTO et
al., 2002).
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As analises ecotoxicolégicas podem ser realizadas nos mais diversos
niveis de organizacdo bioldgica, desde a expressdo de uma molécula,
passando por células e processos fisiologicos até chegar em individuos,
comunidades e ecossistemas (WALKER et al., 1997).

Quanto maior o nivel de organizacdo biolégica, maior a relevancia do
ponto de vista ecoldgico. Porém, maior serd também a incerteza ao associar 0s
efeitos observados com um contaminante especifico visto que os interferentes
tanto naturais quanto antropogénicos serdo ampliados e maior sera o tempo

necessario para se obter a resposta (FIG 1).

Baixa relevancia ecologica
Respostas/Efeitos
rapidos
Proteinas e Enzimas
detoxicantes

Genética :
Min/Hora :
Bioquimica

Imunoldgica

Fisiologica Histopatologia

indices
bioenergéticos

Competéncia

- Populagiao e
reprodutiva

Comunidade

Alta relevancia ecolégica Respostas/Efeitos
longos

Figura 1.Nivel de organizacéo bioldgica, tempo de resposta e relevancia ecologica dos
ensaios ecotoxicoldgicos.

Fonte: Adams et al., 1990.

Existe uma dificuldade em relacionar os efeitos observados em menor
nivel hierarquico biolégico com alteracbes no ecossistema como um todo,
contudo, toda resposta bioldgica se manifesta inicialmente em nivel molecular.
Sendo assim, havendo parédmetros bioquimicos significativamente
correlacionados a efeitos em niveis superiores, este pode se tornar uma
ferramenta preventiva, evitando que seja necessaria a obtencdo de respostas
mais severas (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).
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Em 1987 surge o termo Biomarcadores, até entdo com énfase para
efeitos em humanos, posteriormente sendo adaptado e utilizado para
organismos aquaticos. Biomarcadores podem ser definidos como alteracdes
moleculares bioquimicas, celulares, ou fisiolégicas nas células, tecidos ou
orgdos de um organismo que sdo indicativos da exposi¢cdo ou efeito de um
xenobidtico (LAM e GRAY, 2003).

De acordo com o0 seu proposito, pode ser classificado como
biomarcador de exposicdo no qual se pode constatar a sua biodisponibilidade
no ambiente, como a inducéo da metalotioneina, caracteristica de exposi¢ao a
metais. Existe também o biomarcador de efeito, este ndo permite identificar
gual composto esta atuando sobre o organismo, mas sim demonstra o estresse
gerado pela exposicao, estresse esse que pode ser reversivel se a fonte do
efeito cessar, caso contrario esse estresse pode se desenvolver em efeitos
irreversiveis. Ha ainda o biomarcador de suscetibilidade, o qual permite
elucidar o grau de resposta da exposicdo provocada nos organismos
(AMORIM, 2003).

Muitos sdo os biomarcadores utilizados e ainda h& trabalhos para
desenvolver novos métodos ou confirmar a eficiéncia dessa classe tdo diversa
de ensaios. Seu uso tem sido muito aplicado para identificar o potencial toxico
de substancias quimicas isoladas e para o monitoramento ambiental com
organismos nhativos ou transplantados. Algumas das analises realizadas
utilizam-se de ensaios genotéxicos como danos em DNA (strand breaks) e
incidéncia de micronucleos, citotoxicos avaliando a estabilidade da membrana
lisossbmica e a dosagem da atividade de enzimas responsaveis pelo
mecanismo de detoxificacdo tanto de fase | (biotransformacéo) quanto de fase
Il (conjugacao) e relacionadas a defesas antioxidantes (CORTEZ et al., 2012,
PEREIRA et al., 2014; SILVA et al., 2014; SOUZA et al.,2013).

A utilizacdo dos biomarcadores em estudos ambientais tem sido
tomada como forma de demonstrar que 0S organismos Sao expostos a
poluentes e que a exposicdo esta associada com a deterioracdo da saude,
levando a consequéncias como reducdo do crescimento e da atividade
reprodutiva, as quais tém um elevado significado ecolégico (FONTAINHAS-
FERNANDES, 2005).
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1.2 Farmacos no ambiente: ocorréncia e implica¢gdes

Ao longo dos anos um avango da quimica analitica permitiu a
quantificacdo de compostos antes nao detectados, estes foram denominados

como compostos quimicos emergentes ou micropoluentes (TERNES, 2010).

Englobado nessa classe de micropoluentes destacam-se os FPHCP’s,
caracteristicos de ac¢do antropica, desenvolvidos para 0s mais diversos
propésitos como medicina veterinaria, praticas agricolas, sautde humana e

cosmeéticos.

A maioria dos farmacos sdo compostos bioativos, ou seja, exercem seu
efeito terapéutico apés interagbes especificas com uma biomacromolécula ou
receptor.Além disso, possuem caracteristicas lipofilicas e frequentemente
apresentam baixa biodegradabilidade. Estas propriedades intrinsecas
apresentam um grande potencial para bioacumulagdo e persisténcia no
ambiente (VIEGAS JR et al., 2006; CHRISTENSEN, 1998). Assim sendo, 0
farmaco é sintetizado com um proposito biolégico e a interacdo com
organismos nao alvos pode ocorrer no ambiente mesmo que expostos a baixas

concentracoes.

Dados clinicos indicam que dependente das doses ministradas, alguns
FPHCP’s podem apresentar determinadas propor¢cdes de excrecdo de seus
principios ativos inalterados, sendo essa excre¢do considerada como baixa
(s5%), moderadamente baixa (6-39%), relativamente alta (40-69%) ou alta
(270%) (JJEMBA, 2006). Assim estes compostos sao transportados por
efluentes até os corpos hidricos receptores e diversos trabalhos relatam a
ocorréncia de FPHCP’s nos mais diferentes compartimentos ambientais ao
redor do mundo (TAB 1).

Uma caracteristica relevante dessa classe de contaminantes é a sua
cinética que tende a ser especifica para cada farmaco, podendo gerar
subprodutos da sua degradacdo que sejam ainda mais toxicos ao ambiente do
gue o composto original, como o caso do Triclosan que no ambiente sofre uma
metilagdo biologica gerando o Metil-Triclosan, um composto que além de
apresentar maior toxicidade também tem maior persisténcia no ambiente e
maior lipofilicidade (LINDSTROM et al., 2002).
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Tabela 1. Presenca e concentracdo de micropoluentes em matrizes ambientais ao redor

do mundo.
Classe Composto Matriz Local Concentragéo Referéncia
Anti Inflamatério Ibuprofeno Efluente (ETE) Espanha 0.24 - 28 ug.L* [1]
Né&o Esteroidal Espanha 0.15 - 25.4ug.L* [2]
(AINE) Reino unido <20-27256 ng.L! [3]
Lodo (ETE) Espanha 741.1ng.g* [4]
Alemanha 120ug.Kg* [5]
Agua superficial — Rio Italia 7-201ng.L? [6]
Korea do Sul 132-414ng.L? [
Estuério Mar do Norte 0.6ng.L*! [8]
Afluente (ETA) Franga 1.3-8ng.L? [9]
Diclofenaco Efluente (ETE) Suica 310-930ng.L* [10]
Espanha 0.14-2.2 pug.L* [1]
Reino unido <20-2349 ng.L* [3]
Lodo (ETE) Espanha 2.0ng.g* [11]
Alemanha 7020ug.Kg? [5]
Agua superficial - Rio  Italia 5-55ng.L* [6]
Brasil 0.02-0.06ug.L™ [12]
Estuério Mar do Norte 6.2ng.L! [8]
Afluente (ETA) Franga 0.2-35ng.L* [9]
Naproxeno Agua superficial - Rio Brasil 0.02-0.05ug.L™ [12]
Italia 1-22ng.L? [6]
EUA 22-107 ng.L? [13]
Efluente (ETE) Espanha 0.003-22.6 pg.L* [2]
Lodo (ETE) Espanha 0.9ng.g* [11]
Afluente (ETA) Ontario Canada 63ng.L? [13]
Acido salicilico Agua superficial - Rio  Italia 7-205ng.L* [6]
Efluente (ETE) Espanha 0.008-32.8ug.L* [2]
Afluente (ETA) Franga 1-29ng.L? [9]
Acido Efluente (ETE) Reino unido <50-1440 ng.L* [3]
mefenamico Agua superficial Korea do Sul 89-326ng.L* [7]
Dipirona Efluente (ETE) Espanha 2.4-75ug.L? [1]
Paracetamol Efluente (ETE) EUA 1.1-12ng.L? [13]
Espanha 7.1-11.4pg.L? [4]
Afluente (ETE) Espanha 29 — 246 ng.L*t [1]
Afluente (ETA) Franga 0.5—-71ng.L? [9]
Rede de distribuigdo EUA 0.1ng.L? [13]
(ETA) Canada 0.2ng.L? [13]
Antibidticos Sulfametoxazol Efluente Hospitalar EUA 400-2100 ng.L? [14]
Aguas superficiais EUA 300ng.L* [14]
Afluente (ETA) Franca 0.3-5.1ng.L? [9]
Rede de distribuicao EUA 0.32ng.L? [15]
(ETA)
Agua marinha China 8.3ng.L"? [16]
Efluente (ETE) EUA 0.37ug.L? [17]
Trimetoprim Efluente Hospitalar EUA 2900-5000ng.L* [14]
Afluente (ETA) Franga 0.2-2ng.L* [9]
Agua marinha China 16.6ng.L* [16]
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Efluente (ETE) EUA 0.55ug.L* [17]
Ciprofloxacino Efluente (ETE) EUA 0.14pg.L* [17]
Tetraciclina Efluente (ETE) EUA 0.85ug.L* [17]
Azitromicina Lodo (ETE) Espanha 299.6ng.9* [4]
 —bloqueadors Propanolol Afluente ETA Franca 0.8-2ng.L* [9]
Agua superficial Korea do Sul 22.5-40.1ng.L*? [7]
Efluente Reino unido <10-115 ng.L* [3]
Atenolol Lodo ETE Espanha 0.7ng.g* [11]
Rede de distribuigdo EUA 0.84ng.L? [15]
ETA
Timolol Lodo ETE Espanha 0.9ng.g* [11]
Bactericida Triclosan Efluente (ETE) EUA 10-21ng.L* [13]
Espanha 0.08-0.40ug.L* [1]
Regulador lipidico  Acido Clofibrico  Afluente (ETA) Canada 103ng.L* [13]
Agua superficial Brasil 0.02-0.03ug.L? [12]
Oceano Mar do Norte 1.3ng.L? [8]
Horménio 17a Efluente ETE Alemanha 0.015ug.L* [18]
Etinilestradiol Canada 0.042ug.L* [18]
Antimicético Fluconazol Agua superficial Korea do Sul 16-111ng.L? [7]
Antiepilético Carbamazepina  Rede de distribuigdo EUA 10ng.L*? [15]
ETA
Antidepressivo Fluoxetina Rede de distribuicao EUA 0.64ng.L* [15]
ETA
Ansiolitico Diazepam Lodo ETE Alemanha 580ug.Kg* [5]
Substancias Morfina Afluente (ETE) Croécia 160-476ng.L*! [19]
Psicoativas Codeina Afluente (ETE) Croacia 159-364ng.L* [19]
Cocaina Afluente (ETE) Croécia 30-114ng.L*? [19]

[1] Gomez et al

., 2007; [2] Camacho-Mufioz et al., 2010; [3] Ashton et al., 2004; [4] Radjenovic et al., 2009; [5] Ternes

et al., 2004; [6] Marchese et al., 2003; [7] Kim et al., 2009; [8] Weigel et al., 2002; [9] Vulliet et al., 2011; [10] Buser et
al., 1998; [11] Jelic et al., 2011; [12] Stumpf et al., 1999; [13] Boyd et al., 2003; [14] Brown et al., 2006; [15] Benotti et
al., 2009; [16] Zhang et al., 2013; [17] Karthikeyan et al., 2006; [18] Ternes et al., 1999; [19] Terzic et al., 2010.

Dos diversos efeitos adversos ocasionados, alguns sdo caracteristicos
de determinadas classes, como a exposicdo prolongada a estrogénios que
pode acarretar na feminilizacdo de peixes machos além de estar relacionada
com a incidéncia de cancer de testiculos e infertilidade masculina (JOBLING et
al., 1998; SHARPE e SKAKKEBAEK, 1993). Ja os bactericidas podem gerar o
aumento na resisténcia bacteriana tanto de microorganismos relacionados a
saude humana quanto a area agricola (BAQUERO et al., 2008; SANTOS et al.,
2010).Drogas ilicitas como cocaina ecstasy e maconha tém sido quantificadas
em ETE’s,porém com a finalidade de estimar o consumo da droga realizado
pela populacdo e os efeitos da exposicdo na biota sdo desconhecidos
(ZUCCATO et al., 2005; TERZIC et al., 2010).
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Por serem lipofilicos, os FPHCP’s ao interagir com organismos vivos
podem aderir aos tecidos e assim gerar bioacumulagéo, por conseguinte ao
entrar na cadeia alimentar pode gerar quadros de biomagnificacdo, ameacando
nao s6 a saude do ambiente, mas também a saude humana (ZENKER et al.,
2014).

A ubiquidade e os efeitos gerados da interagdo com 0 meio ambiente,
principalmente com o ambiente marinho, mostra a necessidade de se conhecer

0 potencial toxico dessas substancias para uma adequada avaliacao de risco.
1.3 Paracetamol

O Paracetamol ou acetaminofeno (N-(4-hidroxifenil) etanamida) (FIG.
2) é um farmaco muito utilizado no Brasil, pertencente a classe dos anti-
inflamatorios nao esteroidais (AINE’s), com propriedades analgésicas e
antipiréticas, mas sem atividade anti-inflamatoria clinicamente significativa. As
principais caracteristicas fisicas e quimicas do Paracetamol estédo

apresentadas na Tabela (2).

o

y CH;

HO rMH

Figura 2. Estrutura quimica do Paracetamol

O mecanismo de acdo atualmente descrito para os AINE’s como o
Paracetamol consiste na inibicio ndo seletiva na atividade da enzima
cicloxigenase e sua isoforma (COX — 1 e 2), impedindo assim a sintese das
prostaglandinas, mediadores celulares pro-inflamatorios, responsaveis pelas
varias manifestacdes da inflamacdo, como o aparecimento da dor (KULMACZ
et al., 1991). Estudos relatam a possibilidade de a¢c&o sobre a isoforma COX —
3, predominante no sistema nervoso central de algumas espécies
(CHANDRASEKHARAN et al., 2002; BOTTING, 2000).

Comumente comercializada na forma de cépsulas, drageas ou
comprimidos, na forma de gotas, xarope, efervescentes e pastilhas, sozinho ou
em associacgdes, este € um medicamento prescrito por médicos e também de
venda livre (SEBBEN et al., 2010).


http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1rmaco
http://pt.wikipedia.org/wiki/Analg%C3%A9sico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prostaglandina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dor
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Tabela 2. Caracteristicas fisicas e quimicas do Paracetamol.

Formula Molecular Cs-Ho-N-O2
Peso molecular 151,16 g/mol
Cor P4 cristalino branco
Ponto de fusédo 169-170,5°C
Solubilidade em agua Pouco soltvel na agua fria, mais soltvel em
agua quente
Kow 0,46
pKa 9,38
Meia vida 20 dias

7

Somente 1 a 4 % do Paracetamol ingerido é excretado de forma
inalterada através da urina (CUMMINGS et al., 1967). Formas conjugadas sao
geradas da interacdo com enzimas biologicas e a formacdo de metabdlitos
toxicos também pode ocorrer, porém em menor quantidade (BERTOLINI et al.,
2006).

A ingestdo em doses elevadas pode causar lesdes hepaticas e renais
irreversiveis, através do seu metabdlito alquilado, o N-acetil-p-benzoquinona.
Essa situacdo ocorre quando a dose supera 4g/dia e o quadro pode ser
acentuado com o alcoolismo (JUNIOR, 2011; LOPES e MATHEUS, 2012).

A Secretaria Municipal de Saude do Estado de Sao Paulo por meio de
pregéo eletronico adquiriu uma quantia de Paracetamol estimando o consumo
médio para o ano de 2015. Foram solicitados 48.144.000 comprimidos do

medicamento que serdo distribuidos para 4 unidades de saude (ANEXO A).

Este € um medicamento muito popular e se encontra inserido na
Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME), instrumento que
norteia oferta, prescricdo meédica e direcionamento de producédo farmacéutica,
o que faz com que seu consumo amplie ainda mais. Sua venda livre torna dificil

uma estimativa confiavel de seu consumo (BRASIL, 2010).

Alguns trabalhos j& relatam a ocorréncia de apoptose celular em
bivalves de agua doce e reducdo na densidade de fitoplancton marinho
relacionadas a exposicdao de compostos pertencentes a classe dos AINE'’s
(PAROLINI et al., 2009; DELORENZO e FLEMING, 2008).

Devido a suas caracteristicas e farmacocinética, o Paracetamol pode
ser transportado pela rede de esgoto e despejado diretamente no meio

ambiente podendo gerar efeitos adversos no local. Assim este trabalho visa
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identificar e quantificar o Paracetamol diretamente no ambiente marinho, ao
entorno do emissario submarino de Santos e em seguida realizar a avaliacdo

de risco ambiental do composto para a area de estudo.



28

20BJETIVOS
O trabalho desenvolveu-se através dos objetivos a seguir.
2.1 Objetivo geral

Avaliacdo de risco ambiental do farmaco Paracetamol no ambiente
marinho (Baia de Santos — SP) utilizando como organismo-teste 0 molusco

bivalve Perna perna.
2.2 Objetivos especificos

v Identificar e quantificar o Paracetamol em amostras de agua
superficial e de fundo da baia de Santos na area adjacente aos

difusores do emissario submarino de Santos;

v' Avaliar a toxicidade aguda do Paracetamol a partir de alteracdes

na taxa de fertilizacdo de gametas do mexilhdo marinho P. perna;

v' Avaliar a toxicidade crbnica do Paracetamol a partir do

desenvolvimento embriolarval do mexilhdo marinho P. perna;

v' Avaliar efeitos subletais do Paracetamol através da estabilidade

da membrana lisossémica,;
v Avaliar os efeitos genotoxicos a partir dos danos em DNA;
v Avaliar estresse oxidativo por meio da peroxidacao lipidica;

v' Determinar o risco ambiental do Paracetamol por meio da relacéo
entre as concentracfes ambientais do composto e as concentracdes
de efeito encontradas nos ensaios laboratoriais, a partir da utilizacéo
de uma metodologia escalonada de avaliagao de risco;

v' Gerar subsidios para a identificacdo de concentracdes seguras do
Paracetamol no ambiente marinho para fins de politica de gestédo e

regulacéo pela legislacéo pertinente.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Avaliagcéo de Risco Ambiental (TIER)

A avaliacdo de risco consiste na analise de efeitos ecoldgicos adversos
que estdo ocorrendo ou que possam ocorrer resultante da exposicdo a um
estressor ambiental, que pode ser tanto de entidade biologica, fisica ou

quimica.

O procedimento adotado para a avaliagdo de risco ambiental foi a
metodologia escalonada TIER (FIG. 3). A forma de analise segue conforme
descreve o nome do método (tier = camada). As fases se ddo em camadas
sobrepostas, onde os resultados obtidos em cada etapa sao essenciais para

uma avaliacdo de risco mais adequada.

Para o presente trabalho foram propostos 3 niveis denominados TIER-
0, TIER-I e TIER-Il e posteriormente foi obtido o Quociente de Risco (QR)
seguindo as diretrizes propostas para compostos farmacéuticos pela Comisséo
Européia (EMEA, 2006).

TIER 0: Consiste na identificacdo e quantificacdo das concentracdes
ambientais do composto de interesse. Esta etapa engloba a coleta,
acondicionamento, processamento e analise quimica das amostras gerando
assim a Concentracdo Ambiental Mensurada (MEC - Measured Environmental
Concentration) no local de estudo.

TIER I: Nesta etapa se desenvolveu ensaios ecotoxicolégicos com a
finalidade de obter respostas de efeito agudo em curto periodo de exposicao.
Obteve-se com isso a Concentracdo Efetiva a 50% (CEso) dos organismos
expostos, que no presente trabalho se deu pela analise da taxa de fecundacéo

em 50 % das células reprodutivas expostas.

TIER II: Utilizou-se andlise de efeitos subletais e crénicos levando em
consideracdo um maior periodo de exposicdo continua ao contaminante.
Atuando em diferentes niveis de organizacdo biologica, os efeitos foram
mensurados através de biomarcadores e ensaios que contemplam estagios
iniciais de vida (desenvolvimento embriolarval). Esses ensaios permitiram a
determinacdo da Concentracdo de Efeito Nao Observado (CENO) e da

Concentracao de Efeito Observado (CEO).
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TIER O
| Avaliagéo de Toxicidade PNEC = CE500uCL50
TIER g Aguda (CE50) 1000
TIER I
Andlise
de Ri[sco > Avaliagdo de Efeitos PNEC = _CENO
Subletais (CENO) 100

Quociente
de Risco

0,1<QR<1
“médio risco”

QR<0,1
“baixo risco”

_ MEC

"~ PNEC

QR>1

“alto risco”

Figura 3. Caracterizacdo de Risco “TIER”

Fonte: Adaptag&o de EMEA (2006)

Com a andlise dos dados obtidos na metodologia TIER calculou-se o

Quociente de Risco (QR) relacionando os efeitos obtidos nos ensaios com a

concentracdo ambiental mensurada. Para se determinar o QR, os valores

de

CEso e CENO foram divididos por fatores de seguranca (mdultiplos de 10)

derivando assim em uma Concentragdo Previsivelmente Sem Efeito (PNEC -

Predicted no Effect Concentration).Os fatores de seguranca sdo aplicados

devido a incertezas quanto a extrapolagdo dos resultados para o ambiente

natural e na variagdo da sensibilidade intra e inter-espécies.
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A PNEC derivada do Tier-I foi obtida de acordo com a equacéao (1):
Eqg. 1:

CE500uCL50

PNECwat = 1000

A PNEC derivada do Tier-II foi obtida de acordo com a equacao (2):
Eqg. 2:

PNEC = CENO
100

A PNEC para o Tier-I tem fator de seguranca mais elevado devido ao
efeito ocasionado ser irreversivel e tratando-se da proposta de prevencao de

efeitos o fator de seguranca 1000 foi aplicado ao célculo.

A estimativa do Quociente de Risco seguiu-se de acordo com a
equacao (3):
Eq. 3:

r - MEC
~ PNEC

Os niveis de risco foram estabelecidos de acordo com a Tabela (3).
Tabela 3. Ranking de Risco

Quociente de risco (QR) Ranking
001ze<01 Baixo Risco
01=e<1 Médio Risco
21 Alto Risco

FONTE: EC, (1996); EMEA (2006); HERNANDO et al., (2006); SANCHEZ-BAYO et al.,(2002)

3.2 Organismo-teste (Perna perna- Mollusca, Bivalvia)

Devido a capacidade de bioconcentrar os poluentes, mexilhdes e
outros bivalves vém sendo empregados como organismos sentinelas, e seu
comportamento séssil os tornam apropriados para estudos de monitoramento
da qualidade ambiental, uma vez que esses disponibilizardo respostas

provindas da exposi¢do local e ndo de outras areas, bem como em estudos
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laboratoriais que possibilitam uma previsdo dos possiveis efeitos biolégicos
adversos em diferentes niveis de organizacédo biologica (IMW, 1995).

7

O mexilhdo Perna perna é naturalmente encontrado em costoes
rochosos e areas de incidéncia direta de ondas, ocupando a faixa do entre-
marés ao infralitoral (FIG. 4). Sado organismos sésseis filtradores e sua
alimentacdo consiste de fitoplancton e matéria organica particulada em

suspensao.

Figura 4. Mexilhdo marinho Perna perna (Linnaeus, 1758)

Os exemplares do molusco bivalve (mexilhdo) Perna perna
empregados nos ensaios ecotoxicoldgicos neste estudo foram adquiridos de
cultivos na praia da Toque Toque Grande — Sao Sebastido/SP (FIG. 5). Os
organismos foram transportados em caixa térmica até o laboratério de
Ecotoxicologia “Prof. Caetano Belliboni” na Universidade Santa Cecilia, onde
foram mantidos para aclimatacdo em tanques com agua do mar do local de
origem, sob aeracdo constante e temperatura de 22+2°C até o momento da

realizacdo dos ensaios, nao ultrapassando 48 horas.
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Google earth
C

Figura 5. Praia Toque Toque Grande — Sdo Sebastido / SP

3.3 Agua de manutenc&o e diluic&o.

Para realizar a troca de agua no tanque de manutencéo de organismos
e nos aquarios de ensaios, bem como na diluicdo do composto e
procedimentos de lavagem nos ensaios agudos e crénicos, coletou-se a agua
no mesmo local onde os cultivos de mexilhdes permaneciam (Praia de Toque

Toque Grande — S&o0 Sebastiao/SP).

A 4gua do mar utilizada nos ensaios agudos e crénicos foi filtrada em
membrana Milipore 0,22 um de porosidade e mantida sob aeracdo até o

momento de uso.
3.4 Processamento TIER O
3.4.1 Coleta e acondicionamento das amostras de dgua

As amostras de agua superficial (1-5 S) e de fundo (1-5 F)foram
coletados em 5 pontos considerando a dispersdo da pluma do efluente no

entorno do emissério submarino de Santos — SP (FIG 6).

Para armazenar as amostras foi utilizados frascos de vidro ambar,

esterilizados com &cido nitrico (HNOs), metanol e agua destilada.

Foram coletados 3 litros de agua superficial e fundo (8 m)com o auxilio

de uma garrafa Van Dorn.

Posteriormente as amostras foram acondicionadas nos frascos de vidro

ambar, previamente limpos e em seguida transportadas ao laboratorio em caixa
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térmica com gelo (<10° C) e acondicionadas em temperatura de -20°C até o

processamento.

B

Sén Vicente

Santo

Santug
Sewage =
Durifall

4

Santos Bay

Atantc Ocsan p

Figura 6. Pontos de amostragem.

3.4.2 Andlise Quantitativa.

Os analitos presentes na amostra foram extraidos e concentrados pelo
método de extracdo em fase solida (EFS).A metodologia utilizada seguiu o
proposto por Wille et al., (2010), adequado para quantificagdo de FPHCP’s em

ambientes estuarinos e marinhos.
3.4.3 Preparo de Padrédo — 8 bromo cafeina (8-BC)

Esse padrao foi feito para estimar possiveis perdas de compostos
durante o processo, por isso a substancia a ser utilizada como padrao deve ser
inexistente na amostra bruta, assim escolheu-se a 8 bromo cafeina
(CsH9BrN4O2), que consiste numa molécula sintética de cafeina com a

incorporacao do bromo.

Inicialmente preparou-se a solucédo estoque do Padrdo 8-BC com a
concentragdo de 1 mg.mL?. Para isso, pesou-se 10mg de 8-BC e dilui-se em
10 mL de Metanol.
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Em seguida foi feita a solucdo de trabalho que foi adicionada as
amostras. Foram retirados 10 pL da solucéo estoque de 8-BC e transferido a
outro recipiente onde se acrescentou 9990 pL de agua Metanol, diluindo em
1000x a solucéo estoque, obtendo uma concentracéo de 1 pg.mL* na solucéo

de trabalho

As solucdes foram envolvidas com papel aluminio e mantidas no

freezer até o momento de uso.
3.4.4 Preparo das amostras

A amostra bruta foi descongelada a temperatura ambiente e o volume
utilizado foi de 1 litro, o qual teve o pH ajustado para 7 £ 0,5 usando solugdes
de HCL (1M) e NaOH (1M).

Em seguida, as amostras foram filtradas com o auxilio de um sistema
de filtragdo (Bomba de succéo + Kitasato + copo graduado + funil com base de
vidro + rolha de silicone + garra de aco inox + membrana). A membrana
utilizada foi de fibra de vidro — GF/C 47 mm de diametro e retencdo de

particulas de 1,2 pm.

ApGés filtrar toda a amostra adicionou-se 2 mL de metanol no copo
graduado para que também fosse filtrado, passando pela membrana e
arrastando componentes de interesses que possivelmente ficaram retidos na

membrana.

A amostra filtrada foi transferida para um béquer de volume
proporcional e acrescentou-se o padrao de 8-BC (solugéo de trabalho) em um

volume o qual a concentracéo final de 8-BC foi de 50 ug.L™.
3.4.5 Ativacao da Coluna e lavagem do cartucho

Foram utilizados cartuchos HR-X Chromabond (3 mL, 200 mg,

Macherey-Nagel, Duren, Germany).

Antes de passar a amostra pelo cartucho foi necessario ativa-lo
adicionando 5 mL de metanol e logo apds a passagem desse pela coluna
adicionou-se 5 mL de agua Milli-Q. Evitou-se que a resina do interior do

cartucho secasse, assim logo ap0s a passagem dos solventes de ativacédo a
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amostra filtrada foi sendo adicionada no cartucho com o auxilio de uma pipeta
de Pasteur.

Ao término da passagem de toda a amostra pelo cartucho fez-se a
lavagem do mesmo passando por ele 10mL de agua Milli-Q, garantindo que

toda a agua passasse pelo cartucho e nédo ficasse retida.
3.4.6 Eluicdo e Armazenamento.

A eluicdo (arraste dos compostos de interesse que ficaram retidos na
resina do cartucho utilizando um solvente) € a fase de interesse para a
quantificacdo do farmaco, devido a isso nesse momento foi introduzido tubos
de ensaio com tampas esmerilhadas para a coleta do volume de solventes de

eluicdo.

O primeiro solvente a passar pelo cartucho foi a Acetona (5 mL), em
seguida adicionou-se o Metanol (10mL). Garantiu-se que todo o volume dos
solventes passou pelo cartucho e n&o ficou retido, assim o frasco de coleta

continha ao final da eluicdo 15 mL de amostra.

Tanto o frasco de coleta quanto os cartuchos utilizados foram
identificados, envoltos em papel aluminio e mantidos no freezer. O transporte

ao laboratério responsavel pela analise foi feita em caixa térmica.
3.4.7 Anélise quantitativa por LC/MS/MS

Essas andlises foram realizadas pelo Centro de Espectrometria de
Massa Aplicada — CEMSA do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares,
em Sao Paulo.

Uma aliquota (10 pyL) de cada amostra foi analisada por HPLC Agilent
1260 (Agilent Technologies, CA, EUA), acoplado ao espectrobmetro de massa
3200 QTRAP (AB Sciex, Ontéario, CA) hibrido do tipo triplo quadrupolo / LIT
(iontrap linear).As condi¢cbes utilizadas para a separagcdo em HPLC foram:
coluna de 1,8 um Agilent Eclipse XDB - C18 4,6X50 mm; temperatura = 25 ° C;
volume de injecédo de 10 pL; taxa de fluxo de eluente = 0,7 mL.min" ! . Fase
movel para analise no modo positivo, A = agua + 0,1 % de acido férmico e B =
acetonitrilo, fase mével para anélise de modo negativo , A = agua + 5 mM de
acetato de amonio e B = acetonitrilo.
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Um gradiente linear de 0,7 mL.min? foi usado, iniciando com uma
mistura de 95 % de solvente A e 5 % de solvente B. Essa porcentagem
diminuiu linearmente de 95 a5 % em 5 minutos, e esta condi¢cdo foi mantida
durante 1 minuto . Em seguida, o solvente A foi aumentado linearmente de 5 a

95 % em 2 minutos.

A deteccao e quantificacdo dos analitos foi realizada utilizando ESI com
ionizacdo (modos positivo e negativo) e modo de MRM (monitoramento de
reacao multipla), com a selecdo de um ion precursor e dois produtos de ion
para quantificar e qualificar cada composto. Os dados foram processados
usando o programa Analyst® 1.5.2 (AB Sciex , Ontario , CA).

3.5 Ensaios Ecotoxicoldgicos
3.5.1 Limpeza dos organismos e obtencao de gametas

A preparacao dos organismos-teste para 0s ensaios iniciou-se com sua
limpeza, feita através da raspagem dos organismos incrustantes, seguido da
lavagem dos mexilhes com agua doce. Os organismos permaneceram fora da
agua, para que nao ocorresse a liberacdo dos gametas antes da separacdo

dos individuos.

Para a liberacdo dos gametas foi utilizado a técnica de indugéo termal
junto com fluxo continuo, procedimentos considerados adequados no trabalho
realizado por Zaroni et al., (2005). Cerca de 50 mexilhdes foram colocados
individualmente dentro de placas de Petri e o conjunto de placas dentro de uma
bandeja plastica rasa, cheia de agua do mar (FIG.7).

As bandejas com os mexilhdes foram mantidos em geladeira por
aproximadamente 30 minutos em temperatura de 4°C. ApOs este
procedimento, as bandejas foram retiradas da geladeira e permaneceram vinte
minutos sem agua antes de serem novamente imersos em agua do mar em

temperatura ambiente (24+2° C) sob fluxo continuo.



38

Figura 7. Disposicédo de placas de Petri em bandeja.

O fluxo continuo foi montado com o auxilio de grades e bandejas
sobrepostas de maneira com que a 4gua escoe para a bandeja inferior até
chegar ao tanque com ebulidor que mantém a temperatura adequada e com a
bomba que manda novamente essa agua para a bandeja mais alta, simulando

assim uma cascata de fluxo continuo (FIG 8).

Figura 8. Métodos de inducéo integrados: Fluxo Continuo + Inducdo Termal.

O fluxo foi mantido até ocorrer a liberacdo dos gametas que pode ser
detectada visualmente (FIG 9). O liquido espermatico possui coloracdo branca
e foi coletado com o minimo de agua possivel com uma pipeta de Pasteur e

mantido em um béquer envolto por gelo. Os 6vulos possuem cor laranja,
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também coletado com uma pipeta e transferido para um bégquer com agua do
matr filtrada.

Figura 9. Distin¢éo visual dos gametas.

Fémea a esquerda (ovécitos laranja) e macho a direita (esperma branco)

Em seguida, os évulos foram lavados com auxilio de uma peneira com
75 um de malha e recolocados em um béquer de capacidade maior com agua

do mar filtrada. Esse processo de lavagem dos évulos se repetiu 3 vezes.

Foram obtidos lotes de 3 organismos diferentes (tanto machos quanto
fémeas) que foram misturados e posteriormente utilizado nos ensaios
ecotoxicolégicos agudos e cronicos da maneira como segue 0s procedimentos

para cada qual.
3.6 Processamento TIER 1
3.6.1 Preparo de concentragdes-teste

A concentracéo da solucéo estoque de Paracetamol foi de 1000 mg.L™.
Pesou-se 100mg de Paracetamol e a diluicdo inicial foi feita utilizando 100 pL

de Dimetilsulféxido (DMSO 0,01%) sendo depois avolumado para 100 mL.

A partir da solucdo estoque foram geradas as concentracdes-teste a
serem avaliadas e foram de 1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 mg.Lt. O DMSO
(0,01%) utilizado na diluicdo também foi analisado com o intuito de verificar a
influencia do mesmo sobre o ensaio. O controle de 4gua do mar foi preparado
com a agua filtrada utilizada na diluicho e as concentracdes-teste conforme
Tabela 4.
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Tabela 4. Preparo das concentracdes-teste ensaio agudo.

Concentracées-testes (mg.L?)
Volumes (mL)

Controle  DMSO 1000 500 250 125 62,5 31,25
Sol. Estoque 10 5 2,5 1,25 0,625 0,3125
Agua do mar 10 10* 5 7,5 8,75 9,375 9,6875
Volume total 10 10 10 10 10 10 10 10

*9,99mL de 4gua do mar + 0,01mL de DMSO

3.6.2 Ensaio de toxicidade aguda (Fertilizacdo) com mexilh&o marinho

Perna perna (Mollusca, Bivalvia)

O método usado foi uma adaptacdo do protocolo da USEPA (1991)

feita por Zaroni et al., (2005) para a espécie do mexilhdo marinho Perna perna.

O método consiste na exposicdo de espermatozdides de Perna perna,
por um periodo de 1 hora, a diferentes concentracdes do Paracetamol e
posteriormente a adicdo dos Ovulos para avaliar se a capacidade de
fecundacdo dos espermatozoéides foi prejudicada nesse periodo de tempo de
exposicdo. Os parametros para realizacdo desse ensaio encontram-se na

Tabela (5).

Tabela 5. Parametros necessarios para Ensaio de Fertilizacéo.

Paradmetros Condicbes
Temperatura 25x1° C
Salinidade 30 a 36 unidades
Agua de diluicio Agua marinha natural ou reconstituida
Sistema do ensaio Estético
Duracao do ensaio 1h:40min
Frasco-teste Tubo de ensaio com capacidade para 15mL
Volume das solu¢bes-teste 10mL
Numero de réplicas por diluicdo 4
Numero de organismos por réplicas 200 6vulos por mililitro
Efeito observado Inibicdo da fertilizacéo
Validade do ensaio 70 — 90 % de 6vulos fecundados no controle

Apbs o processo de obtencdo de gametas, preparou-se 25 mL de uma
solucéo espermatica, utilizando 0,5 mL de esperma + 24,5 mL de agua do mar
filtrada.
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Dessa solucao espermética foram retirados 100 pL e inseridos em cada
tubo de ensaio, permanecendo durante 1 hora em camara de germinacgdo a 25
+ 1 °C. Durante o periodo de exposicao, foi feita a estimativa da densidade de
ovulos utilizando uma camara de Sedgwick-Rafter, assim os volumes utilizados
continham cerca de 2000 6vulos.Transcorrido a exposigdo de 1 hora, o volume
contendo aproximadamente 2000 ovulos foi adicionado aos frascos-teste.
Quarenta minutos ap0s a adicdo dos 6vulos, o ensaio foi encerrado com a

adicao de 0,5 mL de formol (10%) tamponado com bérax em todas as réplicas.

A contagem foi feita analisando os 100 primeiros 6vulos de cada réplica
em camara de Sedgwick-Rafter, obtendo assim a porcentagem de &vulos
fecundados e nao fecundados. Foram considerados como
fecundados/fertilizados os 6vulos que apresentaram membrana de fertilizacéo,

presenca de corpusculo polar ou aparecimento de divises celulares (FIG. 10).

Figura 10. Ovulos observados em aumento de 100x.

A - (imagem ampliada) Corpusculo Polar presente (em destaque). B - Divises celulares.
3.7 Processamento TIER 2 — Efeitos subletais
A fase do TIER 2 consiste na avaliacdo dos efeitos a niveis subletais,

sendo empregado nesse trabalho através do ensaio de desenvolvimento

embriolarval e de estabilidade da membrana lisossdmica.
3.7.1 Preparo de concentragdes-teste

As concentracdes foram preparadas no momento de uso, evitando
assim a degradacdo natural do composto. A 4gua do mar utilizada para as
diluicbes foi filtrada a 0,22um e teve a salinidade ajustada para o ensaio.
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3.7.1.1 Ensaio crbnico

A concentragdo da solucdo estoque de Paracetamol foi de 100 mg.L™.
Pesou-se 10 mg de Paracetamol e a diluicdo inicial foi feita utilizando 100 pL de

Dimetilsulfoxido (DMSO) sendo depois avolumado para 100 mL.

A partir da solucdo estoque, as concentracdes-teste a serem avaliadas
foram de 100; 75; 50; 25; 10 e 5 mg.Lt. O DMSO (0,01%) utilizado na diluicdo
também foi analisado com o intuito de verificar a influencia do mesmo sobre o
ensaio. O controle de agua do mar foi preparado com a agua filtrada utilizada
na diluicdo (TAB. 6).

Tabela 6. Preparo das concentracdes-teste ensaio crénico.

Concentragdes-testes (mg.L?)
Volumes (mL)

Controle DMSO 100 75 50 25 10
Sol. Estoque 10 7.5 5 2,5 1
Agua do mar 10 10* 2,5 5 7,5 9
Volume total 10 10 10 10 10 10 10

*9,99mL de agua do mar + 0,01mL de DMSO

3.7.1.2 Ensaio do tempo de retencdo do corante vermelho neutro

Solucéo Estoque 1: Pesou-se 1 mg do composto, diluiu em 100 pL de
DMSO e avolumou para 100 mL. Concentracdo da solugdo estoque 1 foi de
10mg.L™.

Solucdo Estoque 2: Retirou-se um aliquota de 1 mL da solucéo
estoque 1, transferiu a outro baldo volumétrico e avolumou novamente para

100 mL. Concentracéo da solucéo estoque 2 foi de 0.1 mg.L™.

Os recipientes-testes para esse ensaio foram aquarios de 20 L e as
concentracGes-teste eram de 3000; 300 e 30 ng.Lt. O controle utilizado foi o
aguario com DMSO (0,01%).

Os volumes correspondentes as concentragdes foram adicionados aos
aquarios e avolumados, tendo o volume final de 10 Litros (TAB. 7). Foram
realizados leituras em diferentes periodos de tempo (T-0; T-48 e T-96 horas). A
leitura em T-0 foi feita para avaliar a condicdo dos organismos ap0s o periodo

de aclimatacdo antes de serem expostos nos aquarios.
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Tabela 7. Preparo das concentragcdes-teste ensaio TRCVN.

ConcentragGes-testes (ng.L 1)
Volumes (mL)

Controle 3000 300 30

Sol. Estoque 1 3 0,3

Sol. Estoque 2 3
Volume total 10x103 10x103 10x103 10x103

3.8 Efeito crénico e subletal.

3.8.1 Ensaio para avaliacdo de efeito crénico (Embriolarval) com Perna

perna (Mollusca, Bivalvia)

Este método de ensaio foi realizado de acordo com o protocolo da
ASTM (1992) com pequenas adaptacbes de ZARONI et al.,, (2005). O
procedimento de ensaio consistird na exposicdo de ovos recém-fertilizados a
diferentes concentracfes do Paracetamol por um periodo de 48 horas, tempo o
qual ocorre o desenvolvimento embriolarval do organismo até o estagio de
larva véliger, entdo avalia-se retardos e/ou anomalias nesse desenvolvimento.

As condi¢des necessarias para esse ensaio encontram-se na Tabela 8.

ApoOs o0 processo de obtencdo de gametas e lavagem dos évulos,
preparou-se 25 mL de uma solucdo espermatica, utilizando 0,5mL de esperma
+ 24,5 mL de 4gua do mar filtrada. No recipiente com os évulos promoveu-se a
fecundacdo através da adicdo gradual de 1-2 mL da solucdo espermatica
preparada e sendo mantido sob frequente porém leve agitacdo.Com auxilio de
uma camara de Sedgwick-Rafter, foi estimada a densidade de o&vulos
fecundados e, cerca de 500 embrides foram colocados em cada frasco-teste,
iniciando-se entdo o periodo de incubacdo em camara de germinagdo com

fotoperiodo (48 horas).

Ao término do periodo de incubacéo foi feita a fixagdo com 0,5 mL de
formol (10%) tamponado com borax para contagem, onde os 100 primeiros

embrides encontrados foram avaliados.
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Parametros Condicdes
Temperatura 25¢1° C
Salinidade 30 a 36 unidades

Fotoperiodo
Agua de diluicéo
Sistema do ensaio
Duracao do ensaio
Frasco-teste
Volume das solucbes-teste
NUmero de réplicas por diluigdo
Numero de organismos por
réplicas
Idade do organismo-teste

Efeito observado

Validade do ensaio

Alimentacdo

12 a 16 horas de luz
Agua marinha natural ou reconstituida
Estético
48 h
Tubo de ensaio com capacidade para 15mL
10mL
4

50 6vulos fecundados por mililitro

Ovos recém fecundados
Atraso ou anormalidade no desenvolvimento

embriolarval

Minimo de 70% de larvas normais nos controles

Sem

Durante a contagem foi determinada a porcentagem de embrides
normais (valvas simétricas fechadas e massa visceral presente na porcao
interna da concha) e/ou anormais (embriGes que ndo se desenvolveram até

larva “D”, que tenham atingido este estdgio mas com extravasamento de

massa visceral e/ou com a concha aberta) nas diferentes concentracdes

testadas, em relacéo ao controle(FIG11).

Para garantir um desenvolvimento adequado e confiabilidade do

ensaio, foram também realizados ensaios de sensibilidade dos organismos

com a substancia de referéncia Dodecil Sulfato de Sédio.
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Figura 11. Andlise de larva véliger (Aumento de 400x).
Larva normal: (A) Formato em “D” com conteudo visceral.Larvas anémalas: (B) Larva
vazia; (C) Deformidade na concha; (D) Retardo no desenvolvimento; (E) Extravasamento

de contetdo; (F) Aglomerado de células disforme.
3.8.2 Ensaio do Tempo de Reteng¢éo do Corante Vermelho Neutro (TRCVN)

O procedimento utilizado para analise do Tempo de Retencdo do
Corante Vermelho Neutro em lisossomos de hemacitos foi realizado de acordo
com o método descrito por LOWE et al. (1995). Neste ensaio os mexilhdes

permaneceram expostos em aquéarios com diferentes concentragBes do
Paracetamol por 96 horas (FIG. 12).

Figura 12. Aquério de exposicao.
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A avaliacdo consiste na andlise dos hemacitos desses organismos o
que possibilita detectar alteragbes na permeabilidade da membrana
lisoss6mica, ocorrida em funcéo da exposicdo ao contaminante. As condi¢cdes
para realizacdo do ensaio encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9. Parametros necessarios para o Tempo de Retencédo do Corante Vermelho
Neutro (TRCVN).

Parametros Condicoes
Temperatura 25+1° C
Salinidade 30 a 36 unidades
Fotoperiodo 12 horas de luz
Agua de diluigdo Agua marinha natural ou reconstituida
Sistema do ensaio Semi — Estatico
Duracéo do ensaio 96 h
Troca de agua 24 h
Frasco-teste Aquarios com capacidade para 20 L
Volume das solu¢bes-teste 0L
Numero de réplicas por diluicdo 2

NuUmero de organismos por - ,
o 1 mexilh&o por Litro
réplicas

) Alteracdes morfolégicas de membrana em
Efeito observado o
hemacitos

Alimentacéo Sem

A estabilidade da membrana é considerada um indicador de “bem
estar” celular, e torna-se um importante biomarcador inespecifico de estresse
celular devido a possibilidade de extrapolacdo dos seus efeitos. A instabilidade
gerada na membrana lisossbmica pode consequentemente aumentar a
ocorréncia de processos autofagicos, levando ao rompimento da organela
seguido da degeneracédo celular. A extrapolacdo dos danos celulares a niveis
de organizacdo biolégica maiores faz desse biomarcador uma adequada
ferramenta para monitoramentos ambientais (MABOETA et al., 2002; CASTRO
et al., 2004).

3.8.2.2 Preparo das Laminas

As laminas foram preparadas 1 dia antes das analises. Elas foram

lavadas e enxaguadas com agua deionizada e pré-tratadas com a solucao de
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Poly-L-lisina que facilita a adesdo dos hemdécitos no vidro, e postas para secar
em temperatura ambiente e em local abrigado de poeira.

A solucdo de Poly-L-lisina foi preparada com &agua destilada na
proporcao de 1:10.Com o auxilio de uma micropipeta foram adicionados 10 pL
da solucéo sobre cada lamina.Em seguida, o volume foi espalhado sobre toda
superficie da lamina com o uso de uma laminula e postas para secar em local

fechado e abrigado de poeira.
3.8.2.3 Preparo da Solucéao Fisiolégica

Esta solucdo salina € utilizada para diluir a hemolinfa de modo que os
hemacitos retirados ndo sofram estresse ao serem retirados do organismo.
Esta solucédo foi preparada um dia antes do experimento, diluida em agua
destilada, continha 20 mM de HEPES, 450 mM de cloreto de sodio, 50 mM de

sulfato de magnésio, 10 mM de cloreto de potassio e 9 mM de cloreto de célcio.

A solucdo foi preparada em um frasco de vidro volumétrico. Apos
diluicdo total dos reagentes o pH foi ajustado para 7,36 com o uso de HCI ou
NaOH. Garantiu-se também que no momento do uso o pH da solucéo

encontrava-se nesse mesmo valor.

A solucdo fisiologica foi armazenada em refrigerador, mas quando
usada no ensaio estava em temperatura ambiente, pois um choque térmico
pelo uso de uma solucdo muito fria (ou muito quente) pode também estressar

0s hemacitos que estavam saudaveis.
3.8.2.4 Preparo do Vermelho Neutro

A solucéo estoque de vermelho neutro foi preparada durante o periodo
(15 minutos de incubacao) em que as células estavam se aderindo nas laminas

preparadas com Poly-L-lisina.

Esta solucédo foi preparada com a diluicdo do corante em DMSO.
Pesou-se 28,8 mg do corante vermelho neutro e colocado em um frasco de
vidro ambar. Em seguida foi adicionado 1 mL de DMSO com auxilio de uma
micropipeta. Foi necesséaria uma leve agitacdo para que o corante dissolvesse.

Esta solucdo estoque foi preparada dentro de um recipiente a prova de luz e
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transferida ao refrigerador, pois o corante é fotossensivel e pode degradar

formando cristais que podem influenciar nos resultados da leitura.

A solucdo de trabalho foi preparada com a solucdo estoque em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Para isso, a solugdo estoque foi
agitada por 1 a 2 minutos para total homogeneizacdo, eliminando assim
possiveis cristais que possam ter se formado. Em seguida preparou-se a
solucéo de trabalho que foi feita em frasco ambar, onde, com uma micropipeta
adicionou-se 5 mL da solucéo fisiologica e em seguida foram pipetados 10 uL

da solucéo estoque.
3.8.2.5 Extracédo e Manuseio da Hemolinfa

Para extracdo da hemolinfa, os mexilhdes foram retirados dos aquarios
e tiveram suas valvas levemente separadas para que a agua dentro das
conchas fosse drenada, garantindo assim que o liquido coletado fosse
hemolinfa e ndo agua do mar. Uma lamina de bisturi foi cuidadosamente
inserida na regidao ventral deslocando assim a valva para o procedimento de
drenagem. O bisturi foi mantido em uma posicdo em que as valvas

permanecessem abertas para que a extracdo pudesse ser feita.

Utilizou-se seringa hipodérmica de 2 mL com uma agulha padrdo 21
contendo 0,5 mL de solucao fisiolégica, sendo coletado 0,5 mL de hemolinfa do

musculo adutor posterior.

A hemolinfa foi retirada do musculo adutor posterior, que foi identificado
ao encontrar certa resisténcia oferecida pelo toque da agulha com o musculo.
Isso foi feito introduzindo a agulha na lateral oposta ao umbo e realizando
movimentos suaves (FIG. 13). Cuidadosamente a agulha foi inserida no
musculo, extraindo a hemolinfa, de aparéncia levemente leitosa, identificada de

forma visual ao colocar a seringa contra a luz.

O padrdo da agulha é importante, pois uma agulha mais fina podera
causar destruicdo nos hemacitos e aumentar a probabilidade de formacéao de

coagulos.
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Figura 13. Localizagdo do musculo adutor posterior (em destaque)

Fonte: Narchi e Galvdo-Bueno (1997)

ApoOs obter uma amostra de hemolinfa, a agulha foi removida da
seringa e o conteudo transferido para microtubos com volume de 2 mL. O
contetdo dos tubos foi misturado suavemente, invertendo-se os tubos e logo
em seguida 40 uL desta solucao de células (hemolinfa + solucao fisiolégica) foi
pipetado sobre a superficie de uma lamina previamente tratada com poly-L-

lisina.

As laminas foram colocadas em uma camara Umida a prova de luz e
deixadas incubar por 15 minutos, tempo suficiente para as células aderirem as
laminas. Nesse intervalo de tempo, foi preparada a solugcédo de trabalho de

vermelho neutro.

Apos a incubacéo inicial, retirou-se o excesso de fluido inclinando a
lamina sobre papel absorvente. Este procedimento € necessario para que 0S
hemdécitos aderidos na lamina sejam totalmente expostos ao vermelho neutro
no préximo estagio, e também para eliminar o efeito de flutuar que

eventualmente ocorre com a laminula quando ha excesso de liquido.

3.8.2.6 Incubacéao e Leitura do Ensaio

Dentro da camara umida abrigada de luz, com auxilio de uma
micropipeta, 40 uL de solugdo de trabalho de vermelho neutro foi colocada
sobre a camada de hemdcitos formada em cada lamina. Aguardaram-se mais

15 minutos para que o corante pudesse penetrar nas células, apds esse tempo
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a lamina foi coberta com uma laminula e iniciaram-se as leituras considerando

células saudaveis e estressadas (FIG 14).

Figura 14. Hemocitos expostos ao vermelho neutro (Aumento de 400x)

(A) Células saudaveis; (B) Células estressadas.

As laminas foram examinadas em microscopia de luz com aumento de
400X. De forma sistematica, onde o tempo de observacédo de cada lamina ndo
excedeu 1 minuto, pois devido a sua fotodegradacdo recomenda-se que as

laminas recebam a mesma exposi¢ao a luz durante as analises.

As leituras foram realizadas a cada 15 minutos até todas as células se

apresentarem estressadas ou até atingir o tempo de 120 minutos.

As células foram examinadas conforme a Tabela (10). A cada
contagem as condigbes foram anotadas em planilhas conforme a situagéo da

lamina em fungdo do tempo de retencado do corante.

Na planilha de registro da analise das laminas, as que apresentavam
mais que 90% das células observadas sem sinais de stress, usou-se o sinal +
(positivo), quando a auséncia de stress se deu entre 90 - 50% das células
observadas, usou-se o sinal + (intermediario). O “end-point” foi determinado
guando 50% ou mais das células exibiram anomalias estruturais ou vazamento

do corante para o citosol, recebendo assim o sinal — (negativo) (KING, 2000).

O estado de integridade da membrana lisossémica pode ser refletido
pelo tempo necessario para que ocorra 0 extravasamento do corante Vermelho
Neutro para o citosol, o tempo de retengcdo médio para cada concentragao foi

calculado em funcéo do tempo em minutos de cada organismo analisado.
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Tabela 10 - Critérios para diferenciacéo de células saudaveis e células estressadas.

Critério Células saudaveis Células estressadas
Formato das células Irregular Arredondado
Tamanho das células Aumentado Diminuido
Numero de lisossomos Aumentado Diminuido
Tamanho dos lisossomos Menores Alargados/Aumentados
Cor dos lisossomos Vermelho pélido/rosado Vermelho ou rosa escuro
Pseudodpodes Nao visiveis Visiveis
Corante extravasado no citosol N&o visiveis Visiveis

Fonte: (KING, 2000).
3.8.2.7 Tempos de exposicao

Ao chegarem no laboratério os organismos foram limpos, sendo
removidos 0S organismos incrustantes e posteriormente os mexilhGes
permaneceram em tanque de aclimatacdo por 48 horas, afim de reduzir o

estresse sofrido pelo transporte e pela limpeza.

Ao iniciar a exposi¢do dos organismos no aquario foram retirados 10
organismos do tanque de aclimatac&o para a leitura de TO = 0 hora, a fim de

identificar se 0s mesmos estéo recuperados do estresse inicial.

AplOs a exposicdo, a agua dos aquarios com a concentracfes teste

foram renovadas a cada 24 horas.

No periodo de 48 horas de exposicao realizou-se a leitura T48, retirando
hemolinfa de 10 organismos de cada concentracdo. Esse processo repetiu-se
apos o periodo de 96 horas de exposicdo (T96) com o mesmo numero de

organismos.

3.8.3 Extracdo e analise dos tecidos bioldgicos

Concomitantemente ao processo de extracdo de hemolinfa realizou-se a
dissecacdo dos organismos com o auxilio de um bisturi para a retirada dos
tecidos a serem analisados (branquias e glandulas digestivas). Foram obtidos
tecidos em TO, T48 e T96, os mesmos apds a extracdo foram identificados e

armazenados em ultrafreezer (-80°C).

Os tecidos foram descongelados sobre o gelo e homogeneizados com
solugédo tampéo. A solugéo tampao de homogeneizagao foi preparada um dia
antes do uso utilizando TRIS (50 mM),EDTA (1mM), DTT (1mM), Sacarose (50
mM), KCI (150 mM) diluido em 250 mL de agua Milli-Q e no dia de uso o pH foi
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ajustado para 7,6 com HCI. Preparou-se também outra solu¢cdo de PMSF (100
mM) diluido em 1 mL de etanol.

A solucdo tampdo de trabalho usada para homogeneizacdo foi
preparada da juncdo destas duas solugcbes sendo adicionados 100 upL da
solugdo PMSF em 30 mL do tamp&o de homogeneizacéo, mantida sobre o gelo

e envolta por papel aluminio.

A massa de cada aliguota de tecido foi pesado para que fosse
adicionado um volume de solugcdo tampao 4 vezes maior e em seguida a
amostra foi homogeneizada (TissueTearor) e as aliquotas separadas em tubos
de microcentrifuga para as analises de Lipoperoxidacdo (40uL), danos em DNA

(25uL) e a mensuracgéao de proteinas foram congeladas em ultrafreezer (-80°C.)

Foi utilizada a metodologia de Bradford (1976) para a quantificacdo de
proteinas. As amostras foram descongeladas e mantidas sobre o gelo, foi
necessario fazer a diluicdo da amostra utilizando 20 uL de amostra em 180uL

de agua Milli-Q e homogeneizado com o auxilio de um agitador vortex.

Em placa transparente foi confeccionada uma curva padrdo com
albumina do soro bovino (BSA) e inserido 20 uL das amostras diluidas, ambos
foram feitos em duplicatas, bem como o branco que foi feito com a solucéo
tampédo de homogeneizacdo. Em seguida com auxilio de uma pipeta multicanal
adicionou-se 180 pL do reagente Bradford e a placa foi incubada por 20

minutos envolta por papel aluminio.

Ap6s a incubacdo a leitura foi realizada em espectrofotbmetro com
absorbancia de 595 nm.

3.8.3.1 Danos em DNA

A capacidade carcinogénica e mutagénica de substancias quimicas se
manifesta a partir de danos infligidos sobre o DNA. Uma abordagem preventiva
a estes efeitos mais severos se da pela deteccdo de quebras simples no DNA,
guebras que podem ser originadas pela exposi¢cdo a contaminantes. Apesar do
todo sistema de reparos genéticos, uma exposicdo continua a poluentes pode

levar ao colapso celular, uma vez que o DNA é molécula responsavel por todas
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as informacgdes genéticas que inferem no funcionamento das células (Shugart
et al., 1992; BERRA e MENCK, 2006).

Danos em DNA foram avaliados pelo ensaio de precipitacdo alcalina
proposto por Olive (1988), utilizando fluorescéncia para quantificar vestigios de
DNA livres (GAGNE e BLAISE, 1993).

3.8.3.2 Preparo de solugdes
Solucgéo de Sédio Dodecil Sulfato (SDS) 2%

A solucdo SDS (2%) foi preparada com EDTA (10mM), Trizma base
(10mM), NaOH (40mM) e Sédio Dodecil Sulfato (SDS) na proporcédo de 2%
diluidos em 250 mL de agua Milli-Q).

Solucéao KCI

Essa solucao foi preparada com 0,2236g (0,012M) de KCL diluido em
250 mL de agua Milli-Q.

Solucéo Hoechst

Solugao preparada no momento do uso através da mistura de 10 pL da
solugdo estoque de Hoechst e 9,990 mL de Tampao. O preparo dessas
solucBes encontram-se a seguir.

A solucéo estoque Hoechst foi preparada com 100 uL de Hoechst 33342
= Trihidrocloreto Trihidratado (10mg.mL-1) diluidos em 900 pL de metanol.

A solugcdo Tampao foi preparada com NaCl (0,4M), colato de soédio
(4mM), trizma-acetato (1M) dissolvidos em agua Milli-Q, o pH foi ajustado para

8,5 com &cido acético.
Buffer de Homogeneizacéao

Essa solucdo foi preparada com Trizma base-HCl (10mM) e EDTA

(ImM) diluidos em de agua Milli-Q, o ph foi ajustado para 8 com HCI.
Solucéo padréao de esperma de Salméo

Esta solucéo foi obtida pesando 0,010g de esperma de Salmao que
estava acondicionado em geladeira (4°C) e diluindo em 10mL da solucao Buffer
de homogeneizagdo. A solugcdo de esperma de Salmao foi utilizada para

confeccionar a curva padrao.
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3.8.3.3 Preparo e leitura de amostras

As aliquotas separadas para a analise continham 25uL de amostra e
estavam armazenadas no ultrafreezer (-80°C). Ao serem retiradas do
ultrafreezer foram adicionados 200 pl da solugcdo SDS 2% as amostras e
agitadas 2 vezes por inversdo, em seguida foi adicionado 200 ul da solucéo
KCl e agitadas 2 vezes por inversdo. ApOs esse processo as amostras
permaneceram em banho a 60°C por 10 minutos, em seguida agitadas 2 vezes

por inversao e incubadas por 30 minutos a 4°C.

As amostras ap0s a incubacao foram submetidas a centrifugacéo (8000g
a 5 minutos, 4°C, 6800 rpm) e foram pipetados do sobrenadante o volume de
50 pl de amostras para a leitura. Os 50 pl de amostras foram inseridos em
duplicata em uma placa preta e em seguida foi adicionado 150 ul do reativo
Hoechst.

A leitura foi realizada em espectrofotbmetro com agitagcdo durante 5
minutos a 700rpm, a fluorescéncia foi mensurada atraveés da excitagdo em

360nm e emissao 460nm.

3.8.3.2 Lipoperoxidacao

A geracdo de espécies reativas de oxigénio podem ocorrer tanto como
consequUéncia direta do metabolismo do oxigénio, quanto da exposicdo a
xenobidticos. O sistema de defesa antioxidante presente nos organismos tende
a minimizar os efeitos dessas reacdes, porém no caso da exposicdo a
xenobidticos esse sistema pode ser suplantado gerando uma cascata de
reacdes que ocasionam diversos danos.Todos compartimentos celulares estao
sujeitos a interacdo com espécies reativas de oxigénio e a membrana celular é
altamente impactada devido a peroxidacdo lipidica que pode influenciar na
permeabilidade da membrana e causar alteracfes estruturais comprometendo
seu funcionamento (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A lipoperoxidagdo foi analisada através do método FOX (Ferrous
Oxidation / Xylenol Orange Method), onde os peroxidos de hidrogénio oxidam o
Fe+2 formando o complexo Fe+3 + laranja de xilenol na presenca do
estabilizador hidroxitolueno butilado podendo assim ser analisado quanto a
absorbancia de luz a 550-570nm (JIANG et al., 1991; JIANG et al., 1992).
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3.8.3.3 Preparo de solucdes

Solucéo laranja de xilenol (100uM)

Dissolveu-se 0,0038g de laranja de xilenol em 1mL de metanol.
Solucao Hidroxitolueno butilado (BHT- 4mM)

Dissolveu-se 0,0441g de Hidroxitolueno butilado em 1mL de metanol.
Solucéo sulfato ferroso amoniacal (250uM)

Dissolveu-se 0,0049 g de sulfato ferroso amoniacal (FeSO4.NH4) em
0,5 mL de agua Milli-Q.

Meio de reacéao

Essa solucéo foi feita no momento do uso com solugcfes previamente
preparadas. Adicionou-se 47,375mL de metanol, 1mL da solugdo de laranja de
xilenol, 125uL H2S0O4, 1 mL da solucdo e BHT e 0,5 mL da solucdo de Sulfato

ferroso amoniacal.

3.8.3.4 Preparo e leitura de amostras

As amostras foram preparadas adicionando 800uL da solucdo de meio
de reacdo aos 200uL da amostra ainda congelada e em seguida permaneceu
20 minutos em temperatura ambiente, sendo agitados por inversao a cada 3
minutos e depois centrifugados a 9000g por 10 minutos.

Foram pipetados 200uL do sobrenadante em duplicata nas microplacas

e a leitura da absorbancia foi feita a 550-570 nm.
3.9 Andlises Estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a andlises estatisticas, sendo
assim avaliados quanto a normalidade, homogeneidade de variancia por meio
do método Chi-quadrado e teste de Barttlett, respectivamente. Posteriormente,
para identificar diferencas entre as médias das concentracfes testadas com
relacdo ao controle e identificar CENO e CEO, foram empregados o Test-t de
Student ou Dunnett. Para todas as analises, diferencas significativas foram
determinadas quando p < 0,05. As andlises estatisticas foram realizadas
atraves do programa TOXSTAT 3.5.
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Para estipular a CEso para os ensaios agudos foi utilizado o Trimmed
Sperman Karber. Nos ensaios cronicos foi utilizado o ICP para calcular Clso.
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4 RESULTADOS

4.1 Analises fisico-quimicas

As andlise fisico-quimicas englobaram a mensuracédo do pH, oxigénio
dissolvido e salinidade, condicionantes basicas para o desenvolvimento dos
métodos utilizados e foram aferidos tanto no inicio quanto no fim dos ensaios.
Esses parametros mantiveram-se dentro do considerado como adequado para
0os procedimentos, com leve variacdo do pH e do oxigénio dissolvido (O.D)
devido a interacdo com os organismos inseridos no ensaio (TAB. 11).

Tabela 11 — Dados das anélises fisico-quimicas inicial/final

pH 0.D (mg.L1) Salinidade
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Agua de diluicio 8,16 8,11 5,9 5,4 35 35
Sol. Estoque (Agudo) 7,94 7,91 7,4 6,0 35 35
Sol. Estoque (Crdnico) 8,14 8,03 6,8 59 35 35
Ensaio de Sensibilidade 7,90 8,00 7,2 6,8 35 35

4.2 TIER 0 — Quantificacdo do Paracetamol

As amostras processadas tanto de agua superficial (1-5 S) quanto de
fundo (1-5 F) continham o farmaco Paracetamol em concentragfes que
variaram de 0,02 a 0,03 ug.L}(TAB. 12) Estando presente em todos 0s pontos,
porém abaixo do limite de quantificacdo nos pontos 2F e 3F.

Tabela 12 — Concentragdes de Paracetamol na Baia de Santos

PONTOS DE COLETA

1S 2S 3S 4S 5S 1F 2F 3F 4F 5F

Paracetamol

(ug.LY) 0,02 002 002 003 002 0,02 <LQ* <LQ* 0,02 0,03

* limite de quantificacdo (LQ)

4.3 TIER 1 - Ensaios de Ecotoxicidade Aguda

O primeiro ensaio mostrou diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao controle (p<0,05) a partir da concentracdo de 125 mg.L?, no
segundo ensaio todas as concentra¢cfes foram diferentes e no terceiro apenas
a maior concentracdo (1000 mg.L!) mostrou-se diferente em relacdo ao

controle (FIG. 15). Essa variacdo pode ter se dado em funcédo da variacéo
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natural nos individuos da espécie coletados em datas diferentes e dentro disso
ainda acrescenta-se os diferentes lotes de gametas utilizados. Apesar dessa

variacdo, em nenhum ensaio foi possivel estimar a CEso.
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Figura 15. Ensaio agudo — Taxa de fertilizagdo

Asteriscos indicam diferencas significativas com relagdo ao controle DMSO (p<0,05)
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4.4 TIER 2 — Ensaios de Efeitos Subletais

4.4.1 Sensibilidade dos organismos

Os valores de Clso obtidos nos ensaios de sensibilidade mostram que
0S organismos estavam aptos ao estudo, viabilizando o prosseguimento dos
ensaios e conferindo maior precisdo e confiabilidade dos resultados (TAB. 13)

Tabela 13. Ensaio de Sensibilidade do Perna perna com substancia de referéncia Dodecil
Sulfato de Sddio.

Dodecil Sulfato de Sodio Clso
Ensaio | 1,25 mg.L? (1,19-1,31 mg.L%)
Ensaio Il 1,01 mg.Lt (0,97-1,03 mg.L?)
Ensaio Il 1,09 mg.L? (1,07-1,11 mg.LY)

4.4.2 Ensaio Cronico — Desenvolvimento Embriolarval
Os resultados das leituras do ensaio cronico quanto ao
desenvolvimento embriolarval das larvas do mexilhdo Perna perna encontram-

se expressadas graficamente (FIG. 16).

No ensaio preliminar foi observado efeito em 10 e 1000 mg.L™. A partir
destes resultados estipularam-se as concentracbes a serem usadas nos

ensaios definitivos.

Houve queda no desenvolvimento normal dos embrifes, sendo que
guanto maior a concentracdo do composto mais severo eram 0s danos sobre

0s embrides.

Os valores de CENO e CEO foram iguais paras 0s ensaios definitivos
sendo respectivamente de 5 e 10 mg.L1. A Clso apresentou uma variacédo entre
0s ensaios e o valor médio foi de 20,58 mg.L* (TAB. 14).

Tabela 14. Concentracdes de efeito e CENO (mg.L™?) obtidas nos ensaios cronicos.

Ensaio CENO CEO Clso Desvio Padrao
Preliminar 1 10 49,74 +1,71
1 5 10 10,84 +3,71
2 5 10 34,56 0,75
3 5 10 16,33 0,28
Média 5 10 20,58 +1,58
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4.4.3 Tempo de Retencéo do Corante Vermelho Neutro (TRCVN)
Os resultados das leituras de TRCVN apresentam-se de forma gréafica
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Desenvolvimento normal (%)

Desenvolvimento normal (%)

100 1

80

60

40 -

20 -

60

Ensaio Embriolarval - 1

100 q

80 4

60 1

40

20 4

*
o *
-
S % *
@56 % N S B @
J
Concentragdes (mg.L™)
Ensaio Embriolarval - 3
e
%
=
%
g o* * ¥
R S A A A

Concentracdes (mg.L")

(A) Ensaio preliminar; (B) Ensaio 1; (C) Ensaio 2; (D) Ensaio 3.

Asteriscos indicam diferencas significativas com relagdo ao controle DMSO (p<0,05)

(FIG 17) e o tempo médio de retencdo de cada leitura encontra-se na Tabela

15.
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Foi observado diferencga significativa em relagdo ao controle somente
em 300 e 3000 ng.L! na leitura de 48 horas e pela queda no tempo de

retencdo no controle de 96 horas nao foi possivel evidenciar alguma diferenca.

Tempo de retengéo do corante Vermelho Neutro
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Figura 17. Tempo médio de retencdo do corante Vermelho Neutro
Asteriscos indicam diferencas significativas com relagdo ao controle DMSO (p<0,05)

Tabela 15. Tempo médio de retencé@o do corante vermelho neutro (min).

T di T-0 T-48 T-96
empo medio Controle 30 300 3000 Controle 30 300 3000
de retencgéo
69 83,3 61,6 24 22,5 36,6 19,5 24 21
Tempo = minutos;
Concentragdes teste = ng.L.
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4.4.3 Danos em DNA
Constatou-se a capacidade do Paracetamol em gerar efeito genotdxico

em branquias de organismos expostos por 48h a 3,0 pug.L™2.

Por ser o primeiro tecido a entrar em contato com o contaminante e o
processo de filtracdo da agua faz deste tecido o primeiro a demonstrar efeito.

Apo6s 96 horas ndo foi observado efeito, provavelmente devido a uma
resposta frente a exposic¢éo inicial.

As glandulas dos mexilhdes expostos ndo apresentaram diferenca em

relacdo a dos controles em nenhum dos periodos de exposicao.
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Figura 18. Danos ocasionados ao DNA apds 48 horas de exposicao.

Asteriscos indicam diferencas significativas com relacdo ao controle de DMSO (p<0,05)
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Danos em DNA (Branquias) - 96 horas Danos em DNA (Glandulas) - 96 horas
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Figura 19. Danos ocasionados ao DNA ap6s 96 horas de exposicao.

Asteriscos indicam diferencas significativas com relagdo ao controle DMSO (p<0,05)

4.4.4 Lipoperoxidagdo
A peroxidacéao lipidica ndo foi constatada em nenhuma das condi¢des

reproduzidas neste estudo.

Houve uma queda do efeito nas concentragbes de 300 e 3000ng.L-1
apos 96 horas de exposicdo nas branquias. Apesar de ndo demonstrar efeitos
adversos nas concentracdes testadas essa também pode ser uma resposta de

recuperacao frente a exposicao inicial.
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Figura 20.Lipoperoxidagcao apds 48 horas de exposic¢ao.
Asteriscos indicam diferencas significativas com relagdo ao controle DMSO (p<0,05)
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Figura 21. Lipoperoxidagao apds 96 horas de exposicao.

Asteriscos indicam diferencas significativas com relagdo ao controle DMSO (p<0,05)
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4.5 Avaliacéo de Risco de acordo com EMEA (2006)

Devido a auséncia da CEso em TIER — | (ensaio agudo) e CENO em
TRCVN - 96hrs, calculou-se o QR utilizando os resultados obtidos somente em
TIER —Il com os ensaios embriolarvais, TRCVN — 48hrs, danos em DNA e LPO
(TAB. 15).

Para o ensaio embriolarval o QR foi abaixo de 0,1 ndo apresentando
risco significativo, porém quando calculado QR com base na citotoxicidade
esse valor foi 100x maior que 0 necessario para qualifica-lo como alto risco.

Tabela 16. Determinacéo do Quociente de Risco.

] CENO PNEC (mg.L- MEC Q.R _
Ensaio Risco
(mg.L?Y) D) (mg.L?Y) (MEC/PNEC)
Embriolarval 5 0,05 0,00003 0,0006 Baixo
TRCVN —
0,00003 0,0000003 0,00003 100 Alto
48hrs
TRCNV
0,000107 0,000000107 0,00003 280,37 Alto
(CEso)

4.6 Avaliacéo de Risco de acordo com a Diretiva Européia 93/67/EEC

Esta abordagem é realizada com base nos valores de Clso, sem levar
em consideracdo as concentracfes ambientais e propéem uma classificacdo

de toxicidade para o composto.

O Paracetamol foi classificado em diferentes categorias de acordo com o
ensaio realizado, sendo que 0s ensaios mais sensiveis ranquearam O

composto como extremamente téxico (TAB 16).

Extremamente . . . . .
Clso ou CEso . Muito téxico Toxico Perigoso N&o toxico
toxico
(mg.L?)
<0,1 0,1ze<1 12 e <10 10z e <100 2100

Citotoxicidade
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5 DISCUSSAO

As analises fisico-quimicas permaneceram dentro do permitido para o
bom desenvolvimento dos ensaios, bem como os controles tanto de agua do
mar quanto do solvente DMSO néo apresentaram toxicidade, assim sendo, 0s
demais efeitos observados nas concentracdes-teste podem ser atribuidos ao

composto em analise.

A comercializacao livre do Paracetamol dificulta a estimativa do uso e
consequentemente da excre¢cdo. Soma-se a essa questdo o descarte
inadequado de medicamentos, muitas vezes diretamente nas redes de esgoto
(GASPARINI et al., 2011; UEDA et al., 2009).

Tem se desenvolvidos trabalhos com a finalidade de remocdo dos
FPHCP’s nas ETE’s, porém para o Paracetamol o processo de lodo ativado,
convencional em alguns locais, ja apresenta uma eficiéncia acima de 90% no
tratamento (KASPRZYK-HORDERN et al., 2009).

Dependendo da dose ministrada e de caracteristicas da pessoa (peso,
idade, sexo) a meia vida biolégica do Paracetamol tende a variar, porém nao
muito, em média de 2:30 horas (PRESCOT, 1980).

O Paracetamol assim como os demais FPHCP’s € uma molécula
bioativa, ou seja, para exercer efeito depende da interacdo com moléculas
bioldgicas presentes nos organismos podendo interagir com organismos nao-
alvos. Apdés o uso, em contato com o meio ambiente, tanto 0os metabolitos
originados quanto a porcentagem excretada de forma inalterada ainda pode

agir sobre a biota.

ApOs ministrado no organismo, no caso da saude humana, o
Paracetamol passa por diversas intera¢cdes com enzimas, originando produtos
secundarios para que possam ser excretados, porém 5 a 15% do composto
interage com CYP450 gerando o metabdlito toxico N-acetyl-p-benzoquinona
em quadros de superdosagem ou depreciacdo dos niveis de glutationa
(BERTOLINI et al., 2006).

Esse é um composto altamente soluvel em agua (Kow= 0,46), nédo
sendo esperado que venha a adsorver em solidos suspensos ou em

sedimentos, por outro lado, isso facilita a sua dispersdo pela agua. E
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classificado como facilmente biodegradavel com meia vida de
aproximadamente 20 dias e por isso ndo é considerado persistente de acordo
com 0 REACH (BOUISSOU-SCHURTZ et al., 2014; MOERMOND et al., 2012)

Mesmo ndo sendo considerado persistente, um estudo realizado por
Benottie e Brownawell (2009) demonstrou que a comunidade microbiana de
estuarios e regifes costeiras tende a degradar compostos farmacéuticos de
forma mais lenta do que em aguas continentais, incluindo nesses FPHCP’s o

Paracetamol.

Apesar da lenta degradagdo em regifes costeiras, a baixa taxa de
excrecdo do composto inalterado (4%), o pré-tratamento e a disperséo sofrida
pelo emissario em mar aberto ndo foram suficientes o bastante para que o

composto estivesse ausente nas aguas da Baia de Santos.

No presente estudo, em todas as amostras coletadas ao entorno do
lancamento do emissario submarino foi identificada a presenca de

Paracetamol, sendo encontradas concentracdes entre 0,02 e 0,03 pg.L™.

Os pontos 2F e 3F apesar de apresentarem 0 composto em sua
constituigdo continham os limites abaixo da quantificagdo permitida pelo
método escolhido. Isso pode ter se dado pela propria disperséo da pluma do

efluente na coluna d’agua no momento da coleta.

O KoW do Paracetamol indica uma afinidade ndo téo forte com
substrato apolar como sedimento e matéria organica, assim sendo, sua
afinidade com a agua tende a ser maior do que outros FPHCP’s e devido a isso
possui uma dispersdo maior na agua, o que pode explicar a auséncia em

alguns pontos da coleta.

Valores superiores ao deste estudo foram identificados num
monitoramento em diversos locais como no mar Baltico - Alemanha (48 ng.L™?)
e em Veneza — lItalia (99 ng,L!), valores inferiores quantificados na Baia de
S&o Francisco — EUA (11 ng.L'') e no Mar Mediterraneo — Israel (12 ng.L™),
apesar da ampla distribuicdo notada neste monitoramento, consta-se que a

presenca do Paracetamol nio ultrapassa ng.L1 (NODLER et al., 2009).

Ja no trabalho feito por Gomez et al., (2007) quantificou 0 maximo de

246 ug.Lt de Paracetamol no afluente de uma ETE no sul da Espanha, sendo
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este a maior concentragcdo encontrada para o composto, sendo que antes de
ser langada no ambiente foi submetido ao tratamento local que mostrou

eficiéncia de remocao de 99%.

Apesar da presenga dos FPHCP’s no ambiente os efeitos agudos
provenientes desta exposicdo ndo sao frequentes (BLASCO e DELVALLS,
2008).

Claessens et al., (2013) constatou que valores de 265,8 mg.L* de
Paracetamol podem inibir o crescimento da diatomacea marinha

Phaeodactylum tricornutum.

Ao avaliar 5 diferentes invertebrados marinhos e de agua doce Calleja et
al., (1994) para a espécie mais sensivel a LCsofoi de 9,2 mg.L?

(Streptocephalus proboscideus).

Utilizando camardes de agua doce, Sung et al., (2014) obteve uma LCso
de 6,07mg.L? e quando em mistura com o analgésico Ibuprofeno apresentou
namero de mortes mais elevada, indicando a capacidade de interacdo entre
FPHCP’s.

Estes estudos demonstram que a concentragdo necessaria para causar
efeitos agudos é muito elevada e suplanta em muitas vezes as concentracées

comumente encontradas no ambiente.

Para este trabalho foi determinado o maximo de 1000 mg.L! visto a
inexisténcia de dados de concentracbes ambientais que fossem acima disso,

estando esses entre as ordens de ng a pug.L™2.

Apesar das concentracdes testadas terem demonstrado diferencas
estatisticas quando comparadas ao controle, ndo foi possivel obter uma ECso

nem mesmo na maior concentra(;éo.

Ja& numa visdo mais préxima as condicdes reais do ambiente onde a
entrada desses compostos por mais que seja baixa se mantém de certa forma
continua, os ensaios ecotoxicolégicos de efeito crénico e subletal tornam-se

uma ferramenta mais adequada para a avaliagéo de risco do composto.

Os resultados obtidos com o ensaio de desenvolvimento embriolarval
indicou CEso 20,58 mg.L%(10,84 — 34,56).0s efeitos observados até a
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concentracdo de 10 mg.L! em sua maior parte foram conchas vazias e
deformidades morfolégicas nessa mesma estrutura. Na concentracdo de 25
mg.L? ja foi possivel observar também retardos e extrusdo do conteldo
visceral. A partir da concentracdo de 50 mg.L' a estrutura biol6gica
encontrava-se muito danificada, sendo observado apenas aglomerados de
células disformes. A deteriorizagdo do embrido em funcdo da concentragdo foi
relatada em ouricos do mar (Paracentrotus lividus) por Carballeira et al. (2010)

A CENO obtida com isso foi de 5 mg.L! e esse valor foi usado para

estimar o coeficiente de risco.

A CEO resultante dessa andlise foi de 10 mg.L, o fato dos embriGes
encontrarem-se em pleno estado de desenvolvimento, sendo células
indiferenciadas com altas taxas de divisdo os torna mais susceptiveis a acao
do farmaco, com a manifestacdo dos efeitos em anormalidades morfol6gicas
gue se mostraram mais severas conforme a concentracdo de Paracetamol

aumentava.

Quanto maior a disponibilidade do contaminante na amostra maior foi a
interacéo e influéncia dele sob os organismos. Durante o processo de divisao
celular sofrida pelo embrido o Paracetamol pode ter alterado os processos de
expressao génica e consequentemente de divisdo celular. Esse tipo de acao
torna-se facilitada devido ao estagio de vida analisado, tomado como fragil por
nao ter um sistema de excregéo e defesa desenvolvido como nos organismos

adultos.

A CENO é semelhante a obtida por Kim et al., (2012) que analisou a
sobrevivéncia e crescimento populacional de dois microcrustaceos de agua
doce, Daphnia magna (21 dias) e Moina macrocopa (7 dias) apresentando
respectivamente CENO 5.72 mg.L? e 8.58 mg.Ll. Neste mesmo estudo,
evidenciou-se que uma concentracdo de 95 mg.L! de Paracetamol pode

diminuir a sobrevivéncia de juvenis do peixe Oryzias latipes.

O presente estudo apresenta também os efeitos do Paracetamol sobre a
estabilidade da membrana lisossémica de mexilhdes expostos a concentracdes

ambientalmente relevantes.
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Os mexilhdes analisados em TO, antes da exposi¢cdo dos demais tiveram
tempo médio de retencdo de 69 minutos, considerado saudavel, demonstrando

gue 0s organismos se recuperaram do estresse inicial do transporte e limpeza.

As leituras ocorridas apés 48 horas de exposi¢ao (T48) mostraram uma
melhora no controle (83 minutos) que pode ser reflexo ainda da melhora na
condicdo fisiolégica do organismo em funcdo do estresse inicial, a
concentragdo de 30 ng.L! ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa em relacéo ao controle.Os efeitos foram significativos nas maiores

concentracdes (300 e 3000 ng.L?)

O Paracetamol possui constante de dissociagdo que o caracteriza como
acido fraco (pKa= 9,38) (DASTMALCHI et al., 1995). O pKa é um parametro
que influencia na absorcdo do farmaco, ele representa o valor de pH do meio
no qual o composto encontra-se em equilibrio em relagdo as formas ionizadas
e ndo ionizadas/moleculares. Ou seja, quando o pH do meio € igual ao pKa do
farmaco, esse se encontra 50% na forma ionizada e 50% na forma n&o

ionizada.

Para &cidos fracos como o Paracetamol, quanto menor o pH da solugéo
em que ele se encontra, maior a porcentagem da forma molecular, e em pH
elevado predomina a ionizacdo e dissociacdo do composto (XAGORARAKI et
al., 2008).

Formas ndo ionizadas sdo mais lipossolaveis e se difundem pela
membrana celular com facilidade, ja as formas ionizadas encontram resisténcia

na membrana devido a grupamentos carregados presentes em sua superficie.

Apesar de o Paracetamol ser pouco lipofilico (Kow = 0,46) o pKa
favorece o seu transporte pelas membranas, podendo assim chegar ao interior
das células e sendo captado pelo lisossomo que contém pH acido mantendo a
forma nao ionizada do composto que passa a interagir com o lisossomo,
afetando a estabilidade de sua membrana, comprometendo as bombas de H+
gue regulam o pH do interior da organela e reduzindo a capacidade de

retencdo do corante.

Nas leituras de T96 apesar da diminuicdo no tempo de retencéo, nao foi

possivel estabelecer diferencas estatisticas entre as concentracdes e o
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controle. Comparou-se o tempo de retencéo entre TO e os controles de T48 e
T96, onde se constatou uma queda significativa no controle T96, esse efeito
pode ter sido gerado pela manutencdo do organismo em aquario,
provavelmente devido a baixa circulacdo de agua, uma vez que esses
organismos permanecem em locais dindmicos com embates de ondas e
flutuacdo da maré.Esse efeito sobre o controle T96 explica a incapacidade de

encontrar diferencas significativas desse periodo de exposicao.

Alguns estudos foram realizados com o molusco bivalve de agua doce
Dreissena polymorpha, utilizando de analise da estabilidade da membrana
lisossébmica através do TRCVN e outros ensaios de cito-genotoxicidade.
Parolini et al., (2009) destaca os niveis elevados de danos em DNA causados
pela exposicdo ao Paracetamol em concentracdes a partir de 30 pg.Lt e este
tipo de dano estd diretamente ligado a desestabilizacdo da membrana
lisossémica que ocorreu a partir dessa mesma concentracdo e também levou a

guadros de apoptose celular.

A capacidade de desestabilizar a membrana lisossémica e seus riscos
correlacionados pode ser explicada pelo valor de pKa que favorece o

transporte e manutencgéo das formas nao ionizadas do Paracetamol.

Com exposicdo de 96 horas foi possivel constatar queda no tempo de
retencdo do corante vermelho neutro em concentracdes de 151,2 e 756 ng.L?,
quando a concentracdo foi de 1,5 ug.L* esse efeito foi gerado a partir de 48
horas e ap6s 96 horas foi possivel observar apoptoses (PAROLINI et al., 2010).

Comparando os dados obtidos nesse estudo com o que foi constatado
por Parolini et al., (2010), a concentracdo de 30 ng.L! que ndo mostrou-se
prejudicial em T48 possivelmente poderia ter se mostrado diferente
estatisticamente em relacdo ao controle em T96 em funcdo do periodo
prolongado de exposi¢do, nao fosse a interferéncia da reducdo de tempo de

retencdo observada no controle.

Nota-se assim que a exposicdo continua mesmo que em valores de
ng.L' sdo capazes de causar efeitos deletérios nos organismos, e que a

estabilidade da membrana lisossémica por mais que seja um biomarcador de
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estresse celular geral precede efeitos em outros niveis de organizacdo

biolégica como dano em DNA e morte celular.

Alguns trabalhos demonstram que organismos que apresentavam a
membrana lisossémica desestabilizada tiveram reducdo na condicao fisiolégica
e atrofia de tecidos reprodutivos, afetando negativamente a viabilidade dos
gametas (PEREIRA et al., 2007; RINGWOOD et al., 2004).

Pereira et al., (2014) demonstrou que 0s organismos adultos que
estavam com a integridade da membrana lisossbmica comprometida também
apresentaram menor viabilidade de gametas. Uma das fun¢des dos lisossomos
€ a de digestdo intracelular, seja de patdégenos ou até mesmo de
macromoléculas disponibilizando carboidratos e aminoacidos. Isso pode
elucidar os efeitos gerados sobre os embrides no ensaio crénico, pois num
estagio inicial a dependéncia de energia € exclusiva do vitelo e essa disposi¢ao
de nutrientes € prejudicada, uma vez que a organela atuante nesse processo

encontra-se desestruturada (FAN et al., 2010).

Assim, o ensaio TRCVN mostra-se uma ferramenta eficiente, além de
ser um método conservativo permitindo o monitoramento da condi¢do
ambiental a partir de informacges que precedem efeitos significativos em nivel

de individuo e populacao.

Os radicais livres sdo agentes reativos patogénicos e a maioria origina-
se a partir da metabolizacdo do oxigénio molecular (02), sendo também
chamados de espécies reativas de oxigénio (ERO). A interacdo de ERO com
outras moléculas como o DNA pode ocasionar quebras na fita, bem como pode
desencadear a lipoperoxidacdo em membranas (FERREIRA e MATSUBARA,
1997).

Danos em fitas de DNA s&o comuns e podem ocorrer pela incidéncia de
luz UV, acdo de radicais livres e exposicdo a contaminantes, porém em

condi¢gbes normais esses danos podem ser reparados (SHUGART, 2000).

Os danos em DNA foram verificados apenas em 48 horas de exposi¢ao
na concentracdo de 3000 ng.L?, sendo que as menores concentracées e o

periodo de exposicao de 96 horas ndo apresentaram o dano.
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Isso pode ter se dado pela facil excrecdo do composto, uma vez que em
contato com o organismo, o Paracetamol é oxidado pela acdo da CYP 450 do
sistema de oxidase de funcéo mista, gerando assim o N-acetil-p-benzoquinona
gue é altamente reativo e passa a interagir com proteinas e acidos nucléicos
sendo assim o responsavel pelo efeito observado em 48 horas. Em seguida a
enzima glutationa se associa ao composto formando um conjugado para que o
mesmo seja excretado permitindo que o organismo se recupere desse estresse
inicial, contando ainda com a contribuicdo do sistema de reparos do DNA, néo
apresentando efeito a 96 horas de exposi¢cdo (PAROLINI et al., 2010; BERRA e
MENCK).

Na membrana celular pode ocorrer o0 processo chamado
lipoperoxidacao, originado da interacdo de ERO com os &cidos graxos que
constituem a membrana liberando radicais lipidicos que dao continuidade a
esse processo como uma reacdo em cadeia desestruturando e
comprometendo funcdes das ceélulas podendo levar a morte celular
(FERREIRA e MATSUBARA, 2010).

No presente estudo foi utilizado uma metodologia que leva em
consideracao os subprodutos da producédo de radicais livres e ndo foi possivel
identificar efeitos adversos relacionados a lipoperoxidacdo em 96 horas de
exposicao. Entretanto, ao utilizar métodos de quantificacao direta da producao
de radicais livres Wofford e Thomas (1988) constataram a capacidade do
Paracetamol de induzir peroxidacao lipidica em peixes marinhos. Ramos et al.,
(2010), utilizando truta de agua doce, observaram efeitos em exposicdes acima
de 12,5ug.Lt em periodo de exposicdo de 28 dias. Solé et al., (2010) utilizou
mexilhdes marinhos e conseguiu relacionar os danos hepaticos observados
com altos indices de peroxidacdo lipidica causados pela exposicdo ao
Paracetamol em concentragées mais elevadas (200 pg.L') e periodo de 10

dias.

Alguns estudos mostram que AINE’s dentre eles o Paracetamol,
contribui para o aumento na atividade de enzimas antioxidantes como
superéxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa S-transferase e
catalase, que sao defesas contra 0 estresse oxidativo 0 que nos indica que o

organismo responde a exposicdo a esse contaminante e devido a isso pode
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ndo ter apresentado efeitos no inicio do ensaio. As concentracfes testadas e
no periodo de exposi¢do utilizado neste estudo que por levar em consideracdo
concentracfes ambientalmente relevantes tem sido inferior ao reportado na
literatura (GONZALES-REY e BEBIANNO, 2012; GONZALEZ-REY e
BEBIANNO, 2014; PAROLINI et al., 2010; RAMOS et al., 2010).

O Quociente de risco foi calculado utilizando os dados de quantificacao
obtidos neste estudo na Baia de Santos (MEC) e com 0s ensaios

ecotoxicoldgicos realizados com organismo nativo da regidao (PNEC).

Para o ensaio agudo néo foi possivel estabelecer o QR, pois para este
ensaio o parametro utilizado é a CEso e as concentragfes testadas nao
permitiram identificar esse parametro, assim, neste estudo o risco levando em

consideracao os efeitos agudos com a espécie Perna perna sao inexistentes.

Bouissou-Schurtz et al.,(2014) utilizando ensaio agudo com
microcrustaceos de dgua doce determinou o risco como alto (QR =1.6), porém
usou como dado ambiental a concentracdo calculada baseada no uso diario
maximo resultado numa concentracdo esperada (PEC) de 20 pg.Lt. Quando
se utilizou a concentracdo ambiental real obtida na Franga,o risco foi

caracterizado como baixo (QR = 0,04).

A analise de risco feita utilizando o PEC deve ser cuidadosa, pois a
estimativa é feita envolvendo diversos fatores em relacdo ao farmaco como
dose ingerida, excrecao, prescricdo e degradacdo, no caso do Paracetamol é
dificil estipular o parametro de uso devido a venda livre, sendo mais seguro

trabalhar com as concentracdes ambientais mensuradas (MEC).

Hernando et al., (2006) analisou 5 diferentes AINE’s baseado em MEC
de ETE’s e PNEC obtida de ensaios agudos com diferentes classes de
organismos de agua doce (algas, bactérias e invertebrados) e todos os AINE’s
apresentaram QR superior a 1 caracterizando-os como alto risco. Analises de
risco baseados somente em dados da literatura pode levar a analises falhas e
deve se tomar cuidado ao selecionar os dados, pois ndo é conveniente analisar
o risco de um composto num local com espécies que ndo sao nativas da

regiao.
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A analise do QR com base nos dados cronicos obtidos neste estudo
demonstrou um risco considerado baixo (0.006).

Verlicchi et al., (2012) estipularam o risco de um efluente hospitalar para
diversos FPHCP’s e o Paracetamol foi dado como risco alto, quando analisado
o afluente e o efluente em ETE’s o risco foi respectivamente determinado como
médio e baixo, a concentracdo de efeito utilizada para estimar o risco foi obtida

na literatura.

A analise de risco feita a partir da CENO e da CEso obtida no TRCVN
caracterizou o0 QR como alto (QR-CENO = 100 e QR-CEso = 280,37), sendo
que para ser categorizado esse risco € necessario que o QR seja maior do que
1. Isso indica um risco eminente no que diz respeito a alteracao fisioldgica do
organismo que permanecendo constante pode levar a danos mais severos e

irreversiveis.

Com isso é importante levar em consideracao a possibilidade do uso de
novas metodologias que sdo mais adequadas que possam nos dar um
panorama mais realista das condicbes ambientais a que os diversos
organismos estdo expostos e assim realizar uma analise de risco mais
coerente e ndo se restringir somente a métodos ja padronizados (AGUIRRE-
MARTINEZ et al., 2015).

De acordo com Avaliacdo de Risco proposta pela Diretiva Europeia
93/67/EEC a classificacdo do Paracetamol oscilou em fungdo do ensaio
utilizado sendo considerado ndo téxico ou perigoso utilizando os métodos
padrées e com o TRCVN sua classificacdo foi tomada como extremamente

toxico.

Como precursor de diversos efeitos em diferentes niveis de organizacao
biologica relacionados em alguns trabalhos, a andlise do risco embasada na
estabilidade da membrana lisossémica fornece uma analise de risco mais
sensivel e permite interferéncia de ordem legislativa visando a preservacao e a
integridade do ecossistema e ndo somente a remediagao de um problema, uma
vez que medidas podem ser tomadas para evitar que futuros danos a

comunidade biolégica venham se manifestar.
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Faz-se necessario o emprego de um tratamento de efluentes eficiente
que possa remover o Paracetamol, uma vez que este esté presente na Baia de
Santos e continuamente disponibilizado no meio marinho podendo interagir de
forma prejudicial com a biota. Junto com o Paracetamol outros constituintes da
classe dos FPHCP’s também sdo despejados podendo exercer seus efeitos
adversos e interagir de forma sinérgica quanto a sua toxicidade.

Além da instalacéo de tratamento adequado faz-se também necessario a
normatizacao de padrdes aceitaveis para emissao destes compostos em meio

aquaético.
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6 CONCLUSOES
O farmaco Paracetamol foi identificado em todas as amostras coletadas

no entorno do Emissario Submarino de Santos e provavelmente devido a
movimentacdo da pluma do efluente e de sua dinamica na coluna d’agua

alguns pontos se mostraram abaixo do limite de quantificacéo.

O Paracetamol nédo foi capaz de interferir no processo de fertilizacao do
mexilhdo nas concentragdes testadas neste trabalho e a concentragéo limite
(1000 mg.LY) ndo foi ultrapassado pois ndo existem quadros onde a

concentracdo ambiental do composto possa chegar a tais niveis.

O composto demonstrou embriotoxicidade a partir de 10 mg.L? (CENO)
e o valor de Clso - 20,58 mg.L! utilizado para calcular o QR forneceu um indice

de 0,0006, sendo classificado como “baixo risco”.

A aplicacdo de metodologias mais adequadas, além das ja padronizadas
€ recomendada, pois a utilizacdo de métodos orientados pelo modo de acédo
dos xenobidticos em niveis menores de organizacao bioldégica podem auxiliar

num melhor entendimento dos efeitos adversos e do risco ambiental.

Nesse contexto, 0s ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade
elucidaram efeitos em concentracdes ambientalmente relevantes (300 e 3000
ng.Lt respectivamente). Quando a CEso do ensaio citotoxico foi considerada

para célculo do quociente de risco, o resultado foi “alto risco”.

O composto apresenta capacidade genotdxica ao induzir quebras no
DNA, e para mensurar os efeitos de peroxidacao lipidica seria indicado o uso
de metodologias de mensuracao direta como o TBAR.

Dentre os biomarcadores, o ensaio do tempo de retencdo do corante
vermelho neutro mostra-se uma ferramenta eficiente e adequada, visto o tempo
de obtencdo de resultados, a sensibilidade do ensaio em detectar efeitos em
ng.L! e a sua relacdo direta com outros efeitos em niveis de organizacédo
superior podendo prejudicar o desenvolvimento do organismo e tecidos

reprodutivos, afetando assim niveis populacionais.

O tempo de retencdo do corante vermelho neutro indica uma condicéo
de saude celular e pode ser tomado como antecedente a efeitos diversos,
porém a deteccdo de perturbagbes a nivel celular pode ser reversivel e as

consequéncias posteriores evitadas.
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Para a matriz ambiental analisada o mexilhdo se mostrou um organismo
modelo adequado, pois 0 seu comportamento filtrador faz com que ele interaja
diretamente com o composto dissolvido na agua e o seu habito séssil traz
informacBes das condicdes que atuam sobre o local do estudo e nado de

regifes diversas, 0 que pode ocorrer ao usar organismos moveis.

A reproducdo das condicdes de exposicdo em periodos de tempo
maiores que os abordados neste estudo sdo aconselhaveis, uma vez que em
exposicdo continua os mecanismos de recuperacao fisiologica podem ser
suplantados, entrando em colapso e tornando-se ineficientes frente a acdo do

composto que pode ocasionar efeitos adversos.

Nossos resultados reforcam a necessidade de tratamento eficiente como
o lodo ativado para a remogao de FPHCP’s em efluentes liquidos, bem como o
estabelecimento de padrdoes seguros para emissao destes compostos em

ambientes marinhos.
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ANEXO

ANEXO A — Compra de Paracetamol no municipio de Sdo Paulo.

PREFEITURA DO MUNICIPIO DE SAQ PAULD
SECRETARIA MUNICIPAL DA SAUDE
DMISAD TECNICA DE SUPRIMENTOS

S5ETCR DE ATAS DE REGISTRO DE PRECOS
fla General Jardm, 36 -Jéma*a_}lgiﬂqhe-ﬂﬂﬂ 01223010

ATA DE REGISTRO DE PREGD N® 435r2014-5M5.G
PROCESSO ADMINIZSTRATIVO N* 2014-0.215.055-6
PREGED ELETROMNICO N* 23252014

ORGAD GESTOR: SECRETARIA MUNICIPAL DA SAUDE
DETENTORA: PRATI, DONADUZA & Cla LTDA.

CHPJ: 73.856.55310001-66

OBJETO: MEDICAMENTOS DIVERSOS XV

VIGENCIA: 181 1/2014 & 18BH 1215

Item 01 - PARACETAMOL 500 MG COMPRIMIDD - CP
R$ 0,0345/cp

Marca: Paracetamod - Gendrico

Fabricants: Pratl, Donaduzz] & Cla. Lida.
Embalagem/aprezentagdo: Calka com 500 comprimidos
Reg. no M.5: 1256300500023

Procedéncla: Hackona

Codbgo Suprl: 11.064.001.001.0001-1

ftem 02 — DIPIROMA SODICA 500 MG COMPRIMIDO - CP
R$ 0,06/cp

Marca: Diplrona - Genérico
Fabricante: Pratl, Donaduzz] & Cla. Lida.
EmbalagemiApresentagie: Cala com 500 comprimkdos
Reg. no M.5: 1256300210023
Procedéncla: Hackona

Codbgo Suprl: 11.062.001.001.000%-7

Consumo Madio Estimado:

MEMSAL MEMSAL ANUAL ANUAL

Unidades Ttem 01 Trem 01 ltem 02 Fem 02

AHM 4.000 13,000 48 000 156,000

HMEC 7.000 50,000 B4 000 a0.000

HSFM 1.000 5.000 12000 Gl 00

COVISA [1] 300 a1 2.600
COMEC 4.00:0.000 5.000.000 48.000. 1000 60.000. 000
Total Geral 4.012.000 3.068.300 48 144 (e B0_819.600
comprimidos | comprimidos | comprimidos | comprimidos
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