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RESUMO

A presenca de compostos farmacéuticos tem sido detectada em grande numero de
ecossistemas aquaticos e, neste sentido, € de interesse sua avaliacdo através de
estudos ecotoxicolégicos. Farmacos e produtos de higiene e cuidados pessoais
(FPHCP) representam um grupo diversificado de substancias quimicas usadas na
saude humana e veterinaria, em cosméticos e préaticas agricolas. Os antibioticos
como Amoxicilina (AMX) séo utilizados para tratar uma ampla variedade de
infeccbes bacterianas e sdo essenciais no tratamento médico, tais como tratamento
intensivo, transplante de érgaos, quimioterapia, cuidado de bebés prematuros, e
procedimentos cirargicos que ndo podem ser realizados satisfatoriamente sem o uso
de antibidticos eficazes. O grupo de antidepressivos sdo os medicamentos mais
analisados no contexto de sistemas aquaticos. A Fluoxetina (FLX) € a droga
neuroativa mais receitada, e a sua contaminacdo € propagada em rios, aguas
superficiais e efluentes de estacdes de tratamento de esgoto. Diante deste contexto,
0 objetivo do presente estudo é avaliar efeitos agudo e crénico do antibiético AMX e
do antidepressivo FLX por meio de ensaios de toxicidade com mexilhdes Perna
perna. A AMX e FLX foram capazes de interferir em processos reprodutivos do
molusco bivalve Perna perna, a partir de inibicdo na fertilizacdo (FLX) bem como no
desenvolvimento embriolarval (AMX e FLX). Os resultados obtidos apresentaram
efeitos da AMX a partir de 1,0 gL™ e da FLX a partir da concentracdo 0,125 mgL™.
Os riscos desses compostos foram avaliados como baixo para AMX e médio para a
FLX. Seguindo a Diretiva Europeia 93/67/EEC que classifica as substancias de
acordo com as concentracdes de efeito, a Amoxicilina foi classificada como nao

téxica, enquanto a Fluoxetina foi classificada como muito toxica.

Palavras-chave: Amoxicilina, Fluoxetina, Toxicidade, moluscos marinhos, risco

ambiental.



ABSTRACT

The presence of pharmaceutical compounds has been detected in several aquatic
ecosystems, and its assessment is of ecotoxicological interest. Pharmaceuticals and
personal care products (PPCPs) represent a diversified group of chemicals used in
human and veterinarian health, cosmetics and agricultural practices. The antibiotics
such as Amoxicillin (AMX) are used to treat a great amount of bacterial infections and
are essential on medical treatment, such as intensive care, organ transplant,
chemotherapy, care for premature babies, and surgical procedures that cannot be
satisfactory done without the use of effective antibiotics. The antidepressants group
is the most analysed group of drugs in the aquatic system context. The fluoxetine
(FLX) is the most prescribed neuroactive drug, and its contamination is widespread in
rivers, superficial water and effluents of sewage treatment. In this context, the
objective of this study is evaluating AMX and FLX acute and chronic effects by
toxicity essays using Perna perna mussels. AMX and FLX were able to interfere in
the reproductive process of P. perna mussels’ such as fertilization (FLX and
embryonic development (AMX and FLX). Our results showed effects in larvae
exposure to 1,0 gL of AMX and to 0,125 mgL™ of FLX. The environmental risks of
these compounds were assessed as low to AMX and moderate for FLX. Following
the European Directive 93/67 / EEC which classifies the substances according to the
effect concentrations, Amoxicillin was classified as non-toxic whereas fluoxetine was

classified as very toxic.

Keywords: Amoxicillin, Fluoxetine, toxicity, marine mussels, environmental risk.
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1. INTRODUCAO

O aumento populacional e desenvolvimento das industrias ocorreram de
forma acelerada sem um devido planejamento quanto aos seus efeitos no ambiente.
Os residuos gerados do consumo e producdo sédo descartados em efluentes liquidos
gue muitas vezes nao recebem o tratamento adequado. Efluentes domésticos séo
tidos como a principal fonte de contaminagdo dos ambientes costeiros, pois acabam
introduzindo diferentes classes de poluentes comprometendo a qualidade das aguas
(ABESSA et al., 2005).

Das diferentes classes de contaminantes presentes em efluentes
domésticos, uma que tem despertado interesse quanto ao seu potencial toxico sdo
os farmacos e produtos de higiene e cuidados pessoais (BILA and DEZOTTI, 2006;
JONES et al., 2007; OMS, 2012). Produtos farmacéuticos sdo uma colecao grande e
diversificada de produtos quimicos bioativos, que séo utilizados na medicina humana
e veterinaria (KIM et al., 2007). Devido ao uso humano, grandes quantidades de
produtos farmacéuticos sdo descarregadas em ambientes aquéticos (BLAIR et al.,
2013; LIU e WONG, 2013).

Farmacos e produtos de higiene e cuidados pessoais (FPHCP)
compreendem um grupo variado de produtos quimicos. Quando administradas, uma
parte significativa desses farmacos sdo excretadas e levadas as Estacbes de
Tratamento de Esgoto (ETE) ou despejadas no ambiente aquatico sem o devido

tratamento desses produtos.

Os produtos farmacéuticos sdo sintetizados a fim de proporcionar uma
gualidade de vida melhor, mas com o crescimento populacional e o tratamento
inadequado dos esgotos, esses farmacos, mesmo em baixas concentracdes acabam
provocando efeitos em organismos néo alvos. De acordo com Mulroy (2001), 50% a
90% de uma dosagem de um farmaco € excretado de forma inalterada e persistem
no meio ambiente, assim eles podem agir sobre organismos néo alvos e podendo
desestabilizar todo o ecossistema. A figura 1 ilustra as possiveis fontes de FPHCPs

para 0s ambientes aquaticos.
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=T Origins and Fate of PPCPs in the Environment

'Pharmaceuticals and Personal Care Products ‘ P

&

U.S.Environmental Protection Agency
Office of Research and Development
National Exp eR & lab
I Sciences Divisi
tal Chemistry Branch

y

1) Uso por individuos (1a) e por animais (1b): 4) Utilizac&o de esterco e de residuos solidos de ETE.

Excrecgéo, suor, vomito, excregédo exacerbada por

doencas. 5) Introdugéo de residuos através do contato primario.

- Eliminacio de medicamentos néo utilizados na 6) Lancamentos industrias via efluentes controlados e ilicitos.

rede de esgoto, vazamento na rede de esgoto. . L 3 o
7) Disposicao em aterros de residuos domeésticos,

- Disposic&o de animais mortos/sacrificados que hospitalares e de substancias perigosas e lixiviagao de

foram medicados e servem de alimento para aterros e cemitérios com problemas estruturais.

animais nocréfagos (1c). - . .
gos (1c) 8) Utilizagdo de ragdo com medicamentos na aquicultura,

2) Lancamento de residuos hospitalares tratados e excretas dos animais cultivados.

ndo tratados na rede coletora de esgoto doméstico. . N
9) Langcamento de medicamentos com dupla fungéo, por

3) Lancamentos de residuos em fossas (3a). exemplo no controle de pragas (ex: warfarin —

Lancamentos de efluentes tratados em aguas anticoagulante usado no controle de roedores.

superficiais, reuso (agricultura ou doméstico), 5 o L
10) Fototransformacao, alteracdes fisico-quimicas,
transbordamento de esgoto nédo tratado em fungéo L 5 . L N
volatilizagcdo, degradagéo, mineraliza¢&o, absor¢éo pelas
de intempéries ou por falhas no sistema (3b). plantas

Figura 1 - Origens e rotas dos FPHCP (modificado de EPA, 2010). (Disponivel em
http://www.epa.gov/ppcp/pdf/drawing.pdf).

Das diversas classes de farmacos, os antibidticos sdo os mais estudados
em funcdo de promoverem resisténcia em bactérias (SANTOS et al.,, 2010). Os
antibiéticos fazem parte de um grande grupo de produtos farmacéuticos, que séo
amplamente utilizados para tratamento de infecgbes bacterianas em seres humanos
e animais. O consumo global de mercado de antibioticos foi recentemente estimado
entre 100.000 e 200.000 toneladas / ano (WISE, 2002).
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Os antibidticos sdo usados como promotores de crescimento na producao
de gado, na producdo avicola e sdo intensivamente usados como aditivos de
alimento de peixe na aquicultura e criagdo de porcos. Sendo assim, podem
contaminar o solo, aguas de subsolo e superficiais. Devido ao uso na cultura de
peixes, alguns antibioticos ja foram identificados em sedimentos marinhos
(INGERSLEV et al., 2001; RABOLLE et al., 2000).

Os antibidticos tém diferentes efeitos sobre o meio ambiente, e um deles
é a contribuicdo no desenvolvimento de bactérias resistentes, assunto que tem sido

largamente discutido.

Mc Keon et al. (2000) constataram a resisténcia bacteriana da espécie
Escherichia coli, isolada de &guas de subsolo de uma regido rural, frente a 16
antibidticos. Estudos sobre os efeitos causados ao meio ambiente com o0 uso de
antibioticos na aquicultura foram desenvolvidos por varios pesquisadores (WU et al.,
1995; CHIEN et al., 1999; SMITH et al., 1996).

Um desses efeitos descreve o desenvolvimento de uma populagédo de
bactérias resistentes em sedimentos marinhos. O estudo de WU et al. (1995)
mostrou que o maior impacto € no sedimento marinho, e em menor extensao na

qualidade da agua.

Entre os diferentes tipos de sistemas de producédo animal, a aquacultura
tem especialmente levantado preocupac¢des ambientais em virtude do uso intensivo
e diversificado de antibibticos e seus impactos sobre os ecossistemas aquaticos rio
abaixo (RICO et al., 2012). Amoxicilina (AMX) e a oxitetraciclina (OTC) sé&o utilizados
em todo o mundo em aquacultura. Uma pesquisa realizada para obter informagéo de
base sobre a situacdo de uso de produtos quimicos em tilapia aquicultura na
Nordeste da Tailandia (Moon River, Ubon Ratchathani), no ambito de um projeto
internacional Asia-Link (2010) indicou que os antibidticos sdo 56,8% de todos 0s
produtos quimicos utilizados na aquicultura na regido. AMX é considerado o mais
importante antimicrobiano aplicado na aquicultura (LANGIN et al., 2009) e é usado
para tratar infeccbes bacterianas e doencas sistémicas como estreptococose,

furunculose e pasteurelose.
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AMX é administrada tipicamente por via oral, incorporada no alimento
granulado (em doses de 40-80 mg.kg'.dia™) ou aplicado diretamente na agua de
tanques, tanques de terra ou gaiolas. Qualquer que seja a via de administracao,
estes compostos podem atingir o ambiente através dos alimentos ndo consumidos
ou através das fezes de organismos tratados (HALLING-SORENSEN et al., 1998;
LALUMERA et al., 2004) e potencialmente que afetam organismos aquaticos nao-
alvo (TREVES-BROWN, 2000).

Concentracdes de 18 ng.L de amoxicilina foram reportadas por
ZUCATTO et al. (2010) em amostras de entrada de plantas de tratamento de esgoto
na Italia. No entanto, esses autores nao detectaram AMX em efluente tratado por UV
ou no lodo ativado. Esse mesmo estudo analisou amostras de agua do rio Arno, e
reportou concentracdes de AMX variando entre 3.77 a 9.91 ng.L™.

Inibidores da recaptacdo da serotonina (SSRIs), uma classe de
antidepressivo, séo os medicamentos mais estudados no contexto de sistemas
aquaticos (FENT et al., 2006). Fluoxetina (FLX) é a droga SSRI mais prescrita, e a
contaminacdo por FLX é generalizada em rios (aguas superficiais) e estacdes de
tratamento de esgoto (GONZALEZ-REY e BEBIANNO, 2013). Concentracbes de
FLX relatados nas aguas de superficie no Canadd (METCALFE et al., 2003),
Croacia (GROS et al., 2006), e o EUA (BRINGOLF et al., 2010) variam de 46, 66 a
111 ng L™ . Recentemente, FLX foi detectada em 25% das amostras de agua
coletadas em varios locais nos EUA, apresentando uma concentracdo média de 65
ng.L " ! (FERRER e THURMAN, 2012). Uma vez que as concentragdes de FLX
medidas no ambiente sdo baixas em relacdo as concentracbes que produzem
efeitos adversos, parece improvavel que esse composto represente um risco a seres
humanos (CARLSSON et al., 2006).

O termo Ecotoxicologia ou Toxicologia Ambiental foi sugerido pela
primeira vez em 1969, durante uma reunido do Committe of the International Council
of Scientific Unions (ICSU), em Estocolmo, pelo toxicologista francés René Truhaut
(TRUHAUT, 1977 apud RAND 1995). De acordo com esse autor, a Ecotoxicologia é
a ciéncia que estuda os efeitos das substancias naturais ou sintéticas sobre os
organismos vivos, populacdes e comunidades, animais e vegetais, terrestres ou

aquaticos, que constituem biosfera, incluindo assim a interagdo das substancias com
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0O meio nos quais 0s organismos vivem num contexto integrado (CAIRNS e
NIEDELEHNER, 1995). Mais recentemente, NEWMAN et al. (2002) definiram a
Ecotoxicologia como a ciéncia dos contaminantes e seu efeitos sobre o0s

constituintes da biosfera, incluindo o homem.

Nesse sentido, para se conhecer os efeitos biologicos e realizar
avaliacdes de risco ambiental, estudos ecotoxicolégicos para avaliagcdo de efeitos
agudo e crbnico de farmacos tem sido realizado com as diferentes classes de
farmacos e com distintos organismos-teste (GAGNE et al., 2006; KIM et al., 2007;
QUINN et al., 2008).

Um levantamento dos ensaios de toxicidade realizados com diferentes
classes de farmacos, baseado em estudos publicados no periodo de 1996 a 2009,
foi realizado por SANTOS et al. (2010). Os dados de toxicidade aguda, no periodo
citado, foram empregados e sdo Uteis para estimar os efeitos, por exemplo, quando
uma descarga acidental de drogas ocorre, uma vez que as concentracdes
ambientais geralmente relatadas para estes compostos séo baixas. Ja os dados de
toxicidade crbnica sdo escassos, bem como estudos de toxicidade de farmacos em

organismos marinhos.

Devido ao grande numero de agentes quimicos lancados no Mercado e
consequentemente no ambiente e a existéncia de limitacdes financeiras e de tempo,
existe uma necessidade de se priorizar compostos que serdo submetidos a
avaliacdo de risco e ao monitoramento, especialmente relacionados aos
contaminantes emergentes (UMBUZEIRO, 2011).

bY

A atual énfase dada a Avaliacdo de Risco, uma metodologia
introduzida nos ultimos 15 anos, tem sido atribuida ao interesse mundial em se
definir uma metodologia ampla, na qual se possa incluir os varios aspectos
relacionados a toxicidade das substancias, unindo causas e efeitos de uma maneira
quantitativa. Os esforcos para identificar fatores de risco ja vém de longo tempo, dos
quais a menor tolerancia publica a exposicdo a substancias potencialmente
prejudiciais e o aumento das enfermidades congénitas tém motivado o estudo dos

possiveis fatores ambientais associados a etiologia destas alteracdes (VEGA, 1985).
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Neste contexto, este estudo propde a realizacdo de uma avaliagcdo dos
efeitos agudos e cronicos dos farmacos Amoxicilina e Fluoxetina sobre a reproducéo
do molusco Perna perna, bem como a avaliacdo do risco ambiental dessas

substancias empregando uma metodologia escalonada denominada “Tier”.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal desta proposta consiste na avaliacdo da toxicidade
dos compostos farmacéuticos Fluoxetina e Amoxicilina sobre o molusco bivalve
Perna perna, bem como a avaliacdo do risco ambiental desses compostos em

ecossistemas aquaticos.

A realizacéo do objetivo geral descrito implica na realizacdo dos seguintes

objetivos especificos:

v' Avaliar a toxicidade aguda dos compostos farmacéuticos a partir de
alteracdes na taxa de fertilizacdo de gametas do mexilhdo marinho P.
perna;

v' Avaliar a toxicidade cronica dos compostos farmacéuticos a partir de
efeitos no desenvolvimento embriolarval do mexilhdo marinho P. perna;

v' Determinar o risco ambiental dos diferentes farmacos estudados por
meio da relacdo entre as concentracdes ambientais dos compostos e

as concentragfes de efeito encontradas nos ensaios ecotoxicolégicos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Descricao da metodologia escalonada (“Tier”) para a avaliagao de risco

ambiental em ambientes marinhos.

Neste estudo foram trabalhados os 3 (trés) niveis da Tier com adaptacfes
do protocolo Europeu EMEA/CHMP/SWP/4447/00 (EMEA,2006) relacionadas a
identificacdo e quantificacdo dos compostos em amostras de agua superficial
marinha. Posteriormente, foram determinadas as concentracdes de efeitos agudo e
cronicos sobre o mexilhdo marinho Perna perna, a partir da utilizacdo de ensaios
ecotoxicolégicos que contemplam diferentes fases de vida e distintos niveis de

organizacéo biologica. Abaixo estdo descritos as diferentes etapas de avaliacao:

Tier I: Concentracbes ambientais — O presente estudo utilizou, como
concentracdo ambiental, resultados de estudos pretéritos que determinaram as
concentracdes de fluoxetina e amoxicilina em agua superficial, efluentes domésticos,

industriais e hospitalares.

Tier 1lA: Avaliacdo de efeito agudo - Nesta etapa foram desenvolvidos
ensaios ecotoxicolégicos com a exposicdo do organismo-teste a diferentes
concentracdes dos farmacos estudados com a finalidade de conhecer o efeito agudo
(alteracdo na taxa de fertilizacdo) apés um curto periodo de exposicao (lhora).
Nessa etapa foi determinada a Concentracao Efetiva a 50% (CE50) dos organismos

expostos, ou nesse caso especifico, 50 % das células reprodutivas expostas.

Tier 11B: Avaliacdo de efeito crénico — Nesta etapa foram desenvolvidos
ensaios ecotoxicolégicos com a exposicdo do organismo-teste a diferentes
concentracbes dos farmacos estudados com a finalidade de se conhecer efeitos
sobre o estagio inicial de vida do bivalve, a partir da avaliagdo do desenvolvimento
embriolarval. Nessa etapa foram determinadas a Concentragcdo de Efeito Nao
Observado (CENO) e a Concentracao de Efeito Observado (CEO).

A abordagem utilizada esta baseada em uma estimativa da incidéncia de
efeitos adversos que ocorrem na exposicdo via agua, com o resultado das

concentracbes ambientais medidas (MEC - em inglés) dos farmacos. Os efeitos
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ambientais foram caracterizados através do calculo da PNEC (em inglés - Predicted
No Effect Concentration) com base em valores médios de CE50 ou CENO obtidos a
partir de um conjunto de dados de ensaios de toxicidade. Fatores de avaliagao
padrao (1000 para avaliacéo de efeito agudo e 100 para avaliacdo de efeito crbnico)
foram aplicados para explicar a extrapolacdo a partir da variabilidade intra e inter-
espécies na sensibilidade. A PNEC em compartimentos de agua (PNECwat) para
TIER | (teste agudo) sera determinada seguindo a equacéao (1):

CE500uCL50

PNE =
Cwat 1000 (1)

Ja a PNEC para TIER Il (teste crénico) sera determinado pela equacgéo

(2):

PNEC = CENO
100 (2)

Como critério para a interpretacdo do coeficiente de risco (RQ) foi
utilizada a relacdo MEC/PNEC, a partir da qual se estabeleceu diferentes niveis de
risco ("baixo risco" de 0,01 até 0,1; "médio risco" acima de 0,1 a 1; e "alto risco"
acima de 1), conforme proposto pela Comunidade Europeia (EMEA, 2006),
SANCHEZ-BAYO et al. (2002) e HERNANDO et al. (2006).

Com os dados gerados foi estabelecida a relacdo entre as concentracdes
ambientais dos compostos e as concentragcdes de efeito encontradas, com o objetivo

de determinar o risco ambiental no ambiente marinho (Figura 2).
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Figura 2 - Estrutura da proposta para a avaliacao do risco ambiental (Adaptado de

EMEA 2006 e HERNANDO et al. (2006)).

3.2 Farmacos de interesse

A proposta de avaliacdo de risco ambiental dos farmacos levou em

consideracdo que, dentre as classes terapéuticas que estes compostos se

enquadram (antidepressivo e antibiotico), estes sdo os mais utilizados em ambito

nacional e estdo inseridos na Relacdo de Medicamentos Essenciais - RENAME.

Este documento serve de instrumento basico para a elaboragdo das listas estaduais

e municipais segundo sua situacado epidemioldgica, para a orientacdo da prescricao

meédica, para o direcionamento da producao farmacéutica e para o desenvolvimento

cientifico e tecnoldgico (Brasil, 2010).
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3.2.1 Amoxicilina

A amoxicilina ((2S,5R,6R)-6-[[(2R)-2-amino-2(4-hidroxiphenil)acetillamino]
-3,3-dimetil-7-ox0-4-thia-1-zabiciclo[3.2.0]heptano-2-acido carboxilico) (Fig. 3 ), € um
antibiético B-lactamico de espectro moderado utilizado no tratamento de infec¢des

bacterianas causadas por microorganismos susceptiveis.

NH

NH

Figura 3 - Estrutura quimica da Amoxicilina

As principais caracteristicas fisicas e quimicas da Amoxicilina estao
apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas fisicas e quimicas da Amoxicilina

Férmula Molecular Ci6-H19-N3-O5-S

Peso molecular 365.41 g/mol

Cor P6 cristalino branco

Ponto de fuséo 194°C

Solubilidade em agua 1 g solavel em 370 mL de agua

pKa 9,48



http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico_beta-lact%C3%A2mico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Infe%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
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Estudos indicam que AMOX ¢é hidrolisada no ambiente, pela abertura do
anel B-lactamico, estrutura instavel e sensivel a variagées do pH, do calor e da acdo
das enzimas [B-lactamases. Experimentos laboratoriais tém mostrado a hidrélise do
anel B-lactamico levando a formacdo de &cido penicilamico intermediario, em
solucbes fracamente acidas ou neutras; com posterior transformacdo ao acido
penicildico, produto de degradacdo dos compostos B-lactamicos em meio alcalino.
Esse &cido penicildico pode reagir formando &cido penicilinico sob condi¢des acidas
(HIRSCH et al., 1999; SACHER et al., 2001; LI et al., 2008).

3.2.2 Cloridrato de Fluoxetina

O Cloridrato de  Fluoxetina  (N-metil-3-(4-trifluorometil-fenoxi-3-
fenilpropilamina cloridreto) (FIG.4), um inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina,
€ uma substancia reconhecidamente eficaz para o tratamento dos sintomas da
depresséo humana (O’'SHEA, 1991).

Figura 4 - Estrutura quimica da Fluoxetina
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As principais caracteristicas fisicas e quimicas da Fluoxetina estédo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristica fisicas e quimicas da Fluoxetina.

Formula Molecular Ci7-His-F5-N-O

Peso molecular 345,79 g/mol

Cor Cristais brancos a quase brancos
Estabilidade Estavel em condi¢des normais
Ponto de fuséo 158,4 - 158,9° C

Solubilidade em agua 50 mg.mL"a 25° C

pKa 4,6

Segundo KWON e ARMBRUST (2005) a FLX ndo degrada sensivelmente
por fotélise direta, com meia-vida variando 102-385 dias em solu¢6es tampdao. Ainda
no mesmo estudo a FLX foi hidroliticamente estavel e fotoliticamente em todos os
testes feitos em solugbes aquosas, incluindo aguas naturais, com semi-vida superior
a 100 dias.
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3.3 Organismo-teste

Perna perna (Molusco, Bivalve)

Figura 5 - Perna perna

Desde meados da década de 70, moluscos bivalves filtradores vém sendo
utilizados para monitorar a contaminacdo quimica em areas marinhas costeiras.
Devido a seus habitos sedentéarios e sua habilidade de bioconcentrar os poluentes,
mexilhdes e outros bivalves vém sendo empregados como organismos sentinelas
apropriados para estudos de monitoramento da qualidade ambiental de areas
costeiras (IMW, 1995), bem como em estudos laboratoriais que possibilitam uma
previsdo dos possiveis efeitos bioldgicos adversos em diferentes niveis de

organizagéo biologica.

O mexilhdo Perna perna (Fig. 5) é encontrado em bancos naturais entre a
regido do entre-marés ao infralitoral, onde habita em areas de incidéncia direta de
ondas e de alto hidrodinamismo. Sao organismos filtradores e sua alimentacao

consiste de fitoplancton e matéria organica particulada em suspensao.



24

Os exemplares do molusco bivalve (mexilhdo) Perna perna empregados
Nnos ensaios ecotoxicoldgicos previstos neste estudo foram adquiridos de cultivos na
praia de Toque-toque, Sao Sebastido - SP. Os organismos foram transportados em
caixa térmica até o laboratorio e mantidos em aquario com agua do mar filtrada, sob

aeracao constante e temperatura de 25°C até o momento da realizacdo dos ensaios.

3.4 Ensaios ecotoxicologicos
3.4.1 Sensibilidade dos organismos

Em paralelo aos experimentos, foram realizados ensaios de sensibilidade
(n=3) com os mexilhdes Perna perna para se verificar a viabilidade dos embrides
utilizados nos ensaios, empregando como substancia de referéncia o surfactante
Dodecil sulfato de sédio (DSS), de acordo com o procedimento descrito no item
3.4.3.ZARONI et al. (2005)

3.4.2 Ensaio de toxicidade para avaliacdo de efeito agudo (Fertilizagdo) com o

moluscos bivalve Perna perna (Mollusca, Bivalvia) — TIER 1

Este ensaio foi realizado de acordo com protocolo da USEPA (1991),
desenvolvido para avaliacdo da toxicidade crénica e aguda em efluentes e corpos
receptores marinhos e estuarinos com diferentes organismos. No presente estudo
este método foi adaptado para a espécie de mexilhdo Perna perna de acordo com o
estudo realizado por ZARONI et al. (2005).

O método consistiu na exposicdo de espermatozoides de Perna perna,
por um periodo de 1 hora, a diferentes concentracfes dos farmacos em camara de
germinacao e fotoperiodo de 25 + 1 °C. As concentragfes testadas de AMX foram:
2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 mg.L™ . As concentracdes testadas de FLX
foram: 5,0; 2,5; 1,0; 0,5 e 0,25 mg.L™. Apés o periodo de exposicdo, uma solucéo

contendo aproximadamente 2000 évulos foi adicionada aos frascos-teste.

Quarenta minutos apos a adicdo dos évulos, o ensaio foi encerrado com a

adicdo de 0,5 ml de formol tamponado com boérax em todas as réplicas. ApGs o
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periodo de exposi¢do, o ensaio foi concluido com a contagem dos 100 primeiros
ovos de cada réplica. A fertilizagdo do 6vulo foi analisada pela observacdo da
ocorréncia da membrana de fertilizacdo ou das primeiras divisdes celulares. O
ensaio foi validado quando apresentou taxa de fertilizacdo maior ou igual a 70 % no

controle (Fig. 6).

Figura 6 - Ovulos fertilizados de P. perna nas primeiras clivagens

3.4.3 Ensaio para avaliacéo de efeito crénico (Embriolarval) com Perna perna

(Mollusca, Bivalvia)

Efeitos de xenobioticos podem ainda se manifestar através de alteracdes
fisiologicas como diminui¢cdo na capacidade de reproducéo. Estudos pretéritos tém
utilizado ensaios de desenvolvimento embrionario para avaliar os efeitos da
contaminacdo em niveis conectivos (DAME,1996; WEDDERBURN et al., 2000). A
viabilidade dos gametas, bem como a capacidade de desenvolvimento larval podem
refletir as condi¢cdes de organismos expostos a contaminantes e sua capacidade de
reproduzir-se, com reducdes no percentual de fecundacdo e de larvas bem
desenvolvidas sendo observadas em organismos expostos a contaminantes
(ZARONI et al. 2005; ABESSA et al., 2005; PEREIRA, 2008).

Este método de ensaio foi realizado de acordo com o protocolo da ASTM
(1992) com pequenas adaptacdes de ZARONI et al. (2005). O procedimento de
ensaio consistiu na exposicdo de ovos recém-fertilizados a diferentes concentracdes
dos farmacos por um periodo de 48 horas, em temperatura de 25 + 1° C e salinidade
de 35. As concentragOes testadas de AMX foram: 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5 e
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31,25 mg.L ™. As concentracées testadas de FLX foram: 1000; 500; 250; 125; 62,5;
31,25; 2,0; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,06 mg.L™". Apds o periodo de exposicdo foi
determinada a porcentagem de embribes normais (valvas simétricas fechadas e
massa visceral presente na por¢cao interna da concha) e/ou anormais (organismos
que nao se desenvolveram até larva “D”, que tenham atingido este estagio porém
com extravasamento de massa visceral e/ou com a concha aberta) nas diferentes

concentracoes testadas, em relacdo ao controle.

A preparacao dos organismos-teste para o inicio dos ensaios consistiu em
sua limpeza, através de raspagem dos organismos incrustantes. Apos a limpeza, os
mexilhées foram lavados e mantidos fora da agua, para que ndo ocorra a liberagcéao
dos gametas antes da separacao dos individuos. A agua do mar utilizada na diluicdo
dos farmacos, bem como no controle e na fecundacdo dos ovos foi filtrada em
membrana Milipore 0,22 um de porosidade. Apds a filtracdo a agua foi mantida sob

aeracado por aproximadamente 4 horas antes da montagem dos ensaios.

A liberacdo dos gametas foi induzida por um estimulo fisico (inducéao
termal), técnica considerada adequada no trabalho realizado por ZARONI et al.
(2005). Para tanto, cerca de 50 mexilhdes foram colocados individualmente dentro
de placas de Petri e 0 conjunto de placas dentro de uma bandeja plastica rasa com
agua do mar. Este conjunto foi mantido em baixa temperatura (10 °C) por
aproximadamente 60 minutos. Apds este procedimento, os animais foram imersos
em agua do mar em temperatura elevada (26+2° C) sob fluxo continuo. Este fluxo de
agua continuo foi proporcionado pelo proprio sistema de filtracdo do tanque
simulando uma cascata. Ap6s duas ou trés horas do inicio do fluxo de agua ocorreu
a liberagdo dos gametas, que foi detectada visualmente. Entre 6 e 12 organismos

liberaram gametas que foram empregados nos ensaios.

Os o6vulos liberados foram coletados do fundo da placa de Petri com
auxilio de uma pipeta e transferidos para béqueres contendo agua do mar filtrada
(0,22 um). Em seguida, os 6vulos foram lavados com auxilio de uma malha de 75
um e recolocados em um béquer de capacidade maior com agua do mar filtrada. O
liquido espermatico foi coletado com o minimo de agua possivel e mantido separado

em um béquer, imerso em um recipiente com gelo (Fig.7).
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Figura 7 - Coletas de espermatozoides (A) e 6vulos (B) de P. perna

A fecundacao foi realizada pela adicdo gradual de 2 mL da suspensao
espermética total. Os 6vulos fecundados foram identificados apés o inicio da divisdo

celular.

Com auxilio de uma céamara de Sedgwick-Rafter, foi estimada a
densidade dos ovos e, cerca de 500 embrides foram colocados em cada frasco-

teste, iniciando-se entédo o periodo de exposicao aos farmacos (48 horas).

O ensaio foi encerrado apés 48 h e validado quando constatado que mais
de 70% dos embrifes atingiram o estagio de larva-D no controle. A fixacao foi feita
com 0,5 mL de formol tamponado com bdérax para posterior contagem, onde os 100

primeiros organismos encontrados foram avaliados.

Foram considerados normais somente 0S organismos que se
desenvolverem até o estagio de larva-D (Fig.8), com valvas simétricas fechadas e

massa visceral presente na por¢ao interna da concha.

Figura 8 - Larvas normais de P. perna
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A Tabela 3 apresenta um resumo da metodologia do ensaio.

Tabela 3 - Condices e critérios de aceitabilidade dos ensaios de toxicidade com P.

perna (Embriolarval).

Parametros Condicdes
Temperatura 25+1° C
Salinidade 30 a 36 unidades

Fotoperiodo

Agua de diluicéo
Sistema do ensaio
Duracédo do ensaio

Recipiente-teste

Volume das solucdes-teste

Numero de réplicas por
diluicéo

NUmero de organismos por
réplicas

Idade do organismo-teste

Efeito observado

Validade do ensaio

Alimentacéo

12 a 16 horas de luz

Agua marinha natural ou reconstituida filtrada
em 0,22 pym

Estatico
48 h
Tubo de ensaio com capacidade para 15 ml

10 ml

50 organismos (ovos) por mililitro

Ovuloss recém-fecundados

Atraso ou anormalidade no desenvolvimento
embriolarval

Minimo de 70% de larvas normais nos
controles
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3.5 Analise dos resultados

Nos ensaios para avaliacdo de efeito agudo foi estabelecida a
concentragdo que causa inibicdo da fertilizacdo a 50% dos ovOcitos avaliados
(CE50) através do método de Trimmed Spearman-Karber.

Nos ensaios para avaliagdo de efeito cronico foram estabelecidas as
maiores concentracdes onde ndo foram detectados efeitos bioldgicos (CENO —
Concentracdo de Efeito Nao Observado) e as menores concentracfes que
causaram efeito (CEO) em cada ensaio. Também foram estimados valores de ClI
504gn atravées do método de interpolacdo linear (ICp — USEPA). Para o
estabelecimento da CENO, os dados foram analisados quanto a normalidade
através do método do Chi-quadrado (x°) e também analisados quanto a
homocedasticidade através do teste de Bartlett. ApOs passarem nestes preé-
requisitos para aplicacdo da analise de variancia (ANOVA) foi empregado o teste de
Dunnett, a fim de identificar as concentracbes que apresentaram diferenca

estatistica significativa em relacéo ao controle.

As andlises estatisticas dos ensaios para avaliacdo de efeito crénico

foram realizadas através do programa TOXSTAT 3.5 e consideraram um p< 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Toxicidade Aguda — Inibicao da fertilizacéo

4.1.1 Amoxicilina

As analises fisico-quimicas iniciais e finais (pH, Oxigénio Dissolvido e
salinidade) demonstraram valores dentro do range adequado para a espécie, de
acordo procedimento proposto por Zaroni et al. (2005). O pH variou de 6,9 a 7,11,
enquanto o OD variou de 6,9 a 5,6 mg.L™ e a salinidade de 35 a 36. As figuras de 9
a 11 apresentam o resultado da avaliacdo de toxicidade aguda. As concentracdes

testadas até 2000 mg.L™ n&do apresentaram efeito sob a fertilizacédo dos gametas de

P. perna.
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Figura 9 - Toxicidade aguda da Amoxicilina na fertilizacao de P. perna



Ensaio 2

100 -

80 -+

60 -

40

N&o Fertilizado (%)

20

-
i3
0 ] o B o o o

Controle 31,25 625 125 250 500 1000

Concentragdes (mg.L ™"

Figura 10Fig. 10 — Toxicidade aguda da Amoxicilina na fertilizacdo de P. perna.
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Figura 11 - Toxicidade aguda da Amoxicilina na fertilizacdo de P. perna.
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4.1.2 Fluoxetina

As andlises fisico-quimicas iniciais e finais (pH, Oxigénio Dissolvido e
salinidade) demonstraram valores dentro do range adequado para a espécie, de
acordo procedimento proposto por Zaroni et al. (2005). O pH variou de 8,08 a 8,31;
enquanto o OD variou de 6,9 a 5,7 mg.L™ e a salinidade de 34 a 35. As Figuras 12 a
14 apresentam os resultados dos ensaios para avaliacdo de toxicidade aguda.
Concentraces a partir de 2,5 mg.L™" apresentaram efeito sob a fertilizacdo dos

gametas de P. perna.

Ensaio 1
100 -
80 -
S
")
60 -
8 %*
8
= [
L 40 - 1
o]
ug
=z T
A T
i = T
20 - l
T
ik
0 . . . . T r
Controle 0315 0625 1,25 25 5

Concentragdes (mg.L™")

Figura 12 - Toxicidade aguda da Fluoxetina na fertilizacao de P. perna. *diferenca
significativa em relacédo ao controle (p< 0,05)
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Figura 13 - Toxicidade aguda da Fluoxetina na fertilizacao de P. perna. *diferenca

significativa em relagcé&o ao controle (p< 0,05)
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A Tabela 4 apresenta os resultados dos trés ensaios de toxicidade aguda

do composto Fluoxetina.

Tabela 4 - Toxicidade aguda do composto Fluoxetina

Fluoxetina Agudo

Ensaio CI50 LC Inf. LC Sup.
1 >50 - -

2 1.99 1.91 2.07

3 2.32 2.20 2.44

4.2 TOXICIDADE CRONICA — DESENVOLVIMENTO EMBRIOLARVAL
4.2.1 Amoxicilina

As analises fisico-quimicas iniciais e finais (pH, Oxigénio Dissolvido e
salinidade) demonstraram valores dentro do range adequado para a espécie, de
acordo procedimento proposto por Zaroni et al. (2005). O pH variou de 6,9 a 7,11;
enquanto o OD variou de 6,9 a 5,6 mg.L-1 e a salinidade de 35 a 36. As Figuras de
15 a 17 apresentam os resultados dos ensaios para avaliacdo de toxicidade cronica.
Concentracdes a partir de 1000 mg.L™ apresentaram efeito sob o desenvolvimento

embriolarval de P. perna.
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Figura 15 - Toxidade cronica de Amoxicilina no desenvolvimento embriolarval de
P. perna. *diferenca significativa em relacéo ao controle (p< 0,05)
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Figura 16 - Toxidade crénica de Amoxicilina no desenvolvimento embriolarval de P.

perna. *diferenca significativa em relacao ao controle (p< 0,05)
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Figura 17 - Toxidade cronica de Amoxicilina no desenvolvimento embriolarval de
P. perna. *diferenca significativa em relacéo ao controle (p< 0,05)

A Tabela 5 apresenta os resultados dos trés ensaios de toxicidade aguda
do composto Amoxicilina.

Tabela 5 - Toxicidade crénica do composto Amoxicilina

Amoxicilina Crénico

Ensaio CENO CEO CI50 LC Inf. LC Sup.
1 250 500 - - -
2 500 1000 - - -

3 500 1000 835 799 885
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4.2.2 Fluoxetina

As analises fisico-quimicas iniciais e finais (pH, Oxigénio Dissolvido e
salinidade) demonstraram valores dentro do range adequado para a espécie, de
acordo procedimento proposto por Zaroni et al. (2005). O pH variou de 8,08 a 8,31;
enquanto o OD variou de 6,9 a 5,7 mg.L-1 e a salinidade de 34 a 35. As Figuras 18
a 20 apresentam os resultados dos ensaios para avaliagcdo de toxicidade crbnica.

ConcentracBes a partir de 2,5 mg.L? apresentaram efeito sob a fertilizacdo dos
gametas de P. perna.
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Figura 18 - Toxidade crbnica de Fluoxetina no desenvolvimento embriolarval de
P.perna. *diferenca significativa em relacéo ao controle (p< 0,05)
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Figura 19 - Toxidade crbnica de Fluoxetina no desenvolvimento embriolarval de P.
perna. *diferenca significativa em relacao ao controle (p< 0,05)
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Figura 20 - Toxidade crbénica de Fluoxetina no desenvolvimento embriolarval de P.
perna. *diferenca significativa em relacao ao controle (p< 0,05)
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A Tabela 6 apresenta os resultados dos trés ensaios de toxicidade cronica

do composto Fluoxetina.

Tabela 6 - Toxicidade cronica do composto Fluoxetina

Fluoxetina Crbnico

Ensaio CENO CEO CI50 LC Inf. LC Sup.
1 <31.25 31.25 - - -

2 0.06 0.125 0.254 0.233 0.277

3 0.25 0.50 0.618 0.587 0.639

4.2.3 Ensaios de sensibilidade

Os resultados da CI50 (48h) dos trés ensaios de sensibilidade com DSS
foram de: 1,25 mg.L-1 (1,19 - 1,31 mg. L-1); 1,01 mg. L-1 (0,97 — 1,03 mg. L-1) e
1,09 mg. L-1 (1,07 — 1,11 mg. L-1). Os resultados obtidos nos ensaios de
sensibilidade ao DSS encontram-se dentro do intervalo de concentracfes reportadas
na literatura (Zaroni, 2005; Simm, 2009; Cortez, 2011).

4.3 Anélise de Risco

4.3.1 Concentragdes ambientais

A Tabela 7 apresenta as concentragcdes ambientais de Fluoxetina em
amostras de agua superficial, efluentes municipais e sedimento. Nao foram obtidas

concentracfes ambientais do antibiotico Amoxicilina.



Tabela 7 - Concentracdes ambientais em diferentes matrizes
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Farmaco MEC Matriz Referéncia
0,012 pg/L agua superficial Koplin et al (2002)
0,540 ug/L efluente Weston et
al.(2001)
Fluoxetina 0,03- 300ng/L aguas superficiais Franzellitti (2014)
0.32 pg/L efluentes Weston et
municipais al.(2001)
0.003ug/L ambiente estuarino  Pait et al.,( 2006)
600 (x280) ug/L aguas residuais Benotti and
Brownawell (2007)
1,8ng/g sedimento Furlong et al.(2003)
Amoxicilina

4.3.2 Avaliacao do Risco de acordo com EMEA (2006)

De acordo com o procedimento descrito no item 3.1, a Tabela 8 apresenta

os resultados dos quocientes de risco conforme proposto por EMEA 2006.

Tabela 8 - Quociente de Risco

Farmaco MEC (mg/L) PNEC (mg/L) QR Risco
(MEC/PNEC)
Amoxicilina 2,5
Fluoxetina 0,0003 0,0006 0,5 Médio
Franzellitti
(2014)

4.3.3 Avaliacdo do Risco de acordo a Diretiva Europeia 93/67/EEC
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Baseado nos resultados de CI50 dos ensaios cronicos de curta duragéo, e
seguindo a Diretiva Europeia 93/67/EEC que classifica as substancias de acordo
com as concentragfes de efeito, a amoxicilina foi classificada como néo toxica,
enquanto a fluoxetina foi classificada como muito toxica. A Tabela 9 apresenta os

resultados.

Tabela 9 - Toxicidade dos compostos baseado na classificacdo da Diretiva Europeia

93/67/EEC
Farmaco Extremamente  Muito Téxico Perigoso N&o toxico
téxico téxico
CI50 (mg.L™) <0,1 0,1-1 1-10 10-100 >100

Amosiciing _
Fuoxetng I
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5. DISCUSSAO

Farmacos sdo compostos projetados para serem biologicamente ativos,
tornando crescente a preocupacao dos seus efeitos sobre organismos néo alvos em
ecossistemas aquaticos (Boxall et al, 2012;. Brausch et al, 2012). Santos et al
(2010) considera que os antibidticos pertencem a uma classe terapéutica onde a

saude humana e a perturbacdo ambiental estdo intimamente relacionados.

A principal preocupacdo com compostos antimicrobianos esta associada
com o desenvolvimento de resisténcia de bactérias que podem posteriormente,
comprometer a saude publica por meio da eficacia dos tratamentos. McKeon et al.
(2000) Miranda et al. 1998, investigaram a incidéncia de resisténcia microbiana em
uma espécie de Aeromonas isolada de ambientes aquaticos, constatando que a

resisténcia ocorreu com diferentes antibiéticos.

Segundo Jones et al. (2002), testes de toxicidade cronica realizados com

algas tém mostrado alta sensibilidade a esses antibacterianos.

Efeitos significativos de amoxicilina foram observados em dois
organismos de agua doce: microalgas Synechococcus lepoliensis (EC50= 0,002
mg.L") e as cianobactérias Microcystis aeruginosa (EC50 = 0,0037 mg.L™)
(ANDREOZZI et al. 2006; HOLTEN-LUTZH@FT et al. 1999).

No presente estudo ndo foram observados efeitos agudos da amoxicilina
sobre a fertilizacdo dos gametas de P. perna nas mais altas concentracdes testadas
(2,0 mg.L™). Resultados semelhantes foram observados em embrides de ourico-do-
mar expostos a AMX (CARBALERA, et al. 2012) . De acordo com Lanzky et al
(1997) peixes expostos a baixo niveis de antimicrobianos aparentemente também

nao sofreram efeitos adversos.

Quanto aos compostos neuroativos antidepressivos, existem varios
exemplos de efeitos sobre organismos aquaticos em concentra¢cdes ambientalmente
relevantes. O antidepressivo Fluoxetina (Prozac) foi inicialmente relatado como

capaz de provocar respostas comportamentais em peixes (Painter et al, 2009;
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Schultz et al., 2011), bem como alteracdes nos padrdes de reproducado (BROOKS et
al., 2003).

Estudos com moluscos expostos a FLX inicialmente relataram inducao da
desova em bivalves (HONKOOP et al., 1999) e da metamorfose larval em
gastropode (COUPER e LEISE, 1996). A menor concentracdo de fluoxetina
necessaria para induzir a desova e outras espécies de bivalves foi de 30,9 pg.L™
(FONG E MOLNAR, 2008), e BRINGOLF et al. (2010) constataram que apenas as
duas maiores concentracdes que eles testaram, ou seja, 300 e 3000 pg.L™?, teve

efeitos na desova em diversas espécies de mexilhdes de agua doce.

No presente estudo, a Fluoxetina apresentou toxicidade aguda a partir de
1, 99 mg.L™ (CI50 48h) e toxicidade crénica a partir da concentracdo 0,125 mg.L™
(CEO 48h) . HAZELTON et. al.,, (2014) observaram em testes realizados com
exposi¢do prolongada a fluoxetina alteragcbes no comportamento de mexilh6es de
agua doce. Animais tratados com 22,3 pg.L? fluoxetina se movimentaram por
distancias maiores que o0s animais controle, e embora nao estatisticamente
significativa, mexilndes expostos a 2,5 pug.L* moveram-se 50% mais do que os

animais do controle durante 72 h exposicoes.

Maranho et al. (2015a) observaram mortalidade de anfipodos expostos a
sedimento marcado com 10 ng.g™, bem como efeitos subletais representados pela
alteracdo de atividades enzimaticas de defesa (EROD, DBF, GST, AChE, GPx) ou
efeitos celulares (danos em DNA e LPO) a partir da exposi¢céo a sedimento marcado
com 0,01 ng.g™. Maranho et. al., (2014a) observaram mortalidade de poliquetas (H.
diversicolor) expostos a sedimento marcado com 1ng.g™, bem como danos em DNA
a partir de 0,01 ng.g*. Maranho et. al., (2015 b) também observaram inibicdo de
luminescéncia em Vibrio fischeri exposta a sedimento marcado com FLX a partir de
36 ng.g™t (CI50), bem como embriotoxicidade em P. lividus expostos a elutriato a
partir de 0,01 ng.gl Foran et. al., (2004), observaram anormalidades no
desenvolvimento de embrides de medaka japonés (Oryzias latipes) expostos por 4

semanas a fluoxetina.

O trabalho realizado por CUNHA E MACHADO (2001) relata um inchago
significativo e saliéncia do pé em mexilhdes tratados com fluoxetina. Isto tem sido

atribuida a um aumento potencial na captura de agua nas branquias e perda do
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controle do esqueleto hidrostatico, que possivelmente reduz a mobilidade dos
mexilhdes afetados. HAZELTON et al. (2013) relataram que, apds um periodo de 28
dias de exposicdo a 29,3 pg.L? de fluoxetina, mexilhdes adultos da ordem

Unionoida apresentaram comportamento alterado quanto a protrusao do pé.

FONG et al., (2015) observaram que a fluoxetina diminuiu a velocidade de
rastejamento e a capacidade de alcancar a interface ar-agua em Urosalpinx cinerea

e Lithopoma americanum expostos a concentracées a partir de 345 pg.L™ .

O estudo realizado por Santos (2012), encontrou efeito em Daphnia
similis apés 48h de exposicdo a 1,33 mg.L™, enquanto Hyalella azteca apresentou

mortalidade na concentragdo 0,61 mg.L™ ap6s 96h de exposicao.

No trabalho de PERY et. al., (2008), os efeitos mais elevados foram
encontrados no desenvolvimento dos neonatas de dafinideos, resultando em efeitos
significativos sobre a sua reproducdo. A fluoxetina parece interagir com o0s
processos de crescimento e reproducdo em invertebrados. Dependendo da espécie,
os efeitos de fluoxetina podem ser encontrados em baixas concentracbes de
exposicdo, em torno 10 pgL™. Nesse estudo, os autores observaram que a segunda
geracdo de dafinideos foram mais sensiveis do que a primeira, evidenciando a
necessidade de investigacdo dos efeitos em pelo menos duas geragcbes de
invertebrados. Os autores assumem que a quantidade total de energia investida por
neonata ndo € dependente da concentracdo, de modo que as neonatas devem ter o
mesmo comprimento e capacidade para resistir a exposicdo a substancias toxicas.
Isto sugere um acédo direta da fluoxetina sobre o desenvolvimento de recém-
nascidos, que ndo pode ser a consequéncia do esgotamento de energia na fémea

adulta.

Os estudos citados acima demonstram a capacidade da Fluoxetina
causar efeitos fisiologicos adversos em baixas concentragbfes e sugerem a
necessidade de estudos em menores niveis de organizacdo biolégica, bem como
estudos populacionais para uma melhor avaliacdo ecotoxicolégica desse composto

neuroativo.



45

6. CONCLUSAO

O antibiético Amoxicilina ndo apresentou efeito agudo nas concentracdes
testadas no presente estudo. Entretanto, efeito cronico sobre o desenvolvimento
embriolarval de P. perna foi observado a partir de 1000 mg.L™ Essas
concentracbes ndo sdo ambientalmente relevantes, porém esse composto é
largamente utilizado em &areas de maricultura e pode levar ao surgimento de

organismos alvos resistentes (bactérias) ou a toxicidade para microalgas.

A Fluoxetina mostrou efeitos nos processos reprodutivos de Perna perna
uma vez que efeito agudo (inibicdo da fertilizagéo) foi observado a partir 2,5 mg.L™,
enquanto efeito cronico foi observado a partir de 0,125 mg. L™.

A partir da avaliacao de risco baseada na legislacao europeia AMX nao foi
considerada toxica, enquanto fluoxetina foi avaliada como muito téxica. A partir dos
registros de concentraces ambientais de AMX pode-se considerar o risco como

baixo, enquanto fluoxetina apresentou risco médio.

Nossos resultados demonstram 0s riscos ambientais provocados pelo
descarte inadequado de fluoxetina no ecossistema aquatico, onde politicas futuras
devem ser desenvolvidas a respeito do tratamento dos efluentes e gerenciamento

dos residuos.

Estudos mais detalhados devem ser realizados levando-se em conta um
maior tempo de exposicdo, menores niveis de organizagdo biolégica bem como
estudos populacionais que denotem alteracbes significativas em funcdo da

exposicao a concentracdes ambientalmente relevantes.
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