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Resumo. Os contaminantes emergentes (CE), séo substancias quimicas (farmacos, produtos de higiene pessoal, drogas ilicitas
entre outros) que estdo presentes no ambiente como consequéncia da atividade antrépica e a falta de adequagao dos processos
convencionais de tratamento de dgua e esgoto que ndo logram remové-los eficientemente. Na atualidade o uso disseminado e
desmedido de farmacos no tratamento da pandemia de COVID 19 tem aumentado a preocupacéo dos impactos decorrentes da
contaminagao por farmacos em ambientes aquaticos, consequéncia da liberagdo no ambiente de grandes quantidades destes
compostos. Assim, estudos de ecotoxicidade aquatica sdo fundamentais para avaliar o efeito de substancias quimicas téxicas
nas andlises de impactos ambientais, sobretudo quando utilizado organismos representativos da biota aquatica local, garantindo
assim, maior confiabilidade e representatividade dos resultados obtidos. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi validar a utili-
dade do Dendrocephalus brasiliensis (Branchoneta) espécie autéctone do nordeste brasileiro como organismo teste para estudos
de ecotoxicidade de farmacos utilizados no tratamento da COVID 19. Testes ecotoxicolégicos utilizando D. brasiliensis foram rea-
lizados utilizando solugdes dos farmacos paracetamol, hidroxicloroquina, ivermectina e ibuprofeno, em concentragées de 0,0025
até 600,0 mg/L seguindo os protocolos descritos pela Associagdo Brasileira para Normas Técnicas (ABNT) para toxicidade
aguda, protocolo padronizado para a realizagdo do ensaio ecotoxicolégicos utilizando como organismo teste a Daphnia magna,
o qual foi empregada como referéncia para comparar o padrao de resposta. Com os resultados obtidos foi realizado o célculo da
CL,, s, considerando como desfecho a morte dos organismos, ivermectina (< 0,0025 - < 0,0025), hidroxicloroquina (3,70 - 14,09),
ibuprofeno (12,25 - 107,52), paracetamol (8,53 - 9,61), resultados CL,, ., mg/l D. magna e D. brasiliensis respectivamente. Os
resultados obtidos mostraram um padrao diferenciado dependente da espécie e do farmaco analisado observando-se uma me-
nor sensibilidade frente a exposi¢ao da D. brasiliensis em comparagao a D. magna demonstrando a valia da D. brasiliensis como
organismo teste. Pesquisas futuras dirigidas a analisar as potenciais interagdes destes farmacos em concentracdes ambientais
reais sdo necessdrias para completar a validagéo e ter uma aproximacédo dos eventos acometidos em ambientes impactados
por estes farmacos.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; Farmacocontaminagao; Branchoneta; Pandemia sars-COV 19.

Abstract. Emerging contaminants (EC) are chemical substances (pharmaceuticals, personal hygiene products, illicit drugs, among
others) that are present in the environment because of human activity and the lack of adequacy of conventional water and sewage
treatment processes that do not manage to remove them efficiently. Currently, the widespread and excessive use of drugs in the
treatment of the COVID 19 pandemic has increased concern about the impacts resulting from contamination by drugs in aquatic
environments, because of the release into the environment of large amounts of these compounds. Thus, aquatic ecotoxicity studies
are essential to evaluate the effect of toxic chemical substances in the analysis of environmental impacts, especially when using
representative organisms of the local aquatic biota, thus ensuring greater reliability and representativeness of the results obtained.
In view of this, the objective of this work was to validate the usefulness of Dendrocephalus brasiliensis (Branchoneta), an autoch-
thonous species from northeastern Brazil as a test organism for ecotoxicity studies of drugs used in the treatment of COVID 19.
Ecotoxicological tests using D. brasiliensis were performed using drug solutions paracetamol, hydroxychloroquine, ivermectin and
ibuprofen, in concentrations from 0.0025 to 600.0 mg/L following the protocols described by the Brazilian Association for Technical

- 156 -



Acta Toxicol. Argent. (2022) 30 (3): 156-162

Norms (ABNT) for acute toxicity, standardized protocol for carrying out the ecotoxicological assay using as a test organism Daphnia

magna, which was used as a reference to compare the response pattern. Based on the results obtained, the LC

s04an Was calculated

considering the death of organisms, ivermectin (< 0.0025 - < 0.0025), hydroxychloroquine (3.70 - 14.09), ibuprofen (12.25 - 107.52),

paracetamol (8.53 - 9.61), results LC,

50-48h

mg/l D. magna and D. brasiliensis respectively. The results obtained showed a differenti-

ated pattern depending on the species and the analyzed drug, observing a lower sensitivity to exposure of D. brasiliensis compared
to D. magna, demonstrating the value of D. brasiliensis as a test organism. Future research aimed at analyzing the potential interac-
tions of these drugs at real environmental concentrations is necessary to complete the validation and to have an approximation of

the events affected in environments impacted by these drugs.

Keywords: Ecotoxicology; Pharmacocontamination; Branchoneta; Sars-COV pandemic 19.

Introducao

Substancias quimicas empregadas na industria,
agricultura e medicina (ou seus metabolitos) po-
dem, durante o processo de fabricacao, uso, ou
descarte, resultar na eliminacao de rejeitos para
0 meio ambiente, com potenciais consequéncias
toxicas para a biota e os seres humanos. Essas
substancias ocorrem em descargas de diferentes
tipos, incluindo esgoto, escoamento de aguas
pluviais, descargas industriais e descargas rurais
(Omotola et al. 2022).

Atualmente o termo contaminante emergente tem
se destacado, gragas a seu potencial toxico e
capacidade de estar presente no solo, agua e ar.
Apesar do risco que apresentam ao ecossistema,
a maior parte desses contaminantes ndo s&o re-
gulados pela legislacao (Montagner et al. 2017).
Os farmacos sao especificamente criados para
serem substancias biologicamente ativas, em
seu principio esses medicamentos buscam se-
rem eficazes em baixas concentragdes. O alto
consumo desses compostos nos ultimos anos
foram seguidos pela introdugcéo continua dessas
moléculas biologicamente ativas nos ambientes
naturais. Sua atividade biolégica tem potencial
de interferir nos processos bioquimicos e fisio-
l6gicos, podendo causar efeitos adversos e pre-
judicar a saude. A capacidade dos ingredientes
farmacéuticos de serem absorvidos e de interagir
com organismos vivos 0s torna um perigo po-
tencial para toda biota. Atualmente os produtos
farmacéuticos ja sao reconhecidos como uma
ameaca aos ecossistemas aquaticos (Sangion
e Gramatica 2016; Mezzelani et al. 2018).

Com a chegada da pandemia de Covid-19, no-
vos desafios surgiram. Dentre eles uma inces-
sante busca por um tratamento, e farmacos nao
comprovados cientificamente para tratamento
de Covid-19 foram rapidamente adotados co-
mo potencial tratamento para esta doenca. Essa
sistematica acarretou no excesso de automedi-
cacao e de tratamento secundario, com graves

riscos a salde humana e ampliando os riscos
sanitarios e os danos ambientais relacionados
ao descarte/langamento desses farmacos no
ambiente (Falavigna et al. 2020).

Como consequéncia, farmacos massivamente
utilizados em distintos paises, incluindo o Brasil,
tais como Hidroxicloroquina, lvermectina, Pa-
racetamol e Ibuprofeno, que estdo presentes
em efluentes de ETE sdo langcados em corpos
hidricos sem o uso de tecnologias de remogao
adequadas (Feng et al. 2013).

Para compreender os impactos ambientais destas
substancias, os ensaios ecotoxicolégicos tem
grande relevancia, pois buscam garantir a re-
presentatividade das consequéncias que estas
substancias podem acarretar nos corpos hidricos
e contribuem para estabelecer niveis guia para a
protecao da biota aquatica (Quadra et al. 2016;
Lopes et al. 2018).

Os testes de ecotoxicidade sao instrumentos im-
portantes para ponderar a qualidade das aguas
e a carga poluidora de efluentes. Esses testes
consistem em ensaios laboratoriais, realizados
sob perspectivas experimentais especificas e
controladas, visando estabelecer a toxicidade
de substancias, efluentes industriais e amostras
ambientais (aguas ou sedimentos), por meio da
exposicdo de organismos-testes a diferentes
concentracdes de amostra, os efeitos toxicos
produzidos sobre esses organismos séo observa-
dos e quantificados (Omotola et al. 2022; Jacob
etal. 2021).

O uso de testes ecotoxicoldgicos para analise da
qualidade de aguas e efluentes ja é regulamentado
oficialmente no Brasil, através da Resolugéo n°
357 de 17 de margo de 2005 do Conselho Na-
cional do Meio Ambiente (CONAMA 2005). Essa
resolugé@o aponta que toxicidade é qualquer efeito
desconforme ocasionado a organismos testes,
podendo ser alteragdes genéticas, imobilidade,
e até letalidade.

Sendo assim, estudos de ecotoxicidade que ava-
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liem o potencial de bioacumulagao de farmacos
e suas concentragcdes no ambiente, por meio
da avaliacdo do seu destino e quantidade em
que sao lancados é fundamental para conhe-
cer 0s riscos associados a exposi¢cao de novos
compostos que ainda nao estdo contemplados
nas legislagdes vigentes, permitindo antecipar e
mitigar os danos para as geragoes futuras (Mon-
tagner et al. 2017).

Nesse contexto, a D. magna é considerada um dos
principais organismos de ensaios ecotoxicologi-
cos padrao. Entretanto, é importante considerar
a utilizacéo de espécies autéctones, como aD.
brasiliensis, em pesquisas realizadas em regides
tropicais, pois & uma espécie adaptada as es-
pecificidades do ecossistema local e fornecem
resultados realisticos (Santos et al. 2018).

A D. brasiliensis, conhecida popularmente co-
mo branchoneta, € um micro crustaceo de agua
doce da familia Thamnocephalidae, tipicamen-
te encontrado em lagoas temporarias no bioma
Caatinga e em area costeira (Santos et al. 2019).
Esse organismo vive em pogas temporarias, onde
0s ovos sdo colocados em repouso no fundo da
poca. Esses ovos possibilitam a sobrevivéncia da
espécie na estacao de seca, e sdo responsaveis
pela dissemina¢do da mesma. Esse micro crus-
taceo ja foi encontrado em piscinas naturais e
artificiais da Caatinga do norte de Minas Gerais,
ao norte do Rio Grande do Norte e também em
piscinas no Gran Chaco, no centro- norte da
Argentina (Barros-Alves et al. 2016).

Sendo assim, devido as recentes preocupacodes
com a presenca de produtos farmacéuticos no meio
ambiente em particular decorrente do consumo
e utilizacdo massiva de farmacos empregados
no tratamento da COVID 19, o objetivo deste
trabalho foi validar o organismo D. brasiliensis
como organismo teste para estudos de ecoto-
xidade e comparar os resultados com a espécie
D. magna como organismo teste de referéncia
frente a exposicdo aos compostos Hidroxiclo-
roquina, lvermectina, Paracetamol e Ibuprofeno.

Materiais e Métodos

Métodos de ensaio

Os testes de ecotoxidade foram realizados uti-
lizando quatro formulagdes farmacologicas de
medicacdes utilizadas corriqueiramente no tra-
tamento da COVID-19. Solugdes aquosas des-
tes farmacos foram preparadas por diluigdo em
agua destilada ultra pura com auxilio de agitador
magnético a partir das suas concentragdes co-
merciais: hidroxicloroquina (400mg — EMS S/A,
Séao Paulo, Brasil), ivermectina (6 mg — VITAME-

DIC, Goias, Brasil), paracetamol (200mg/L - Ai-
rela, Santa Catarina, Brasil) e ibuprofeno (600mg
- Prati-donaduzzi, Parand, Brasil). Informacéao
adicional sobre a formulagao dos farmacos uti-
lizados nesta pesquisa estdo disponiveis em ht-
tps://consultaremedios.com.br/.
Posteriormente a partir da solugcéo padrdo fo-
ram realizadas as outras diluicbes com agua do
cultivo com mesmos padrdes dos testes, para
obter as concentracdes de testagem utilizadas no
experimento: Hidroxicloroquina (0,00 mg/L, 2,5
mg/L, 5,0 mg/L, 10,0 mg/L, 15,0 mg/L, 100,0 mg/L
e 400,0 mg/L), ivermectina (0,00 mg/L, 0,0025
mg/L, 0,005 mg/L, 0,01 mg/L e 1,0 mg/L), pa-
racetamol (0,00 mg/L, 1,0 mg/L, 2,5 mg/L, 5,0
mg/L, 10,0 mg/L, 15,0 mg/L) e ibuprofeno (0,00
mg/L, 1,0 mg/L, 2,5 mg/L, 5,0 mg/L, 10,0 mg/L,
15,0 mg/L, 60,0 mg/L, 100,0 mg/L, 200,0 mg/L,
300,0 mg/L e 600,0 mg/L). Para o controle de
qualidade do processo, solugdes de Cloreto de
potassio (KCI) (marca NEON), foram utilizadas
nas concentragdes (0,0 mg/L, 10,0 mg/L, 30,0
mg/L, 50,0 mg/L, 90,0 mg/L, 110,0 mg/L, 130,0
mg/L, 160,0 mg/L, 190,0 mg/L e 210,0 mg/L).

Organismos e manutencao do cultivo

O cultivo dos organismos-testes foi realizado no
laboratério de ecotoxicologia do Instituto Fede-
ral de Educacgéao, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Norte (IFRN), com a Daphnia magna
de acordo com a metodologia determinada pe-
la ABNT (2017) e com a Dendrocephalus brasi-
liensis baseado no método utilizado por Veiga
e Vital (2002).

Os cistos de D. brasiliensis foram adquiridos da
empresa Fishfood, localizada em Sao Paulo - SP.
A producéo foi realizada no IFRN, campus Na-
tal Central, localizado na cidade de Natal - RN,
de acordo com a metodologia apresentado por
Santos et al. (2019). Inicialmente, 5 g de cistos
incubaveis foram mantidos na proporgcéao de 1
g/L de agua em garrafas PET de 2 L. Apos 24
h, os nauplios nascidos foram aclimatados em
tanques de agua parada com aeragao até atin-
girem a formag&o de ovisac. A alimentacéo da
D. brasiliensis consistiu em fitoplancton. As mi-
croalgas foram cultivadas em condigdes de labo-
ratorio em fotobiorreatores com ar borbulhando
continuamente para criar um fluxo. As trocas de
agua e a limpeza dos tanques foram realizadas
semanalmente. Os parametros da agua foram
monitorados constantemente e mantidos a 28
+1°C,pH8 +0,5.

O Cultivo de D. magna foi mantido no Laboratério
de Ecotoxicologia do IFRN. Uma grande popula-
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cao de clones mistos de D. magna foi propagada
com culturas iniciais adquiridas externamente.
A populagao foi mantida em agua doce com ae-
racdo, preparada e regulada com temperatura
20 °C + 2 e luz 8h:16h fotoperiodo claro/escu-
ro. As culturas foram alimentadas diariamente
com fitoplancton. Todos os procedimentos para
manutengdo e conducao do teste de toxicidade
foram realizados seguindo adaptac&o da norma
NBR 13373 da ABNT (2017). Os tanques de
cultivo foram limpos semanalmente, e a agua de
manutenc¢ao do cultivo foi renovada duas vezes
por semana (Maggio et al. 2021).

Teste de ecotoxicidade

Inicialmente foi realizado um estudo preliminar
que envolveu levantamento dos resultados dos
testes por 8 horas, sendo realizada a leitura a
cada uma hora, posteriormente nas primeiras 12
horas e depois a cada 24 horas. Sendo decidido
trabalhar com a leitura apoés 24 e 48 horas de
acordo com o levantamento das informacgoes,
e visando a resposta observada em ambos os
organismos utilizados nos testes.

Esse estudo preliminar também foi realizado para
definir as concentragdes a serem utilizadas nos
testes para cada composto, seja ele farmaco,
ou substancia controle (KCI), ficando definido
as concentracdes apresentadas anteriormente
nos materiais e métodos.

A bateria de testes de ecotoxidade, foi realizada
buscando a analise e validacdo da D. brasiliensis,
avaliando quatro farmacos (Hidroxicloroquina,
Ivermectina, Paracetamol e Ibuprofeno), e a so-
lugcdo padrao KCI como referéncia. Os ensaios
foram realizados em triplicata, utilizando 10 indi-
viduos em um volume de 300 ml em cada réplica
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nas diferentes concentragdes, além do branco
para o controle, e tiveram duracao de 48 horas.
O controle de qualidade foi mantido por meio
do pH que ficou em média 7,5 + 0,1; dureza 44
+ 3 mg/L CaCO3; temperatura de conforto de
28°C, suportando até 34°/36°C.

Ao fim do periodo de exposicéao, foi realizada a
contagem do numero de organismos mortos a
fim de se estabelecer a concentracao letal mé-
dia. O CL50-48h foi calculado usando o método
estatistico Timmed Spearman-Karber (Hamilton
etal. 1977), através do programa TOXSTAT 5.3. A
validacdo dos resultados analisados foi realizado
utilizando como como substéancia de referéncia
cloreto de potassio.

Resultados e Discussao

Em relagdo aos farmacos testados a ivermectina,
como ja era esperado devido a sua caracteristi-
ca antiparasitaria, tanto para a D. magna como
para a D. brasiliensis ndao possibilitou o calculo
do CL,, .., Uma vez que, 0s organismos tiveram
mortalidade superior a 50% para a menor con-
centracao utilizada, de 0,0025 mg/L. Em razédo
das suas caracteristicas a ivermectina, mostra
alta complexidade ambiental, pois dificulta a
avaliacdo da mortalidade dos organismos tes-
tes, além de, ser um problema ecolégico quando
presente no ambiente, ja que essa medicagao
¢é fabricada para eliminar vermes e parasitas, o
que por consequéncia acarreta na mortalidade
dos crustaceos aquaticos.

Para a hidroxicloroquina e ibuprofeno a D. bra-
siliensis se mostrou menos sensivel do que a D.
magna. No caso de lvermectina e Paracetamol
a resposta ecotoxicolédgica observada foi com-
paravel (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1. Descricao dos resultados obtidos mediante ensaios de toxicidade aguda
dos farmacos Ivermectina, hidroxicloroquina, ibuprofeno e paracetamol além da
resposta observada utilizando a substancia padrao KCL utilizando D. magna e

D. brasiliensis. Resultados expressados como

50-48h (95% LC)

CL,, ,sh com limite de confianga de 95%.
D. magna mg/L D. brasiliensis mg/L
Ivermectina Clsy g < 0,0025 < 0,0025
Hidroxicloroguina (¥ — 3,70 (3,22 - 4,25) 14,09 (12,20 - 16,28)
Ibuprofeno Clag 4an @so 1) 12,25 (5,60 - 26,81) 107,52 (90,54 - 127,68)
Paracetamol Cl 8,53 (3,96 - 18,41) 9,61(6,78 - 13,62)

KCl

Cl

50-48h (95% LC)

120,35 (74,86 — 177,40)

35,59 (17,79 - 71,10)
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Figura 1. Grafico comparativo do efeito ecotoxicolégico observado
mediante ensaios realizados utilizando D. magna e D. brasiliensis. Resultados

expressados como CL, ..

Em relagéo ao teste realizado com KClI, os valores
obtidos foram semelhantes aos reportados na
bibliografia. Por exemplo, num estudo realizado
por Santos et al. (2018) utilizando D. brasiliensis
foi reportado um valor de EC_ . (95% LC) =
47,1 (25,3 - 70,7), ratificando a reprodutibilida-
de experimental dos resultados e validando a D.
brasiliensis como organismo teste para estudos
de ecotoxidade. Além disso, os resultados ob-
tidos com D. magna, também apresentou valo-
res de resposta comparaveis com os reportados
na bibliografica. Por exemplo, considerando o
mencionado autor, os valores reportados frente
a exposicao com KCI para D. magna foram: EC-
soagn (95% LC) 100,9 (74,1-120,8), ratificando a
validade experimental obtida nesta experiéncia.
A critério de comparacgédo nao foi encontrado na
literatura artigos que avaliassem o CL, ., com
aD. brasiliensis para nenhum dos farmacos aqui
testados, sendo assim, este € um estudo pioneiro
utilizando essa espécie para avaliagao ecotoxicolo-
gica desses farmacos. Vale ressaltar que, além da

e erro padrio expresso em porcentagem.

representatividade da regido semiarida que essa
espécie possui, comparativamente a utilizacdo
desta espécie é facilitada pelo baixo investimento
requerido ja que para cada grama de cisto sao
gerados na ordem de 380.000 nauplios, e por ser
um organismo filtrador é facilmente alimentada
por emulsdo de algas, outrossim, devido as suas
maiores propor¢cdes em relagdo a outros micros
crustaceos, facilitando a realizagéo e incorpo-
racao de testes de ecotoxidade em atividades
de monitoramento ambiental (Lopes et al. 2007;
Santos et al. 2019).

Em relacéo a D. magna estudos que avaliassem
o CL,, ,, Para hidroxicloroquina também néo foi
identiticado. Pesquisas que avaliam CL,, ., coma
D. magna, para os farmacos ibuprofeno, parace-
tamol e ivermectina, apontaram diferentes faixas
de concentracédo, como pode ser visto na Tabela
2. Os valores reportados no presente estudo fica-
ram proximos dos apresentados por Feng et al.
(2013), para o ibuprofeno e paracetamol e Garric
et al. (2007) para ivermectina.

Tabela 2. Resultados ecotoxicolégicos da exposicao a farmacos (ibuprofeno, paracetamol e

ivermectina) em testes ecotoxicologicos descritos na literatura utilizando D. magna - CL

50-48h"

Minimo Maximo Autor

) (lannacone e Alvarifio
CL,, ,q, ibuprofeno 9,10 mg/L 175,0 mg/L

2009); (Feng et al. 2013)

(lannacone e Alvarifio
CL,, ., Paracetamol 9,20 mg/L 62,3 mg/L

2009); (Feng et al. 2013)

CL,, s, ivermectina 1,2x10°mg/L mg/L 1,7x10mg/L (Garric et al. 2007)
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Conclusao

Os residuos de compostos emergentes, mais es-
pecificamente relacionados a comercializagcéo e
consumo de farmacos, vém se tornando um pro-
blema de escala mundial nas ultimas décadas.
O incremento do consumo prescrito e a autome-
dicac&o proporcionou um impacto consequente
no quantitativo desses residuos (principios ati-
vos) no meio ambiente. Diante disso, estudos
que avaliem o impacto destas substancias na
biota aquatica sdo de grande importancia, prin-
cipalmente quando utilizados espécies nativas
representativas do cenario ambiental estudado.
Baseado no que foi exposto ao longo deste artigo,
foi verificado a utilidade como organismo teste
para ensaios ecotoxicoldgicos da espécie nativa
da regido semiarida D. brasiliensis, em relagéo a
sua sensibilidade aos farmacos hidroxicloroquina,
ivermectina, paracetamol e ibuprofeno, com boa
reprodutibilidade dos resultados (validade interna
dos resultados), caracteristicas essenciais para
sua validagdo como organismos teste candida-
ta para monitoramentos ambientais. Compara-
tivamente com a D. magna a D. brasiliensis se
mostrou menos sensivel o que possibilita a sua
implementagao como espécie complementar para
a representacdo mais abrangente dos potenciais
impactos possiveis sobre a biota da area estu-
dada. Estudos futuros direcionados a avaliar as
possiveis interacdes dos farmacos testados em
concentracdes ambientais reais s&o necessarias
para completar a validacéo e ter uma aproximacao
dos eventos acometidos em ambientes impac-
tados por estes farmacos.
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