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Resumo: As propriedades fisico-quimicas dos farmacos ndo sdo removidas totalmente pelo
tratamento de aguas residuais convencional, podendo gerar efeitos adversos em organismos
marinhos. Testes de toxicidade cronica foram realizados com o farmaco diclofenaco, por ser
um dos anti-inflamatorios mais utilizado mundialmente, e que acarreta efeitos adversos
diversos conhecidos sobre a saude humana, mas poucos conhecidos em organismos marinhos.
Este estudo teve como objetivo verificar em laboratorio a toxicidade cronica do diclofenaco a
embrides de ourigco do mar Echinometra lucunter, sendo expostos a concentragdes do
farmaco:1,56 mg/L; 3,12 mg/L; 6,25 mg/L; 12,5 mg/L, 25 mg/L; 50 mg/L e 100 mg/L.
Diclofenaco foi toxico causando desenvolvimento embriolarval anormal em concentragdes
acima de 25 mg/L. A comprovagao de sua toxicidade ¢ de extrema importancia, para que seja
regulamentada normas que monitorem e preservem o ecossistema marinho, ja que este ¢ um
farmaco amplamente utilizado.
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Does diclofenac dnterfere with the embriolarval development of sea drchins?

Abstract: The physicochemical properties of drugs are not completely removed by
conventional wastewater treatment, which can have adverse effects on marine organisms.
Chronic toxicity tests were carried out with the drug diclofenac, o it is one of the most used
worldwide anti-inflammatory drugs in the world, and it causes several known adverse effects
on human health, but few known in marine organisms. This study aimed to verify in the
laboratory the chronic toxicity of diclofenac to sea urchin embryos Echinometra lucunter,
being exposed to concentrations of the drug: 1.56 mg/ L;3.12mg/L; 6.25 mg/L; 12.5 mg/
L,25mg/L;50mg/L and 100 mg/ L. Diclofenac was toxic causing abnormal embriolarval
development at concentrations above 25 mg / L. Proof of its toxicity is of utmost importance,
in order to regulate standards that monitor and preserve the marine ecosystem, since this is a
widely used drug.
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Introducio: Os firmacos sdo substancias complexas [1], seu acimulo causa efeitos toxicos
que contribuem para a contamina¢do ambiental [2]. O farmaco no ambiente marinho se
transforma em um Xxenobidtico para o organismo aqudtico, acarreta bioacumula¢do com
probabilidade de causar efeitos deletérios através de absor¢do direta do ambiente, ou
indiretamente através do alimento contaminado [3], podendo interferir em processos

bioquimicos e fisiologicos do ciclo de vida da espécie marinha[4]. O organismo marinho
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através de suas vias de exposi¢do, como respiragdo, nutricio e epiderme, absorve os
contaminantes por suas mucosas € membranas, que apos absorvido sdo dissolvidos e
atravessam o epitélio branquial, sendo transportado pelo sangue através de tecidos altamente
vascularizados até atingir tecidos de reserva que ndo sdo comumente monitoradas no
ambiente, mas com potencial para entrar nele e causar efeitos adversos, efeitos esses sobre a
saide humana conhecidos, mas pouco explorados em organismos marinhos [5]. O Farmaco
em estudo é o diclofenaco, formula quimica C14H;;CL,NO,, log 4,51, Pka 4,15. E um anti-
inflamatdrio quimicamente heterogéneo, que modula ou reduz o processo inflamatoério, com o
objetivo de diminuir a inflamagdo e a dor, interromper ou retardar a progressao da doenga
pertence ao Grupo AINES (anti-inflamatérios ndo esteroidais), sdao inibidores da
ciclooxigenase ndo seletivo, tem agdo farmacologica relacionada com a inibi¢do da Cox 1 e 2,
inibindo deste modo a produ¢do de Prostaglandina e Tromboxano. A Cox ¢ uma enzima
constitutiva, que se encontra na maioria dos tecidos e nas plaquetas, tem fungdo de
manutencdo no organismo, na homeostase dos tecidos e producdo de prostaglandina, possui
efeitos adversos indesejaveis incluindo sangramentos gastrointestinais, riscos de lesdo renal

aguda, cronica e hipertensao em humanos [6].
Objetivo

Analisar a toxicidade cronica do farmaco diclofenaco através da determinacgao da taxa
de desenvolvimento embriolarval de ouri¢o do mar Echinometra lucunter, expostos a diversas

concentracoes.
Material e Métodos

As diluicdes foram preparadas pouco antes do inicio do teste, em baldes
volumétricos, com o auxilio de pipetas automaticas para colocagdo da substancia diluida em
tubos de ensaios em dilui¢des seriadas. Foi se diluido 0,01g do farmaco em 100ml de 4gua
reconstituida, expostas a diferentes concentragdes do farmaco: 1,56 mg/L; 3,12 mg/L; 6,25
mg/L; 12,5 mg/L; 25 mg/L; 50 mg/L e 100 mg/L, incluindo tubos de controle e DMSO. Para
100 mg/L da concentracdo foi se utilizado 10 ml do firmaco, e assim sucessivamente até
atingir a concentragao 1,56 mg/L com 0,156ml do farmaco para 9,84ml de dgua reconstituida.
Os ensaios foram realizados em dezembro de 2019, a partir da norma de padronizagdo ABNT
NBR 15350: 2012 toxicidade crdnica de curta duragdo [7], método de ensaio com Ourigo do
mar Echinodermata: Echinoidea, determinando a taxa de desenvolvimento embriolarval.

Utilizado 4gua marinha natural filtrada em membrana de celulose com porosidade de 0,45
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um, para a diluicdo dos fAirmacos e manuseio dos gametas. Medi¢do dos teores de oxigénio
dissolvido 5,67 mg/L, temperatura 21,8° C, pH 8,35 e salinidade 35. Os organismos foram
estimulados através da aplicagdo de pulsos elétricos para liberagdo dos gametas e coleta dos
6vulos, coletados com auxilio de uma pipeta automatica de ponta fina e acondicionados em
um béquer seco envolto com gelo. Para a fecundagao preparada uma solu¢ao na propor¢ao de
0,5 ml de espermatozoide para 25 mL de dgua de diluicdo, em seguida acrescentado um
volume de 1 ml da solugdo de esperma ao recipiente contendo os 6vulos e aguardado 10
minutos com leve agitacdo. Apods esse periodo, trés subamostras de 10 pLL da solugdo serdo
colocadas em uma camara de Sedgwick-Rafter para contagem e calculo da porcentagem de
fecunda¢do (minimo de 80% de Ovulos fecundados para utilizacdo no ensaio). Para a
utiliza¢do nos ensaios, os 6vulos devem ser redondos, lisos e de tamanho homogéneo. Os
organismos utilizados nos ensaios foram coletados na Ilha das Palmas (Guaruja, Sao Paulo)
através de mergulho livre, apds a coleta foram acondicionados em caixas isotérmicas e
cobertos com toalha umida, em seguida levados ao Laboratorio de Ecotoxicologia Prof.
Caetano Belliboni na Universidade Santa Cecilia - Unisanta, onde sdo mantidos em tanques
com aeracao constante em dgua do mar em condigdes controladas até o inicio do ensaio. Os
resultados dos testes de toxicidade utilizando o farmaco diclofenaco, foram analisados a partir
do resultado das analises estatisticas para avaliagdo dos efeitos cronicos, empregando o
programa estatico GraphPad Prism 5.01 métodos de analise de varidncia (ANOVA — p <
0,05), seguida pelo teste Dunnett para identificar as concentragdes significativamente

diferentes do controle.
Resultados

A exposi¢ao do diclofenaco nas concentragoes 1,56 mg/L; 3,12 mg/L; 6,25 mg/L;
12,5 mg/L, ocorreram baixa mortalidade proximas ao controle dentro dos parametros
ambientais. O Diclofenaco foi toxico causando desenvolvimento embriolarval anormal em
concentragdes acima de 25 mg/L, sendo continua a mortalidade conforme o aumento da
concentracdo. Quando os embrides foram expostos a concentracdo 100 mg/L do farmaco, a
mortalidade ocorreu em todos os embrides expostos, nenhum embrido se manteve Vvivo
demonstrando toxico todas as amostras dessa concentragdo, conforme demonstrado no grafico

(Figura 1).
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Figura 1: Resultado do ensaio de toxicidade com Ourico do mar a exposi¢do de diferentes
concentragdes do farmaco Diclofenaco. Onde * = diferenga significativa com o controle (p
>0,05).

A exposi¢ao dos embrides em concentracdo do diclofenaco, corroboram com estudos
que afirmam que a concentragdo exposta do diclofenaco ao atingir concentracdes maiores,
gera efeitos ao estagio da vida da espécie[8]. A absor¢do do diclofenaco em tecidos de
espécies marinhas destaca o achado que depende do tipo de tecido para que haja a
bioacumulacdo [9]. Na verificacdo do diclofenaco em plasma de espécies marinhas as
concentragdes encontradas foram maiores se destacando proximas ao nivel terapéutico em
humanos [10]. [11], verificou se que em espécies maiores o acumulo no plasma de toxicidade
do diclofenaco foi mais alto, onde o risco de ocorrer uma resposta biologica rapida do
diclofenaco e de exercer efeitos mortais em diversos peixes através de danos renais e

metabolismo de primeira passagem, na entrada de circulacao enterohepatica [12].
Conclusao

Os resultados demonstram que os embrides do Ourico do mar Echinodermata:
Echinoidea sdo sensiveis a exposi¢do de concentracdes relevantes do diclofenaco, chegando a
serem extremamente toxicos. Recursos eficazes de tratamento de aguas residuais devem ser
implantadas, através de estudos que comprovam a toxicidade, demonstrando a necessidade de
praticas e regulamentacdo na legislagdo ambiental, que garantam a conservagao e preservagao
dos ecossistemas aquaticos.
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