Impactos da contaminagao por farmacos em ecossistemas

de aguas subterraneas

Os ecossistemas subterraneos sdo uma importante fonte de agua potavel, da qual
depende a maioria da populagdo humana. A 4gua subterranea é também um importante
ecossistema, repleto de espécies Unicas que vivem em completa escuridao, a chamada
estigofauna. Estas cujas comunidades tém pouca redundancia funcional, sendo muito
vulneraveis a perturbacdes de origem antropogénica. Os aquiferos sdo poluidos por
grande diversidade de contaminantes, entre os quais se encontram os farmacos,
administrados em humanos e animais. Estes infiltram-se nas &aguas subterraneas,
transportando os farmacos originais e os seus metabolitos. A contaminacéo por farmacos
causa efeitos perniciosos em organismos subterraneos e nos servigos de ecossistemas
que desempenham, relacionados com a manutencéo da qualidade da agua. Neste artigo,
revemos o conhecimento atual sobre farmacos encontrados em &guas subterraneas e
principais vias de contaminacéo, sobre a avaliagdo dos seus efeitos ecotoxicoldgicos em
espécies estigobias, e sobre os seus potenciais efeitos em ecossistemas subterraneos.
Por fim, identificamos as principais lacunas no conhecimento, e langamos perspetivas

futuras para uma melhor protegdo destes ecossistemas vulneraveis.
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toxicologia e quimica ambiental

D INTRODUGAO

Farmacos sao substancias administradas em animais com o objetivo de preservar a salde animal e
humana ou promover o seu crescimento (Di Guardo & Finizio, 2017; Kim et al., 2018). O desenvolvimento
da producdo animal intensiva tem sido acompanhada pelo aumento do uso destas substancias (Kim et al.,
2018), levando a um aumento da sua excre¢do e, consequentemente, da sua biodisponibilidade no
ambiente (Di Guardo & Finizio, 2017).

Os farmacos sédo desenhados para atingir sitios especificos no organismo animal, estes sao frequentemente
otimizados para possuirem uma alta estabilidade e mobilidade, acabando por nédo ser faciimente
biodegradaveis (Balzer et al., 2016). Os compostos ativos e 0s seus metabolitos sédo excretados nas fezes e
na urina, atingindo assim os solos, através de escorréncias que ocorrem aquando do tratamento dos
residuos, pela aplicacdo de estrume na fertilizacdo dos campos agricolas (Balzer et al., 2016; Tolls, 2001;
Watanabe et al., 2010), pelos efluentes das estagBes de tratamento de aguas residuais, os efluentes de
industrias farmacéuticas, ou as descargas ilegais de residuos (Fernandes et al., 2021). A biodisponibilidade
dos farmacos depende de diversos fatores, como: a via de administracao, a percentagem de metabolizacédo
do organismo, o nivel de degradacdo no periodo de armazenamento das excrecdes do animal, e da
utilizacdo de estrume contaminado para a fertilizacdo de solos agricolas (Di Guardo & Finizio, 2017).
Farmacos com elevada mobilidade possuem o potencial para atingir aquiferos ou outras massas de agua,
consequentemente afetando organismos aquaticos para a qual os farmacos ndo foram desenhados (Tolls,
2001). Adicionalmente, varios farmacos encontram-se frequentemente a ser libertados para o ambiente,
pelo que vérios tipos de farmacos coexistem em simultdneo nas massas de agua, podendo resultarem

efeitos sinergéticos ou antagonistas (Fernandes et al., 2021).

Os residuos de farmacos contaminam aguas de superficie e sedimentos através dos residuos domésticos e
hospitalares (uma vez que existem farmacos usados em medicina humana assim como em medicina
veterinaria), contaminando de seguida as &guas subterrAneas através de processos de infiltracdo e
lixiviacdo (Gaston et al., 2019; Gros et al., 2019). As aguas subterrdneas sdo as mais importantes reservas
de 4gua doce planetérias, portanto a sua contamina¢do, uma problematica criptica que afeta a integridade
da saude humana e dos ecossistemas (Figura 1) (Castafio-Sanchez et al., 2020b, 2021a,b; Hose et al.,
2023). A contaminacdo destas aguas compromete também servigos de ecossistema que relacionados com

a purificagdo da agua e a manutencgéo do ciclo de nutrientes (Griebler & Avramov, 2015; Hose et al., 2022).

A Comissao Europeia (CE) criou regulamentos de forma a combater a problematica relacionada com a
deterioracdo da qualidade das massas de agua. A Diretiva Quadro da Agua “Water Framework Directive”
(WFD) (2000/60/EC) pressiona os estados-membros a gerir os recursos hidricos numa abordagem
integrada, em que considera todos 0s ecossistemas aquéticos e todos 0s ecossistemas dependentes e
interligados. O principal objetivo da WFD é atingir um bom status ecolégico em todas as aguas de
superficie, assim como um bom estado na avaliagdo quimica e quantitativa em todas as aguas subterréneas
(Directive 2000/60/EC, 2000).

As indicagcbes atuais para a Avaliacdo do Risco Ambiental (ARA) recomendam estimar o efeito em
organismos cavernicolas a partir dos testes ecotoxicoldgicos em organismos de superficie (EMA, 2018).

Para estimar o valor em que se prevé auséncia de efeito em estigobios (PNECgyw) é necessario dividir o valor
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de converséo 10 ao valor em que se prevé auséncia de efeito em organismos de superficie (PNECsw) (EMA,

2018), como demonstrado na equagéo 1:

_ PNECsw

PNECgw m

(Equacao 1)

Valores de concentragdes quantificadas em aguas subterraneas (MECgw), também podem ser estimadas a
partir de concentragdes quantificadas em aguas de superficie (MECsw), a partir da multiplicacdo do fator de

converséao 0,25, como € possivel observar na equagéo 2:
MECgw = MECsw X 0,25 (Equagéo 2)

PNECgw e MECgw sédo valores fundamentais para o calculo do quociente de risco em ecossistemas

subterraneos (RQgw), férmula presente na equagéo 3:

MECgw
RQgw =
Qg PNECgw

(Equacéo 3)

Neste artigo, realizamos uma (i) revisdo do conhecimento atual dos farmacos e dos seus potenciais efeitos
nos ecossistemas subterraneos, (ii) analisamos os valores maximos quantificados dos farmacos em aguas
subterraneas, (iii) os efeitos ecotoxicolégicos conhecidos em estigobios e (iv) identificamos as principais

lacunas no conhecimento, langcando perspetivas futuras sobre esta area de investigacgéo.

FIGURA 1: Organismos estigébios, crustaceos aselideos adaptados a vida em aguas subterrdneas do macico
calcério Estremenho, centro de Portugal.
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D MATERIAL E METODOS

Os valores de toxicidade aguda foram obtidos através da consulta da base de dados disponibilizada pela
Agéncia de Protegdo Ambiental (APA), a ECOTOX (EPA (Environmental Protection Agency), 2022). A
pesquisa de cada farmaco foi realizada pelo seu numero de CAS, e a informacéo foi filtrada para a recolha
da LC50 (concentracdo letal para 50% da populacdo) e EC50 (concentracdo efetiva para 50% da
populacao) de peixes, crustaceos e algas. Adicionalmente, o teste ecotoxicoldgico teve de ser realizado em
meio de agua doce, com um fim dentro de 96 horas. Para espécies com mais de um valor has mesmas

condicdes, a média geométrica foi calculada.

Os valores de concentragfes detetadas nas massas de agua foram obtidas através de pesquisa
bibliografica, na plataforma Web of Science. As palavras-chaves utilizadas para a pesquisa foram
“veterinary medicinal pharmaceuticals”, “groundwater”, “toxicity”, “crustaceans”, “aquatic environment”,

“stygobitic” e “environmental risk assessment”.

Toda a analise estatistica foi realizada com recurso ao R Studio, versdo 4.0.3 (R Team, 2023). Com o0s
valores de toxicidade aguda criou-se gréaficos de distribuicdo de sensibilidade de espécies (SSD), criados
através de “ssdtools” (Thorley & Schwarz, 2018) e “ggplot2” (Wickham, 2016).

D RESULTADOS

Anti-Inflamatorios Nao Esteroides (AINE)

Os AINEs sao a classe de farmacos frequentemente usada devido as suas propriedades anti-inflamatoérias,
antipiréticas, e analgésicas (Rastogi et al., 2021). Esta classe é considerada uma das mais preocupante,
devido ao seu elevado consumo por parte da populacdo em geral (Jurado et al., 2021). Compostos ativos
desta classe sdo considerados persistentes, tendo sido detetados em varias massas de agua nas

guantidades de ng/L e ug/L (Jurado et al., 2021; Rastogi et al., 2021).

A degradagd@o microbioldgica é uma via possivel de remocdo de AINE, com estudos a demonstrarem a
degradacdo e mineralizacdo de diclofenaco, ibuprofeno e naxopreno através do uso dos fungos Trametes
versicolor (Lloyd, 1920) e Phanerochaete sordida (Karst, 1889) YK-624 (Rastogi et al., 2021). Esta
degradacdo é obtida por processos de descarboxilacdo, oxidacdo, hidrélise, eliminagdo do grupo HCL
(Rastogi et al., 2021).

O paracetamol é uma das substancias mais populares para o tratamento de febres e dores variadas (Wu et
al., 2012). Devido a esta popularidade, o paracetamol tem sido detetado em varias massas de agua, desde
rios até aguas subterraneas, tendo sido detetado em quantidades tao elevadas como 1036 pg/L, levantando
preocupa¢fes a nivel da saude publica e ambiental (Lin et al., 2015). Até ao momento, ndo existe
conhecimento sobre o efeito de paracetamol nos ecossistemas subterrdneos. A informag&o disponivel
indica que o organismo mais sensivel é Daphnia magna (Straus, 1820), apds uma exposicdo de 48 horas,

com o LCso estimado a ser 18.89 mg/L. No espectro oposto, 0 organismo mais tolerante é Branchionus
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calycifloris (Pallas, 1766), que sofre de efeitos letais apenas a concentra¢des de 5305,32 mg/L, como é
possivel observar na Figura 2. Uma vez que ndo existe informacdo sobre o efeito do paracetamol a
organismos estigobios, todos os quocientes de risco calculados utilizam valores estimados partir dos

resultados obtidos em testes ecotoxicolégicos em espécies de superficie.

Branchionus calycifioris

Chlamydomonas reinhardtii

2 @ 'Moina macrocopa

- St Observacdo
g ‘Moina macrocopa &t -

g ® 2

w ® &

8 Daphnia magna ®n

B -

Streptocephalus proboscideus
Daphnia magna

Daphnia magna

Concentragdo de Paracetamol (mg/L)

FIGURA 2: Valores de sensibilidade de espécies expostos a paracetamol. A vermelho esta representado o valor
obtido ap6s 1 hora, a roxo o valor obtido ap6s 24 horas, a azul o valor observado apds 48 horas, e a rosa o valor
obtido apds 96 horas.

A informacéo disponivel para o diclofenaco de sddio indica que o peixe Danio rerio (Hamilton, 1822) é a
espécie mais sensivel, com um LCso de 5,3 mg/L. A espécie mais tolerante € a alga Chlamydomonas
reinhardtii (P.A. Dangeard, 1888), com um LCso de 1776 mg/L. Este farmaco foi testado numa espécie
cavernicola, Nitocrella achaiae (Pesce, 1981), tendo sido estimado o LCso de 12,01 mg/L, como é possivel

observar na Figura 3.

Antibiéticos

Os antibiéticos séo utilizados para tratar e prevenir doengas infeciosas, tanto na medicina humana como na
medicina veterinaria, e para promover o crescimento e rendimento animal, nas exploragdes agropecuarias
(Balzer et al., 2016; Liu et al., 2018; Viana et al., 2021).

Estes compostos sofrem um baixo metabolismo e séo fracamente absorvidos pelo trato intestinal, sendo
excretados maioritariamente por urina e pelas fezes (Liu et al., 2018; Viana et al., 2021). Uma vez que 0s
processos de tratamentos de aguas residuais ndo removem completamente estes compostos, existe uma
continua libertacdo destes para o ambiente (Liu et al., 2018; Viana et al., 2021). Consequentemente, 0
aumento da biodisponibilidade de antibiéticos no ambiente pode resultar no aumento da pressédo da

comunidade microbiana nas aguas, levando ao surgimento de resisténcia aos antibiéticos, o que por sua
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vez pode afetar o uso terapéuticos destes compostos tanto em animais como em humanos (Liu et al., 2018;
Viana et al., 2021).
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FIGURA 3: Valores de sensibilidade de espécies expostos a diclofenaco de sédio. A vermelho esta representado o
valor obtido apds 1 hora, a roxo o valor obtido ap6s 24 horas, a azul o valor observado apés 48 horas, e a rosa o
valor obtido apés 96 horas.

A clortetraciclina € um antibidtico de largo espetro da classe tetraciclina, usada no tratamento de doencas
provocadas por varias bactérias Gram positivas e negativas (Dzomba & Zaranyika, 2021). Nos testes
ecotoxicoldgicos disponiveis, 0 organismo mais sensivel € um peixe, o Oryzias latipes (Temminck &
Schlegel, 1846), com um LCso estimado de 78,9 mg/L. A espécie mais resistente corresponde a Moina
macrocopa (Strauss, 1820), com um LCsp estimado de 515 mg/L, como é possivel observar na Figura 4.

Outro antibittico de grande preocupacao € a eritromicina, um macrolido (Minski et al., 2021). A espécie mais
sensivel € Anabaena sp. (Nostoc), com um LCso de 0,022 mg/L, enquanto o0 menos sensivel corresponde a
B. calycifloris, com um LCso de 27,53 mg/L, como é possivel observar na Figura 5.
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FIGURA 4: Valores de sensibilidade de espécies expostos a clortetraciclina. A vermelho esta representado o
valor obtido ap6s 24 horas, a verde o valor observado ap6s 48 horas, e a azul o valor obtido apds 96 horas.
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FIGURA 5: Valores de sensibilidade de espécies expostos a eritromicina. A vermelho esta

representado o valor obtido apds 24 horas, a verde o valor observado apds 48 horas, e a azul o valor
obtido apés 72 horas.
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B-Blogueadores

Os [-Bloqueadores sé&o utilizados no tratamento de patologias cardiovasculares, como hipertenséo,
arritmias e angina de peito (Piram et al., 2008; Ramil et al., 2010; Yi et al., 2020). Estes compostos s&o
principalmente excretados através da urina, com quantidades até 75%a serem expelidas na sua forma
original, sem qualquer metabolizacdo (Yi et al., 2020). Devido ao seu elevado consumo, elevada
persisténcia, e a ineficiéncia do processo de tratamento de aguas residuais na remocéo destes compostos,

a sua detecdo em massas de agua é frequente (Godoy et al., 2015).

Os peixes possuem recetores B-adrenérgicos similares aos de mamiferos, pelo que a sua exposicao a esta
classe de farmacos pode levar a disfuncdo cardiovascular. Quando expostos a propranolol (PRO), a
fecundidade de O. latipes e o ritmo cardiaco de D. magna diminuiram (Ramil et al., 2010). Consequéncias
como reducdo da taxa de reproducdo, comportamentos anémalos e disrupgdo dos niveis de testosterona
também foram observados noutros organismos aquaticos (Yi et al., 2020). A toxicidade de PRO foi testada

em Diacyclops belgicus (Kiefer, 1936), com o LCso estimado a 96 horas foi de 5 mg/L, a 15°C.

Farmacos psiquiatricos

Os farmacos psiquiatricos, ou psicoativos, tém sido detetados nas massas de agua, assim como 0s seus
metabolitos (Tanoue et al., 2019). Estas detecdes sdo esperadas, dado que existe uma vasta variedade
disponiveis no mercado, para o tratamento de varias patologias como os disturbios de ansiedade, insénias e

depresséao, e serem usados como anestésicos e analgésicos (Cunha et al., 2017; Tanoue et al., 2019).

Estes compostos sdo de degradacéo dificil, com os processos de tratamento de aguas residuais a serem
ineficientes na completa remo¢édo destes compostos (Grabicovd et al., 2020; Wang et al.,, 2020).
Adicionalmente, um dos compostos resultantes da degradacdo de diazepam é oxazepam, também um
farmaco comercializado (Cunha et al., 2017). Este facto enfatiza que os metabolitos ndo devem de ser

ignorados, uma vez que nao deixam de ser compostos ativos que podem provocar efeitos perniciosos.

Quando expostos a estes farmacos, observam-se mudangas no comportamento dos organismos (como por
exemplo, nas relacdes presa-predador), na taxa de alimentag&o, no ritmo circadiano, na reproducédo e nas
estratégias de migracdo, o que pode levar a mudancas ecoldgicas relevantes (Grabicova et al., 2020;
Tanoue et al.,, 2019). Devido a sua natureza hidrofébica, é possivel que a absor¢cdo imediata pelos
organismos néo ocorra (Tanoue et al., 2019). Até ao momento, ndo existe qualquer informacéo sobre os

efeitos destes farmacos nos organismos estigébios.

D DISCUSSAO

As &reas carsicas sao caracterizadas pela fraca capacidade de filtracdo e por uma elevada capacidade de
infiltracdo (Kogovsek & Petri€, 2013). Deste modo, os aquiferos de zonas carsicas encontram-se
particularmente vulneraveis a contaminantes, com as aguas subterrdneas em areas profundas em maior
risco do que inicialmente pensado (Reberski et al., 2022). Exceto em situacdes especificas (fenofibrato), os

contaminantes quantificados encontram-se em quantidades mais elevadas nas aguas superficiais do que
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nas aguas subterraneas (Reberski et al., 2022). No entanto, mais estudos sdo necessarios para clarificar o

estado de contaminacdo das aguas subterraneas.

A realizagdo de testes ecotoxicologicos em espécies subterraneas possui varios obstaculos. Estes
organismos habitam locais de dificil acesso, tendem a ser dificeis de encontrar e coletar, e possuem uma
distribuicdo espacial normalmente restrita (Di Lorenzo et al., 2019a; Di Lorenzo et al., 2019b). Como
resultado, os organismos sao normalmente colhidos em nimeros inferiores aos necessarios para a
realizacdo de testes ecotoxicoldgicos. Adicionalmente, estas espécies sao extremamente dificeis de manter
e multiplicar em ambiente laboratorial, tornando a andlise da mortalidade em organismos juvenis
praticamente impossivel (Di Lorenzo et al., 2019a; Di Lorenzo et al., 2019b). Estes obstaculos ajudam a
explicar o ritmo fastidioso dos estudos que surgem na area da ecotoxicologia subterranea. Os ritmos
metabdlico e de consumo de oxigénio diferem entre as espécies subterraneas e de superficie. Devido a esta
diferenca existem questdes sobre que se a metodologia aplicada, inicialmente otimizada para espécies de
superficie, € adequada para a realizacdo dos testes ecotoxicolégicos nas espécies subterrdneas (Avramov
et al., 2013). Organismos estigbbios demonstraram ter um ritmo de consumo de oxigénio duas vezes mais
lento do que as espécies de superficie, assim como de 1.2 a 8.6 vezes menos niveis de atividade
enzimatica de enzimas regulatérias chave (Avramov et al., 2013). Assim, pode-se debater os organismos
estigbbios possam sofrer um atraso na manifestacdo de efeitos ecotoxicoldgicos, e que um teste de longa
exposicdo devesse ser considerado para a avaliagdo do efeito de um farmaco em ecossistemas

subterrdneos (Avramov et al., 2013).

A protecdo de espécies desconhecidas para a comunidade cientifica € um objetivo complexo. Os
ecossistemas subterraneos sdo de dificil acesso, sendo que a maioria dos habitats subterrdneos
permanecem por explorar (Ficetola et al., 2019; Griebler et al.,, 2014). Isto afeta o nosso conhecimento
sobre a biodiversidade, um fendmeno conhecido como o impedimento de Racovitza (Ficetola et al., 2019).
Julga-se que estes habitats possuem uma grande, e subestimada, quantidade de espécies, cuja protecao é

complexa mas necessaria (Ficetola et al., 2019).

D PERSPETIVAS FUTURAS

Organismos com caracteristicas Unicas exigem protocolos especificos (Di Lorenzo et al., 2019b; Castafio-
Sanchez et al., 2020b, 2021a). Fatores de conversao conservadores sao importantes para a prote¢do de um
ecossistema ainda vastamente desconhecido, no entanto é necessario continuar a investigacdo nesta area
(Di Lorenzo et al., 2019b).

Alguns dos obstaculos presentes na ecologia subterrdnea incluem auséncia de conhecimento do
comportamento e ciclos de vida de organismos estigébios, levando a dificuldade na realizacdo de testes
ecotoxicoldgicos agudos em juvenis, e na realizacdo de testes ecotoxicol6gicos cronicos (Castafio-Sanchez
et al., 2020a, 2021a).

Adicionalmente, a monitorizacéo e avaliagdo da qualidade de agua subterranea sao ferramentas Uteis para
a identificagcdo de ameacas existentes e prevencdo de contaminantes futuros (Castafio-Sanchez et al.,

2020a). Ferramentas de aviso prévio, como os biomarcadores, podem informar sobre impactos a niveis sub-

Duarte e Reboleira 2023 « CAPTAR 12: art. 6 9



toxicologia e quimica ambiental

letais em espécies estigobias, sendo 0 seu uso muito relevante para perceber a magnitude da perturbacéo

ambiental sobre farmacos em aguas subterraneas (Duarte et al., 2023).

Por Gltimo, a identificacdo dos efeitos que estes farmacos provocam em organismos estigébios é apenas
possivel através da otimizacdo de protocolos ecotoxicologicos adequados para as caracteristicas destas

espécies.
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