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RESUMO

O paracetamol € um dos farmacos mais consumidos mundialmente e sua presenca
em corpos hidricos tem sido detectada em concentragdes variadas, representando um
risco potencial para organismos aquaticos. Este estudo teve como objetivo avaliar os
efeitos da exposi¢cdo aguda (96h) a concentracbes ambientalmente relevantes de
paracetamol (0,5; 5,0 e 50 pg.L™") em embrides e adultos de Danio rerio. O desenho
experimental incluiu o teste de toxicidade em embrides (FET — OECD 236), analises
comportamentais em larvas (144 hpf) e em adultos por meio dos testes de claro-
escuro, natagcao espontanea e resisténcia natatoria, além de analises biométricas de
larvas e adultos. Os resultados mostraram reducdo significativa na frequéncia
cardiaca em embrides expostos aos grupos experimentais, alteragcbes no
comportamento natatério larval, como redug¢ao de distancia percorrida e tempo de
movimento, e aumento do comprimento total e didmetro ocular nas larvas expostas.
Nos adultos, observou-se diminuicdo da velocidade e distancia percorrida na natagao
espontanea nos individuos expostos a maior concentracdo, enquanto nao foram
encontradas alteragbes significativas nos testes de claro-escuro e de resisténcia
natatoria. Conclui-se que mesmo em baixas concentragdes, o paracetamol é capaz
de induzir alteragcdes no desenvolvimento e comportamento de D. rerio, reforcando a
necessidade de monitoramento continuo desse farmaco em ambientes aquaticos,
mais estudos sobre seus efeitos adversos e uma legislagdo ambiental para o descarte
de farmacos, além de estratégias de retirada desses compostos pelo tratamento de
esgoto.

Palavras-chave: Acetaminofeno. Alteracbes embrionarias. Comportamento de

peixes. Contaminantes emergentes. Zebrafish.
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ABSTRACT

Paracetamol is one of the most widely consumed drugs worldwide, and its presence
in water bodies has been detected at varying concentrations, representing a potential
risk to aquatic organisms. This study aimed to evaluate the effects of acute exposure
(96h) to environmentally relevant concentrations of paracetamol (0.5, 5.0, and 50
Mg-L™") on Danio rerio embryos and adults. The experimental design included the Fish
Embryo Toxicity Test (FET — OECD 236), behavioral analyses in larvae (144 hpf) and
adults through light-dark tests, spontaneous swimming, and swimming endurance
tests, as well as biometric analyses of larvae and adults. The results showed a
significant reduction in heart rate in embryos exposed to the experimental groups,
changes in larval swimming behavior such as reduced distance traveled and
movement time, and increased total length and eye diameter in exposed larvae. In
adults, a decrease in speed and distance traveled during spontaneous swimming was
observed in individuals exposed to the highest concentration, while no significant
changes were found in the light-dark and swimming endurance tests. It is concluded
that even at low concentrations, paracetamol is capable of inducing changes in the
development and behavior of D. rerio, reinforcing the need for continuous monitoring
of this drug in aquatic environments, further studies on its adverse effects,
environmental legislation for drug disposal, and strategies for removing these
compounds through sewage treatment.

Keywords: Acetaminophen. Emerging contaminants. Embryonic alterations. Fish

behavior. Zebrafish.



LISTA DE GRAFICOS
Pag.
Grafico 1 - Frequéncia cardiaca (bpm) analisada durante o teste FET em embrides

de D. rerio com 96 hpf expostos ao paracetamol nas concentracdes testadas............ 24

Grafico 2 - Comportamento natatorio das larvas em 144hpf: A) distancia (cm); B)
tempo de movimento (s); C) velocidade (CM/S)......uueeiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 25

Grafico 3 - Andlises biométricas das larvas em 144hpf: A) comprimento total (mm); B)

relagao altura/comprimento da cabecga (mm); C) didmetro ocular (mm)...................... 26
Grafico 4 - Tempo de permanéncia dos peixes nos lados claro e escuro.................... 28
Grafico 5 - Teste de Resisténcia Natatoria............ccccccoveeeeiiiiiii e 28

Grafico 6 - Parametros de Natagcdo Esponténea dos peixes adultos: A) velocidade
geral (cm/s); B) distancia total (cm); C) tempo de movimento total (s); D) tempo de

OCUPAGAO NOS ESLrAtOS (70)..evvrreeeeeiieiiiiiiie e e e ee e e e e e e e e e e e e e e e s nennneeenees 29



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Placa de 24 pogos e esquema de exposi¢ao dos embrides..................... 18
Figura 2 - Microscépio digital (A), associado a uma plataforma de iluminagéo (C) para
fotografia das amostras em placa de Petri (B) ou flmagens em microplacas.............. 19
Figura 3 - Analise do comportamento larval de Danio rerio, pelo software sacam......19
Figura 4 - A) Medidas biométricas — comprimento total, comprimento e altura da

cabeca (individuo normal, ndo exposto); B) Medidas biométricas — raio, circunferéncia

e area ocular (individuo normal, NA0 €XPOSLO) ......uuvvuuiiiieiiiiiee e 20
Figura 5 - Desenho esquematico do teste de claro-escuro..............ccooovvviieiierennnnnnn. 21
Figura 6 - Desenho esquematico do teste de natacdo espontanea............cccccee...... 22

Figura 7 - Desenho esquematico do teste de resisténcia natatéria............................ 23



LISTA DE TABELAS

Pag.
Tabela 1 - Parametros fisicos e quimicos da agua durante o periodo de exposigao
aguda (96h) de D. rerio aos grupos experimentais CTR, PAR 0,5, PAR 5 e PAR 50...17
Tabela 2 - Grupos de testes em diferentes concentragbes de paracetamol................ 17
Tabela 3 - Medidas biométricas: peso (Wt), comprimento total (Lt) e comprimento
padrao (Ls), e glicemia (mg/dL), em médias dos grupos experimentais CTR, PAR 0,5,
PAR 5 e PAR 50, em adultos de Danio rerio apds exposicdo de 96h e testes

(oTo] pp] oTo] =10 41T o1 =TI TSP 23



10

SUMARIO

Pag.
1. INTRODUGAOD........c.ceuieeeriirsisseeesessessessssssssssessessessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssses 11
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .........cooerreetreseieeseessss e ssssssessssssssesssassssssssssssnsens 13
3. MATERIAL E METODOS........cooiiricniiessessssessssessssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssnens 16
3.1, 0rganiSMO tESTE.....coeeeiicc e e ———— 16
3.2. Aclimatagao, grupos € tempos de eXPOSICAO........uuuiieeiiiiiiiiee e 16
3.3. Teste de toxicidade em embrides de peixe (FET).......cccoieiiiiiiiiiiiieee 17
3.4. Comportamento no estagio larval em 144h.............ccoiiiiis 18
3.5. Biometria do estagio larval...............ooiiiiiiiiiii 19
3.6. Teste de ClarO-ESCUIO. ......cccoii i 20
3.7. Teste de nataGao €SPONtANEA.........ciiiiieei i e 21
3.8. Teste de resisténcia natatoria..............euueiiiiiiiiii e 22
3.9. Biometria e determinagao da glicemia............c.uuueeiiiiiiiiiiiii e 23
4. RESULTADOS E DISCUSSAOD.........cccceruermrerreraessesesessessessesesssesessssssssssssssssssssens 24
5. CONCLUSOES ......cocoiiiiriretcis e e ssssessesse s s s s s sss s snssssaessessssssssssssssssnssneen 32

REFERENCIAS ......ccoiiirtetrereseaecesesesesasssssssss s ssssssssssesssssssssssssssssssssssssssasssnsasnees 33



11

1. INTRODUGAO

A agua esta em constante risco de contaminagao por atividades antropicas,
seja por metais, agrotdéxicos ou farmacos. O Brasil estda em quinto lugar como maior
consumidor e produtor de farmacos no mundo. Um dos farmacos mais utilizados no
Brasil € o paracetamol, nome mais usado na Europa e no resto do mundo, mas é
conhecido também como acetaminofeno nos Estados Unidos [bula, 2025]. O
paracetamol € um analgésico e antitérmico, n&o opioide e nio salicilato, indicado para
adultos em casos de febre e para aliviar dores de cabeca, dor de garganta e dores de
resfriado e gripe. Nos seres humanos, o paracetamol age como antitérmico inibindo a
sintese de prostaglandina E2 no centro termorregulador do hipotalamo e é
metabolizado principalmente no figado, podendo uma pequena parte ser
metabolizada pelo intestino e rins (Nogueira et al., 2019).

O paracetamol, como outros farmacos, tem natureza lipofilica, o que confere
maior resisténcia a degradacao metabodlica e melhor absor¢do. No entanto, essa
caracteristica faz com que tais farmacos sejam mais persistentes em ambientes
aquaticos, ndo sendo removidos totalmente pelo tratamento de esgoto. Além disso,
podem alcangar os corpos d’agua por descarte inadequado e porque partes nao sao
absorvidas (Nogueira et al., 2019). Assim, acabam contaminando outros organismos
aquaticos, como bivalves, anuros e peixes. Os efeitos do paracetamol, assim como
de outros contaminantes emergentes, podem ser avaliados em organismos
modelo.- Estudo revela que o paracetamol pode causar séries de eventos de
hepatotoxicidade e desregulagdo endocrina em individuos de Rhamdia quelen
(Guiloski, et al., 2017). Logo, o peixe-zebra (Danio rerio) € um organismo modelo ja
estabelecido para ser usado em andlises nas areas de Ecotoxicologia,
nanotecnologia, desenvolvimento e reprodugao (Canedo et al., 2022) devido ao ciclo
reprodutivo curto, por possuir um embrido transparente, e a alta capacidade de
reproducao (Pei; Strauss, 2013). Além disso, apresenta alta similaridade com a
genética humana e sensibilidade a contaminantes emergentes (Chabchoubi et al.,
2023).

Nesta perspectiva, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do
paracetamol em Danio rerio, apdés exposicdo aguda de 96h. Como objetivos
especificos, o trabalho visou avaliar os possiveis efeitos no desenvolvimento

embriolarval pelo teste de toxicidade em embrides de peixes (FET, OECD 236) e, de
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modo complementar, alteragdes teratogénicas no estagio larval por meio de analises
biométricas. Adicionalmente, objetivou-se, ainda, verificar possiveis alteragdes no
comportamento da espécie no estagio larval (atividade natatéria) em 144 horas pos
fertilizacdo, e nos adultos pelos testes de comportamento: claro-escuro, natacao
espontanea e resisténcia natatoria.

Portanto, a hipotese neste trabalho é que o paracetamol, mesmo em baixas
concentracdes ambientalmente relevantes, provoque alteragées no desenvolvimento
e comportamento de adultos e larvas de Danio rerio expostos aos grupos

experimentais em 96 horas.



13

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Com o crescimento populacional houve aumento do uso de farmacos, logo, a
industria farmacéutica veio crescendo e desenvolvendo novos produtos. Porém, a
extrema utilizagdo destes medicamentos leva a contaminagdo de ambientes
aquaticos, seja por descarte incorreto ou por efluentes de esgoto, sendo considerados
contaminantes emergentes, atualmente objetos de muitos estudos (Perussolo et
al.,2023). Como um agravante neste cenario, tais contaminantes ndo constam na
maioria das legislagcbes ambientais relacionadas a qualidade da agua (Ebele;
Abdallah; Harrad, 2017).

Para analisar a qualidade de corpos d’agua, € possivel utilizar organismos
testes, como o Danio rerio, uma espécie de peixe oriunda da Asia, de pequeno porte,
cujos individuos variam de 2 a 4 cm de comprimento. Os machos possuem listras azul-
escuro e douradas, e as fémeas, azul-escuro e prateadas. (Lars; Beata, 2022). E um
organismo-teste estabelecido e amplamente utilizado em diversas analises, pelo
conhecimento sobre seu comportamento, morfologia, genética e fisiologia, podendo
ser utilizado em estudos ecotoxicolégicos, de desenvolvimento embrionario e
reproducao, seja no seu estagio adulto ou larval (Canedo et al., 2022). Além disso,
apresenta outras vantagens, como o baixo custo, facil acesso, desenvolvimento
embriolarval de curto periodo, além de possuir ovos transparentes, o que permite a
visualizagdo do desenvolvimento embrionario, caracteristica util para estudos em

diferentes areas do conhecimento (Canedo et al., 2022).

Nesta e em outras espécies, o efeito de xenobidticos pode ser estudado por
meio de biomarcadores, que sao alteragdes que vao desde o nivel molecular até o
organismo. O comportamento é transversal aos niveis de organizacado biolégica e

pode ser considerado também um biomarcador (Canedo et al., 2022).

Dentre os biomarcadores comportamentais, destacam-se os testes de
resisténcia natatéria ou endurance, em que a resisténcia fisica do animal € medida
até a fadiga a diferentes niveis de correnteza (Hammer, 1995), a natagdo espontanea,
na qual se observa a movimentagao do organismo sob condigdes controladas, (Palstra
et al., 2015; Killen et al., 2012) e, por fim, o teste de claro-escuro, que avalia a
ansiedade, estresse e comportamento exploratério (Levin et al., 2007). O teste do

claro-escuro € amplamente utilizado em testes de ansiedade com o modelo zebrafish
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e outros organismos, e € sensivel para avaliar o efeito de farmacos que sao
consumidos pela populagdo e descartados inadequadamente, e que podem

contaminar aos ambientes aquaticos (Magno et al., 2015).

Além das analises de biomarcadores, ha os ensaios que avaliam o
desenvolvimento embriolarval, como o Fish Embryo Toxicity Test (FET) ou Ensaio de
Toxicidade com Embrides de Peixe (OECD 236).

Todas estas analises podem ser aplicadas para a avaliagdo de uma grande
variedade de substancias que atingem os corpos d’agua e sdo potencialmente
prejudiciais a saude dos organismos, ndo sé daqueles que vivem no ambiente
aquatico.

Atualmente, destacam-se os contaminantes emergentes, dentre eles, os
farmacos. Um dos farmacos mais intensamente utilizados é o acetaminofeno (ANVISA
- BRASIL, 2024), conhecido popularmente como paracetamol [bula, 2025]. Este
medicamento tem efeito analgésico e antitérmico, e é utilizado para tratar sintomas de
resfriado, gripe, dores de cabega e estados febris. O Brasil € um dos paises com maior
consumo de farmacos no mundo e muitas vezes ocorre 0 uso sem controle desses
medicamentos. Conforme a ANVISA (BRASIL, 2024), dentre os medicamentos mais
vendidos estdo os Medicamentos Isentos de Prescricado (MIP’s), grupo em que se
enquadra o paracetamol. Ja sdo conhecidos diversos casos de intoxicacdo em seres
humanos e outros organismos por paracetamol, sejam intencionais ou né&o,
provocando intoxicacdo hepatica, ja que este € metabolizado no figado, podendo

influenciar fatores de coagulagdo sanguinea (Bucaretchi et al., 2014).

O paracetamol tem sido encontrado em diversos ambientes aquaticos
(Nogueira et al., 2019). A média de concentracdo em aguas subterrdneas calculada
mundialmente é de aproximadamente 0,161 pg. L™, com um maximo de 230 pg. L™.
Na América Latina, a média é de 0,74 ug. L™, com um maximo de 37 pyg. L™ (Aus der
Beek et al., 2016), embora Nascimento e colaboradores (2023) tenham encontrado
em aguas superficiais e subterraneas no Brasil, concentracdes de até 533,64 pg. L™,
nas regides de Orocd, Santa Maria da Boa Vista e Petrolandia. As altas concentracdes
ambientais de farmacos tornaram-se mais evidentes durante e apds a pandemia da
COVID-19, devido ao aumento do consumo de medicamentos, como paracetamol,

ibuprofeno e dipirona.
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O paracetamol é um farmaco que pode influenciar e provocar diversas reagoes,
tanto em invertebrados quanto em vertebrados, como estresse oxidativo no crustaceo
Daphnia magna (Liu; Ding; Nie, 2019), neurotoxicidade no poliqueta Hediste
diversicolor (Barbosa et al., 2020), alteragdes no sistema antioxidante e nas gbnadas
dos machos do bagre Rhamdia quelen (Perussolo et al.,2023) e malformacgdes
durante o desenvolvimento embrionario no peixe Cyprinus carpio (Gutiérrez-Noya et
al., 2021).

Ja existem diversos estudos com o peixe da espécie Danio rerio, exposto a
concentragbes ambientalmente relevantes de paracetamol. De acordo com Elizalde-
Velazquez e colaboradores (2022), o paracetamol combinado ao ciprofloxacino, um
antibiotico, induziu individuos de D. rerio ao estresse oxidativo, genotoxicidade,
regulacédo positiva de genes relacionados a apoptose e alteragdes histoldgicas no
figado. Rosas-Ramirez (2022) encontrou alteragées teratogénicas na mesma espécie
nesta combinacdo de farmacos. Além disso, o paracetamol causa alteracbes de
maneira dose-dependente na taxa reprodutiva, alterando o funcionamento da
gametogénese e sua fertilidade em D. rerio (Moreira et al., 2023), também no
desenvolvimento de embrides, causando diversas mal formacdes e até impedindo o
seu desenvolvimento embriolarval (David e Pancharatna, 2009). Sdo também
encontradas alteragbes no proprio estagio larval, como efeitos bioquimicos e

epigenéticos e alteragbes no comportamento locomotor (Nogueira et al., 2019).

Logo, € necessario a realizagdo de estudos dos efeitos adversos destes
farmacos nos organismos para que possa ser conhecido os seus mecanismos de agao
e como estes podem prejudicar os animais que residem nestes ambientes. Além disso,
prever solugbes para seu descarte inadequado e estratégias de retirada desse

contaminantes dos efluentes aquaticos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 ORGANISMO TESTE

No projeto foi utilizado como organismo modelo o peixe da espécie Danio rerio,
conhecido popularmente como paulistinha, peixe-zebra ou zebrafish. D. rerio € uma
espécie de agua doce, originaria do continente Asiatico (Faria, 2022). E amplamente
estabelecido como organismo modelo em estudos de ecotoxicologia, comportamento,
desenvolvimento e reproducédo, devido ao facil acesso e de baixo custo, também por
suas caracteristicas morfoldgicas, comportamentais e fisiologicas, sendo um modelo
versatil para estudo de contaminantes e poluentes emergentes, tendo em vista alguns

trabalhos testados com farmacos (Kachanov et al, 2023).

3.2 ACLIMATAGAO, GRUPOS E TEMPOS DE EXPOSICAO

Antes de iniciar os testes com os animais (n total=60) nas devidas
concentragbes do farmaco, estes passaram por um periodo de aclimatacdo de no
minimo 10 dias, divididos em dois aquarios de vidro de 30L, contendo agua
desclorada, no Laboratoério de Ecofisiologia Animal (LEFA)/UEL/CCB e por um periodo
minimo de 10 dias em temperatura controlada de 27 +1°C e fotoperiodo 14:10
(claro/escuro). Os mesmos animais que serviram como matrizes reprodutivas, foram
posteriormente utilizados nos testes comportamentais.

Tanto na aclimatagao, quanto na exposigéo, a qualidade da agua foi monitorada
diariamente quanto a temperatura (C°), pH, condutividade e concentragcédo de oxigénio
dissolvido (OD). Os valores médios dos parametros monitorados durante os testes
podem ser observados na Tabela 1. Durante a aclimatagdo os aquarios foram
sifonados duas vezes por semana, com renovagao parcial da agua, conforme os niveis
de excretas. Os animais foram alimentados diariamente com ragcao em flocos para
peixes ornamentais (Alcon Basic®) e artémias congeladas, e houve monitoramento de
amodnia ndo ionizada e de nitrito, que estiveram abaixo dos valores determinados com
os kits analiticos (Labcon®) - (abaixo de 0,015 mg NH3.L-' e de 1,75 mg NO2.L"") na
faixa de pH e temperatura dos testes.

Para as exposicoes, tanto de embrides quanto de adultos, foram determinadas
as concentragdes de paracetamol (Sigma-Aldrich) de 0 ug.L™ (controle negativo), 0,5
pMg.L™, 5,0 ug.L™", 50 ug.L™", preparada primeiramente uma solu¢do mée, depois
colocadas com ajuda de pipetas e provetas, as quais estdo dentro de faixas

ambientalmente relevantes (Aus der Beek et al.,, 2016; Nogueira et al., 2019;
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Nascimento et al., 2023). Os grupos foram nominados, conforme as concentragdes
acima, de CTR, PAR 0,5, PAR 5 e PAR 50, demonstrados na Tabela 2.

Tabela 1 — Parametros fisicos e quimicos da agua durante o periodo de exposigéo
aguda (96h) de D. rerio aos grupos experimentais CTR, PAR 0,5, PAR 5 e PAR 50.

Condutividade | Oxigénio dissolvido
Grupo | Temperatura (C°) pH
(mS cm™) (mg L)
CTR 26,10 £ 0,23 7,50 £ 0,68 0,80 £ 0,08 6,67 £ 0,23
PAR 0,5 25,95+ 0,23 7,47 £ 0,52 0,82 £ 0,05 6,60 £ 0,18

Fonte: a propria autora.

Tabela 2: Grupos de testes em diferentes concentragdes de paracetamol.

Grupos Concentragoes Exposicao
Controle (n=15) 0 pg. L1 96h
PAR 0,5 (n=15) 0,5 ug. L™ 96h

PAR 5 (n=15) 5,0 ug. L™ 96h
PAR 50 (n=15) 50 pg. L™’ 96h

Fonte: a propria autora.

3.3 TESTE DE TOXICIDADE DE EMBRIOES DE PEIXES (FET)

O teste FET (Teste de toxicidade em embrides de peixes) foi feito em aquarios
de 20L, compostos por 7 fémeas e 8 machos, em que a reproducao dos parentais foi
realizada em grupo, onde sao instaladas armadilhas para a coleta dos ovos
fertilizados, evitando a predacdo destes pelas proprias matrizes. Os ovos sao
colocados em placas de Petri com as respectivas concentragdes de teste/controle
para exposi¢ao prévia durante o periodo de selegao dos ovos fertilizados; logo apos
¢ feita a selecdo de embrides viaveis e determinagéo da taxa de fertilizagdo por meio
do microscopio invertido. Posteriormente a selegdo, os embrides invidveis séo

descartados e os embrides fertilizados viaveis sao colocados em placas de 24 pocos,



18

com um ovo em cada pogo, com as devidas concentragdes em cada placa: controle
(0 pg.L™"), 0,5ug.L", 5,0ug.L-", 50ug.L-" e uma placa de controle positivo (composto
por 3,4-Dicloroanilina (3,4-DCA, 4mg/L) — tendo todas as placas um controle negativo
interno composto por agua reconstituida, conforme demonstrado na Figura 1. Todos
os embrides foram analisados diariamente quanto ao seu desenvolvimento
embriolarval durante até 96 horas.

Os parametros padrao analisados do FET foram, de acordo com a norma
OECD 236 (2013): coagulacdo/mortalidade, auséncia/presenca de somitos,
desprendimento da cauda e auséncia/presenca de batimentos cardiacos. Além
destes, foram considerados parametros adicionais, como: determinagao da frequéncia
cardiaca, observagdo de edemas pericardicos e/ou vitelinicos, hemocoagulagao,
tortuosidade do corpo, falta de pigmentagao e outras alteragcbes morfologicas que

chamassem a atengao.

Figura 1 — Placa de 24 pogos e esquema de exposi¢cao dos embrides

Fonte: (Cuenca et al., 2021).

3.4 COMPORTAMENTO NO ESTAGIO LARVAL EM 144h

Em 144 horas pés-fertilizagao, foram filmadas 10 larvas de cada grupo, por
meio de um microscopio digital associado a uma plataforma de iluminagdo, como
demonstrado na Figura 2, porém utilizando as mesmas microplacas da exposi¢géo, em
vez de placas de Petri. Posteriormente, foi realizada a analise do comportamento por
meio do software sacam® (Jorge et al., 2005), considerando os parametros:
velocidade, distancia percorrida e tempo de movimento por um periodo total de 2

minutos em cada pogo individualmente, como demonstrado na Figura 3.
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Figura 2 — Microscopio digital (A), associado a uma plataforma de iluminagéao (C)

para fotografia das amostras em placa de Petri (B) ou flmagens em microplacas.

Fonte: (Cuenca et al., 2021).

Figura 3 — Analise do comportamento larval de Danio rerio, pelo software sacam.

Fonte: (Cuenca et al., 2021).

3.5 BIOMETRIA NO ESTAGIO LARVAL

Apos a filmagem do comportamento, as larvas foram fixadas em fixador Dietrich
(30ml de etanol 95%, 10ml de formalina, 2ml de &acido acético e 58ml de agua
destilada) para posterior biometria (Lillie, 1965).

As medidas biométricas foram feitas por meio do software HiView®, em que

foram levadas as medidas em consideracdo para definir alteragdes de
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desenvolvimento e/ou teratogénicas no estagio larval foram: comprimento total do
corpo, comprimento da cabecga, altura da cabega e didametro ocular, conforme
demonstrada na Figura 4. Além do comprimento total e do didametro ocular, foram
calculadas e consideradas como parametros as razbes de comprimento da
cabeca/comprimento total e comprimento/altura da cabega (proporgao cefalica).
Medidas que se mostraram redundantes com o didmetro do olho, como circunferéncia

e area ocular, ndo foram consideradas.

Figura 4 - A) Medidas biométricas — comprimento total, comprimento e altura da
cabeca (individuo normal, ndo exposto); B) Medidas biométricas — raio, circunferéncia

e area ocular (individuo normal, ndo exposto).

Fonte: a propria autora.

3.6 TESTE DE CLARO-ESCURO

O teste claro-escuro é conhecido como um parametro comportamental para
avaliar estresse, ansiedade e comportamento exploratorio de animais, de modo que a
ocupacgao maior do compartimento claro e maior movimentagéo indicam menor nivel
de ansiedade. (Levin et al., 2007). Para isto foi utilizado um aquario de 50 cm de

comprimento, 19 cm de altura e 10 cm de largura, dividido em um compartimento claro
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e outro escuro, com um pequeno espago entre eles separado por uma divisoria moével,
onde o peixe foi inicialmente inserido, como demonstrado na Figura 5. Neste
experimento foram realizadas filmagens com o software Geovision® com tomada
superior, de modo a mostrar os dois lados do aquario (claro e escuro). As filmagens
tiveram duracdo de 10 minutos, sendo os primeiros 5 minutos considerados como
aclimatacdo ao aquario-teste. Passados 5 minutos de filmagem, a diviséria era
suspendida para que o peixe ocupasse livremente o0 aquario, e a primeira escolha
entre ambiente claro ou escuro era anotada. Assistindo aos videos e utilizando o
aplicativo Countee foi registrado o tempo gasto no lado escuro e claro, em segundos
e em porcentagem, e o numero de transigdes entre os compartimentos. Também foi
possivel analisar neste teste o tempo médio investido em cada lado e o tempo de

laténcia para a primeira escolha.

Figura 5 - Desenho esquematico do teste de claro-escuro.

TESTE CLARO-ESCURO

5 min ﬂ 5 min ﬂ
(aclimatacgao) (gravando)

Fonte: (adaptado de Cuenca et al., 2021).

3.7. TESTE DE NATAGAO ESPONTANEA

No teste de natagao espontanea os peixes foram inseridos individualmente em
aquario de formato trapezoidal, tipo novel tank, com 17 cm de altura (nivel da coluna
dagua), 24,5 cm de comprimento (maior lado) e 5 cm de largura. A atividade natatoria
foi flmada por dez minutos, sendo os 5 primeiros minutos considerados de

aclimatacdo ao aquario, demonstrado na Figura 6. Neste teste sdo analisados o
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estrato de preferéncia, distancia total percorrida, a velocidade média, o tempo de
movimento e a ocupacao da coluna d’agua. As filmagens foram realizadas com o
software Geovision® e o rastreamento dos movimentos foi feito com o auxilio do

Software Sacam® (Jorge et al., 2005).

Figura 6 - Desenho esquematico do teste de natagdo espontanea.

TESTE NATACAO ESPONTANEA

5 min 5 min

(aclimatacéo) (gravando)

N
R "™

Fonte: (adaptado de Cuenca et al., 2021).

3.8. TESTE DE RESISTENCIA NATATORIA

Para a realizacdo desse experimento foi utilizado um sistema fechado
composto por um tunel de natagdo, uma bomba d’agua com vazdes mecanicamente
controladas, de acordo com o desenvolvido por Melo (2011) e adaptado (Cuenca et
al., 2021), demonstrado na Figura 7. O peixe foi inserido no sistema e sua natacao foi
medida contracorrente, com velocidade inicial de 2 L.min"', por um minuto,
considerada aclimatagdo. Em seguida, as velocidades foram incrementadas em 1 L.
min-' até a fadiga do animal ou o fluxo maximo de 12 L.min"". O resultado deste teste
foi sistematizado em um indice de Resisténcia Natatéria (IRN) de cada peixe, de

acordo com a seguinte férmula:

IRN = ¥Vaz6es suportadas + tempo (s) na dltima vazao suportada x Ultima Vaz&o suportada
60




Figura 7 - Desenho esquematico do teste de resisténcia natatoria.

Fonte: (modificado de Yamasaki, 2024).

3.9. BIOMETRIA E DETERMINAGAO DA GLICEMIA

ApOs o teste de resisténcia natatoria, os peixes foram eutanasiados por imersao
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em benzocaina (1g.L™"), e foi coletada amostra de sangue por secgdo caudal para

determinagao da glicemia (mg/dL) por meio de glicosimetro portatil (Freestyle Optium

Neo®) e realizada a biometria dos individuos, conforme demonstrado as médias na

Tabela 3.

Tabela 3 — Medidas biométricas: peso (Wt), comprimento total (Lt) e comprimento

padrédo (Ls), e glicemia (mg/dL), em médias dos grupos experimentais CTR, PAR 0,5,

PAR 5 e PAR 50, em adultos de Danio rerio apos exposicdo de 96h e testes

comportamentais.

Fonte: a propria autora.

Grupo Wt (g) Lt (cm) Ls (cm) Glicemia
(mg/dL)
CTR 0,39+0,13 | 3,49+0,27 253+0,31 | 69,47 + 33,44
PARO,5 | 0,39+0,15 | 3,47 +0,33 241+0,33 | 65,67 +28,73
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros fisico-quimicos da agua apresentaram valores dentro da

normalidade durante a exposi¢ao, conforme demonstrados na Tabela 1.

A analise estatistica foi feita pelo Sigma-Plot, em que foi utilizada para a maioria
dos parametros ANOVA, seguida do teste de comparagdes multiplas SNK, em caso
de distribuicdo normal dos dados, teste de Kruskal-Wallis. No teste de preferéncia por
estrato, dentro de um mesmo tratamento, utilizado teste de T de Student. Em que
todas as analises foram considerados significativos valores de p<0,05.

No teste FET n&o foram observadas alteragcdes nos parametros padroes da
norma OECD 236 (OECD, 2013). No entanto, foram observadas reducbes
significativas na frequéncia cardiaca nos grupos experimentais, com excec¢ao de PAR

5, conforme demonstrado no Grafico 1.

Grafico 1: Frequéncia cardiaca em batimentos por minuto (bpm) analisada durante o
teste FET em embrides de D. rerio com 96 hpf expostos ao paracetamol nas
concentracdes testadas. Os resultados estdo apresentados como médias e erros-
padrao; letras minusculas apontam as diferencas significativas entre os grupos. Foram

considerados significativos valores de p<0,05.

Frequéncia cardiaca

160 -
E’ b
150 - ab
. I
€ 140 | I
0
130 -
120
CTR- PAR 0,5 PAR 5 PAR 50

Fonte: a propria autora.

Os resultados da analise da frequéncia cardiaca das larvas de Danio rerio
durante o teste FET esteve em concordancia com o estudo de Chabchoubi e

colaboradores (2023), no qual a exposicdo ao paracetamol elevou a frequéncia
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cardiaca dos embrides com 48, 72 e 96 hpf expostos as concentragdes de 1,25; 2,5;
5,75 e 11,25 mg/L. E importante frisar que as concentracdes utilizadas no presente
trabalho foram de, aproximadamente, 500 a 2000 ordens de grandeza menores que

no trabalho citado.

Na analise do comportamento natatério do estagio larval, foram analisados os
parametros de distancia (cm), com reducdo no grupo PAR 50 comparado aos grupos
CTR e PAR 5. Ja, na analise de tempo de movimento (s), apenas o grupo PAR 0,5
apresentou diminuigdo com relagéo ao controle. Quanto a de velocidade (cm/s), nao

houve diferengas significativas entre os grupos, conforme demonstrado no Grafico 2.

Grafico 2: Comportamento natatério das larvas em 144hpf. A) distancia (cm); B)
tempo de movimento (s); C) velocidade (cm/s). Os resultados estdo apresentados nas
figuras como médias e erros-padrédo. Foram considerados significativos valores de
p<0,05.

Distancia (cm) A Tempo de movimento (s)
50 -

ab

i

40 4

« '

10 4

CTR PAR 0,5 PAR 5 PAR 50 CTR PAR 0,5 PAR S PAR 50

Velocidade (cm/s) e
0,70 -

0,60 -
0,50 +
os0{ il
0,30 -
0,20 +
0,10 4

0,00
CTR PAR 05 PAR 5 PAR 50

Fonte: a propria autora.

Assim, de maneira geral, observamos diminuicdo de atividade natatéria na

B
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maior € na menor concentragado de paracetamol, o oposto ao observado por Nogueira
et al. (2019), em que larvas de D. rerio (144 hpf) aumentaram a atividade natatéria
quando expostas a concentragdes que variaram de 0,005 a 3,125 mg.L",

concentracdes, portanto, muito superiores as do presente estudo.

As analises biométricas revelaram aumento do comprimento total em PAR 50,
diminuicdo na relag&o altura/comprimento da cabega em PAR 5 e PAR 50, indicando
a ocorréncia de braquicefalia nas larvas desses grupos. Além disso, houve aumento
no diametro ocular das larvas dos trés grupos com paracetamol, conforme

demonstrado no Grafico 3.

Grafico 3: Andlises biométricas das larvas em 144hpf: A) comprimento total (mm); B)
relagcao altura/comprimento da cabeca (mm); C) diametro ocular (mm). Os resultados
estdo apresentados nas figuras como médias e desvios-padrdo. Foram considerados

significativos valores de p<0,05.

Comprimento total (mm) A Relagao altura/comprimento da cabeca
1,30
b a
1,25 ac
ab ab 1,20 - l

‘ 1,10 -
1,05 -
1,00
CTR PAR 0,5 PAR 5 PAR 50 CTR PAR 0,5 PAR 5 PAR 50
Diametro ocular (mm) C
0,4 -
b b b
0,35 -
a
0,3 -
0,25 -
0,2
CTR PAR 0,5 PAR 5 PAR 50

Fonte: a propria autora.

B
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No estudo de Chabchoubi e colaboradores (2023) também foi analisado o
diametro ocular, porém em embrides de D. rerio expostos ao diclofenaco, um farmaco
também nao esteroide, utilizado para tratar dores inflamatérias e febre, similar ao
paracetamol. Os autores observaram uma reducéo drastica do didmetro ocular das
larvas, diferentemente do presente trabalho, em que as larvas de D. rerio
apresentaram um aumento do diametro nos grupos expostos.

Os resultados obtidos nas analises biométricas das larvas de Danio rerio foram
semelhantes ao estudo desenvolvido por Rosas-Ramirez e colaboradores (2022), que
combinou o paracetamol com a ciprofloxacina, outro farmaco bastante utilizado, e
essa mistura induziu alteragdes morfolégicas nos embrides, como malformagdes
craniofaciais, além de escoliose, hipopigmentacgéao, retardo do crescimento e edema
pericardico, além de ter reduzido a taxa de sobrevivéncia em até 75%. Nogueira et al.
(2019) também observaram deformagdes morfoldgicas e outras alteragcdes, como falta
de pigmentagao, flexdo anormal da coluna e alteragdo do equilibrio das larvas
diferentemente das encontradas neste projeto, no qual hipopigmentacao e alteragao
no equilibrio das larvas nao foram detectados. Novamente € importante ressaltar que
as concentracoes utilizadas pelos autores desse estudo foram extremamente mais
elevadas (0.005, 0.025, 0.125, 0.625, e 3.125 mg/L de paracetamol) do que as
testadas no presente trabalho.

Com relagéo aos experimentos com D. rerio em estagio adulto, também nao foi
observada mortalidade durante as 96 horas de exposic¢ao. Entretanto, ressalta-se que,
no grupo PAR 50, durante a realizagao dos testes comportamentais, houve morte de

um individuo (P8) no teste de resisténcia natatéria.

No teste claro-escuro ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos, com relagdo ao tempo de permanéncia em cada lado conforme demostrado
no Grafico 4. Na analise de primeira escolha, resultou em 53,33% (8 peixes de 15) de
primeiras escolhas no lado claro nos grupos CTR, PAR 0,5 e PAR 50, apenas o PAR
5 demonstrou 46,67% (7 peixes de 15) de primeiras escolhas no lado claro, mantendo

assim as escolhas na média.
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Grafico 4: Tempo de permanéncia dos peixes nos lados claro e escuro. As barras
representam o percentual do tempo de ocupagao dos individuos em cada um dos

lados. Foram considerados significativos p<0,05.

Claro-escuro (tempo de permanéncia em %)
100 -

90 A
80
70
60
50
40 A
30 A
20 A
10

CTR PAR 0,5 PAR 5 PAR 50

mEscuro © Claro

Fonte: a propria autora.

Também n&o houve diferengas significativas no teste de Resisténcia Natatoria,

conforme demonstrado no Grafico 5.

Grafico 5: Teste de Resisténcia Natatoria. Os valores representam as médias do
indice de Resisténcia Natatéria (IRN) e, as linhas verticais, os erros-padrdo. Foram

considerados significativos p<0,05.

Resisténcia Natatoria
40 -

CTR PAR 0,5 PAR 5 PAR 50

Fonte: a propria autora.

Porém, o teste de natacao espontanea indicou diminui¢do na velocidade nos
grupos PAR 5 e PAR 50, com relagédo ao CTR e PAR 0,5. Quanto a distancia total,
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houve redugédo somente no grupo PAR 50, quando comparado ao CTR e PAR 0,5. Ja
as analises de tempo de movimento total (s) e de tempo de ocupagéo nos estratos
(%) nao indicaram diferengas significativas entre os grupos, conforme demonstrado

no Grafico 6.

Grafico 6: Parametros de Natagcdo Espontanea dos peixes adultos: A) velocidade
geral (cm/s); B) distancia total (cm); C) tempo de movimento total (s); D) tempo de
ocupacado nos estratos (%). Os resultados estdo apresentados nas figuras como

médias e erros-padrao. Foram considerados significativos valores de p<0,05.
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15 2000
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Tempo de movimento total (s) Tempo de ocupagéo dos estratos (%) D
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150,0 1 70
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120,0 50 4
40
%00 30
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CTR PAR 0.5 PAR 5 PAR 50
0,0
CTR PARDS5 PARS PAR 50 ®inferior  Superior

Fonte: a propria autora.

Os testes comportamentais realizados com os adultos de D. rerio, indicaram
que a menor distancia percorrida pelos peixes na maior concentragcéo foi devida a
menor velocidade de natagdo, uma vez que o tempo de movimento nao variou
significativamente. Embora a ocupagao dos estratos e o teste claro-escuro néo
tenham apontado comportamento tipo-ansioso, a menor atividade natatoria pode ser

um indicativo de um ligeiro efeito ansiogénico. No entanto, Giacomini et al. (2021)
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observaram efeitos ansioliticos, mas em concentracbes muito mais elevadas de
paracetamol (de 30 a 750 mg/L) testadas em adultos de D. rerio em novel tank
(natacdo espontanea), com aumento da distancia e tempo de permanéncia no estrato
superior. E importante considerar, no entanto, que em doses elevadas, muitos
farmacos, em especial os psicotropicos, podem provocar efeitos que passam da
ansidlise para a sedacao (Suryanto et al., 2021), ou seja, respostas bifasicas. Como
exemplos desse tipo de efeito, podemos citar o estudo de Magno e colaboradores
(2015), no qual testes realizados com o clonazepam, um farmaco com efeito
ansiolitico, demonstraram efeito de reducao de ansiedade de D. rerio no teste claro-
escuro, diminuindo o tempo gasto no compartimento escuro (efeito ansiolitico) e, com
0 aumento da concentragdo, diminuicdo do numero de trocas entre os lados (efeito
ansiogénico). Ja os testes com imaprina e fluoxetina, classificados como anti-
depressivos, aumentaram o tempo no lado escuro e a laténcia, e reduziram as
travessias, nas concentragdes de 1, 2 e 4 mg/L, efeitos ansiogénicos, mas que podem
ser interpretados também como sedativos.

Testes feitos com indometacina, um anti-inflamatério também nao esteroidal,
utilizado para tratar dores e sérias inflamagdes, mas com acgdes diferentes as do
paracetamol, apresentaram resultados com efeitos agravantes da ansiedade,
reduzindo em até 80% do tempo no estrato superior, com concentragdes de 1 a 3
mg/kg (Pinheiro et al., 2024).

Em concordancia com o presente trabalho, foi observado que testes com
paracetamol nao intensificaram comportamentos semelhantes a ansiedade no teste
do claro-escuro em ratos (Kirsten et al., 2019).

Por outro lado, estudos de resisténcia em humanos que utilizaram paracetamol
indicaram um maior desempenho em atividades fisicas apds o consumo, promovendo
um efeito ergogénico, principalmente se tomado de 30 a 60 minutos antes da pratica
do exercicio (Grgic, 2022). Porém, em outro trabalho, ndo foi demonstrada nenhuma
diferenga na fisiologia, percepgdo e desempenho fisico de triatletas treinados a
condi¢gdes quentes e umidas com o uso de paracetamol (Wijekulasuriya et al., 2022).
Assim, parece nao haver consenso sobre os efeitos do paracetamol em testes de
desempenho fisico em humanos. Em ambos os casos, a administragdo foi por
ingestao, diferentemente dos realizados com peixes, feita por imersao. De todo modo,
0 uso de animais modelo na avaliagao do efeito de farmacos € util no sentido de que

as doses e as condi¢des dos testes podem ser melhor controladas.
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Assim, é necessaria a realizagdao de mais estudos que testem o efeito do
paracetamol em organismos modelos em diferentes concentragdes e tempos de
exposicdo, para que sejam conhecidos os efeitos provocados quando ocorre o
descarte inadequado do farmaco que, consequentemente, podera atingir os corpos
d’agua com potenciais danos sobre a biota aquatica. Além disso, € importante
promover uma legislagcdo ambiental para o descarte de farmacos nestes ambientes e
buscar solugcbes de retirada de contaminantes, como os farmacos, dos efluentes

aquaticos.
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5. CONCLUSOES

E aceita a hipdtese do trabalho, pois a exposicdo aguda ao paracetamol,
mesmo em concentragdes baixas ambientalmente relevantes, foi capaz de induzir
alteracdes significativas no desenvolvimento, como na fung&o cardiaca embrionaria,
e no comportamento natatorio de larvas e adultos de Danio rerio.

Além disso, foram observadas as alteragdes nas medidas e relacdes
biométricas nas larvas, como aumento do comprimento total e do didametro ocular,
além de braquicefalia, indicando potencial impacto teratogénico do farmaco.

Os parametros utilizados além dos considerados na norma OECD 236 (2013),
ou seja, as relagcdes biométricas, a avaliagado da atividade natatoria das larvas e a
determinacao da frequéncia cardiaca mostraram-se bastante sensiveis em detectar
alteracbes mesmo em concentragcdes ambientais bem inferiores as que outros
trabalhos testaram. Assim, 0 uso desses parametros adicionais de analise deve ser
considerado em futuros estudos.

Nos adultos, a reducdo da velocidade e distancia de natagdo sugere um
possivel efeito ansiogénico, em concentracbes mais altas, embora o teste claro-
escuro nao tenha indicado diferencas significativas entre os grupos.

Os resultados reforcam a sensibilidade do D. rerio como organismo modelo
para estudos ecotoxicologicos, em analises de desenvolvimento embriolarval e de
comportamento, alertando para os efeitos subletais de farmacos encontrados em
corpos d’agua, como o paracetamol.

Para avancgar na compreensao desses impactos, recomenda-se a realizagao
de novos estudos que variem tempos de exposi¢do e concentragdes, incorporem
outros organismos modelos e utilizem biomarcadores para esclarecer os mecanismos

moleculares e fisioldgicos associados aos efeitos descritos.
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