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É de conhecimento popular que a água é um recurso essencial para a existência
da vida na terra e ainda assim a cada ano, aumenta a ocorrência de diversos tipos
de  contaminantes  que  ameaçam  a  sua  qualidade.  Os  fármacos  são  uma  das
principais substâncias danosas ao ambiente. Suas propriedades intrínsecas como
o propósito de realizar atividade biológica afetam diretamente os organismos que
habitam  os  locais  contaminados,  causando  a  eles  problemas  fisiológicos,
genéticos, metabólicos e a morte. A dipirona sódica é amplamente utilizada no
Brasil e no mundo, principalmente por sua fácil aquisição uma vez que é vendida a
baixo  custo  e  sem  prescrição  médica.  Objetivou-se  por  meio  deste  trabalho
investigar as seguintes concentrações ambientalmente relevantes: 4,9μg/L; 8,9μg/
L; 23,7μg/L e 36,4μg/L. Até o momento foi constatado que essas concentrações
não causam efeito agudo em Daphnia magna.  Contudo, para este projeto está
previsto  a  realização  de  outros  ensaios  de  caráter  genotóxico  e  mutagênico
utilizando os organismos bioindicadores Daphnia magna e Allium cepa, para que
assim,  seja  determinada  a  real  toxicidade  da  dipirona  sódica  para  esses
organismos.
PALAVRAS-CHAVE: Tóxicologia ambiental. Contaminação aquática. Fármacos.

ABSTRACT
It is popular knowledge that water is an essential resource for the existence of life on
earth and yet every year, the occurrence of several types of contaminants that threaten its
quality increases. Drugs are one of the main substances harmful to the environment. Its
intrinsic properties such as the purpose of carrying out biological activity directly affect the
organisms that inhabit the contaminated sites, causing physiological, genetic, metabolic
problems and death. Sodium dipyrone is widely used in Brazil and worldwide, mainly for
its  easy  acquisition  since  it  is  sold  at  low  cost  and without  medical  prescription.  The
objective  of  this  work  was  to  investigate  the  following  environmentally  relevant
concentrations: 4.9μg / L; 8.9μg / L; 23.7μg / L and 36.4μg / L. So far it has been found that
these concentrations do not have an acute effect on  Daphnia magna. However, for this
project, other genotoxic and mutagenic tests are expected to be carried out using the
bioindicator organisms Daphnia magna and Allium cepa, so that the real toxicity of sodium
dipyrone for these organisms is determined.
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INTRODUÇÃO

Centenas  de  compostos,  oriundos  de  fontes  antrópicas  ou  naturais, são
considerados contaminantes emergentes. A literatura já destaca o risco que a
presença de tais  compostos  podem ocasionar  ao meio aquático,  mesmo com
concentrações detectadas na ordem de picogramas por litro ou nanogramas por
litro (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017). 

Os produtos farmacêuticos fazem parte desta categoria de contaminantes
devido à ineficiência da sua remoção e o constante aumento do seu uso. Uma vez
administrados, os fármacos passam pelo processo de metabolização, que pode
ocorrer de forma total ou parcial. Sendo assim, o organismo pode excretar tanto
o  medicamento  na  sua  forma  inalterada  quanto  seus  metabólicos  (GHISELLY
2006).

Essas  substâncias  são  desenvolvidas  com  objetivo  de  exercer  atividade
biológica e que sejam dificilmente biodegradáveis. Tais características favorecem
os fenômenos de bioacumulação e biomagnificação oferecendo assim, um risco a
toda cadeia trófica (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017).

Já que a presença destes compostos no ambiente é inevitável, devido ao seu
amplo uso pela medicina humana e veterinária, se faz necessário conhecer o grau
de  toxicidade  dessas  substâncias.  Para  isso  é  possível  utilizar  os  conceitos
entendidos pela ecotoxicologia, a fim de se manter um efetivo monitoramento
ambiental e a preservação dos organismos não-alvo.

O presente estudo tem o objetivo de identificar os efeitos ecotoxicológicos
oriundos da  Dipirona  Sódica,  sob  concentrações  ambientalmente  relevantes.
Como organismos bioindicadores, foi escolhido o microcrustáceo de água doce
Daphnia magna e a espécie vegetal Allium cepa, a fim de avaliar o potencial letal
(ensaio  agudo  com  D.magna)  e  genotóxico  (ensaio  cometa  com  D.magna e
citológico com A. cepa) proveniente dessas concentrações relatadas na literatura.

METODOLOGIA

DIPIRONA SÓDICA

A  dipirona  também  conhecida  como  metamizol  ou  metanossulfonato  é
derivado do pirazolônico e  possui  propriedades analgésicas  e  antipiréticas.  Se
apresenta como principal princípio ativo de diversos medicamentos analgésicos
amplamente  utilizados  no  Brasil,  onde  cerca  de  80%  da  sua  comercialização
ocorre  sem prescrição médica e com custo acessível  (SQUIBOLA;  RODRIGUES,
2019).

Sua metabolização pode formar quatro metabólitos conhecidos, sendo eles o
4- Metilaminoantipirina (MAA), 4-Aminoantipirina (AA), 4- Formilaminoantipirina
(FAA) e 4-Acetilaminoantipirina (AAA), como mostra a figura 1. Seu mecanismo
de ação ainda é pouco conhecido, contudo, sabe-se que os metabólitos MAA e
AA são os responsáveis pelo seu efeito analgésico ao passo que os metabólitos
FAA e AAA possuem pouca atividade farmacológica (PASSONI, 2017).
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Figura 1  – Biotransformação da dipirona em humanos

Fonte: Ariza et al., 2016

Ainda  é  escasso  o  número  de  investigações  que  indiquem  os  malefícios
causados  pela  dipirona  sódica  em  organismos  não-alvo.  Um  estudo  mostrou
indícios  de  toxicidade,  citotoxicidade,  mutagenicidade  e  genotoxicidade  em
ensaios com Artemia salina e Allium cepa (BOLETIM INFORMATIVO GEUM, 2015).
Pamplona  (2011)  evidenciou  danos  ao  DNA em níveis  ultraestruturais  após  a
exposição em rins de Rhamdia quelen (jundiá).

Estão sendo avaliadas neste estudo, quatro concentrações ambientalmente
relevantes relatadas na literatura. Algumas dessas foram detectadas em esgoto
bruto e outras em esgoto tratado, são elas:  36,4 μg/L  e 23,7 μg/L   (GHISELLY
2006); 8,9μg/L (SOUZA, 2011) e 4,9 μg/L (GÓMEZ; et. al, 2007). 

A  dipirona  sódica  utilizada  nos  ensaios  foi  adquirida  pelo  laboratório  de
Ecotoxicologia da UTFPR. Possui certificado de análise com controle de qualidade
realizado pelo laboratório da Importadora Química Delaware. Apresenta-se como
um pó cristalino branco solúvel em água e matanol.

ENSAIO AGUDO COM DAPHNIA MAGNA 

Ensaios ecotoxicológicos agudos promovem a exposição de organismos-teste
num intervalo de tempo de 24-48h. Neste trabalho foi considerado o prazo de 48
h.  A realização do teste seguiu a norma  NBR 12713 (2016).  Buscou-se avaliar
inicialmente a imobilização dos organismos para posterior cálculo por meio de
análise  estatística  da  Concentração  Efetiva  Mediana  (CE50),  que  expressa  a
concentração na qual 50% dos organismos expostos sobrevivem. Para parâmetro
de validação do ensaio, usa-se um controle negativo contendo apenas água de
diluição e um controle positivo contendo sulfato de zinco (ZnSO4) 50 mg/L. 
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A exposição é feita em triplicatas,  onde 10 organismos são colocados em
cada béquer com 20 ml das concentrações. A incubação é feita em B.O.D, sem
fotoperíodo e os organismos não são alimentados.

A cada novo ensaio foi feito uma nova solução mãe de 0,1 g/L de dipirona
para que a partir desta, fossem feitas as diluições até as concentrações já citadas.

ENSAIO COMETA COM DAPHNIA MAGNA 

A técnica utilizada é descrita por Singh et al. (1988)  com algumas alterações
segundo Knapik e Ramsdorf (2020). São expostos 30 neonatos de  D.magna em
duplicata para cada concentração pré-determinada por 48 h. Para parâmetro de
validação é feito um controle negativo contendo apenas água de diluição e um
controle positivo testado com peróxido de hidrogênio (H2O2),  20 μg/L.  Após a
exposição esses neonatos são homogenizados em microtubos de centrifugação
para obtenção de uma suspensão celular. Em outros microtubos, paralelamente,
são adicionados agarose de baixo ponto de fusão (LMP) e a suspensão celular. Em
seguida, essa solução é posta sobre lâminas previamente cobertas com agarose,
essas  então,  são  expostas  a  uma  solução  de  lise  a  fim  de  se  conseguir  o
rompimento  das  membranas  celulares  e  a  exposição  do  material  genético.
Posteriormente é feito a corrida eletroforética para que ocorra a migração do
material  genético fragmentado. Todo procedimento ocorre na ausência de luz
para evitar danos ao material genético. Em seguida as lâminas são neutralizadas e
fixadas com etanol. No momento da análise, é feito a coloração das lâminas com
brometo de etídeo para a análise visual, em microscópio de epifluorescência, dos
danos ao material genético sob o aumento de 400x. A figura 2 exemplifica os
tipos de danos.

Figura 2  – Classificação dos danos ao material genético

Fonte: KNAPIK (2017)

Onde: a – dano 0; b – dano 1; c – dano 2; d – dano 3.

A análise estatística é feita para cada lâmina a partir do cálculo de escore de
acordo com a expressão 1: 

 = (0 × 0) (1 × 1) + (2 × 2) + (3 × 3)𝑆𝐶𝑂𝑅𝐸 𝑛 𝑛 𝑛 𝑛 (1)
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Considerando de 𝑛0 à 𝑛3 o número de cometas em cada uma das classes de
0 à 3 previamente definidas. Posteriormente é feito a verificação das diferenças
significativas  entre  os  grupos  estudados  por  meio  da  análise  estatística  de
Kruskal-Wallis com auxílio do programa BioEstat® 5.0.

ENSAIO DE GENOTOXICIDADE COM ALLIUM CEPA

Allium  cepa é  um  excelente  sistema-teste  vegetal  para  realização  de
biomonitoramento  com  potencial  de  citotoxicidade,  genotoxicidade  e
mutagenicidade. Além de ser amplamente utilizado para avaliação de aberrações
cromossômicas (VENTURA, 2004).

O protocolo utilizado neste ensaios foi estabelecido por Daniela Leme (2010)
com algumas  alterações.  Para  a  exposição,  placas  de Petri  são  separadas em
triplicatas  e  forradas  com  papel-filtro  umedecidos  com  cada  um  das
concentrações  pré-determinadas,  onde  são  depositadas  20  sementes  para
germinação.  Para  parâmetros  de  comparação  e  validação  existe  um  controle
negativo com água de osmose e um controle positivo com metil metanosulfonato
(MMS) 10 mg/L. A incubação se dá em B.O.D até que as raízes atinjam 2 cm de
comprimento. Após esse período, as raízes passam por fixação, hidrólise ácida e
coloração. Em seguida é feita a extração apenas da parte meristemática da raiz
para montagem das lâminas. Sobre ela é adicionado uma gota de carmim acético
2% e uma lamínula limpa, que deve ser pressionada cuidadosamente até que se
forme uma pequena mancha de células espalhadas. As lâminas são mergulhadas
em nitrogênio líquido por cerca de 15 segundos e deixadas para secar sem a
lamínula. Após 24 h é adicionado uma gota de resina sintética sobre o material e
recoberto  por  outra  lamínula  limpa e deixada descansar  por  mais  24 h.  E  só
então, pode ser realizada as análises com auxílio de um microscópio de luz com
objetiva de 40X (vezes). Em cada campo deve-se fazer a contagem das células
totais,  número  de  células  em interfase  e  as  em processo de divisão mitótica
independente  de  haver  ou  não  alguma  anormalidade,  em  seguida  deve-se
identificar e contabilizar as células portadoras de anormalidades ou em processo
de morte celular.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

ENSAIO AGUDO COM DAPHNIA MAGNA

Após  o  período  de  exposição  de  48  h,  foi  feito  inicialmente  a  análise  e
contagem dos organismos imóveis em cada uma das réplicas. Foi observado no
entanto, que não houve imobilidade em nenhuma das concentrações analisadas,
e isso  foi  um padrão para todas as três repetições do ensaio. Sendo assim, é
possível dizer que essas concentrações ambientalmente relevantes não causam
efeito tóxico agudo em se tratando do bioindicador Daphnia magna. 

CONCLUSÃO

Este estudo foi interrompido devido à ocorrência da pandemia causada pelo
novo coronavírus que  ocasionou a suspensão das atividades presenciais. Até o
atual  momento,  constatamos que  a  dipirona  sódica  em  concentrações
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ambientalmente relevantes, não causa efeitos agudos para D.magna. Entretanto,
é de extrema relevância a  continuidade deste projeto, que buscará identificar
possíveis danos genotóxicos e mutagênicos provocados por esse medicamento .
Uma vez que, os danos causados pelas exposições reais podem ir muito além de
apenas efeitos de mortalidade dos organismos não-alvo,  frequentemente, tais
danos estão associados a modificações fisiológicas, genéticas ou metabólicas.
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