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RESUMO

REQUE, R. Avaliacdo da ecotoxicidade de losartana potassica em Astyanax
altiparanae (lambari) através de ensaio cometa e biomarcadores bioquimicos.
2017. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia Ambiental) - Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Ambiental, Universidade TecnolOgica
Federal do Parana. Curitiba, 2017.

Os anti-hipertensivos estao entre os farmacos mais consumidos no mundo e,
por isso, frequentemente encontrados na natureza. Contudo, seus efeitos em
organismos ndo-alvo ainda sdo desconhecidos. Nesta classe terapéutica, a
losartana potassica é o principal representante consumido no Brasil. Estudos
reportam concentracdes consideraveis de losartana em ambientes aquaticos (ug L™)
e em efluentes, em que ja foi encontrada na faixa de mg L™. Desta maneira,
investigacbes sobre os primeiros parametros de ecotoxicidade da losartana
potéssica sdo de grande importancia biolégica. Este estudo avaliou a influéncia da
losartana sobre biomarcador genético e biomarcadores bioquimicos na espécie
Astyanax altiparanae (lambari). Os experimentos foram divididos em duas etapas.
Na Etapa 1, os individuos foram expostos a uma concentracéo fixa de losartana (2,5
mg L™) em tempos de exposicdo de 6, 12, 24 e 48 h. O ensaio cometa demonstrou
escores de danos de DNA reduzidos no tempo de exposicdo 12 h, o que pode
sugerir um efeito protetivo. Para GSH e GST verificou-se, respectivamente, aumento
da concentracdo e inibicdo da atividade enzimatica, enquanto que a atividade de
AChE né&o foi alterada. Na Etapa 2 foram analisados apenas biomarcadores
bioquimicos. A losartana foi testada nas concentracdes 0,25 mgL*e 2,5 mg L™ em
tempo Unico de exposicdo (24 h). Nesta etapa, a atividade de AChE e a
concentracdo de GSH nao foram alteradas. Para GST, observou-se inducédo da
atividade enzimatica durante a exposicdo dos peixes ao farmaco na concentracédo
2,5 mg L™ A relacéio entre o tempo e os efeitos observados ndo pdde ser totalmente
definida, mas foi verificado que os biomarcadores podem responder de maneira
diferente de acordo com o tempo de exposicdo. A losartana ndo apresentou
neurotoxicidade aos peixes, mas os resultados indicam possivel estresse oxidativo.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase. Glutationa Reduzida. Glutationa-S-transferase.
Genotoxicidade. Farmaco. Peixes.



ABSTRACT

REQUE, R. Evaluation of the ecotoxicity of losartan potassium in Astyanax
altiparanae (lambari) by comet assay and biochemical biomarkers. 2017.
Dissertation (Master's Degree in Environmental Science and Technology) -
Postgraduate Program in Environmental Science and Technology, Federal
Technological University of Paran&. Curitiba, 2017.

Antihypertensives are among the most widely consumed drugs in the world
and therefore often found in nature. However, their effects on non-target organisms
are still unknown. In this therapeutic class, losartan potassium is the main agent
consumed in Brazil. Studies have reported considerable concentrations of losartan in
aquatic environments (ug L™) and in effluents, where it has already been found at mg
L-1 range. In this way, investigations on the first ecotoxic parameters of losartan
potassium are of great biological importance. This study evaluated the influence of
losartan on genetic biomarker and biochemical biomarkers in the species Astyanax
altiparanae (lambari). The experiments were divided into two steps. In Step 1,
subjects were exposed to a fixed concentration of losartan (2.5 mg L™) at exposure
times of 6, 12, 24 and 48 h. The comet assay showed reduced DNA damage scores
at the time of exposure for 12 h, which may suggest a protective effect. For GSH and
GST, respectively, increased concentration and inhibition of enzyme activity was
observed, whereas AChE activity was not altered. In Step 2 only biochemical
biomarkers were analyzed. Losartan was tested at concentrations of 0.25 mg L-1 and
2.5 mg L™ in single exposure time (24 h). At this stage, the AChE activity and the
GSH concentration were not altered. For GST, induction of enzymatic activity was
observed during the fish exposure at drug concentration of 2.5 mg L™ The
relationship between time and observed effects could not be fully defined, but it was
found that biomarkers may respond differently according to the time of exposure.
Losartan did not show neurotoxicity to fish, but the results indicate possible oxidative
stress.

Keywords: Acetylcholinesterase. Reduced glutathione. Glutathione-S-transferase.
Genotoxicity. Drug. Fishes.
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1 INTRODUCAO

Os corpos aquaticos sao os principais meios de dispersdo de contaminantes
no ambiente, o que é justificado por suas propriedades de transporte de materiais e
de interacdo com o0 ecossistema, além de sua utilizacdo como receptores de
efluentes diversos (GAFFNEY et al., 2014). Grande parte dos poluentes possuem
impactos ainda n&o totalmente conhecidos. Estes poluentes s&o chamados
contaminantes emergentes, termo atribuido ndo somente a compostos recentemente
criados, mas também aqueles com utilizacdo ja consolidada e que ainda apresentam
efeitos de contaminacdo pouco conhecidos (COSTA JUNIOR; PLETSCH; TORRES,
2014; MOREIRA; GONCALVES, 2011). Na natureza, esses compostos sao
encontrados em baixas concentracées, variando entre ng L * e pug L ™ (SOUZA,
2012), o que implica na dificuldade de sua identificacdo e remoc&do. Com aplicacdes
e composi¢cdes variadas, 0os contaminantes emergentes sdo representados por
grupos diversos, como farmacos, cosmeéticos, agrotéxicos, horménios e produtos
quimicos industriais no geral (ABREU; BRANDAO, 2013).

Apesar das baixas concentracdes, como 0s demais contaminantes
emergentes, os farmacos s&o introduzidos continuamente no ambiente, onde,
portanto, tém presenca constante, tornando-se uma preocupacdo ambiental
(OLIVEIRA, 2013). As técnicas analiticas comuns séo limitadas ao que se refere a
deteccdo de compostos farmacéuticos em concentraces ambientais (YU et al.,
2014), enquanto que as estagcdOes de tratamento de efluentes (ETES) convencionais
nao sao eficientes na remocéo total desses compostos (BAUMANN et al., 2014,
GONZALEZ-PLEITER et al., 2013; LI, 2014; YU et al., 2014). No tratamento
convencional de efluentes, uma parte dos compostos farmacéuticos permanece na
fase aquosa e pode atingir a coluna d’agua, mesmo apos as etapas de cloracdo ou
irradiacao ultravioleta (ANDRADE, 2014).

Santos et al. (2010) concluiram que os anti-hipertensivos estéo entre as 10
classes de farmacos mais encontradas no ambiente aquatico. Esses compostos séo
provenientes de efluentes farmacéuticos industriais, domésticos, hospitalares e
também da disposicdo incorreta de medicamentos (GONZALEZ-PLEITER et al.,
2013; TORRES et al., 2012). Os farmacos anti-hipertensivos sdo extensivamente
utilizados em todo mundo, uma vez que, além de serem empregados no tratamento

da hipertensdo arterial sistémica, contribuem com o controle de doencas
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cardiovasculares (YAMAMOTO, 2014). No Brasil, o anti-hipertensivo mais
consumido € a losartana potéassica, sendo o farmaco mais vendido no pais, entre
todas as classes de farmacos, no ano de 2014 (Pereira et al., 2016).

Nos corpos aquaticos a losartana potassica tem sido encontrada
majoritariamente na faixa de ng L **, como verificado por Bouissou-Schurtz et al.,
(2014), Huerta-Fontela et al. (2011), Oosterhuis, Sacher e Ter Laak (2013) e Santos
et al. (2013). No Brasil, Pereira et al. (2016) detectaram concentracdes de 11,8 a 32
ng L * de losartana em regido costeira (PEREIRA et al, 2016). A maior
concentracdo do farmaco no ambiente foi registrada na india, em um efluente de
ETE que atende indUstrias farmacéuticas: 2500 pug L * (LARSSON; PEDRO:;
PAXEUS, 2007)

A legislacdo brasileira atual ndo estipula limites para a concentracao
ambiental de farmacos e outros contaminantes emergentes. Todavia, segundo a
resolugdo N° 430 do CONAMA (BRASIL, 2011a), efluentes lancados ndo devem
ocasionar ecotoxicidade aos organismos aquaticos do corpo receptor. Tendo sido
encontrada em corpos aquaticos, inclusive no Brasil, verifica-se a necessidade da
avaliacdo ecotoxicoldgica da losartana potassica em organismos nao-alvo.

Os biomarcadores bioquimicos e genéticos sao respostas bioldgicas
sensiveis para a avaliacdo de compostos presentes no meio ambiente em baixas
concentracbes. Os biomarcadores bioquimicos sao assim denominados por
indicarem efeitos de determinada substancia através de alteragdes como inducdes e
inibicdes enziméticas (OLIVEIRA, 2014), enquanto que os biomarcadores genéticos
evidenciam alteracbes no DNA ou RNA decorrentes de processos biolégicos
normais, de respostas terapéuticas ou exposi¢ées a xenobioticos (MARINI; BRANDI,
2009). Como organismos-testes, 0s peixes podem ser utilizados em ensaios com o
uso de biomarcadores por apresentarem importancia tréfica e estarem expostos
diretamente a contaminantes presentes nos corpos aquaticos. Além disso, possuem
capacidade de acumulacdo de xenobibticos e sensibilidade aos contaminantes,
mesmo que eles estejam em baixas concentracdes (ARMILIATO, 2014).

Desta maneira, prop0s-se neste estudo a avaliacdo ecotoxicologica da
losartana potassica em Astyanax altiparanae (lambari), peixe integrante da fauna

local, utilizando-se como ferramentas os biomarcadores bioquimicos e genéticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ecotoxicidade do anti-hipertensivo losartana potassica em Astyanax

altiparanae (lambari), através de biomarcadores bioquimicos e genético.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a sensibilidade de Astyanax altiparanae (lambari) a losartana potéssica,
mediante exposicdo durante 24 h, por via hidrica, em sistema estatico, em
diferentes concentracées (0,25, 2,5 e 25 mg L ™).

o Analisar a estabilidade quimica da losartana potassica ao longo do tempo, sob
diferentes condi¢cbes de luminosidade, aeracao, presenca de organismos-teste
e matéria organica.

o Avaliar a ocorréncia de alteracdes genéticas, neurotoxicidade e de estresse
oxidativo em Astyanax altiparanae (lambari) apdés exposicdo a losartana
potassica (2,5 mg L™), em diferentes tempos (0, 6, 12, 24 e 48 horas).

o Avaliar a ocorréncia de neurotoxicidade e de estresse oxidativo em Astyanax
altiparanae (lambari) ap6s exposicdo a losartana potassica (0,25 e 2,5 mg L™),
em tempo Unico de exposicdo (24 horas).

o Monitorar a estabilidade da losartana potassica em exposicdo por 24 horas na
presenca de peixes Astyanax altiparanae.

. Verificar a existéncia de relacdo entre o tempo de exposi¢cao e os efeitos nos
biomarcadores bioquimicos e genético em Astyanax altiparanae (lambari)

expostos a losartana potassica.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 FARMACOS NO AMBIENTE

Em 2015, o numero de unidades de medicamentos consumidas foi de 3,63
trilnGes, correspondendo a um custo aproximado de U$ 1,07 trilhdo. Em 2020, a
previsdo é que o consumo aumente em 24%, chegando a 4,5 trilhdes de unidades e
ao custo aproximado de US$ 1,4 trilhdo. Isso significa que em 2020, com uma
populacdo mundial estimada em 7,6 bilhdes de pessoas, o uso de medicamentos
per capita sera de 1,6 unidades por dia (IMS Health, 2015).

Enquanto que paises com mercado desenvolvido terdo consumo mais
estavel, mercados emergentes, como india, China, Brasil e Indonésia, passardo a
consumir significativamente mais (Figura 1). Esses paises serdo responsaveis por
quase 50% do aumento da utilizacdo mundial de medicamentos (IMS Health, 2015).
O Brasil, em 2015, ocupou a sétima colocacdo no mercado farmacéutico
internacional. Em 2020, a previsdo € que ocupe 0 quinto lugar, atras apenas dos
Estados Unidos, China, Japdo e Alemanha (IMS Health, 2015).

Figura 1 - Populagdo X Consumo diario de unidades de medicamentos per capita.
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Legenda: (U) unidades de medicamentos.
Fonte: Adaptado de IMS Health (2015).

Mais de 600 substancias farmacéuticas ja foram detectadas no meio
ambiente em todo o mundo (KUSTER; ADLER, 2014). Os farmacos formam um
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grupo de substancias com propriedades quimicas, estruturais, biolégicas ou
toxicolégicas diversificadas (TAYLOR; SENAC, 2014). De modo geral, fatores como
sua grande demanda, sua persisténcia no ambiente e suas propriedades fisico-
quimicas e bioativas fazem com que os farmacos adquiram muita relevancia
enquanto contaminantes emergentes, principalmente quanto a possiveis impactos
nos ambientes aquaticos (KUSTER; ADLER, 2014; ZENKER et al. 2014).

A contaminacdo do ambiente por farmacos ocorre através de descargas
industriais, destinacdo inadequada de produtos nédo utilizados ou vencidos, e,
sobretudo, pela excrecdo dos usuarios (TAYLOR; SENAC, 2014). Ao serem
consumidos, os farmacos e seus metabdlitos séo liberados atraves das fezes, urina
e plasma sanguineo, podendo atingir matrizes ambientais como solos, corpos
hidricos ou organismos livres (VICENTE, 2011). No tratamento convencional do
esgoto doméstico ocorre degradacdo de apenas parte dos compostos
farmacéuticos, permitindo que o restante possa atingir dguas subterraneas e
superficiais (FERREIRA, 2011). Em ambientes aquaticos, 0os compostos estdo
sujeitos a alteragcbes quantitativas, através de diluicdo, reconcentracdo ou
transferéncia de fase, e qualitativas, através dos processos de degradacao e de
diversas rea¢fes quimicas que podem modificar o seu potencial téxico (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2008).

Por meio da respiracdo, digestdo ou contato com a epiderme, os poluentes
tendem a ser absorvidos e retidos pelos organismos, sendo esta bioacumulacéo
variavel de acordo com a composi¢ao da substancia e com as caracteristicas tanto
da exposicado quanto da eliminacdo (OGA; CARMARGO; BATISTUZZO, 2008). Uma
vez absorvidos, os compostos xenobidticos hidrofébicos passam por processos
bioguimicos de biotransformacéo, sendo alterados em compostos hidrossolUveis por
acdo de enzimas a fim de se facilitar sua excrecdo (CARVALHO et al., 2013;
FRANCO; FRANCO, 2003).

Todavia, ap0s a biotransformacédo, o potencial toxico ou farmacolégico da
substancia ndo é, necessariamente, reduzido, havendo a possibilidade de que os
metabdlitos sejam ainda mais toxicos que o composto original (TRAVASSO, 2011).
Esse processo ocorre tanto em seres mais simples como bactérias, quanto em seres
mais complexos, como peixes e mamiferos. Nestes udltimos, algumas enzimas

envolvidas na biotransformacdo estdo presentes em todo o0 organismo,
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apresentando maior atividade em tecidos e 6rgaos, principalmente no figado, e de
acordo com o poluente, podem ser induzidas ou inibidas (AZEVEDO; CHASIN,
2004; FRANCO; FRANCO, 2003; OGA; CARMARGO; BATISTUZZO, 2008;
OLIVEIRA, 2014). Na medida em que os poluentes séo transferidos de um nivel
trofico a outro, através da cadeia alimentar, pode haver a biomagnificacdo dos
compostos e aumento progressivo de sua concentracdo (GUIMARAES, 2011).

LegislacOes especificas sobre o descarte de medicamentos ou sobre o
monitoramento ambiental de farmacos séo ainda incipientes. No Brasil, a destinacao
dos residuos de saude € abordada pela Resolucdo RDC N° 306 da ANVISA
(BRASIL, 2004), que dispde sobre o Regulamento Técnico para o gerenciamento de
residuos de materiais servicos de saude, e pela Resolucdo N° 358 do CONAMA
(BRASIL, 2005a), que dispbe sobre o tratamento e a disposicao final dos residuos
dos servicos de saude e da outras providéncias. De acordo com essas resolugdes,
0s servicos de saude tém responsabilidade pelos residuos que geram, incluindo sua
destinacao final. Todavia, ndo ha uma legislacdo especifica, em ambito nacional,
qgue regule a destinacdo de residuos medicamentosos domiciliares (VELHO et al.,
2016).

A Politica Nacional de Residuos Sdlidos (PNRS), instituida pela Lei N°
12.305 (BRASIL, 2010), prevé que agrotoxicos, pilhas, 6leos lubrificantes, lampadas
e produtos eletrbnicos estejam sujeitos a logistica reversa. Ou seja, depois de
consumidos, esses produtos devem ser retornados a seu fornecedor, de modo com
que o fabricante ou importador dé a destinagdo ambiental correta ao material. Esse
instrumento, na PNRS, ndo é aplicado a medicamentos. Entretanto, estd em
tramitacdo um projeto de lei do Senado, o PLS 148/2011, que visa a alteracéo da Lei
12.305/2010 “a fim de incluir os medicamentos de uso humano ou de uso veterinario
e embalagens no rol dos residuos para os quais o sistema da logistica reversa é
obrigatério” (BRASIL, 2011b).

Em 2016, a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) publicou a
ABNT NBR 16457:2016 para regulamentar os procedimentos de logistica reversa de
medicamentos de uso humano vencidos e/ou em desuso. A norma estabelece
requisitos para os pontos de recebimento e suas responsabilidades, coleta interna e

externa de medicamentos descartados pelo consumidor, seguranga ocupacional das
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partes envolvidas e para a reciclagem de bulas e embalagens secundarias
(GARCIA, 2016).

Nos ambitos estaduais e municipais, ha algumas iniciativas que contemplam
a logistica reversa de medicamentos (VELHO, 2016). No Parana, a Lei N° 17.211
(PARANA, 2012) dispde sobre a responsabilidade da destinagéo dos medicamentos
em desuso e seus procedimentos. Segundo ela, a destinagdo adequada dos
medicamentos ¢é de responsabilidade de seus fabricantes, importadores,
distribuidores e revendedores, estando os comerciantes ou distribuidores obrigados
a aceitar a devolucdo de unidades usadas, vencidas ou inserviveis. Em
complemento, o Decreto N° 9213 (PARANA, 2013) estabelece as normas para a
execucdo da Lei N° 17.211, reforcando a obrigatoriedade da responsabilidade
compartilhada da destinacdo dos residuos.

Quanto ao monitoramento de farmacos no ambiente, as legislacdes séo
ainda mais deficientes. A Portaria N° 2.914 (BRASIL, 2011c), as resolug¢des do
CONAMA Ne° 357 (BRASIL, 2005b) e N° 430 (BRASIL, 2011a) ndo contemplam
farmacos. Essas legislagcbes sao referentes, respectivamente a padrdes de
potalidade da agua, padrbes de classificacdo de corpos da &gua e lancamento de
efluentes. Elas abordam valores limites apenas em relacdo a parametros fisico-
guimicos da agua e a presenca de metais, solventes, agrotéxicos e contaminantes
microbiolégicos (BOGER, 2015). A USEPA, Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos, regula somente valores para residuos como solventes, agrotoxicos,
metais e materiais radioativos (BOGER, 2015; USEPA, 2013).

A Unido Europeia também né&o estabelece limites de concentracdo para
residuos farmacoldgicos em corpos de agua, porém, ja possui algumas diretrizes
sobre o tema (BOGER, 2015). Para limitar a concentracéo de certas substancias em
adguas superficiais, a Diretiva de Padrbes de Qualidade Ambiental (EQSD)
desenvolveu uma lista de vigilancia (Watch List) para o monitoramento de
substancias potencialmente perigosas no meio aquatico, incluindo alguns farmacos
(EUROPEAN UNION, 2015). Segundo Lyons (2014), no que diz respeito a agua
potavel, a legislacdo da Unido Europeia exige que os Estados-Membros tomem as
medidas necessarias para garantir que a agua destinada ao consumo humano
esteja isenta de substancias em concentragdes que constituam um perigo potencial

para a saude humana, com énfase no principio da precaucdo. Contudo, na
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legislacdo ndo existe qualquer exigéncia legal especifica de monitorizar os niveis de

produtos farmacéuticos na agua potavel (LYONS, 2014).

3.2 LOSARTANA POTASSICA

A hipertenséo arterial sistémica € caracterizada pela pressao arterial igual ou
superior a 140 / 90 mmHg, para a populacdo em geral (SBH, 2017), e € descrita
como uma doenca cronica, multifatorial, assintomatica e de evolucdo gradativa.
(DAMAS; NASCIMENTO; SOBRINHO, 2016; FONSECA, 2015; PIRES; FARIA;
MODOLO, 2016). Atualmente, a hipertensao atinge aproximadamente um bilhdo de
pessoas no mundo e 30 milhdes no Brasil, onde prevalece em 30% da populagao
adulta (GIOLLO-JUNIOR et al., 2014; PIRES; FARIA; MODOLO, 2016;). A doenca
ocasiona alteracdes nos vasos sanguineos e hipertrofia do ventriculo esquerdo, e é
responsavel por 25 % dos casos de insuficiéncia renal terminal, 40% dos infartos, 80
% dos acidentes vascular cerebral (Sociedade Brasileira de Hipertensao, 2008).

Os medicamentos anti-hipertensivos séo classificados de acordo com seus
locais ou mecanismos de acdo (FEITOSA; BARBOSA, [20177]). As classes
disponiveis para uso clinico sdo apresentadas no quadro 1.

Quadro 1 - Classes de farmacos anti-hipertensivos

Diuréticos

Inibidores adrenérgicos

Acéo central - antagonistas alfa-2 centrais

BB - Bloqueadores beta-adrenérgicos

Alfa blogueadores - blogueadores alfa-1 adrenérgicos

Vasodilatadores diretos

BCC - Blogueadores dos canais de calcio

IECA - Inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA)

BRA - Bloqueadores dos receptores AT, da angiotensina ll

Inibidor direto da renina

Fonte: Adaptado de 72 Diretriz Brasileira de Hipertenséo Arterial (2016).

O anti-hipertensivo mais utilizado no Brasil é a losartana potassica (Figura
2). Segundo Pereira et al. (2016) a losartana foi o farmaco mais vendido no Brasil

em 2014, ndo apenas entre os anti-hipertensivos, mas entre todas as classes de
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medicamentos. Em 2015, foi o quarto farmaco mais vendido e o que apresentou
maior faturamento (ALVIM, 2016). Como medicamento de referéncia, a losartana
potassica possui 0 Cozaar®, sendo disponibilizada na forma de comprimidos de 50 e
100 mg, além de adjuvantes (MERCK, 2015). Também esta disponivel em
associacdo com o diurético hidroclorotiazida, com o nome comercial e de referéncia
Hyzaar® (BRASIL, 2012; SATO, 2015).

Figura 2 - Estrutura quimica da losartana potéssica

CH3

Fonte: A autora. Criado com PubChem Sketcher V2.4 (2017).
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O Quadro 2 apresenta as principais propriedades fisicas e quimicas da

losartana potéssica.

Quadro 2 - Propriedades da losartana potéassica.

Nome Quimico?

Sal de potassio de 2-butil-4-cloro-1-[[2"-(2Htetrazol-5-il)
[1,1°-bifenil]-4-illmetil]-1Himidazol-5-metanol

Nome Comercial ©

Cozaar®

Sinénimos *°

Losartan, Losartana

Formula Molecular 2

C22H23CINGO. K

Peso molecular ?

461,00 g mol™

Numero de registro no CAS #

124750-99-8

Aspecto P¢ cristalino branco ou quase branco
Coef.partico octanol/agua (Log Kow) ® | 3,01
pka ? 4,9

Solubilidade em agua ?

Soltvel (3.300 mg L™

Solubilidade em etanol

Solavel

Volatilidade °

Né&o Volatil

Presséo de Vapor °

1,64 x 10°° mm Hg (a 25°C)

Ponto de Fus3o °

183,5-184,5°C

Coef. Adsorcdo em solo (Koc) °

5,69 x10° L kg™

Estabilidade ©

Estavel a hidrélise e biodegradacao. Fotodegradavel.

Meia-vida bioldgica

Losartana potassica: 2 h. Metabdlito: 6 - 9 h

Produtos do metabolismo humano °

Metabdlito do acido 5-carboxilico (EXP-3174)

Fonte: *Godoy (2014); ° Yamamoto (2014); ¢ United States of America-FDA (2002); ¢ Merck

(2015); ®MSD (2012).

7

Entre os anti-hipertensivos, a losartana potassica € classificada como um

bloqueador dos receptores AT; da angiotensina Il (BRA), sendo o primeiro da classe
a ser descoberto e sintetizado (ARAUJO; CANTO; MOTHE, 2014; GODOQY, 2014). A

angiotensina 1l (Ang II) € um hormonio peptidico integrante do sistema renina-

angiotensina (GOBO, 2014). Ao se ligar ao receptor AT;, encontrado em tecidos
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como o musculo liso vascular, glandulas adrenais, rins e coragéo, a Ang Il ocasiona
vérias reacgdes bioldgicas, incluindo a vasoconstricdo (MERCK, 2015).

Antagonizando o receptor AT; (Figura 3), a losartana ocasiona o
relaxamento do musculo liso e promove a vasodilatacdo, aumenta a excrecéo renal
de sal e agua, reduz a hipertrofia celular e o volume plasméatico (HARDMAN et al.,
1996). A ligacdo da losartana potassica é seletiva ao AT e, portanto, ndo interage
ou bloqueia outros receptores ou canais i6nicos atuantes na regulacao
cardiovascular (MERCK, 2015).

Figura 3 - Atuacéo dos antagonistas do receptor de angiotensina ll.

4 ™

ANGIOTENSINOGENIO

L

-y
l == RENINA

ANGIOTENSINA I
- -y
l = ECA
BRA ANGIOTENSINA 11
; - -y
AT1 AT2
Vasoconstrigdo Vasodilatacao

Legenda: (ECA): Enzima conversora da angiotensina; BRA: bloqueador dos receptores AT1 da
angiotensina Il. No sistema renina-angiotensina, o angiotensinogénio € convertido pela renina
em angiotensina I. Na sequéncia, a ECA converte a angiotensina | em angiotensina Il. A
angiotensina Il pode se ligar a membrana celular através dos receptores AT1 e AT2. Os BRA
inibem a interacdo da angiotensina Il ao AT1, de forma a reduzir a vasoconstricdo e favorecer a
vasodilatacéo.

Fonte: Adaptado de Peterson e Dunlap (2002).

Os comprimidos de losartana potassica possuem biodisponibilidade de
aproximadamente 33%. Ao ser administrada por via intravenosa ou oral, 14% da
dose de losartana é convertida em um metabdlito ativo de acido carboxilico (EXP-
3174). Também ha formacdo de metabolitos inativos, que incluem compostos
formados por hidroxilagdo da cadeia lateral butilica e um glucuronideo N-2 tetrazol.
Tanto o farmaco quanto seus metabdlitos possuem alta taxa de ligacédo (> 99%) as
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proteinas plasméticas. Quando administrada por via oral, 4% da dose de losartana é
excretada na sua forma inalterada na urina, e 6% na forma de seu metabdlito ativo
(MERCK, 2015).

Dados referentes as concentracfes de losartana potassica detectadas no

meio ambiente sao apresentados no Quadro 3.

Quadro 3 - Concentragdes de losartana potassica detectadas no meio ambiente e em estacdes
de tratamento.

ORIGEM CONCENTRACAO LOCAL FONTE
Agua do mar (regido 1 Gros, Rodriguez-Mozaz e
costeira) 4ngl Espanha Barcel6 (2012)
- 1 Bouissou-Schurtz et al.
Corpos Aquaticos 11nglL Franca (2014)
Agua do mar (regido 11,8a32ngL™ Brasil Pereira et al. (2016)

costeira)

Efluente de Estacdo
de Tratamento de 510 ng L * Espanha Margot et al.(2013)
Esgoto (ETE)

1 Oosterhuis,
Efluente de ETE 90 ng L Holanda Sacher e ter Laak (2013)
Efluente de ETE 143ng L™ Portugal Santos et al. (2013)
Afluente de ETE 237ngL™ Portugal Santos et al. (2013)
Afluente de Estacéo
de Tratamento de 260 ng L 1 Espanha Huerta-Fontela et al. (2011)
Agua (ETA)
Afluente de ETE 790ng L™t Holanda Oosterhuis,

Sacher e ter Laak (2013)

Ef[uentg d € hospital 910 ngL ™ Portugal Santos et al. (2013)
universitario

Efluente de ETE de : Larsson, Pedro e Paxeus
industrias 25mgL™ india :

farmacéuticas (2007)

Fonte: A autora.
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3.3 ECOTOXICOLOGIA E TOXICIDADE

A Ecotoxicologia € uma ciéncia relacionada ao estudo dos efeitos de
substancias quimicas sobre os organismos (SCHAFER et al.; 2013), desde o nivel
celular e enzimético até o de ecossistema (RONCO; BAEZ; GRANADOS, 2004), a
fim de compreender os mecanismos de acao desses agentes (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2008) e permitir a mitigacdo, prevencdo ou tratamento dos danos
envolvidos (AZEVEDO; CHASIN, 2004; OGA; CARMARGO; BATISTUZZO, 2008).
Olivi et al. (2008) indicam que a Ecotoxicologia € composta por uma sequéncia de
etapas que compreende a emissédo de contaminantes, destino e comportamento dos
guimicos e efeitos sobre a biosfera.

Em sistemas naturais ou em ensaios laboratoriais e de campo, a toxicidade
pode se manifestar em diferentes maneiras, de acordo com o tempo de exposi¢ao
do organismo ao contaminante. A toxicidade aguda é definida por Knie e Lopes
(2004) como aquela em que os efeitos sdo imediatos e mais severos, com exposi¢cao
do organismo ao agente nocivo por curtos periodos, associada, normalmente, ao
colapso de tecidos e/ou sistemas fisiolégicos. Em ambientes aquéticos, os estudos
de toxicidade aguda envolvem, normalmente, a determinacdo de dose letal média
(DLsp) ou concentracgao letal média (CLsg) (AZEVEDO; CHASIN, 2004).

A toxicidade cronica é relativa a exposi¢cdo ao agente nocivo por periodos
mais prolongados, comumente realizada durante as fases de vida mais sensiveis do
organismo, normalmente nas fases iniciais de seu desenvolvimento (OLIVEIRA,
AREND, GERBER; 2011). Ensaios de toxicidade crbnica visam a determinacdo da
concentracdo de efeito ndo observavel (CENO), relativo a maior concentracdo da
amostra em que nao ha efeito téxico significativo sobre os organismos (AZEVEDO;
CHASIN, 2004; GUIMARAES, 2014).

Dados disponiveis na literatura referentes a estudos ecotoxicolégicos com a

losartana potassica sdo apresentados no Quadro 4.
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26

ORGANISMO | NOME POPULAR EXPRESSAO CONC(:EEITLE')ACAO FONTE
Daphnia similis Pulga d’agua CE50 175,26 Yama(r;g;g) etal
Daphnia United States of
ms na Pulga d’agua CL50 331 America-FDA
g (2002)
CES0 63,9
Lemna minor Lentilha d’agua CENO 0,78 Godoy (2014)
CEO 1,56
Ceriodaphnia Pulga d’agua CENO 10 Yam?%itg)et al.
dubia CEO 100
Pimephales United States of
b Peixe Vairdo CL50 1000 America-FDA
promelas (2002)
Oncorhynchus i . CL50 >929 United States of
mykiss Truta-arco-iris America-FDA
CENO >929 (2002)
Lytechinus . CENO 50 Yamamoto et al.
variegatus Ourigo do mar (2014)
CEO 70

Legenda: (CE50): Concentracdo que apresenta efeito em 50% dos organismos testados.
(CL50): Concentracdo em que apresenta letalidade em 50% dos organismos testados. (CENO):
concentracéo de efeito ndo observado. (CEO): Concentracéo de efeito observado.

Fonte: A autora.

Relacionando os Quadros 2 e 3, é possivel verificar que as concentracdes

de losartana consideradas como tdxicas aos organismos nos testes conduzidos séo,

em sua maioria, significativamente superiores as concentracdes detectadas em

corpos aquaticos e estacdo de tratamento. Todavia, os dados disponiveis na

literatura ndo contemplam informacdes ecotoxicolégicas do efeito da losartana

potassica sobre Astyanax altiparanae, e nem em biomarcadores genéticos e/ou

bioguimicos.
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3.4 BIOMARCADORES

Considerando a baixa concentracdo dos contaminantes emergentes nos
sistemas aquaticos (Quadro 2), o efeito destes sobre o0s organismos pode se
manifestar, por exemplo, como em alterac6es celulares e bioquimicas (GHELFI,
2014), implicando na necessidade de estudos que utilizem métodos suficientemente
sensiveis (MATTOS, 2010), j4 que analises quimicas ndo sdo capazes de prever 0s
efeitos sobre os organismos. Neste contexto, as variaveis bioldgicas passiveis de
mensuragao tém sido amplamente utilizadas como biomarcadores, evidenciando os
efeitos e a exposicado ao poluente (GHELFI, 2014; JEBALI et al., 2012; OLIVEIRA,
2014). Segundo Peakall (1994) define-se biomarcadores como alteracdes bioldgicas
que atuam em resposta a exposi¢do a agentes externos, como contaminantes, e

podem se manifestar desde o nivel molecular até o de ecossistema.

3.4.1 Biomarcadores Genéticos

Através dos testes de genotoxicidade € possivel verificar o potencial de
agentes quimicos, fisicos ou biolégicos em produzir danos ao material genético,
incluindo alteragbes no DNA, como mutacdo, replicacdo anormal, quebras e
anomalias mitéticas (SACRAMENTO, 2012). A toxicidade do composto pode
ocasionar efeitos como cancer, teratogénese e embriotoxicidade, afetando, portanto,
nado s6 células, 6rgdos e individuo, mas também populagcbes e comunidade
(PAMPLONA, 2009).

Naturalmente, danos ao DNA de animais sao induzidos e reparados.
Quando este equilibrio € rompido, os danos genéticos podem ser observados e
analisados (PAMPLONA, 2009). Como ferramentas para esta analise, o0s
biomarcadores genéticos sdo utilizados, permitindo a avaliacdo dos efeitos da
contaminacdo. Os biomarcadores genéticos mais utilizados sdo a frequéncia de
aberrac6es cromossOmicas e de trocas de cromatides irmas, formacao de adutos de
DNA, anormalidades nucleares, frequéncia de micronucleos e quebras no DNA
(RAMSDORF, 2011).
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3.4.1.1 Ensaio cometa

Como ferramenta para a determinacdo de genotoxicidade, o0 Ensaio Cometa é
amplamente utilizado a fim de se verificar quebras na estrutura do DNA, podendo
ser realizado in vivo ou in vitro. O método investiga danos ao DNA de células,
analisando a migracdo do conteddo nuclear em gel apds aplicacdo de eletroforese
(LAPUENTE et al., 2015; VENTURA el al, 2013).

A técnica de eletroforese em gel para deteccdo de danos ao DNA de uma
Gnica célula foi introduzida por Ostling e Johanson (1984). Posteriormente, Singh et
al. (1988) utilizaram a mesma técnica em condic¢des alcalinas ( pH > 13 ), nomeando
0 teste como Ensaio Cometa (HUSSAIN, 2016). Segundo Ramsdorf (2011), o
principio da técnica é que o DNA nédo danificado da célula migra homogeneamente
no gel, formando um circulo. Ja o DNA danificado possui fragmentos diversos e,
portanto, migra de forma heterogénea. Ao final da corrida eletroforética, observa-se
que os fragmentos de DNA apresentam-se de forma semelhante a cauda de um

cometa (Figura 4), o que justifica o nome do ensaio.

Figura 4 - Célula em forma de cometa apds ensaio. Quanto maior a cauda do cometa, maior é a
migracdo do DNA e maior o dano sofrido.

Fonte: Adaptado de Universitat Wirzburg (2016).

As vantagens em relacdo aos outros métodos de avaliacdo de
genotoxicidade séo atribuidas a sua alta sensibilidade para detectar danos ao DNA,
a possibilidade de sua execug¢do com pequeno numero de células por amostra, e a
sua versatilidade, jA que pode ser aplicado a uma grande variedade de tipos
celulares. Essas propriedades o tornam uma ferramenta particularmente adequada a
estudos ecotoxicolégicos (HUSSAIN, 2016; LAPUENTE et al., 2015).
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3.4.2 Biomarcadores Bioquimicos

Componentes dos sistemas bioquimicos podem ser utilizados como
biomarcadores (ANDERSON, 2009). Os biomarcadores bioquimicos sdo,
normalmente, mais sensiveis aos efeitos em biomarcadores de niveis mais altos de
organizacéo biologica (HUGGET et al., 1992).

3.4.2.1 Acetilcolinesterase (AChE)

7

A acetilcolinesterase (AChE) € um biomarcador de neurotoxicidade
encontrado em jungBes neuromusculares e sinapses colinérgicas cerebrais
(VANDEPUT et al., 2015). Sua funcao esta relacionada a regulacéo da transmissao
nervosa, promovendo a hidrélise do neurotransmissor acetilcolina em acido acético e
colina (Figura 5) (BRAGA, 2013). Esta enzima pertence ao grupo das esterases, as
quais catalisam a hidrélise de um éster, gerando alcool e acido como metabdlitos
(MONTELLA; SCHAMA; VALLE, 2012). Entre as esterases, 0 grupo das
colinesterases € responsavel pela hidrolise de ésteres carboxilicos (TRAVASSO,

2011) que, além da acetilcolinesterase, também ¢é integrado pela enzima
butirilcolinesterase (BChE).

Figura 5 - Mecanismo da hidrolise da acetilcolina pela acetilcolinesterase.
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Fonte: Fillafer e Scheiner (2014).
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Os efeitos neurotoxicos devido a inibicdo da AChE podem se manifestar por
paralisia muscular, convulsdes, insuficiéncia respiratoria e até morte, uma vez que a
reducdo da enzima ocasiona acumulo de acetilcolina e a hiperestimulacdo de
receptores colinérgicos (OLIVERA, 2014; VANDEPUT et al.,, 2015). A AChE é
normalmente utilizada como biomarcador de exposicdo a carbamatos e
organofosforados, podendo ser também inibida por metais pesados, organoclorados
e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) (JIANG et al, 2016; OROPESA;
SANCHES; SOLER, 2017; RANI et al, 2017).

3.4.2.2 Glutationa-S-transferase (GST)

As enzimas envolvidas no processo de biotransformacdo sdo potenciais
biomarcadores bioquimicos que agem sobre o metabolismo de Fase | e/ou Fase I
(PAIXAO et al, 2017). Essas fases ocorrem de forma independente. Durante a Fase
I, reacbes de oxidacdo, reducdo e hidrélise originam grupos ativos -OH, -SH e -
COOH por atuacdo das enzimas esterases, desidrogenases, oxidases e
monooxigenases com subunidades de citocromo P-450 (CYP450) ou de flavinas
(FMO). Na Fase Il, que envolve reacdes de conjugacdo, o metabdlito formado é
conjugado por transferases a moléculas como glutationa, sulfatos, aminoacidos,
acetilas e metilas (OGA; CARMARGO; BATISTUZZO, 2008; OLIVEIRA, 2014
BRAGA, 2013).

As GSTs sao enzimas multifuncionais que constituem uma das principais
superfamilias da Fase Il e estdo presentes tanto em organismos procarioticos
guanto em eucaridticos como peixes e mamiferos, sendo nos eucarioticos
encontradas principalmente no figado (GRONER ZIKOVA; KLOAS, 2015;
POLIMANTI et al.,, 2012). Além de atuar na formacdo de conjugados com GSH,
participam do transporte intracelular, manutencéo do balanco oxidativo, biossintese
de leucotrienos e prostaglandinas e controle da peroxidacdo lipidica (OGA,;
CARMARGO; BATISTUZZO, 2008; PAMPLONA, 2009).

Na conjugacdo de compostos eletrofilicos a glutationa, sua acao ocorre em
dois sitios ativos, um para ligacéo especifica com GSH e outro para ligacdo com os
compostos eletrofilicos (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008). Assim, as GSTs

facilitam a excrecdo do contaminante e seus metabolitos, reduzindo a probabilidade
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desses compostos se ligarem, por exemplo, ao DNA celular (MARTINEZ, [20067]).
Segundo Dixon, Lapthorn e Edwards (2002), as GSTs atuam ainda na estabilizacao
de metabdlitos secundarios como os flavonoides, reduzindo os hidroperoxidos a

monohidroxi-alcool no processo de estresse oxidativo.

3.4.2.3 Glutationa Reduzida (GSH)

A glutationa € um tripeptideo intracelular sintetizado pelo aminoacido
cisteina, e se caracteriza por possuir um radical sulfidrila (Figura 6), que lhe confere
capacidade antioxidante (GHELFI, 2014; GIUSTARINI et al., 2012; HUBER;
ALMEIDA, 2008). Encontrada principalmente no tecido hepatico, mantém estaveis
0S grupos tidis das proteinas e reduz ligacdes dissulfeto induzidas pelo estresse
oxidativo, neutralizando radicais livres e eliminando o peroxido de hidrogénio e
hidroperdxidos organicos. E utilizada como indicador da homeostase celular
(BERNO; POETA; MAROSTICA-JUNIOR, 2010, MARTINEZ, 2006).

Figura 6 - Estrutura quimica da glutationa.
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Fonte: Helmenstine (2016)

Também ¢é utilizada na sintese de proteinas e DNA e metabolizacdo de
xenobioticos (GHELFI, 2014; HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008). Conforme a Figura
7, através da enzima glutationa S-transferase (GST), a conjugacdo de GSH a
compostos endogenos e exdgenos possibilita a formacdo de substancias mais

hidrossoluveis e, consequentemente, mais facilmente excretaveis (GHELFI, 2014).
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Figura 7 - Atuacao da GST e GSH no processo de desintoxicacéo celular.

farmaco

peroxidacao

Fase Il

Legenda: O farmaco entra na célula e é metabolizado na Fase | pelo citocromo (CYP). Os
produtos da Fase | sdo entdo metabolizados na Fase Il, em que a GST neutraliza o eletréfilo e
forma o conjugado com a GSH, o qual é excretado pela célula.

Fonte: Adaptado de Wu et al. (2004).

Paradoxalmente, Pompella et al. (2003) destacam que a GSH também
participa de processos oxidativos, eventualmente levando a formacéo de espécies
reativas de oxigénio e radicais livres. Sua multifuncionalidade é extremamente
relevante as células. A deficiéncia de GSH pode ocasionar estresse oxidativo, um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes que decorre da geracdo
excessiva ou da menor taxa de remocao de radicais livres. Como consequéncia, 0
estresse oxidativo reduz a capacidade de desintoxicacao celular, além de gerar o
acumulo das toxinas, comprometer a capacidade de reparo de DNA e reduzir a
oferta de oxigénio e nutrientes para a célula, podendo, até mesmo, ocasionar morte

celular (KLEIN; KLEIN, 2017).

3.5 Astyanax altiparanae COMO ORGANISMO-TESTE

Os peixes possuem ampla distribuicdo geogréafica, estdo inseridos em
diferentes niveis troficos, (JESUS; CARVALHO, 2008) e constituem parte da
alimentacdo humana (CASTRO el al, 2014). Essas caracteristicas lhes conferem

grande relevancia como organismos-teste em estudos ecotoxicolégicos. Em termos
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laboratoriais, seu cultivo é facilitado por requerer equipamentos simples, comuns e
financeiramente acessiveis (GOUVEIA; MAXIMINO; BRITO, 2006;). Além disso, nos
experimentos em laboratério, usualmente sdo utilizados peixes de pequeno porte, 0
gue possibilita a sua manutencdo em ambientes reduzidos (GOUVEIA; MAXIMINO;
BRITO, 2006) - desde que se atente a densidade dos organismos, que deve ser
respeitada para sua sobrevivéncia e desenvolvimento (XISTER et al., 2014).

A familia Characidae é composta por peixes 0sseos e de agua doce, que
estdo presentes no Texas, México, América Central e América do Sul (JAVONILLO
et al.,, 2010). No Brasil, a subfamilia Tetragonopterina é a que possui 0 maior
namero de individuos, sendo representada principalmente pelo género Astyanax
(ALMEIDA, 2007). Proposto por Baird e Girard (1854), o género Astyanax
atualmente possui 146 espécies validas listadas por Froese e Pauly (2013).
Conhecidas popularmente como piabas ou lambaris (FREITAS, 2011), as espécies
apresentam muita similaridade morfologica, ecolégica e comportamental
(GARAVELLO; SAMPAIO, 2010; GURGEL, 2004) o que indica uma recente
especiacdo (OSORIO, 2016). Sdo caracterizadas por apresentarem corpo longo
comprimido lateralmente, com comprimento entre 10 e 15 cm (MERONA et al.,
2004), coloracao principal prateada (DOMINGUES, 2005), nadadeira adiposa, linha
lateral completa com leve curvatura, apresentando nadadeira caudal coberta com
escamas apenas na base dos raios (SILVEIRA, 2014).

Anteriormente identificada como Astyanax bimaculatus (LINNAEUS, 1758), a
espécie popularmente conhecida como lambari-do-rabo-amarelo ou tambiu
(OSORIO, 2016) foi revisada e nomeada por Garutti e Britski (2000) como Astyanax
altiparanae. Encontrado principalmente na bacia do rio Parand, o Astyanax
altiparanae (Figura 8) caracteriza-se pela coloracdo amarelada das nadadeiras
(OSORIO, 2016), uma mancha preta horizontalmente ovalada e uma mancha preta
em forma de losango no pedunculo caudal (CAMARGO et al., 2016). A espécie
atinge a maturidade sexual em quatro meses de idade e possui dimorfismo sexual,
gue é evidenciado no periodo reprodutivo pela aspereza da nadadeira anal dos
machos (ALMEIDA, 2007). Quando maduros, os machos atingem de 7 a 12 cm de
comprimento, enquanto que as fémeas, 12 a 15 cm (CAMARGO et al., 2016).
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Figura 8 - Astyanax altiparanae

¥

Os lambaris possuem habitos diurnos e vivem em cardumes na regido
bentopelagica dos rios (ALMEIDA; COHEN, 2011). S&o onivoros, alimentando-se
de componentes vegetais, insetos e invertebrados (MERONA et al., 2004;
SILVEIRA, 2014). Além de impactarem as populacbes nativas por seu forte
comportamento predador (ALMEIDA, 2007), s&do considerados de grande
importancia na dispersédo de sementes de mata ciliar (SILVEIRA, 2014).

A utilizacdo da espécie Astyanax altiparanae, integrante da fauna local
brasileira, é reforcada pela necessidade, citada por Ramsdorf (2011), de se
promover estudos com espécies endémicas e assim promover a geracdo de novos
dados ecotoxicolégicos. Ramsdorf (2011) também enfatiza que esses organismos
devam apresentar sensibilidade ao ensaio proposto, a fim de se identificar as
respostas biologicas ao agente toxico estudado. Em ensaios ecotoxicolégicos
utilizando biomarcadores, a espécie Astyanax altiparanae tem se mostrado sensivel.
Isso € evidenciado em estudos como os de Costa-Silva et al. (2015), que
empregaram a espeécie na analise de biomarcadores bioguimicos, e nos trabalhos de
Freire et al. (2015) e Osorio (2016), que realizaram andlises de biomarcadores

bioquimicos, genéticos, e histoldgicos.
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4 METODOLOGIA

Os ensaios com peixes foram realizados apds aprovacdo do projeto pelo
Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana (CEUA/UTFPR), cujo parecer é apresentado no Anexo A.

O trabalho desenvolvido foi divido em duas etapas (Figura 9). Os ensaios
foram conduzidos com individuos da espécie Astyanax altiparanae em fase juvenil,

nao havendo distin¢do ou selecdo de machos e fémeas.

Figura 9 - Fluxogramas das etapas do trabalho realizado.
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Na Etapa 1, os peixes foram aclimatados em laboratério, submetidos a um
ensaio preliminar de toxicidade e ao bioensaio. Nesta etapa, foi testada uma
concentracdo Unica de losartana potassica (2,5 mg L) em diferentes tempos de
exposicdo (6, 12, 24 e 48h). Os biomarcadores analisados foram o0s bioquimicos
AChE cerebral, AChE muscular, GST e GSH em figado, e biomarcador genético
(ensaio cometa) em sangue. Em paralelo ao bioensaio, experimentos para avaliagao
da cinética do farmaco foram conduzidos.

Na Etapa 2, ap0s a aclimatacdo, os organismos foram submetidos

diretamente a um bioensaio de exposicdo a losartana em duas concentractes
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diferentes (0,25 e 2,5 mg L) e em tempo Unico (24 h). Nesta etapa, foram
analisados apenas o0s biomarcadores bioquimicos analisados na etapa anterior
(AChE cerebral, AChE muscular, GST e GSH em figado). O acompanhamento

cinético do farmaco foi concomitante ao experimento.

4.1 ETAPA1

4.1.1 Aclimatacédo dos Organismos-Teste

Cento e cinquenta exemplares juvenis de Astyanax altiparanae foram
adquiridos da Piscicultura Peixes e Peixes, Curitiba-PR, e aclimatados no laboratorio
em tanque (Figura 10) com 250 L de &gua filtrada e declorada previamente por
aeracdo. A aclimatacdo ocorreu por um periodo de 40 dias, sob temperatura
ambiente (25 £ 3 °C) e com fotoperiodo de 12 h. A oxigenagdo foi promovida por
sistema aerador e o pH da agua manteve-se em 7,10 + 0,81, de acordo com o

recomendado por Vilela e Hayashi (2001).

Figura 10 - Aclimatac&o de Astyanax altiparanae em laboratério.

Legenda: (a) Disposicao do tanque (em destaque) no laboratério. (b) Peixes durante a
aclimatacdo. Fonte: A autora (2016).

Diariamente, verificou-se a presenca de particulas e sujidades passiveis de
remogao que, quando presentes, foram removidas delicadamente com o auxilio de
redes, de modo a minimizar o estresse dos peixes. A limpeza completa foi realizada
a cada dois dias, através de sifonagdo concomitante ao reabastecimento de agua
filtrada, a fim de se manter o nivel de agua do tanque. A alimentacao foi realizada

diariamente com racdo comercial em pellet contendo 25% de proteina (Kowalski) e,
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complementarmente, com racdo em flocos contendo 45% de proteina (Alcon
Basic®).

4.1.2 Composto-Teste

O composto utilizado para os ensaios foi o farmaco losartana potéssica
(Aurobindo Pharma, india, 99%). A concentracéo testada no ensaio definitivo foi
estipulada em 2,5 mg L™, tendo-se por objetivo simular a concentracdo encontrada
em efluentes de ETE na india (LARSSON; PEDRO; PAXEUS, 2007) e gerar dados
sobre o efeito deste fArmaco em biomarcadores de peixes. A fim de se excluir a
possibilidade de morte dos peixes em decorréncia a exposicdo ao farmaco nesta

concentracdo, um ensaio de ecotoxicidade aguda preliminar foi desenvolvido.

4.1.3 Ensaio Preliminar

Considerando a inexisténcia de dados na literatura referentes a
ecotoxicidade da losartana potassica a espécie Astyanax altiparanae, um ensaio
preliminar foi conduzido (Figura 11), como base no método descrito por Knie e
Lopes (2004).

Figura 11 - Ensaio preliminar de toxicidade de losartana potassica a Astyanax altiparanae.

5;f;:.,_rntrc_»le
“Negativo

Legenda: O aquéario de controle negativo refere-se a grupos nao exposto ao farmaco, enquanto
gue os demais foram expostos a losartana nas concentragdes 25, 2,5 e 0,25 mg L *
respectivamente. Fonte: A autora (2016).
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Foram testadas trés concentracBes de losartana potéssica: 0,25, 2,5 e 25
mg L*, sendo 2,5 mg L™ a concentracdo pretendida para o ensaio definitivo. Para
cada concentracao, foram utilizados trés peixes por aquario, com um volume final de
20 L. Os organismos foram expostos por 24h, com aeracdo moderada, temperatura
25 + 3 °C e fotoperiodo de 12 h . Também foi utilizado um aquario como controle
negativo, sem adicao do farmaco. Tanto os organismos expostos a losartana, quanto

os do grupo controle, foram alimentados até o dia que precedeu o ensaio.

4.1.4 Anélise da Estabilidade da Losartana Potassica

A fim de avaliar a estabilidade da losartana potassica utilizada neste
trabalho, foram realizados experimentos utilizando a mesma na concentracéo de 2,5

mg L™, sob diferentes condicdes, conforme descricdo a seguir.

Experimento A: Solugdo preparada com agua do tanque de cultivo de peixes filtrada

em membrana de fibra de vidro (0,45um) e com posterior adicdo de losartana.

Experimento B: Solucdo preparada com losartana adicionada em agua do tanque de

cultivo de peixes e posterior filtracdo em membrana de fibra de vidro (0,45um).

Experimento C: Realizado com dois aquarios “brancos” (sem peixes), com agua
filtrada, preparados da mesma maneira que os aquarios do bioensaio. Um dos
aquarios foi mantido sob fotoperiodo de 12 h e aeragao constante (“aquario claro”),
enquanto que o outro foi mantido no escuro e nao foi aerado (“aquario escuro”).
Amostras foram coletadas nos tempos 0, 6, 12, 24 e 48 h e mantidas em freezer a -

20 °C até analise.

Experimento D: Neste experimento, um aquario foi preparado com agua coletada do
tanque de cultivo de peixes, mas sem organismos-teste. Um segundo aquario foi
preparado com agua filtrada, sem organismos teste. Ambos os aquarios foram
mantidos sob fotoperiodo de 12 h e aeragéo constante. Amostras foram coletadas

nos tempos 0, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h e armazenadas a 8°C até a andlise.
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Experimento E: Realizado com um aquario “branco” (sem peixes) e um aquario com
5 peixes, ambos sob fotoperiodo de 12 h e aeragdo constante. Amostras foram

coletadas nos tempos 0, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h e armazenadas a 8°C até a analise.

As andlises de losartana foram realizadas em cromatografo liqguido modelo
Prominence (Shimadzu) equipado com bomba quaternaria (LC-20AT),
degaseificador (DGU-20 A), autoinjetor (SIL-20 A), detector de arranjo de diodos
(SPDM-20 A) e controladora (CBM-20 A), o sistema € operado por software LC
Solutions. A coluna analitica utilizada (Hypersyl ODS, 150 x 46 mm d.i.) apresenta
fase estaciondria octadecilsilica (C18) com 5 um de didmetro de particula,

O método analitico desenvolvido utilizou como fase moével solucédo de acido
fosférico 0,1% (v/v) e metanol grau HPLC (Sigma), com fluxo de 0,5 mL min™. A
retencdo da losartana foi ajustada com 63% de metanol em sistema isocratico,
durante 15 minutos, apdés esse tempo foi programado gradiente de limpeza da
coluna (63 a 90% de metanol) e retorno a condicéo inicial (63% de metanol, 10 min)
antes de cada andlise. O volume de injecdo foi ajustado para 50 yL e o detector
registrou as andlises no intervalo de 190 a 450 nm.

Para a avaliagdo semi-quantitativa das concentracées de losartana, foi
utiizado o método de fator de correcdo, a partir do valor médio da éarea
correspondente a banda cromatografica de interesse obtido a partir de réplicas de
solucbes preparadas em &agua de aquario. Esse valor médio foi dividido pela
concentracdo nominal (2,5 mg L) e, a partir do valor obtido, as demais

concentracfes foram estimadas pela mesma relacédo (Equacéo 1)

area da banda (losartana)
concentragao

Fator= (1)

4.1.5 Bioensaio

O bioensaio foi desenvolvido nas mesmas condi¢des da aclimatagdo, com T
= 25 + 3 °C, fotoperiodo de 12 h e aeracao constante. Os peixes (5,94 = 0,54 cm;
2,87 + 0,86 g) foram divididos em grupos de 10 individuos por aquério (20 L) e
expostos & uma concentracdo Unica de losartana potassica durante diferentes

tempos. A concentracdo utilizada foi de 2,5 mg L™ de losartana e as exposicdes
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foram de 6, 12, 24 e 48 h. Para cada um dos tempos de exposi¢cao (grupos E6 -
E48), havia um grupo de controle negativo (grupos C6-C48), conforme Figura 12. Os
organismos foram alimentados até o dia precedente ao inicio do experimento, nao
recebendo alimentacdo durante o ensaio. O ensaio foi conduzido em sistema

estatico.

Figura 12 - Ensaio definitivo. Exposi¢ao de Astyanax altiparanae a losartana potéssica.

Legenda: (C) representa os grupos controle, enquanto que (E) indica os grupos expostos a
losartana potassica na concentracdo Unica de 2,5 mg L (6), (12), (24) e (48) indicam o tempo
de exposi¢do em horas.Fonte: A autora (2016).

4.1.6 Coleta e Preparo de Amostras Bioldgicas

Depois de cada exposicdo, os peixes foram anestesiados em benzocaina
10% (Merck, via hidrica), eutanasiados por sec¢cdo medular, pesados e medidos. Na
sequéncia, foram coletados sangue, figado, cérebro e muasculo. O sangue foi
coletado através de puncdo da veia caudal com capilar heparinizado e
imediatamente adicionado a tubo de centrifugacdo contendo 1 mL de soro fetal
bovino (FBS, Gibco). Os 6rgaos (cérebro, musculo e figado) foram removidos com o
auxilio de tesoura e pinga de ponta fina, e acondicionados em microtubos de
microcentrifuga (tipo eppendorf). Todas as amostras foram mantidas refrigeradas em
banho de gelo e, em seguida, levadas a ultrafreezer (T=-70°C) (RAMSDORF, 2011).
O sangue foi destinado a realizacdo da analise do biomarcador genético através do
ensaio cometa. J4 os oOrgdos foram utilizados para andalise dos biomarcadores
bioquimicos.
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Figura 13 - Coletas de sangue e tecidos dos peixes.

Legenda: (a) Coleta de sangue através de capilar heparinizado. (b) Remocéao de figado.
Fonte: A autora (2016).

As amostras de cérebro e musculo foram homogeneizadas em tampao
fosfato (0,1 mol L™*) em pH 7,5, na proporcdo 1:3 (m/v), enquanto que as amostras
de figado foram homogeneizadas em tamp&o fosfato (0,1 mol L") em pH 6,5, na
proporcao 1:2 (m/v). A homogeneizacdo ocorreu através de desagregador de tecidos
do tipo ultra-turrax (Meclab). Na sequéncia, o material foi centrifugado a 10.000 g por
20 min a 4° C e o sobrenadante foi armazenado no ultrafreezer (T= -70 °C)
(RAMSDOREF, 2011). Depois das amostras terem sido homogeneizadas, as analises
dos biomarcadores bioquimicos foram realizadas em triplicata, em microplacas de 96
pocos e a leitura foi realizada em leitor de microplacas marca BMG Labtech, modelo

FluoStar Omega.
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4.1.7 Ensaio Cometa

O ensaio cometa foi realizado de acordo com metodologia descrita por Speit

e Hartmann (1999), demonstrada no esquema apresentado na Figura 14.

Figura 14 - Etapas do ensaio cometa.
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Fonte: Adaptado de Speit e Hartmann (2006).

Conforme Figura 14, depois da coleta do sangue e sua diluicdo em FBS
(soro fetal bovino), 10 yL do diluido foi adicionado a 120 uL de agarose de baixo
ponto de fusdo (LMA) (1) e aplicado sobre a superficie de uma lamina coberta com
agarose normal (2). As laminas foram entdo posicionadas em cubetas (3) e imersas
em solucédo de lise (Triton X100 1%; DMSO 10%; Solucdo com NaCl 2,5 mol L™,
EDTA 100 mmol L, Tris 10 mmol L*, NaOH 0,8 %, N-laurilsarcosinato 1%)
por 6 dias, sob 4 °C. Em cuba horizontal (4), as laminas foram posicionadas e
imersas em tampéo de eletroforese alcalino de pH 13 (NaOH 300 mmol L™ ; EDTA
200 mmol L™) por 25 min, a fim de promover a desnaturacdo do DNA. Na sequéncia,
foi aplicada a eletroforese (300mA, 25V) por mais 25 min. As laminas foram
retiradas da cuba e neutralizadas (5) com solucdo Tris 0,4 mol L™ (pH 7,5) e fixadas

com etanol 92%. Brometo de etidio (10 ug mL-1) foi adicionado a cada lamina (6), no
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volume de 20 pL, para coloracdo do material. As laminas foram analisadas em
microscoépio de epifluorescéncia (Leica), em magnificacdo de 640 vezes (7). Todo o
procedimento descrito foi desenvolvido no escuro.

Os primeiros cem nucleoides de cada lamina foram quantificados e
classificados de acordo com a intensidade de dano sofrido no DNA, classificados

como de dano 0 (sem dano) a dano 4 (dano méximo) (Figura 15).

Figura 15 - Classificagcao de cometas quanto a dano genético observado.

Legenda: Classificac8o de 0 a 4, de acordo com o dano sofrido. Quanto maior a cauda, maior a
intensidade do dano. Cometas observados em microscépio de epifluorescéncia (Leica), em
magnificac&o de 640 vezes.

Fonte: A autora (2016).

Para cada peixe foi atribuido um escore de dano genético, conforme

Equacéo 2. Para cada grupo de peixes, calculou-se a mediana dos escores.

Escore = (0 xn0) + (1 xnl) + (2 xn2) + (3 xn3) + (4 X n4) (2

Em que:
n0 = niamero de nucledides classificados como classe 0
nl = namero de nuclebides classificados como classe 1
n2 = namero de nuclebides classificados como classe 2
n3 = namero de nucledides classificados como classe 3

n4 = namero de nuclebides classificados como classe 4
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4.1.8 Concentracao de Proteinas Totais

A concentragdo de proteinas totais foi determinada para as amostras de
figado, muasculo e cérebro, separadamente. O procedimento foi baseado na
metodologia de Bradford (1976). Na microplaca, 10 uL do sobrenadante e 250 L de
reativo de Bradford (Sigma-Aldrich) foram adicionados em cada poco. Como
referéncia para a concentragcdo de proteina, uma curva padrdo com soro de
albumina bovina (BSA) foi desenvolvida com as concentra¢gdes 0, 62,25, 125, 250 e
500 pg mL™ . Para a curva, também se utilizou volume 10 pL de BSA para 250 pL de
reativo de Bradford. A absorbancia foi mensurada a 595 nm.

A concentracdo de proteinas totais obtida por tecido foi utilizada para se
normalizar a concentracdo de proteinas em cada andalise de biomarcador

bioquimico, conforme equac¢des apresentadas na sequéncia.
4.1.9 Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade de AChE em cérebro e musculo foi determinada a partir do
método de Ellman et al. (1961), adaptado para microplaca por Silva de Assis (1998).

O ensaio consistiu em, inicialmente, diluir o sobrenadante em tampéo fosfato
(0,1 mol L) em pH 7,5, na proporcdo 1:10. Em cada poco da microplaca foram
adicionados 50 pL da amostra diluida, 200 uL do reagente DTNB (5,5-ditio-bis-2
nitrobenzoato, Sigma-Aldrich) a 0,75 mM e 50 pL do substrato ATC (iodeto de
acetiltiocolina, Sigma-Aldrich) a 9 mM. A absorbancia foi medida a 405 nm durante

4 min, a cada 30 s.

(AAbs.min~1x1000)+ (d. £)xdiluigio do tecido
[Proteinas Totais]+ (V total no pogo + V de amostra no po¢o)

Ativ. AChE =

(3)

Em que:

Ativ. AChE = atividade de AChE em nmol . min™ . mg proteinas'1

V = Volume

AAbs.min™ = variacdo da absorbancia em 1 min.

d = caminho 6ptico percorrido pelo feixe de luz (Vpoeo = 300 pL) = 0,9 cm
¢ = absortividade molar = 13,6 mmol L™*. cm™

[Proteinas Totais] = concentracdo de proteinas em mg.mL™
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4.1.10 Glutationa Reduzida (GSH)

Para determinacédo da concentracdo de GSH foi utilizado o método descrito
por Sedlak e Lindsay (1968). Devido ao tamanho reduzido do tecido coletado,
adotaram-se as mesmas proporc¢des de amostra, reagente e substrato utilizadas por
Lange (2007), porém, em volume reduzido.

Ao volume de 30 pL do sobrenadante foram adicionados 7,5 puL de acido
tricloroacético (TCA, Neon) 50%, que foram agitados em vortex e centrifugados a
10.000 g a 4 °C. Na microplaca, foram adicionados 10 pL do homogenato, 46 pL de
tampdo Tris-base (0,4 mol L") e 4 pL de DTNB (2,5 mmol L™Y). Para este
biomarcador foi utilizada uma curva-padrédo de GSH com as concentracdes 0, 2,5, 5,
10, 20, 40 e 80 pug mL™. Para a curva, na microplaca foram adicionados 10 pL de
GSH, 2 pL de TCA (50%), 34 pL de tampé&o Tris-base (0,4 mol L) e 4 pL de DTNB
(2,5 mM). Depois de 1 min, a formacdo de TNB (acido 5-tio-2-nitrobenzéico),

expressa por coloracdo amarela, foi medida a 412 nm.

[(Abs.média —Abs.Branco) + Coef.ang]x (V total no pogo + V de amostra no po¢o)

[GSH] = 4)

[Proteinas Totais]

Em que:

Abs= absorbéancia

V = volume

[GSH] = ug . mg proteinas™

[Proteinas Totais] = concentracdo de proteinas em mg.mL™

4.1.11 Glutationa-S-transferase (GST)

O ensaio foi realizado segundo metodologia descrita por Keen, Habig e
Jakoby (1976) adaptada a volumes reduzidos. Para analise da atividade global de
GST, 30 pL do sobrenadante de figado foi diluido em tamp&o fosfato (0,1 mol L™)
em pH 6,5, na propor¢ao 1:4. Na microplaca foram adicionados 20 pL da amostra e
60 pL do meio de reacdo composto por CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno - 2,5
mmol L?, Sigma-Aldrich) e GSH (glutationa reduzida - 2mmol L™, Sigma-Aldrich). A
absorbéancia foi medida a 340 nm por 2 min, a cada 12 s.
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(AAbs.min~1x1000)~+ (d. £)xdiluigdo do tecido
[Proteinas Totais]+ (V total no po¢o + V de amostra no pogo)

Ativ.GST =

(5)

Em que:

Ativ. GST = atividade de GST em nmol . min™ . mg proteinas™

V= vqume

AAbs.min™ = variacdo da absorbancia em 1 min.

d = caminho éptico percorrido pelo feixe de qu gvpogo =80 uL)=0,24 cm
¢ = absortividade molar = 9,6 m mmol L™

[Proteinas Totais] = concentracdo de protemas em mg.mL™

4.2 ETAPA 2
4.2.1 Aclimatag&o dos Organismos-Teste

Os exemplares de Astyanax altiparanae utilizados nesta etapa foram
provenientes da empresa “Alevinos Curitiba”. A aclimatacdo em laboratorio ocorreu
por um periodo de 30 dias, nas mesmas condi¢cdes descritas na Etapa 1. A
temperatura se manteve em 25+ 3°CeopHem6,4+0,4.

4.2.2 Bioensaio

Neste biensaio foram testadas duas concentracdes diferentes de losartana
potassica (Aurobindo Pharma, india, 99%) em um Unico tempo de exposic&o.
Previamente, os peixes foram mantidos por sete dias em ambientacdo nos aquarios
(20L) preparados com &gua filtrada e declorada. A fim de se evitar o estresse dos
individuos, os aquarios foram envoltos por papel do tipo Kraft, de modo que uma de
suas faces laterais e metade de sua face frontal fossem cobertas (Figura 16). Foram
testadas as concentracdes 0,25 e 2,5 mg L™ de losartana, durante o tempo de
exposicdo de 24 h, em sistema estatico. Os peixes (4,65 + 0,49 cm; 1,75 + 0,46 Q)
foram distribuidos em cinco individuos por aquério, havendo trés aquarios por grupo:

controle (sem adicdo de losartana), losartana 0,25 mg L™ e losartana 2,5 mg L™.
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Figura 16 - Ensaio de exposi¢do de Astyanax altiparanae a losartana potassica (Etapa 2).
= _ | \ L] B |8

Fonte: A autora (2016).

Durante esse experimento, optou-se por realizar a alimentacdo dos
organismos, a fim de se reduzir o estresse dos mesmos. Os peixes foram
alimentados com racdo comercial em pellet contendo 25% de proteina (Kowalski),
na porcdo diaria de um pellet por peixe. Decorridas 24 h do momento da
contaminagcdo com o farmaco, dez peixes de cada grupo foram coletados para

amostragem dos tecidos.

4.2.4 Coleta e Preparo de Amostras

A eutanasia dos animais, coleta e preparo das amostras de tecidos dos
peixes ocorreu de maneira exata ao ja descrito na Etapa 1 (4.1.3). Na Etapa 2, o
equipamento utilizado para a leitura das microplacas foi o leitor de microplacas
modelo Epoch 2 (Biotek Instruments).

4.2.5 Concentracao de Proteinas Totais

A concentracdo de proteinas totais foi determinada igualmente ao
procedimento descrito no item 4.1.8.
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4.2.6 Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da acetilcolinesterase, tanto cerebral quanto muscular, foi
desenvolvida de acordo com o item 4.1.10. Para cérebro, a diluicdo da amostra em

solugdo tampao foi 1:10, enquanto que para o musculo foi 1:15.
4.2.7 Glutationa Reduzida (GSH)

Assim como na Etapa 1, a determinacdo da concentracdo de GSH foi
baseada no método descrito por Sedlak e Lindsay (1968), porém utilizando-se
volumes diferentes.

Adicionou-se 12,5 pL de &cido tricloroacético (TCA, Neon) 50% a 50 amostra
uL, seguindo para a agitacdo em vortex e centrifugacdo a 10.000 g sob 4 °C. Na
microplaca, foram adicionados 30 pL do homogenato, 138 pL de tampéo Tris-base
(0,4 mol L") e 12 pL de DTNB (2,5 mmol L™). A curva-padréo de GSH foi preparada
com as concentraces 0, 2,5, 5, 10, 20, 40 e 80 pg mL™. Para a curva, na
microplaca foram adicionados 30 pL de GSH, 6 pL de TCA (50%), 132 uL de tampéao
Tris-base (0,4 mol L) e 12 pL de DTNB (2,5 mmol L™). Depois de 1 min, a
absorbancia foi medida em 412 nm. A concentracdo de GSH foi determinada com

base na Equacéo 3.
4.2.8 Glutationa-S-transferase (GST)

Para analise da atividade de GST (KEEN et al., 1976) 50 uL do
sobrenadante de figado foi diluido em tamp&o fosfato (0,1 mol L) em pH 6,5, na
proporcao 1:5. Na microplaca foram adicionados 50 pL da amostra e 150 pL do
meio de reacdo composto por CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno - 2,5 mM, Sigma-
Aldrich) e GSH (glutationa reduzida - 2mM, Sigma-Aldrich). A absorbancia foi
medida a 340 nm por 2 min, a cada 30 s. A Equacéo 4 foi aplicada para o calculo de
atividade da GST, adotando-se d (caminho 6ptico percorrido pelo feixe de luz) igual

a 0,6, correspondente ao volume total de 200 pL no pog¢o da microplaca.
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4.2.9 Monitoramento da Cinética da Losartana Potassica

Com o objetivo de monitorar a concentracdo de losartana durante o tempo
de exposicdo dos peixes a losartana, foram coletadas amostras em todos os
aquarios contaminados e em um aquario controle (sem adicdo de farmaco). As
coletas foram realizadas nos tempos 0, 6, 12 e 24 h. Para cada tempo, foram
retirados 10 mL de agua de cada aquario, sendo esse conteudo transferido
diretamente para vials (1,5 mL) de cromatografia. A analise das amostras foi

realizada pelos mesmos métodos cromatogréficos descritos no item 4.1.4.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade através do teste
Kolmogorov—-Smirnov. Para o ensaio cometa, as medianas dos escores foram
submetidas ao teste Kruskal-Wallis, seguido de Dunn. Para os biomarcadores
bioquimicos da Etapa 1, aplicou-se o teste de Mann-Whithey ou Teste t nao
pareado, de acordo com a normalidade dos dados. Na Etapa 2, os dados
obedeceram os critérios de normalidade e por isso, utilizou-se a analise de variancia
de uma via para verificar se havia diferenca entre os grupos, seguida de Teste de
Bonferroni para demonstrar as diferencas entre os grupos. A correlacdo entre GST
e GSH e entre biomarcadores e tempo foi verificada através do calculo do
coeficiente correlacdo de Pearson (r). Todos os dados foram analisados pelo
programa GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.), sendo os testes reconhecidos

como estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ETAPA 1
5.1.1 Ensaio Preliminar

O objetivo principal dos ensaios preliminares é racionalizar tempo e material,
aumentando a eficiéncia do ensaio (KNIE; LOPES, 2004). O teste preliminar definido
por Knie e Lopes (2004) deve ser executado do mesmo modo que o definitivo,
porém com menor numero de individuos e com tempo de exposicédo reduzido. O
teste preliminar realizado neste estudo teve como finalidade descartar a
possibilidade de que a concentracéo definida pudesse levar os peixes a morte.

Nas trés concentracdes testadas (0,25, 2,5 e 25 mg L™) néo foi constatada
mortalidade dos individuos apés 24 h de exposi¢do, 0 que permitiu a realizacdo do
teste definitivo na concentracdo desejada (2,5 mg L™). Entretanto, em relacdo aos
outros aquarios, notou-se que na maior concentracdo (25 mg L) os peixes
apresentaram maior lentiddo ao se movimentar, ficando parados a maior parte do

tempo.
5.1.2 Anélise da Estabilidade da Losartana Potassica

Os Experimentos A e B (Figura 17) foram desenvolvidos com o propdsito de
verificar se, durante o preparo das amostras para as andalises cromatogréficas, a
losartana potassica poderia ser retida durante a filtracdo. Os resultados
demonstraram que a losartana néo foi retida na membrana, uma vez que as

concentracdes determinadas em ambos 0s experimentos foram as mesmas.



Figura 17 - Experimentos A e B - Aspectos cromatograficos da losartana potassica.
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(A) Cromatogramas de solucdes de losartana (2,5 mg L™) preparadas em agua de aquério (com
filtracdo prévia da 4gua e com filtracdo da solucéo apos preparo). Tempo de reten¢cado 5,8 min;
comprimento de onda: 254 nm. (B) Espectro de absor¢cdo UV da banda cromatogréfica

referente a losartana.

O Experimento C (Figura 18), que foi desenvolvido com os aquarios “claro” e

“escuro”, teve o objetivo de verificar a fotodegradabilidade da losartana e também

sua variacao em relacdo a aeracao.

Figura 18 - Experimento C - Analise da degradabilidade da losartana potassica mediante
diferentes condi¢des de luminosidade e aeracéo.
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Legenda: Relagdo entre concentracdo da losartana potdssica em aqudarios mantidos sob
fotoperiodo de 12 h (CLARO) e com aeracdo X aquarios sem fotoperiodo (ESCURO) e sem

aeracao. CV=5,94%.
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Foi verificado que as concentracdes do farmaco se mantiveram constantes
ao longo do ensaio nos dois aquéarios. A variacdo de concentracdo losartana
potassica entre aquario “claro” e aquario “escuro” foi baixa, apresentando
concentracdo média de 2,47 mg L™ de losartana e CV= 5,94%. Esses resultados
indicam que o composto nao foi degradado durante o experimento,

Para se investigar a interferéncia da matéria organica dos peixes na
concentracdo de losartana nos aquarios, foram realizados os Experimentos D e E.
Os resultados relativos ao Experimento D, com agua do tanque de aclimatacéo de

peixes estao na Figura 19 .

Figura 19 - Experimento D - Andlise da interferéncia da agua de cultivo dos peixes sobre a
concentracdo de losartana potassica.
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Legenda: Relagdo entre concentracdo da losartana potdssica em aquarios com agua filtrada
(CONTROLE) e 4gua de cultivo dos peixes. CV=1,42%.

Os resultados demonstraram que a losartana potassica se manteve
constante durante o ensaio, tanto no aquario com agua de tanque de aclimatacéo de
peixes, quanto no aquario controle. A concentracdo média da losartana foi de 2,62
mg L™, ndo tendo sido verificada variacdo da concentracdo entre os dois aquérios,
uma vez em que o CV obtido foi de 1,42%.

A fim de se confirmar o resultado obtido no experimento anterior, foi
realizado o Experimento E (Figura 20), desta vez verificando-se a estabilidade da

losartana em aquario com peixes.
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Figura 20 - Experimento E - Andlise da interferéncia da presenca dos peixes sobre a
concentracao de losartana potéassica.
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Legenda: Relagdo entre concentracdo da losartana potassica em aquarios com e sem peixes
(CONTROLE). CV=0,96%.

Assim como nos experimentos anteriores, os dados do Experimento E
evidenciaram que a concentracdo da losartana se manteve estavel. A média da
concentracdo da losartana nos aquarios foi de 2,6 mg L™ Para o aquario com
peixes, a concentracdo inicial de losartana potassica foi de 2,6 mg L™, caindo para
2,57 mg L™ no tempo 96 h. Este sutil decaimento sugere a absorcdo do farmaco
pelos organismos. Comparando-se 0 aquario com peixes e 0 aquario controle,
obteve-se CV= 0,96%, indicando que a presenca dos organismos nao afetou
significativamente a concentracdo do farmaco. Conclui-se através dos experimentos
C, D e E, que a losartana apresentou estabilidade mediante as variaveis de tempo,

exposicdo a luz e presenca de organismos-teste.

5.1.3 Biomarcadores Bioquimicos e Genético

A intencdo da exposicdo dos organismos a uma unica concentracdo de
farmaco, variando os tempos de exposicao, foi verificar uma possivel relacdo dos
efeitos nos biomarcadores em fungcédo do tempo, para entdo conduzir um segundo
ensaio com diferentes concentracbes de losartana potassica. A fim de se garantir
que os efeitos observados no ensaio com concentracdo Unica fossem realmente

relativos a losartana potassica, foi adotado um grupo controle (C) para cada grupo
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exposto ao farmaco (E). Dessa maneira, a cada tempo (6, 12, 24 e 48 h), foram
analisados os grupos mantidos sob as mesmas condi¢gfes, sendo a exposi¢cao ao

farmaco a Unica diferenca entre eles.

5.1.4 Ensaio cometa

Os resultados de dano genético observado nos peixes sdo apresentados na
Figura 21. Observa-se que no tempo 12 h, o grupo exposto a losartana (E12)
apresentou escore de dano de DNA estatisticamente inferior ao do seu grupo
controle (C12). Nos demais tempos, nao foi verificada diferenca significativa.

Figura 21 - Escores de danos genéticos obtidos por ensaio cometa em eritrécitos de Astyanax
altiparanae expostos a losartana potéassica.
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Legenda: (C) representa os grupos controle, enquanto que (E) indica os grupos expostos a
losartana potassica na concentragdo Unica de 2,5 mg L™; 6, 12, 24 e 48 indicam o tempo de
exposicao em horas. Os resultados expressos em mediana. Dados analisados através do teste
Kruskal-Wallis, seguido de Dunn. (*) indica diferenca estatisticamente significativa em relacéo
ao grupo controle p<0,05). n=10.

Considerando ensaios toxicoldgicos, Silva-Oliveira, Orsolin e Nepomuceno
(2016) afirmam que, isoladamente, a losartana potassica ndo possui efeito
genotoxico. Brambilla e Martelli (2005) indicam que o farmaco apresenta resultados
negativos para testes de quebras de cadeia de DNA, mutagcédo genética e aberracdes
cromossOmicas. Os escores reduzidos verificados no presente estudo,

especificamente o escore de E12, também podem sugerir propriedades protetivas da
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losartana potassica. Krivosikova et al. (2001) verificaram, através de ensaio cometa,
que a losartana pode atuar na prevencao de danos ao DNA. No estudo, apés trés
meses de tratamento com losartana, observou-se que roedores submetidos a
nefrectomia subtotal (remocdo subtotal de rim) obtiveram reducao significativa do
namero de quebras do DNA quando comparados a organismos sem tratamento (p <
0,001).

Silva-Oliveira, Orsolin e Nepomuceno (2016) também afirmam que, além de
atuar na regulacdo da pressdo sanguinea, a losartana pode possuir também
propriedades anticancerigenas. Isso é reforcado por Kim et al. (2014), que
verificaram que o bloqueio do receptor AT1 pode suprimir a proliferacdo de células
cancerosas em roedores. Nesse estudo, a losartana aumentou significativamente a
sobrevivéncia de ratos com céancer de pancreas. Enquanto que o grupo controle
apresentou indice de sobrevivéncia de 59,6 + 13,4 dias, o grupo tratado com
losartana potassica apresentou sobrevivéncia de 76,9 + 18,7 dias (p < 0,05) (KIM, et
al, 2014).

O presente estudo foi conduzido com concentracdo Unica de contaminante,
variando os tempos de exposi¢cdo. Como a diminuicdo dos danos s6 foi observada
no tempo de 12 h, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo com o tempo de
exposicdo. Desta maneira, considerando o0s resultados e as informacoes
toxicoldgicas da losartana potassica, pode-se especular que a exposicédo ao farmaco
tenha provocado um possivel efeito protetivo da losartana sobre o DNA dos peixes,
0 que justificaria os menores escores de danos de DNA nos grupos expostos ao

composto.

5.1.5 Biomarcadores Bioquimicos

Os dados referentes a atividade da acetilcolinesterase em cérebro e musculo

de Astyanax altiparanae sé@o apresentados na Figura 22.
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Figura 22 - Atividade enzimatica da acetilcolinesterase medida em cérebro e musculo de
Astyanax altiparanae expostos a losartana potassica.
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Legenda: (C) representa os grupos controle, enquanto que (E) indica os grupos expostos a
losartana potéssica na concentragcdo Unica de 2,5 mg L™; 6, 12, 24 e 48 indicam o tempo de
exposicdo em horas. Os resultados expressos em mediana * erro padrdo. Dados analisados
através Teste de Mann-Whitney. (*) indica diferenca estatisticamente significativa em relagao
ao grupo controle (p<0,05). n=10.

Como observado na Figura 22, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos. Assim como a atividade de AChE cerebral, os
resultados da analise de AChE muscular ndo apresentaram diferenca significativa.

A alteracdo da atividade da acetilcolinesterase é reconhecidamente
ocasionada por organofosforados e carbamatos, usados principalmente como
pesticidas (KING; AARON, 2015); metais, como cadmio, arsénio, cobre e mercurio
(OLIVEIRA; ASSIS; BEZERRA, 2011); farmacos anticolinesterasicos, utilizados no
tratamento da doenca de Alzheimer (RAMOS; HAMDAN, 2014), e por poluentes em
misturas complexas (RAMSDORF, 2011).

Os farmacos anticolinesterasicos atuam na reducdo da degradacdo do
neurotransmissor acetilcolina. Um estudo realizado por Rozzini et al. (2005)
demonstrou que um grupo de pacientes que fizeram uso de anticolinesterasicos
associados a anti-hipertensivos - incluindo antagonistas do receptor de
angiontensina Il - tiveram significativa melhora na cognicdo se comparados a
pacientes que nao utilizaram anti-hipertensivos. Esses resultados séo reforcados por
Rahman (2014), que informa que pacientes hipotensos que utilizaram losartana
também obtiveram melhora cognitiva. Isso pode sugerir que este farmaco possui
potencial inibidor da enzima AChE, o que foi corroborado pelos estudos de Kumar et
al. (2015) e Nade et al. (2015), em que roedores expostos a losartana potassica
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tiveram significante inibicdo da atividade de acetilcolinesterase cerebral (p < 0,01).

No presente estudo, os resultados demonstram que a exposicdo a losartana

potassica nao alterou significativamente a atividade da enzima nos dois tecidos.
Quanto as analises dos biomarcadores de estresse oxidativo, GSH e GST,

0s resultados sao apresentados na Figura 23.

Figura 23 - Concentracdo de glutationa reduzida e atividade enzimatica da glutationa-S-
transferase medidas em figado de Astyanax altiparanae expostos a losartana potassica.
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Legenda: (C) representa os grupos controle, enquanto que (E) indica os grupos expostos a
losartana potassica na concentracdo Gnicade 2,5 mg L™; 0, 6, 12, 24 e 48 indicam o tempo de
exposicdo em horas. Os resultados expressos em média + erro padrdo. Dados analisados
através Teste t ndo pareado. (*) indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao
grupo controle (p<0,05). n=10.

A analise da concentracdo de GSH indicou que, comparando-se 0S grupos
expostos a losartana aos seus respectivos controles, houve um aumento da
concentracdo de GSH no tempo 6 h. Para os demais tempos, ndo houve diferenca.
Em C6, [GSH] = 0,34 + 0,07 pg mg prot™, enquanto que E6 apresentou [GSH] = 0,89
+ 0,23 pg mg prot™ (p = 0,048).

Para Preiser (2012), o conceito de estresse oxidativo esta relacionado a
producdo de espécies reativas de oxigénio, que possuem potencial téxico, e pela
presenca de sistemas de desintoxicacdo. As consequéncias desse estresse podem
ser a adaptacdo da célula ou organismo pela regulacdo dos sistemas de defesa,
lesdo ou morte celular (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). A GSH desempenha
diversas funcbes biologicas importantes, destacando-se a sua atuagcdo como
antioxidante e detoxificante de xenobidticos. A manutencdo da concentracao

intracelular desse tripeptideo € fundamental para a protecédo celular. Ao entrar em
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contato com espécies reativas, a GSH é convertida em GSSG que em excesso,
pode causar lesGes oxidativas em diversas estruturas celulares (HUBER; ALMEIDA,
2008; VIEIRA et al., 2014).

No processo de desintoxicacdo, promove-se a conjugacdo da GSH com o
contaminante, a fim de promover a sua excrecdo e prevenir danos a célula. Como
resultado desta conjugacdo, GSH é consumida e sua concentragdo na célula é
reduzida (GHELFI, 2014). Em contrapartida, a ocorréncia de concentracdes
elevadas de GSH é relacionada por Martinez (2006) a uma adaptacdo ao aumento
da atividade de desintoxicacdo. Segundo Vieira et al. (2014), a concentragdo de
GSH pode ser aumentada para neutralizar as espécies oxidantes, o que demonstra
a protecdo do organismo contra o estresse oxidativo.

A elevacdo da concentracdo de GSH na espécie Astyanax altiparanae foi
identificado por Almeida (2016) num experimento de exposicdo ao agrotdxico
imidacloprido. Ap6s 96 h, a autora verificou 0 aumento significativo (p < 0,001) do
tripeptideo no musculo dos peixes, atribuindo isso a uma defesa do organismo
contra danos oxidativos. Abdalla (2016) expbs A. altiparanae aos metais aluminio
(Al) e manganés (Mn) durante 24 e 96 h. No tempo 24 h, os resultados
demonstraram que a concentracdo de GSH aumentou em grupos expostos a Al e
também a Al + Mn (p < 0,05). Esse aumento, identificado nas branquias, foi
associado a inducéo da sintese de GSH para protecdo contra o estresse oxidativo
resultante da exposicdo ao aluminio. Esses dados demonstram a acdo antioxidante
exercida pela GSH como uma primeira linha de defesa, em um processo de
adaptacdo. No tempo 96 h, a concentracdo de GSH retornou aos niveis do controle
(ABDALLA, 2016).

O efeito do anti-hipertensivo losartana potassica sobre a GSH ainda nao é
bem compreendido (BAYORH et al., 2003) . Polizio e Pefia (2005) constataram a
reducdo de GSH no rim de roedores apos ingestdo de losartana por um periodo de
14 dias. Em contrapartida, no trabalho de Kim et al. (2011) os roedores expostos a
losartana durante seis meses obtiveram valores de GSH renal aumentados em
relacdo aos ndo expostos. Observa-se, através desses dados, a complexidade dos
estudos toxicologicos. Apesar de se tratar de espécies diferentes, 0os organismos

utilizados nos dois estudos séo bastante semelhantes. Nota-se a especificidade dos
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efeitos dos compostos de estudo quanto ao tempo de exposicdo, espécie e
condi¢gbes empregadas.

Como mecanismo de defesa dos organismos a exposicdo ao farmaco, a
concentracdo elevada de GSH obtida neste estudo (Figura 23A, E6) pode
demonstrar a ativacdo de um mecanismo de adaptacdo ao estresse oxidativo. Assim
como no trabalho de Abdalla (2016), o estresse foi identificado apenas no tempo
inicial do experimento, ja que os niveis de GSH foram restabelecidos nos tempos
posteriores.

A Figura 23B apresenta os dados referentes ao biomarcador GST. A
atividade no tempo 48 h demonstra que a enzima foi inibida, podendo indicar
estresse oxidativo. Em C48, a atividade de GST foi 35,95 + 10,18 nmol*min™*mgprot
! enquanto que para E48 a atividade foi 7,92 + 2,89 nmol*min™*mgprot™ (p = 0,038).
Para os demais tempos, nao foi verificada alteracdo na atividade enzimatica.

O processo de biotransformacdo dos contaminantes pode acarretar na
formacdo de espécies reativas que, como ja descrito anteriormente, sdo combatidas
por agentes antioxidantes. Desta maneira, a GST esta envolvida no metabolismo de
compostos organicos ao promover a conjugacao de diversos substratos eletrofilicos
(oriundos da primeira fase da biotransformagcdo) com a GSH (MOTA, et al. 2013;
TRUJILLO-JIMENEZ et al. 2011). Mota et al. (2013) sugere que a inducdo de GST
seja favoravel ao processo de desintoxicacao celular, mas classifica a inibicdo desta
enzima como pouco compreendida. Para Mota et al. (2015), a reducéo da atividade
de GST pode estar relacionada a geracdo de espécies reativas de oxigénio no
processo de biotransformacéo, enquanto que Samanta et al. (2014) afirmam que a
reducdo da atividade da enzima pode estar associada a uma falha no processo de
desintoxicacao celular.

No presente estudo, 0s resultados do ensaio cometa poderiam sugerir que a
losartana potassica tem a capacidade de proteger o DNA de danos. Considerando
trabalhos com testes toxicoldgicos ja desenvolvidos com o farmaco, a possibilidade
de a losartana prevenir danos ao material genético parece ser mais coerente.
Entretanto, novos testes investigativos devem ser realizados a fim de que esse efeito
sobre a espécie A. altiparanae possa ser confirmado. Quanto as andlises dos
biomarcadores bioquimicos, a neurotoxicidade nao foi verificada, ja que nao houve

inducdo ou inibicho de AChE nos tecidos analisados. Em relagdo ao estresse
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oxidativo, os dados de GSH e GST demonstram que a losartana pode ocasionar
esse processo na espécie. A atividade de GST ndo apresentou correlacdo com a
concentracdo de GSH (r < 0,05).

Os biomarcadores tiveram resultados expressivos em tempos diferentes de
exposicao. Ensaio cometa, GSH e GST apresentaram-se alterados nos tempos 12, 6
e 48 h, respectivamente, o que demonstra a particularidade temporal da alteracéo
observada nos biomarcadores. Em nenhuma das analises foi identificada correlacao
entre a expressao dos resultados e o tempo de ensaio (r < 0,1). Desta maneira, foi
realizada a Etapa 2 desta pesquisa, fixando o tempo total de exposicdo em 24 h e
procurando verificar a resposta dos organismos a concentracdes distintas de

losartana.
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5.2 ETAPA 2

5.2.1 Monitoramento Cinético da Losartana Potassica

Os resultados referentes a estabilidade da losartana durante o ensaio da
Etapa 2 séo apresentados na Figura 24, a fim de que os efeitos observados possam

ser melhor elucidados.

Figura 24 - Variacdo da concentracdo da losartana potassica nos aquarios de concentragéo
nominal = 0,25 mg L™ (A) e 2,5mg L™ (B) ao longo do experimento de exposi¢&o (0-24h).
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Nos aquéarios de concentracdo 0,25 mg L™ (Figura 24A) a losartana
potassica foi medida com concentracdo média igual a 0,2 mg L™*, se mantendo
estavel ao longo do experimento, com CV = 3,05%. Para a concentracdo nominal de
2,5 mg L™ (Figura 24B), a média foi 2,4 mg L™ e o CV ainda menor, 1,79%. Esses
resultados sdo compativeis com o obtido nos experimentos de estabilidade
desenvolvidos na Etapa 1, confirmando a estabilidade do farmaco ao longo do

bioensaio.
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5.2.2 Biomarcadores Bioquimicos

Os resultados referentes a atividade de acetilcolinesterase sdo apresentados
na Figura 25. Assim como na Etapa 1, ndo foi constatada diferenca significativa da

atividade de AChE cerebral e muscular entre 0s grupos expostos e grupos controle.

Figura 25 - Atividade enzimatica da acetilcolinesterase medida em cérebro e musculo de
Astyanax altiparanae expostos a losartana potassica nas concentragdes 0,25 e 2,5 mg L! por
24 horas.
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Legenda: (C) representa os grupos controle. Resultados expressos em média = erro padréao.
Dados analisados através ANOVA de uma via, seguida de Bonferroni. (*) indica diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,05). n=10.

Para AChE cerebral a média da atividade foi de 53,67 + 3,68 nmol™min’
! mgprot™®, inferior & média detectada na Etapa 1, mas dentro da esperada para o
nivel basal da enzima na espécie. A média da atividade da AChE muscular foi de
156,58 + 15,84 nmol™*'min™.mgprot™, maior ao detectado na Etapa 1, mas também
dentro dos valores encontrados na literatura para peixes nao expostos a
contaminantes.

A concentracdo de GSH e atividade de GST sédo contempladas na Figura 26.
A média da concentracéo de GSH dos grupos foi 1,72 + 0,23 pg.mg prot™. Este valor
foi superior ao detectado na Etapa 1 e, diferentemente, ndo demonstrou alteragdo no
biomarcador. Também n&o houve correlacdo da atividade de GST e concentragédo
de GSH (r<0,2).
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Figura 26 - Concentracao de glutationa reduzida e atividade da glutationa-S-transferase medida
em figado de Astyanax altiparanae expostos a losartana potassica nas concentracdes 0,25 e
2,5mg L™ por 24 horas.
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Legenda: (C) representa os grupos controle. Resultados expressos em média + erro padréo.
Dados analisados através ANOVA de uma via, seguida de Bonferroni. Letras minudsculas
diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). n=10.

A Figura 26B evidencia que a GST foi induzida pela losartana potassica em
concentracdo 2,5 mg L™* enquanto que na concentracdo 0,25 mg L™ ndo houve
alteracdo da atividade enzimética. A inducdo foi demonstrada pela atividade de
14,57 + 2,10 pg.mg prot™ nos grupos expostos, estatisticamente superior a atividade
de 5,54 + 0,44 pg.mg prot™ dos grupos controle (p < 0,05). Conforme Sun et al.
(2017), a inducdo desta enzima esta associada ao estimulo ao processo de
desintoxicagao do contaminante pelo organismo.

Comparando-se esses dados aos da Etapa 1, um ponto que se destaca € a
diferenca da atividade basal de GST entre as duas etapas. Na Etapa 1, o controle 24
h (C24) apresentou atividade de 85,57 + 24,83 pug.mg prot™, bem contrastante com a
ja referida atividade de 5,54 + 0,44 pg.mg prot” do controle da Etapa 2. Contudo,
ambos se mostram similares aos dados encontrados na literatura para a atividade
enzimatica em Astyanax altiparanae. Isso demonstra que mesmo organismos da
mesma espécie, analisados por meio das mesmas ferramentas, podem apresentar
diferentes valores enzimaticos basais. Outro ponto que deve ser reconhecido € que
os dados da Figura 26B demonstram que na Etapa 1, mesmo sem diferenca
estatistica entre os grupos, é possivel verificar que a atividade de GST no grupos

exposto a losartana por 24 h (E24), foi numericamente superior ao valor identificado
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no grupo controle (C24). Em E24, a atividade foi de 102,16 + 20,57 pg.mg prot™,
enquanto que em foi C24, obteve-se o valor de 85,57 + 24,83 pug.mg prot™ (p = 0,63).

Estudos de exposicdo de lambari a losartana ainda ndo foram publicados.
Em contrapartida, os efeitos de varios contaminantes em Astyanax sp. ja foram
avaliados. No trabalho de Freire et al. (2015), a fim de se verificar a salde desses
organismos no rio lguagu (Brasil), os lambaris foram coletados no outono e na
primavera em dois pontos, e analisados quanto a diversos biomarcadores, dentre
eles, a glutationa-S-transferase. As analises revelaram que durante o outono, 0s
peixes apresentaram inducdo de GST, que foi associada a alta concentracdo de
poluentes na estacéo.

No estudo realizado por Osério (2016), lambaris das espécies Astyanax
altiparanae e Astyanax bifasciatus foram expostos ao inseticida organofosforado
malathion. Para todas as concentrac6es do inseticida testadas, os peixes da espécie
A. altiparanae tiveram a atividade da GST inibida, enquanto que A. bifasciatus
expostos a concentracdo intermediaria do inseticida tiveram a atividade da GST
aumentada. Mais uma vez, constata-se que o0s efeitos ecotoxicolégicos,
principalmente relativos aos biomarcadores, apresentam-se de maneira muito
particular. Neste caso, organismos muito semelhantes entre si, do mesmo género,
provenientes do mesmo habitat, expostos exatamente a0 mesmo composto e
mantidos sob as mesmas condicdes, apresentaram resultados diferentes. Bettim et
al. (2016) utilizaram espécimes de Astyanax altiparanae para se analisar efeitos
ecotoxicolégicos decorrentes da exposicdo a fracdo sollvel em agua da gasolina
(WSFG - water-soluble fraction of gasoline). No figado, foi verificada reducdo da
GST apds 96 h de exposicdo. J&4 no rim, a atividade de GST foi aumentada.
Segundo os autores, a exposi¢cdo a uma mistura de poluentes, como o WSFG, gera
respostas bioquimicas complexas, ndo havendo efeitos especificos de
biotransformacao definidos.

Os resultados das duas etapas desenvolvidas neste trabalho sugerem um
possivel efeito protetivo da losartana ao DNA dos peixes expostos a ela. Em
contrapartida, as analises de GSH e GST demonstram que o farmaco possui
potencial para gerar estresse oxidativo em Astyanax altiparanae, que pode se

manifestar de maneiras diferentes de acordo com o tempo de exposicdo. Ja em
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relagdo & AChE, a losartana néo teve efeito sobre os tecidos estudados, e portanto,
nao demonstrou neurotoxicidade.

A losartana potassica € um farmaco relativamente novo, uma vez em que
sua aprovacéao pelo FDA (Food and Drug Administration) foi dada apenas em 1995
(RIPLEY; HIRSCH, 2010). Isso talvez expligue a auséncia de dados
ecotoxicolégicos com o anti-hipertensivo mais consumido mundialmente. E
importante salientar que mesmo em concentracfes reduzidas, contaminantes
emergentes podem apresentar efeitos em organismos presentes em corpos
aquaticos, e, portanto, a verificagdo do potencial ecotoxicolégico do farmaco deve
ser aprofundada.
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6 CONCLUSAO

A realizacdo de ensaios com organismos Vivos por si s6 ja é bastante
desafiadora, uma vez em que os individuos, sensiveis as variaveis ambientais e
temporais, podem responder de maneira singular. Através do trabalho realizado,
verificou-se que o0 estudo ecotoxicolégico utilizando biomarcadores genéticos e
bioquimicos também possui esse carater complexo.

Os ensaios preliminares da cinética da losartana potassica demonstraram a
estabilidade do composto utilizado mediante as variaveis de: tempo, exposi¢éo a luz
e presenca de organismos-teste. Na Etapa 1, com o ensaio cometa, foram
verificados escores de danos de DNA reduzidos em relacdo aos grupos controle,
especialmente no tempo de exposicdo 12 h. Isso pode sugerir um efeito protetivo da
losartana a esse material genético. Tanto para cérebro e musculo, a losartana ndo
alterou significativamente a atividade de AChE. Para GSH e GST foi verificado,
respectivamente, aumento da concentracao e inibicdo da atividade enzimatica.

Durante a Etapa 2, a losartana se manteve estavel durante todo o
experimento. A atividade de AChE e a concentragdo de GSH, nao foram alteradas.
Para GST, observou-se inducdo da atividade enzimatica durante a exposicdo dos
peixes ao farmaco na concentracéo 2,5 mg L .

A relacdo entre o tempo e os efeitos observados ndo pbéde ser definida.
Verificou-se que os biomarcadores podem se expressar de maneira diferente de
acordo com o tempo em que 0s organismos sao expostos ao farmaco. A losartana
nao apresentou neurotoxicidade, mas pode ter ocasionado estresse oxidativo nos
peixes. Nota-se, portanto, que mesmo em concentracdes reduzidas, os farmacos
podem apresentar efeitos em organismos presentes em corpos aquaticos, devendo
o potencial ecotoxicolégico desses agentes ser investigado.
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APENDICE A - Experimento D (Etapa 1) - Estabilidade Da Losartana Potassica

Em Agua De Tanque De Aclimatagdo De Peixes
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Legenda: Cromatogramas referentes a amostragens nos tempos 0, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h.
(controle) &gua declorada; (teste) agua de tanque de aclimatacao de peixes.
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APENCICE B - Experimento E (Etapa 1) - Estabilidade Da Losartana Potassica
Em Aquario Com Peixes
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Legenda: Cromatogramas referentes a amostragens nos tempos 0, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h.
(controle) &gua declorada; (teste) &gua de tanque de aclimatacdo de peixes.
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PROJETO DE PESQUISA / ALULA PRATICA

Titulo: ECOTOXICIDADE DE FARMACOS E SUBPRODUTOS DE DEGRADACAD APOS
TRATAMENTO POR PROCESSOS AVANCADOS DE OXIDACAD

Area Temdtica: 2.10007.00-4 = Toxicologia

Pesquisador f Professor: | ADRIANE MARTINS DE FREITAS

Instituicdoc UNIVERSIDADE TECHNOLOGICA FEDERAL DO PARANA = CAMPUS CURITIBA
Financiamento: CAPES-CNFO
Versdo: 02

PARECER COMSUBSTANCIADO DA CEUA Protocolo n® 2015-011

Apresentac3o do Projeto:

Trata-se de projeto no qual os pesquisadores buscam avaliar in wivo a ecotowicidade do antibidtico
rifampicing, berm como de seus derivados apds degradag3o por processos avangados de oxidacdo [AODPs).
Serd wutilizado como organismo experimental o peixe Astyonax sp (lambari). Os pesguisadores se
comprometem a seguir a MBR 15.088/2011 que trata sobre testes de ecotoxidade usando peixes. Segundo
o formuldric apresentado serdo utilizados 180 animais, os guais serdo mantidos por 30 dias para
aclimatacdo emn tanques de 250 L com dgua filtrada e declorada e serdo controlados os pardmetros de
temperatura, pH e oxigenag3o da dgua. Depois os animais ser3o transferidos para aguarios de 25 L nos
quais sera realizado um teste preliminar de toxidade para determinar a dose letal para cem por cento dos
animais & o menor nivel no qual ndo se observa efeitos adversos. Segundo o formuldrio unificado serdo
alocados 15 peixes por aquirio. No ensaio preliminar os peixes ficar3o expostos ao antibidtico por 24 horas.
Na sequéncia serd realizado teste de exposicdo controlada dos animais ao antibidtico & aos sews AOPs.
Meste ensaio os animais ficardo expostos por 96 horas a0 antibidtico ou aos seus ADPs, sendo trés
tratamentos diferinde quanto 3 concentracdo do antibidtico e trés tratamentos diferindo quanto &
concentracdo de ADPs. As concentragdes utilizadas estar3o dentro da faixa para a qual ndo se observou
nenhum efeito adverso no estudo preliminar. Serdo empregados 15 animais para cada tratamento e cada
grupo de 15 animais serd exposto 2 um Unico tratamento. Apds 3 exposic3o os peixes serdo anestesiados
com benzocaina 5% dissolvida na dgua & mortos por retirada do figado, cérebro e misculos. Havera
também wm grupo de controle negativo que ndo serd exposto ao antibidtico ow aos seus ADPs.
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Miriist éria da Educacio
UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA rPR
_Cimpus Dois Vizinhos ——

Comiss3o de Etica no Uso de Animais - CEUA

Objetivo:

Segundo o formulario unificado apresentado o estwdo tem como objetivo "Awaliar a ecotoxicidade de
farmacos (antes e apds tratamento por processos avancados de oxidag3o) em peixes (Astyonax sp), através
de biomarcadores bioguimicos”.

Awvaliagdo dos Riscos e Beneficios:

0 projeto apresenta como potenciais beneficios a determinacdo da toxidade da rifampicina e de seus AOPs
sobre Astyonox sp, & & avaliacdo da eficiéncia do emprego de processos avangados de oxidagdo para
degradac3o deste antibidtico em produtos menos tdxicos. Por outro lado, a execucdo do projeto
contaminard um wvolume considerawvel de dgua que se ndo for corretamente descartada poderd causar
contaminagdo ambiental.

Comentdrios e Consideragbes sobre a Pesquisa [/ Aula Pritica:

0 objetive da pesquisa apresenta mérito cientifico e os pesquisadores se comprometem a seguir uma MNER
que normatiza esse tipo de estudo.

Consideragbes sobre os Termos de apresentag3o obrigatoria:

Todos os documentos obrigatdrios foram apresentados

ConclusBes ou Pendéncias e Lista de Inadequagfes:
M3o hd.

Situagio do Parecer:
APROVADO

ConsideragBes Finais a Critério da CEUA:

N3o ha.

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulade "ECOTOMICIDADE DE FARMACOS E SUBPRODUTOS DE
DEGRADACAD APOS TRATAMENTO POR PROCESSOS AVANCADOS DE OXIDACAQ”, protocolo ¥ 2015/011,
sob & responsabilidade de ADRIANE MARTINS DE FREITAS - que envolve a produgdo, manutengio efou
utilizacdio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata |exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica [ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.79%4, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Macional de
Controle da Experimentacdo Animal (COMCEA), e foi aprovado pela COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
[CEUA-UTFPR] da UNIVERSIDADE TECHOLOGICA FEDERAL DD PARAMA, em reunido de 13,/08/2015.
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Ministério da Educagho
UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA R
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Lmtm e R ) P

Vigéncia do projeto: 02,2015 a 02,2017
Espécie/linhagem: Astyanax 5p
Nidmero de animais: 180

Peso/fldade: Animais juvenis com 5 a 10 g de peso corporal
Seno: Machos e fémeas
Origem: Revendedor comercial

Dois Vizinhos, 21 de agosto de 2015.

Luis Fernando Glas.enapp de Menezes

Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Tecnoldgica Federal da Parana
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