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RESUMO

CARNEIRO, Rhaissa Dayane. Avaliacdo da ecotoxicidade da losartana
potassica em Daphnia magna e Desmodesmus subspicatus. 50pg. (Trabalho de
Concluséo de Curso) - Bacharelado em Quimica, Universidade Tecnolégica Federal
do Parana, Curitiba, 2017.

Os medicamentos anti-hipertensivos estdo entre os farmacos mais encontrados na
natureza, sendo que as principais rotas de entrada destes residuos farmacoldgicos
no ambiente s@o através da excrecdo de pacientes e do descarte inapropriado nas
redes de esgotos. O interesse em conhecer os efeitos que essas substancias podem
causar em organismos aquaticos de relevancia ecolégica aumenta gradualmente. A
losartana potassica € o principal representante dessa classe de medicamentos,
sendo o farmaco mais consumido no Brasil nos ultimos anos e encontrado em
corpos d’agua em concentracdes na faixa de ng L* a pg L*. O objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos da losartana potassica em organismos aquaticos de
dois niveis troficos diferentes, utilizando bioensaios cronicos com Desmodesmus
subspicatus, conforme a ABNT NBR 12648:2011, bioensaio agudo com Daphnia
magna, conforme a ABNT NBR 12713:2016. Também foi avaliado o potencial
genotdxico deste composto em Daphnia magna, através do ensaio cometa. No
ensaio com Desmodesmus subspicatus, o valor obtido de CEOs, foi de 27,9308 +
0,0751 mg L™. Para Daphnia magna, o valor obtido de CEs, foi de 303,69 +16,38 mg
L™ observando assim maior sensibilidade do organismo Desmodesmus subspicatus.
Em relacdo a genotoxicidade do composto foi possivel determinar danos
significativos ao DNA para as concentracdes estudadas. Com o0s bioensaios
realizados obtiveram-se dados que auxiliaram na compreensédo dos efeitos deste
farmaco nos organismos de ambientes aquaticos naturais, evidenciando a toxicidade
frente aos organismos-testes empregados e destacando a importancia de estudos
que investiguem os efeitos adversos de substancias quimicas nos ambientes

naturais.

Palavras-chave: Farmaco anti-hipertensivo. Bioensaios. Genotoxicidade. Ensaio
cometa.



ABSTRACT

CARNEIRO, Rhaissa Dayane. Ecotoxicity evaluation of losartan potassium in
Daphnia magna and Desmosdesmus subspicatus. 50p. (Course Completion
Work) - Bachelor in Chemistry, Federal Technological University of Parand, Curitiba,
2017.

Antihypertensive drugs are among the most commonly drugs found in nature, and
the main entry routes of these pharmacological residues into the environment are
through the excretion of patients and inappropriate disposal in sewage systems. The
interest about knowing the effects that these substances may have on ecologically
relevant aquatic organisms increases gradually. Losartan potassium is the main
agent of this class of drugs, being the most consumed drug in Brazil in recent years
and found in water bodies at concentrations ranging from ng L™* to ug L. The
objective of this study was to evaluate the effects of losartan potassium in aquatic
organisms of two different trophic levels, using chronic bioassays with Desmodesmus
subspicatus, according to ABNT NBR 12648:2011, and acute bioassays with
Daphnia magna, according to ABNT NBR 12713:2016. It was also evaluated the
genotoxic potential of this compound in Daphnia magna through the comet assay. In
the bioassay with Desmodesmus subspicatus, the LOECs5, value was 27.9308 +
0.0751 mg L™. For Daphnia magna, the ECs, value was 303.69 + 16.38 mg L™ thus
observing greater sensitivity of the organism Desmodesmus subspicatus. In relation
to the compound genotoxicity, it was possible to determine significant DNA damage
for the studied concentrations. With the performed bioassays, it was obtained data
that helped to understand the effects of this drug in organisms of natural aquatic
environments, showing the toxicity to the test organisms used and highlighting the
importance of studies investigating adverse effects of chemical substances in natural

environments.

Key words: Antihypertensive drug. Bioassays. Genotoxicity. Comet assay.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o monitoramento de farmacos residuais no meio ambiente
apresenta grande interesse, devido ao fato dessas substancias serem
frequentemente encontradas em efluentes de EstacOes de Tratamento de Esgoto
(ETEs) e em &guas naturais, em concentracdes na faixa de ng L* a pg L™
(GUIMARAES et al., 2012; PEREIRA et al., 2016; OOSTERHUIS et al., 2013;
LARSSON, et al.,, 2007). Estudos demonstram que varias dessas substancias
parecem ser persistentes no meio ambiente e ndo sdo completamente removidas
nas ETEs, sendo assim muitos farmacos residuais resistem a varios processos de
tratamento convencional de agua (BILA et al., 2003). As principais rotas de entrada
destes medicamentos no ambiente sdo através das redes de esgotos, por meio da
excregdo de pacientes e do descarte inapropriado de medicamentos ndo utilizados
ou com prazo de validade expirado (BOUND, KITSOU, VOULVOULIS, 2006).

Os farmacos anti-hipertensivos sdo utilizados em todo mundo. S&o indicados
para o tratamento da hipertensao arterial sistémica e contribuem para o controle de
doengas cardiovasculares (YAMAMOTO, 2014). A losartana potassica € o principal
representante dessa classe de medicamentos, sendo o anti-hipertensivo mais
consumido no Brasil. Segundo Alvim (2016), a losartana potassica no ano de 2015
foi o quarto medicamento mais vendido e o primeiro no quesito faturamento no
Brasil.

Os medicamentos anti-hipertensivos estdo entre as dez classes de
medicamentos mais encontradas no ambiente aquatico (SANTOS et al., 2010).
Quando administrada por via oral, 4% da dose de losartana potassica € excretada
na urina em sua forma inalterada e 6% na forma de seu metabdlito ativo (MERCK,
2015). ApoOs a administracdo oral, as concentracfes plasmaticas da losartana e do
seu metabdlito ativo diminuem exponencialmente, com a meia-vida final de
aproximadamente de duas horas e de seis a nove horas, respectivamente. Tanto a
excrecdo biliar e quanto a urinaria contribuem para a eliminacdo da losartana
potassica e seus metabdlitos. Apdés uma dose oral de losartana potassica marcada
com C em humanos, aproximadamente 35% da radioatividade é recuperada na
urina e 58%, nas fezes. ApGs uma dose intravenosa de losartana potassica marcada
com **C em humanos, aproximadamente 43% da radioatividade é recuperada na
urina e 50%, nas fezes (VITAMEDIC, 2016).
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A legislacdo brasileira atual n&o estipula limites para a concentracdo
ambiental de farmacos, mas segundo a resolugdo N° 430 do CONAMA (2011),
efluentes lancados ndo devem ocasionar toxicidade aos organismos aquaticos do
corpo receptor. Desta forma, surge a necessidade de investigar as consequéncias
ecotoxicoldgicas do lancamento de farmacos, principalmente no meio aquatico.

Uma das formas de se realizar estudos em ecotoxicologia € através de
bioensaios que permitem estudar os efeitos toxicos de contaminantes ou amostras
em organismos vivos. A exposicdo de organismos a agentes toxicos ou amostras
ambientais, geralmente ocorre por via hidrica. A escolha de organismos
representativos do ambiente aquatico € muito importante na avaliacdo de toxicidade
de determinado poluente. Geralmente utilizam-se organismos de niveis tropicos
diferentes, tendo em vista que estes podem ter sensibilidades distintas (ZAGATTO,
2008).

Tendo em vista o0 alto consumo de medicamentos atualmente,
principalmente os medicamentos anti-hipertensivos e a contaminacdo que podem
causar, estudos para avaliar os danos deste composto em ecossistemas aquaticos
devem ser realizados. Neste contexto, o presente trabalho avaliou a ecotoxicidade
aguda e crbnica da losartana potassica em Daphnia magna e Desmodesmus
subspicatus, respectivamente, e a avaliacdo da sua genotoxicidade através do

ensaio cometa em Daphnia magna.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a ecotoxicidade aguda e a genotoxicidade da losartana potassica em

Daphnia magna e ecotoxicidade crénica em Desodesmus subspicatus.

2.2 Objetivos especificos

1. Monitorar os cultivos de Desmodesmus subspicatus e de Daphnia
magna, confeccionar as cartas-controle e determinar as concentracdes
teste;

2. Avaliar a ecotoxicidade aguda da losartana potassica em Daphnia
magna;

3. Avaliar a ecotoxicidade crbnica da losartana potassica em
Desmodesmus subspicatus;

4. Avaliar a genotoxicidade da losartana potassica através do ensaio

cometa com Daphnia magna.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Farmacos anti-hipertensivos

A hipertensdo arterial sistémica é definida como aumento prolongado da
presséo arterial sendo maior ou igual 140/90 mmHg (BRUNTON et al., 2012). E uma
doenca cronico-degenerativa de origem multifatorial, assintomatica e de evolucao
gradativa. Essa doenca ocasiona alteracées nos vasos sanguineos e hipertrofia do
ventriculo esquerdo (HARDMAN et al., 1996). Considerado um grave problema de
saude publica e um dos principais fatores de risco para doencas cardiovasculares e
cerebrovasculares em paises industrializados e em desenvolvimento, tal como o
Brasil (DAMAS, SOBRINHO, 2016).

Atualmente, a hipertenséo atinge aproximadamente um bilh&o de pessoas no
mundo e 30 milhdes no Brasil, das quais 30% sdo adultas (GIOLLO-JUNIOR et al.,
2014). No Brasil, as mortes decorrentes de doenca cardiaca hipertensiva cresceram
11% entre 1996 e 2007, sendo responsaveis por 13% do total de mortes atribuiveis
a doencas cardiovasculares (BECK et al., 2016).

Uma forma de controlar a hipertensdo arterial é através do tratamento
farmacoldgico dos pacientes, que reduz a morbidade e a mortalidade da doenca
cardiovascular. A terapia anti-hipertensiva eficiente reduz de forma marcante o risco
de acidentes vasculares cerebrais, insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia renal
causados por hipertenséo arterial (BRUNTON, 2012).

Os anti-hipertensivos constituem uma classe heterogénea de farmacos
utilizados, dentre outras indicacbes, no tratamento da hipertensao arterial. Estes
medicamentos sdo basicamente divididos em 6 grupos: diuréticos, inibidores
adrenérgicos, inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA), bloqueadores
de canais de célcio, bloqueadores de receptores AT; de angiotensina II,
vasodilatadores diretos e inibidores diretos de renina (DELUCIA, 2016; KATZUNG,
B. G., TREVOR, A. J., 2017).
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3.2 Losartana Potassica

E o farmaco anti-hipertensivo mais utilizado no Brasil, Segundo Pereira et al.
(2016), a losartana foi o farmaco mais vendido no Brasil em 2014, dentre todas as
classes de medicamentos. O medicamento de referéncia é comercializado com o
nome Cozaar®, disponibilizada na forma de comprimidos de 50 e 100 mg (MERCK,
2015).
A Figura 1 representa a estrutura quimica e o Quadro 1 apresenta as
principais propriedades fisicas e quimicas da losartana potéssica.

Figura 1 - Estrutura quimica da losartana potassica

Legenda: Sal de potassio de 2-butil-4-cloro-1-[[2"-(2Htetrazol-5-il) [1,1-bifenil]-4-iljmetil]-

1Himidazol-5-metanol.

Fonte: BONTIFOLIO et al., 2010



Quadro 1 - Propriedades da losartana potassica
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Nome Quimico®

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

Nome Comercial ©

Cozaar®

Sindnimos *°

Losartan, Losartana

Formula Molecular 2

C22H23CINGO. K

Peso molecular ?

461,00 g mol™

Numero de registro no CAS @

124750-99-8

Aspecto "

Pé cristalino branco ou quase branco

Coef.particdo octanol/agua (Log Kow) P

3,01

a

pka

4,9

Solubilidade em agua ?

Soltvel (3.300 mg L™)

Solubilidade em etanol °

Solavel

Volatilidade °

Né&o Volatil

Pressao de Vapor "

1,64 x 10*° mm Hg (a 25°C)

Ponto de Fus&o "

183,5-184,5°C

Coef. Adsorcdo em solo (Koc) °

5,69 x10° L kg™

Estabilidade ©

Estavel a hidrélise e biodegradacao. Fotodegradavel.

Meia-vida biolégica *

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

Produtos do metabolismo humano °

Metabdlito do 4cido 5-carboxilico (EXP-3174)

Fonte: ® Godoy (2015); ° Yamamoto (2014); ¢ United States of America-FDA (2002); “ Merck (2015); ©

MSD (2012). apud (REQUE, 2017)
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A losartana potassica € classificada como um bloqueador dos receptores
AT, da angiotensina Il (BRA). A angiotensina Il € um importante peptidio do sistema
renina-angiotensina-aldosterona e tem um papel importante na regulacdo da
pressdo sanguinea, alteracdes nos niveis desse horménio geram efeitos deletérios
ao sistema cardiovascular (TRAPP et al.,2009). A angiotensina Il se liga ao receptor
AT, encontrado em muitos tecidos como o musculo liso vascular, glandulas
adrenais, rins e coracdo, com isso desencadeia varias reacdes biologicas
importantes, incluindo a vasoconstricdo e liberacdo de aldosterona (KATZUNG, B.
G., TREVOR, A. J., 2017).

Bloqueando o receptor AT; (Figura 2), a losartana impede a acao de
vasoconstricdo. A ligacao da losartana potassica € seletiva ao AT, e, portanto, ndo
interage ou bloqueia outros receptores ou canais iGnicos atuantes na regulacéo
cardiovascular (MERCK, 2015).

Figura 2 - Atuacéo dos bloqueadores do receptor de angiotensina Il

ANGIOTENSINAII

BRA

Legenda: Bloqueadores do receptor angiostensina Il (BRA), Bloqueiam especificamente o receptor
AT1 da angiotensina Il impedindo a acéo de vasoconstricao.

Fonte : a autora

ApoOs a administragdo oral aproximadamente 14% da dose é convertida em
um metabolito ativo de acido carboxilico (EXP-3174), resultante da oxidacdo do

grupamento 5-metanol do imidazol, representado na Figura 3. Quando administrada
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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).

Figura 3 - Estrutura quimica do metabdlito ativo de acido carboxilico (EXP — 314)

Legenda: 1-((2'-(1H-tetrazol-5-yl)-[1,1'-biphenyl]-4-yl)methyl)-2-butyl-4-chloro-1H-imidazole-5-
carboxylic acid.

Fonte: MSD, 2012.

3.3 Losartana no Ambiente

As principais rotas de entrada dos farmacos no ambiente sdo por meio da
excrecao de pacientes e do descarte inapropriado de medicamentos nédo utilizados
ou com prazo de validade expirado nas redes de esgotos (BOUND et al., 2006).
Assim que consumidos, tanto a excrecdo biliar e urinaria contribuem para a
eliminacdo da losartana potassica e seus metabdlitos, podendo assim atingir
matrizes ambientais (VITAMEDIC, 2016). O tratamento convencional, que ocorre nas
estacdes de tratamento remove apenas uma parte dos farmacos, permitindo que o
restante possa atingir aguas subterraneas e superficiais. Em ambientes aquaticos,
0S compostos podem sofrer alteracdes quantitativas, como a diluicéo,
reconcentragcdo ou transferéncia de fase, e qualitativas, como 0s processos de
degradacdo e de diversas reacbes quimicas podendo modificar o seu potencial
toxico (REQUE, 2017).

Dados relacionados a farmacocinética de um medicamento s&o de
fundamental importancia para a avaliagdo do risco ambiental. Dentre os conceitos
associados a linha farmacolégica encontram-se os valores de Kow (coeficiente de
particdo octanol-agua). A partir destes valores, € possivel correlacionar o0s

parametros farmacocinéticos de uma molécula, tais como absor¢éo, distribuicao,
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metabolizacdo e excre¢do no organismo humano, bem como a propriedade de
bioacumulacdo em organismos aquéticos, contribuindo deste modo para analises
ecotoxicolégicas. Deste modo, farmacos que apresentam maiores valores de Kow
possuem maior efeito bioacumulativo, aumentando a possibilidade da geracdo de
danos ecotoxicolégicos (YAMAMOTO et al., 2012)

Considerando as caracteristicas fisico-quimicas da losartana potassica,
como sua elevada solubilidade em agua e o elevado valor de particdo octanol-agua,
destaca-se o carater anfétero da substancia, sugerindo assim que a losartana
potdssica apresenta baixo potencial para se ligar ao lodo das estacbes de
tratamento de esgoto e a outros materiais organicos, ao mesmo tempo em que seu
potencial para ser transportado para corpos de agua superficiais e subterraneos nao
pode ser descartado. Deve-se considerar também que a losartana potassica € um
acido fraco, o qual ndo se dissocia completamente seus ions em agua (GODOY,
2015).

De acordo com a Agéncia Americana — FDA (2002), a losartana potassica
nao sofre hidrélise rapida em pH 5, 7 e 9 e, com relacdo a fotdlise, a meia-vida
desse farmaco € de 10, 12 e 18 horas em pH 5, 7 e 9, respectivamente. Porém estes
dados ndo conclusivos para afirmar a possivel atenuacdo das concentracbes do
farmaco em condicbes ambientais, sabendo que a fotodegradacdo em aguas
superficiais depende da intensidade de luz incidente, a qual varia na dependéncia
das condicBes geogréficas e sazonais (REQUE, 2017). Além disso, a taxa de
fotorreacdo é afetada por sélidos suspensos e dissolvidos, por exemplo, os acidos
hamicos que, por estarem normalmente presentes em concentracdes superiores as
do composto quimico em consideracdo, absorvem a maior porcdo da luz solar
penetrante nesses ambientes (EUROPEAN UNION, 2003). Existem poucos dados
sobre a deteccdo da losartana potassica em estacdes de tratamento de efluentes e
em aguas naturais. Entretanto na Tabela 1 sdo apresentados alguns dados

referentes as concentragdes de losartana potassica detectadas no meio ambiente.
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Tabela 1 - Concentragfes de losartana detectadas no meio ambiente e em estac¢des de tratamento.

ORIGEM CONCENTRACAO (ug L™ LOCAL FONTE

Area de descarte de
_ ef!u.ente em 001225 Brasil Guimaraes et al. (2012)
emissario submarino

Agua do mar (regido 0,00118 a 0,0032 Brasi Pereira et al. (2016)
costeira)
Afluente de ETE 0,79 a 0,09 Holanda Oosterhuis et al. (2013)

Efluente de ETE de )
indUstrias 2400 a 2500 India Larsson, Pedro e Paxeus (2007)
farmacéuticas

Fonte: a autora

3.4 Monitoramento ecotoxicoldgico

A Ecotoxicologia € uma ciéncia que estuda os efeitos das substancias
naturais ou sintéticas em organismos vivos, populacées e comunidades, animais ou
vegetais, terrestres ou aquaticos, que constituem a biosfera, incluindo assim a
interacdo das substancias com 0 meio nNosS quais 0S organismos vivem em num
contexto integrado (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

Estudos de toxicidade aguda visam demonstrar a ocorréncia de efeitos
adversos num curto periodo de tempo, estes estudos frequentemente envolvem, a
determinacdo de dose letal média (DLsy) ou concentracdo letal média (CLsp)
(AZEVEDO, CHASIN, 2004). Estudos de toxicidade cronica sao realizados
observando o animal exposto durante toda ou boa parte da vida. Para determinar o
efeito toéxico cronico de uma substancia, 0os animais sdo expostos por periodos
prolongados, estes ensaios visam a determinacdo da concentracdo de efeito ndo
observavel (CENO), relativo a maior concentragdo da amostra em que nédo ha efeito
toxico significativo sobre os organismos (AZEVEDO, CHASIN, 2004).
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Na tabela 2 constam alguns dados disponiveis na literatura referentes a
estudos ecotoxicolégicos com a losartana potassica.

Tabela 1 - Dados ecotoxicolégicos da losartana potassica

_ CONCENTRAGAO
ORGANISMO NOME POPULAR EXPRESSAO FONTE
(mg L™
Daphnia Yamamoto et al.
magna Pulga d’agua CEs 331 (2012)
Daphnia s Yamamoto et al.
similis Pulga d’agua CExo 175,26 (2012)
Lemna minor Lentilha d’agua CEs 63,9 Godoy (2015)
Pimephales Agéncia Americana
promelas Peixe Vairdo Clsg 1000 FDA (2002)
Lytechinus ourico d CENO 50 Yamamoto et al.
variegatus urnco do mar (2012)
CEO 70

Legenda: (CEsp): Concentracdo que apresenta efeito em 50% dos organismos testados. (CLsgo):
Concentracdo em que apresenta letalidade em 50% dos organismos testados. (CENO): concentragédo
de efeito ndo observado. (CEO): Concentracéo de efeito observado.

Fonte: a autora

Observando os valores da losartana potassica encontrada no ambiente e os
valores ecotoxicolégicos frente a cada organismo-teste, mostram que as
concentracdes de losartana consideradas como téxicas aos organismos nos testes
conduzidos sdo superiores as concentracfes detectadas em corpos aquaticos e
estacdo de tratamento. Com o levantamento bibliografico foi possivel observar
também que os dados disponiveis ndo contemplam informacdes ecotoxicol6gicas do

efeito da losartana potassica sobre o organismo Desmodesmus subspicatus.

3.5 Daphnia magna como organismo-teste

Daphnia magna (Figura 4) é um microcrustaceo plancténico de agua doce,
com tamanho médio de 5 a 6 mm. Atua na cadeia alimentar aquatica como

consumidor primario entre os metazodrios, alimentando-se por filtragdo de material
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organico particulado, principalmente de algas unicelulares. Em condi¢gbes ambientais
favoraveis reproduz-se assexuadamente por partenogénese, originando apenas

fémeas. Sao vulgarmente conhecidas como pulgas d’agua (KNIE, 2004).

Figura 4 - Daphnia magna

aguarium-kosmos.de

Fonte: Aquarium-kosmos, 2017

E um dos organismos zooplancténicos mais utilizados em testes
ecotoxicolégicos em varios paises atualmente e reage sensivelmente a uma
variedade de agentes toxicos (ALVES, 2006). Segundo Knie (2004), a escolha de
Daphnia magna como organismos-teste fundamenta-se principalmente nos
seguintes critérios:

. 0os descendentes sdo geneticamente idénticos, 0 que assegura uma
certa uniformidade de respostas nos ensaios;

. a cultura em laboratério sob condi¢cdes controladas é facil e sem
grandes dispéndios;

o 0 manuseio € simples, devido ao tamanho relativamente grande da
espécie, em comparacao com outros microcrustaceos;

o a espécie reage sensivelmente a ampla gama de agentes nocivos;

. a espécie é adequada para testes estaticos, semiestaticos ou de fluxo
continuo;

o o ciclo de vida e de reproducéo € suficientemente curto, o que permite

usar as daphnias em testes crbnicos;
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o a Daphnia magna € internacionalmente reconhecida como organismo-

teste e vem sendo utilizada ha décadas em laboratérios ecotoxicologicos.

3.6 Desmodesmus subspicatus como organismo-teste

Desmodesmus subspicatus (Figura 5) € uma alga verde planctonica,
representante dos produtores primarios nos ecossistemas de agua doce. Devido a
funcdo de produtoras primarias, as algas sao a base da cadeia alimentar aquatica,
destacam-se pela manutencdo do equilibrio do ambiente aquatico, pois participam
dos ciclos biogeoquimicos, especialmente do carbono, oxigénio, nitrogénio, fésforo e
silicio. Na natureza, as microalgas formam agregados de até 5 ou 6 células, ao
passo que nos cultivos em laboratdrio se mostram normalmente unicelulares (KNIE,
2004).

Por sua importancia tréfica nos ecossistemas aquaticos, pesquisas basicas
com algas acontecem ha muito tempo. Como indicadora da poluicdo aquética, sao
usadas aproximadamente ha 100 anos, em geral, as analises com microalgas sao
utiizadas para avaliagdo da qualidade hidrica e de efluentes, bem como da
periculosidade de substancias quimicas. Os ensaios sdo baseados na observagéo

dos efeitos desses meios sobre o desenvolvimento da biomassa algal (KNIE, 2004).

Figura 5 - Desmodesmus subspicatus

Fonte: CCALA, 2017
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3.7 Ensaio Cometa

O ensaio cometa é um ensaio biomarcador genético, sensivel e rapido.
Permite obter grande quantidade de dados em células individuais, necessita de um
namero pequeno de células e pode ser realizado com qualquer tipo de célula
eucarioto (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

Utilizado para a avaliacdo da genotoxidade o ensaio cometa, permite a
deteccdo de danos causados ao DNA, em niveis de concentracdo de contaminantes
muito baixos (HARTMANN et al., 2003). O ensaio esta baseado na quebra das
membranas celulares, seguida pela inducdo da migracdo por eletroforese
(microeletroforese) do DNA liberado em matriz de agarose. A célula migrada em
matriz de agarose, quando vista no microscépio, adquire a forma de um cometa, a
qual contém fragmentos ou fitas de DNA que migraram na direcdo do anodo,
presente na cuba eletrolitica, utilizada durante ensaio (BRIANEZI; CAMARGO;
MIOT, 2009).

A genotoxicidade pode ser definida como a capacidade de uma substancia
interagir com o material genético dos organismos e em alterar sua estrutura e
funcdo, induzindo mutacbes (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). Existem varios
ensaios que determinam o potencial genotéxico de substancias, efluentes industriais
e amostras ambientais (ARENZON; NETO; GERBER, 2011). Dentre os teste mais
conhecidos estdo o Teste de Ames, Teste de Kado, Microndcleo e Ensaio Cometa
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

O interesse em utilizar 0 ensaio cometa no monitoramento ambiental surgiu
devido as suas vantagens, como a deteccao precoce da existéncia de contaminacao
por substancias toxicas (DOMINGOS, 2006). E um ensaio bem difundido na area de
ecotoxicologia, mas geralmente é realizado utilizando células de peixes e com isso
existem poucos trabalhos empregando Daphnia magna como organismo
(PARRELLA, et al., 2015 e PARK; CHOI, 2007).
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4. METODOLOGIA

4.1 Reagentes

O composto utilizado para os ensaios de ecotoxicidade foi o farmaco
losartana potassica (Marca: Delaware, Fabricante: Aurobindo Pharma, india, pureza:
99%).

4.2 Cultivo de Daphnia magna

O cultivo de Daphnia magna utilizado para realizar os ensaios de toxicidade
aguda e genotoxicidade com losartana potassica foi mantido de acordo com a norma
ABNT NBR 12713:2016.

Aproximadamente 60 neonatos foram distribuidos em béqueres de 2000 mL em
meio de cultivo (Anexo A) previamente preparado e aerado durante 24 horas, com
dureza total de 250 + 25 mg L™ (analisado com titulag&o), pH de 7,8 + 2, medido em
pHmetro (marca: Hanna Instruments; modelo: HI 2221). Os organismos foram
mantidos em incubadora tipo BOD (marca: Solab ; modelo: SL- 224) com controle de
temperatura 20£2°C e fotoperiodo (16 horas de claridade e 8 horas escuro). O
cultivo foi feito no laboratério de Ecotoxicologia da UTFPR. Os organismos foram
alimentados com microalga unicelular Desmodesmus subspicatus, que foi cultivada
conforme metodologia descrita na ABNT NBR 12648:2011, também mantido no

laboratorio de Ecotoxicologia, conforme item 4.5.

4.3 Testes de Sensibilidade e carta controle de Daphnia magna

Todos os procedimentos relativos ao cultivo das daphnias refletem na sua
sensibilidade, cuja estabilidade é essencial para a confiabilidade dos resultados dos
testes. O teste realizado foi o teste agudo, que detecta o efeito deletério
imediatamente, geralmente irreparavel. As daphnias utilizadas no teste tinham de 2
a 26h de vida.
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Os testes foram realizados conforme a NBR 12713:2016 e os resultados
foram determinados através do método estatistico Probitas, com o auxilio do
programa estatistico BioStat® e Microsoft Excel®. Nos testes, foi calculada a média
da imobilidade para cada concentracdo utilizada. O resultado da média de
imobilidade determinou uma CEsp (concentracéo efetiva que causa efeito em 50%
dos organismos-teste) para avaliar a saude do lote em questdo e verificar se é
possivel a utilizacdo dos filhotes de tal lote em outros testes ecotoxicologicos. A
sensibilidade dos organismos cultivados foi controlada através de ensaios rotineiros
e a confeccdo das cartas-controle. Estas foram elaboradas através do método de
Probitos com auxilio de software, a partir do resultado de 10 ensaios de
sensibilidade onde foram calculados o valor médio de CEsp, 0 desvio padrdo e o
coeficiente de variacdo da sensibilidade dos organismos com relacdo a substancia
de referéncia. A substancia de referéncia empregada no Laboratério de
Ecotoxicologia da UTFPR é o ZnSO, (Sulfato de Zinco) nas seguintes concentracdes
0, 5, 20, 35, 50, 65,80 e 95 mg L™.

4.4 Teste de toxicidade aguda com Daphnia magna

A fim de calcular a CEsp (concentracéo efetiva que causa efeito em 50% dos
organismos-teste) da losartana potassica, ensaios de ecotoxicidade aguda foram
realizados de acordo com metodologia descrita na NBR 12713:2016. Primeiramente
foram feitos estudos de curta duracdo denominados testes preliminares, testes Uteis
para uma avaliacdo preliminar rapida, fornecendo informacdes limites para o
aparecimento de efeitos adversos, toxicidade comparativa e seletiva. Estes testes
foram usados para estabelecer as concentracoes a serem utilizadas em estudos
subsequentes, sendo que as concentragfes utilizadas no teste preliminar foram
baseadas na concentracéo efetiva média (CEso) encontrada na literatura 331,0 mgL™
(YAMAMOTO et al., 2012).

Determinadas as concentracdes limites, posteriormente foram feitos os
testes definitivos onde vinte organismos jovens (2-26 h), obtido de fémeas com
idade entre 10 e 60 dias, foram adicionados a 40 mL de solucdes de losartana em
diferentes concentracdes 0, 230, 260, 290, 320, 350 e 380 mg L™. As solucées foram
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preparadas em agua de diluicdo (ANEXO B) e ndo foram utilizados solventes para
solubilizar a substancia. Os organismos foram incubados a 20+2°C por 48h no
escuro. Apos o tempo de exposicdo 0 numero de organismos imoveis por amostra
foi observado e a concentracao efetiva a 50% dos organismos testados (CEsp) foi
calculada. Os resultados s6 foram validos se a porcentagem de organismos iméveis

no controle negativo nao ultrapassar os 10% (ABNT, 2016).

4.5 Cultivo de Desmodesmus subspicatus

O cultivo de Desmodesmus subspicatus utilizado para realizar os ensaios de
toxicidade crénica com a losartana potassica foi mantido no laboratério de
Ecotoxicologia de acordo com a norma NBR 12648:2011 (ABNT). Esse cultivo foi
mantido em meio de cultura CHU (ANEXO C) conforme a norma; em sala de cultivo
com temperatura controlada 23+2°C.

O meio de cultura CHU foi preparado e autoclavado a 121°C por 20 minutos
em erlenmeyer de 1000 mL. Toda a manipulacdo do meio CHU foi feita em fluxo
laminar para evitar contaminacfes. Os repiques das algas foram realizados para
garantir que 3 dias antes do ensaio o inéculo utilizado no ensaio contenha 10* a 10°
cel.mL™. A determinacdo da concentracdo celular do inéculo de Desmodesmus
subspicatus, essencial para o desenvolvimento do ensaio, foi obtida, fazendo a
contagem celular em camara de Neubauer.

O método de contagem das células foi feito a partir de uma metodologia
citada por Madigan et al. (2009). Onde depois de homogeneizado o material, foi
pipetado 20 puL da amostra e adicionado a camara de Neubauer. Conforme a Figura
6 (Representacdo da camara de Neubauer) a camara contém 9 quadrados grandes,
cada quadrado grande contém 16 quadrados médios e na regido central da camara,
cada quadrado médio contém 16 quadrados pequenos. Cada quadrado pequeno
apresenta uma &area de 0,0025 mm? e profundidade de 0,1mm. Com isso nos
quadrantes pequenos o volume é 2,5 x 107 mL; nos quadrantes médios o volume é
6,25 x 107 mL e nos quadrantes grandes o volume é 1 x 10® mL. A forma de
contagem na célula de Neubauer depende da densidade celular nos campos,

geralmente para uma alta densidade celular contam-se os quadrados meédios da
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regido central (contando as quatro extremidades e quadrante central fazendo a
média entre eles), e para amostra com baixa densidade celular contam-se o0s
guadrantes maiores e faz-se a média entre eles. Na contagem nao se levou em
consideracdo as células nas margens superiores e a direita. Com isso apés a
contagem celular e fazendo as médias de contagem, para células contadas nos
quadrantes grandes multiplicasse a média por 10* e nos quadrantes médios por 0,16

x 10°, assim obtém-se a concentracao celular por mL(cel mL™).

Figura 6 - Representacdo da camara de Neubauer
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Fonte: Madigan, et al. (2009).

4.6 Teste de toxicidade cronica com Desmodesmus subspicatus

Para todos os ensaios com Desmodesmus subspicatus o efeito avaliado foi
0 crescimento algaceo, sendo o tempo de ensaio de 72 horas. O teste foi realizado
em luminosidade de 7000 lux medido através de luximetro e mantido sobre agitacao
constante a 140 rpm em mesa agitadora orbital “shaker” (marca: Tcnal; modelo: TE —
1400), em ambiente com temperatura controlada entre 23+2°C monitorada por
termbémetros. O inoculo utilizado para o teste foi uma pré-cultura de 3 dias em meio
DIN (ANEXO D), meio foi preparado utilizando 10 mL da solugéo 1, 1 mL da solugdo
2 e 1 mL da solugéao 3 do meio DIN, proporcéo essa utilizada pra preparar 1 litro de

solucdo pré teste. A pré-cultura deve alcancar a densidade de 10° cel mL™?, apés 3
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dias de incubagéo.

Todo material utilizado no teste foi autoclavado e os erlenmeyers de 125 mL
foram devidamente tampados para evitar a evaporacdo. Os erlenmeyers foram
preenchidos até aproximadamente a metade (70mL), pois durante a incubacao eles
foram agitados em mesa orbital durante 72 horas.

Para o teste, a solucao nutriente (DIN) (ANEXO D) foi preparada a partir da
solucéo estoque, utilizando 100 mL da solucdo 1, 10 mL da solucdo 2 e 10 mL da
solucdo 3 do meio DIN, proporcdo essa utilizada pra preparar 1 litro de solugéo
teste. O pH do meio foi ajustado em 8,0 + 0,5, o meio foi autoclavado por 121°C por
20 minutos e depois de frio, foram adicionados 3 g de bicarbonato de sodio por litro
de solugdo. A cultura durante o teste deve alcancar a densidade de 10* celulas.mL™

Primeiramente foi feito o teste de sensibiidade com a Desmodesmus
subspicatus, utilizando K,Cr,O; (dicromato de potassio) como substancia de
referéncia, nas concentracdes de 0,08; 0,16; 0,32; 0,48; 0,64; 0,80 e 0,96 mg L™, a
partir do resultado de 10 ensaios de sensibilidade foram calculados o valor médio de
inibicdo de crescimento celular, o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo da
sensibilidade dos organismos com relacdo a substancia de referéncia, construindo
assim a carta controle parcial. As concentracdes escolhidas para realizar o teste de
sensibilidade foram escolhidas a partir do valor de CEOs, (concentracdo capaz de
causar 50% de inibicdo do crescimento algal) encontrado na literatura 0,53 mg L™
(KNIE, 2014).

O teste com a losartana potéassica foi feito em triplicata e foram utilizadas
diferentes solucbes em diferentes concentragdes 0,23, 26, 29, 32, 35 e 38 mg L™
Essas concentracfes foram escolhidas, baseadas nas utilizadas no ensaio com
Daphnia magna. O teste preliminar foi feito a partir das concentragdes utilizadas
para o0 teste com a Daphnia magna, posteriormente foram baixando as
concentracdes e repetindo os testes até encontrar as concentracoes onde poderia
encontrar as concentracdes que causam efeito para a Desmodesmus subspicatus.

Os erlenmeyers com as solugbes foram distribuidos de forma aleat6ria no
shaker para minimizar eventuais diferencas espaciais de Iuminosidade e
temperatura. Todos os recipientes foram bem vedados.

Nos testes de toxicidade cronica com Desmodesmus subspicatus foi
determinada a inibicdo do crescimento algaceo medido pela diferenca de células

inicial e final em relacédo aos valores médios do branco, conforme a (Equacgéao 1). As
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medidas foram realizadas no inicio do teste e apds 72 horas. A contagem das
células foi feita em camara de Neubauer.

IC = Mc — Ma x 100 (Equacéo 1)
Mc

onde, IC: é a porcentagem de inibicdo da multiplicacdo das células algaceas;
Ma: é a medida do nimero de células das solu¢bes-teste;

Mc: é a média do nimero de células do controle.

4.7 Ensaio cometa com Daphnia magna.

Neste ensaio sdo utilizadas concentracdes subletais para a exposicao dos
organismos. A toxicidade subletal, de forma geral, avalia os efeitos causados pela
substancia ou contaminante em um estagio de tempo que ndo exceda 10% do ciclo
de vida do organismo (RAMSDORF, 2011). As concentracdes utilizadas para a
exposicdo da Daphnia magna, neste ensaio foram 0; 200; 2,5 e 0,25 mg L™,
concentracfes escolhidas por se tratarem de a maior concentragcdo encontrada,
onde ndo ouve mortalidade para a Daphnia magna; concentracdo de losartana
potassica encontrada em Esta¢cdes de Tratamento (Larsson, Pedro e Paxeus (2007)
e concentracdo de losartana potassica 10 vezes menor a encontrada nas Estacdes
de Tratamento de Efluentes, respectivamente.

Os organismos foram incubados a 20+2°C por 48h no escuro. A metodologia
seguida para realizar este ensaio foi primeiramente descrita por Singh et al. (1988),
com algumas alteracdes realizadas para analise de danos ao DNA de Daphnia
magna (PARRELLA, et al., 2015 e PARK; CHOI, 2007). As laminas destinadas para
receber o material genético dos organismos, foram primeiramente preparadas,
mergulhadas em agarose normal 1,5%, liquefeita, e deixadas secar em temperatura
ambiente, por aproximadamente 24 horas. A suspensdo celular das daphnias foi
obtida ap6s a homogeneizagdo, em um homogeneizador rotativo de tecidos
(marca:Ultra Stirrer; modelo: Ultra 80), de 40 organismos em 200 pyL tampao PBS
(pH 7,4) em microtubos de centrifugacdo. Em microtubos (eppendorf) limpos, foram
adicionados 80 yL de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) 0,05% e 30 yL de

suspensao celular, proveniente dos organismos desagregados. A suspensao foi
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adicionada sobre as laminas previamente cobertas com agarose normal, e
recobertas com uma laminula e acondicionadas na geladeira por 20 minutos. Para
cada concentracéo testada, foram obtidas 6 laminas para analise. Em sequéncia, as
laminulas foram removidas e as laminas mantidas em uma solucao de lise (2.5 molL
! NaCl, 100mmol L* EDTA e 10mmol L™ Tris) em uma cubeta, por no minimo 1
hora a 4°C, para remocédo dos conteudos celulares e exposi¢cao do material genético.
Apos isso, as laminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese e imersas em
uma solugdo tampao de eletroforese (NaOH 300 mmolL™ e EDTA 200 mmol L™
(pH maior que 13), ficando em repouso nesta solugéo por 25 minutos e, em seguida,
foi realizada a corrida eletroforética por 25 minutos, a 25 V e 300 mA, para migracao
do DNA (SINGH et al., 1988). Todo esse procedimento foi realizado na auséncia de
luz. Apos eletroforese, as laminas foram neutralizadas com trés banhos de solucéo
de Tris (pH 7,5), com intervalos de 5 minutos e fixadas em etanol por 5 minutos e
guardadas para posterior analise (KNAPIK, 2017).

A analise foi realizada em microscopio de epifluorescéncia LEICA DMLS, com
aumento de 400x; 20 pl de corante brometo de etideo foi adicionado sobre as
laminas que foram analisadas, no ensaio realizado foram avaliadas 6 laminas por
concentracdo de exposicdo. A quantificacdo dos danos foi realizada visualmente,
com a analise de 100 nucledides por lamina, de acordo com as classes variando
entre 0 (sem dano aparente) a 3 (DNA danificado), adaptado de Parrella et al.
(2015). Para determinacéo dos danos, considerou-se a intensidade de fragmentacao
da cauda. ApGs anadlise dos danos, para cada lamina, foi atribuido um escore para
cada lamina. O escore foi calculado através do somatoério do numero de nucledides

com o dano vezes o valor do dano conforme a (Equacao 2) (COLLINS et al., 1997).

Escore = (n classe 0x0) + (n classe 1x1) + (n classe 2x2) + (n classe 3x3) (Equagéo 2)

onde: n classe = total de danos classificados como 0, 1, 2 ou 3.

Apoés a andlise dos escores foi aplicado o teste estatistico ndo paramétrico
Kruskal-Wallis para avaliar as diferencas significativas entre os grupos analisados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teste de sensibilidade Daphnia magna e carta controle

O teste de sensibilidade é utilizado para medir os efeitos das influéncias
externas a organismos-teste e suas condicbes de vida no laboratério. A
sensibilidade indica a estabilidade nos procedimentos de cultivo de Daphnia magna,
garantindo, assim, a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados dos testes
ecotoxicoldgicos (KNIE, 2014). Ao final do tempo de exposicédo, foram registrados
0S organismos imoveis em cada solucdo-teste e no controle. Foram considerados
imoveis 0s organismos aparentemente mortos, os que estavam flutuando na
superficie e aqueles incapazes de nadar na coluna d’agua até 15 segundos apés
leve agitacdo do béquer (KNIE, 2014). A média de imobilidade dos organismos foi
calculada para cada concentracdo com o auxilio do programa Microsoft Excel® e
estes valores foram avaliados pelo método Probitas no programa estatistico
BioStat®, chegando-se em um resultado de CEsp 38,4890 # 2,1241 mg L™,
comparando com o valor encontrado na literatura de CEsp para a Daphnia magna
frente a substancia de referéncia, sulfato de zinco 43,0 mg L™ (FISPQ 445, 2008),
foram muito préximos, com erro relativo de apenas 10,51%, indicando a
reprodutibilidade do ensaio e confirmando o valor da CEsp esperada para o sulfato de
zinco. Apds 10 ensaios de sensibilidade foi construida a carta controle parcial
representada no (APENDICE A) onde foram calculados o valor médio de CEsg, 0
desvio padrdo e o coeficiente de variacdo da sensibilidade dos organismos com

relacdo a substancia de referéncia.

5.2 Toxicidade aguda para Daphnia magna

Para as concentracdes de losartana potassica aplicadas, e utilizando os
resultados obtidos nos ensaios, através do método estatistico Probitas, com o auxilio
do programa estatistico BioStat® , Microsoft Excel® e OriginPro8®, representado
pela Figura 7, foi possivel obter o valor de CEs, de 303,69 +16,38 mg L™. O estudo
demostrou que o losartana potdssica em exposicdo aguda em Daphnia magna

apresentou toxicidade significativa. O valor encontrado de CEsp no estudo 303,69 mg
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L comparado ao apresentado na literatura 331,00 mg L (YAMAMOTO et al.,
2012), foram muito préximos, com erro relativo de apenas 13,65%, indicando a

reprodutibilidade do ensaio e confirmando o valor da CEsg esperada para o farmaco.

Figura 7 — indices de imobilidade da Daphnia magna apds a exposi¢cdo aguda a losartana potassica
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5.3 Teste de sensibilidade Desmodesmus subspicatus e carta controle

Os ensaios de sensibilidade com a Desmodesmus subspicatus foram
realizados com dicromato de potassio (K.Cr,O;) como substancia de referéncia,
para posterior célculo da CEOsp (concentragdo de efeito observado mediano,
concentragdo que promoveu inibicdo de 50% do crescimento algal). Este ensaio
demonstra a estabilidade e a saude dos lotes, bem como a viabilidade na utilizagéo
da alga em testes ecotoxicoldgicos.

O teste de sensibilidade é utilizado para medir os efeitos das influéncias
externas a organismos-teste e suas condicbes de vida no laboratorio. A
sensibilidade indica a estabilidade nos procedimentos de cultivo da microalga
Desmodesmus subspicatus, garantindo, assim, a confiabilidade e reprodutibilidade
dos resultados dos testes ecotoxicoldgicos.

Apo6s 10 ensaios de sensibilidade realizados e obteve-se a carta controle

parcial representada no APENDICE B. Os resultados obtidos indicaram que a
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concentracdo de dicromato de potassio capaz de causar 50% de inibicdo do
crescimento algal (CEOsy) obtida foi de 0,54 + 0,11 mg L™, indicando que o
dicromato de potassio mostrou-se toxico para as microalgas.

Comparando o valor encontrado durante os ensaios 0,54 mg-L™* e valor
encontrado na literatura da CEOs, para Desmodesmus subspicatus 0,53 mg L™
(KNIE, 2014), consideram-se o0s valores muito proximos com desvio padrao
percentual de apenas 2,38%. Isto indica a reprodutibilidade do ensaio e confirmando

o valor de CEOsp esperada para a substancia.

5.4 Toxicidade crénica para Desmodesmus subspicatus

Para os estudos avaliando a exposicdo crbnica da losartana potassica frente
a microalga Desmodesmus subspicatus., utilizando os resultados obtidos nos
ensaios, com o auxilio do programa estatistico BioStat®, Microsoft Excel® e
OriginPro8®, como representado pela Figura 8, foi possivel obter o valor de CEOsg
de 27,9308 + 0,0751 mg L™. O ensaio indicou que a losartana potassica mostrou-se
toxica para a microalga, porém nado foram encontrados valores de CEOs, ha
literatura a fim de comparacao.

Figura 8 - indices de inibico do crescimento da microalga Desmodesmus subspicatus apds
exposigao crbénica a losartana potassica.
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5.5 Ensaio cometa com Daphnia magna

Apés a exposicdo dos organismos as concentragdes 0; 0,25; 2,5 e 200 mg
L™ de losartana potassica, foram utilizadas daphnias inteiras (homegeneizadas).
ApoOs a preparacao das laminas com o material genético dos organismos, 0os danos
(Figuras 9) foram determinados perante a intensidade de material fragmentado que

migrou durante a eletroforese (PARRELLA et al., 2015).

Figura 9 - Classificagdo visual dos danos (0-3) no material genético de Daphnia magna

A -Dano 0

B -Dano 1 Aumento
C -Dano 2 de 400x
D -Dano 3

Legenda: A — sem danos aparentes, B — poucos danos, C — danos intermediarios e D — DNA
danificado. Fonte: Knapik, 2017.

Apoés a andlise dos danos, foi atribuido um escore para cada lamina. Com o
calculo dos escores, foi obtida a mediana de cada grupo exposto representados na

tabela 3.

Tabela 3 - Medianas obtidas a partir dos escores de cada dano.

Grupos Medianas

Controle 69,50
0,25 mg.L™ 147,50
25mg.L™ 153,50
200 mg.L™" 186,50

A partir das medianas dos escores obtidas, foi construido o grafico
representado pela Figura 10. Este relaciona a mediana dos escores e a

concentracdo dos grupos. Apos feito o Teste estatistico Kruskal-Wallis pode-se
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perceber que para esta metodologia, houve diferencas significativas entre o controle
e as concentracfes expostas e nota-se semelhante estatistica entre os grupos 0,25

mgL*ea25mgLteentre2,5mgL*e200mgL™.
Figura 10 - Grafico box-plot dos resultados do Ensaio Cometa em Daphnia magna
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Legenda: Letras iguais indicam falta de diferenca estatistica significativa e letras diferentes indicam
diferenca estatisticamente significativa apds o Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Observou-se com este estudo que mesmo em concentracdes baixas, a
losartana potassica apresentou capacidade de promover danos genotOxicos nas
células de Daphnia magna. Comparando o presente trabalho com um estudo
realizado por Reque, 2017 utilizando o mesmo ensaio biomarcador, ensaio cometa,
porem utilizando Astyanax altiparanae (lambari) como organismo teste, na
concentracdo de exposicdo 2,5 mg L' de losartana potassica em tempos de
exposicao diferentes (6, 12, 24 e 48 h), 0s grupos expostos apresentaram escores
de danos de DNA inferiores aos dos seus respectivos grupos controle, néo
apresentando assim danos genotoxicos nas células de Astyanax altiparanae; porém
em uma segunda etapa do estudo, utilizando losartana potassica nas concentracdes
0,25 mg Lt e 2,5 mgL™, em tempos de 24 e 96 h de exposicdo. No ensaio cometa,
foram verificados escores de danos de DNA reduzidos em relacdo aos grupos

controle, especialmente no tempo de exposicdo 12 h. Podendo-se sugerir a



36

formacdo de crosslinks do medicamento. A relacdo entre o tempo e os efeitos
observados néo p6de ser totalmente definida, porém, os resultados demonstram que
0os biomarcadores tenderam a ser afetados a partir de 12 horas de exposi¢cdo do
organismo a losartana potassica.

Notando-se, portanto, que mesmo em concentracdes reduzidas, e organismos
testes distintos a losartana potassica pode apresentar efeitos genotoxicos e
biomarcadores bioquimicos em organismos presentes em corpos aquaticos,

destacando a importancia de investigar o efeito ecotoxicologico dessa substancia.
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6. CONCLUSAO

Através da execucdao deste trabalho, pode-se concluir que organismos como
Daphnia magna e Desmodesmus subspicatus apresentaram sensibilidade na
exposicdo aguda e cronica a losartana potassica em concentra¢cdes na ordem de
miligramas por litro do contaminante, tornando possivel o célculo da CEsy e CEOsg
para estes dois organismos, a D. magna apresentou uma CEsy de 303,69 + 16,38
mg L™ e D. subspicatus apresentou uma CEOs, de 27,9308 + 0,0751 mg L™ Os
resultados obtidos estdo de acordo com resultados encontrados na literatura para o
organismo teste D. magna, sendo que para a Demodesmus subspicatus valores de
CEOs5p ndo foram encontrados, destacando assim o pioneirismo do ensaio.

Com relacdo aos estudos feitos a partir da genotoxicidade com a Daphnia
magna foi possivel verificar que nas concentracdes estudadas apresentaram
genotoxicidade frente a losartana potassica. Com isso ressalta-se a importancia da
realizacdo do ensaio genotoxicolégico no monitoramento ambiental, como a
deteccao precoce da existéncia de contaminacéo por substancias toxicas.

Com o0s ensaios realizados obtiveram-se dados que auxiliaram na
compreensao dos efeitos deste farmaco nos organismos de ambientes aquaticos
naturais, evidenciando a toxicidade significativa frente aos organismos-testes
empregados e destacando a importancia de estudos que investiguem os efeitos

adversos de substancias quimicas nos ambientes naturais.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com os resultados obtidos na realizacdo deste trabalho, assim como o
conhecimento adquirido no desenvolvimento do estudo, podem-se sugerir 0S
seguintes trabalhos a serem desenvolvidos.

- Realizar ensaios de ecotoxicidade para outros organismos-teste, para
verificar os impactos do farmaco em outros niveis troficos;

- Realizar teste de genotoxicidade com Daphnia magna utilizando
concentragfes mais baixas de losartana potassica,;

- Avaliar outros biomarcadores, utilizando a Daphnia magna como

organismo-teste.
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APENDICE A

Carta controle de Sensibilidade de Daphnia magna ao Sulfato de Zinco.

Carta Controle de Sensibilidade ZnS04
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Legenda: LSC: Limite superior de controle; LIC: Limite inferior de controle.
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APENDICE B
Carta controle de Sensibilidade de Desmodesmus subspicatus ao Dicromato de Potassio

Carta Controle de Sensibilidade K2Cr207
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Legenda: LSC: Limite superior de controle; LIC: Limite inferior de controle.



ANEXO A

Solugdes utilizadas no meio de cultivo da Daphnia magna.
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Solucao Reagente Qua(rr:éd)ade Preparo
1 CcaCl, 2H,0 73500 D|ssglver e diluir a 1000 mL com &gua
destilada.
5 MgS0,.7H,0 123300 Dissglver e diluir a 1000 mL com agua
destilada.
3 KCl 5800 Dissglver e diluir a 1000 mL com agua
destilada.
4 NaHCO, 64800 Dissglver e diluir a 1000 mL com agua
destilada.
MnCl,.4H,0 7210
LiCl 6120
RbCl 1420 . - .
5 SrCl,.6H,0 3040 Ej);i,icln;\;je diluir a 1000 mL com agua
CuCl,.2H,0 335
ZnCl, 260
CoCl,.6H,0 200
NaNO; 548
H3:BO3 5719
NaBr 32 . - .
6 Na,M0O.2H,0 126 D|ssglver e diluir a 1000 mL com agua
destilada.
NH;VO; 1,15
Kl 6,5
Na,SeO; 4,38
Dissolver e diluir a 1000 mL com agua
7 NaSiO3 21465 destilada, deixando em agitacao até o
clareamento da solucéo.
Na,EDTA.7H,0O 500 Dissolver e diluir a 1000 mL com agua
destilada. Preparar as solucdes
8 separadamente, cada uma em 500 mL de
FeS0,.7H,0 199,1 agua destilada. Misturar as duas solucdes
e autoclavar imediatamente a 121 °C por
15 min
KH,PO, 286
9 K,HPO, 368 Dissolver e diluir a 1000 mL com agua
H|dr9clo.reto de 750 destilada
tiamina
Cianocabalamina 10 Dissolver e diluir a 1000 mL com agua
10 (vitamina B12) destilada. Congelar em volume adequado
D (+) Biotina 7.5 para uso

Adaptado da ABNT NBR 12713:2016.



ANEXO B

Composicgdo da agua de diluigdo
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Reagente

Quantidade

Solucédo 1 do meio de cultivo da Daphnia magna
Solucdo 2 do meio de cultivo da Daphnia magna
Solucéo 3 do meio de cultivo da Daphnia magna

Solucéo 4 do meio de cultivo da Daphnia magna

3,2 mL para 1000 mL de solucéo
0,8 mL para 1000 mL de solucéo
0,8 mL para 1000 mL de solugéo

0,8 mL para 1000 mL de solugéo

Adaptado da ABNT NBR 12713:2016.



ANEXO C
Solugdes utilizadas no meio de cultivo CHU da Desmodesmus subspicatus.
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Quantidade

Solucéo Reagente Preparo
i ° (mg) P
1 NaNO; 25000 D|ssglver e diluir a 1000 mL com agua
destilada.
2 CaCl,.2H,0 2500 Dissglver e diluir a 1000 mL com agua
destilada.
3 MgS0,.7H,0 7500 D|ssglver e diluir a 1000 mL com agua
destilada.
4 K,HPO, 7500 D|ssglver e diluir a 1000 mL com agua
destilada.
5 KH,PO, 17500 D|ssplver e diluir a 1000 mL com agua
destilada.
6 NaCl 2500 D|ssglver e diluir a 1000 mL com agua
destilada.
7 Na,EDTA.7H,0 50000 Dissolver, acrescentar 1 mL de H,SO, 1%
KOH 31000 e completar para 1000 mL com agua
destilada.
8 FeS0,.7H,0 4980 D|ssplver e diluir a 1000 mL com agua
destilada.
9 HsBO,4 11420 D|ssglver e diluir a 1000 mL com agua
destilada.
ZnS0,.7H,0 88,2
MnCl,.4H,0 14,4
10 MoO; 7.1 Dissplver e diluir a 1000 mL com &gua
destilada.
CuS0,4.5H,0 15,7
CO(NO3)6H20 49

Adaptado da ABNT NBR 12648:2011.



ANEXO D
Solugdes utilizadas no meio de cultivo DIN da Desmodesmus subspicatus.

Quantidade

Solugéo Reagente (mg) Preparo
NH,CI 1500
MgCl,.6H,0 1200 .
1 CaCly.2H,0 1800 élDgllsusaoIc;/;asrtﬁacdc;‘mpletar para 1000 mL com
MgS0,4.7H,0 1500 '
KH,PO, 160
5 FeCl; 6H,0 80 Dissolver e completar para 1000 mL com
Na,EDTA.2H,0 100 agua destilada.
Solugéo 3.1
HsBO;3 185 Dissolver e completar
MnCl,.4H,0 415 para 500 mL com 4gua
Na,Mo00,.2H,0 7 destilada.
Solugéo 3.2
ZnCl, 30 Dissolver e completar
para 1000 mL com agua
) destilada.
Solugéo 3.3
Dissolver e completar
CoCl,.6H,0 15 para 1000 mL com agua
destilada.
Solugéo 3.4
CuCl,.2H,0 10 Dissolver e completar
para 1000 mL com 4gua
destilada.

Adaptado da ABNT NBR 12648:2011.



