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RESUMO

O crescimento populacional, a falta de saneamento basico e um tratamento da dgua
inadequado sdo fatores que contribuem para um problema cada vez mais presente que € a
poluicdo por contaminantes emergentes. Estes contaminantes sdo provenientes de diferentes
fontes como produtos de limpeza e higiene, pesticidas e medicamentos que acabam nos
ambientes aqudticos € mesmo em concentragdes muito pequenas, podem promover alteracdes
na comunidade aqudtica. A ecotoxicologia € uma drea de estudo que permite avaliar este tipo
de impacto e seus possiveis efeitos para o ambiente e organismos. Este trabalho teve como
objetivo analisar possiveis impactos de anti-hipertensivos, uma classe de medicamento muito
utilizada pela populagdo, na biota aqudtica, utilizando a microalga verde Chlorella vulgaris
como organismo teste para avaliar possiveis efeitos na sua curva de crescimento. Foram
selecionados 5 anti-hipertensivos: Hidroclorotiazida, Atenolol, Maleato de enalapril,
Captopril, e Losartana, e a metodologia utilizada para os ensaios ecotoxicolégicos foi o
protocolo estabelecido pela ABNT. Os resultados dos testes mostraram, de uma forma geral,
que tanto na exposi¢do aguda como na exposicao cronica, houve uma redugao do crescimento
quando comparado a amostra controle revelando um efeito inibitério dos anti-hipertensivos no
crescimento da Chlorella vulgaris. Esta microalga € uma produtora primadria e esta reducao no
crescimento pode indicar uma possivel queda na produgdo de biomassa que serve de alimento
principalmente para peixes em seus estdgios iniciais de desenvolvimento. A falta desta fonte
de alimento pode levar a uma diminuicdo na producdo dos peixes afetando diretamente seu
crescimento. Dessa forma é de extrema importancia que novos estudos sobre a presenga de
poluentes emergentes sejam realizados. O profissional farmacéutico tem uma funcio essencial
para auxiliar na prevencao desse problema pois pode orientar a populacdo a fazer o descarte
adequado desses medicamentos e alertar sobre os problemas que o descarte indevido pode

promover no meio ambiente e na satide humana.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Anti-hipertensivos. Chlorella vulgaris. Poluentes

emergentes.



ABSTRACT

Population growth, inadequate basic sanitation and poor water treatment are factors
that contribute to the presence of emerging contaminants. These contaminants come from
different sources such as cleaning and hygiene products, pesticides and medicines that go to
aquatic environments and even very small concentrations can promote changes in the aquatic
community. Ecotoxicology studies impacts and their possible effects on the environment and
organisms. This study analyzed possible effects of antihypertensive drugs, a class of
medication widely used by the population, on the aquatic biota. The chosen test organism was
Chlorella vulgaris and the effects on its growth curve were evaluated. Five antihypertensive
drugs were selected: Hydrochlorothiazide, Atenolol, Enalapril maleate, Captopril and
Losartan and the methodology used for ecotoxicological tests was the protocol established by
ABNT. The results of the tests showed, in general, that both in acute and chronic exposure,
there was a reduction in growth when compared to the control sample, revealing an inhibitory
effect of antihypertensive drugs on the growth of Chlorella vulgaris. This microalgae is a
primary producer and the reduction in growth may indicate a possible decrease in the
production of biomass that serves as food mainly for fish in their early stages of development.
The lack of this food source can lead to a decrease in fish production, directly affecting their
growth. |In this way, it is extremely important that new studies on the presence of emerging
pollutants are carried out. Pharmaceutical has a essential function in helping to prevent this
problem, as they can guide the population to properly dispose of these medications and warn

about the problems that improper disposal can cause in the environment and human health.

Keywords: Ecotoxicology. Antihypertensives. Chlorella vulgaris. Emerging pollutants.
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1 INTRODUCAO

A ecotoxicologia é definida como uma forma de monitorar os ecossistemas, baseando-
s€ nos organismos para garantir uma resposta adequada objetivando estudar o fendmeno da
intoxicacdo ambiental. E conhecida também como a ciéncia dos contaminantes da biosfera e
seus efeitos nela, incluindo os seres humanos (ZHOU et al., 2018).

Com isso, uma das principais aplicacdes sd@o os testes de toxicidade ambiental aos
quais visam avaliar as possiveis transformacdes quimicas ou bioldgicas que ocorrem no
referido ambiente. Na ecotoxicologia, utilizam-se organismos bioindicadores de toxicidade
causado pelos poluentes (ou contaminantes) emergentes, aos quais incluem drogas tais como
antimicrobianos e analgésicos, produtos de cuidados pessoais, aditivos a gasolina,
surfactantes, disruptores enddcrinos e farmacéuticos, entre outros (CABEZA et al., 2012),
evidenciando a importancia da ecotoxicologia para a detec¢ao desses poluentes. Desse modo,
como principais contaminantes emergentes, ha produtos de higiene pessoal como shampoo’s,
saboes, esteroides, aditivos, e medicamentos (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Dentre as categorias de medicamentos mais utilizadas pela populacdo, estdo os anti-
hipertensivos, de modo que cerca de 93,8% dos hipertensos, utilizam o tratamento
medicamentoso (MENGUE et al., 2016).

Por conseguinte, os medicamentos ou seus metabolitos sdo excretados pelo organismo
e, através do descarte nas dguas residuais, que em sua maioria, ndo se realiza tratamento
adequado, podem causar impactos na biota aqudtica, sendo classificados portanto, como
poluentes emergentes (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Nesse caso, uma comunidade importante que pode ser afetada sdo as algas, que
constituem a base da cadeia alimentar aquatica. Se o seu crescimento for alterado de alguma
forma, outros organismos que dependem delas para sobreviver, direta ou indiretamente,
também sentirdo os efeitos dessas mudangas. Algumas espécies de algas ja foram bem
estudadas e outras tem seu padrao de crescimento bem definido, como € o caso da Chlorella
vulgaris, uma microalga verde muito utilizada como suplemento alimentar e também como
organismo teste em ensaios ecotoxicologicos. Vale ressaltar que esses ensaios permitem
simular determinadas condi¢des em um ambiente controlado no laboratério e avaliar os
efeitos das substincias em que se pretende conhecer (LOURENCO, 2006).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo, avaliar se concentracdes de anti-

hipertensivos afetam o crescimento da microalga C. vulgaris, a qual € uma produtora primaria
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e, por isso, qualquer alteracdao no seu desenvolvimento afeta diretamente toda cadeia aquatica

produtiva.



14

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar possiveis impactos de medicamentos anti-hipertensivos, na biota aqudtica,
utilizando a microalga verde Chlorella vulgaris como bioindicadora dos niveis de toxicidade

causados pelo descarte inadequado desses medicamentos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)  Verificar quais os medicamentos anti-hipertensivos mais usados pela
populacio;

b)  Avaliar e comparar os efeitos dos diferentes medicamentos e sua influéncia no
crescimento microalgal;

c)  Avaliar alteracdes na curva de crescimento algal no periodo de exposi¢ao

aguda e cronica.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CONCEITO DE ECOTOXICOLOGIA

A medida que a humanidade avanca nos mais diversos Ambitos sociais com o passar
dos anos, sua capacidade tecnoldgica de intervir na natureza para satisfazer seus desejos
também aumenta, desencadeando em conflitos quanto ao uso de recursos naturais e da
disposi¢do de residuos no meio ambiente (LOURENCO, 2006). Desse modo, a
industrializacdo estd atrelada a poluicdo, na qual os contaminantes atingem a biosfera
podendo causar efeitos negativos no local.

Uma das ferramentas que sdo utilizadas para avaliar o impacto de diferentes
substancias no ambiente, ¢ através da ecotoxicologia. Esta, ¢ definida como a “ciéncia que
estuda os efeitos das substancias naturais ou sintéticas sobre os organismos vivos, populacdes
e comunidades, animais ou vegetais, terrestres ou aqudticos, que constituem a biosfera,
incluindo assim a interacdo das substancias com o meio nos quais 0s organismos vivem num
contexto integrado” (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006), ou seja, ¢ uma forma de monitorar o
ecossistema, baseando-se nos organismos para garantir uma resposta adequada.

Desse modo, pode ser considerada uma ciéncia cujo objetivo é estudar o fendmeno da
intoxica¢do ambiental, sendo compreendida como o estudo dos efeitos de produtos quimicos
toxicos em diferentes escalas, desde a biomolécula, célula, 6rgdo, sistema, organismo como
um todo, populagdo, comunidade, ecossistema, entre outros, conhecida como a ciéncia dos
contaminantes da biosfera e seus efeitos nela, incluindo os seres humanos (ZHOU et al.,
2018).

E uma ferramenta usada para analisar determinado ambiente, visando a manutencio do
mesmo apds os impactos causados pelos produtos quimicos e estimando a toxicidade apds
testes realizados (SILVA et al., 2015). Com isso, essa ciéncia pode ser aplicada em diversos
campos (CARVALHO; PIVOTO, 2015) e no descarte de efluentes domésticos que
apresentam substincias quimicas, como residuos farmacéuticos e cosméticos, que poderdo
atingir os meios aqudticos afetando o ambiente (CURADO et al., 2018), utilizando testes
ecotoxicoldgicos para verificar as possiveis alteracdes no ambiente.

Os estudos que usam a toxicologia aqudtica como fundamento sdo classificados em
qualitativos e quantitativos usando os efeitos toxicos sobre os organismos como referéncia. A
toxicologia aqudtica esté relacionada com as concentragdes dos agentes quimicos no ambiente

aquéatico como agua, sedimento, alimentos e farmacos (RAND; PRETOCELLI, 1985).
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3.2 TESTES ECOTOXICOLOGICOS E ORGANISMOS-TESTE

A aplicacdo de testes de toxicidade ambiental tem o seu percentual aumentado na
medida em que as transformacdes quimicas ou bioldgicas ocorrem no meio ambiente
(BOTTA et al., 2006). E vilido ressaltar que os testes toxicolgicos nio conseguem expressar
o real impacto que esses poluentes geram nos meios. S6 o que pode gerar respostas em
relacdo aos sistemas bioldgicos sdo 0s organismos, pois somente eles podem analisar os
efeitos téxicos de cada substancia (MAGALHAES; FILHO, 2008).

Os testes de toxicidade se dividem em agudos e cronicos — a diferenca entre eles se dé
através da duracdo e repostas finais. O teste de toxicidade aguda representa apenas uma
margem dos niveis em que as substancias téxicas podem estar presentes em ambientes
aquaticos. J4 os testes cronicos sdo realizados com os organismos expostos as concentragdes
baixas da substancia (agente), que tem sua liberacdo feita apds semanas, meses ou até anos
(COSTA et al., 2008).

Na avaliagdo da toxicidade de alguns ambientes, a realizacdo dos testes depende dos
locais em que serdo analisados. Ademais, a utiliza¢do de bioindicadores é bastante comum — a
qual organismos vivos sdo utilizados para verificar o nivel de toxicidade, e no caso dos
ambientes aquéaticos, os testes mais comuns utilizam organismos como crusticeos, peixes e
algas. Destes, os mais frequentemente utilizados sdo Allium cepa (nome cientifico da cebola),
da qual se utiliza preferencialmente suas raizes, a Daphnia similis, um crusticeo muito
pequeno conhecido como “pulga d’adgua”, e Chlorella vulgaris, uma microalga verde
(MAGALHAES; FILHO, 2008).

Dentre esses organismos, as algas sdo bastante utilizadas por serem organismos que
possuem a caracteristica marcante de armazenamento de energia solar, elas também
apresentam niveis elevados de sais minerais, vitaminas, aminodcidos, proteinas e ainda sio
consideradas compostos biologicamente ativos (HADJ-ROMDHANE et al., 2012).

As microalgas estdo ganhando espaco nas pesquisas em volta do mundo todo, elas
apresentam uma grande importincia devido as suas caracteristicas de crescimento ripido,
biomassa e cultivo simples (CHEW et al., 2017), principalmente, a C. vulgaris.

(MAGALHAES; FILHO, 2008).
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3.3 MICROALGA Chlorella vulgaris E SUAS APLICACOES

A Chlorella vulgaris (Figura 1) tem caracteristica unicelular, e pode ser encontrada em
dgua doce e sua origem se dd a partir da classe Chlorophyceae, ordem Chlorococcales e
familia Oocystaceae (HOEK et al., 1995). Por ser uma microalga eucaridtica, esta se mostra
uma das mais notdveis, possui forma esférica e tem 2-10 um de didmetro, inclusive, sua
estrutura pode ser comparada com a das plantas pois também tem presenca de mitocondria, e
cloroplasto, local onde a clorofila se encontra em abundancia (Figura 2). Reproduz-se de

forma assexuada, e é uma das mais faceis de ser cultivada (SAFI et al., 2014).

Figura 1 — Células de Chlorella vulgaris em Camara de Neubauer

Fonte: CORONADO-REYES, 2020.
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Figura 2 — Estrutura e composic¢do da C. vulgaris
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Fonte: SAFI et al., 2014.

Além disso, a C. vulgaris, apresenta valor nutricional bastante elevado, o que
desenvolveu e aumentou seu consumo como suplemento alimentar, além de seu uso em
farmacos, ra¢do animal, aquicultura e cosméticos (SAFI et al., 2014). Pesquisas apontam que
nos dias atuais, o Japao € o principal consumidor mundial de C. vulgaris, usando-a para
tratamento médico, por ter apresentado propriedades imunomoduladoras e anticancerigenas
(KITADA et al., 2009).

Ademais, possui uma quantidade significativa de metabdlitos como proteinas,
carboidratos e lipidios, aos quais conferem seu alto valor nutricional (CORONADO-REYES
et al., 2020). Essa microalga verde possui um papel importante na cadeia alimentar aquética,
pois assim como as outras, € comercialmente cultivada para uso de dietas convencionais de
outras formas de vida aquética, tais como: zooplanctons, camarao, crustaceos.

Desse modo, como é uma microalga bastante conhecida e descrita na literatura, seu
crescimento tem um padrdo que auxilia na observacdo de situagdes de alteracdes do ambiente
em que estdo inseridas. Sendo assim, esse crescimento € avaliado para analisar a exposi¢ao
aguda, a qual consiste em avaliar os efeitos severos e rapidos, sofridos pelos organismos
expostos ao contaminante em um curto periodo de tempo, geralmente de 1 a 4 dias. Além
disso, utiliza-se a C. vulgaris para analisar também a exposi¢do cronica, a qual consiste em
avaliar o crescimento dos organismos expostos ao agente, em um periodo de tempo mais
longo, permitindo analisar os efeitos adversos mais sutis mesmo em niveis subletais
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006) — sendo muito importantes para a deteccao de poluentes

emergentes e seus efeitos na comunidade aquética.
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3.4 MEDICAMENTOS COMO POLUENTES EMERGENTES

Segundo Zhou et al. (2018), existem farmacos que ganham destaque quando sdo
submetidos a concentrac¢des elevadas e quando estes estdo presentes em meio aquatico. Outro
destaque da pesquisa deste autor revela a possibilidade de existir mais de um farmaco em uma
Unica biota aqudtica, o que gera consequéncias e agrava o impacto dos fairmacos no meio
ambiente.

Os contaminantes emergentes incluem drogas (por exemplo, antibidticos e
analgésicos), produtos de diagndstico (como agentes de contraste de raios-X) esteroides e
hormonios, antissépticos, produtos de cuidados pessoais, aditivos e gasolina, surfactantes,
disruptores enddcrinos e farmacéuticos, entre outros (CABEZA et al., 2012).

Os farmacos sao atualmente a classe de emergentes que mais se destaca entre todas,
pelo aumento no consumo e pelos efeitos toxicos que podem ser atribuidos e que sdo pouco
conhecidos (LAPWORTH et al., 2012). Geralmente, os farmacos entram no meio ambiente na
forma de metabdlitos, sendo a excrecdo renal sendo a sua principal via de excre¢do. Algumas
dessas substancias tém dificil degradacdo nas estacdoes de tratamento residual (FENT;
WESTON; CAMINADA, 2006; EVGENIDOU, KONSTANTINOU, LAMBROPOLOU
2015; SUBEDI; KANNAN, 2015). Desse modo, as redes de esgoto sdo citadas como uma das
principais fontes de contaminacao dos meios aquéticos (LI, 2014).

Além disso, uma das classes de medicamentos mais consumidas pela populacdo, sdo

os anti-hipertensivos, em decorréncia da incidéncia e prevaléncia da hipertensao arterial (HA).

3.5 HIPERTENSAO ARTERIAL E CONSUMO DE ANTI-HIPERTENSIVOS

Hipertensdo arterial (HA) € uma condicdo clinica multifatorial caracterizada pela
elevacao da pressdo sanguinea nos endotélios. Esta doenca faz parte do grupo que apresenta a
maior porcentagem de mortes relacionadas ao acidente vascular encefalico (AVE) e infartos.
Ademais, ela € classificada em primdria e secunddria: na hipertensdo primaéria, as causas sao
desconhecidas, e na condicao de hipertensdo arterial secunddria, esta deve ser investigada pois
existem grandes chances de tratamento efetivo e controle da doenca (FONSECA et al., 2009).

Desse modo, € uma das principais doencas que acometem a populacdo brasileira e
mundial, sendo comumente associada a fatores de risco como obesidade, diabetes e doencas
cardiovasculares (MALACHIAS et al.,, 2016). Diante da prevaléncia elevada de pessoas

acometidas com esta doenga, o Governo Federal teve a iniciativa de criar um programa que
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tem como objetivo auxiliar, prevenir, diagnosticar e tratar a hipertensao arterial e diabetes,
sendo fundamentado em reunides voltadas para esses pacientes, acompanhados em unidades
de saidde aos quais recebem orientacdes e tratamento medicamentoso — este programa leva o
nome de HIPERDIA (GOMES et al., 2010).

Estima-se que a hipertensdo arterial atinge mais de 38 milhdes de pessoas no pais, de
modo que o Sistema Unico de Sadde (SUS), oferece diagndstico, acompanhamento,
tratamento, incluindo a distribuicdo de medicamentos para o controle da doenca de forma
gratuita — sendo que em 2019, foram realizadas mais de 28 milhdes de consultas na Atencdo
Priméria e registradas 52 mil internagdes relacionadas a hipertensio (BRASIL, 2021). No
Amapd, de acordo com a Pesquisa Nacional de Satde, realizada pelo IBGE (2019), cerca de
18,2% da populacio de 18 anos ou mais (101 mil pessoas) receberam diagndstico de
hipertensao arterial no mesmo ano.

Com isso, é perceptivel que a classe dos medicamentos anti-hipertensivos € bastante
utilizada por brasileiros em todos os estados e por esse motivo, garantir a adesdo do paciente
ao tratamento é essencial (LEITAO et al., 2020).

Segundo estudos realizados, cerca de 93,8% dos pacientes declaram ter indicagdo
médica para tratar a HA com medicamentos. Também existem relatos que o uso dos
medicamentos tem relagdo com o aumento da idade, entretanto pode variar de pessoa para
pessoa (MENGUE et al., 2016)

Sendo assim, nos ultimos anos, o consumo desses medicamentos para tratar a
hipertensdo arterial apresentou crescimento elevado. A prevaléncia de HA e de uso de anti-
hipertensivos na populacdo adulta brasileira foi de 21,4% e de 81,4%, respectivamente
(LEITAO et al., 2020), demonstrando a preocupagio tanto com a populacdo de um modo

geral, como os impactos causados por esse consumo, nos ambientes aquéticos, por exemplo.

3.6 CLASSE MEDICAMENTOSA DOS ANTI-HIPERTENSIVOS

Os medicamentos que tratam desta condicao clinica, atuam na resisténcia vascular, as
classes mais utilizadas durante o acompanhamento do tratamento sdo: beta bloqueadores,
inibidores da enzima conversora de angiotensina, diuréticos e os bloqueadores do receptor de
angiotensina (MACHADO et al., 2021).

Com o objetivo de melhorar a eficicia destes medicamentos, o tratamento indicado € o

de associagdo de farmacos. Segundo estudos, esse método tem prevaléncia positiva em
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pacientes com risco cardiovascular, doencgas cronicas e diabetes (GRADMAN et al., 2010;

MALAQUIAS et al., 2016).

3.6.1 Beta-bloqueadores

Esses farmacos agem reduzindo a contratilidade do miocérdio e a frequéncia cardiaca.
Os betabloqueadores do complexo justaglomerular reduzem a atividade do sistema renina
angiotensina e, também, interferem na secrecio de renina, reduzindo-a. Dessa forma,

conseguem reduzir a hipertensao (MACHADO et al., 2021).

3.6.2 Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina

Esses anti-hipertensivos s3o eficazes no tratamento da HA, reduzindo a
morbimortalidade cardiovascular e t€m como agdo principal a inibi¢do da enzima conversora
de angiotensina I, impedindo a transformagdo de angiotensina I em angiotensina II a qual

possui acao vasoconstritora (MALAQUIAS et al., 2016).

3.6.3 Diuréticos

A acdo desses farmacos se baseia na diminuicdo do liquido extracelular, por meio da
influéncia de um co-transportador de NaCl, o SLC12A3, que reduz o débito cardiaco através
do aumento da eliminag@o de Na+ na urina, além da reducdo da volemia (MACHADO et al.,

2021).

3.6.4 Bloqueadores do Receptor de Angiotensina

Esses farmacos proporcionam redu¢do da morbimortalidade cardiovascular em
populacdes de alto risco (MALAQUIAS et al., 2016). A acdo desses medicamentos di-se de
maneira a antagonizarem a a¢do da angiotensina II por meio do bloqueio especifico dos
receptores AT1 (Figura 3), aos quais sdo responsaveis por agdes vasoconstritoras,

proliferativas e estimuladoras da liberacdo de aldosterona, proprias da angiotensina I1.
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Figura 3 — Tipo de alvo para acdo de fadrmacos

D, TRANSPORTADORES

"

Transporte .
normal - ) o >
=3 - Transporte

Falso e Acumulo de

substrato : composto andmalo
& Agonista/substrato @ Produto andmalo
@ Antagonista/inibidor © Pré-farmaco

Fonte: RANG; DALE, 2016.

3.7 DESCARTE DE ANTI-HIPERTENSIVOS

Por conseguinte, como foi exposto, é indubitivel que o fato do descarte de
medicamentos nas 4guas residuais demonstra-se preocupante, pois, como se sabe, uma das
fases da farmacocinética dos medicamentos € a eliminacdo (RANG; DALE, 2016), ou seja,
muitos anti-hipertensivos consumidos, sdo metabolizados e excretados pelo organismo
alcancando as dguas através do sistema de esgoto, e dentre eles pode-se citar o metoprolol, ao
qual é rapidamente absorvido pelo organismo e cerca de 95% € excretado pelos rins em forma
de metabdlitos como o alfa-hidroximetoprolol e 5% ¢é eliminado sem alteragdo (OSAWA et
al., 2015).

Sendo assim, este trabalho, tem como objetivo avaliar de forma experimental a
possibilidade dos medicamentos anti-hipertensivos afetarem a produtividade da cadeia

aquatica.
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4 MATERIAL E METODOS

Foram realizadas pesquisas em literatura, e a metodologia utilizada, foi a NBR 12648:
Toxicidade cronica — Método de ensaio com algas (Chlophyceae) (2018). Além disso,
também ¢é descrita por Lourenco (2006) no livro Cultivo de Microalgas Marinhas: Principios e
AplicacOes, e também por Zagatto e Bertoletti (2006) no livro Ecotoxicologia Aquatica:

Principios e Aplicacdes.

4.1 SELECAO DOS MEDICAMENTOS-TESTE

Para a realizacdo dos testes de exposi¢do a toxicidade aguda e cronica e andlise
experimental, foram selecionados 5 medicamentos anti-hipertensivos (Figura 4) mais
consumidos na populagdo brasileira de acordo com a literatura, sendo eles: Hidroclorotiazida,
pertencente a classe dos diuréticos, Atenolol, um anti-hipertensivo betabloqueador, Maleato
de enalapril e Captopril, ambos pertencentes aos inibidores da enzima conversora de
angiotensina, e por fim, Losartana, um bloqueador do receptor de angiotensina (MENGUE et
al., 2016; MACHADO et al., 2021).

Além disso, realizou-se a pesagem dos referidos medicamentos para a determinacio

do peso médio da apresentag@o e os respectivos excipientes, como pode-se observar na tabela
1.

Figura 4 — Medicamentos utilizados para a avaliacio de toxicidade

Fonte: Autores.



Tabela 1 — Medicamentos utilizados para avaliagdo ecotoxicolégica com o laboratério apresentagdo farmacéutica, peso médio da apresentacio e os respectivos excipientes.

Medicamento Laboratdério Apresentacao Peso médio da Excipientes
farmacéutica apresentacio
Hidroclorotiazida Cimed Comprimido de 25 mg 118 mg Laurilsulfato de sddio, croscarmelose sédica, amidoglicolato de sddio,
lactose, celulose microcristalina, estearato de magnésio e didxido de
silicio.

Atenolol EMS Comprimido de 25 mg 164 mg Talco, croscarmelose sddica, lactose monoidratada, laurilsulfato de sédio,
estearato de magnésio, carbonato de magnésio, celulose microcristalina,
diéxido de silicio, acido estearico

Maleato de Germed Comprimido de 5 mg 211 mg Fosfato de célcio dibdsico di-hidratado, estearato de magnésio, celulose

Enalapril microcristalina,  lactose =~ monoidratada, amido  pré-gelatinizado,
croscarmelose sddica

Captopril EMS Comprimido de 25 mg 167 mg Lactose monoidratada, celulose
microcristalina, amido pregelatinizado, dcido estedrico e
estearato de magnésio.

Losartana Potassica  Prati Donaduzzi Comprimido revestido de 167 mg Amido, celulose microcristalina, lactose monoidratada, estearato de

50 mg

magnésio, copolimero de dlcool
polivinilico e macrogol, diéxido de titdnio e macrogol.

Fonte: Bulas dos medicamentos; Autores.

104
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4.2 CULTIVO DE Chlorella vulgaris

Foi realizado o cultivo de C. vulgaris como bioindicador no Laboratério de Cultivo de
Algas (LACAL), localizado na Universidade Federal do Amap4d, no estado do Amap4a. Este
cultivo foi realizado em Erlenmeyer de vidro com capacidade aproximada de 2000 mL
(VIDROLABOR LABOR QUIMI®), fluxo continuo e temperatura média de 24° C e
luminosidade artificial constante, cultivo o qual foi utilizado como solu¢do controle,

representado na Figura 5.

Figura 5 — Cultivos de C. vulgaris

™

Fonte: Autores.

4.3 PREPARO EXPERIMENTAL

Para o preparo experimental deste trabalho, foram definidas 3 concentracdes de
medicamentos, sendo consideradas doses: baixa, média e alta, respectivamente. Para a dose
baixa de cada medicamento, foi selecionado um comprimido a ser utilizado nos testes. Nas
doses consideradas médias, foram utilizados 2 comprimidos, € em doses altas, 3 a 4
comprimidos.

Para cada teste e concentragdo, os comprimidos foram selecionados e triturados em
gral e pistilo. Apos a trituracdo, o po resultante foi adicionado a 100 mL de dgua destilada em

um béquer de vidro, dissolvendo-os o maximo possivel. Os testes foram realizados em
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triplicatas em cada uma das 3 concentragdes dos medicamentos selecionados, a fim de obter
melhores andlises € minimizar oS erros.

Ap6s a dissolugdo dos medicamentos, com o auxilio de pipetas automaticas, as
concentracoes teste definidas foram pipetadas: 10 pul em cada frasco (recipientes de acrilico
com tampa rosqueada respirdvel devidamente identificados para cada medicamento e
concentracoes teste). Posteriormente, foi adicionado 40 mL de cultivo algal em cada frasco
com concentracao teste.

Além disso, o cultivo de algas também foi pipetado nos frascos controle (em triplicata),
contendo somente a biomassa algal, sem adicio de nenhum medicamento, visualizando a

ilustracdo na Figura 6.

Figura 6 — Fluxograma do preparo experimental para cada medicamento
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Fonte: Autores.

Desse modo, para cada medicamento obtiveram-se 9 recipientes em concentragdes
diferentes (baixa, média e alta) e em triplicatas com o cultivo de Chlorella vulgaris como
organismo bioindicador de toxicidade. Todos os recipientes foram mantidos em fluxo estatico,
com temperatura média de 24° C e luminosidade artificial constante (luz fria fluorescente) de

intensidade leve (Figura 7).
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Figura 7 — Amostras de cultivo C. vulgaris com as concentragdes teste para cada
medicamento junto com o controle

Fonte: Autores.

4.4 METODO DE AVALIACAO DO CRESCIMENTO ALGAL

Finalizado o preparo experimental, utilizou-se o0 método para avaliagdo do crescimento
algal durante o periodo de exposicdo em toxicidade aguda e cronica para cada medicamento
nas devidas concentragdes teste. O método utilizado foi o de contagem direta por microscopia,
descrita por Lourenco (2006) no livro “Cultivo de Microalgas Marinhas: Principios e
Aplicacdes”.

Nesse método, utiliza-se a cAmara de Neubauer (Figura 8), um hemocitdmetro, ou seja,
um dispositivo originalmente projetado para a contagem de células sanguineas. Além desse
dispositivo, utiliza-se o microscépio Optico para a visualizacdo e contagem das células de C.
vulgaris.

Figura 8 — Camara de Neubauer

Fonte: Autores.
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Para a contagem, deve-se observar o quadrante central ao qual é dividido em 25
quadrados, sendo cada um subdividido em outros 16 quadrados menores, representado nas

figuras abaixo.

Figura 9 — Vista da drea de contagem da Camara de Neubauer

Autor: ROUGE, 2002.

Figura 10 — Diagrama da édrea de contagem da camara de Neubauer, sendo E a drea central
utilizada para contagem das células de Chlorella vulgaris

Autor: LOURENCO, 2006.

Para realizar a contagem, com auxilio de pipeta Pasteur, foi retirado uma quantidade
das amostras controle e das solugdes testes, preenchendo por completo a camara.
Posteriormente, uma laminula foi fixada sob a camara de Neubauer para a visualizacdo no

microscopio, ilustrado na Figura 11.
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Figura 11 — Fluxograma da preparacgao e visualizacdo da amostra na Camara de Neubauer
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Fonte: Autores.

A contagem foi efetuada na drea central, em apenas 5 quadrados, seguindo um padrio
exemplificado, realizada em triplicata utilizando a objetiva de 40x no microscépio 6ptico,

representada nas Figuras 12 e 13.

Figura 12 — Padrao utilizado para contagem das células de C. vulgaris

Autor: LOURENCO, 2006.
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Figura 13 — Padrao de quadrados contados

Fonte: Autores.

Ap6s contar quantas células algais estavam presentes em cada um dos 5 quadrados (A,
B, C, D e E) do quadrante de leitura, esse nimero foi somado e o fator de multiplicacao
50.000 foi aplicado para estimar o ndmero real de células para cada mL, que é o volume da

camara de Neubauer. Desse modo, utilizou-se como formula:

A+ B+ C+D+E = N2%de células X 50.000 = N2 estimado de células por mL

Essa metodologia foi realizada para cada medicamento e concentracdes teste com
controle. As solucdes preparadas foram utilizadas para os dois periodos de exposi¢do (aguda e

crOnica) e para a avaliacdo do crescimento algal nas respectivas exposigdes.

4.5 EXPOSICAO AGUDA E CRONICA

A andlise da exposi¢do cronica aos medicamentos foi iniciada no dia posterior ao
preparo experimental e ocorreu durante 30 dias. A contagem direta por microscopia foi
realizada nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 15, 20 e 30 para avaliar o grau do crescimento celular em
relacdo ao medicamento (contaminante) no meio, para as 3 concentracdes teste (baixa, média

e alta) e controle de cada medicamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os medicamentos utilizados no experimento foram: Hidroclorotiazada, Atenolol,
Maleato de enalapril, Captopril e Losartana. Para a construcdo dos resultados foram feitos
célculos que verificassem o crescimento do nimero de células algais — a partir desses calculos
foram criados graficos que expressassem os resultados das contagens realizadas para o
controle e para cada medicamento e suas diferentes concentracdes. Foram adicionados aos
graficos o erro padrdo e porcentagem em relacdo ao crescimento quando comparados com a
amostra controle.

A leitura dos gréficos foi dividida em duas partes, buscando analisar a exposicao
aguda e cronica. Na exposi¢cdo aguda foram analisados os 5 primeiros dias do comportamento
das células algais em relacdo ao crescimento e na exposi¢cao cronica a andlise foi feita apos o

5° dia. Todos os medicamentos foram testados em forma de triplicata.

Griéfico 1 - Grafico apresentando o crescimento de C. vulgaris em amostra controle
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Fonte: Autores.

Como representado no grafico 1 da amostra controle, é possivel verificar um padrio
linear de crescimento das células algais. A amostra controle é composta apenas das células
algais, sem a presenca de medicamentos e a curva de crescimento linear observada durante o

experimento corresponde ao encontrado na literatura (SAFI et al ,2014).
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Os proximos graficos foram referentes ao crescimento algal na presenca dos
medicamentos escolhidos em diferentes concentragdes, e primeiramente tém-se o grafico do
crescimento da Chlorella vulgaris na presenca da Hidroclorotiazida, posteriormente Atenolol,

Maleato de enalapril, Captopril e Losartana, respectivamente:

5.1 HIDROCLOROTIAZIDA 25 MG

Os resultados expressos no grafico da Hidroclorotiazida 25 mg mostraram que tanto na
exposi¢do aguda como na exposi¢do cronica o crescimento foi menor do que o do controle,
sendo que a maior diferenca foi encontrada no quarto dia, com metade do nimero de células
do controle. Entretanto, posteriormente essa diferenca foi ficando menor no decorrer dos dias
e no final do experimento a diferenca foi de 20% a mais de células na amostra controle

(Grafico 1).

Griéfico 2 - Grafico apresentando crescimento celular de C. vulgaris em Hidroclorotiazida

25 mg na concentragdo teste e controle algal
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Fonte: Autores.
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5.2 HIDROCLOROTIAZIDA 50 MG

Como pode-se observar no grifico 3, na exposicdo aguda inicialmente houve um
crescimento de 66% de células na amostra com medicamento, mas que posteriormente foi
oscilando entre aumento e decréscimo. No dltimo dia de experimento o nimero de células da
amostra com medicamento estava apenas 6% maior do que o nimero de células do controle.

E importante destacar que tanto no final da exposicdo aguda, no 5° dia como no tltimo
dia da exposicdo cronica, no 30° dia, o nimero de células da amostra teste estava bem
aproximado da amostra controle, demonstrando que apesar das oscilagdes, o crescimento no

final das exposicdes foi retomado.

Griéfico 3 - Grafico apresentando crescimento celular de C. vulgaris em Hidroclorotiazida 50

mg na concentracao teste e controle algal
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Fonte: Autores.
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5.3 HIDROCLOROTIAZIDA 100 mg

Durante a exposi¢do aguda houve queda no crescimento nos dois primeiros dias mas
no terceiro o crescimento foi retomado e no quarto dia o nimero de células foi igual ao do
controle (Grafico 4).

Durante a exposi¢cdo cronica o crescimento se manteve sempre abaixo, finalizando o
ultimo dia com uma diferenca de 27% menor em células na amostra com Hidroclorotiazida na

concentragdo 100 mg.

Grifico 4 - Gréfico apresentando crescimento celular de C. vulgaris em Hidroclorotiazida

100 mg na concentracdo teste e controle algal

Hidroclorotiazida 100 mg
900.000 979%
0, (]
800.000 67%
59%
E 700.000 ) 19% 37%
= 600.000 12% 50%
[S)
2 500.000
o
& 400.000
E
= 300.000
200.000
100.000
0
1dia 2 dias 3 dias 4 dias 5 dias 15 dias 20 dias 30 dias
Numero de dias
H Controle M Hidroclorotiazida

Fonte: Autores.

Figura 14 — Férmula estrutural da Hidroclorotiazida
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A composi¢cdo molecular da Hidroclorotiazida pode ser considerada um fator
importante em relagdo ao crescimento posterior presente na exposi¢do cronica em que as
células algais apresentaram. O elemento nitrogénio estd presente na composi¢do na férmula
estrutural (Figura 14) e é considerado essencial no ecossistema aquatico, com capacidade de
atuar na formacdo de proteinas, que pode ser considerada como elemento indispensdvel para
formacgao da biomassa, como fonte de crescimento para microalgas (SILVA, 2006).

Desse modo, o crescimento apresentado pela Chlorella em determinados momentos,
pode ser justificado pela presenca do nitrogénio e o decréscimo pelo medicamento. Esta
condi¢@o pode ser constatada pela diferenca do nimero de células no final do experimento, na
concentracdo mais baixa, de 25 mg, houve um decréscimo do nimero de algas de 20%, desse
modo pode-se supor que quanto menor a quantidade de Hidroclorotiazida, menor serd a
presenca de nitrogénio.

Na concentracdo de 50 mg a diferenca foi de 6% a mais, ou seja, com mais
Hidroclorotiazida, mais nitrogénio. Na concentracdo de 100 mg, mesmo com mais nitrogénio
disponivel, a concentracdo do medicamento interferiu no crescimento, apresentando um

decréscimo de 27% quando comparado a amostra controle.

5.4 ATENOLOL 25 MG

Os resultados apresentados através do Grafico 5 apontaram que na exposicao aguda o
crescimento apresentou decréscimo de 40% nos 2 primeiros dias, com crescimento sendo
retomado a partir do terceiro dia, sendo que no 4° dia o nimero de células da amostra com
Atenolol foi 50% maior que do controle. No 5° dia a amostra com Atenolol 25 mg apresentou
ndmero de células igual ao do controle.

A exposi¢do cronica dessa concentragdo apresentou oscilacdo no crescimento. No 15°
dia referente a exposicdo cronica, o nimero de células na amostra teste estava 8% maior que
no controle, mas no 20° dia houve uma diminuicdo com uma diferenca de 34% a menos € no
ultimo dia voltou a crescer novamente, entretanto ainda ficou 14% menor do que o nimero de

células da amostra controle.
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Grafico 5 - Grafico apresentando crescimento celular de C. vulgaris em Atenolol 25 mg na

concentracdo teste e controle algal
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Fonte: Autores.

5.5 ATENOLOL 50 MG

Nesta concentragdo teste, o Grafico 6 demonstra que durante a exposicao aguda houve
uma diminui¢do bem significativa no primeiro dia de contagem, com uma diferenca de 45%
menos células do que na amostra controle. A partir do segundo dia, o nimero de células
voltou a crescer e a diferenca entre a amostra teste e a controle foi de 10% a mais para a
amostra teste. No 3° dia o ndmero de células foi igual no controle e na amostra teste e no 4°
dia a diferenca foi de 10% a mais de células na amostra teste. E interessante observar que
essas oscilagdes ocorreram quando comparadas com a amostra controle, mas se observar-se
somente O que ocorreu na amostra teste, a mesma manteve-se com 0 mesmo numero de
células no 2°, 3° e 4° dias.

No dltimo dia da exposicdo aguda, ocorreu uma diminuicdo significativa, 55% menos
células na amostra teste. Na exposi¢ao crOnica, houve oscilagdo entre aumento e diminui¢dao

do nimero de células, mas sempre menor do que o niimero de células observadas no controle.
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Grafico 6 - Grafico apresentando crescimento celular de C. vulgaris em Atenolol 50 mg na

concentragdo teste e controle algal
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Fonte: Autores.

5.6 ATENOLOL 100 MG

O Gréfico 7 mostra no 1° dia que os valores foram iguais ao controle. A partir do 2°
dia houve uma diminui¢do de 40% quando comparado ao controle e do 3° ao 5° dia os valores
oscilaram, aumentando e diminuindo, terminando o periodo de exposi¢do aguda com 55%
menos células na amostra teste do que no controle.

Na exposicdo cronica, os valores também oscilaram para mais e para menos, mas

sempre ficaram abaixo do nimero de células do controle.
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Grafico 7 - Grafico apresentando crescimento celular de C. vulgaris em Atenolol 100 mg na

concentragdo teste e controle algal
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Fonte: Autores.

O Atenolol assim como a Hidroclorotiazida apresenta na sua composi¢do molecular a
presenca de nitrogénio (Figura 15), que como citado anteriormente, pode ser sugerida como
justificativa para o crescimento apresentado pelas células quando expostas a exposicdo aguda.
O nitrogénio apresenta nutrientes que garantem as microalgas um desenvolvimento sauddvel e
possibilitando a capacidade das células de retomarem o crescimento de forma continua sem

que ocorra grandes danos (SILVA, 2006).

Figura 15 — Férmula estrutural do Atenolol
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Fonte: PubChem, 2023.
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Procopio et al (2021), realizaram testes de crescimento de C. vulgaris € Raphidocelis
subcaptata na presenca de Carbamazepina, Ibuprofeno, Cafeina e Atenolol. As concentragdes
utilizadas no trabalho foram semelhantes aquelas deste trabalho e eles também constataram
um efeito inibitério do crescimento de C. vulagris corroborando com os dados apresentados

neste trabalho.

5.7 MALEATO DE ENALAPRIL 5 MG

O Grifico 8 representa o Maleato de enalapril 5 mg que na exposicdo aguda
apresentou queda no nimero de células de 23% no primeiro dia e de 30% no segundo dia
quando comparado ao controle. No terceiro dia o nimero de células aumentou 18% acima do
controle, e até o 5° dia o nimero de células se manteve um pouco maior na amostra teste.

Na exposi¢cao cronica, no 15° dia o nimero de células estava 8% maior na amostra
teste do que no controle e do 20° dia ao 30° dia o nimero de células ficou menor na amostra

teste.

Grifico 8 - Gréfico apresentando crescimento celular de C. vulgaris em Maleato de enalapril

5 mg na concentracao teste e controle algal

Enalapril 5 mg
900.000
) 14%

800.000 18% 34%
© i 9% &%
& 700.000 0, ()
E! o 30% 10%
3 600.000 23%
[0}
S 500.000
9]
£ 400.000
3
< 300.000

200.000

100.000

0
1dia 2 dias 3 dias 4 dias 5 dias 15 dias 20 dias 30 dias
Numero de dias
M Controle ™ Enalapril

Fonte: Autores.
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5.8 MALEATO DE ENALAPRIL 10 MG

O Griéfico 9 representa o crescimento algal na presenca de Maleato de enalapril 10 mg
e tanto na exposicdo aguda como na cronica o nimero de células da amostra teste sempre foi
menor do que no controle, sendo a maior diferenca observada no segundo dia no qual a
amostra teste tinha 40% menos células algais e a menor diferenca foi verificada no quarto dia,

pois o nimero de células estava 10% menor no teste do que no controle.

Grafico 9 - Grafico apresentando crescimento celular de C. vulgaris em Maleato de enalapril

10 mg na concentragdo teste e controle algal
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Fonte: Autores.

5.9 MALEATO DE ENALAPRIL 15 MG

O Griéfico 10 configura a contagem realizada da amostra teste de Maleato de Enalapril
15 mg. Na exposicdo aguda, no primeiro dia, a amostra teste ficou 23% com menos células
que na amostra controle e no segundo dia a queda foi maior ainda, de 80%. No 3° e 4° dias o
ntimero de células foi aumentando na amostra teste, mas sempre abaixo do niimero de células

do controle. Ja no 5° dia o crescimento celular da amostra teste ultrapassou em 54% o controle.
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Na exposicdo cronica os valores da contagem das células na amostra teste sempre

ficaram inferiores aos encontrados na amostra teste.

Grafico 10 - Grafico apresentando crescimento celular de C. vulgaris em Maleato de

enalapril 15 mg na concentracgdo teste e controle algal

Enalapril 15 mg
1.000.000 54% 14%
900.000
27%
& 800.000
3 50%
% 700.000 0 0
< 600.000
o
5 500.000
g 400.000
Z
300.000
200.000
100.000 ﬁ
0
1dia 2 dias 3 dias 4 dias 5 dias 15 dias 20 dias 30 dias
Numero de dias
M Controle ™ Enalapril

Fonte: Autores.

Figura 16 — Férmula estrutural do Maleato de enalapril
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Fonte: PubChem, 2023.

As védrias mudancas no comportamento do maleato de enalapril, podem ser justificadas
pelo padrio de excipientes utilizados para a sua formulacdo final. Os excipientes sdo
utilizados nas formulacdes dos medicamentos como forma de melhorar a sua absorcio,

estabilidade e liberacdo (PIFFERI, 1999; WASAN, 2001; WILLIAMS e BARRY, 2004;
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GURSOY e BENITA, 2004; DANNENFELSER, 2004), e podem gerar impactos diretos nas
células algais. Neste medicamento os excipientes presentes sdo: fosfato de calcio dibdsico,
estearato de magnésio, celulose microcristalina, 6xido de ferro vermelho, lactose, amido pré
gelatinizado, croscarmelose sddica (Tabela 1).

Considerando os excipientes citados acima, pode-se levantar a hipétese de que o 6xido
de ferro tenha possivel relacdo com o crescimento apresentado pelas células algais na
exposi¢cao cronica, uma vez que o Ferro é considerado um nutriente importante e que envolve-
se diretamente na transferéncia de elétrons, além de regular o processo de fotossintese e
metabolismo do nitrogénio (FERRAREZI, 2006), levando em consideracdo a presenca de
nitrogénio na forma molecular do maleato de enalapril (Figura 16).

Desse modo, uma suposi¢ao € que as células algais (Figura 1) podem ter usado o ferro
como meio de nutri¢do para fortalecimento das mesmas, conseguindo assim estabilizar seu
crescimento na fase de exposi¢cao cronica do experimento. Mas um fato que chama a atencao
para o Maleato de enalapril € que somente no 3° dia da concentragdo 5 mg e no 5° dia da

concentracdo 15 mg é que o niimero de células foi maior na amostra teste do que no controle.

5.10 CAPTOPRIL 25 MG

A exposicao aguda indicou queda de 30% no segundo dia, com crescimento retomado
no terceiro dia que se mostrou igual ao controle sem presenca de alteracdo relevante e seguiu
continuo até o quinto dia (Grafico 11).

No gréfico é possivel analisar a exposi¢do cronica apontando queda no crescimento no
15° dia, chegando a 59% menos células na amostra teste quando comparada ao controle. O
crescimento foi retomado apenas no penultimo dia de experimento mas mesmo com essa

retomada, o ndmero de células ainda ficou abaixo do encontrado no controle.
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Grifico 11 - Grafico apresentando crescimento celular de C. vulgaris em Captopril 25 mg

na concentragdo teste e controle algal
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Fonte: Autores.

A exposi¢do aguda indicou queda de 30% no segundo dia, com crescimento retomado
no terceiro dia que se mostrou igual ao controle sem presenca de alterag@o relevante e seguiu
continuo até o quinto dia (Gréfico 11).

No gréfico € possivel analisar a exposi¢do cronica apontando queda no crescimento no
15° dia, chegando a 59% menos células na amostra teste quando comparada ao controle. O
crescimento foi retomado apenas no pendltimo dia de experimento, mas mesmo com essa

retomada, o nimero de células ainda ficou abaixo do encontrado no controle.
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5.11 CAPTOPRIL 50 MG

O grafico 12 mostra uma oscilacdo do crescimento algal na concentragdao Captopril 50
mg e o Unico periodo em que este crescimento esteve acima do controle foi no 1° dia e, em
seguida, o ndmero de células ficou abaixo do controle, mas uma observacdo sobre o ultimo
dia de experimento foi observada a menor diferenga entre o controle e a amostra teste, apenas

7%.

Grafico 12 - Gréfico apresentando crescimento celular de C. vulgaris em Captopril 50 mg

na concentragdo teste e controle algal
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Fonte: Autores.

5.12 CAPTOPRIL 100 MG

Na exposic@o aguda o crescimento se manteve alto apenas no primeiro dia, a partir do
segundo dia o crescimento foi considerado baixo chegando a 50% de diferenca em relagdo ao
controle. O crescimento se manteve baixo até o quarto dia, € apenas no quinto dia foi
retomado (Gréfico 13). O grifico mostra que na exposi¢do aguda o crescimento manteve-se
relativamente baixo, e finalizou com niimero menor de células quando comparado ao valor
inicial do primeiro dia na exposicdo aguda. Vale ressaltar a presenca de nitrogé€nio neste

medicamento como pode-se observar na Figura 17.
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Grafico 13 - Gréifico apresentando crescimento celular de C. vulgaris em Captopril 100 mg

na concentracdo teste e controle algal
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Na exposi¢@o aguda o crescimento se manteve alto apenas no primeiro dia, a partir do
segundo dia o crescimento foi considerado baixo chegando a 50% de diferenga em relacdo ao
controle. O crescimento se manteve baixo até o quarto dia, e apenas no quinto dia foi
retomado (Grafico 13). O gréifico mostra que na exposi¢cdo aguda o crescimento manteve-se
relativamente baixo, e finalizou com niimero menor de células quando comparado ao valor
inicial do primeiro dia na exposicdo aguda. Vale ressaltar hd presenca de nitrogé€nio neste

medicamento como pode-se observar na figura abaixo.

Figura 17 — Férmula estrutural do Captopril
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Fonte: PubChem, 2023.
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5.13 LOSARTANA 50 MG

Os resultados expressos no Gréfico 14, mostraram que na exposi¢do aguda o
crescimento na amostra teste se manteve baixo, sendo superior apenas no primeiro dia. O
terceiro dia apresentou a maior queda com cerca de 66% de diferenca em comparacdo ao
controle. O crescimento seguiu baixo até o quinto dia, quando foi retomado, mas manteve-se
abaixo do controle.

Na exposicdo crénica o crescimento foi abaixo do controle e se manteve linear e

continuo, ndo apresentando quedas aparentes até o final do experimento.

Grafico 14 - Grifico apresentando crescimento celular de C. vulgaris em Losartana 50 mg

na concentracio teste e controle algal
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Fonte: Autores.

5.14 LOSARTANA 100 MG

Como representado no Gréfico 15, a exposi¢do aguda apresentou no primeiro dia
crescimento alto de 66%, entretanto, no segundo dia o crescimento foi baixo (50%) e seguiu

assim até o quinto dia.
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Na exposi¢do cronica o crescimento na amostra teste se manteve abaixo do controle,
com maior nimero de células no dltimo dia chegando a porcentagem de apenas 14% de

diferenca quando comparado com a amostra controle.

Grafico 15 - Gréifico apresentando crescimento celular de C. vulgaris em Losartana 100 mg

na concentragdo teste e controle algal
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Fonte: Autores.

Como representado no Gréfico 15 a exposicdo aguda apresentou no primeiro dia
crescimento alto, entretanto no segundo dia o crescimento foi baixo e seguiu assim até o
quinto dia.

Na exposicdo crOnica o crescimento na amostra teste se manteve abaixo do controle,
com maior nimero de células no dltimo dia chegando a porcentagem de apenas 14% de

diferenca quando comparado com a amostra controle.

5.15 LOSARTANA 150 MG

O Griéfico 16 da amostra teste de Losartana 150 mg na exposi¢do aguda e na
exposi¢do cronica, demonstra que o crescimento da Chlorella vulgaris sempre foi inferior

quando comparado ao controle.
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Grafico 16 - Grafico apresentando crescimento celular de C. vulgaris em Losartana 150 mg

na concentracdo teste e controle algal
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Fonte: Autores.

O Grifico 16 da amostra teste de Losartana 150 mg na exposicdo aguda e na
exposi¢do cronica, demonstra que o crescimento da Chlorella vulgaris sempre foi inferior

quando comparado ao controle.

Figura 18 — Férmula estrutural da Losartana
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Fonte: PubChem, 2023.
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A Losartana apresenta na sua composi¢do de excipientes a presenca de diéxido de
titanio (Tabela 1). Este pode ser prejudicial as células algais, pois quando expostas a este
material, as algas podem ter seu metabolismo alterado, considerando que as algas possuem
uma parede celular semipermedvel permitindo a entrada de substancias, podendo causar morte
celular (DALALI, 2014; ELSAESSER e HOWARD 2012; NAVARRO., 2008). Desse modo, a
diminui¢do das células algais durante a exposicdo aguda e crdnica pode ter sido efeito do
diéxido de titanio.

Na estrutura molecular do medicamento Losartana, a presenca de nitrogénio é
observada (Figura 18), e como citada anteriormente nas discussdes das concentra¢des acima
pode ser considerada uma hipétese de explicacdo para o crescimento posterior das células na
exposi¢do cronica uma vez que o nitrogénio pode ser uma fonte de nutriente para as
microalgas.

A curva de crescimento de cada espécie de alga depende de vérios fatores como,
intensidade de luz, temperatura, pH, nutrientes e agitacdo (MIAO e WU, 2004).

Essa curva de crescimento € essencial para se avaliar o desenvolvimento da populacao
de microalgas e principalmente observar alteracdes nas propriedades fisiologicas e
morfologicas (LOURENCO, 2006) e apds a andlise dos graficos acima, foi possivel observar
um padrio de interferéncia na curva de crescimento da Chlorella vulgaris na presenga de
determinados medicamentos anti-hipertensivos quando comparado a curva de crescimento da
amostra controle, demonstrando dessa forma que os medicamentos, mesmo em baixas
concentracdes, promoveram um crescimento diferente do controle. Em todos medicamentos
foi observado um crescimento reduzido nos primeiros dias e depois o crescimento aumentou,

mas manteve-se abaixo do crescimento observado no controle.
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6 CONCLUSAO

Foram testados cinco medicamentos em concentracdes diferentes utilizando Chlorella
vulgaris como bioindicadora para avaliacdo da toxicidade e impactos ecotoxicoldgicos dos
medicamentos em ambientes aqudticos. Os testes utilizados para avaliacdo dos resultados
foram os de toxicidade aguda e cronica, através de graficos que expressassem os resultados de
forma clara e ampla. A partir disso, foram levantados estudos que justificassem os resultados
expostos por esses graficos, utilizando a literatura e comparagdo com trabalhos publicados
para dar inicio a discussao principal dos resultados.

Como citado anteriormente, os excipientes € componentes moleculares presentes nas
formula¢des dos medicamentos podem ter gerado efeito sobre o decréscimo e crescimento das
células algais. Entretanto, mesmo com o crescimento sendo retomado na exposicao cronica, o
mesmo se mostrou inferior se comparado a amostra controle utilizada como base para os
testes. Desse modo, fica claro que sdo necessarios mais estudos sobre os efeitos que estes
componentes podem ter, ndo s6 em relagdo as algas e sistemas aquaticos, mas também no
impacto que podem causar a0 meio ambiente visto que estdo presentes em medicamentos com
alta taxa de consumo pela populacdo e seu descarte ainda € inadequado.

O descarte inadequado desses medicamentos leva-se a pensar que sao necessarias
acdes que gerem conscientizacdo com o objetivo de diminuir a “farmacopolui¢ao” do meio
ambiente aquatico, como forma de amenizar a poluicdo ambiental causada pelo descarte dos
residuos farmacéuticos, que devem receber destinos adequados.

O farmacéutico pode adquirir papel importante nesta etapa de descarte, auxiliando e
informando os seus pacientes na hora das compras dos medicamentos, sobre como devem
fazer o descarte adequado e também dar €nfase na importancia de se usar de forma racional os
medicamentos para que ndo haja desperdicio, aumentando as chances de um possivel descarte
inadequado.

Desse modo, conclui-se que a informacao e mais estudos sdo essenciais para evitar que
esses descartes gerem impactos negativos, afetando ndo sé os ecossistemas aquaticos, como

também a vida humana.
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