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RESUMO

Ribas M. Desenvolvimento de um bioensaio para Dexametasona baseado no
modelo da membrana corioalantdica de embrides de galinha: estudo em solucdes
aquosas diluidas [dissertacao]. Sao Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade
de Odontologia; 2023. Verséao corrigida.

Este trabalho consiste numa proposta de adaptacdo do modelo da membrana
corioalantdica de embrido de galinha, uma plataforma robusta usada para avaliagéo
de angiogénese, para a determinacdo da perturbacdo do crescimento da rede
vascular causada por solu¢cdes aquosas diluidas de Dexametasona, que € um
contaminante ambiental com atividade antiangiogénica. As concentragdes testadas
compativeis com as encontradas em aguas superficiais, foram de 0,8 ng/L, 8 ng/L,
20 ng/L e 80 ng/L. O desenho experimental considerou a solubilidade da substancia
em veiculo hidroalcéolico e a compatibilidade do modelo (100 L /ovo). Em todos os
grupos expostos a Dexametasona, foram observados efeitos gerais sobre a
vasculatura, com mais intensidade e frequéncia ap0s exposicdo as doses mais altas.
Esses efeitos compreendem um grande numero de anastomoses e vasos com
ramificacdes triplas, vasos curvos, bifurcacdes proximas em vasos de calibre médio,
produzindo percursos paralelos de vasos finos e perda da hierarquica tipica de
distribuicdo das ramificacdes. O bioensaio foi aplicado em condigbes em que a
Dexametasona ndo modificou o0 peso e o0 tamanho dos embribes em
desenvolvimento, em nenhum dos grupos. Houve atraso discreto no estadiamento
segundo a escala de Hamburger e Hamilton entre os embrides expostos as menores
concentracOes testadas. O coeficiente de Murray mostrou-se promissor como um
bioindicador do efeito dose-dependente sobre o desenvolvimento da rede vascular
da membrana em concentracbes de Dexametasona compativeis com a existentes
em aguas superficiais do ambiente urbano e que sdo de interesse para analise
ambiental. Os dados sugerem que a membrana corioalantdica de embrido de
galinha pode ser aplicavel para analise de Dexametasona em aguas superficiais do
ambiente urbano, sem a necessidade de concentragdo das amostras coletadas. Este
desenvolvimento resultou no produto educacional que foi apresentado no ciclo de
palestras da Fisiotox da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas para alunos de pos

graduacéo com finalidade de educacéo permanente.

Palavras-chave: Bioensaio. Dexametasona. Membrana corioalantdica de galinha.
Angiogénese. Coeficiente de Murray. Bioindicador. Monitoramento ambiental.






ABSTRACT
Ribas M. Development of a bioassay for Dexamethasone based on the chicken
embryo chorioallantoic membrane model: study in dilute aqueous solutions [thesis].
Séo Paulo: Universidade de Séao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2023. Verséo
Corrigida.

This work consists of a proposal to adapt the chicken embryo
chorioallantoic membrane model, a robust platform used for the evaluation of
angiogenesis, for the determination of disturbance in the growth of the vascular
network caused by dilute agueous solutions of Dexamethasone, which is an
environmental contaminant with antiangiogenic activity. The tested concentrations,
compatible with those found in surface waters, were 0.8 ng/L, 8 ng/L, 20 ng/L and
80 ng/L. The experimental design considered the solubility of the substance in
a hydroalcoholic vehicle and the compatibility of the model (100 pL/egg). In all
groups exposed to Dexamethasone, general effects on the vasculature were
observed, with more intensity and frequency after exposure to higher doses.
These effects include a large number of anastomoses and vessels with triple
branches, curved vessels, close bifurcations in medium-sized vessels, producing
parallel courses of thin vessels and loss of the typical hierarchical distribution
of branches. The bioassay was applied under conditions in which
dexamethasone did not modify the weight and size of the developing
embryos, in any of the groups. There was a slight delay in staging according
to the Hamburger and Hamilton scale among embryos exposed to the lowest
tested concentrations. Murray's coefficient has shown to be promising as a
bioindicator of the dose-dependent effect on the development of the
membrane vascular network at concentrations of dexamethasone compatible with
those existing in surface waters of the urban environment and which are
of interest for environmental analysis. The data suggest that the chicken
embryo chorioallantoic membrane may be applicable for the analysis of
dexamethasone in surface waters of the urban environment, without the need for
concentration of the collected samples. This development resulted in the educational
product that was presented in the cycle of lectures given by Fisiotox at the Faculty
of Pharmaceutical Sciences for graduate students with the purpose of continuing

education.

Keywords: Bioassay. Dexamethasone. Chicken chorioallantoic membrane.

Angiogenesis. Murray's coefficient. Bioindicator. Environmental monitoring.






Figura 1.1 -

Figura 4.1 -

Figura 4.2 -

Figura 5.1 -

Figura 5.2 -

Figura 5.3 -

Figura 5.4 -

Figura 5.5 -

Figura 5.6 -

Figura 5.7 -

Figura 5.8 -

Figura 5.9 -

Figura 5.10 -

Figura 5.11 -

LISTA DE FIGURAS

(€11 TooTolo] i oT0] [0 [ RURPPP 30
Metodologia da €XPOSICAO ........cceevvrruiuiiiiiee e e e e e 53
Metodologia da Coleta .........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiie 55

Processamento manual de imagens CAM para validacdo do método
= LWL (0] 02 =1 (o7 1 67

Regido de interesse (ROI) de uma membrana escaneada................... 68

Transformacdo da imagem da ROI em imagem binaria pelo programa
(@ AN 1Y | o = TSP SOPPPRPRR 68

Identificagcdo do grafo correspondente ao vaso ramificado pelo
Programa CAMLIGIA .......iiiie et e e e e eeaenns 69

ldentificacdo das forquilhas para o célculo manual do coeficiente de
U =Y 69

Identificacdo do vaso pai e dos vasos filhos nas forquilhas de Dexa 0,8

T T O I 71
Curva dose-resposta das concentracdes de Dexametasona............... 71
Procedimentos técnicos amostras bioldgicas..............cceevvvviviiiieeeeeennn. 72

Procedimento extracdo e escaneamento imagem CAM: Fluxograma e
1 g F= T = 1SRRI 73

Processo de validagao da Imagem ..........cccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeee 74

Fotos do estadiamento dos embribes segundo 0s parametros: bico,
0lN0, PALAS € ASAS ...vvvvuiiieeeeieiiiiiie e 75






LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 2.1 - Artigos sobre contaminantes emergentes de farmacos publicadas entre

2008 e 2019, disponiveis nas bases Scifinder, Scielo e Lilacs. ........... 41
Gréfico 5.1 - Efeito de Dexametasona sobre 0 peso do embri@o ...........occcvvvveeeeennn. 61
Grafico 5.2 - Efeito de Dexametasona sobre o tamanho do embrido ....................... 62

Gréfico 5.3 - Efeito de Dexametasona sobre o desenvolvimento — estagio HH olhos ..
............................................................................................................. 63

Gréfico 5.4 - Efeito de Dexametasona sobre o desenvolvimento — estagio HH patas
............................................................................................................. 63

Gréfico 5.6 - Efeito de Dexametasona sobre o desenvolvimento — estagio HH asas ...
............................................................................................................. 64

Gréfico 5.7 - Parametro de indice de ramificagdo executados pelo programa
(@ | o |- U PP PPR 66

Grafico 5.8 - Histograma de frequéncia dos padrdes binarios de contraste local .....66






0o N o o A W DN P

SUMARIO

INTRODUGAOD ...ttt nann, 19
MOTIVAGAO/JUSTIFICATIVA ..ottt 41
(0] =181 = 1 LV 1 3R 43
MATERIAIS E METODOS.......coiiitiiee ettt ettt 45
RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt n et en e eaee s 59
DISCUSSAD ...ttt ettt e e et e e e saeeaees 77
(0700 I U LT =1 RS 81
CONSIDERAGCOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS ......cooveeviieenn 83
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt et e e sae e nas 85

ANEXOS . 93






19

1 INTRODUCAO

1.1 Contaminantes emergentes

Contaminantes emergentes sao micropoluentes de origem quimica que tém
sido detectados nas &guas de superficie, numa mistura complexa, em

concentragdes da ordem de micro a nanogramas por litro.

Nesta denominacdo estdo incluidas diversas classes de substancias, tais
como: farmacos; compostos usados em produtos de higiene pessoal (como
protetores solares); hormoénios, alquilfendis e seus derivados; drogas ilicitas;
sucralose e outros adocantes artificiais; pesticidas; subprodutos de transformacéo
fisico-quimica provenientes de processos de desinfeccdo de aguas (DBP, do inglés
Disinfection Byproducts); retardantes de chama bromados; compostos perfluorados;
siloxanos; benzotriazéis; acidos nafténicos; percloratos; dioxinas; nanomateriais;
liquidos idnicos e microplésticos. Além desses, alguns microrganismos e toxinas de

algas também sdo considerados contaminantes emergentes (1).

A crescente preocupacdo com 0s contaminantes emergentes acompanha a
evolucdo da urbanizacdo e dos modos de vida das populacdes humanas. No
processo de constituicdo de grandes centros urbanos, a necessidade de uma
seguranca alimentar e o desenvolvimento das industrias quimicas e farmacéuticas

acabaram gerando residuos diversos a serem descartados no meio ambiente.

1.2 Interferentes enddécrinos

Dentre 0s contaminantes emergentes, alguns compostos sdo ainda
classificados pelos seus potenciais ou capacidades de alterar as fun¢des do sistema
endocrino e, consequentemente, causar efeitos adversos a um organismo saudavel
ou a seus descendentes. Tais compostos receberam inicialmente o nome de

disruptores enddcrinos, nomenclatura derivada do termo correspondente em inglés
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endocrine disruptors, mas hoje sdo conhecidos na literatura como desorganizadores
enddcrinos, desreguladores endocrinos ou como interferentes enddcrinos, sendo
esta Ultima a nomenclatura adotada para este trabalho.(2)

Sao denominados interferentes enddcrinos, segundo a Agéncia de Protecao
Ambiental dos EUA (EPA), qualquer “agente exdgeno capaz de interferir na sintese,
secrecao, transporte, ligacdo, acao ou eliminacdo dos hormdénios naturais no corpo
gue sao responsaveis pela manutencdo da homeostase, reproducao,

desenvolvimento e/ou comportamento” (2).

A hipotese atual sobre a acdo de interferentes enddcrinos sobre a saude
humana teve sua origem em relatos cientificos importantes que documentaram
inequivocamente a correlacdo entre exposicao quimica e adoecimento humano, tais
como o aparecimento de cancer no sistema reprodutivo de filhas de mulheres que
usaram dietilestilbestrol (DES) na gravidez, entre 1940 e 1970 (3), e um estudo na
Dinamarca que relata o declinio da qualidade do sémen de homens durante

aproximadamente 50 anos, entre 0s anos de 1938 e 1990 (4).

O Comité Cientifico da Toxicidade, Ecotoxicidade e Ambiente, criado pela
Comunidades Europeia para estudos desta natureza, concluiu que ha relacéo entre
alguns interferentes enddcrinos e altera¢des na saude humana — como o cancer de
testiculo, de mama e de prostata, o declinio das taxas de espermatozoides,
deformidades dos 6rgaos reprodutivos e disfuncdo da tiroide —, mas ainda existem
duvidas se a exposicao crbnica a matrizes aquaticas contendo essas substancias é
efetiva na producdo desses efeitos. Estudos mais recentes sugerem também:
antecipacdo da menarca, aumento da obesidade e desenvolvimento precoce do
cérebro (1). Sabe-se, porém, que nosso sistema enddécrino funciona com
transmissores na ordem de micro a pico gramas, O que sugere que esses
contaminantes emergentes possam ser ativos nas concentragdes encontradas, o

gue os torna motivo de preocupacao (5).
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O Estado desenvolve uma série de programas que visam garantir os direitos e

o bem-estar da populacédo, no formato de politicas publicas. Agéncias reguladoras

estabelecem normas, agoes e fiscalizam sua execucéao.

A seguir, as normas colocadas em tabela em ordem cronoldgica para o estado
de S&o Paulo (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 - Normas do estado de Sao Paulo

Norma legal

Objeto da Norma

Relagcdo com residuo de
medicamento

CO RDC 306/
2004 ANVISA

Revogada
RDC 222/2018

com a mesma
finalidade

Dispde sobre o regulamento
técnico para o gerenciamento
de residuos de servicos de
saude. Esta norma aplica-se a
todos os servicos de saude,
como distribuidores de
medicamentos, farmacias,
hospitais e drogarias, dentre
outros.

Destaca o gerenciamento de
residuos como um conjunto de
procedimentos de gestéo,
planejados e implementados a
partir de bases cientificas e
técnicas, normativas e legais,
com o objetivo de minimizar a
geracdo de residuos e
proporcionar ao que foi gerado
um encaminhamento

Resolucao n° 358
/2005

CONAMA

Dispbe sobre o tratamento e a
disposicao final dos residuos
dos servicos de saude e da
outras providéncias.

Semelhante a Resolucao
306/2004 da Anvisa, porém
ressalta os principios da nao
geracdo de residuos e da
minimizacdo da  geracéo;
aponta e descreve acoes
relatvas a seu manejo:
geracao, segregacao,
acondicionamento, coleta,
armazenamento, por exemplo
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CVS 21/2008

Aprovar norma Técnica sobre
Gerenciamento de Residuos
Perigosos de Medicamentos
em

Servicos de Saude

Estabelecer normas de
gerenciamento de residuos de
saude para o estado de Sao
Paulo

Visando a seguranca para a
saude publica e meio ambiente

RDC n° 44 /2009

ANVISA

Dispbe sobre Boas Praticas
Farmacéuticas para o controle
sanitario do funcionamento, da
dispensacéo e da
comercializacdo de produtos e
da prestacdo de servicos
farmacéuticos em farmécias e

Para obtencdo do certificado
de boas préticas, as farmacias
e drogarias devem manter
programa de gerenciamento
de residuos como item
imprescindivel; além disso, a
sua auséncia constitui infracao

drogarias e da outras | sanitaria
providéncias

Lei 12305 /2010 |Esta Lei institui a Politica | Os medicamentos  foram
Nacional de Residuos Solidos, | incluidos como residuos
dispondo sobre seus | quimicos perigosos Classe B e
principios, objetivos e | sua destinacao final adequada

instrumentos, bem como sobre
as diretrizes relativas a gestao
integrada e ao gerenciamento
de residuos sdélidos, incluidos
0s perigosos, as
responsabilidades dos
geradores e do poder publico e
aos instrumentos econémicos
aplicaveis.

prevista para aterros sanitarios
desta classe.

Também foi instituida a
logistica reversa mas sem uma
clareza dos papéis dos atores
envolvidos
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Resolucdo RDC n°

Dispbe sobre as Boas Praticas

Para obtencdo do certificado

17/2010 de Fabricacéo de | de boas praticas, 0s
medicamentos. laboratorios farmacéuticos
ANVISA devem manter programa de
gerenciamento de residuos
como item imprescindivel;
além disso, a sua auséncia
constitui infragdo sanitaria.
Decreto Regulamenta o 8§ 1° do caput | Definicdo dos papéis dos
10388/2020 do art. 33 da Lei n® 12.305, de | atores envolvidos no ciclo de
2 de agosto de 2010, e institui | vida do medicamento
Planalto o sistema de logistica reversa

de medicamentos domiciliares
vencidos ou em desuso, de
uso humano, industrializados e
manipulados, e de suas
embalagens apdés o descarte
pelos consumidores

Fonte: Falqueto e Kligerman (6).

Outras Resolucdes da ANVISA auxiliaram na parte conceitual de Reducéo de

Residuos:

RDC 80/2006 ANVISA

Dispde sobre o fracionamento de medicamentos, favorecendo a diminui¢ao de

geracdo de residuos de medicamentos no domicilio, além da minimizacdo dos

impactos ambientais, forneceu um melhor aproveitamento dos recursos dos usuarios
RDC 96/2008 ANVISA
Dispde sobre a propaganda de medicamentos na midia. Procura coibir a

automedicacao,

um dos motivos apontados como uso nao

racional de

medicamentos, além de evitar excesso de residuos de farmacos em domicilio.
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1.4 Residuos farmacéuticos na contaminagdo quimica evitavel e ndo evitavel

Segundo Paradys-Tanguay, os residuos farmacéuticos sdo reconhecidos

como a maior fonte de poluicdo quimica para as dguas residuais urbanas (7).

Esta fonte de poluicdo tende a se ampliar em funcdo dos residuos de

medicamentos serem constantemente despejados no ambiente.

A contaminacgéo por residuos quimico-farmacéuticos nem sempre pode ser
considerada evitavel, o que implica que as politicas publicas de prevencao tenham
alcance limitado na eliminacdo dos efeitos desse tipo de poluicdo. Contaminacgdes
evitaveis constituem as contaminacgdes industriais, hospitalares (ou equiparadas) e
da rede de comércio varejista farmacéutico que poderiam ser mitigadas por meio de
legislacbes ambientais coerentes, fiscalizagdo continua e descarte adequado de
medicamentos através de uma educacdo ambiental dirigida a populacdo em geral e
aos varios profissionais envolvidos em todas as etapas do ciclo de vida dos

medicamentos (8).

As contaminacdes consideradas inevitaveis, que requerem acdes de vigilancia
sanitaria e remediacdo, sdo causadas pelo despejo de farmacos em efluentes
domeésticos derivadas da excrecao de produtos farmacéuticos e seus metabdlitos, no
caso de produtos de uso interno ou pela remocdo durante o banho, no caso de

produtos de uso externo (8,9).

1.5 Manejo e eliminagcdo de contaminantes emergentes de esgoto sanitario

Existem muitos processos tecnoldgicos de tratamento de esgoto sanitario. Nas
estacOes de tratamento de efluentes, ocorrem o pré-tratamento, por gradeamento e
desarenacdo e o0 tratamento propriamente dito. As etapas de tratamento
classificadas como primaria, secundaria e terciaria abrangem combinacdes de
processos distintos, de natureza fisica, quimica e bioldgica, com eficiéncias variadas
e que podem ajustar os esgotos aos padrdes previstos pela legislagao ambiental
brasileira (9). O tratamento primario € composto por procedimentos de floculacdo e
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sedimentacao; o secundario, por processos biolégicos de oxidacdo e o terciario da
remocdo de contaminantes especificos, dirigido para a obtencdo de um produto de

alta qualidade,

Tecnologias como Processos Oxidativos Eletroquimicos Avancados (POEA),
carvao ativado e sistemas de membrana tém sido foco de estudos na remocao dos
micropoluentes. A técnica envolvendo carvdo ativado foi destaque num estudo
realizado em 2017 devido a seus eficientes resultados reportados, podendo ainda ter
seus custos significativamente reduzidos com a possibilidade de variacdo da matéria

prima adsortiva (9).

Outros processos para a eliminagcdo de contaminantes emergentes de
farmacos foram investigados em laboratério e considerados promissores,
estabelecidos a partir de uma abordagem dirigida para o tipo de substancia
contaminante esperada. No Brasil, Maykel Douglas Marchetti, pesquisador do
Instituto de Quimica da USP-S&o Carlos, apos realizar levantamento sobre os
farmacos mais prescritos e consumidos no pais, determinou as quatro substancias
guimicas mais provaveis de serem encontradas na agua. Sado elas: paracetamol
(analgésico), cetoprofeno (anti-inflamatorio), diclofenaco (anti-inflamatoério) e éacido
salicilico (utilizado no tratamento da acne). Com essas informacgfes, Marchetti
desenvolveu um método analitico capaz de detectar e quantificar, simultaneamente,
todos esses quatro farmacos em agua, para em seguida aplicar uma técnica para
degrada-los, que funciona através de uma reacdo quimica envolvendo peréxido de

hidrogénio (agua oxigenada), oxalato de ferro e luz (LED).

Segundo o pesquisador, em concentracoes um milh&o de vezes maiores que
a encontrada nas aguas, a eliminacédo foi de 95% (10) o que ndo garante uma

transposicao para uma escala real.

Apesar de considerada de custo baixo, a transposicdo dessas tecnologias
para largas escalas € ainda um obstaculo a ser superado frente a recursos
escass0s, COmo 0S que se associam a contextos sociais vulneraveis, inclusive de
paises em desenvolvimento. de paises em desenvolvimento. Além disso, a prova de
conceito das tecnologias necessita ser realizada em condi¢cdes de campo, em que a
faixa de concentracdes a ser abordada é mais baixa e para a qual existem

dificuldades analiticas.
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Vale a pena mencionar que paises desenvolvidos com escassez hidrica vivem
uma realidade diferente. Por exemplo, a Suécia sofria com a demanda de agua
ocasionada pelo turismo nos meses de verdo. Em 12 de julho de 2019, foi
inaugurada em Morbylanga, na ilha sueca de Oland, uma estacédo de producédo de
agua doce a partir de 4gua salobra e aguas residuais industriais tratadas, projetada
para uma capacidade de 500 a 4 mil m%d. Trata-se de um tratamento terciério
acoplado ao tradicional, utilizando tecnologias de ultrafiltracdo e osmose reversa.
Nesta estacdo, a agua bruta passa por um estagio de pré-tratamento, seguido por
um estégio de ultrafiltracdo e osmose reversa. O permeado de osmose reversa é
desinfetado e remineralizado de acordo com o regulamento sueco e as normas

internacionais de agua potavel (11).

No Brasil, ha alguns obstaculos relevantes para se implementar a gestédo de
contaminantes emergentes e seus residuos, bem como o tratamento de &agua
visando a retirada desses micropoluentes. Um deles € o fato de apenas dois ter¢os
da populacdo possuirem saneamento basico, segundo a Pesquisa Nacional por
Amostra de Domicilio (PNAD) de 2015 (12) — e parte dele consistir em fossa séptica
ligada a planta de esgoto. Além disso, a logistica reversa proposta pela Politica
Nacional de Residuos Sdélidos gera ainda inimeros féruns de discussdo (13) e,
mesmo com o decreto federal N° 10.936/2022 procurando dar forgca ao movimento,

continua ainda em fase de implementacéo.

Em todo o mundo, enfrentamos o desafio de obter ferramentas capazes de
mensurar concentragcdfes de substancias de interesse abaixo das quais sao
observados efeitos nocivos provocados pela sua presenca, como contaminantes, no
ambiente. Ao propor um critério de gestdo de qualidade da 4gua para a preservagao
da vida aquatica, por exemplo, sdo necessarios métodos analiticos que possuam
detectabilidade suficiente para quantificar concentracdes de contaminantes menores
gue os PNEC (do inglés, Predicted No-Effect Concentration) que indica a maxima
concentragdo a qual um contaminante pode estar presente na agua sem que se
espere que ocorram efeitos cronicos na biota. Para o 17a-etinilestradiol, que € um
dos estrégenos sintéticos mais potentes amplamente usados nas pilulas
anticoncepcionais, o PNEC calculado foi de 0,35 ng L™ para &guas superficiais,

sendo esta uma detectabilidade muito dificil de atingir, o que inviabiliza um
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monitoramento efetivo e, consequentemente, a insercdo da gestdo deste

contaminante em qualquer regulamentacéo (1).

Reduzir fontes evitaveis também pode auxiliar na busca pela diminuicdo da
poluicdo quimica, pois o custo do tratamento terciario € proporcional a quantidade de
micropoluentes encontrados na agua. Iniciativas mundiais tém procurado contribuir
para a reducdo de compostos a partir das fontes evitaveis, principalmente no que diz
respeito aos farmacos interferentes enddcrinos. Estas iniciativas passam por
consumo consciente, descarte racional, educacdo ambiental e politicas publicas
(14).

Identificar, quantificar, eventualmente extrair e, até mesmo, avaliar a
toxicidade de contaminantes, isoladamente ou em misturas, representam um grande
desafio para os cientistas que se adiantaram a dimensionar o problema da
contaminacdo quimica da agua. Essa questdo, pela sua importdncia para a
manutencao e preservacao da vida, ja esta presente no objetivo de desenvolvimento
sustentavel nimero 6 da ONU da agenda 2030, instituido pela cupula global de 2015

e referendado por 193 paises.

1.6 Gestdo de residuos farmacéuticos em ambientes aquaticos sem

salinidade (dulcicolas)

Alem de representarem a principal fonte de contaminacdo quimica da agua
residuais e de associarem-se aos centros urbanos, os residuos farmacéuticos
distribuem-se no ambiente segundo um espectro de diferentes solubilidades e
afinidades quimicas e resistem de forma desigual aos recursos utilizados para a
descontaminacéo geral de matrizes dulcicolas, o que evidencia a importancia de seu

monitoramento.

Se, por um lado, estruturas e caracteristicas fisico-quimicas diversas
dificultam sua extracdo por procedimentos simples, também €& verdade que a
presenca de substancias bioativas em aguas superficiais pode produzir efeitos
indesejados. Muitos antibioticos foram detectados nos influentes e efluentes das
ETARs (Estacdo de Tratamento De Aguas Residuais) em concentracdes proximas



28

ou superiores as concentragfes previstas sem efeito (PNECs) para selecdo de
resisténcia (15, 16). Entre as substancias persistentes no ambiente, a
carbamazepina e o sulfametoxazol acabam por se concentrar no lodo tratado,
enquanto os anti-inflamatorios e analgésicos, os mais encontrados nas aguas de

superficie, permanecem sollveis nessa matriz aquatica (17).

Contaminantes emergentes derivados de farmacos presentes no meio
ambiente aquatico podem ser transferidos para o ecossistema terricola por insetos
gue habitam as margens de matrizes aquaticas e usam desses mananciais como
forma de dessedentacdo (biovetores). Aguas contaminadas por residuos
farmacéuticos de hidroxizine e fexofenadine produziram respostas biol6gicas
alteradas em bio vetores, como estresse oxidativo, comprometimento do sistema
imunologico e até alteragcbes de comportamento, tornando-os menos reativos a

predadores, confirmando a toxicidade dos contaminantes (18).

O uso de aguas residuais e lodo como adubo na agricultura sem o adequado
tratamento tem despertado interesse sobre uma possivel contaminacdo. Estudos in
vitro apontaram para uma significativa absor¢do de residuos de farmacos, como
triclosan (TCS), é&cido hidroxicindmico (HCA), tonalida (TON), ibuprofeno (IBF),
naproxeno (NPX) e &cido clofibrico (CFA), por alface (Lactuca sativa L.) e lirios

(Spathiphyllum spp.) expostos a aguas residuais onde estavam presentes (19).

Os horménios femininos, excretados diariamente no esgoto, sao interferentes
enddcrinos e causadores de efeitos ecologicos toxicos como a efeminacdo de

algumas espécies de peixes (20).

Novos contaminantes derivados de medicamentos, como betabloqueadores e
metotrexato, comecaram a surgir em aguas onde antes ndo eram encontrados,
revelando o impacto do uso crescente desses medicamentos. Como resultado das
atividades constantes da industria farmacéutica em busca de novos compostos para
um arsenal terapéutico que corresponda as necessidades da populacdo, € de se

esperar que novos compostos sejam encontrados no futuro (5, 21).

Considerada a relevancia destes residuos e tendo em vista o0 aumento de
custo que um tratamento terciario implicaria para a engenharia sanitaria, a proposta
de um monitoramento das concentracfes destes compostos a que vem sido

submetida a populacdo, com a identificacdo dos limiares de concentracao (gatilhos)
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gue determinam efeitos agudos e efeitos de longo prazo tem se revelado uma
ferramenta Util para gestores na tomada de decisdo de a¢bes ambientais.

1.7 Hormoénios glicocorticoides presentes em aguas superficiais de consumo

A substancia alvo deste trabalho, assim como outros hormoénios interferentes
endocrinos, pode ser encontrada em aguas superficiais como contaminantes
emergentes. A Dexametasona (9a-fluoro-16a-metilprednisolona) € um hormdnio
glicocorticoide sintético (GC) derivado do horménio cortisol produzido naturalmente
no nosso organismo ou de sua forma sintética (hidrocortisona) e € considerada um
protétipo desse grupo de substancias.

O cortisol € um horménio produzido na zona fasciculada das glandulas
adrenais que controla inumeras fun¢des do nosso organismo, desde o metabolismo
de carboidratos no figado, até a imunidade e as respostas inflamatorias, que fazem
parte das nossas defesas. Sua producdo é regulada pelo eixo hipotalamo-hipéfise-

adrenal (HHA) e suas func¢des séo regidas pelo receptor de glicocorticoide.

Esse receptor esta distribuido por todos os tecidos do corpo, havendo, no
entanto, heterogeneidade na sua sensibilidade aos diferentes hormdonios
glicocorticoides (GC) e nas respostas bioldgicas induzidas por eles. A amplitude das
acfes dos GC sobre a biologia celular e seus efeitos anti-inflamatorios e
imunossupressores fez deles instrumentos fundamentais no tratamento de diversas
alteracdes inflamatérias agudas e cronicas, doencas autoimunes e hematologicas
(22).

A Dexametasona, cuja formula estrutural esta representada na figura 1-1,foi
sintetizada pela primeira vez em 1957 e a adicdo de um atomo de fldor na posicao

9a tornou o composto mais potente como glicocorticoide (Figura 1.1).
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Figura 1-1 - Glicocorticoides
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Fonte: Oxford Brazil.

A dexametasona se apresenta como um po cristalino, branco ou quase banco,
inodoro, ligeiramente amargo e estavel ao ar. E praticamente insolivel em &agua,
soluvel em 42 partes de alcool e 165 partes de cloroférmio (massa/massa), muito

pouco soluvel em acetona, dioxano e metanol e ligeiramente sollvel em éter .

Em relacdo as condicbes de conservacdo: Deve ser armazenada em

recipientes fechados hermeticamente e protegida da luz (23).

A Dexametasona relaciona-se estruturalmente com o0s hormoénios
estrogénicos e androgénicos, que também sdo contaminantes emergentes e
interferentes enddcrinos importantes e sobre 0s quais existe um grande volume de
pesquisas. Diferente do que ocorre com os hormonios estrogénicos e androgénicos,
0s métodos quimico-analiticos disponiveis ndo tém a sensibilidade adequada para

avaliar riscos toxicologicos dos compostos com atividade glicocorticoide (24, 25).

Os GC sintéticos, usados como medicamentos (Prednisolona, Fluticasona,
Budesonida e Dexametasona, p. ex.), sao resultantes de modificacbes feitas na
estrutura do cortisol (hidrocortisona) com o intuito de amplificar os efeitos anti-
inflamatorios ou de reduzir os efeitos sobre a regulacdo da absorcéo e eliminagéo de
sais minerais, potencializar a deposi¢do topica e o0 metabolismo hepatico (26). Suas
funcbes imunorregulatorias resultam tanto do efeito sobre o DNA, suprimindo a
producéo de proteinas pro-inflamatérias e estimulando a formacéo de proteinas anti-
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inflamatdrias (efeito gendmico), como de efeitos sobre outras estruturas celulares

(efeito n&o-gendmico).

Podem ser administrados pelas vias oral (VO), intramuscular (IM),
intravenosa (1V), intra-articular (1A) e tépica (cutanea, inalatoria ou como colirio). A
lipofilicidade que caracteriza os GC favorece sua absorcdo rapida apdés a
administrac@o tépica e permite que passem rapidamente pela membrana celular e
entrem no citoplasma, onde se ligam a receptores especificos que os levardo ao
nacleo celular, onde exercerdo seus efeitos junto ao DNA. Os GC inalatérios tém
afinidade elevada pelo receptor, 0 que promove sua retencao nas vias aéreas. Por
serem rapidamente metabolizados ap6s sua absorcdo no trato gastrintestinal, os CG

tém perfil de seguranca adequado também para o uso em formulacdes orais (27).

Sua poténcia relativa depende da sua afinidade pelo receptor e de fatores
intrinsecos. De acordo com a duracdo da sua a¢ao, quando administrados pelas VO,
IM, IV e IA, sao classificados como de: acao curta: suprimem o ACTH por 8 a 12
horas (Cortisona e Hidrocortisona); acdo média: suprimem o ACTH por 12 a 36
horas (Prednisona, Prednisolona, Metilprednisolona e Triancinolona) e acéo
prolongada: suprimem o ACTH por 36 a 72 horas (Dexametasona e betametasona)
(28).

Os GC atuam no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas
estimulando a gliconeogénese, aumentando a producédo de glicogénio e também a
sensibilidade dos tecidos a insulina. Ativam a lipdlise e promovem a redistribuicéo de
gordura. Também atuam sobre o sistema imune, inibindo a producdo de citocinas
gue ativam o sistema imunitario, e diminuindo a expansao das células T e B. Seus
efeitos anti-inflamatérios advém do bloqueio ou retardo de etapas do processo

inflamataorio (22).

A Dexametasona foi um dos recursos terapéuticos considerados efetivos no

tratamento dos casos graves de COVID-19.

A supressao imunoldgica causada pela Dexametasona através da ativacao
da histona deacetilase que se se encontra alterada pela agcdo do SARS CoV-2,
fundamentou a sua utilizacao clinica no tratamento do estado hiperinflamatorio que

tem caracteristicas em comum com uma rara condicdo hematolégica chamada
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linfohistiocitose hemofagocitica, a “tempestade de citocinas”, diante da qual a

Dexametasona é eficaz (29).
Entretanto, todo o grupo de GC deve ser utilizado com cautela.

Dependendo da molécula de GC, da dose e do tempo de uso, ha risco
varidvel de efeitos indesejaveis, que podem ser graves, fazendo com que seu uso
por prazos longos deva ser cercado de cuidados e monitorado. Dentre eles, perda
de massa muscular, conjuntiva e 0ssea, hipertensédo arterial, hipercolesterolemia,
fragilidade capilar, estrias cutaneas e catarata. Além disso, se utilizados na infancia,

podem prejudicar o crescimento (30).

A Dexametasona possui uma acdo antiangiogénica perturbadora do

crescimento e regeneracao da rede vascular de forma geral.

E capaz de interferir na formac&do de 0ssos longos, através de um mecanismo
gue esta diretamente associado a angiogénese. Pesquisadores relataram um efeito
modulador na proliferacdo osteoblastica e diferenciacdo durante a osteogénese
embrionéaria. Neste estudo, embriées de galinha in vivo e culturas de células pré-
osteoblasticas in vitro foram utilizados para investigar os efeitos de Dexametasona
na formacdo de osteoblastos e diferenciacdo durante o desenvolvimento
esquelético. Os autores demonstraram que a exposi¢cdo a Dexametasona poderia
encurtar os 0ssos longos de embribes de galinha de 17 dias in vivo, e também
diminuir a expressao de genes relacionados a osteogénese. A seguir, estabeleceram
gue a exposicdo a Dexametasona inibiu a proliferacdo e viabilidade de pré-
osteoblastos (Células MC3TC-E1). Verificaram também o importante papel da
angiogénese na osteogénese por cultivo de falanges embrionarias isoladas em
cultura em meio de Eagle modificado por Dulbecco ou em ovos embrionados de
galinha. Por fim, estes achados sugeriram que a inibicdo do sinal Igf-1 causada pela
exposicdo a Dexametasona exerce um impacto prejudicial na formacdo de
osteoblastos e na angiogénese, 0 que consequentemente encurta 0os 0ssos longos

durante a osteogénese (31)

Os GC tém potencial acéo teratogénica embora sejam usados inclusive na
pratica de clinica médica para gestantes principalmente devido a alternativas
limitadas para o controle da inflamacédo durante a gestacdo. Um estudo experimental

analisou os efeitos de Dexametasona durante a embriogénese e obteve evidéncias
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experimentais de interrupgéo do desenvolvimento da crista neural, o que por sua vez
causou desenvolvimento defeituoso do osso craniano de embribes de galinha. O
tratamento com 100 microlitros de uma solucdo 10 ° M retarda o crescimento do

embrido, podendo plausivelmente levar a sua morte (32).

Como resultado do aumento do uso terapéutico da Dexametasona, espera-se
também o aumento na contaminacdo ambiental ndo evitavel por este composto, com

potencial de acumulacdo no ambiente.

1.8 Iniciativas nacionais e internacionais de monitoramento de residuos

farmacéuticos

Como iniciativas mundiais de monitoramento de contaminantes emergentes
de residuos farmacéuticos em &aguas superficiais, citam-se estudos feitos por
pesquisadores na Europa (33), na Africa (34), na india (35) e na China (36) que
tiveram como objetivo verificar qualitativa e quantitativamente esses micropoluentes.
No Brasil, esses poluentes foram identificados em agua de consumo em Santos,
litoral paulista (37).

Acompanhando as tendéncias internacionais de monitoramento de farmacos
em &aguas superficiais, a CETESB, numa iniciativa pioneira na América Latina,
iniciou em 2018, de forma experimental, o monitoramento de compostos
farmacéuticos com atividades do tipo glicocorticoide, através de um bioensaio in vitro
denominado CALUX. Os compostos com atividade glicocorticoide, de largo uso
farmacoterapéutico, sdo classificados como interferentes enddcrinos e
contaminantes emergentes de preocupacdo. O prototipo escolhido para este grupo

de substancias foi a Dexametasona.

O célculo das concentragbes gatilho, ou do limiar de concentracdo que
determina efeitos biol6gicos da atividade hormonal em amostras de agua de
consumo, foi estabelecido por Been e colaboradores (38) através de uma férmula
complexa, levando em conta a biodisponibilidade da substancia no organismo, o
peso médio de um individuo adulto (60 kg), a quantidade média de agua ingerida (2
litros) e as propriedades do componente mais biodisponivel dos compostos da
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classe, com base em estudos clinicos (no caso dos glicocorticoides seria, por
exemplo, a Prednisolona 85%, para estabelecer concentracbes para monitoramento.
Segundo esses autores, a concentracdo de Dexametasona considerada compativel
com a ingestao diaria aceitavel (ADI) foi de 21 ng/L. Para concentracdes abaixo do
limiar, ndo é esperado um efeito biolégico, enquanto que para concentracfes acima

do limiar, existe preocupacéo de inducdo de problemas para a saude (39).

Entretanto, a diversidade da composicdo de amostras ambientais, e 0 possivel
efeito sinérgico entre contaminantes (40), dificultam a verificacdo de um nexo causal
entre contaminantes emergentes de forma individual, agravando o cenério a ser
enfrentado. A opcdo de se utilizar um bioensaio associado a métodos analiticos
guimicos qualitativos e quantitativos deve-se em grande parte a dificuldade em se

analisar amostras ambientais.

Segundo o 6rgdo ambiental do Estado de S&o Paulo, a complexidade e a
composicao desconhecida da mistura presente em amostras coletadas no ambiente
dificultam o uso de métodos quimicos para quantificar compostos de forma
individual. Por isso, recentemente, o uso de bioensaios in vitro tem sido a ferramenta

analitica mais utilizada para investigar a presenca de contaminantes bioativos (41).

Os bioensaios utilizam de uma resposta biolégica para mensurar alguns
efeitos relacionados a presenca dos contaminantes. Embora ndo permitam, de forma
precisa, quantificar a  presenca dos contaminantes nas diferentes matrizes
ambientais, como é esperado dos métodos analiticos convencionais, esses
métodos podem ser utilizados para obter uma triagem da presenca de
contaminantes bioativos e avaliar de forma menos seletiva, e geralmente mais

barata, o estado de contaminagéo.

1.9 Bioensaios in vitro

Os bioensaios in vitro utilizam culturas celulares, sdo bastante especificos e
vém se mostrando uma ferramenta analitica bastante sensivel, mas nao seletiva.

Podem ser usados para complementar a interpretacdo dos dados quimicos obtidos
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em estudos de ocorréncia, como andlise preliminar de uma avaliacdo de risco,
identificag8o de cenérios mais criticos de contaminagéo, entre outros.

Esses bioensaios podem empregar diferentes mecanismos de deteccéo,
incluindo interagdes antigeno-anticorpo como os bioensaios YES (do inglés, Yeast
Estrogen Screen), BLYES (do inglés, BioLuminesce Yeast Estrogen Screening) e
CALUX (do inglés, Chemical Activated Luciferase Gene Expression), proliferacéo de
células como o LBA (do inglés, Ligand Binding Assay e inducdo de luciferase (termo
genérico empregado para diferentes enzimas oxidativas que produzem

bioluminescéncia durante a reacdo enzimatica

Uma triagem induzivel por estrogénio foi desenvolvida em levedura
(Saccharomyces cerevisiae) e constitui os fundamentos do ensaio Yeast Estrogen
screen (YES) A sequéncia de DNA do receptor de estrogénio humano (hER) foi
integrada ao genoma da levedura, associada a plasmideos de expressédo portadores
de sequéncias responsivas ao estrogénio (ERE) controlando a expressédo do gene
reporter lacZ (codificando a enzima B-galactosidase). Assim, na presenca de
estrogénios, a B-galactosidase é sintetizada e secretada no meio, onde causa uma
mudanca de cor de amarelo para vermelho. Esta cepa recombinante foi usada para
determinar se os representantes das principais classes de surfactantes e alguns de
seus principais produtos de degradacdo possuem atividade estrogénica. Os
resultados foram comparados aos efeitos do principal estrogénio natural 173-
estradiol (42).

O YES possui como vantagens o baixo limite de deteccéo, que é da ordem de
2 ng.L * para o 17B-estradiol (E2) ; a possibilidade de analisar elevada quantidade
de amostras em ampla faixa de concentracdes, uma vez que é realizado em
microplacas de 96 pocos; a visualizacdo do resultado a olho nu devido a mudanca
na coloracdo do meio de amarelo para vermelho apds 72 horas; alta especificidade,
reprodutibilidade e rapidez do ensaio; e além disso, 0 ensaio apresenta efeito
sinérgico, ou seja, apresenta o resultado de atividade estrogénica considerando

todos 0s compostos que a causam, assim como ocorre no ambiente (43).

Sua desvantagem esta relacionada a possibilidade do aparecimento de
resultados falso positivos devido a possiveis contaminacbes, a formacédo de
subprodutos causada pela degradacdo do composto cromogénico que elevam a
atividade estrogénica e a alta sensibilidade da levedura utilizada no teste (42).
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Um estudo feito para avaliar o efeito da cloracao (processo mais difundido de
desinfec¢cdo no Brasil) sobre a remogédo de 17Bestradiol (E2), um dos hormdnios
mais ativos de atividade estrogénica, utilizando o bioensaio YES, verificou que
apesar das dificuldades enfrentadas na implementacédo e realizacdo do ensaio, a
cloracdo teve um efeito positivo na remocéao da atividade estrogénica. Isto sugere a
possibilidade da utilizagdo do bioensaio em matrizes aquaticas para o

monitoramento e acompanhamento do processo usual de tratamento sanitario (44).

Dias e colaboradores (45) avaliaram a atividade estrogénica dos rios Paraiba
do Sul e Guandu, no Estado do Rio de Janeiro, usando YES como bioensaio, e
reportaram a preocupacdo com o potencial estrogénico superior a 1 ng L™ em varios

pontos ao longo dos rios.

O bioensaio BLYES consiste de um gene repoérter bioluminescente bacteriano
induzivel por estrogénio inserido em Saccharomyces cerevisiae para aplicacdes em

detec¢do quimica e avaliacdo ambiental da atividade interferente enddcrina.

Em comparacdo ao ensaio YES, a bioluminescéncia do ensaio BLYES foi
observada em apenas 1 hora e atingiu seu maximo em 6 horas enquanto o ensaio
YES exigiu um minimo de 3 dias para obter os resultados embora em termos de
sensibilidade sejam semelhantes. A cepa BLYES preenche o nicho para triagem
rapida e de alto rendimento de compostos estrogénicos e tem a capacidade de ser
usada para monitoramento remoto, quase em tempo real, de substancias quimicas

desreguladoras de estrogénio no ambiente (46).

O limite de deteccdo do ensaio BLYES em atividade estrogénica de 17B
estradiol foi 0,1 ng (47).

Com o intuito de rastrear a atividade hormonal em amostras de agua, foram
elaborados os bioensaios in vitro CALUX que se mostraram altamente sensiveis
para a deteccdo de atividades estrogénicas (ERa), androgénicas (AR),

progestagénicas (PR) e glicocorticoides (GR).

Eles se baseiam na bioluminescéncia produzida pela ligacdo da substancia
alvo a uma cultura de células geneticamente modificadas acopladas a uma enzima

luciferase.

Num artigo dos criadores do método sédo apresentados valores de gatilho

para os bioensaios ERa, AR, PR e GR CALUX de atividades hormonais agonisticas
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na agua (potavel), é definido um nivel acima do qual o risco a saude humana nao
pode ser dispensado. Os valores gatilho resultam de um calculo complexo que leva
em conta: valores de ingestédo diaria aceitavel ou toleravel (ADI/TDI) de compostos
especificos, fatores farmacocinéticos que definem sua biodisponibilidade,
estimativas da biodisponibilidade de compostos desconhecidos com atividade
hormonal equivalente, poténcias enddcrinas relativas, e fatores fisiologicos e de
alocacao de agua potavel. Como resultado foram estabelecidos valores de gatilho de
3,8 ng para o 17B-estradiol (E2)-equivalentes (eq)/L, 11 ng diidrotestosterona (DHT)-
eg/L, 21 ng Dexametasona (DEX)-eq/L e 333 ng Org 2058-eqg/L, para um

monitoramento de agua de consumo humano (39).

Os ensaios do tipo LBA (do inglés, Ligand Binding Assay) sdo os que avaliam
as interacbes receptor-ligante, as quais exercem papel crucial nos sistemas
biolégicos, e sua medicdo constitui uma parte importante do desenvolvimento

farmacéutico moderno.

Estdo disponiveis varios formatos de ensaio que podem ser usados para
rastrear e quantificar os ligantes do receptor, sdo empregadas tecnologias de
ensaios radioativos e ndo radioativos. Embora os ensaios de radiorreceptores sejam
rapidos, faceis de usar e reprodutiveis, sua principal desvantagem é que eles séo
perigosos para a saude humana, produzem residuos radioativos, requerem
condicBes laboratoriais especiais e, portanto, sdo bastante caros em larga escala.
Isso levou ao desenvolvimento de ensaios ndo radioativos baseados em métodos
Opticos como polarizacao de fluorescéncia, transferéncia de energia de ressonancia

de fluorescéncia ou ressonancia de plasmon de superficie (48).

Outra aplicacdo de interesse tem sido medir atividades hormonais em
matrizes aquaticas e avaliar a eficiéncia da remocao destes interferentes endocrinos

em aguas residuais (49).

Ensaios in vitro realizados em aguas holandesas utilizando o bioensaio
CALUX com genes repoérteres foram capazes de identificar atividades androgénica,
antiandrogénica, estrogénica, glicocorticoide e progestogénica de 25 compostos
esteroidais mais vendidos em farmacia. As atividades androgénicas e estrogénicas
foram quase completamente removidas durante o tratamento sanitario tradicional, a
atividade antiandrogénica s6 foi encontrada em &aguas residuais tratadas, mas as
atividades glicocorticoides e progestagénicas persistiram durante todo o tratamento.
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Tais evidéncias corroboram a preocupacdo sobre a presenca desses compostos no
meio ambiente (38).

Além dos testes in vitro, outros testes surgiram utilizando organismos vivos
para avaliar um efeito a uma substancia ao qual foram expostos por um periodo
conhecido de tempo fornecendo informagcdes adicionais sobre os efeitos
estrogénicos, androgénicos, de sinergismo ou influéncias antiestrogénicas

relacionadas a presenca de inUmeros contaminantes em uma amostra complexa.

1.10 Bioensaios in vivo

Os bioensaios in vivo empregam testes de toxicidade em organismos Vivos.
Os métodos padronizados podem utilizar uma populagcdo de organismos cultivados
em laboratério, ou organismos que sejam representativos de um ambiente, bem
como partes de um organismo, como culturas de células ou DNA, para avaliar um
efeito detectavel apds a exposicdo do organismo a concentragdes/doses conhecidas
dos contaminantes. Algumas espécies aquaticas sdo frequentemente usadas como
bioindicadoras em testes de toxicidade. Os efeitos observados (ou endpoints) podem
ser morte, imobilidade, inibicdo da respiracdo ou do crescimento, interferéncia na
reproducdo, deformidade, genotoxicidade, mutagenicidade, inducdo de tumores,

interferéncia enddcrina etc.

Os interferentes endocrinos, podem ser avaliados pelos seus efeitos sobre o
metabolismo. No Brasil, Sanchez confirmou a indugéo de vitelogenina por E2 (17
Beta estradiol) e EE2 (17 Alfa etinilestradiol) em peixes machos (Rhamdia quelen)

nativos da regido do Parana (50).

O peixe-zebra € um modelo popular para toxicologia aquatica e avaliagdo de
risco ambiental. A expressao relativa de onze genes responsivos a glicocorticoides
em larvas de peixe-zebra e figado de peixe-zebra macho adulto expostos a trés
glicocorticoides representativos (Dexametasona, Prednisolona e Triancinolona) com
vitroatividade glicocorticoide equivalente a 478 pM Dexametasona (DEX-EQ) e
positiva para concentragdo- traco (0,2 ng/L ou menos) dos glicocorticoides alvo e
possivelmente outros compostos ativos de glicocorticoide. O teste demonstrou
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sensibilidade em concentragBes originais e até mesmo diluida a metade e os
pesquisadores sugeriram que ele pode ser complementar a testes in vitro e outros

arsenais analiticos para auxiliar no monitoramento ambiental (51).

Bactérias luminescentes ( Vibrio fischeri ) foram utilizadas em testes
ecotoxicolégicos, avaliando-se as toxicidades de solu¢bes aquosas das trés formas
quimicas de Dexametasona (base, acetato e fosfato), das solu¢des pés-testes de
biodegradacdo e de solucdes poés-tratamento por eletrocoagulacdo (EC) e/ou
fotocatalise (FC) (52),

A reducdo da bioluminescéncia é sinal positivo de toxicidade. Foram
utilizados processos avancados de oxidacdo (EC e FC), isolados ou em
combinacdo, para estudar a degradacdo quimica e/ou remocdo adsortiva de

Dexametasona de solucdes aquosas e de amostras de efluente hospitalar.

Os estudos de pronta-degradacdo e biodegradacdo, em solucdo aquosa,
demonstraram que as formas quimicas estudadas do anti-inflamatério
Dexametasona nao sdo biodegradaveis no ambiente. Considerando-se os valores
PEC (Predicted Environmental Concentration) calculados para a concentracdo de
Dexametasona no efluente hospitalar estudado pelo autor, pode-se afirmar que
estes excedem o valor limite toleravel (OECD) para a emissdo de efluentes para
ambientes aquaticos (10 ng L™), sendo necessario estudo complementar de

avaliacao do risco ambiental.

O autor sugeriu que apesar da Dexametasona nao apresentar toxicidade
aguda ou cronica, nédo é biodegradavel, e deve, portanto, sofrer remocéo do efluente
hospitalar antes de ser langada ao ambiente aquatico (52).

O teste com Vibrio Fischeri foi relatado por pesquisadores como o mais
sensivel em uma ampla gama de produtos quimicos em comparacdo com outros
ensaios bacterianos, como inibicdo de nitrificacdo, respirometria, luminescéncia de
ATP e inibicdo de enzimas. A versatilidade do ensaio aumentou com a modificagdo
subsequente, ou seja, 0 ensaio cinético para amostras turvas e coloridas e o teste

de fase sdlida para analisar a toxicidade do sedimento (53).

Entre os bioensaios in vivo, os ovos fertilizados de galinha e particularmente a
vasculatura da membrana corioalantéica (CAM) séo uteis como modelo para estudo

da fisiologia de crescimento vascular; evolugdo e disseminacao de cancer; triagem
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de substancias bioativas em ensaios pré-clinicos durante o desenvolvimento de
farmacos; pesquisas em biomedicina e bioengenharia em engenharia de tecidos,
interacdo de células tronco normais e tumorais com tecidos normais e estudos de
sinalizacdo celular, mas ainda nao tinham sido exploradas em estudos ambientais

para avaliagdo da poluicdo de agua (54).

A CAM é formada durante o desenvolvimento aviario pela fusdo das camadas
mesodérmicas do alantoide e do cérion. Essa estrutura se expande rapidamente,
gerando uma rica rede vascular que fornece uma interface para a troca de gases e
residuos. A CAM permite estudar diversos tipos de estimulos sobre a formacéo de
seus vasos em periodos relativamente curtos de tempo, por exemplo, enxertos de
tecidos, células e fragmentos de tumores, medicamentos e substancias
angiogénicas e antiangiogénicas. A CAM € um modelo relativamente simples, rapido
e de baixo custo, que permite a triagem de grande numero de amostras

farmacolégicas em pouco tempo (54).

Uma revisdo de literatura de 2021 apresenta a evolucéo estrutural da CAM,
suas funcdes, caracteristicas vasculares e sistema circulatério bem como seus
fatores celulares regulatorios, com a finalidade de divulgar as maiores e recentes
aplicacdes do modelo em analises de farmacocinética e biodistribuicéo, eficacia de
drogas, testes toxicoldgicos e triagem em pesquisas pré clinicas farmacologicas (55).

O desenvolvimento metodolégico proposto neste trabalho trata de relacionar a
vascularizacdo desse tecido extra embrionario de ovos de galinha, cujo
desenvolvimento € bem determinado, a toxicidade de uma substancia descrita como
antiangiogénica e interferente endocrina e, para a qual ainda existem desafios
analiticos a enfrentar, no ambito da avaliacdo de contaminacdo ambiental. A
intencionalidade é desenvolver parametros indicadores capazes de auxiliar no
monitoramento a contaminacdo ambiental de &guas superficiais contendo

substancias-traco, com atividade glicocorticoide.
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2 MOTIVACAO/JUSTIFICATIVA

O problema ambiental relacionado aos farmacos contaminantes emergentes
foi a principal motivagédo para este trabalho. Uma busca realizada no inicio de 2019
em sites internacionais de pesquisa, utilizando as palavras-chave “emerging
contaminants” para trabalhos publicados a partir de 2008, retornou 99 artigos no
Scifinder, 35 no Scielo e 9 no Lilacs. Mais da metade desses trabalhos tratavam de
contaminantes emergentes derivados de farmacos. Nesse mesmo ano (2019),
guando o desenvolvimento experimental de que tratou esse trabalho foi iniciado, os
temas mais abordados sobre estes residuos versavam principalmente em relacéo a
sua identificacdo e extracdo, a toxicidade e aos tratamentos e recursos utilizados na

descontaminacé@o ambiental (Grafico 2.1).

Grafico 2.1 - Artigos sobre contaminantes emergentes de farmacos publicadas entre 2008 e 2019,
disponiveis nas bases Scifinder, Scielo e Lilacs. Na coordenada os temas encontrados
sobre 0 assunto e na abscissa o numero de referéncias da ocorréncia do tema
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A contaminacdo de aguas de consumo foi discutida em um terco dos artigos
selecionados nesta revisdo. No caso dos residuos farmacéuticos, a busca pela
identificacdo dos componentes persistentes, bem como o desenvolvimento de
tratamentos terciarios para eliminar estes residuos tém dominado o panorama das

pesquisas, nas ultimas décadas.

A justificativa para a escolha de uma substancia representante do grupo dos
glicocorticoides foi o fato de que estes residuos nédo séo eliminados pelo tratamento
convencional e algumas fontes de peso nesta poluicdo séo inevitaveis. O impacto do
uso da Dexametasona durante a pandemia da COVID-19 ainda n&o foi
caracterizado, porque a tecnologia de analise ndo estd amplamente disponivel, mas
o projeto foi desenhado antes de 2020, quando esse impacto nem poderia ser
imaginado. Entretanto, os efeitos farmacolégicos da Dexametasona como
substancia prototipo da classe sdo bem conhecidos e adequados para a prova de
conceito do desenvolvimento metodolégico. Amostras padréo da substancia pura de
grau farmacéutico sdo possiveis de obter comercialmente em farmacias de
manipulacdo, as solucdes utilizadas no laboratorio tém boa estabilidade ao
armazenamento e o manuseio experimental com o modelo pode ser realizado em
um laboratério com nivel de biosseguranca e seguranca quimica compativel com as

instalacdes do laboratério M?, onde o projeto foi realizado.
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3. OBJETIVOS

a. Geral

Estudar a possibilidade de aplicar um bioensaio de angiogénese e
teratogénese da membrana corioalantbica de embrido de galinha para a analise de

Dexametasona em agua

b. Especificos

Discutir as limitacbes para o controle ambiental da poluicdo quimica da agua
por glicocorticoides, considerando a tecnologia existente para a deteccao desses

compostos em aguas de superficie

Discutir a aplicacdo do bioensaio de angiogénese e teratogénese ao estudo

de amostras ambientais de aguas de superficie.

Ampliar a discussao sobre os riscos a Saude Publica e a preservacdo dos
ecossistemas, associados a poluicdo quimica da agua, envolvendo estudantes de
graduacédo e poés-graduacao, com finalidade de educacdo permanente alinhada aos

objetivos do desenvolvimento sustentavel.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais utilizados

4.1.1 Amostras bioldgicas

e 0vos embrionados de galinha,

4.1.2 Reagentes, solventes e diluentes

e Dexametasona grau farmacéutico, adquirida em farmacia de manipulacao,

e 4gua deionizada filtrada (MILLI Q® ou equivalente, com filtro de membrana),
e alcool absoluto,

e alcool 70°,

e formaldeido 4%.

4.1.3 Vidraria, plasticos e materiais descartaveis

e baldo volumétrico,

e provetas graduadas,

e ponteiras descartaveis para pipetador automatico,

e tubos para procedimentos de fixacdo e armazenamento dos embribes
(cbnicos, para 40 mL ou equivalentes),

e placas de petri plasticas transparentes 90x15mm,

e pipetas descartaveis de bulbo plastico, para 0,5 mL,

e pisetta,

e microtubos plasticos com tampa, capacidade de de 2,5 mL (Eppendorf® ou
equivalente),

e suportes plasticos para pesagem de amostras,

e seringas e agulhas de insulina estéreis,

e agulhas estéreis 25 x 0.7mm ou 40 x 0,8mm,

e espatulas para pesagem,

e régua milimetrada.
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Equipamentos e instrumental de uso geral

pipetadores automéaticos para volumes ajustaveis calibrados (com fundo de
escala em 1mL, 200uL, 20uL, 2uL),

lupa estereoscopica,

scanner de mesa de alta resolucao,

computador com interface com a internet e disco rigido para armazenamento
das imagens, compativel com o programa de aquisicdo de imagens do
scanner,

espaco em nuvem para armazenamento e compartiihamento do banco de
imagens.

paguimetro,

balanca analitica,

equipamento para registro fotogréfico,

foco de luz para apoio ao registro fotogréfico,

autoclave,

chocadeira,

cabine de seguranca biol6gica com fluxo laminar,

capela quimica ou sistema de exaustdo para vapores quimicos,

geladeira comum.

4.1.4 Materiais de apoio

gaze,
estantes para tubos (varios tamanhos),

caixa para descarte de material perfuro-cortante,

sacos de lixo brancos,

materiais gerais para limpeza de vidraria e de instrumental cirtrgico delicado
(Extran® e sabdo liquido neutro),

papel pardo,

fita indicadora para autoclave,
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e fita crepe comum,

e Equipamentos de protecdo individual (EPI): gorro, luvas nitrilicas ou de
borracha sem talco, avental, sapatos fechados,

e Pecas cortadas de EVA e TNT coloridos, para contraste e reducao de reflexos

durante a documentacéo fotografica.

4.1.5 Ovos embrionados de Gallus domesticus

Foram utilizados 144 ovos fornecidos pela empresa S6 Orgéanicos - Comércio
de Alimentos Organicos LTDA, com inscricgdo CNPJ n. 21.934.488/0001-02, através
do entreposto Instituto Baru, com endereco na Rua Boturoca, 206 — Butantd-S&o
Paulo. Os ovos utilizados nos ensaios foram fornecidos com a identificacdo da data
de postura, inferior a sete dias. Foram armazenados no laboratério a temperatura
ambiente e utilizados dentro de um intervalo de 48h. Nao houve problemas de
viabilidade associados ao fornecimento. Quando riscos de interferéncia foram
identificados, por exemplo interrup¢do na energia elétrica por problemas na rede ou

dedetizacdo no prédio, os ensaios foram interrompidos.

4.1.6 Instrumental cirdrgico

Para a realizacdo dos procedimentos, foram utilizadas pingas delicadas
Dumont oftalmicas retas (E 15) e curvas 45° (EDS 15), sem ranhuras, tesouras
delicadas 22 mm com ponta fina, retas e iris curvas. Todos os materiais foram
lavados com esponja e sabédo liquido apropriado (Extran® neutro ou similar),
enxaguados com agua corrente para remocdo de residuos organicos, depois
enxaguados com &gua destilada para eliminar residuos metalicos, secos e
acondicionados em caixas de ac¢o inoxidavel com tampa, proprias para uso em

autoclave.
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4.1.7 Autoclave

O material cirargico foi esterilizado antes do uso em uma autoclave (Cristéfol
Vitale Class 12L), depois de adequadamente embalado e acondicionado em caixas
de aco inoxidavel e/ou em papel pardo e etiquetado com fita indicadora prépria para
autoclave. Materiais como ponteiras, gaze e tubos para diluicdo das amostras foram
dispostos em frascos de vidro resistentes e cobertos com tampas de rosquear,
metélicas, de forma a permitir a entrada do fluxo de vapor durante a autoclavagem
ou acondicionados em caixas adequadas e embalados em papel pardo. Uma fita
indicadora foi posicionada na superficie externa de cada embalagem, como forma de
controle do processo de esterilizacdo pelo aparelho. Apds a limpeza externa, as
caixas metalicas e outros materiais foram colocados na autoclave. Foi adicionado
volume adequado de agua Milli-Q e a autoclave foi programada para esterilizacéo de
materiais cirargicos (ciclo longo). Ao final do ciclo automatico do equipamento, o
material foi retirado e guardado, sem a violacdo da embalagem externa até o
momento do uso. A manutencdo da autoclave do laboratério é realizada
periodicamente, conforme recomendacdo do fabricante, com a troca de filtros e
validacdo externa. O dimensionamento da rede elétrica, com cabos grossos para
suportar correntes elevadas, bem como o escoamento de 4gua estdo de acordo com
as instru¢des do manual do equipamento para sua instalacao (48).

4.1.8 Cabine de seguranca biolégica com fluxo laminar

Os manejos invasivos foram realizados em cabine de seguranca biologica
com fluxo laminar Purifier® da marca Labconco®. Para reduzir os riscos de
contaminacdo das amostras, foram utilizados os devidos EPIs (luvas e méascaras).
Uma limpeza do interior da cabine foi realizada para descontaminac&o inicial,
borrifando-se alcool 70% em toda a bancada de trabalho e nos instrumentos a
serem utilizados, seguindo-se exposicdo a luz UV, por 15 min, antes de utilizacao.
Os materiais que foram introduzidos na cabine durante o manejo dos modelos
tiveram sua superficie externa limpa com alcool 70°. Ao fim do procedimento, toda a

superficie interna da cabine de fluxo laminar foi novamente higienizada com alcool
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70% e a porta foi fechada para a agao da luz ultravioleta, em nova exposigéo, por 15
minutos (56).

4.1.9 Incubadora de ovos

Os ovos foram incubados em uma chocadeira de marca Zagas®, modelo
C421, com capacidade de recepcionar até 42 ovos, ajustada para giragem
automatica durando 16 min a cada 2 h, atmosfera com umidade constante de 55% e
temperatura de 37,2°C.

4.1.10 Materiais para captura e analise de imagem

Foram utilizados um scanner de mesa modelo Hewlett-Packard G2410
Scanjet acoplado a um notebook com software HP Central de Solucdes instalado
para a captura das imagens das membranas corioalantéica, utilizado no momento
das coletas de amostras.

As imagens dos embrides foram obtidas com equipamento fotografico simples
(como a camera do celular), no momento da coleta das amostras e medidas a fresco
de comprimento (“Crown-Rump”). Depois de fixados, os embrides foram
fotografados em lupa estereoscopica Nikon SMZzZ1800, para documentacdo do
estadiamento, utilizando o software do fabricante. As imagens foram obtidas em
aumento 1x (tamanho real), com a maior abertura de campo disponivel para o

equipamento, a iluminacao foi ajustada com fibra Optica, para evidenciar os detalhes.

As imagens digitais obtidas com o scanner foram processadas por um
programa dedicado, chamado CAM Ligia, escrito em Matlab 2017 pelo cientista da
computacdo Leandro Ticlia de la Cruz. Esse programa foi utilizado para selecionar
automaticamente as regides de interesse para analise da morfologia das redes
vasculares (ROIs), para segmentacéo das imagens (obtencdo de imagens em duas
cores, imagem binaria), para identificagdo dos pontos de ramificacdo e pontos
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terminais dos vasos e célculos com as imagens binarias para analise de parametros
relacionados aos padrdes de contraste local (LBP), indices de ramificacdo, area de

vasos e outras medidas.

Os dados e as imagens obtidas durante a coleta de cada um dos ensaios
independentes foram armazenados na nuvem (Google Drive), em planilhas Excel e
em pastas organizadas segundo o dia do ensaio, e compartilhadas com o grupo
desde o momento da coleta das amostras. Os nomes dos arquivos e planilhas foram
codificados de forma a facilitar o acompanhamento dos ensaios pelos especialistas
no processamento das imagens e permitir que os resultados do processamento e
das analises fossem inseridos na estrutura de documentacdo dos trabalhos em
tempo real. Desta forma foi possivel compor um conjunto coerente de dados, com
rastreabilidade dos registros ao longo de todo o periodo de realizacdo dos ensaios

(mais de 18 meses).

4.2 Metodologia

4.2.1 Preparo das solugdes de Dexametasona

Foram pesados 4,00 mg de Dexametasona base com espatula de aco
previamente desinfetada com alcool 70° em papel préprio para pesagem numa
balanga analitica com precisdo de quatro casas decimais.

Esta quantidade de Dexametasona foi transferida para um baldo volumétrico
de 50 ml previamente lavado com sab&o neutro e desinfetado com alcool 70° cuja

secagem ocorreu a temperatura ambiente.

Foi preparada uma solugdo de alcool 80° com o auxilio de provetas
graduadas, utilizando-se alcool absoluto e 4gua pura (MilliQ®) filtrada em membrana
com poro de diametro 0,22um. Esta solucao foi empregada como veiculo e utilizada
para completar o volume de 50 ml do baldo volumétrico contendo 4mg de

Dexametasona.
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Essa primeira solugdo de Dexametasona, de concentragdo 80 mg/L, foi
utilizada como solucdo estoque padréo, base para as diluicdes, e foi armazenada
em geladeira, com cobertura externa de papel aluminio para barrar a exposicado a
luz, pois a Dexametasona é fotossensivel. Essa solucao foi utilizada por trés meses
e descartada. Durante todo o periodo experimental foram elaborados trés frascos de
solugdo padrdo, levando em consideragdo relatos obtidos da literatura, que
descrevem nao haver perdas na concentracdo de Dexametasona em solucdes

estocadas por até trés meses e meio sob refrigeracéo (57).

Para uso, as diluicbes da solugcdo estoque padrédo foram realizadas com
técnica asséptica. A limpeza do fluxo laminar foi realizada com alcool 70° e
exposicao a UV por 15 minutos. Toda a superficie externa do material utilizado nas
diluicdes foi desinfetada com alcool 70° antes de ser introduzido no fluxo laminar. O
frasco de solucdo estoque de Dexametasona e a solucdo de alcool 80° recém
preparada foram inseridos no fluxo, para o preparo das solucdes a serem utilizadas
para a exposicdo dos ovos. Com auxilio de ponteiras descartaveis estéreis e pipetas
automaticas, foi realizada a primeira diluicdo, de 1:1000 v/v (2uL da solucdo de
Dexametasona 80 ng/L para 2 ml no eppendorf®). Esta operacéo foi repetida para a
obtencdo do primeiro ponto da curva padréo (80 ng/L). Os tubos utilizados para
receberem as diluicdes foram tubos plasticos descartaveis estéreis, de fundo cénico,
com capacidade para 2,5mL, com tampas plasticas (tipo eppendorf® ou vials de

congelamento)

A solugdo do primeiro ponto da curva padrédo foi diluida a 1:4 v/v, utilizando
pipeta volumétrica com fundo de escala de 200uL e completando- se o volume para
800uL com pipeta com fundo de escala de 1 ml, obtendo-se o segundo ponto da
curva, na concentracdo considerada limiar toxicoldégico para o meio ambiente
(20ng/L), PEC do inglés, predicted environmental concentration, pelo ensaio
CALUX® para glicocorticoides.

A solucédo de 80 ng/L de Dexametasona foi diluida também a 1:10 v/v (200uL
da solugédo de Dexametasona 80 ng/mL para 2 ml finais, com o veiculo) e assim se

obteve o terceiro ponto da curva padréo, na concentracao de 8 ng/L.

E finalmente este terceiro ponto também foi diluido a 1:10 v/v (200uL da
solucdo 8 ng/mL para 2 mL finais, com o veiculo) obtendo-se o quarto ponto da
curva (0,8 ng/L).
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O ultimo ponto da curva padréo dose-efeito foi realizado com o veiculo, sem a

Dexametasona (concentracao zero).

4.2.2 Procedimento do Bioensaio

O planejamento dos ensaios foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF), da Universidade de S&o
Paulo (USP), e recebeu o numero de protocolo CEUA 616/2020.

Os ovos embrionados de fornecedor certificado foram utilizados em no
maximo 48 h. Antes do uso, foram limpos com gaze esterilizada embebida em alcool
70° e identificados na casca através de lapis com a data do experimento e 0 grupo
em que seriam alocados. A distribuicdo dos ovos de cada remessa nos diferentes
grupos foi aleatoria, todos os grupos foram inicialmente contemplados com um

namero equivalente de ovos.

Cada experimento foi realizado com seis grupos (controle, veiculo, Dexa 0,8
ng/L,Dexa 8ng/L, Dexa 20 ng/L e Dexa 80 ng/L) com 4 ovos para cada grupo
perfazendo 24 ovos. Os ovos foram levados ao fluxo laminar e, tiveram sua casca
perfurada delicadamente, com uma agulha de calibre 0.7mm. Depois, com auxilio de
seringas estéreis de insulina, cada um dos ovos recebeu um volume de 0,1 ml
(100uL) de uma solugcdo da Dexametasona no veiculo de diluicdo, com
concentracdo correspondente a destinada ao grupo experimental em que foi
alocado, exceto para os ovos do grupo controle, que ndo receberam nenhuma
injecdo. Os ovos do grupo veiculo receberam apenas o veiculo de diluicdo

(concentracdo de Dexametasona igual a zero ng/L).

A seguir, os ovos foram colocados na chocadeira, sob giragem delicada, na

temperatura e umidade préprias para a incubacéo da espécie, por 8 dias.

Ao final da incubacao, os ovos foram retirados da chocadeira e colocados na
geladeira, sob refrigeracdo, por 3h, no minimo, para interromper o metabolismo e
levar o organismo a um estado suspenso, em que o desenvolvimento € interrompido.
Apbs este intervalo de tempo de resfriamento, os ovos foram retirados da geladeira,

um a um, para os procedimentos de coleta.
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Figura 4-1 Metodologia da exposi¢do
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Com o auxilio de uma tesoura curva esterilizada, o ovo foi aberto
cuidadosamente, pela camara de ar, e 0 seu contetdo colocado em uma placa de
Petri. A seguir com a ajuda de pincas delicadas, foram separados a CAM e o

embrido.

A CAM foi transferida para uma placa limpa, distendida sem tensionamento e
sobre ela foram colocadas algumas gotas de uma solucdo de formol 4%, para
fixagcdo. A seguir cada membrana foi colocada num scanner de alta resolucéo e a
imagem digital foi gravada em arquivo colorido, em formato tiff ou jpeg, na resolucéo
de 2400 dpi. Os arquivos de imagem correspondentes aos dados experimentais,
contendo as imagens da CAM, foram nomeados e adequadamente organizados em
um conjunto de pastas cuja estrutura de registro teve o objetivo de facilitar o uso de
um registro permanente e rastreavel dos dados. Os nomes dos arquivos permitem a
identificacdo do ensaio, do grupo e da amostra a que cada imagem se refere,
através de codificacao padronizada. As imagens de cada ensaio foram armazenadas
em pastas de imagens de acesso compartilhado, também com nomes codificados de
facil identificacdo, para que o0s outros pesquisadores do grupo tivessem acesso e

posteriormente foram utilizadas no processamento e analise de imagens.



Figura 4-2 Metodologia da coleta
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Cada embrido foi cuidadosamente limpo e pesado em balanca analitica e seu
comprimento foi medido com o auxilio de um paquimetro na dimensdo cabeca-

cauda.

Depois que as imagens e as medidas de peso e tamanho dos embrides foram
obtidas, tanto a CAM quanto os embrides foram acondicionados em frascos
contendo solugéo de formaldeido a 4%, para fixagdo. Todo o material remanescente
foi acondicionado em sacos brancos e encaminhado para descarte de material
biolégico. A solucdo de formol foi substituida por éalcool 70° ap6s 48 h, para
armazenamento do material. Os embrides foram mantidos nesta solucdo até o
momento de documentacdo fotografica, em lupa estereoscopica, para registro dos
dados de macroscopia, para estadiamento. Foram obtidas imagens dos olhos, das
patas, das asas, do bico, do topo da cabeca e de eventuais alteracdes estruturais
encontradas na macroscopia. Apos essa documentacdo, os embrides foram
destinados para processamento histotécnico, com inclusdo em parafina, para futura

analise histoldgica.

Os parametros foram tabulados para analise estatistica e analisados

descritivamente.

Processamento e andlise das imagens da CAM

As imagens da CAM foram processadas por programa desenvolvido para
estas analises (CAM-Ligia). Nesta etapa, foram segmentadas em areas de tamanho
padronizado denominadas regifes de interesse (ROIs), convertidas em imagens em
tons de cinza e em imagens binarias (preto e branco). A obtencdo de imagens
binarias de forma automatica precisou ser validada e isso foi realizado através da
construgdo de um conjunto de imagens binarias processadas manualmente, que
constou das imagens de 32 ROIs, com representacdo de todos 0S grupos
experimentais. Esse conjunto de imagens obtidas de forma manual foi considerado o

padrdo ouro para as etapas de teste e validacdo dos procedimentos automatizados.
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Os parametros possiveis de serem medidos diretamente nas ROIls foram:
densidade de area correspondente as imagens dos vasos, numero de pontos de
bifurcacdo e de pontos terminais presentes nas imagens, hierarquias de
classificacdo dos vasos identificados em arvores ramificadas, diametros e
comprimentos de segmentos de vasos, utilizados para o calculo do indice de
ramificacdo. Além disso, foram calculados os histogramas de distribuicdo de classes
relacionadas ao padrdo de contrastes locais dos pixels das imagens (LBP) e foi
desenvolvido um procedimento para o calculo de um parametro funcional, o
coeficiente de Murray dos vasos presentes nas ROI, como estratégia para
estabelecer uma correspondéncia entre a morfologia observada e padrbes de
funcionalidade da rede vascular. Cada parametro medido foi analisado para
identificacdo de eventuais diferencas entre os grupos experimentais. Os valores
obtidos foram representados em graficos e apresentados na forma de uma curva

dose-resposta.
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5. RESULTADOS

5.1 Padronizagédo e refinamento do bioensaio

Foram selecionadas as faixas de concentracdo para Dexametasona que
refletissem as concentracdes de interesse ambiental - 0,8 a 80 ng e, a0 mesmo
tempo apresentassem biocompatibilidade com o modelo (100 uL).

O manejo do modelo, utilizando ovos fechados e mantidos durante toda a
incubacdo com a giragem padréo, as condi¢cbes de exposi¢cdo e os cuidados com o
manuseio com o0s ovos diminuiram as perdas por contaminacdo, que ndo foram

observadas durante o periodo.

Os ovos foram retirados um a um da geladeira para a coleta, depois que foi
estabelecida a condicdo de metabolismo suspenso. Desta forma, as membranas
foram coletadas em condicdo adequada e fixadas rapidamente com algumas gotas
de formaldeido 4 %, distendidas imediatamente na placa de Petri de forma a
preservar os vasos da rede da membrana original, permitindo a digitalizacdo da

imagem em scanner com alta resolucao (2400 dpi),

A definicdo dos parametros utilizados para a analise dos efeitos sobre o
embrido levou em conta uma dosagem que causasse baixa toxicidade e efeitos dose
dependentes compativeis com algum desenvolvimento ou sem efeito sobre o
desenvolvimento (desejavel), que foram posteriormente confirmados pela analise
estatistica. A preservacdo do material para histologia objetiva foi utilizada com a
finalidade de avaliar efeitos subclinicos associados a efeitos ja descritos na literatura
para a Dexametasona, como alteracées dos 0ssos longos (iniciadas a partir do 8°
dia) e efeito teratogénico sobre a formagéo da crista do embrido com deformagéo do

0SSO0 craniano.

A definicdo do formato do banco de imagens, nomes de pastas, homes de
arquivos, estratégias de compartilhamento imediato, formato dos arquivos de

imagens e a estrutura das planilhas utilizadas permitiram facil acesso aos dados
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brutos para os pesquisadores envolvidos com o trabalho interprofissional, e o
rastreamento dos detalhes de cada etapa do experimento, por toda a equipe.

O processamento das imagens foi realizado por um programa dedicado -
CAMLigia, que fez automaticamente a binarizacdo das imagens, identificou os
pontos de ramificacdo e pontos terminais de vasos, desenhou os grafos com as
hierarquias de ramificagéo e retornou a imagem dos vasos com as marcagoes de
seus diametros. Durante o projeto, o programa recebeu melhorias e foi utilizado para

o célculo dos coeficientes de Murray, de forma semiautomatica. (58)

Parametros globais da rede, presentes em trabalhos anteriores do grupo
foram incluidos na analise e calculados de forma automatizada. Entre estes:
densidade de vasos (area ocupada por vasos numa ROl padrdo), indice de
ramificacdo (descrito a partir do envoltorio convexo dos grafos presentes na imagem,
como a area complementar a area de vasos nas regides de cobertura dos grafos
identificados nas ROIs) (59), histograma dos padrfes binarios de contraste local
(LBPs) (60, 61, 62). Os resultados foram apresentados em forma de graficos do tipo
box-plot para a densidade de vasos e os indices de ramificacdo e como perfil do
histograma para os LBPs. Gréficos de correlacdo entre densidade de vasos e 0s
indices de ramificacdo também foram obtidos.

O desenvolvimento de um procedimento automatizado para o calculo do
coeficiente de Murray das redes vasculares documentadas nas imagens digitais foi
implementado como melhorias neste trabalho. O refinamento constou de uma
analise manual inicial, seguida da aplicacdo de uma estratégia de calculo para
verificagdo da aplicabilidade desse indicador. Uma vez verificado, uma parte
requerida do processamento da imagem foi automatizada e validada com a analise
das imagens do conjunto de teste. O programa foi modificado para incluir o calculo
do coeficiente de Murray e disponibilizado para uso. O resultado é apresentado em

gréafico do tipo box-plot.

5.2 Curva dose-resposta
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A aplicacdo do bioensaio in ovo foi testada numa faixa de concentracdes de
Dexametasona entre 0,8 e 80 ng/L, com exposi¢ao dos ovos a volumes de 100 pL.
Nessas condicbes, os diferentes grupos experimentais da curva dose-resposta
mostraram uma boa compatibilidade com o composto, com pouca variacdo dos
parametros observados em relacdo a viabilidade, desenvolvimento, tamanho e peso

do embrido, como segue:

O embrido manteve o crescimento apds a exposicdo a Dexametasona em
todos os grupos. Esse resultado confirma que a faixa de concentracdes selecionada
para este estudo, de interesse ambiental segundo a literatura, também é adequada
para o registro dos limiares de efeito no modelo escolhido. Os resultados da analise
de dados realizada estdo mostrados na tabela (Anexo B) e os histogramas de peso

e tamanho estdo mostrados nos graficos 5.1 e 5.2.

As diferencas nao foram significativas para a populagéo.

Graéfico 5.1 - Efeito de Dexametasona sobre o peso do embrido
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Gréfico 5.2 - Efeito de Dexametasona sobre o tamanho do embrido

80 B controle
B veiculo
Dexa 0.8
60 ] Dexas8
B Dexa 20
= Il Dexa 80
=
8 40
o
[
3
o
o
20
0 [l
< 17,9 (nd+ne) 18a21,9 22a259 26a 29,9

Tamanho (mm)

Fonte: A autora.

A populacao estudada ndo mostrou um comportamento compativel com uma
distribuicdo normal, embora esse seja o comportamento esperado para a
distribuicdo dos parametros de peso e tamanho dos embrides controle. Um teste
estatistico, aplicado apenas aos grupos ndo expostos, mostrou que a distribuicdo do
tamanho dos embribes apresenta, de fato distribuicdo normal para esse conjunto de
amostras. Entretanto, o peso dos embrides ndo seguiu 0 mesmo perfil. No caso
desses resultados, é possivel observar que o peso dos animais controle sofre efeito
importante da exposicdo ao veiculo, desloca a distribuicdo desse subgrupo para
valores maiores. Assim, a reunido dos dois grupos ndo expostos a Dexametasona
resulta num grupo com uma distribuicdo alargada. Como o numero de amostras, por
grupo, € pequeno, nao foi possivel analisar cada grupo individualmente. De acordo
com os resultados obtidos para o conjunto de amostras a populacéo teve que ser

analisada por métodos estatisticos nao paramétricos (Anexo C).

Os resultados do estadiamento dos embrides foram analisados e também
exibiram diferengas sutis. Os histogramas foram semelhantes e apareceram
diferencas apenas no grupo com a dose menor em todas as estruturas observadas
para o estadiamento e no grupo com a segunda menor concentracdo, no

estadiamento do olho, mas ndo das outras estruturas. Esse conjunto de
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observacbes pode ter algum significado bioldgico, mas precisara ser confirmado,
uma vez que as doses mais altas ndo mostraram diferengas com o controle e os
efeitos esperados da Dexametasona sdo dose-dependentes. Os histogramas, por

estrutura, estdo mostrados nos graficos 5.3, 5.4, 5.5 e 5.6.

Graéfico 5.3 - Efeito de Dexametasona sobre o desenvolvimento — estagio HH olhos
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Fonte: A autora.

Gréfico 5.4 - Efeito de Dexametasona sobre o desenvolvimento — estagio HH patas
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Gréfico 5.5 - Efeito de Dexametasona sobre o desenvolvimento — estagio HH bico

frequencia (%)

80

60

40

20

I controle

B veiculo
Dexa 0,8ng
Dexa 8ng
Dexa 20ng

Dexa 80ng

L

27-28 29-30 31-32 33-34 35-36

estagio HH - bico
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Gréfico 5.6 - Efeito de Dexametasona sobre o desenvolvimento — estagio HH asas
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O efeito da Dexametasona sobre os tecidos extraembrionarios foi evidenciado
através da analise da vasculatura da membrana corioalantdica. A primeira analise da
morfologia da rede vascular, por inspecao visual das imagens digitais, sugeriu que
os efeitos da exposicdo a Dexametasona nas concentracdes testadas
corresponderiam a uma diminuicdo da representacdo de vasos pequenos da
microcirculacdo, com evidenciacdo dos vasos maiores, que apareceram mais
calibrosos nas imagens. Esses resultados foram mais frequentes nos grupos
experimentais expostos as concentragcdes mais elevadas de Dexametasona, mas
ndo foram observados em todas as imagens do grupo exposto a maior
concentragdo, nem apareceram apenas nesse grupo ocorrendo também apds a
exposicdo a concentragcdes mais baixas. Em todos 0s grupos expostos a
Dexametasona, foram observados efeitos gerais sobre a vasculatura, com mais
intensidade e frequéncia apds exposicdo as doses mais altas. Esses efeitos
compreendem um grande nimero de anastomoses e vasos com ramificacdes triplas,
vasos curvos, bifurcacbes proximas em vasos de calibre médio, produzindo
percursos paralelos de vasos finos e perda da hierarquica tipica de distribuicdo das
ramificacbes. A exposicdo ao veiculo ndo mostrou o mesmo tipo de efeitos,
causando uma variagdo de calibre com dilatacio de vasos menores e
desorganizacao dos trajetos, sugerindo toxicidade. O tamanho das membranas nao
pareceu diferente entre os grupos. Todos o0s grupos de exposicdo a Dexametasona
mostraram embrides e membranas que conseguiram, de alguma maneira, manter a
viabilidade e o crescimento, apesar das alteracbes observadas. A estabilidade das
densidades de areas de vasos nas imagens e dos valores de incidéncia de

ramificacdo confirmaram esse resultado, como mostra o grafico 5.7.
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Grafico 5.7 - Parametro de indice de ramificag@o executados pelo programa CAMLigia
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Dentre os parametros medidos, o histograma de frequéncia dos padrdes

binarios de contraste local também mostrou consideravel estabilidade entre os

ensaios e entre os grupos (Grafico 5.8).

Gréfico 5.8 - Histograma de frequéncia dos padr8es binérios de contraste local
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Diante dos resultados obtidos com a avaliacdo dos indices de ramificacdo e
os padrbes de contraste binério local, foi preciso desenvolver um indicador que
refletisse o fendbmeno observado nas avaliagdes iniciais, por inspecao visual. A
primeira etapa foi a binarizacdo manual de um conjunto de imagens que foram
utilizadas para validacdo dos resultados obtidos com a automatizacdo dos
procedimentos analiticos. A binarizacdo automatizada foi realizada com o auxilio do
programa CAMLigia. Os resultados, para um conjunto de 32 imagens, estdo

mostrados na figura 5.1.

Figura 5-1 - Processamento manual de imagens CAM para validagdo do método automatico
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Fonte: A autora.
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Numa segunda etapa, o programa foi utilizado para marcar os grafos e
identificar o contorno dos vasos automaticamente, com uma intervencdo do
operador apenas para delimitar o percurso do grafo escolhido nas regibes de

sobreposi¢cao, como mostrado nas figuras 5.2 a 5.5.

Figura 5-2 - Regido de interesse (ROI) de uma membrana escaneada

Fonte: A autora.

Figura 5-3 - Transformacao da imagem da ROI em imagem binéria pelo programa CAMLigia

Fonte: A autora.
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Figura 5-4 - Identificacdo do grafo correspondente ao vaso ramificado pelo programa CAMLigia

Fonte: A autora.

Figura 5-5 - Identificagdo das forquilhas para o calculo manual do coeficiente de Murray

Fonte: A autora.

O contorno dos vasos e as forquilhas marcadas foram utilizados, entédo, para
testar a possibilidade de medir o coeficiente de Murray, selecionando-se
manualmente os diametros com a ajuda do programa Figma, versdo online, gratuita.
Esse programa forneceu a imagem marcada em vermelho e as medidas dos
segmentos utilizados para fazer essa marcacdo manual. As medidas dos vasos pais
e dos vasos filhos foram colocadas em uma planilha e o valor do coeficiente de
Murray foi calculado utilizando-se um programa em Python, que aproxima o valor por
um método de interpolacao, cedido pelo estudante de engenharia Gabriel Raniere

Gomes Silva. O coédigo fonte estd mostrado abaixo:
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def bissection (a, b, func, t = 0001, p = 1):
lowerBound = a
upperBound = b

p_0=0,5* (lowerBound + upperBound)

value = func(p_0)

if value == 0 or abs(p - p_0), t:

return p_0

elif not (bool(value < 0) ~ bool(func(a) < (0)):
return bissection (p_0, b, func, t, p_0)

else

return bissection (a, p_0, func, t, p_0)

print (bissection (a,b, lambda m: (Dvasopai)*m - (Dvasofilhol**m +
Dvasofilho2**m)))

No estudo piloto com a técnica manual, foram utilizadas trés imagens para o
calculo dos valores do coeficiente de Murray. Os resultados foram promissores,o
modelo foi sensivel para as alteracfes esperadas e confirmou as observacdes
visuais. O estudo foi estendido para um subconjunto de imagens binarias do grupo
de validagdo. Nesta etapa do desenvolvimento do método, as forquilhas ainda foram
selecionadas manualmente, mas os diametros dos vasos foram calculados

automaticamente, em imagens como as mostradas na figura 5.6.
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Figura 5-6 - Identificac&o do vaso pai e dos vasos filhos nas forquilhas de Dexa 0,8 ng ROI 5

Fonte: A autora.

O programa de calculo do coeficiente de Murray utilizado neste trabalho foi
disponibilizado pelo autor e incorporado ao programa CAMLigia, como ferramenta

analitica.

As imagens experimentais foram entdo analisadas e o0s coeficientes
calculados para um conjunto de imagens de cada grupo e reunidos num gréafico

descritivo, no formato box-plot, como mostrado na figura 5.7.

Figura 5-7 - Curva dose-resposta das concentragdes de Dexametasona
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Fonte: A autora.
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Foi possivel verificar uma variagdo no valor de coeficiente de Murray para os
grupos tratados com Dexametasona em relacdo aos grupos controle e veiculo. Os
coeficientes de Murray medidos no grupo exposto ao veiculo também mostraram
diferencas em relacdo com o grupo controle, compativeis com os efeitos inicialmente
observados e, também, com o efeito esperado da Dexametasona sobre o modelo. A
diminuicdo do valor do coeficiente de Murray para valores abaixo de 2, com uma
tendéncia de correlacdo com os valores de exposicdo dos diferentes grupos sugere
um efeito dose-resposta. Esse resultado precisa ser confirmado com um numero
maior de pontos experimentais. Se confirmado, sera possivel afirmar que o
organismo em desenvolvimento tem sensibilidade para a substancia testada nas
concentracfes de interesse e que o coeficiente de Murray pode funcionar como bio

indicador de exposicdo a Dexametasona (Figuras 5.8, 5.9 e 5.10).

Figura 5-8 - Procedimentos técnicos amostras bioldgicas
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Fonte: A autora.
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Figura 5-9 - Procedimento extracdo e escaneamento imagem CAM: Fluxograma e imagens. Primeira

imagem, acima e a esquerda: Roi escolhida; segunda imagem, acima e a direita, membrana

escaneada; terceira imagem, abaixo, membrana digitalizada
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Fonte: A autora.
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Figura 5-10 - Processo de validacéo da Imagem

Fonte: A autora.

Os embrides foram colocados em placas de Petri e fotografados em lupa
estereoscopica Nikon SMZ1800, utilizando iluminacdo adequada para realce e foram
documentados para estadiamento levando em conta a escala de desenvolvimento
de Hamburger e Hamilton (63). Foram levados em consideracdo 0s seguintes
parametros: olhos, asas, pés e bicos (Figura 5.11).
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Figura 5-11 - Fotos do estadiamento dos embrifes segundo os pardmetros: bico, olho, patas e asas

Fonte: A autora.
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6. DISCUSSAO

Os modelos de ensaios da membrana corioalantoica (CAM) de galinha e de
codorna representam plataformas experimentais robustas para o estudo da
angiogénese, que reflete a perturbagdo do crescimento de toda a &rvore vascular.
Essa abordagem experimental, quando combinada com a morfometria fractal ou
outras técnicas de morfologia quantitativa, € sensivel a alteracdes no padrdo e na

densidade de ramificacdo vascular (64).

O ensaio se constituiu numa experiéncia exploratéria com a finalidade de

avaliar a possivel adaptacdo do modelo CAM para uso com amostras ambientais.

Para isto partimos da premissa que muitas substancias testadas em CAM
estavam presentes em baixissimas concentracdes e ainda assim o método se
mostrou capaz de mostrar alteragdes na rede, o que seria de grande utilidade para
uma mostra ambiental de aguas superficiais caso a sensibilidade do teste se
mostrasse positiva, pois evitaria o procedimento da concentracdo de amostra que
normalmente acarreta subprodutos e outros efeitos indesejaveis (podendo levar

inclusive & morte do animal).

A Dexametasona é descrita como teratogénica (51). Os efeitos de substancias
teratogénicas sobre o desenvolvimento podem ou ndo se apresentar como dose-
dependentes. Muitas vezes, afetam diferentes alvos, correlacionando-se com quais
estruturas em desenvolvimento em uma determinada etapa sejam alvos sensiveis
aos efeitos diretos ou produzidos como eventos indiretos de uma agéao anterior. A
viabilidade é relevante para que desdobramentos de eventos indiretos sejam
detectados. Assim, os efeitos podem ser de interrup¢cdo ou mudangas temporais do
desenvolvimento ou de producédo de alteragcbes estruturais e funcionais sobre os
embrides e fetos. Nao € possivel excluir que o atraso no desenvolvimento observado
na exposicao as concentracdes baixas de Dexametasona seja devido a algum tipo
de efeito teratogénico, uma vez que o veiculo ndo mostrou atraso no estadiamento
em relacdo ao controle. Entretanto, como nao foi observado efeito de doses mais

altas, também n&o € possivel excluir que ser trate de um achado eventual. Um
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namero maior de amostras e a avaliacdo histoldégica dos embrides deve ajudar a

esclarecer esse achado.

Com relacdo a CAM pudemos observar alteracdes visuais sutis na rede
vascular para todas as amostras, sugerindo que a Dexametasona comeca a exercer
seus efeitos sobre esta estrutura desde a concentracdo de 0,8 ng/L. Esse efeito €
dose dependente e cresce até a concentracdo de 20ng/L, enquanto que na
concentracdo de 80 ng/L, parece haver uma perturbacdo maior na rede provocando
um aspecto diferenciado nos vasos pais que sdo mais calibrosos e os filhos e
tendem a se bifurcar mais rapidamente, com regides maiores sem representacao de
vasos finos e com poucos vasos anastomosados. Esse efeito precede alteracoes
descritas sobre o crescimento dos 0ssos do embrido, que pode ser um parametro de

avaliacdo para a sequencia da validacao do método.

Os histogramas de distribuicdo dos Padr6es Binarios de contraste Local (LBP)
mostraram-se pouco sensiveis a toxicidade do produto e nos forneceram um
parametro de reprodutibilidade do método, pois poucas variacbes ocorreram ao
longo do tempo em que os experimentos foram realizados, considerando
comparacdes intra- e interensaios desses resultados. Em estudos anteriores do
grupo com a B-glycoproteina I, teratogénica, observaram-se grandes variagdes nos
histogramas LBP (62), confirmando a literatura e as observac¢des de que a faixa de
concentracfes testadas da Dexametasona é uma faixa de doses baixas, mas para

as quais é possivel observar efeitos sobre a CAM.

Para buscar uma forma de demonstrar o fendbmeno, decidimos aplicar o
coeficiente de Murray, que é um parametro que descreve o comportamento do fluxo

vascular e ndo somente a estrutura da arvore vascular.

O Coeficiente de Murray € um parametro empirico relacionado a capacidade
de um sistema ramificado de transporte de fluidos cumprir um compromisso
adequado de conducéo e distribuicdo de seu contetudo. O célculo desse coeficiente
leva em conta efeitos complexos sobre os calibres dos diferentes ramos e as
relacdes hierarquicas que eles estabelecem, considerando a energia necessaria
para que o sistema funcione. No caso de arvores ramificadas de vasos sanguineos,
o valor do coeficiente de Murray associa-se a capacidade dos vasos de irrigar e
drenar os tecidos e sua variagcdo pode corresponder a mudancas em parametros

globais, como presséo de oxigénio (PO,) e estresse de cisalhamento. O coeficiente
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de Murray pode ser calculado a partir do enunciado original, que estabelece a
relacdo entre os calibres dos vasos de uma bifurcagdo como:

(D™= d1™+d2™) onde o diametro do vaso pai (D) elevado ao coeficiente de
Murray (m) € igual a soma dos diametros dos vasos filhos (d1 e d2) elevados ao

mesmo coeficiente (65).

Calculado o coeficiente de Murray associado as estruturas das arvores
vasculares de um conjunto piloto de amostras (dos grupos Controle e Dexa 80 ng/L),
feito de forma manual, obtivemos valores diferentes. Neste caso, encontramos para
o grupo Dexa 80 ng um coeficiente abaixo do considerado tipico, que esté entre 2 e
3 para a maioria dos sistemas ramificados condutores associados a organismos
vivos. O valor encontrado para o grupo controle se manteve no intervalo considerado
tipico (66).

Expandimos estes resultados encontrados para mais amostras, s6 que desta
vez de forma automética pelo programa CAMLigia, e observamos 0 mesmo

comportamento.

A possibilidade do célculo do coeficiente de Murray ser realizado de forma
automatizada pelo programa CAMLigia permitiu avaliar um ndamero bem maior de
forquilhas nas ROls, e agilizar os resultados de andlise das imagens (embora nesta
etapa a marcacao das forquilhas continue sendo feita através de observacao pelo
pesquisador). Marcada a forquilha, o programa calcula automaticamente o diametro

do vaso pai e dos vasos filhos para o calculo de Murray.

O fato do coeficiente medido ter sido menor, no caso das amostras expostas a
Dexametasona, sugere que o0s calibres dos vasos sejam reduzidos mais
abruptamente nas transicdes das forquilhas deste grupo. Como a efetividade da
vascularizacdo de um sistema de transporte depende dessas rela¢des estruturais, €
provavel que haja um efeito deletério da Dexametasona sobre a vasculatura,
relacionado ao estresse, e que este possa ser detectado precocemente a partir de

uma analise automatizada.
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Estes resultados iniciais S80 promissores e nos sugerem que 0 ensaio da
CAM possa ter sensibilidade suficiente para identificar atividade glicocorticoide em
solucdes diluidas o que representaria uma vantagem adicional da ndo necessidade

de concentracéo de amostra.

Além disso, 0 ensaio é de baixo custo em relacdo ao empregado hoje para

monitorizagao de glicocorticoides na cidade de S&o Paulo.
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7. CONCLUSOES

O bioensaio é promissor no sentido de que é possivel sua aplicacdo para
detectar as concentracdes de Dexametasona existentes em aguas superficiais do
ambiente urbano e que séo de interesse para analise ambiental, sem a necessidade

de concentracédo das amostras coletadas.

A necessidade de concentrar amostras e o0 custo dos testes atualmente
disponiveis para deteccao de glicocorticoides representam uma limitagdo ao

monitoramento da sua presenca em aguas de consumo humano e animal.

O fato de que alteracdes vasculares foram observadas no modelo da CAM
desde o inicio da curva dose-resposta € um indicador de que o bioensaio possa ter
uma boa sensibilidade para atividade glicocorticoide em amostras reais de analise
de &gua. A maior automacéo do procedimento analitico favorece a utilizacéo futura

do modelo neste contexto de saude publica.

Uma discussdo sobre o0s riscos ecotoxicolégicos e a saude publica da
contaminag¢do quimica da agua, bem como o nosso modelo de bioensaio proposto
para monitoramento ambiental foram apresentados em evento de pés graduacao da
Faculdade de ciéncias Farmacéuticas USP (Fisiotox) com a finalidade de educacgéo

permanente voltada aos profissionais de salde
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8. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O bioensaio continua em processo de refinamento contando com o apoio
interprofissional de profissionais de Informatica, Farmécia, Biologia, Saude Publica,
Engenharia e Ciéncias Ambientais.

O aumento do numero de experimentos poderia nos fornecer maiores
informacBes sobre o fenbmeno e um tempo maior de incubacdo E10 seria
interessante para analisar também o inicio de outros efeitos fisiolégicos como
encurtamento dos 0ssos longos iniciados por volta do 8° dia, ainda sem necessidade

de anestesiar o animal.

Com o crescimento do uso de glicocorticoides nos tempos de pandemia e a
incapacidade de retira-los das matrizes aquaticas por tratamento sanitério
convencional, cresce a necessidade de monitora-los e novas tecnologias de baixo

custo e facil operacionalizacdo devem ser pesquisadas e incentivadas.
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PRODUTO EDUCACIONAL
RESUMO

Contaminantes emergentes sdo micropoluentes de origem quimica que tém
sido detectados nas &guas de superficie, numa mistura complexa, em
concentracdes da ordem de micro a nanogramas por litro. Nesta denominacao estao
incluidas diversas classes de substancias, tais como: farmacos; compostos usados
em produtos de higiene pessoal (como protetores solares); horménios, alquilfendis e
seus derivados; drogas ilicitas; sucralose e outros adocantes artificiais; pesticidas;
subprodutos de transformacdo fisico-quimica provenientes de processos de
desinfeccdo de &guas (DBP, do inglés Disinfection Byproducts); retardantes de
chama bromados; compostos perfluorados; siloxanos; benzotriazois; acidos
nafténicos; percloratos; dioxinas; nanomateriais; liquidos ibnicos e microplasticos.
Além desses, alguns microrganismos e toxinas de algas também sdo considerados
contaminantes emergentes (Montagner et al., 2017). Pertencente ao grupo dos
contaminantes emergentes, um subgrupo de maior preocupacdo é representado
pelos interferentes enddcrinos que, segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
EUA (EPA), inclui qualquer “agente exdgeno capaz de interferir na sintese,
secrecao, transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo dos horménios naturais no corpo
gque sao responsaveis pela manutencdo da homeostase, reproducao,
desenvolvimento e/ou comportamento” (United States Environmental Protection
Agency, 2020). Estes residuos impactam negativamente o meio ambiente, causando
efeitos téxicos sobre a biodiversidade aquética e sdo considerados, pela sua
toxicidade, um risco potencial a saude publica. Na atualidade, a resposta das
sociedades a esta demanda tem sido o monitoramento ambiental em aguas de
superficie, visto que o tratamento sanitario convencional ndo consegue retira-los
eficientemente dos recursos hidricos. As amostras ambientais utilizadas no
monitoramento apresentam alta complexidade. O monitoramento exige processos
tecnoldgicos quimico-analiticos de alta sensibilidade devido as baixas concentracdes
a serem monitoradas e a avaliacdo da toxicidade a saude humana e animal requer

analises complementares por testes in vitro e in vivo (CETESB).

Palavras chave: Emergentes contaminantes, interferentes enddcrinos,
monitoramento ambiental, ecotoxicidade, toxicidade humana, saude publica e

bioindicadores ambientais DECS:
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Poluicdo Quimica da Agua [SP4.606.806.560.511];

Efeitos da Contaminag&o da Agua [SP4.606.806.560.355]);
Desenvolvimento Sustentavel [N06.230.080.900]

Recursos Hidricos [N06.230.350.500]

Monitoramento da Agua [V'S4.001.001.002]
Gerenciamento de Residuos [VS4.001.001.005]

INTRODUCAO

Desde o inicio do movimento ambientalista, com a publicacdo do livro
“Primavera Silenciosa” de Rachel Carlsen, na década de 60, varios pesquisadores

tém se voltado para o problema da contaminacéo da agua.

Porém existe uma grande dificuldade na criacdo de espacos para divulgacao
do tema, até em meios académicos, que sejam direcionados aos profissionais de
saude, embora a pureza quimica da 4gua ja seja assunto contemplado na ODS 6 da
ONU de 2015.

A divulgacdo do conhecimento é a primeira etapa para sensibilizacdo destes
profissionais, primordial para que se apropriem da situacdo atual sobre este
problema, para que possam discuti-lo e construir meios para combaté-lo ou remedia-

lo.

Compartilhamos da ideia que o tema deva ser incluso na educacgao
permanente para profissionais de salde e ganhar espaco nos meios académicos,
em equipamentos publicos de salde, servicos de vigilancia em saude, 6rgéos

representativos de classe de trabalhadores de salude e érgaos de regulacao.

Desta forma, recebendo o convite da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
para o ciclo de palestras do programa Fisiopatologia e Toxicologia ha semana do dia
18/07/2022 ao dia 22/07/2022, voltado a alunos de graduacédo e poés graduacao,

inscrevi uma palestra sobre o tema.

A palestra foi aceita e exibida no dia 22/07/2022, no formato on line, e tinha
como titulo: “ODS 6 da ONU é uma questdo de saude: Desafio global a ser
enfrentado com empenho interprofissional e politicas publicas”. Nesta
apresentacao, foi discutido o tema dos contaminantes emergentes e apresentado o

nosso trabalho de mestrado, um projeto de adaptacdo do modelo de membrana


https://decs.bvsalud.org/ths/resource/?id=15281
https://decs.bvsalud.org/ths/resource/?id=51862
https://decs.bvsalud.org/ths/resource/?id=57453
https://decs.bvsalud.org/ths/resource/?id=25491
https://decs.bvsalud.org/ths/resource/?id=25390
https://decs.bvsalud.org/ths/resource/?id=31974
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corioalantéica (CAM) para monitoramento de substancias com atividade
glicocorticoide (um interferente enddcrino) nas &aguas de superficie. O evento
resultou num video exibido pelo You tube com acesso ao publico, mediante
inscricdo, mantido na plataforma por dois dias, para divulgacéo. Apos este prazo, o
video foi retirado da plataforma com a justificativa de garantir os direitos autorais dos
participantes, que apresentaram dados inéditos, ndo publicados.

O evento contou com abertura para questionamentos e discusséo e o publico
alvo se mostrou motivado pelo tema. A técnica e os principios do bioensaio
utilizando o modelo da CAM foram apresentados aos alunos e convidados do
programa e os pesquisadores do grupo de bioensaios e fisiologia em multiescala do
Laboratério de Microrreologia e Fisiologia Molecular (LabM?) se dispuseram a
fornecer um treinamento da técnica “in loco” aos interessados. Apods a discussao,
gue trouxe perguntas interessantes e a divulgacdo do contato do grupo,
agradecemos a oportunidade deste espaco de divulgacao.

Justificativa

Os profissionais farmacéuticos sdo um publico alvo importante para a
divulgacdo desse produto educacional, porque os residuos farmacéuticos, que
constituem o escopo do trabalho desenvolvido, sdo a principal fonte de
contaminantes emergentes nas aguas residuais, atualmente. Através desses
profissionais, toda a cadeia do medicamento pode ser impactada com acdes
positivas e informagcbes adequadas. E essa informacdo ndo esteve inserida na
formacao profissional dos atuais pés-graduandos, embora participe dos alertas da
Organizacdo Mundial da Saude e dos Objetivos para o Desenvolvimento Sustentavel

da Organizacao das Nacoes Unidas, desde 2015.

O problema dos contaminantes emergentes, resultantes essencialmente da
atividade antropica, € um problema de relevancia mundial. (LEUTSINGER,
OSORORIO, SUBEDI). No caso dos residuos farmacéuticos, as fontes de

contaminacdo ambiental podem ser classificadas como evitaveis e ndo evitaveis.

As contaminacgdes evitaveis podem ser minimizadas pelo uso racional de
medicamentos, educacdo permanente dos profissionais da saude e da populacéo

sobre o0 descarte adequado, implementacdo da logistica reversa para o0s
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medicamentos, legislacdo sobre o despejo de contaminantes nas matrizes aquaticas
para fontes poluidoras (industrias, hospitais e outros servicos de saude) e

fiscalizacdo do poder publico com a participacdo da sociedade.

J4 as contaminacbes inevitaveis sdo representadas pelos produtos de
metabolizacdo de medicamentos excretados através do banho (Medicamentos
topicos), da urina e das fezes dos individuos que utilizam essas substancias.

E necessario monitorar esses contaminantes nas matrizes aquaticas,
principalmente as substancias que fazem parte da classe de interferentes
enddcrinos, para que ndo exercam efeitos deletérios a vida aquética e a saude

publica.

A procura de bioindicadores que possam sinalizar o risco tanto para biota
guanto a saude humana, bem como a tecnologia capaz de detectar as menores
concentracbes que ainda sdo capazes de desencadear efeitos toxicos
(concentragdes “gatilho”) vém sendo um grande desafio para os pesquisadores das

ciéncias ambientais e uma lacuna técnica a ser preenchida.

Os bio indicadores, para serem Uteis, devem ser sensiveis as concentracées
reais das amostras ambientais, preferencialmente. Uma sensibilidade adequada
evita procedimentos de concentragdo de amostras ambientais, durante a analise.
Procedimentos que podem causar a formacdo de outros compostos e tornar mais

oneroso e dificil o monitoramento.

Estas questdbes ao serem consideradas e discutidas com profissionais
envolvidos com o desenvolvimento de tecnologia para analises toxicologicas,

ampliam a percepg¢éo do problema e convocam colaboracdes interprofissionais.
Objetivos

Discutir as limitagdes para o controle ambiental da poluicdo quimica da agua
por glicocorticoides, considerando a tecnologia existente para a deteccao desses

compostos em aguas de superficie

Discutir a aplicagdo do bioensaio de angiogénese e teratogénese ao estudo

de amostras ambientais de 4guas de superficie.

Ampliar a discussédo sobre os riscos a Saude Publica e a preservacdo dos

ecossistemas, associados a poluicdo quimica da agua, envolvendo estudantes de
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graduacdo e pos-graduacao, com finalidade de educagdo permanente alinhada aos

objetivos do desenvolvimento sustentavel.
Construcéo e apresentacao da Palestra

A palestra usou como material de apoio o template fornecido pelo programa
do evento da Fisiotox na constru¢cao de um Powerpoint de trinta minutos, reservando
mais dez minutos para perguntas e discussao com o0s participantes. O programa
solicitou que os diferentes grupos apresentassem seus projetos na forma de um

seminario de pesquisa, que pudesse ainda ser motivador para novos ingressantes.

A palestra foi transmitida através do canal da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas no Youtube, nos horarios agendados pela organizagdo. Foi

selecionada para fechar o evento, das 19:10- 19:50.

A empresa organizadora contratada pela Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas para o evento foi a Eventbrite, a qual utilizou a plataforma stream

yard para transmissdes ao vivo.
O conteudo dos slides foi distribuido nos seguintes blocos:
Slide 1 a 5 : Como o objeto de pesquisa esta alinhado as ODS da ONU

Slides 2 a 9 ; O problema dos contaminantes emergentes, sua ecotoxicidade e

toxicidade para a saude publica
Slides 10 a 14: Boa governanca de agua e politicas publicas
Slides 15 a 16 : monitoramento ambiental

Slides 17 a 22; substancia escolhida para monitoramento ambiental, desenho
experimental do modelo de pesquisa de bioindicadores e consideracgdes finais sobre

0 experimento
Slides 23 a 29 : Bibliografia
Slide 30 : Apresentacdo do nosso grupo de trabalho e do laboratério

A Eventbrite forneceu a cada palestrante um link de acesso permanente ao

material de divulgacédo do evento:

https://www.even3.com.br/FISIOTOX2022



https://www.even3.com.br/FISIOTOX2022
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Onde € possivel rever todos dados do evento, exceto o video das

apresentacoes, por motivos ja explicitados.
Consideracoes Finais

Espacos de educacdo permanente sdo de suma importancia, tanto para

divulgacao de trabalhos quanto de aperfeicoamento na area de saude.

Na area ambiental, onde trabalhamos cotidianamente com equipe
interdisciplinar a interacdo entre pessoas, 0 saber compartilhado e o esfor¢co de
equipe pode representar a diferenca entre um trabalho eficaz e ineficaz. (Thiesen,
2008)

Por isto a necessidade de compartilhar, além do conhecimento sobre os
temas em pesquisa e desenvolvimento, a percepc¢ao sobre o papel de cada um na

equipe e a construcdo de uma forma dialégica para uma solucdo comum.

A forma como foi configurada a palestra/aula para alunos de graduacao e pés-
graduacéo, com finalidade de educacdo permanente, pode ser apresentada como
material de apoio para outros espacos como seminarios para grupos de assisténcia
do SUS, discussdes em rodas de conversa para alunos de graduacédo, palestras em
conselhos de classe com foco em gerenciamento de residuos, discussdes sobre o
tema em foruns de organizacbes nao governamentais, grupos de trabalho em

espacos de vigilancia em saude e em eventos de educacdo permanente.

Segue abaixo o certificado do evento:
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b codigo de autenticidade 9035794.5841416.3.7.01 19 em even3d.com.

Certificamos que Monica Ribas. participou com éxito do Ciclo de
Palestras. durantc a IV Escola dec Inverno em Fisiopatologia ¢
Toxicologia — FisioTox. organizado pelos discentes do programa de
Pos-Graduagdo em Farmacia: Fisiopatologia ¢ Toxicologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo -
USP. realizado em 18/07/2022 a 22/07/2022. no formato on-line,
contabilizando carga horaria total de 20 horas.

Sao Paulo. 22 de Julho de 2022.

PROGRAMACAO

Ciclo de Palestras - IV Escola de Inverno em Fisiopatologia e Toxicologia — FisioTox 2022

18/07/22
Envelhecimento do Sistema Hematopoético
Quimica e Toxicologia Forense: da droga ao sangue
Cordéo umbilical, cabelo ¢ outras alternativas para analises Toxicologicas
Como peptideos podem auxiliar no tratamento de doencas metabolicas?

19/07/22
A compreensio da sindrome do desconlorto respiratorio aguda associado a malaria: para que serve?
Pesquisas com uma nova proteina quimérica promissora para vacina contra Malaria
Biologia do cédncer
Cancer: heterogeneidade, metastase e resisténcia
Tratamento do edncer: do classico ao alvo-dirigido

20/07/22
Metaboldmica como ferramenta para desreplicaciio de cianotoxinas em amostras ambientais
A aciio hormonal do Colecaleiferol (Vitamina D3) sobre o sistema imune.
Caracteristicas fisio-toxicologicas dos acidos graxos trans presentes nos alimentos
Microbioma durante a gestagiio
Microbioma nos primeiros dias de vida

21/07/22
Pericia Criminal: Por dentro do Nueleo de Exames de Entorpecentes
Microbioma na primeira infancia e neurodesenvolvimento
Imunotoxicidade de novos produtos de tabaco: novos gatilhos para doencas inflamatorias croénicas?
As diferentes faces da Anexina Al
Conceitos Basicos em Citometria de Fluxo

22/07/22
Impacto estrutural das variantes missense de PCSK9 em pacientes com Hipercolesterolemia Familiar
Aplicagdes de Visdio Computacional para a Area da Salde
O papel dos RNAs longos ndo-codificadores na resposta imune a vacina de Ebola
Expansfio desenlreada das células seeretoras de anticorpos em pacientes infectados com Dengue
ODS 6 da ONU ¢ uma questdo de Satade: Desafio global a ser enfrentado com empenho interprofissional e politicas
publicas.
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Iniciaremos o estudo verificando a normalidade das variaveis para determinar o tipo de teste a

ser aplicado, se paramétrico ou ndo paramétrico. (veja metodologia Estatistica)

Para tanto aplicarei teste de Kolmogorov-Smirnov.

Statistic df Sig. (p)
Peso (g) 0,112 70 0,031*
Tamanho (mm) 0,158 70 <0,001*
Pata 0,270 72 <0,001*
Asa 0,202 72 <0,001*
Olho 0,296 72 <0,001*
Bico 0,161 72 <0,001*

Quando o valor de p for menor ou igual a 0,05, dizemos que foi significante e a variavel ndo

adere a Normalidade (curva de Gauss) e usamos testes ndo paramétricos. Caso Contrario, usamos

testes paramétricos. Todos os valores de p foram <0,001* portanto usaremos testes nao

paramétricos.

Comparativos entre os grupos de Amostra (controle, DEXA 0.8 ng, DEXA 8 ng, DEXA 20 ng,

DEXA 80 ng e veiculo) quanto ao estadiamento para PESO. Para tanto usarei teste ndo paramétrico

de Kruskal-Wallis. Para identificacdo nos Resultados usei a seguinte legenda: controle (c), DEXA 0.8
ng (0.8), DEXA 8 ng (8), DEXA 20 ng (20), DEXA 80 ng (8) e veiculo (v). As colunas estdo em ordem

crescente das médias. Peso (g):Teste de Resultado
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Grupo DEXA | DEXA | DEXA | DEXA | veiculo | controle | Krsukal wallis
80 ng 20 ng 8ng 0.8 ng (p)

Média 1,07 1,14 1,18 1,18 1,20 1,26

Mediana | 1,18 1,10 1,14 1,19 1,21 1,17 0,701 (80) =
(20) =
® =
(0.8) =
(V) =(c)

Desvio- | 0,44 0,13 0,33 0,15 0,24 0,16

padrao

n 11 12 14 9 11 15

N&o houve diferencas significantes entre os grupos quanto ao Peso.

Comparativos entre os grupos de Amostra (controle, DEXA 0.8 ng, DEXA 8 ng, DEXA 20 ng,

DEXA 80 ng e veiculo) quanto ao estadiamento para TAMANHO.

Para tanto usarei teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Para identificagdo nos Resultados usei a seguinte legenda: controle (c), DEXA 0.8 ng (0.8),
DEXA 8 ng (8), DEXA 20 ng (20), DEXA 80 ng (8) e veiculo (v).

As colunas estdo em ordem crescente das médias.

Tamanho (mm):Teste de Krsukal_wallis

DEXA DEXA controle DEXA veiculo DEXA Krsukal_wallis
0.8 ng 80 ng 20 ng 8 ng (p)
Média 20,04 20,70 21,35 21,54 22,23 22,41
Mediana | 21,06 22,27 21,18 21,14 22,19 22,63 0,261 (0.8) =
(80) =
) =
(20) =
(v)
=(8)
Desvio- 4,15 5,28 1,35 1,29 151 1,63
padrao
n 10 11 15 12 11 12




N&o houve diferencas significantes entre os grupos quanto ao Tamanho.
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Comparativos entre os grupos de Amostra (controle, DEXA 0.8 ng, DEXA 8 ng, DEXA 20 ng,

DEXA 80 ng e veiculo) quanto ao estadiamento para PATA.

Para tanto usarei teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com comparacées multiplas de

Tukey 2 a 2 para verificar onde estéo as diferencas.

Para identificacdo nos Resultados usei a seguinte legenda: controle (c), DEXA 0.8 ng (0.8),
DEXA 8 ng (8), DEXA 20 ng (20), DEXA 80 ng (8) e veiculo (v).

As colunas estdo em ordem crescente das médias.

Grupo Estagio Pata

Teste de Krsukal_wallis

DEXA | DEXA | DEXA | DEXA | veiculo | controle | Krsukal wallis
0.8ng |80ng |20ng | 8ng (p)
Média 314 32,5 32,6 33,0 33,3 33,7
Mediana | 32,0 34,0 32,0 34,0 34,0 34,0 <0,001* (0.8)
< (20)
= (8
= W
=(c)
Desvio- | 2,4 2,0 11 1,7 1,1 0,8
padrao
n 29 30 35 43 39 55
Comparagdes multiplas de Tukey 2 a 2. Estagio Pata
Pata controle DEXA 0.8 ng DEXA 8 ng DEXA 20 ng DEXA 80 ng
DEXA 0.8 ng <0,001*
DEXA 8 ng 0,162 <0,001*
DEXA 20 ng 0,325 0,024* 0,911
DEXA 80 ng 0,341 0,081 0,765 0,999
veiculo 0,751 <0,001* 0,941 0,268 0,268
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A tabela mostra cada teste 2 a 2 entre todos os grupos e a leitura de cada comparativo se

fazer pelos cruzamentos entre linha e coluna.

Por exemplo, entre DEXA 0.8 ng e controle foi (<0,001*) e entre DEXA 8 ng e controle foi
(0,162). Assim por diante.

Os comparativos destacados em amarelo foram os significantes (p<0,05).

Através desses comparativos obtive a hierarquia apresentada na coluna “Resultado” da tabela

anterior.

Pela coluna “Resultado” concluimos que o grupo Dexa 0.8 tem em média valores mais baixos

gue os demais grupos exceto o grupo DEXA 80 ng. Os demais comparativos foram iguais.

Comparativos entre os grupos de Amostra (controle, DEXA 0.8 ng, DEXA 8 ng, DEXA 20 ng,

DEXA 80 ng e veiculo) quanto ao estadiamento para ASA.

Para tanto usarei teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com comparac¢des miltiplas de

Tukey 2 a 2 para verificar onde estdo as diferencas.

Para identificagdo nos Resultados usei a seguinte legenda: controle (c), DEXA 0.8 ng (0.8),
DEXA 8 ng (8), DEXA 20 ng (20), DEXA 80 ng (8) e veiculo (v).

As colunas estdo em ordem crescente das médias.

Grupo Estagio Asa Teste de Krsukal_wallis

DEXA DEXA DEXA DEXA 8 | veiculo | controle | Krsukal wallis
0.8 ng 80 ng 20 ng ng (p)
Média 31,7 32,5 32,6 33,0 33,3 33,5
Mediana | 32,0 33,0 33,0 34,0 34,0 34,0 <0,001* (0.8) <
(20) =
@8 =
(V) =(c)
Desvio- 2,0 1,8 0,8 15 1,1 0,9
padrao
n 36 40 43 58 43 63
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Comparag6es multiplas de Tukey 2 a 2.

Asa controle DEXA 0.8 ng DEXA 8 ng DEXA 20 ng DEXA 80 ng

DEXA 0.8 ng <0,001*

DEXA 8 ng 0,295 <0,001*

DEXA 20 ng 0,274 0,045* 0,787

DEXA 80 ng 0,280 0,141 0,517 0,998

veiculo 0,983 <0,001* 0,832 0,074 0,074

A tabela mostra cada teste 2 a 2 entre todos os grupos e a leitura de cada comparativo se
fazer pelos cruzamentos entre linha e coluna.

Por exemplo, entre DEXA 0.8 ng e controle foi (<0,001*) e entre DEXA 8 ng e controle foi
(0,295). Assim por diante.

Os comparativos destacados em amarelo foram os significantes (p<0,05).

Através desses comparativos obtive a hierarquia apresentada na coluna “Resultado” da tabela
anterior.

Pela coluna “Resultado” concluimos que o grupo Dexa 0.8 tem em média valores mais baixos

que os demais grupos exceto o grupo DEXA 80 ng. Os demais comparativos foram iguais.

Comparativos entre os grupos de Amostra (controle, DEXA 0.8 ng, DEXA 8 ng, DEXA 20 ng,

DEXA 80 ng e veiculo) quanto ao estadiamento para OLHO.

Para tanto usarei teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com compara¢bes multiplas de
Tukey 2 a 2 para verificar onde estéo as diferencgas.

Para identificacdo nos Resultados usei a seguinte legenda: controle (c), DEXA 0.8 ng (0.8),
DEXA 8 ng (8), DEXA 20 ng (20), DEXA 80 ng (8) e veiculo (v).

As colunas estdo em ordem crescente das médias.

Grupo Estagio Olho Teste de Krsukal_wallis
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DEXA | DEXA | DEXA | DEXA | controle | veiculo | Krsukal wallis
0.8ng | 8ng 20ng | 80ng (p)

Média 32,3 33,0 334 33,5 34,0 34,2 (0.8)
< (80)
= (V)
=(c)

Mediana | 32,0 34,0 34,0 34,0 34,0 34,0 <0,001* (0.8)
= (8
=(20)

Desvio- | 1,8 1,9 1,7 2,2 1,2 0,9 8) <

padréo )
=)

n 32 43 33 38 58 34

Comparacdes multiplas de Tukey 2 a 2.

Olho controle DEXA 0.8 ng DEXA 8 ng DEXA 20 ng DEXA 80 ng

DEXA 0.8 ng <0,001*

DEXA 8 ng 0,020* 0,512

DEXA 20 ng 0,362 0,079 0,862

DEXA 80 ng 0,347 0,030* 0,679 1,000

veiculo 0,990 <0,001* 0,012* 0,421 0,421

A tabela mostra cada teste 2 a 2 entre todos os grupos e a leitura de cada comparativo se

fazer pelos cruzamentos entre linha e coluna.

Por exemplo, entre DEXA 0.8 ng e controle foi (<0,001*) e entre DEXA 8 ng e controle foi

(0,020%). Assim p

or diante.

Os comparativos destacados em amarelo foram os significantes (p<0,05).

Através desses comparativos obtive a hierarquia apresentada na coluna “Resultado” da tabela

anterior.
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Pela coluna “Resultado” concluimos que o grupo Dexa 0.8 tem em média valores mais baixos
que os demais grupos exceto o grupo DEXA 8 ng e DEXA 20 ng. E o grupo DEXA 8 ng tem em média

valores mais baixos que que os grupos veiculo e controle. Os demais comparativos foram iguais.

Comparativos entre os grupos de Amostra (controle, DEXA 0.8 ng, DEXA 8 ng, DEXA 20 ng,

DEXA 80 ng e veiculo) quanto ao estadiamento para BICO.

Para tanto usarei teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com comparac¢des miltiplas de

Tukey 2 a 2 para verificar onde estéo as diferencas.

Para identificacdo nos Resultados usei a seguinte legenda: controle (c), DEXA 0.8 ng (0.8),
DEXA 8 ng (8), DEXA 20 ng (20), DEXA 80 ng (8) e veiculo (v).

As colunas estdo em ordem crescente das médias.

Grupo estagio Bico Teste de Krsukal_wallis

DEXA DEXA DEXA 8 | DEXA veiculo | controle | Krsukal wallis
0.8 ng 20 ng ng 80 ng (p)
Média 31,6 32,8 33,0 33,2 33,3 33,7
Mediana | 32,0 33,0 33,0 34,0 33,0 34,0 <0,001* (0.8) <
(20) =
® =
(80) =
(V) =(c)
Desvio- 1,2 11 14 1,6 1,3 0,9
padrao
n 24 33 42 33 33 46
Comparagdes multiplas de Tukey 2 a 2.
Bico controle DEXA 0.8 ng DEXA 8 ng DEXA 20 ng DEXA 80 ng

DEXA 0.8 ng <0,001*

DEXA 8 ng 0,047* <0,001*
DEXA 20 ng 0,282 0,0068 0,984
DEXA 80 ng 0,282 <0,001* 0,967 0,730

veiculo 0,614 <0,001* 0,875 1,000 1,000
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A tabela mostra cada teste 2 a 2 entre todos os grupos e a leitura de cada comparativo se
fazer pelos cruzamentos entre linha e coluna.

Por exemplo, entre DEXA 0.8 ng e controle foi (<0,001*) e entre DEXA 8 ng e controle foi
(0,047%). Assim por diante.

Os comparativos destacados em amarelo foram os significantes (p<0,05).

Através desses comparativos obtive a hierarquia apresentada na coluna “Resultado” da tabela

anterior.

Pela coluna “Resultado” concluimos que o grupo Dexa 0.8 tem em média valores mais baixos

gue os demais grupos. Os demais comparativos foram iguais.

Metodologia Estatistica

O teste de Normalidade é feito para verificar se uma determinada variavel esta adequada a
distribuicdo de dados da curva Normal (de Gauss). Esse teste auxilia a escolha do teste a ser usado,
pois temos testes parameétricos (sobre dados que seguem a curva da Normal) e testes ndo

paramétricos (sobre dados que ndo seguem a curva da Normal).

Temos dois testes basicos de normalidade: Shapiro-Wilk, indicado para amostras pequenas
de até 30 casos e Kolmogorov-Smirnov para amostras maiores que 30 casos.

O teste de Kruskal-wallis € um teste ndo paramétrico e é indicado quando se quer comparar 3
ou mais grupos de informacdes quantitativas de amostras independentes e ndo se deseja assumir

suposicdes acerca da distribuicdo das amostras analisadas.

TESTES DE COMPARACOES MULTIPLAS. Os testes de comparagdes mudltiplas, também
conhecidos como testes de comparacdes de médias, servem como um complemento ao teste F da
analise de variancia ou ao teste de Kruskal-Wallis quando este é significativo e sdo usados para

detectar diferenca entre médias.
Referéncia Bibliogréafica
Livro: Primer of Biostatistics
Autor: Glantz, Stanton A.2011

Editora Mc Graw Hill 72 edi¢do - USA
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ANEXO C — Certificado do Comité de Etica para o Uso de Animais

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA

1698 * 2018

CEUA/FCF 041.2020-P616
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagao do risco
biolégico por contaminantes emergentes em aguas superficiais da cidade de
Sao Paulo utilizando como modelo experimental a membrana coriolantoica
de embriao de galinha” registrada com o n°® 616, sob a responsabilidade do(a)
pesquisador(a) Profa Ligia Ferreira Gomes, que envolve produgdo ou
manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei Federal n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto Federal n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e das normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paule (FCF/USP), em reuniac
de 19 de junho de 2020.

Finalidade Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo | 01/07/2020 a 31/08/2020
Espécie/linhagem/raca Gallus domesticus / Lohmann ou Legom

Numero de animais 222

Sexo Ovo embrionado
Peso/ldade 60g

Origem I0USP

Total de animais 222

Conforme a legislagdo vigente, devera ser apresentado, no
encerramento do projeto de pesquisa, o respectivo relatério final.

Ressaltamos que apés o periodo de término do projeto

de pesquisa, nenhum ensaio podera ser realizado.

Séo Paulo, 01 de julho de 2020.

)

Profa. Dra. Neuza Mariko Aymoto Hassimotto
Coordenadora CEUA/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A, Cidade Universitaria, CEP 05508-900, Séo Paulo, SP
Telefone: (11) 3091 3622 - e-mail: cevafcfi@usp br






ANEXO D - Planilha de dados dos embrides incluidos na andlise

n° ovo
1
2
3
4
25
26
27
28
97
98
99
100
121
122
123
124

10
11
12

Grupo
controle
controle
controle
controle
controle
controle
controle
controle
controle
controle
controle
controle
controle
controle
controle
controle

Dexa 0,8 ng
Dexa 0,8 ng
Dexa 0,8 ng
Dexa 0,8 ng

Amostraindividual

20200811 _Controle 1
20200811 _Controle 2
20200811 Controle 3
20200811 _Controle 4
20210214 Controle 1
20210214 _Controle 2
20210214 Controle 3
20210214 Controle 4
20210520_Controle 1
20210520 _Controle 2
20210520 _Controle 3
20210520_Controle 4
20210704 _Controle 1
20210704_Controle 2
20210704_Controle 3
20210704 _Controle 4

20200811 _Dexa 0,8ng 1
20200811 _Dexa 0,8ng 2
20200811 _Dexa 0,8ng 3
20200811 _Dexa 0,8ng 4

Peso (9)
1,1181
1,2855

N.d.
1,3657
1,4769
1,1731
1,2486
1,4875
1,3477
1,1104

1,146

1,1677
1,1256
1,5963
1,0847
1,1112

N.d.
1,3287
1,2737

N.d.

Tamanho (mm)
18,98
24,61

N.d.
21,44
20,60
19,45
21,18
21,27
22,87
21,03
21,11
21,33
22,66
21,97
20,59
21,11

N.d.
24,45
22,62

N.d.

Pata (estagio)
34
34

N.d.
33
34
34
34
35
34
32
34
34
32
34
34
34

N.d.
27
33

N.d.

Asa (estagio)
32
35

N.d.
33
34
34
34
35

33,5
32
34
34
32
34
33

33,5

N.d.
28
34

N.d.

Olho (estagio)
34,5
35
N.d.
35
35
34
35
35
34
34
34
34
31
33
34
33
N.d.
31
35
N.d.

Bico (estagio)

32,5
35
N.d.
335
35
34
34
35
33
32
33
34
32
34
33
34
N.d.
32
33
N.d.

eTT



n° ovo
33
34
35
36
105
106
107
108
129
130
131
132
13
14
15
16
37
38
39
40
109
110

Grupo
Dexa 0,8 ng
Dexa 0,8 ng
Dexa 0,8 ng
Dexa 0,8 ng
Dexa 0,8 ng
Dexa 0,8 ng
Dexa 0,8 ng
Dexa 0,8 ng
Dexa 0,8 ng
Dexa 0,8 ng
Dexa 0,8 ng
Dexa 0,8 ng

Dexa 8 ng
Dexa 8 ng
Dexa 8 ng
Dexa 8 ng
Dexa 8 ng
Dexa 8 ng
Dexa 8 ng
Dexa 8 ng
Dexa 8 ng
Dexa 8 ng

Amostra individual
20210214 _Dexa 0,8ng 1
20210214 Dexa 0,8ng 2
20210214 Dexa 0,8ng 3
20210214 Dexa 0,8ng 4
20210520 Dexa 0,8 ng 1
20210520 Dexa 0,8 ng 2
20210520 _Dexa 0,8 ng 3
20210520 _Dexa 0,8 ng 4
20210704 Dexa 0,8 ng 1
20210704 Dexa 0,8 ng 2
20210704_Dexa 0,8 ng 3
20210704_Dexa 0,8 ng 4
20200811_Dexa 8ng 1
20200811_Dexa 8ng 2
20200811_Dexa 8ng 3
20200811_Dexa 8 ng 4
20210214 Dexa 8ng 1
20210214 Dexa 8ng 2
20210214 Dexa 8ng 3
20210214 Dexa 8ng 4
20210520 _Dexa 8 ng 1
20210520 _Dexa 8 ng 2

Peso (g)
N.e.
1,1528
N.e.
N.e.
1,2866
1,1927
N.d.
N.d.
1,3376
0,8835
1,0875
1,073
0,412
1,5
1,66
1,4756
N.e.
1,0803
1,424
1,4311
0,9652
1,1895

Tamanho (mm)
N.e.
17,67
N.e.
N.e.
20,15
21,8
9,68
N.d.
23,1
18,76
21,09
21,03

25,33
23,34
Perda
N.e.
21,88
22,83
22,13
22,98
22,83

Pata (estagio)
N.e.
34
N.e.
N.e.
34
34
N.d.
N.d.
31,5
30
31
30
N.d.
31
30
35
N.e.
34
34
33,5
34
34

Asa (estagio)

N.e.
33
N.e.
N.e.
34
34
N.d.
N.d.
31
30
31
30
N.d.
31
31
35
N.e.
34
33,5
34
33
34

Olho (estagio)
N.e.
34
N.e.
N.e.
34
34
N.d.
N.d.
31,5
30
32
30
N.d.
32,5
32,5
35
N.e.
34
34
35

33,5

Vil

Bico (estagio)
N.e.
33
N.e.
N.e.
32
32
N.d.
N.d.
31,5
30
32
30
N.d.
32
32
35
N.e.
34
33,5
35
33
34



n° ovo
111
112
133
134
135
136
17
18
19
20
41
42
43
44
113
114
115
137
138
139
140
21

Grupo
Dexa 8 ng
Dexa 8 ng
Dexa 8 ng
Dexa 8 ng
Dexa 8 ng
Dexa 8 ng
Dexa 20 ng
Dexa 20 ng
Dexa 20 ng
Dexa 20 ng
Dexa 20 ng
Dexa 20 ng
Dexa 20 ng
Dexa 20 ng
Dexa 20 ng
Dexa 20 ng
Dexa 20 ng
Dexa 20 ng
Dexa 20 ng
Dexa 20 ng
Dexa 20 ng
Dexa 80 ng

Amostra individual
20210520_Dexa 8 ng 3
20210520_Dexa 8 ng 4
20210704_Dexa 8 ng 1
20210704_Dexa 8 ng 2
20210704_Dexa 8 ng 3
20210704_Dexa 8 ng 4
20200811 _Dexa 20 ng 1
20200811 _Dexa 20 ng 2
20200811 Dexa 20 ng 3
20200811 Dexa 20 ng 4
20210214 Dexa 20 ng 1
20210214 Dexa 20ng 2
20210214 Dexa 20ng 3
20210214 Dexa 20ng 4
20210520 _Dexa 20 ng 1
20210520_Dexa 20 ng 2
20210520_Dexa 20 ng 3
20210704 _Dexa 20 ng 1
20210704_Dexa 20 ng 2
20210704 _Dexa 20 ng 3
20210704 _Dexa 20 ng 4
20200811 _Dexa 80 ng 1

Peso (g)
1,0915
1,3805

N.d.
1,0133
0,9888
0,8548
1,1678
1,2507
1,0483
quebra
1,4324

N.e.

N.e.
1,0461
1,0983

1,271
1,1734

1,092
0,9634
1,0382
1,0557
0,0205

Tamanho (mm)
22,02
23,96

N.d.
22,43
20,14
19,06
20,42
22,14
21,18

quebra
24,31

N.e.

N.e.
20,45
22,39
23,36
20,58
20,17
20,75

21,1
21,64

6,06

Pata (estagio)
34
34

N.d.
30
34
31
33
33
32

guebra

32,5

N.e.

N.e.
34

31,5
31
34
34
32
32

33,5

N.d.

Asa (estagio)

34
34
N.d.
30
33
31
33
33
32,5
guebra
32
N.e.
N.e.
33
31,5
32
34
33
32
32
33
N.d.

Olho (estagio)

34
35
N.d.
30
34
31
35
35
35
quebra
35
N.e.
N.e.
34
31
31,5
34
33,5
32
32
33
N.d.

34
34

N.d.

32
33
31
35
33
32

32

N.e.
N.e.

33
33
32
34
34
32
30
33

N.d.

Bico (estagio)

quebra

GTT



n° ovo
22
23
24
45
46
47
48
117
118
119
120
141
142
143
144

29
30
31

Grupo
Dexa 80 ng
Dexa 80 ng
Dexa 80 ng
Dexa 80 ng
Dexa 80 ng
Dexa 80 ng
Dexa 80 ng
Dexa 80 ng
Dexa 80 ng
Dexa 80 ng
Dexa 80 ng
Dexa 80 ng
Dexa 80 ng
Dexa 80 ng
Dexa 80 ng

veiculo

veiculo
veiculo
veiculo
veiculo
veiculo

veiculo

Amostra individual
20200811_Dexa 80 ng 2
20200811_Dexa 80 ng 3
20200811_Dexa 80 ng 4
20210214 Dexa 80ng 1
20210214 Dexa 80ng 2
20210214 Dexa 80ng 3
20210214 Dexa 80ng 4
20210520_Dexa 80 ng 1
20210520_Dexa 80 ng 2
20210520_Dexa 80 ng 3
20210520_Dexa 80 ng 4
20210704_Dexa 80 ng 1
20210704_Dexa 80 ng 2
20210704_Dexa 80 ng 3
20210704_Dexa 80 ng 4
20200811 Veiculo 1
20200811 Veiculo 2
20200811 Veiculo 3
20200811 Veiculo 4
20210214 Veiculo 1
20210214 Veiculo 2
20210214 Veiculo 3

Peso (g)
1,4326
1,5358

N.d.
1,1827
1,3581

N.e.

N.e.
1,1832
1,2356
1,0079
1,1556

N.d.

N.e.
0,4666
1,1525
1,3787
1,4272
1,3881
1,4037

N.d.

N.e.
1,4508

Tamanho (mm)
25,06
20,06

N.d.
24,3
23,45
N.e.
N.e.
23,83
22,3
21,25
21,4
N.d.
N.e.
17,75
22,27
20,45
24,06
23,9
24,34
N.d.
N.e.
21,32

Pata (estagio)
34
34

N.d.
31
31

N.e.

N.e.
32
34
34
34

N.d.

N.e.
28
34
34
34
34
33

N.d.

N.e.
34

Asa (estagio)

34
33

N.d.

32
31

N.e.
N.e.

32
34
33
34

N.d.
N.e.

28
33
34
35
34
33

N.d.
N.e.

34

Olho (estagio)
35
35

N.d.
35
35

N.e.

N.e.
32
34
34
35

N.d.

N.e.
28
33
35
35
35
34

N.d.

N.e.
35

Bico (estagio)

34
35
N.d.
33
32
N.e.
N.e.
32
33
33,5
34
N.d.
N.e.
28
34
34
35
34
33,5
N.d.
N.e.
34

oTT



n° ovo Grupo Amostra individual Peso (g) Tamanho (mm) Pata (estagio) Asa (estagio) = Olho (estagio) Bico (estagio)

32 veiculo 20210214 Veiculo 4 N.e. N.e. N.e. N.e. N.e. N.e.
101 veiculo 20210520_Veiculo 1 0,9452 19,72 31 31 34 33
102 veiculo 20210520 Veiculo 2 N.e. N.e. N.e. N.e. N.e. N.e.
103 veiculo 20210520_Veiculo 3 1,1711 22,68 31,5 34 35 30
104 veiculo 20210520_Veiculo 4 N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. N.d.
125 veiculo 20210704 _Veiculo 1 1,2118 22,89 33 33 33 33
126 veiculo 20210704_Veiculo 2 0,7214 21,13 32 32 32 -

127 veiculo 20210704_Veiculo 3 1,1532 21,81 33 33 34 33
128 veiculo 20210704_Veiculo 4 0,9921 22,19 34 34 34 34

N.d. = Nao desenvolvido
N.e.= Nao embrionado

- = Nao determinado, medida nao realizada

AN



