EFEITOS AGUDOS E CRONICOS DO FARMACO METOPROLOL EM
EMBRIOES DO Darnio rerio COM 1 HORA APOS FERTILIZACAO
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INTRODUCAO

O uso intensivo de farmacos provoca alto impacto ao meio ambiente devido sua
alta toxicidade (FATTA-KASSINOS et al., 2011). Uma das principais classes de foirmacos que
sdo identificados como contaminantes emergentes sao a classe dos [3-bloqueadores. Dentre
estes, o0 Metoprolol (MET) é um dos mais utilizados no tratamento de varias doencas do
sistema cardiovascular (CAVALCANTE et al., 2015).

O teste “FET” (Fish Embryo Acute Toxicity) baseia- se na exposicdo de ovos recém
fertilizados de Danio rerio por 96 horas para verificar o efeito letal e subletal de diferentes
compostos. O objetivo do presente trabalho foi determinar esses efeitos do MET em embrides

do peixe Danio rerio com 1 hora ap6s a fertilizagdo (OECD, 2013).

MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido no Centro de Recursos Hidricos no laboratério de
Ecotoxicologia Aquatica do Instituto de Pesca seguindo-se as normas da OECD (2013). Os
embrides foram obtidos através de duas desovas de reprodutores, com base nos protocolos
da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2007) e também da Plataforma
Zebrafish do Instituto Butantan (Dra Monica LOPES-FERREIRA, com. pessoal).

A partir da solucao estoque de 100 mg L de MET foram preparadas as concentracoes
nominais de 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 mg L1 de MET em agua de abastecimento e Meio E2,
(ZIRC, 2013). O monitoramento das concentragdes de MET no teste foi realizado com
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjos de diodos (CLAE-DAD,

Thermo Scientifc), coluna de fase reversa C18, com fase mével acetonitrila:dgua acidificada



com H3POy4 até pH=3 na proporcao de 35:65, respectivamente, fluxo de 0,7 mL min-. Nestas
condigdes, foi construida uma curva de calibracdo na faixa de 0,2-40 mg L Area (LAU) =
332599|MET] - 48589, R = 0,9999. As medidas de concentragcdo do MET foram realizadas no
laboratdrio de pesquisa de Fotoquimica e Eletroquimica Aplicada do Instituto de Quimica,

localizado na UFMS.

Tabela 1. Concentragdes da solucao de MET utilizadas no experimento.

Concentracao de Metoprolol (mg L-1)
Nominais 100 50 25 12,5 6,25 3,12
Experimental 83,83 44,91 22,37 11,51 6,75 2,49

Experimental = Resultado obtido por CLAE.

Foram 15 replicatas por concentracdo de MET em placas de cultivo celular com 24
pocos, sendo 1 ovo para cada 2 mL de solugdo. Ao término desse processo todas foram
armazenadas em incubadora, na temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12h claro: 12h
escuro. Durante as leituras, feitas em 48 e 96h, os parametros observados foram: a
mortalidade, verificada através da presenca de ovo coagulado, cauda ndo separada e
auséncia de batimento cardiaco; e os parametros subletais, como deformagdes da cabeca e da
cauda, edemas no coracao e saco vitelinico, escoliose, eclosdo, pouca pigmentacdo, natagdo
lenta e erratica, e tombamento, os quais foram quantificados. No controle também foram
avaliados a porcentagem de sobrevivéncia e eclosdao. As determinacdes dos valores das CLso
(concentragao letal em 50% dos individuos do teste) e CEso (concentracdo que causa efeito em
50% dos individuos do teste) nos tempos de 48 e 96h foram feitas utilizando-se o programa

estatistico Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Nos ensaios agudos com MET em agua de abastecimento e meio E2 ndo foram
observados efeitos letais em nenhuma das concentracdes testadas. Os valores das CLsp 96h
em meio E2 e em dgua, foram maiores que 44,91 mg L1 e que 83,83 mg L, respectivamente.
Segundo a OECD (2013), um dos parametros considerados para a aceitabilidade do
ensaio é a sobrevivéncia no controle com 4dgua de diluicdo que devera ser = 90%. Em ambos
os controles obteve-se 100% de sobrevivéncia em 96 h. No controle e em todas as
concentracdes testadas a porcentagem de eclosdo foi = 93% apds 96h de exposicao. O tnico
parametro subletal que resultou em efeito observado, a partir do tratamento de 21,26 mg L-!
de metoprolol foi a natacdo lenta e erratica e pode ser considerado o mais sensivel para esta

substancia. Os resultados das CEsp 96h sao apresentados na Tabela 2.



Tabela 2. Resultados das CEsp 96h apds exposi¢do dos embrides com 1 hpf (horas apods a

fertilizacao) ao MET (mg L) em agua de torneira e em meio E2.

Agua de diluigao CEso 96h (mg L-1)  Intervalo de confianca

Agua de torneira 29,05 (21,26 - 39,67)

Meio E2 31,97 (29,94 - 34,15)
CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos de CLsp e CEsg neste trabalho, pode-se observar que
o MET nao apresenta toxicidade aguda nas condi¢des analisadas, mas apresenta toxicidade
cronica a partir de concentra¢des medianas de 21,26 mg L1 Portanto, nestas concentragdes,
o farmaco pode apresentar efeitos nocivos em embrido de Danio rerio, sendo um indicativo

de preocupacdo ambiental o descarte de dguas contendo este composto.
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