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RESUMO

FLUOROQUINOLONAS EM AMOSTRAS AQUOSAS E EM TELEOSTEOS:
QUANTIFICACAO, AVALIACAO DE TOXICIDADE E ENSAIOS DE
BIOTRANSFORMACAO

A presenca de farmacos no meio ambiente é uma importante questao na avaliagdo
de impactos ambientais. As fluoroquinolonas (FQs) representam uma classe de
compostos amplamente utilizada na medicina humana e veterinaria, e seu aporte
no ambiente é continuo e ausente de monitoramento. Diante deste panorama, €
importante a avaliagdo dos niveis destes compostos, bem como o0 impacto
toxicolégico em organismos aquaticos. O presente trabalho discute o
desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos, por injecao direta de amostras
usando a cromatografia liquida hifenada ao espectrdmetro de massas, para a
determinacao multiresidual de FQs, em efluentes do municipio de Sao Carlos — SP,
a para ensaios de toxicidade do ciprofloxacino (CIP) em peixes. Para o
monitoramento em efluentes, seis FQs foram avaliadas: CIP, gemifloxacino,
moxifloxacino, ofloxacino, enrofloxacino, e norfloxacino (NOR). As FQs n&ao foram
encontradas nos 4 pontos de coleta ao longo do Monjolinho, mas em amostras de
influente da estacdo de tratamento de esgoto de Sdo Carlos foram quantificadas a
CIP (195 ng L) e a NOR (270 ng L™). Foram feitos ensaios de estresse oxidativo,
por avaliacdo de sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos em espécie O. niloticus,
expostos ao CIP em diferentes concentracées (0,5, 1,0 e 5,0 ug L™) em periodos
de 7 e 14 dias. Estes ensaios bioquimicos demonstraram que o organismo do peixe
nao foi capaz de realizar a detoxificagdo, evidenciado pelos danos severos
ocorridos a niveis celulares, principalmente nas branquias e figado. Fracbes S9 de
figado de trutas (O. mykiss) foram utilizadas a fim de avaliar a biotransformacéo e o
potencial bioacumulativo de alguns farmacos comumente utilizados em
pisciculturas. Os resultados obtidos com o modelo in vitro corroboram para o
entendimento das similaridades e diferencas entre as espécies de peixes, e
também para a avaliacdo do impacto ambiental causado por estes compostos

presentes no meio ambiente.



xiii
ABSTRACT

FLUOROQUINOLONES IN AQUEOUS SAMPLES AND TELEOST:
QUANTIFICATION, TOXICITY ASSESSMENT AND BIOTRANSFORMATION
ASSAYS

The presence of drugs in the environment is an important issue in environmental
risk assessment. The fluoroquinolones represent a class of compounds widely used
in human and veterinary medicine, and its apport in the environment is continuous
and lacking of monitoring. In this scope, it is important to evaluate the levels of
these compounds in the environment and their toxicological impact on aquatic
organisms. The present study discuss the development and validation of analytical
methods for direct injection of samples using liquid chromatography coupled to
mass spectrometry for multiresidual determination of fluoroquinolones in effluents of
Séo Carlos — SP, and toxicity tests of ciprofloxacin (CIP) on fish. For monitoring of
effluent samples, six fluoroguinolones were evaluated: CIP, gemifloxacin,
moxifloxacin, ofloxacin, enrofloxacin, and norfloxacin (NOR). In effluent samples
from wastewater treatment plant, CIP and NOR were quantified at concentrations of
195 ng L™ and 270 ng L™, respectively. Toxicity studies of CIP in species of O.
niloticus exposed to different concentrations (0.5, 1.0 and 5.0 ug L™) for periods of 7
and 14 days were evaluated by enzymatic and non-enzymatic systems. The
biochemical assays demonstrated that fishes were not able to perform the
detoxification, which was evidenced by the severe damage in their cells, especially
on the gills and liver of the fishes. In vitro studies were carried out in species of O.
mykiss, evaluating the biotransformation and bioaccumulative potential of some
drugs commonly used in fish farms, including fluoroquinolones. The results using
this in vitro model corroborate to the understanding of similarities and differences
among different species of fish, as well as the assessment of environmental impact

due to these compounds present in the environment.
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Capitulo 1

Determinacao de antibidticos
fluoroquinoldénicos em amostras
ambientais aquaticas e em musculo de

tilapia



Determinagdo de antibidticos fluoroquinoldnicos em amostras

ambientais aquaticas e em musculo de tilapia

1.1 Introducéao

Farmacos no meio ambiente

Até o inicio da década de 90, os poluentes organicos persistentes e
metais pesados eram o0s principais focos de monitoramento por programas
relacionados ao meio ambiente. Nos dias de hoje, estes compostos ja podem ser
considerados menos relevantes, uma vez que suas emissfes tém sido reduzidas
através da adocdo de medidas para eliminacdo das fontes de poluicéo®.

Nos ultimos anos, o foco da preocupacdo de agéncias ambientais e de
saude encontra-se em compostos ainda chamados de emergentes, os quais incluem
surfactantes, farmacos e produtos de higiene pessoal. Tais compostos sao
introduzidos ao meio ambiente principalmente em decorréncia da acdo humana, e
estudos recentes mostram a ocorréncia ambiental destes especialmente em corpos
hidricos®”.

No mercado global, existem hoje mais de 3000 substancias utilizadas
como medicamentos. Um farmaco blockbuster, com vendas anuais superiores a US$
1 bilhdo, pode ser um indicativo de seu aporte ho meio ambiente, em larga escala.
Antidepressivos, anti-ulcerativos, antibiéticos, redutores lipidicos e anti-histaminicos
sdo campedbes de vendas em todo o mundo e, consequentemente, sdo poluidores

ambientais em potencial®®.

Muitos destes farmacos, quando administrados, séo
totalmente absorvidos tornando-os inativos. Porém outros, os quais podem ser de uso
externo ou que nao sao totalmente absorvidos, podem ser excretados em sua forma
ativa, atingindo assim os sistemas hidricos®*°.

Ao atingir a estacdo de tratamento de esgoto (ETE), o farmaco pode ser
mineralizado a gas carbdnico e agua, pode passar por um processo metabdlico ou ser
parcialmente degradado, ou ainda resistir aos processos convencionais de tratamento
de esgoto, sendo persistentes ao meio ambiente'*. Alguns farmacos também podem
ser absorvidos pelo lodo do fundo dos tanques de decantagdo nas ETE e, assim,

contaminar o ambiente terrestre quando este sedimento for utilizado como fertilizante



agricola. Outra maneira de contaminacdo dos solos é a através das fezes de animais
aos quais foram administrados farmacos®?. Devido ao processo de escoamento
superficial e/ou percolacdo vertical, estes farmacos podem atingir as aguas
subterraneas e também podem ser carregados pela chuva (lixiviacdo), sendo
despejados em &guas superficiais™. A FIGURA 1.1 mostra possiveis fontes e

caminhos para os farmacos descartados no meio ambiente.
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FIGURA 1.1: Possivel rota de farmacos no meio ambiente. (Adaptado de BILA 2003).

Diante disso, pesquisas tém revelado que muitos farmacos nao séo
completamente removidos durante o tratamento de esgoto convencional, e suas
ocorréncias tem sido notificadas em efluentes de estacdo de tratamento de esgoto
(ETE), rios, lagos, e mais recentemente em lencois freaticos®'**®. A persisténcia
destes compostos nos sistemas hidricos ainda é pouco conhecida'’, e poucos
estudos tém sido realizados para 4guas naturais™®

Uma vez no ambiente, o destino dos farmacos depende de suas
caracteristicas estruturais e propriedades fisico-quimicas, como fotossensibilidade,
biodegradabilidade, lipofilicidade®®. LAM e MABURY?® estudaram a fotodegradacéo



dos farmacos atorvastatina (antilipémico), carbamazepina (anticonvulsionante),
levofloxacino e sulfametoxazol (antibidticos) e sugeriram que reacbBes de
fototransformacao constituem um importante fator de limitacdo da persisténcia destes
farmacos em aguas superficiais. Existem diversos mecanismos que limitam a
persisténcia de farmacos em ambientes aquaticos, no entanto, o aporte deste tipo de
contaminante é constante, o que confere carater de pseudo-persisténcia®®.

E importante ressaltar que existem muitos paises, incluindo o Brasil, em
gue o sistema de saneamento basico e a rede de esgoto sdo muito precarios, sendo
gue em algumas vezes estes sdo inexistentes. No Brasil, segundo a Pesquisa
Nacional de Saneamento - PNSB 2008, pouco mais da metade dos municipios
brasileiros (55,2%) apresentaram servico de esgotamento sanitario por rede coletora
(FIGURA 1.2).
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FIGURA 1.2: Percentual de municipios com rede coletora de esgoto, segundo as Grandes Regides -
2000/2008 (Fonte: IBGE, Pesquisa Nacional de Saneamento Basico 2000/2008)

Em 2008, somente a Regido Sudeste registrou uma elevada
percentagem de municipios com rede coletora de esgoto (95,1%). Em todas as
demais regides, menos da metade dos municipios a possuiam. Diversos problemas
ambientais estdo associados a precariedade ou auséncia de rede de esgoto, porém o
mais preocupante é a contaminacao das fontes de 4gua potavel, como reservatorios
subterraneos e mananciais. A FIGURA 1.3 mostra um retrato da ameaca de

contaminacao dos principais sistemas aquiferos do Brasil, segundo dados de 2008.
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FIGURA 1.3: Disposi¢éo de residuos perigosos e esgoto néo tratado sobre areas de recarga de
aquiferos - 2000/2008 (Fonte: IBGE, Pesquisa Nacional de Saneamento Basico 2000/2008)

Desta forma, o lancamento de esgoto doméstico in natura nos corpos
hidricos € um grande problema publico, e o principal fator que compromete a
gualidade das aguas utilizadas tanto para o abastecimento publico como para a
irrigacao e recreacao.

Apesar de os farmacos serem detectados no ambiente em baixas
concentracdes (ng — ug L™), este quadro gera grande preocupacdo. Efeitos de
toxicidade costumam ser observados somente em concentracdes acima de 1,0 pg L™
2L E importante salientar que os bioensaios de toxicidade focam efeitos agudos,
porém 0s organismos aquaticos sado expostos a baixas concentracbes de forma
continua e, assim, efeitos cronicos sdo também possiveis'®. Estes Ultimos sd&o mais
escassamente avaliados, pois requerem prazos longos para constatacdo da
toxicidade croénica.

Vérios trabalhos tém investigado os niveis de produtos farmacéuticos
em aguas residuais e em matrizes aquosas e solidas*?*?®. A classe terapéutica
referente aos antibidticos encontra-se entre as mais estudadas, uma vez que é
amplamente empregada no tratamento de doencas tanto em humanos como em

animais™, e a sua emissdo no ambiente pode levar a um aumento na ocorréncia de



bactérias resistentes™*"*°, Particularmente no Brasil, estudos envolvendo a anélise de
aguas na regido da cidade de Campinas (SP), incluindo 4guas de mananciais e
potaveis, identificaram e quantificaram, em elevadas concentracdes, hormoénios,
analgésicos, antiinflamatérios e antibiéticos>".

A remocédo incompleta de farmacos durante o aporte no ambiente pode
comprometer a qualidade dos recursos hidricos. Sendo assim, estudos devem ser
realizados a fim de permitir a quantificacdo e o monitoramento destes em sua forma

ativa, bem como dos produtos provenientes de processos metabolicos.

Fluoroquinolonas

Quinolonas compreendem um grande e crescente grupo de agentes
antibacterianos sintéticos*. Na década de 80, ap6s intensas pesquisas realizadas a
partir das primeiras quinolonas, foram originadas as quinolonas de segunda geragao,
denominadas fluoroquinolonas.

Quimicamente, as fluoroquinolonas diferem das anteriores por
possuirem a combinacdo de um atomo de fldor na posicdo 6 da estrutura da
guinolona e um grupo piperazinil na posi¢ao 7 (FIGURA 1.4). Esta combinagé&o levou
a um maior espectro de acdo e a um aumento da capacidade de penetracdo na
parede bacteriana levando a uma melhor atividade contra bactérias Gram-negativas,
passando a abranger algumas espécies Gram-positivas. Desta forma, melhor perfil
farmacocinético foi atingido, chegando a ter uma atividade antibacteriana 1.000 vezes
superior a observada pelo acido nalidixico, seu antecessor. Isso levou também ao

aumento na absorcao por via oral, distribuic&o tecidual e estabilidade metabélica®®.
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FIGURA 1.4: Acido Nalidixico, Quinolona e Fluoroquinolona: estrutura geral.

As fluoroquinolonas atuam interferindo na replicacdo e transcricdo da
célula bacteriana, desabilitando duas enzimas importantes neste processo, a
topoisomerase |l (DNA girase), e a topoisomerase 1V323>3¢ A DNA girase é essencial
para iniciar o processo de replicacdo, e a topoisomerase IV é responsavel por
remover a interligacdo entre os cromossomos, permitindo a separagdo para duas
células, finalizando a etapa®*®®’. As fluoroquinolonas interagem com estas enzimas
formando um complexo, criando uma nova conformacao que resulta na inibicdo da
atividade enzimética bacteriana normal. Desta forma, este complexo bloqueia o
processo de replicacdo, inibindo a sintese do DNA da bactéria, culminando com a
morte da célula®43%%.

As fluoroquinolonas sado bons modelos de antibiéticos para se avaliar o
impacto no ambiente®, pois sdo usadas para diversos tratamentos clinicos, o que a
torna a quarta classe mais utilizada na medicina®. Trabalhos reportados mostram que
alguns antibidticos desta classe, como ciprofloxacino e levofloxacino, tém sido
detectados em 4guas de esgotos e de rios, na concentracédo de ng L™ a pug L™*6383°,
Estes farmacos sdo resistentes a degradacdo microbiana, e podem persistir no
ambiente aquatico®®. O aporte das fluoroquinolonas no ambiente aquético ocorre
principalmente como consequéncia do tratamento inadequado dos produtos de
excre¢cdo humanos e animais. Portanto, se faz necessério o desenvolvimento de
métodos analiticos simples e sensiveis que possibilitem determinar os niveis de
ocorréncia destes farmacos e possibilitem alta frequéncia analitica para o

monitoramento dos mesmos™*.



Os farmacos selecionados (FIGURA 1.5) para este estudo foram seis,
dos quais gemifloxacino, moxifloxacino e ofloxacino s&o de uso humano,
enrofloxacino é de uso veterinario, e ciprofloxacino e norfloxacino sdo de ambos o0s

usos.
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FIGURA 1.5; Estrutura dos antibiéticos selecionados para estudo.

Dos antibiéticos de uso humano, o ciprofloxacino € o mais utilizado. Este
farmaco é amplamente eficaz em infeccbes do trato urinario, respiratério e
gastrointestinal, além de infec¢cbes de pele, ossos e articulacbes. Gemifloxacino é
indicado apenas para tratamento de doencgas respiratorias. O moxifloxacino, além de
ser indicado no tratamento de infecgfes respiratérias e de pele, também é utilizado no
tratamento de infec¢des intra-abdominais e abscessos™>.

As fluoroquinolonas de uso veterinario enrofloxacino e norfloxacino
possuem grande espectro de atuacdo contra uma gama enorme de bactérias. Estes

medicamentos sdo administrados a fim de prevenir patologias ou como agentes



terapéuticos. Desta maneira, a selecado destes farmacos se justifica uma vez que a
cidade de Séo Carlos apresenta intensa atividade pecuaria na producdo de leite,

frango e carne bovina.

Injec&o direta de amostras

Embora as anélises por LC-MS/MS possam ser cada vez mais seletivas
e sensiveis, mesmo com matrizes complexas como fluidos biol6gicos ou ambientais, o
preparo da amostra ainda € um requisito essencial durante o desenvolvimento do
método**,

A investigacdo do efeito de matriz (EM), onde se avalia os efeitos na
ionizacdo dos analitos alvos causados por coeluicdo de compostos presentes na
matriz, € um importante parametro a ser avaliado em LC-MS**°. Estes compostos
podem interferir na supressdao ou aumento da resposta do sinal, alterando-se a
reprodutibilidade, a linearidade e a exatiddo do método. Desta forma, estratégias
adequadas para o tratamento de amostras complexas devem ser adotadas, a fim de
proporcionar a extragdo do analito de interesse a partir da matriz com altos niveis de
recuperacao e, principalmente, produzir amostras livre de interferentes®’.

O uso de colunas de fases de acesso restrito (RAM) tém se destacado
nos Ultimos anos®®. Estas fases permitem o uso de injecdes diretas e repetidas de
matrizes complexas (ex: plasma, urina, leite, &guas, etc) nos sistemas de LC. Nessas
fases, a superficie externa da silica € hidrofilica, enquanto os analitos sdo retidos nos

poros das particulas por diferentes interacées (FIGURA 1.6).
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FIGURA 1.6: Esquema do mecanismo de exclusa?9 das fases RAM-BSA (Adaptado de MULLETT
20077).
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As fases de acesso restrito possuem uma barreira de difuséo fisica e

outra quimica, para produzir uma cromatografia de superficie discriminante. As
macromoléculas podem ser excluidas por uma barreira fisica que esta relacionada ao
didmetro do poro e/ou por uma barreira de difusdo quimica, criada por uma rede de
proteinas ou polimeros na superficie externa da particula. Associando a barreira de
difusdo quimica e a barreira de difusdo fisica (microporos), apenas as pequenas
moléculas sao capazes de acessar o interior dos poros. Assim, as fases do tipo RAM
combinam os principios da cromatografia de excluséo, afinidade, reverso, troca idnica,
dentre outros*”*®,
As colunas RAM podem ser utilizadas tanto no modo unidimensional
quanto no multidimensional®. No modo unidimensional, a coluna é utilizada
simultaneamente para a exclusdo e separacdo dos compostos. Durante a etapa de
extracdo, os analitos sdo retidos enquanto as macromoléculas séo eluidas no volume
morto da coluna. Em seguida, os analitos s&o eluidos da RAM para o detector™.

Entretanto, as fases de acesso restrito apresentam baixa

seletividade*®*°

, com baixa eficiéncia cromatografica. Para contornar esta limitacéo,
pode-se fazer o uso de uma coluna analitica de maior eficiéncia e seletividade em
uma segunda dimensdo. Um sistema cromatografico multidimensional (2D LC) pode
ser definido como um conjunto de dois ou mais sistemas cromatograficos, os quais
devem apresentar diferentes seletividades para a separacdo dos componentes de
uma dada amostra a ser analisada. Desta forma, os mecanismos envolvidos na
separacao dos compostos em cada dimensédo devem ser distintos, e proporcionar um
ganho de seletividade®*.

Em injecdo direta de amostra, 2D LC tem sido realizada principalmente
no modo heart-cutting. Nesse modo, na primeira dimensdo ha o fracionamento da
amostra e apenas a fracdo selecionada é transferida para segunda dimensdo>2. Este
modo tem sido amplamente utilizado para quantificacdo de farmacos e metabdlitos
em fluidos biolégicos ou matrizes ambientais®>*.

O sistema 2D LC no modo heart-cutting pode ser operado tanto on-line
guanto off-line. A designacéo on-line refere-se a arranjos de operagcao onde a amostra
€ injetada na primeira coluna e em seguida é transferida para a segunda coluna,
através de um sistema de comutac&o de colunas***°,

A grande vantagem da cromatografia em 2D é que a capacidade de

separacdo em cada dimensdo pode ser multiplicada, o que habilita a resolucdo de
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amostras complexas. Entretanto, é importante ressaltar que o acoplamento de
colunas em LC nao é simples, uma vez que nem sempre € possivel obter completa
ortogonalidade necesséaria para o aumento da capacidade de pico®. Um sistema é
considerado ortogonal se a retencdo dos analitos nas diferentes dimensdes forem
estatisticamente independentes. A ortogonalidade do sistema é uma caracteristica
muito importante para alcancar bons resultados na separacdo dos constituintes
presentes numa dada amostra, e quanto mais ortogonal for o sistema, maior é
capacidade de pico®%.

Um maior grau de independéncia estatistica é alcancado quando os
mecanismos de retencdo e separacdo cromatograficas forem totalmente diferentes
nas duas dimensfes. No entanto, a ortogonalidade ndo depende somente da
diferenca de seletividade entre dois modos de eluicdo, mas também da retencéo
relativa dos analitos nos dois sistemas. Desta forma, a ortogonalidade pode ser
alcancgada utilizando-se o mesmo modo de eluicdo. A miscibilidade das fases moveis,
juntamente com as diferentes forcas necesséarias em cada dimensao, por exemplo,
representam uma desvantagem na busca por condi¢cbes ortogonais de separacao,
podendo dificultar o desenvolvimento de um método em multidimensional®>®’.

Amostras ambientais aquaticas, como aguas superficiais e efluentes,
possuem um elevado teor de matéria organica, conhecidas como substancias
hamicas. Tais substancias sdo formadas pela transformacédo de biomoléculas durante
o processo de decomposicdo de residuos vegetais e animais presentes no ambiente.
Uma vez que estes compostos possuem natureza complexa, eles se apresentam
como misturas heterogéneas de moléculas dispersas com elevada massa
molecular®®.

O uso de colunas RAM tem demonstrado elevada eficiéncia na remoc¢éo
de substancias humicas, proporcionando um aumento de eficiéncia, seletividade e
sensitividade do método, em deteccdo por espectrometria de massas®. A TABELA
1.1 mostra trabalhos publicados nos udltimos 5 anos (2010-2015) sobre analise
multiresidual de fluoroquinolonas em amostras ambientais,ressaltando os tipos de
tratamento de amostras adotados e a quantidade de matriz aquosa necessaria para a

determinacao desta classe de compostos.
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TABELA 1.1: Fluoroquinolonas encontradas no meio ambiente e os modos de preparo de amostras.

Faixa de

= Volume de Preparo de A
FQs concentr_?gao Amostra amostra amostra Referéncia
CIP 8,1 - 1300,2 ETE (influente/efluente) 50-100 mL Off line SPE 60

CIP 20,0 — 2745
ENR 18,0 — 248,7 Amostras de rio Off line SPE
NOR 30,2 —442,8

62

CIP 97,65 - 3072,7
NOR 33,5-1283,8 Influente da ETE 8 mL On line SPE
OFL 18,4 —984,8

64

CIP ND - 10,5 Agua superficial e
NOR ND - 10,6 amostras da ETE 100 mL Off line SPE 66
efluente

CIp 10000 — 49000
ENR ND
NOR 104 — 69800

Hospital; ETE 68

(influente/efluente) 200 mL Off line SPE

cIp :g ETE (influente/efluente)  50-100 mL

Off line SPE; 70
filtrac&o (0,22 pM)

CIP 3,5-135

ENR <LOQ . . 72
NOR 17-75 Rio 1,8 mL SPE (On/Off line)

OFL 2,3-231

<LOQ Esgoto (efluente) On line SPE

ND: Nao detectado.
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Da TABELA 1.1 é possivel observar que o tratamento de amostra off-
line, utilizando cartuchos de extracdo em fase sélida é o mais utilizado para amostras
ambientais aquaticas. Além disso, este procedimento requer uma etapa de pré-
concentracdo da amostra, utilizando grandes volumes da matriz aquatica para a
guantificacdo do composto alvo. Desta forma, a geragéo de residuos em larga escala,
principalmente residuos solidos decorrentes do uso de cartuchos de extracdo e
frascos para o armazenamento das amostras representa um agravante para 0 meio
ambiente. O emprego da coluna RAM-BSA em sistemas de LC-MS é um atrativo para
a andlise de efluentes, devido a sua boa eficiéncia em promover o clean-up da
amostra, juntamente com a alta sensibilidade e seletividade do detector, o que exclui
a etapa de pré-concentracdo da amostra.

Tais vantagens estdo, além disso, em sintonia com o que preconiza 0s
principios bésicos da quimica analitica verde, uma vez que ndo ha descarte de
solventes e cartuchos para o meio ambiente. Esta ideia de sustentabilidade €, sem

duvida, uma tendéncia a ser seguida na conduta quimica.

Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica analitica que vem
sendo amplamente explorada em analises de matrizes complexas. Com as vantagens
de ser uma técnica sensivel, altamente seletiva e proporcionar baixissimos limites de
guantificacdo, esta é sem davida a melhor ferramenta para a determinacdo de
compostos em amostras ambientais’.

O acoplamento da cromatografia liquida com a espectrometria de
massas (LC-MS) representa um avanco cientifico, uma vez que une a capacidade de
separacao de diversas classes de compostos por cromatografia, com a diferenciacéao
destes por suas massas, alcancada com o uso do MS. Com o desenvolvimento de
técnicas de ionizacdo a pressdo atmosférica, foi possivel eliminar problemas de
interface, tais como, vaporizagdo da fase movel vinda do LC, baixa volatilidade e
sensibilidade & altas temperaturas dos compostos separados cromatograficamente’®.

As fontes de ionizacdo a pressao atmosférica (API) — ESI (eletrospray
ionisation) e APCI (atmospheric pressure chemical ionisation) — permitem com que 0s
analitos sejam ionizados de diferentes modos, além de possibilitarem a andlise de

compostos de todas as faixas de polaridade, o que € um atrativo para a analise de
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farmacos e metabdlitos. Atualmente, a ionizacdo por ESI é a mais utilizada, com as
vantagens de analisar compostos de baixa e elevada massa molecular a niveis trago.

O mecanismo de ionizacdo por ESI, geralmente aceito, consiste na
ionizacdo das moléculas presentes na fase liquida (vinda do sistema LC) através da
aplicacdo de um potencial elétrico. Esta fase liquida passa por um capilar sob alta
voltagem e a pressdo atmosférica, e em sua saida sdo formadas pequenas gotas
altamente carregadas (spray) as quais, sdo dessolvatadas com o auxilio de um géas
de fluxo continuo (geralmente N,), na medida em que se deslocam. A medida que o
solvente evapora o campo interno das gotas aumenta e, quando este chega a valores
criticos ocorre uma explosdo coulémbica, ou seja, 0s ions sdo emitidos e depois sédo
focalizados para o analisador de massa’’.

Na espectrometria de massas sequencial (MS/MS) varios analisadores
podem ser combinados em série. Estes arranjos permitem obter um espectro dos
fragmentos de um ion selecionado no primeiro analisador. A fragmentacdo de ions
pode ser estendida em multiestagios, MS", com o uso de analisadores do tipo
ciclotron ou armadilha de ions. Com estas técnicas, informacdes sobre a estrutura
dos ions individuais podem ser obtidas e, consequentemente, uma descricdo
estrutural mais detalhada da molécula precursora destes ions pode ser feita.

Para a quantificacdo de compostos em matrizes complexas utilizando
LC-MS é possivel reconhecer que os analisadores do tipo triplo quadrupolo (QQQ), o
ion trap (IT) e o time-of-flight (Tof) tem sido os mais empregados’’’®. O analisador do
tipo QqQ é utilizado em numerosas aplicacées®®, principalmente para a determinacéo
de compostos em matrizes ambientais. Esta popularidade se deve a capacidade
deste instrumento em gerar dados quantitativos de excelente qualidade, uma vez que
pode realizar experimentos importantes como, SRM (selected reaction monitoring),
perda neutra (neutral loss), varredura de ions produtos (product ion scan) e varredura

de fons precursores (precursor fon scan)’®" (FIGURA 1.7).
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FIGURA 1.7: Experimentos realizados pelo analisador do tipo QqQ (Adaptado de HOCART 2010%?).

Para analises quantitativas, o modo SRM ¢é preferido, pois proporciona
mais seletividade e detectabilidade®. Neste experimento cada um dos trés
guadrupolos tem uma funcdo, o primeiro quadrupolo (Q1) é usado para fazer a
selecao do ion precursor; no segundo quadrupolo (Q2), conhecido como cela de
colisdo, um ou mais ions fragmento especificos sdo produzidos através da colisdo do
fon precursor selecionado com um gas inerte (argénio, hélio ou nitrogénio); e no
terceiro quadrupolo (Q3) ocorre selecao de um dos ions fragmento gerados em Q2,
enquanto este ion fragmento é reconhecido pelo detector outro ion fragmento é

gerado em Q2 e posteriormente filtrado por Q3. Resumidamente, em SRM Q1 e Q3
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tem a funcdo de filtrar os ions selecionados enquanto Q2 trabalha como cela de
coliséo.

Os avancos obtidos com a LC-MS devido ao desenvolvimento das fontes
API, permitiram 0 seu emprego tanto para a quantificacdo quanto para a elucidacao
estrutural. Entretanto, apesar da elevada sensibilidade e seletividade inerente a
técnica, o uso das fontes ESI e APCI tornam as analises suscetiveis ao chamado EM
causado pela coeluicdo de compostos presentes na amostra. A adsorcdo acumulativa
ou a precipitacdo de proteinas e/ou outras macromoléculas que compde as matrizes
em estudos pode ocasionar a perda de sensibilidade do MS ou levar ao entupimento
do sistema cromatografico ou das colunas levando a perda de eficiéncia®®. Sendo
assim, para se obter resultados confidveis e reprodutiveis em LC-MS, deve ser feito
um pré-tratamento eficiente da amostra para que os interferentes sejam removidos e

0s analitos pré-concentrados.

Acumulacéao de farmacos em organismos aquaticos

Recentemente, estudos reportados mostram que a exposicdo ao meio
ambiente a diversos tipos de compostos podem resultar em um acumulo destes nos
tecidos de organismos aquaticos®. Farmacos e produtos de higiene pessoal sdo
grandes exemplos deste tipo de contaminante ambiental, os quais podem atingir os
sistemas hidricos, uma vez que podem ser excretados tanto em sua forma ativa como
sofrer algum tipo de biotransformacgéo. Desta forma, estudos sobre o comportamento
destes compostos, principalmente farmacos e seus metabdlitos, em ambientes
aguaticos é de extrema importancia.

A Dbioacumulagdo de farmacos e/ou metabolitos em organismos
aquaticos tem atraido atencéo de estudos toxicoldgicos®®. Residuos de xenobiéticos
em tecidos de organismos aquaticos, como peixes, podem ter a sua concentracao
elevada a varias ordens de grandeza quando comparados a concentragdo encontrada
em aguas superficiais. Em um estudo realizado por BRODIN e colaboradores®’, a
concentracdo do psicofarmaco oxazepam encontrada no tecido dos peixes (3,6 ug g*)
foi seis vezes maior do que a concentracdo encontrada no ambiente (0,58 pg L™).
Estudos realizados em peixes em cativeiro mostraram que a bioacumulagédo do
oxazepam foi similar ao que foi encontrado anteriormente em peixes nativos. Além

disso, foi possivel observar alteracdes no comportamento e padrao de alimentacéo
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dos peixes em virtude da exposi¢cdo ao farmaco. Desta forma, mesmo em baixas
concentragbes no ambiente, os farmacos representam niveis de contaminagéo
relevantes para o ecossistema aquatico.

Em outro estudo, VALENTI e colaboradores® avaliaram os efeitos da
exposicdo de peixes da espécie Pimephales promelas ao farmaco sertralina, e
verificaram que a concentracdo acumulada no plasma era excedente a dosagem
terapéutica de uso humano. Uma vez que estudos anteriores demonstraram que a
atividade inibidora do transporte de serotonina em peixes é homologa a atividade
inibidora em seres humanos®, foi possivel identificar riscos relativos aos produtos
farmacéuticos. Consequentemente, as concentragcdes encontradas no plasma foram
associadas as mudancas no comportamento tipico desta espécie de peixe,
ocasionando implicacfes diretas para a sobrevivéncia e adequacdo da espécie ao
ambiente aquético®®.

No que diz respeito aos antibiéticos, poucas evidéncias existem sobre os
efeitos adversos das concentracbes ambientais encontradas em organismos
aquaticos. Na aquicultura, por exemplo, onde grande parte das doencas € causada
por agentes infecciosos, 0 uso de antibiéticos € realizado com frequéncia. A
exposicdo a estes compostos em concentragcbes sub-letais pode levar ao
aparecimento de resisténcia, quer em bactérias comensais do intestino humano, quer
em bactérias dos peixes e aquaticas, com possivel disseminacdo de genes de
resisténcia em diversas populacdes bacterianas®.

Para o desenvolvimento da aquicultura sustentavel e ecologicamente
correta € importante ressaltar a necessidade da pratica de um manejo racional. O
efetivo monitoramento e acompanhamento das condi¢cdes do ambiente aquatico e
suas caracteristicas e respostas em relacdo as funcdes naturais e influéncias
antropicas no sistema auxiliardo a validacdo para a regulamentacdo de

empreendimentos aquicolas, de acordo com as leis em vigor.

1.2 Objetivos

Objetivo geral
Desenvolvimento, validacdo e aplicacdo de método de cromatografia

liguida multidimensional para a determinacdo multiresidual de antibidticos
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fluoroquinolonicos em duas matrizes: efluentes ambientais e tecido muscular de

peixes da espécie Oreochromis niloticus.

Objetivos especificos
Desenvolvimento e validacdo de um método por LC-MS/MS, para a
analise dos antibioticos selecionados, utilizando inje¢édo direta de amostras nativas;
Desenvolvimento e validacdo de um método por LC-MS/MS para a

quantificacdo de ciprofloxacino em musculo de tilapia (O. niloticus).

1.3 Resultados e discusséao

Preparo da coluna RAM-BSA

As colunas de acesso restrito recobertas com albumina sérica bovina
(RAM-BSA) mostraram excelentes resultados para trabalhos realizados no nosso
grupo de pesquisa com acoplamento das colunas RAM-BSA tanto com colunas

analiticas aquirais® 41,4393

qguanto colunas analiticas quirais

No presente trabalho foram selecionadas as colunas RAM-BSA,

devido a grande disponibilidade comercial da albumina sérica bovina, seu baixo custo

e principalmente, devido as suas propriedades fisico-quimicas, as quais permitem a

utilizacdo dessas colunas em varias condicbes cromatograficas no modo reverso de

eluicdo, o que é uma vantagem quando se trabalha com injecao direta de amostras
complexas, principalmente aguas.

A coluna RAM-BSA foi preparada em trés etapas (FIGURA 1.8) de

acordo com protocolo estabelecido por MENEZES e FELIX* e adaptado no grupo

para colunas com pequenos diametros internos®.
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f
10 mL
solucéo tampéao fosfato Eluicdo de NaBH,4
de sodio (50mM, pH (até pH 10) Etapa 3
6,0)
Etapa 1< ﬂ ﬁ
15mL 10 mL s
solugdo BSA —> solucdo de —> (elpzo Lr]])so
1,0 mg mLY) glutaraldeido (25%)
L (10mg . J
Etapa 2

FIGURA 1.8: Etapas de preparacdo da coluna RAM-BSA.

A imobilizacdo da BSA ao suporte é feita por cromatografia frontal, em
gue a BSA é intercruzada ap06s a adsorcao, formando bases de Schiff. A reacdo dos
grupos aminas livres da albumina com o glutaraldeido ocasiona a formacao de iminas,
gue resulta na formacado de ligagBes entrecruzadas entre albumina sérica bovina e o
glutaraldeido. Logo apds, para se evitar eventual hidrélise da dupla ligacdo da base
de Schiff, prevenindo também a reacdo de grupos aldeidos residuais com analitos na
coluna cromatogréfica, esses grupos foram reduzidos com uma solu¢éo de boroidreto
de sodio. A reacdo de intercruzamento da proteina com o glutaraldeido, com
posterior reducdo com o boroidreto de sédio, promove também uma maior
estabilidade e durabilidade das colunas RAM (FIGURA 1.9).
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1) Intercruzament,O daBSA com 2) Reducéo das bases de Schiff e de grupos
glutaraldeido 25% aldeido residuais com NaBH,
BSA adsorvida ' i
na fase hidrofébica NH2 a) —E—C:N—:—
H
@) (@)
X~ _Z
% (CH,)3 C<H 0| NaBH,
@) i l
—!—CHy—NH—!—
N:C_(CH2)3_< i 2 :
| H
H
b) .
1 (/O
: ~
NH, H
H,O | NaBH,
@—N:C—(CHZ)S—C:N— ,
H H :

FIGURA 1.9: Esquema de imobilizacdo da BSA.

A eficiéncia da exclusdo de macromoléculas com o uso de colunas
RAM-BSA alquilicas é bem consolidada para matrizes como ovo, plasma (humano e

92,93,95,96

bovino) e leite (bovino e humano) Também jA4 é bem estabelecido por

trabalho desenvolvido no nosso grupo o poder de exclusdo das substancias humicas

pelas colunas RAM-BSA*97,

De acordo com resultados obtidos no grupo, o
percentual de exclusdo de substancia humicas pela coluna RAM-Cg-BSA foi de 61,4%
para agua do rio Monjolinho. A faixa de massa molecular das substancias humicas
excluidas foi da ordem de 18000 Da*’. Baseado nos estudos desenvolvidos para os
farmacos omeprazol, lanzoprasol e pantoprazol, que puderam ser quantificados com o
uso de 1mL de amostra de &guas nativas por injecdo **, foram conduzidos ensaios
com os antibioticos selecionados a fim de analisar a retencéo destes na coluna RAM-

Cs-BSA.
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Analise do tempo de excluséo dos interferentes da matriz a retencao
das FQs pela coluna RAM-BSA

Inicialmente € necessario o ajuste da retengcdo dos compostos de
interesse, considerando a escolha da melhor coluna extratora a ser empregada, além
das composicoes e pH das fases moveis, de acordo com as propriedades fisico-
qguimicas dos analitos (Tabela 1.2). Durante muitos anos, o0 comportamento de
compostos ionizaveis tem sido estudado em LC utilizando-se o modo reverso de
eluicdo. No entanto, a maioria dos compostos organicos de interesse (farmacos e
metabdlitos) apresentam funcdes acidas e basicas em suas estruturas, que por sua

vez influenciam drasticamente a retencao.

TABELA 1.2: Caracteristicas fisico-quimicas das FQs selecionadas.

Formula Peso molecular Solubilidade em
FQ Quimica (g/mol) pKa® , ég;;ab )
mg/mL
5,76
CIP C,7H1gFN304 331,3415 568 1,35
577
NOR C16H1gFN304 319,3308 822 1,01
6,43
ENR C19H25FN304 359,3946 774 146
MOX C,1H24FN3O4 401,4314 ggg 0,168
5,45
OFL C1gH20FN30,4 361,3675 6.20 28,3
5,53
GEM C1gH20FN504 389,3809 953 0,21

2 QIANG e ADAMS (2004)”
® WISHART et al (2006)*°

Em eluicAo no modo reverso, quanto maior a hidrofobicidade de um
composto, maior sera seu fator de retencado (k), e quando este apresenta substituintes
basicos ou acidos, estes sofrem ionizagéo, tornando o composto muito mais hidrofilico
e, consequentemente, reduzindo seu fator de retencéo. Deste modo, quando o pH da
fase mével aumenta, a retencdo de um analito basico aumenta e de um analito 4cido
diminui.

Antes de verificar a retencdo dos antibidticos selecionados pela fase
RAM, é necessario que seja determinado o tempo de exclusdo dos interferentes da

matriz. Esta determinacéo é feita através da injecdo direta da matriz na coluna RAM.
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De modo geral, usa-se uma fase movel fraca para que a exclusdo das
macromoléculas seja feita enquanto os analitos de interesse sédo enriquecidos no topo
da coluna. Ja foi demonstrada, no nosso grupo, a capacidade das colunas RAM-BSA
de excluirem as substancias humicas utilizando-se agua ultrapura como fase
mével*®’. A FIGURA 1.10mostra o cromatograma referente ao perfil de excluséo das
substancias humicas presente na agua da nascente do Rio Monjolinho, utilizando-se a
coluna RAM-Cg-BSA (5,0 x 0,21 cm).

60 -
50 -
40

30

mABS

20

10

T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Tempo (min)

FIGURA 1.10: Perfil de exclusdo. Amostra: 4gua da nascente do Rio Monjolinho. Fase mével: agua
ultrapura (100%); fase estacionéria: coluna RAM-Cg-BSA (0,21 x5 cm); comprimento de onda: 254 nm;
volume injetado: 500 pL; vaz&o: 0,5 mL min™.

A analise do cromatograma da FIGURA 1.10 mostra que o tempo de
exclusdo das substancias humicas, presentes na matriz, € em torno de 4 minutos.
Determinado este parametro, avaliou-se o perfil de retencdo dos seis antibioticos
selecionados na coluna RAM-Cg-BSA preparada. Inicialmente somente agua foi
usada como fase moével. Desta forma, os compostos de interesses deveriam
apresentar uma retencao superior a 4 minutos, pois este foi o tempo determinado
para a exclusao das substancias humicas.

Para este estudo, foi utilizado o detector de ultravioleta (UV), uma vez
gue nao havia necessidade de se utilizar o espectrébmetro de massas, minimizando
custos operacionais. Nas condi¢cfes avaliadas, dentre os 6 farmacos, o ciprofloxacino

foi 0 que apresentou a menor retencdo. Todos os outros antibidticos apresentaram
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retencdo superiores a 30 minutos. Assim, a adicdo de solvente organico pode ser

utilizada para diminuir a retencao dos analitos.

Desenvolvimento do método cromatografico para analise dos

antibiéticos selecionados

Em andlises de amostras ambientais, a extracdo em fase sélida € a
técnica mais utilizada para a limpeza da amostra e pré-concentracdo dos analitos.
Entretanto, esta técnica apresenta alguns inconvenientes, como o0 uso de grandes
guantidades de solvente organico, além de utilizar grandes volumes de amostra
ambiental (de 200 mL a 2 L de matriz por amostra) e cartuchos de extracdo**'%,
gerando grande quantidade de residuos.

A utilizacdo da coluna RAM-BSA é um grande atrativo comparado aos
métodos convencionais de preparo de amostras, pois possibilita a injecdo da matriz
ambiental diretamente no sistema cromatografico com volumes de injecdo de 500 pL
a 1000 pL sem pré-concentragdo. Neste estudo, foi selecionado o volume de 500 pL
para dar continuidade ao desenvolvimento do método analitico.

Para se determinar as condicbes de analise em injecdo direta de
amostras faz-se necessario a delimitacdo de parametros (FIGURA 1.11) que incluem
desde a determinacdo do volume necessario de amostra injetada até os tempos de

exclusao e eluicdo dos analitos.

lonizagéo dos

analitos
) Perfil de excluséo - .
* Voltagem do capilar Eluicdo e limpeza
* Temperatura de dessolvatagéo * Tempo de exclusdo _ _
* Voltagem do cone * Fase movel de exclusdo * Eluicgo dos analitos
* Energia de colisdo * Condicdo de retencéo dos analitos * Fase movel de limpeza

* Dwell time

FIGURA 1.11: Esquema dos parametros avaliados no desenvolvimento de métodos por LC-MS.

BN

No que diz respeito a cromatografia, um aspecto muito comum €é a
guestdo do efeito memoria, em que o analito de interesse aparece em injecdes de
amostra “branco”. Se esse efeito for muito pronunciado, a repetibilidade do método

pode ser seriamente comprometida.
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De acordo com o European Medicines Guideline (EMA)™*

, 0 efeito
memoria deve ser avaliado injetando-se amostras brancas, ou seja, matriz sem a
presenca dos analitos, apos a injecao da amostra de maior concentracdo do analito.
O efeito memadria na amostra branca ndo deve ser maior que 20% do limite de
quantificacdo do método, sendo este valor calculado comparando-se os valores das
areas das bandas dos analitos nestas duas circunstancias.

Durante o desenvolvimento do método, o efeito memoria foi observado,
em limites maiores do que o permitido pelo guia EMA. ApGs varios experimentos e
comprovacéo de que a aparicao das bandas dos analitos em amostras brancas era
devido ao efeito memdria, e ndo a contaminacao, diversas andlises foram realizadas a
fim de se observar a origem do problema. Na tentativa de solucionar este obstaculo,
algumas alternativas foram avaliadas.

Inicialmente investigou-se a composi¢cdo dos solventes do sistema de
lavagem da seringa e da alca de injecao (loop) do auto-injetor. Verificou-se que a
utilizacdo de metanol (100%) como solvente (1) e agua ultrapura (5% de metanol)
como solvente (2) proporcionaram uma diminuicdo do efeito memoria.

Outro fator avaliado foi o tempo de limpeza da coluna RAM apds a
eluicdo dos analitos. Melhor resultado foi obtido utilizando-se acetonitrila: 4gua (0,1%
acido formico) (90:10 v/v) durante 8,5 minutos. Esta condicdo proporcionou uma boa
limpeza da coluna e diminuicao do efeito em estudo

O Jdultimo pardmetro avaliado foi o volume injetado no sistema
cromatografico e a configuracdo do auto-injetor. O modelo do auto-injetor utilizado
neste trabalho (2777 Sample Manager — Waters®) é configurado para um maximo de
volume de injecao igual a 5,0mL. O sistema é composto por trés valvulas, sendo uma
do tipo Valco™ para injecdo, e duas do tipo Everflow™ para o acoplamento de
colunas (FIGURA 1.12). As valvulas do tipo Everflow™ (2 e 3) séo tipicas de sistemas
de UHPLC, e possuem diametro interno menor quando comparada com valvulas
utilizadas em HPLC. Desta forma, o risco de acumulo de residuos provenientes da

matriz € grande devido ao menor didametro interno da tubulagéo do equipamento.



25

Posicdo 2
| MS/MS I

? Vilvula1

Posicio 1
et ' Valco

|

1

Valvula 3
Everflow

Bomba
Quaternadria

) Vilvula2
Everflow

FIGURA 1.12: Esquema do posicionamento das valvulas do auto-injetor (Inicial).

As condi¢Oes descritas foram avaliadas com o auto-injetor operando na
configuragéo ilustrada na FIGURA 1.12. Dando continuidade as avaliagbes para
solucionar o problema do efeito memoria, o auto-injetor foi reconfigurado, com a
retirada das vélvulas 2 e 3. A nova configuracao (FIGURA 1.13), utilizando somente a

valvula 1, solucionou o problema.

Lo
]
' Posicdo 2
L
Injecdo
T
P s
Tive s .;’/3 RAM-BSA MS/MS

Valvula 1
Valco
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Quaternaria

FIGURA 1.13: Esquema do posicionamento das valvulas do auto-injetor (Atual).

Posicdo 1
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Para avaliar o volume de amostra a ser injetada, diferentes volumes
foram investigados (500 e 1000 pL), sendo selecionado o volume de 500 pL, uma vez
gue este proporcionou limites de quantificacdo adequados e um efeito de matriz
menos pronunciado. Assim, o método cromatografico foi estabelecido, como mostra a
FIGURA 1.14, e o perfil cromatografico obtido é mostrado na FIGURA 1.15.

Lavagem
dacoluna
Eluicdo dos compostos Condicionamento
retidos dacoluna

Exclusdo
B

| | LC-QqQ-MS/MS | | |
0 4.5 8,5 17 20 min

Analise dos compostos

FIGURA 1.14: Condi¢gBes cromatogréficas utilizadas para a exclusdo das macromoléculas e eluicdo
dos analitos na coluna RAM-Cg-BSA (5,0 x 0,21 cm d.i). Vazao: 0,5 mL/min. Fase mével: A (dgua
ultrapura 100%), B (gradiente convexo de 0-90% de ACN), C (ACN:agua ultrapura acidificada com

0,1% de acido formico 90:10 v/v) e D (agua ultrapura 100%).

——MNOR
—CIP
——ENR
2,5x10° - OFL
— GEM

2.0x10° — MOX

1,5%10° 1

Intensidade

1,0x10% lI |I
£
0,0

Tempo (min})

FIGURA 1.15: Cromatogramas de SRM dos antibiéticos utilizando coluna RAM-C8-BSA (5,0 x 0,21
cm). Amostra: mistura das FQs preparadas em agua da nascente do Rio Monjolinho (100 ng L'l).
Condic¢des cromatograficas descritas na FIGURA 1.14. Volume injetado: 500 pL.
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Os cromatogramas apresentados na FIGURA 1.15 mostram bandas
simétricas, com tempo de retencdo baixo e superior ao tempo necessario para
exclusdo das substancias humicas. Com as condi¢cdes cromatograficas definidas para

0s antibioticos selecionados, as condi¢des de fragmentacdo foram avaliadas.

Espectrometria de massas: avaliacao das condi¢cdes de ionizacao

dos antibidticos

Embora tenha ocorrido a coeluicdo das seis FQs, devido a baixa
seletividade da coluna RAM-BSA, a utilizacdo do MS com analisador de triplo
quadrupolo permite a seletividade necesséria para a quantificacdo, quando este é
operado em modo SRM.

Para este trabalho, utilizou-se um espectrometro de massas Xevo TQ-
MS (Waters Corporation), com analisador do tipo triplo-quadrupolo e fonte de
ionizacdo do tipo eletrospray (z-spray®), selecionado no modo positivo durante as
analises. As condicdes de operacdo da fonte de ionizacdo foram ajustadas
manualmente, sendo listadas na TABELA 1.3.

TABELA 1.3: Parametros de operacao da fonte de ionizacdo electrospray do espectrémetro de massa.

Parametros Valores
Voltagem do capilar (kV) 2,00
Temperatura de desolvatagéo (°C) 600
Vazao do gas (desolvatacao) (L/Hr) 800
Vazao do gas (cone) (L/hr) 20
Vazao do gas de colisdo (mL/min) 0,15

Para analises em modo SRM, os guias de validacdo para métodos por
LC-MS preconizam que pelo menos duas transicbes sejam monitoradas, uma de
quantificacdo e outra de confirmac&o®™.

Uma vez que o objetivo do presente projeto é a identificacdo
multiresidual das FQs, a avaliacdo das condicOes de ionizacdo dos antibioticos na
presenca da matriz € de extrema importancia. Para esta otimizacdo, foram realizados
experimentos de varredura de ions produto. As condi¢cdes de colisdo dos ions séo
controladas principalmente pela energia de colisdo, a qual influencia na velocidade

com que os ions entram na camara (collision cell). Quando se aplica uma baixa
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energia, as reacdes de fragmentacdo levam a perda de fragmentos neutros (HO,
MeOH, CO, CO,, etc.), dependendo da natureza do ion precursor. Aplicando-se
energias mais elevadas, as reacfes de fragmentacdo podem levar a quebra das
moléculas em posi¢des caracteristicas, mas também podem ocasionar fragmentacoes
em sequéncia'®.

Para avaliar as condi¢Bes de ionizagdo, a mistura dos seis farmacos
solubilizados na agua da nascente do Rio Monjolinho (500 ng L™), foi injetada (500pL)
diretamente no sistema cromatografico, de acordo com as condi¢cdes cromatograficas
descritas na FIGURA 1.14.

A influéncia da energia de colisdo na fragmentacdo do ion molecular
protonado foi avaliada mantendo-se os demais parametros do espectrometro de
massas constantes e aplicando-se valores de 20, 25, 30 e 40 eV para a energia de
coliséo.

A FIGURA 1.16 ilustra os espectros obtidos para o NOR.
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FIGURA 1.16: Espectros de massa do NOR em experimento de varredura de ions produto, utilizando
diferentes energias de colisdo. Condi¢bes cromatograficas da FIGURA 1.14. Volume de inje¢do: 500

pL.

De acordo com os espectros relacionados na FIGURA 1.16, nota-se que

dependendo da energia de colisdo aplicada, a formac&o de um ou outro ion produto é

favorecida. Estudos por LC-MS para identificacdo e quantificacdo da NOR em

diversas matrizes complexas geralmente monitoram os ions de relacdo massa/carga
(m/z) 276 e 233'%. A andlise dos espectros da FIGURA 1.15 mostra que aplicando-se

energias de colisédo entre 20 eV e 30 eV, a formacgéo destes dois ions é favorecida.

Estudos deste antibidtico por LC-MS propbéem que estes ions produtos sao
provenientes da perda de um grupo —CO, (m/z 276) e —CO, seguida da ruptura do
anel piperazinico, (-C2HsN) (m/z 233)'°* (FIGURA1.17).
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FIGURA 1.17: Proposta para fragmentagdo do ion [M+H] do NOR.
Para o farmaco CIP, os espectros sdo mostrados na FIGURA 1.18.
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FIGURA 1.18: Espectros de massa do CIP em experimento de varredura de ions produto, variando-se
a voltagem da energia de colisdo. Condi¢des cromatogréaficas da FIGURA 1.14. Volume de injecédo: 500

ML.

No caso da CIP, os ions comumente monitorados sdo os de m/z 314 e

m/z 288%. A formac&o destes fons é favoravel com aplicacdo de energia de colisdo
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entre 20 e 25 eV, (FIGURA 1.18). O ion m/z 314 é proveniente da perda de -H,O e o
m/z 288 da perda de —C0O,***% (FIGURA 1.19).
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FIGURA 1.19: Proposta para fragmentagéo do ion [M+H] do CIP.

Para o antibiotico ENR, os espectros sdo os mostrados na FIGURA 1.20.



8x10" 4

7x10"

6x10"

5x10" o

4x10"

Intensidade

3x10" 4

2x10

1x10"

316

360
245

‘ 342
|

100

3,0x10" 7

2,5x10"

2,0x10" A

1,5x10" 4

Intensidade

1,0x10" 4

5,0x10°

0,0

L
150 200

250 300 350

m/z
20 eV
245
203
316
342
\‘ h\‘ T ‘H‘m\‘ \“\ L.“ L LL‘ L ‘\ i ‘ ‘ :
100 150 200 250 300 350
m/z
30 eV

2,5x10" 7

2,0x10"

1,5x10" 4

Intensidade

1,0x10" 4

5,0x10°

0,0 ‘

bl

245

316

342

360

100

1,0x10"

8,0x10° o

6,0x10°

Intensidade

4,0x10°

2,0x10°

H‘
0

0,

=3

T
150 200 250

m/z

25eV

203

245

| m

L]
150 200 2

\“ |
T
50

T
300

286
316

L T
300

T
350

350

342
)

10

m/z

40 eV

32

FIGURA 1.20: Espectros de massa do ENR em experimento de varredura de ions produto variando-se
a voltagem da energia de colisdo. Condi¢des cromatograficas da FIGURA 1.14. Volume de injecao: 500

Para o ENR, em analises por LC-MS, os ions de m/z 342, m/z 316 e m/z

245 s&o os comumente monitorados '%’. A formacdo destes fons é favoravel com
aplicagdo de energia de colisdo entre 20 e 25 eV (FIGURA 1.19). No presente

método, foram selecionados para o monitoramento os ions m/z 316 (MH" — CO,) e

m/z 342 (MH" — H,0). O padréo de fragmentacdo da molécula do ENR protonada é

semelhante aos do CIP e NOR, assim como para as demais fluoroquinolonas

analisadas™®®.
A FIGURA 1.21, ilustra os espectros para OFL. Para esse antibiético os

principais fons monitorados sdo os de m/z 318 e m/z 261*%°.
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FIGURA 1.21: Espectros de massa do OFL em experimento de varredura de ions produto, variando-se
a voltagem da energia de colisdo. Condi¢des cromatogréficas da FIGURA 1.14 (Pagina 26). Volume de
injecdo: 500 pL.

A formacgdo destes dois ions ocorre com maior facilidade quando uma
energia de colisdo entre 20 e 25 eV é aplicada. O fragmento m/z 318 é proveniente da
perda de um grupo —CO,, e 0 m/z 261 é produto da perda de um grupo —CO; seguido
da ruptura do anel piperazinico®.

A FIGURA 1.22 mostra os espectros obtidos para o GEM, os ions de m/z
372 (MH" — H,0) e m/z 313 s&do formados sob uma energia de colisdo entre 25 e 30

ev.
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FIGURA 1.22: Espectros de massa do GEM em experimento de varredura de ions produto variando-se
a voltagem da energia de colisdo. Condi¢des cromatograficas da FIGURA 1.14. Volume de injecdo: 500

ML.

No caso da MOX, os ions monitorados s&o os de m/z 384 (MH" — H,0O) e
m/z 358 (MH" — CO,)*®, os quais sdo mais facilmente formados quando uma energia

de colisdo entre 20 e 25 eV é aplicada, como mostra a FIGURA 1.23.
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FIGURA 1.23: Espectros de massa do MOX em experimento de varredura de ions produto, variando-se
a voltagem da energia de colisdo. Condi¢des cromatograficas da FIGURA 1.14. Volume de injecao: 500

ML.

De forma geral, para esta classe de antibiéticos, observou-se que as
reacOes de fragmentacdo geralmente levaram & perda das moléculas neutras CO, e
H,0O, principalmente quando em condi¢cdes de colisdo mais brandas. Em condi¢cGes
eneérgicas, com energias de colisdo mais altas, as reacdes de fragmentacdo foram
conduzidas de forma descontrolada, gerando diversos ions produto de menor
sensibilidade e seletividade para o monitoramento.

De forma resumida, a TABELA 1.4 mostra as condicbes de

fragmentacao para a analise dos seis antibiéticos por SRM.
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TABELA 1.4: Parametros do espectrometro de massas para a obtencao dos ions fragmento de cada

antibidtico.
FOs Precurs+or Fragmentos Cone Egiﬁ?;gode
[M+H] m/z V) V)
320 —» 233*
NOR 320 (MH" - CO,-C,HsN) 20 22
320 — 276 25 22
(MH+ - COy,)
_> *
332 — 288 25 20
CIP 332 (MH™ CO,)
332 — 314 20 20
(MH" - H,0)
360 — 316*
(MH" - CO,)
ENR 360 360 —> 342 25 20
(MH" - H,0)
362 —» 261 30
OFL 362 362 —» 318* 20
(MH" - CO,) 20
390—» 313* 20 28
GEM 390 390 — 372
(MH" - H,0) 25 20
402—»> 358*
(MH*-CO,)
MOX 402 402 —» 384 25 20
(MH" - H,0)

*Transi¢cdo de quantificacdo.

Finalizada a selecao das condicdes de ioniza¢do, o método foi validado.

Validacdo do método analitico

As curvas analiticas foram obtidas através de regressao linear, uma vez
gue este modelo matematico foi o que proporcionou melhor precisdo e exatiddo. As
equacdes da curva, o coeficiente de correlacdo, LQ e LD estdo apresentados na
TABELA 1.5. A FIGURA 1.24 mostra a curva analitica obtida para o farmaco CIP. Os
procedimentos de preparo das solucdes e curvas de calibracdo estdo detalhados no

capitulo 5.
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TABELA 1.5: Pardmetros de linearidade, limite de detecc¢éo e quantificacdo do método.

FQ Faixa Equacéo de 2 LD LQ
(ng LY Calibragéo (ng L™ (hg LY
NOR 20 - 800 y = 8,45816x — 124,74063 0,995 10,5 20,0
CIP 20 - 800 y = 8,17752x — 144,3444 0,998 10,9 20,0
ENR 20— 800 y = 16,7446x — 133,98815 0,992 53 20,0
OFL 20 - 800 y =11,38038x — 23,88101 0,993 7,8 20,0
GEM 150 - 850 y = 2,80494x — 147,0952 0,990 31,8 150,0
MOX 20 - 800 y = 7,66339x — 146,38914 0,994 11,6 20,0
7000 S
G000
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a 200 400 600 00
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FIGURA 1.24: Curva de calibracao para o farmaco CIP.

Os resultados mostram que as curvas obtidas foram lineares e com
coeficiente de correlacéo (r?) superior a 0,99. Os valores dos coeficientes de variagéo
entre as replicatas para cada nivel da curva foram inferiores a 15%, e a exatidao
esteve dentro do intervalo de 15%. Todos os valores obtidos estdo dentro dos critérios

estabelecidos pelo protocolo adotado'®*

para a validacdo do método.

Com relacao a seletividade, parametro que garante que a identificacao
do analito de interesse ndo esta sendo afetada pela presenca de outros compostos
nao monitorados, o método foi avaliado utilizando-se seis amostras provenientes da
nascente do Rio Monjolinho, coletadas em 6 dias diferentes. Os cromatogramas
ilustrados na FIGURA 1.25 para amostra controle de qualidade baixo (CQB) da NOR
e uma amostra de agua da nascente exemplifica a seletividade obtida para no método

para os seis antibioticos.
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FIGURA 1.25: Cromatogramas de SRM (Monitoramento do ion de quantificagdo) do NOR. Amostras:
CQB preparado em agua da nascente do Rio Monjolinho e branco. Condi¢des cromatogréficas
descritas na FIGURA 1.14. Volume injetado: 500 pL.

A precisdo e exatidao inter e intra lotes foram avaliadas através da
analise das quintuplicatas dos trés controles de qualidade. A precisdo foi expressa
pelo coeficiente de variacao (CV) entre as replicatas, e a exatidao foi avaliada, como
porcentagem, e comparadas com os valores entre as concentragcdes encontradas e as
nominais para cada analito. Os valores de preciséo e exatidéo inter e intra-lotes s&o
dados na TABELA 1.6:
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TABELA 1.6: Precisao e Exatidao intra e inter-lotes.

1° Lote 2° Lote 3° Lote Média (n=15)
FQ  ngL® o c_v o c_v o c_v o c_v
Exatiddo (n=3) Exatiddo (n=3) Exatiddo (n=3) Exatiddo (n=3)
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
60 114 14 91,4 3 96,9 4 106 11
NOR 350 97,1 14 89,7 2 91,6 2 88,1 2
700 108 8 87,5 3 89,2 3 92,5 4
60 113 2 104 5 101 7 102 14
CIp 350 102 12 90 5 102 3 94 10
700 92,4 14 87,8 1 99,5 6 101 1
60 98,1 8 90,6 9 104 10 98 3
ENR 350 93,6 13 88,5 7 94,5 9 90,3 1
700 95 7 89,6 8 89,4 5 96,1 8
60 91,3 6 93,7 5 95,4 3 90,8 1
OFL 350 89,8 4 86,7 4 95 3 82,2 4
700 91,5 12 87,2 7 88,8 7 93,1 7
60 99,5 12 95,6 8 92,7 4 99,5 2
MOX 350 97,3 13 89,4 8 93,5 2 89,5 7
700 99,7 15 83,4 5 90,7 3 92,3 2
300 116 5 113 3 115 6 106 14
GEM 500 106 14 112 6 103 9 109 8
700 92,8 15 100 7 105 12 108 6

Da TABELA 1.6 pode-se observar que todos os resultados obtidos foram
satisfatérios, atendendo aos limites estabelecidos para a validacdo do método.

A estabilidade de curta duracdo do método foi avaliada pela precisédo
das analises realizadas em tempo zero, 24 e 48 horas apds o preparo das amostras
(TABELA 1.7).

TABELA 1.7: Estabilidade de auto-injetor (Tempo zero, 24 e 48 horas).

NOR CIP ENR OFL GEM MOX
Amostra
CV(n=3) Cv({Mn=3) CV(=3) CV(n=3) CV(n=3) CV (n=3)
QB 52 6,5 6,3 14,9 10,0 13,6

QA 13,1 7,6 7,3 7,8 6,1 14,2
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Observando-se a TABELA 1.7, pode-se notar que o0s antibidticos
apresentaram valores de precisdo dentro limite de aceitacdo (15%) por até 48 horas,
0 que os torna estaveis na matriz por este periodo.

Os percentuais de eficiéncia de extracdo do método, ou recuperacao,
foram calculados comparando-se os resultados obtidos para as solu¢des controle,
preparadas em agua da nascente do Rio Monjolinho, com os obtidos com as solu¢des
controle preparadas em agua ultrapura. A TABELA 1.8 mostra os resultados obtidos

para cada antibiético.

TABELA 1.8: Eficiéncia de extracdo obtida para os controles de qualidade para cada antibi6tico. n=3
para cada concentracdo avaliada.

Eficiéncia de

FQ ConcenE(f\gao extracio

(ngL") (%)

60 93

NOR 350 88
700 96

60 89

CIP 350 92
700 88

60 96

ENR 350 96
700 95

60 112

OFL 350 93
700 89

300 101

GEM 500 104
700 83

60 103

MOX 350 79
700 93

Os valores de eficiéncia de extracdo obtidos, menor de 79,5% para MOX
e 0 maior de 104% para GEM atestam a eficiéncia da extragdo pela RAM-BSA
utilizada.

A investigacdo do efeito de matriz durante a validacdo de um método
analitico é um requisito primordial na quantificacdo de pequenas moléculas em

4198 " Os mecanismos que provocam estes efeitos ndo s&o

matrizes complexas
totalmente elucidados, no entanto acredita-se que 0s compostos interferentes que
coeluem com os analitos possivelmente competem entre si pelas cargas disponiveis e

pelo acesso a superficie das goticulas de gas emitido para a ionizacéo*®.
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Dentre os guias de validacdo existentes, a EMA apresenta uma
abordagem particular para a avaliagdo do efeito de matriz para métodos por injecéo

direta de amostras. Segundo a EMA®

, 0 efeito de matriz pode ser avaliado
utilizando-se pelo menos seis amostras da matriz, de diferentes procedéncias (lotes).
No caso da matriz ambiental analisada neste estudo, considerou-se utilizar amostras
de &gua de diferentes pontos de coleta ao longo do Rio Monjolinho. Desta forma,
foram coletadas amostras de agua nos pontos 2, 3 e 4 (Ver capitulo 5 —
Experimental), em dois dias aleatorios, num total de 6 amostras diferentes. O efeito de
matriz foi calculado através das areas das bandas dos analitos na presenca da matriz.
O coeficiente de variacdo (CV) entre os 6 lotes ndo deve ser maior que 15%, sendo
utilizadas as amostras controles de qualidade baixo e alto durante a avaliacdo. A

TABELA 1.9 mostra os resultados obtidos para cada antibidtico.

TABELA 1.9: Valores de CV para Efeito de Matriz.

FQs Amostra C(Xz(;/;)
B 14
NOR g A 15
cIp gi ’
| > 13
orL % 14
MOX 8/3 o
GEM 8/3 "

Os valores obtidos de CV (TABELA 1.9) para os diferentes lotes das
amostras analisadas inferem que a excluséo dos interferentes da matriz pela coluna
RAM-Cg-BSA ¢é eficiente e ndo comprometem a eficiéncia de ionizacdo dos
antibioticos em analise. Os valores de CV obtidos estdo abaixo dos valores

preconizados pelo guia de validacao adotado.
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Aplicacdo do méetodo para determinagdo das seis fluoroquinolonas

em amostras ambientais

O meétodo foi aplicado em amostras de efluentes do rio Monjolinho
situadas no municipio de Sdo Carlos (FIGURA 1.26), bem como em amostras de
influente e efluente da Estacdo de Tratamento de Esgoto do municipio de S&o Carlos,
para identificagao simultanea das seis FQs selecionadas.

T

‘%

FIGURA 1.26: Mapa da &rea de estudo (modificado do Google Maps). Pontos de coleta: 1 — Nascente;
2 — UFSCar; 3 — Universidade de Séo Paulo; 4 — Antiga usina da Companhia Paulista de Forca e Luz.
(Fonte: Google maps)

As caracteristicas fisico-quimicas das amostras coletadas nos diferentes
pontos estéo listados na Tabela 1.10.

TABELA 1.10: Caracteristicas fisico-quimicas das amostras aquaticas coletadas na area de estudo.

Amostra Condutiividade pH TOC TC IC
(Scm™) (mg L™ (mg L™ (mg L™

Nascente 2,62E-05 5,7 2 10 7
ETE (Entrada) 6,95E-04 8,0 40 77 37
ETE (Entrada) 6,59E-04 7,6 1137 1100 37
ETE (Saida) 6,11E-07 8,1 55 68 12
ETE (Saida) 1,11E-03 7,8 708 771 62
Ponto 2 4,16E-05 7,2 1116 1124 8
Ponto 3 1,01E-04 7,7 449 459 11

Legenda: TOC = carbono orgénico total; TC = carbono total; IC = carbono inorgénico.
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Apenas os farmacos ciprofloxacino e norfloxacino foram encontrados em

concentragfes acima do limite de quantificagdo nas amostras de agua proveniente da

entrada da estacdo de tratamento de agua e esgoto do municipio de Sédo Carlos

(influente) da ETE da cidade de S&o Carlos. O perfil cromatografico desta amostra é

mostrado na FIGURA 1.27.
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FIGURA 1.27: Cromatogramas de SRM das transi¢des de quantificacdo e confirmacao do CIP e NOR.
Amostra: influente da ETE de S&o Carlos. Volume injetado: 500 pL. Condi¢des cromatograficas
descritas na FIGURA 1.14 (Pagina 26).

As concentraces encontradas foram 195 ng L™ para o CIP e 270 ng L™

para 0 NOR. Nas demais localidades, nenhum dos antibidticos do estudo foi

detectado.
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Desenvolvimento de um método de extracdo para quantificacdo de

ciprofloxacino em musculo de tilapias

O CIP vem sendo quantificado em aguas residuais e efluentes em
concentracdes na ordem de ng L™ a pg L™, e essa faixa pode variar de 0,5 ng L™ **até
89 ug L™ 1%, Uma vez que neste estudo o CIP tenha sido detectado e quantificado na
amostra de 4gua proveniente da entrada da estacao de tratamento de agua e esgoto
do municipio de Sdo Carlos, este foi selecionado para avaliagdo do potencial
bioacumulativo em tilapias (O. niloticus). Embora a concentragdo encontrada para o
CIP em amostra de influente da ETE de S&o Carlos tenho sido de 195 ng L™, optou-
se em estudar os efeitos bioacumulativos deste farmaco em concentracdes
encontradas em panorama mundial. Desta forma, selecionaram-se trés
concentragdes: 0,5, 1,0 e 5,0 ug L™, a serem avaliadas em diferentes tempos de
exposicao (7 e 14 dias). O delineamento experimental, bem como a descricdo da
extracao e preparo das amostras encontram-se no Capitulo 5.

Em matrizes biologicas, a precipitacdo de proteinas € um dos
procedimentos mais utilizados para o tratamento da amostra. Esta técnica caracteriza-
se pelo uso de solventes organicos apropriados, seguida de centrifugacdo ou simples
diluicdo da amostra. No entanto, os agentes de precipitacdo podem levar ao ganho ou
supresséo de ionizagdo no MS, tornando-se um inconveniente no que diz respeito ao
efeito de matriz. Ademais, a extracdo muitas vezes ocasiona uma diminuicdo dos
niveis de recuperacdo do analito de interesse, o que é uma desvantagem®’.

O uso de colunas RAM-BSA em uma ou duas dimensdes ja foi bem
estabelecido em nosso grupo para quantificacdo de uma variedade de farmacos em
diversas matrizes biolégicas™. E nesse contexto, o método de separacdo
desenvolvido para quantificacdo desse antibidtico em amostras ambientais aquaticas
foi adaptado para quantificacdo em tecido do peixe.

Como dito anteriormente, as condicfes de analise em injecéao direta de
amostras requerem avaliagdes, que incluem desde o volume necessario de amostra
injetada até os tempos de exclusdo das macromoléculas e os tempos de retencdo dos
analitos. Além disso, a matriz bioldgica, neste caso, tecido muscular, deve ser
cuidadosamente avaliada quanto as condi¢cdes de extracdo com solvente.

Alguns solventes foram inicialmente avaliados para a extracdo do

ciprofloxacino do musculo do peixe: acetonitrila, metanol e acetato de etila. Estes



45

solventes foram selecionados de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do
antibiético (Tabela 1.2) selecionado, bem como em artigos da literatura™****3,

Apos as extracbes com os trés solventes selecionados, as amostras
ressuspensas nao estavam totalmente solubilizadas, pois a solucdo tornava-se
levemente turva com a adi¢cdo de agua. O fato desta imiscibilidade em meio aquoso
impossibilitou a injec@o direta da amostra no LC. Uma vez que o musculo de tilapia
possui lipidios em sua composi¢cao, concluiu-se que os solventes utilizados estavam
extraindo estes compostos, além do antibidtico de interesse. Desta forma, outra
abordagem foi adotada para a extracdo. A abordagem selecionada fez o uso de agua
ultrapura, uma vez que proporcionou uma boa extracdo do antibiético, com niveis de
recuperacdo satisfatorios (TABELA 1.11). A utilizacdo da coluna RAM-Cg-BSA foi
importante para a exclusdo de macromoléculas interferentes, e manteve perfil
cromatografico semelhante para a eluicdo da CIP em amostras ambientais (FIGURA

1.28).

TABELA 1.11: Recuperacao obtida para as amostras controle de qualidade para o CIP (n=3).

Concentracdo Recuperacéo

(g g’ (%)
0,006 75
0,08 70
0,086 73
2,5x10°
2,0x10°
S 1,5x10°
©
o]
g 1,0x10*
5,0x10°
0,0 4
5 ' 6 ' 7
Tempo (min)

FIGURA 1.28: Cromatograma extraido de SRM do CIP (Monitoramento do ion m/z 288), ap6s extracao
em musculo de tilapia. Volume injetado: 100 pL. Condi¢Bes cromatograficas descritas na FIGURA 1.14
(Péagina 26).
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O cromatograma do CIP em musculo de tilapia apresentado na FIGURA
1.28 mostra banda bem definida e com tempo de retencdo baixo, mas superior ao
tempo necessario para exclusdo dos interferentes desta matriz. Com as condi¢cfes

cromatograficas definidas, seguiu-se com a validacdo do método analitico.

Validacdo do método analitico para determinagcéo de ciprofloxacino

em musculo de tilapia

A curva analitica (FIGURA 1.29) foi obtida através de regressao
polinomial quadratica (equacdo y= 130,6 + 13723 x+ 60442 x°) pelo método dos
minimos quadrados, com coeficiente de correlacdo (r?) de 0,997. A faixa de
concentracdo foi de 0,002 a 0,14 ug g™, com limites de deteccéo e quantificacdo de
0,05 uggte0,1pgg’, respectivamente.

Area i

T T T T T T T T T T T
Q.00 0.0z 0.04 Q.06 0038 0,10 0.12 0.14 0.16

Concentragdo (ug g')

FIGURA 1.29: Curva de calibracado para o farmaco CIP.

O resultado mostra que a curva obtida foi polinomial, do tipo parabola.
Todos os valores obtidos estdo dentro dos critérios estabelecidos pelo protocolo
adotado para a validacdo do método.

O método obteve boa seletividade, uma vez que na regiao de eluicdo da
CIP ndo houve presenca significativa de interferentes. O perfil de seletividade do
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método pode ser exemplificado na FIGURA 1.30, comparando-se a banda
cromatografica da amostra controle de qualidade médio e o perfil de eluicdo da

amostra branco.

2,0x10*

—CQMm
Branco

1,5x10* -

1,0x10* S

5,0x10° -

0,0

Intensidade

T T T T T T T
5 6 7 8

Tempo (min)

FIGURA 1.30: Cromatogramas SRM (Monitoramento do ion de quantifica¢céo) do CIP. Amostras: CQM
e branco. Volume injetado: 100 uL. Condi¢Bes cromatogréficas descritas na FIGURA 1.14 (Pagina 26).

A FIGURA 1.30 mostra que nao ha compostos interferentes na regido de
eluicdo do CIP, demonstrando que a exclusdo das proteinas provenientes do tecido
do peixe foi novamente realizada com eficiéncia pela coluna RAM-Cg-BSA.

Os valores de precisdo e exatiddo inter e intra-lotes sdo dados na
TABELA 1.12, mostrando que os resultados obtidos estdo de acordo com o que

preconiza o guia de validacdo adotado®*.

TABELA 1.12: Precisdo e exatidao inter e intra-lotes do método.

1° Lote 2° Lote 3° Lote Média (n=15)

Antibiético pg g™ Exatiddo CV  Exatiddo CV Exatiddo CV Exatidio CV
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0,006 115 1,9 102 4,0 92 3,8 107 3,2

CIp 0,08 114 8,1 92 8,4 91,6 9,0 92 8,5
0,086 113 5,8 94 9,2 107 3,5 92,5 6,2
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Com relacdo a estabilidade em tempo zero, 24 e 48 horas apds o
preparo das amostras, a TABELA 1.13 mostra que os valores de precisdo estdo

dentro limite de aceitacdo por até 48 horas.

TABELA 1.13: Estabilidade de auto-injetor (Tempo zero, 24 e 48 horas).

Amostra Concent(f\géo CV_(%)
(Mg g)) n=3
CQB 0,006 3,2
CQA 0,086 6,2

A avaliagao do efeito de matriz (TABELA 1.14) demonstra que os valores
de precisdo estdo de acordo (< 15%) com os parametros estabelecidos pelo guia de
validacdo adotado. Estes resultados demonstram uma eficaz exclusdo dos
interferentes da matriz pela coluna RAM-Cg-BSA, garantindo ao método uma
guantificacdo mais precisa dos compostos analisados.

TABELA 1.14: Valores de CV para Efeito de Matriz.

CV (%)
Amostra (n=6)
QB 13
QA 6,0

Com o método validado, este foi aplicado para as amostras de peixes

expostos ao CIP, para a avaliacao de bioacumulacéo.

Aplicacdo do método para determinacdo de CIP no musculo de

tilapia

O método foi aplicado para duas amostras, selecionadas aleatoriamente,
de individuos expostos as concentracdes de 0,5, 1,0 e 5,0 pg L™* de CIP, para 7 e 14
dias de exposi¢cdo, num total de 12 amostras. Os tecidos foram submetidos ao
procedimento de extracdo do antibidtico, descrito no Capitulo 5 desta tese, e injetados
no sistema de LC-MS/MS.
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Somente a amostra de musculo de tilapia exposta a concentracao de 5,0
ug L™ foi possivel quantificar o CIP, numa concentracdo de 14,3 ng g* de tecido. A
FIGURA 1.31 apresenta o cromatograma referente as transicdes de quantificacdo e
confirmacédo para o CIP. Nas outras amostras as concentracdes ficaram abaixo do

limite de quantificagao.

1% MRM of 3 channels ES+

332 > 288 (CIPROFLOXACINA)
2.34e4

%

T T T T T d T T T Y T v T v
4 5 6 7 8 9 10 Time

100 MRM of 3 channels ES+

332> 314 (CIPROFLOXACINA)
3.28e4

%

T T T T T T ]
4 5 6 7 8 9 10 Time

FIGURA 1.31: Cromatogramas extraidos de MRM (Monitoramento do ion 288 e 314). Amostra:
musculo de tilapia exposta ao CIP (5,0 pug L'l) por 7 dias.Volume injetado: 100 pL. Condi¢des
cromatograficas descritas na FIGURA 1.14 (Pagina 26).

A partir destes resultados infere-se que o CIP apresenta um baixo
potencial bioacumulativo em musculo de tilapia, visto a concentracdo encontrada no
referido tecido. No entanto, a toxicidade deste farmaco ainda deve ser
cautelosamente avaliada. Ensaios de biotransformagcédo do CIP em peixes podem
auxiliar na avaliacao do potencial risco ambiental, fornecendo dados toxicologicos que
poderdo predizer sobre a periculosidade desta classe de antibiéticos em diferentes

niveis tréficos.
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1.4 Conclusoes

Efluentes da bacia hidrografica do Rio Monjolinho

O presente trabalho reportou o desenvolvimento, validacdo e aplicacao
de um método com injecdo direta de amostra no sistema LC-QqQ-MS/MS para
guantificacdo simultdnea de seis fluoroquinolonas em amostras de 4gua de rio da
regido da bacia do Rio Monjolinho do municipio de Sao Carlos e amostras de
influente/efluente da ETE do municipio.

A eficiéncia da coluna RAM-Cg-BSA para a exclusdo das substancias
hdmicas tornou possivel o seu uso em condi¢cdo unidimensional, com injecéo direta de
500 pL de amostra ambiental e com limites de quantificacdo da ordem de ng L™. Seu
desempenho no clean-up das amostras foi evidenciado nos resultados obtidos na
avaliacdo do efeito de matriz, o qual é comumente observado em analises de
amostras ambientais por LC-MS com fontes de ionizagéo do tipo ESI. A qualidade do
desempenho da coluna RAM-Cg-BSA foi mantido ap6s 700 injecdes (500 uL cada) de
amostras ambientais dos locais selecionados neste estudo.

O método desenvolvido foi validado com baixos limites de deteccéo e
guantificacdo e com boa exatiddo e precisdo, atendendo o que foi preconizado pelo
guia de validacdo adotado. Sendo assim, a aplicacdo deste método para identificacéo
simultdnea dos seis antibidticos selecionados pode ser efetuada em amostras

ambientais aquaticas da regido da bacia do Rio Monjolinho***,

Bioacumulacdo em musculo de tildpia

Entre os solventes avaliados, agua foi o adequado para extracao do CIP
do musculo do peixe, sem causar precipitacdes decorrentes da extracao de proteinas
e ou lipideos. O éxito na excluséo dos interferentes da matriz e eluicdo do CIP foram
novamente alcancados com o uso da coluna RAM-Cg-BSA. As figuras de mérito
avaliadas na validacdo do método mostraram-se satisfatorias, tornando possivel a

guantificacdo do farmaco selecionado em musculo de tilapia.
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Considerando o aporte continuo de CIP nos ambientes aquaticos, 0s
resultados deste estudo sdo importantes para o melhor entendimento da toxicidade
deste composto e seus efeitos subletais em uma espécie nativa e de importancia na
piramide alimentar humana, uma vez que ha pouca informacao disponivel sobre a
toxicidade de fluoroquinolonas em organismos aquaticos. Além disso, espera-se que
estes resultados auxiliem os érgaos reguladores a estabelecerem limites para este

farmaco em aguas superficiais e efluentes.



Capitulo 2

Efeito da exposicao ao ciprofloxacino em
figado, branquia e musculo de tilapia

(Oreochromis niloticus)
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Efeito da exposicao ao ciprofloxacino em figado, branquia

e musculo de tilapia (O. niloticus)

2.1 Introducéo

Biomarcadores bioquimicos e estresse oxidante

O organismo tem dois principais mecanismos de eliminag&o de agentes
quimicos: excrecdo, podendo ser na sua forma original, ou biotransformacéao,
levando a formacdo de compostos hidrofilicos, os quais sdo excretados mais
facilmente que o composto original. Em &reas poluidas, a exposicdo de peixes aos
xenobidticos pode resultar em alteracdes na atividade das enzimas antioxidantes™*®
causadas pelo excesso de espécies reativas de oxigénio (ERO). Alteracbes dessas
enzimas sao indicativos importantes de resposta ao estresse oxidante. Dessa forma,
alteracbes na atividade das enzimas antioxidantes podem indicar producdo de
ERRO provocada pela exposi¢do ao xenobidtico.

As ERO sdo produzidas continuamente em sistemas bioldgicos,
principalmente através de processos celulares como transporte mitocondrial de
elétrons, metabolismo de xenobidticos e inflamacées'*®'*’. As ERO podem ser
geradas na cadeia transportadora de elétrons, a partir da reducdo parcial do
oxigénio molecular.

A base da toxicidade do oxigénio esta na sua capacidade em realizar
transferéncias de elétrons, que produzem intermediarios reativos. Por outro lado, a
sua capacidade de agir também como receptor de elétrons esta subjacente a sua
utilidade para organismos aerébios como, por exemplo, no transporte mitocondrial
de elétrons, responsavel pela producdo de adenosina trifosfato (ATP). Nos
processos aerobios, o O, é reduzido a H,O, em rea¢des multi-etapas, como mostra

0 esquema 1:
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Esquema 1:
O, + € —= O 1
+
0, + & 2H 4o, 2
+

H,0, + € Ha *OH + HO0 3
+

OH + ¢ H% H,0 4

As equac0es 1, 2 e 3 mostram a formacgéo do radical anion superoxido
(02"), peroxido de hidrogénio (H.0,), radical hidroxila (OH"). Estes e alguns de seus
derivados sdo exemplos de ERO. Embora o peroxido de hidrogénio ndo seja uma
espécie radicalar, ele é uma espécie reativa devido a sua capacidade de difundir
através das membranas e gerar espécies OH" devido a presenca de metais de

transic&o no interior das células''®, de acordo com o esquema 2:

Esquema 2:
M™+H,0, —  M™D* + OH" + OH

Dentre as defesas antioxidantes, a principal defesa celular contra as
ERO ocorre por meio das principais enzimas antioxidantes: catalase (CAT) e
superoxido desmutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e redutase (GR) (com o
GSH como co-fator); além das enzimas, a célula conta com antioxidantes de baixa
massa molecular, como os carotendides, o retinol, o a-tocoferol, e o acido ascoérbico.
Se estes antioxidantes presentes no organismo estdo incapazes de anular os
radicais livres, o aumento de ERO pode causar dano a célula, conhecido como
estresse oxidativo™®.

A SOD catalisa a destruicdo do anion superéxido (O,"), convertendo-o
em oxigénio e peroxido de hidrogénio. A decomposicdo deste anion ocorre
naturalmente, porém, por obedecer a uma cinética de segunda ordem, € necessaria
a colisdo entre duas moléculas de O," (Esquema 3). A presenca da enzima SOD
favorece essa dismutacdo, tornando a reacdo de primeira ordem, eliminando a

necessidade da colisdo entre as moléculas.
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Esquema 3:

20, + 2H SOob

H,Op + Oy

A catalase é a enzima responsavel pela transformacao do peréxido de
hidrogénio em H,O e O, (Esquema 4).

Esquema 4:

CAT

2 H,O, 0O, + H,O

NADPH

O sistema GSH também catalisa a dismutacdo do peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio, sendo que a glutationa opera em ciclos entre sua
forma oxidada e sua forma reduzida''®. Estes sistemas enziméticos s&o alvo de
estudo no campo da ecotoxicologia, uma vez que as mudancas nos niveis de
atividade das enzimas antioxidantes podem ser utilizadas como possiveis
biomarcadores em diferentes organismos aquaticos™'®. O esquema 5'2° mostra as

reacdes envolvidas nos respectivos sistemas enzimaticos:

Esquema 5:

2GSH + H,0, _ C°%%

GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H* GSHreduase 5 GSH + NADP”

H,O, + NADPH + H* 2 H,0 + NADP*

A GPx atua na catalise do H,O,e de hidroperéxidos de acidos graxos,
convertendo-os em 4gua e seus produtos ndo toxicos por oxidacdo da glutationa
reduzida (GSH) a glutationa oxidada(GSSG) (Esquema 5). A GPx é especifica para
a GSH e tem capacidade de desintoxicar rapidamente o H,O, e certos
lipoperéxidos. A acdo integrada desses agentes antioxidantes enzimaticos e nao

enzimaticos estdo representadas na FIGURA 2.1.
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FIGURA 2.1: Esquema representando o sistema antioxidante, enzimético e ndo enzimatico em célula
de mamifero. Adaptado de FANG e colaboradores™*.

As ERO podem agir sobre os lipideos de membrana, causando sua
oxidacdo e formando hidroperdoxidos, mecanismo conhecido como peroxidagcao
lipidica (LPO). A LPO é um importante marcador de lesdo na membrana celular e
estresse oxidativo'*?. Seu aumento pode ocasionar a desestabilizacdo da membrana
celular, provocando aumento da permeabilidade da célula e extravasamento das
enzimas lisossomais no citosol, acarretando danos nas principais funcdes celulares.
O processo da LPO ocorre em trés etapas distintas (Esquema 6). Na primeira delas,
a etapa de iniciacdo, ocorre a metabolizacdo dos acidos graxos presentes na
membrana da célula, formando radicais alquila (L"), que em seguida formam o
radical peroxila (LOO") gquando em contato com o O,. Por fim, o LOO’ pode reagir
com outro &cido graxo, formando um hidroperéxido de lipidio (LOOH) e outro L',
finalizando a segunda etapa. A terceira etapa, chamada de terminagdo, ocorre a
aniquilacdo dos intermediarios radicais formados, gerando produtos né&o

radicalares'?2.
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Esquema 6:

L*+ 0, —= LOO* 1

LH + LOO® — L*+ LOOH 2
LOO® + L* — LoOL 3
LOO® + LOO® —= LOOL + O, 4

Alguns poluentes ambientais sdo capazes de alterar o comportamento
de células nervosas, podendo causar efeitos neurotoxicos. As manifestacdes de
neurotoxicidade podem ser verificadas por sinais de intoxicacdo do animal avaliado
pela atividade da acetilcolinesterase (AChE). A inibicdo da atividade desta enzima é
um importante biomarcador de poluicdo ambiental, principalmente para pesticidas
organofosforados e derivados de carbamato®®. A AChE esta presente na fenda
singptica e nas juncdes neuromusculares de organismos vertebrados, e
desempenha um papel importante na neurotransmissao colinérgica, hidrolisando o
neurotransmissor acetilcolina (ACh) para colina. O modo de a¢cédo da AChE é atraves
da remocdo da ACh, impedindo assim uma nova excitacao da célula pés-sinaptica.
Desta forma, a inibicdo da AChE pode provocar acumulo de ACh em juncdes
sinapticas, levando a alteracées comportamentais e fisiolégicas ao animal*?*1%,

Mesmo em baixas concentracdes, a presenca de farmacos no
ambiente aquético gera grande preocupacdo. Uma vez que sdo substancias
biologicamente ativas, podem desencadear efeitos farmacodinamicos em
organismos aquaticos que possuam receptores enzimaticos compativeis. Desta
forma, a qualidade dos recursos hidricos se torna ameacada pela presenca de
farmacos, alterando a biodiversidade e o equilibrio de ecossistemas aquaticos™®.

Em um estudo de toxicidade de farmacos para alguns tipos de algas
(inibicdo do crescimento), os antibibticos ciprofloxacino e enrofloxacino mostraram-
se toxicos para cianobactérias Anabaenaflos-aquae (EC50 de 170 e 10,2 mg L™) e
Lemna minor (EC50 de 107 e 62,5 mg L™). Enquanto o enrofloxacino foi mais toxico
para algas verdes, ciprofloxacino foi mais toxico para cianobactérias'®®. NUNES et
al*?’, investigaram a toxicidade aguda em peixes da espécie Gambusia holbrooki,

frente a acao de alguns agentes terapéuticos, dentre eles o diazepan e detergentes.
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As respostas dos ensaios de estresse oxidante diminuiram frente & exposi¢do por
estes dois agentes. Os animais expostos ao diazepan apresentaram pigmentagcao
escura e movimento natatério alterado'®’. E importante salientar que os organismos
sdo expostos a muitos compostos diferentes simultaneamente, podendo ocorrer
efeito aditivo ou até mesmo sinérgico entre os farmacos ou outras substancias
presentes no ambiente™®.

Na tentativa de avaliar efeitos toxicologicos em ambientes aquaticos, a
utilizacdo de peixes como organismos testes é um atrativo pelo fato destes
organismos estarem, geralmente, no topo da cadeia tréfica destes ambientes.
Peixes sdo sensiveis as alteracbes no ambiente, e suas alteragdes bioldgicas
podem ser iniciadas em concentracdes quimicas muito baixas, o que fornece um

panorama detalhado sobre o impacto ambiental causado por xenobioticos.

A tilapia do Nilo (O. niloticus)

A tilapia do Nilo (O.niloticus) constitui uma das cinco espécies de peixe,
pertencente a ordem Perciformes e familia Cichlidae, encontradas no coérrego
Monjolinho, o qual faz parte da sub-bacia do Alto Jacaré-Guacu, alvo deste
estudo'®®. E possivel que a origem dessa espécie no Monjolinho seja recorrente de
psiculturas'®. E também uma espécie comumente encontrada em aguas salgadas e
de estuarios ao redor do mundo, a qual responde prontamente a alteracfes

116,119

ambientais aquéticas™®®. A presenca de residuos de pesticidas e metais

pesados?¥1%

tém sido reportados em espécies de tildpia; no entanto, pouca
atencdo tem sido dada a exposicdo destes peixes a produtos farmacéuticos,

principalmente antibioticos.

Ciprofloxacino no meio ambiente

O CIP vem sendo detectado em aguas residuais e efluentes na ordem
de ng L a pg L?, e a faixa de concentracdo pode variar de 0,5 ng L™ 3" até 89 ug L™
199 Embora neste estudo o CIP tenha sido detectado e quantificado na amostra de
adgua proveniente da entrada da estacdo de tratamento de agua e esgoto do

municipio de S&o Carlos™* na concentracdo de 195 ng L™, optou-se em estudar os
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efeitos bioquimicos causados em concentra¢gfes detectadas em panorama mundial.
Desta forma, selecionaram-se trés concentracbes ambientalmente relevantes: 0,5,
1,0e5,0ug L™

2.2 Objetivos

Objetivo geral
O presente trabalho objetivou avaliar o sistema de defesa antioxidante
em tilapia (O. niloticus), apdés exposicdo subletal ao CIP em diferentes

concentracdes (0,5 ug L™, 1,0 ug L* e 5,0 pg L™) por 7 e 14 dias.

Objetivos especificos

Determinar os efeitos da exposicdo ao CIP na produgdo de
hidroperoxido de lipidios em branquias, figado e muasculo de tildpia, expostas as
concentracdes de 0,5 ug L™, 1,0 ug L™ e 5,0 ug L™ de CIP, por 7 e 14 dias.

Determinar as respostas do sistema de defesa antioxidante enzimatico
SOD, CAT, GPx e GST e nao enzimético GSH em figado, branquia e musculo de
tilapia, expostas as concentraces de 0,5 ug L™, 1,0 ug L™* e 5,0 pg L™ de CIP, por 7
e 14 dias.

Avaliar a atividade da acetilcolinesterase em musculo de tilapia
expostas as concentracdes de 0,5 pg L™, 1,0 pg L* e 5,0 ug L™ de CIP, por 7 e 14
dias.

2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Alteraces no sistema de defesa antioxidante em tecido

hepatico de tilapia (O. niloticus).

O figado é um 6rgéo chave quando se considera a acédo dos poluentes
quimicos, pois € o o6rgdo principal responsavel na biotransformacdo dos

xenobidticos™. Devido a sua funcdo no metabolismo e sua sensibilidade a
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poluentes do ambiente, o figado tem recebido atencdo especial em estudos

bY

toxicolégicos relacionados a contaminacdo de diferentes espécies de peixes por
agentes quimicos organicos e inorganicos™**,

O delineamento experimental, bem como a descricdo dos ensaios
enzimaticos e nao enziméticos aplicados para a avaliacdo das alteracbes

bioguimicas nos tecidos analisados estédo detalhados no capitulo 5 da presente tese.

Sistema de defesa antioxidante SOD-CAT.
O perfil da atividade enzimética da SOD presente no figado das tilapias

frente a exposicado do CIP nas concentracfes selecionadas é mostrado na FIGURA
2.2.
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FIGURA 2.2: Atividade da SOD em 7 e 14 dias de exposi¢ao ao CIP no figado de tilpia (O. niloticus)
do grupo controle (C) e grupos expostos a 0,5, 1,0 e 5,0 ug L™. * Indica diferenca estatistica (P>0,05)
em relacdo ao controle. Valores médios e desvio padréo: 7 dias (Controle = 12,7 + 2,92; 0,5 pg L™=
13,1+3,88;1,0 ug L™ = 7,04 + 1,55; 5,0 ug L'=8,85 + 1,9), 14 dias (Controle = 14,7 + 3,9; 0,5 pg L™
=16,9+1,42; 1,0 ug L™ = 7,65 + 0,889; 5,0 ug L= 6,27 + 0,926).

A partir da FIGURA 2.2 é possivel observar que, em relacdo ao
controle, os animais expostos por 7 e 14 dias apresentaram diferencas significativas
nos parametros enzimaticos de defesa antioxidante da SOD frente as duas maiores
concentracfes analisadas. A atividade especifica da SOD teve uma queda de 45% e
30% para as concentracdes de 1,0 ug L™* e 5,0 pg L™ respectivamente, durante
exposicdo por 7 dias. Para 14 dias de exposicdo, a atividade diminuiu em

porcentagem ainda maior, 48% para a concentracéo de 1,0 ug L™ e 57% para 5,0 pg
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L. Esses resultados indicam a possibilidade de uma alta concentracdo de peréxido
(H2.0,), uma vez que este € substrato direto da enzima apresentada.
Para a CAT, a FIGURA 2.3 mostra os resultados obtidos para sua

atividade enzimatica em figado de tilapia, apos 7 e 14 dias de exposicdo ao farmaco.
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FIGURA 2.3: Atividade especifica da CAT, em 7 e 14 dias de exposicdo ao CIP no figado de tilapia
(O. niloticus) do grupo controle (C) e grupos expostos a 0,5, 1,0 e 5,0 pg L™. * Indica diferenca
estatistica (P>0,05) em relacéo ao controle. Valores médios e desvio padrdo: 7 dias (Controle = 0,510
+0,0891; 0,5 g L™= 0,530 + 0,197; 1,0 ug L™ = 0,914 + 0,291; 5,0 pug L™ = 0,667 + 0,195), 14 dias
(Controle = 0,0555 *+ 0,0160; 0,5 pug L™ = 0,0456 + 0,0131; 1,0 ug L™ = 0,0965 + 0,0217; 5,0 ug L™ =
0,114 + 0,0268).

Neste caso, a CAT apresentou aumento significativo para as
concentracdes de 1,0 e 5,0 pg L™ (73% e 107%, respectivamente), durante 14 dias
de exposicdo, e 1,0 pg L™ (aumento de 30%) para 7 dias.

Na maioria das espécies, a ativacdo do sistema SOD-CAT, primeira
linha de defesa antioxidante, indica uma rapida resposta dos mecanismos de defesa.
Porém, a exposicdo ao CIP diminuiu a capacidade oxidante do sistema SOD,
inferindo uma inativagdo desse sistema enzimatico por meio do aumento da
producdo de ERO. De forma a corroborar com o presente estudo, outros autores
mostraram que o tratamento com enrofloxacino, farmaco também da classe das
fluoroquinolonas, ndo promoveu alteragbes significativas na atividade da enzima
SOD em camardes da espécie Penaeus monodon®3*,

Os valores aumentados para a atividade da CAT nos tecidos hepaticos
dos peixes, sob as concentraces de CIP de 1,0 pg L™ (7 dias) e 1,0 e 5,0 pug L™ (14
dias) indicam aumento da concentracdo de H,O,. Este aumento de H,O, pode ser
proveniente de outros meios reacionais além do sistema SOD, uma vez que a

oxidacdo de &cidos graxos também leva & formacédo de H,O,*®. Embora o peréxido
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de hidrogénio seja pouco reativo frente as moléculas organicas na auséncia de
metais de transicdo, ele exerce papel importante no estresse oxidante por sua

capacidade de atravessar as membranas celulares e gerar o radicalhidroxila®®.

Sistema de defesa antioxidante GPX, GSH e GST.

As enzimas glutationa S-transferase (GST) e a glutationa peroxidase
(GPx) atuam em conjunto no processo antioxidante, utilizando a glutationa reduzida
(GSH) como co-fator*®,

Para a exposicdo de 7 dias, ndo houve alteracdo significativa da
atividade da GST. No entanto, a exposicdo de 14 dias ocasionou 0 aumento de
atividade nas concentracées de 1,0 e 5,0 pug L™ (FIGURA 2.4).
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FIGURA 2.4: Atividade da GST em 7 e 14 dias de exposicéo ao CIP no figado de tilapia (O. niloticus)
do grupo controle (C) e grupos expostos a 0,5, 1,0 e 5,0 ug L™ * Indica diferenca estatistica (P>0,05)
em relagdo ao controle. Valores médios e desvio padrao: 7 dias (Controle = 13,5 + 4,63; 0,5 ug L*t=
12,7 £5,52; 1,0 ug L'=16,7+6,9;5,0 Mg L'=132+ 5,63), 14 dias (Controle = 7,04 + 4,60; 0,5 pg L
1=8,31+2,037;1,0pug L =16,6 +9,60; 5,0 ug L' = 19,1 + 4,88).

Nota-se um aumento maior do que 100% na atividade da GST nestas
condi¢gbes, o que demonstra um comportamento dose-dependente para o CIP sob
maior tempo de exposicdo. NIE e colaboradores'® relataram o mesmo
comportamento na exposicao de microalgas (Pseudokirchneriella subcapitata) a
diferentes concentragbes de eritromicina, ciprofloxacina e sulfametazol. Os
resultados obtidos por estes autores mostraram que para todas as concentracdes de
CIP analisadas (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mg L™) ocorreu um leve aumento na
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atividade da GST, de forma dose-dependente, sugerindo a biotransformacéo da CIP
levando a formacao de metabdlitos e posterior eliminacgéo.

A atividade da GPx apresentou alteracdes significativas para a
concentracdo de 5,0 pg L™* de CIP em ambos os tempos de exposicdo (FIGURA
2.5).
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FIGURA 2.5: Atividade da GPx em 7 e 14 dias de exposi¢do ao CIP no figado de tilapia (O. niloticus)
do grupo controle (C) e grupos expostos a 0,5, 1,0 e 5,0 ug L™ * Indica diferenca estatistica (P>0,05)
em relagdo ao controle. Valores médios e desvio padrao: 7 dias (Controle = 9,25 + 8,39; 0,5 ug L=
5,94 + 4,04; 1,0 ug L™* = 13,3+ 4,96; 5,0 ug L™ = 20,2 + 11,1), 14 dias (Controle = 5,46 + 1,93; 0,5 g
L*=750+5,03;1,0ug L =11,2+7,25;50 ug L™ = 16,1 + 9,50).

Uma andlise detalhada da FIGURA 2.5 demonstra um aumento da
atividade da GPx de forma dose-dependente, independente do tempo de exposicao.
Assim como a CAT, a GPx atua na degradacdo do H,O,, levando a formacao de
agua e seus correspondentes alcodis ndo toxicos. Desta forma, o aumento da
atividade desta enzima era esperado, ja que a atividade da CAT no tecido hepéatico
também aumentou nos peixes expostos ao CIP (1,0 e 5,0 pg L™) no mesmo periodo
de exposicdo. Isso também foi observado por outros autores em um estudo com
camardes da espécie Penaeus monodon® expostos & enrofloxacino. Desta forma,
sugere-se que a indugédo da enzima GPx apresenta um importante papel na defesa
antioxidante hepatica de animais expostos ao CIP.

O sistema da GPx-GSH é muito importante para os mecanismos de
defesa contra agentes oxidantes e na defesa contra xenobioticos.

A concentragdo de GSH alterou significativamente na exposi¢ao por 14
dias nas concentracées de 1,0 e 5,0 pg L™, bem como a concentracdo de 1,0 pg L™

na exposicao por 7 dias.
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FIGURA 2.6: Concentracédo de GSH, em 7 e 14 dias de exposicéo ao CIP no figado de tilapia (O.
niloticus) do grupo controle (C) e grupos expostos a 0,5, 1,0 e 5,0 pg L™ * Indica diferenca estatistica
(P>0,05) em relagéo ao controle. Valores médios e desvio padrdo: 7 dias (Controle = 11,4 + 5,58; 0,5
g L'=597+1,65 1,0 ugL" =19,5+6,79; 50 ug L= 17,2 + 6,97), 14 dias (Controle = 8,08 + 2,87;

05ugL"=6,27+1,36; 1,0 ug L' = 14,3 +5,28; 5,0 ug L = 13,5 + 4,51).

O aumento da concentracdo de GSH no figado dos animais expostos
parece ser necessario a manutencdo das enzimas GPx e GST, cujas atividades
estdo aumentadas. Este perfil sugere interdependéncia funcional entre os sistemas
de defesa GPx-GSH.

Niveis de hidroperdxido de cumeno na lipoperoxidacao

A concentracdo da LPO no figado das tilapias aumentou nos grupos de
peixes expostos as concentracdes de 1,0 e 5,0 pg L™, tanto em 7 dias quanto em 14
dias de exposicdo ao farmaco, como mostra a FIGURA 2.7. Para 7 dias de
exposicdo, este aumento foi de 81% para a concentracéo de 1,0 pg L™. Em 14 dias
de exposicéo, o aumento foi de 81% e 135% para as concentracdes de 1,0 e 5,0 ug
L™, respectivamente.
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FIGURA 2.7. Concentragéo de hidroperéxido de cumeno (CHP) na peroxidacao lipidica (LPO) em
figado de tilapia (O. niloticus), em 7 e 14 dias de exposi¢do ao CIP do grupo controle (C) e grupos
expostos a 0,5, 1,0 e 5,0 ug L™. * Indica diferenca estatistica (P>0,05) em relacdo ao controle.
Valores médios e desvio padréo: 7 dias (Controle = 0,00185 + 0,0007059; 0,5 pg L™= 0,00162 +
0,000815; 1,0 ug L™ = 0,0015 + 0,000530; 5,0 ug L™ = 0,00112 + 0,000640), 14 dias (Controle =
0,0200 + 0,00667; 0,5 ug L™ = 0,0155 + 0,00723; 1,0 pg L™ = 0,0162 + 0,00517; 5,0 ug L™* = 0,0270 +
0,0116).

Um dos efeitos nocivos em resposta ao estresse oxidante envolve a
peroxidacdo de acidos graxos insaturados presentes na membrana celular. A
peroxidacgéo lipidica induzida pelo aumento de espécies reativas de oxigénio afeta a
integridade da membrana celular, ocasionando danos irreversiveis as funcdes
celulares. No figado das tilapias expostas as concentracdes de 1,0 e 5,0 ug L™ de
CIP, os niveis de CHP aumentaram, sugerindo que nesse grupo as defesas
antioxidantes (CAT e GSH), apesar de estarem aumentadas, ndo foram eficientes
em evitar que o dano celular ocorresse. NIE e colaboradores™’ relataram resposta
semelhante quando da exposi¢cdo de microalgas (Pseudokirchneriella subcapitata) a
diferentes concentragdes de eritromicina, ciprofloxacina e sulfametazol. Para as
microalgas expostas ao ciprofloxacino, houve aumento da concentragdo de CHP em
todas as concentragdes analisadas, corroborando com os resultados obtidos no

estudo aqui apresentado.

2.3.2 Alteragdes no sistema de defesa antioxidante em tecido

branquial de tilapia (O. niloticus).

As branquias atuam como 0rgao alvo dos peixes para os poluentes, por

estarem em contato permanente com 0 ambiente aquatico e apresentarem uma area
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superficial muito grande. As branquias exercem fung¢des vitais como respiracao,
osmorregulacdo e excrec¢do. Além disso, constituem o 6rgédo de entrada e saida de

contaminantes, e o local onde pode ocorrer reaces de biotransformacéo de agentes
toxicos™?,
Sistema de defesa antioxidante SOD-CAT

No presente estudo, a atividade da CAT nao alterou significativamente

nas branquias dos animais expostos ao CIP por 7 e 14 dias (FIGURA 2.8).
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FIGURA 2.8: Atividade especifica da CAT em branquias de tilapia (O. niloticus) sem exposi¢ao
(controle) e expostos por 7 dias & diferentes concentracdes de CIP (0,5, 1,0 e 5,0 pg L™). Valores
médios e desvio padréo: 7 dias (Controle = 13,0 +2,88; 0,5 ug L*=11,7+3,87; 1,0 ug L' = 11,6 +
3,74;5,0 ug L™= 9,17 + 3,13), 14 dias (Controle = 11,3 + 3,13; 0,5 ug L' = 10,6 + 4,06; 1,0 ug L™ =
10,3 +2,91; 5,0 ug L= 12,3 + 2,44).

A SOD apresentou aumento da atividade enziméatica na exposicéo de 7
dias para todas as concentracdes de CIP, sobretudo nas concentracdes de 0,5 e 1,0
ug L?, as quais representaram aumento significativo, em valor de porcentagem
guase o dobro (198 e 199%, respectivamente) da atividade do grupo controle
(FIGURA 2.9). Entretanto, ndo houve qualquer alteracdo significativa para a
exposicdo durante 14 dias, indicando assim uma possivel resposta efetiva desse
sistema no periodo de 7 dias. Este comportamento na atividade da SOD das
branquias indica o elevado poder antioxidante desse sistema neste tecido, a fim de

neutralizar os impactos das espécies radicalares formadas pela exposi¢do ao CIP.
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FIGURA 2.9: Atividade da SOD em branquias de tilpia (O. niloticus) sem exposi¢éo (controle) e
expostos por 7 dias a diferentes concentragées de CIP (0,5, 1,0 e 5,0 pug L'l). * Indica diferenga
estatistica (P>0,05) em relacéo ao controle. Valores médios e desvio padrao: 7 dias (Controle = 10,4
+5,00;0,5ug L"=20,6+6,97; 1,0 ug L™ = 20,7 + 6,21; 5,0 pg L™= 14,5 + 8,58), 14 dias (Controle =
32,0+13,3;05ug L'=385+5,89;1,0ugL" =38,9+8,27;50ug L' =39,5 + 11,8).

Sistema de defesa antioxidante GPX, GSH e GST.

A FIGURA 2.10 apresenta as respostas de GSH e GPx em branquias.



68

GSH -7 dias GSH - 14 dias
200+ 200+ * * *
T L
1504 1504
. . ﬁ
=2} * g
E 1004 N £ 1001
o o
E — g
504 50-
0- T 0- T
1,0 5,0 1,0 5,0
Ciprofloxacino (;,LgL'l) Ciprofloxacino (ugL'l)
GPx -7 dias GPx - 14 dias
15 * 154
B 101 8 - *
(o)) (=]
: o e e
- s | Ei]
2 | g s
5 5 e
s
S
0- T T T
C 0,5 1,0 5,0 0,5 1,0 5,0
Ciprofloxacino (pgL™) Ciprofloxacino (ugL™)

FIGURA 2.10: Concentracdo de GSH e atividade da GPx, em 7 e 14 dias de exposicdo ao CIP na
branquia de tilapia (O. niloticus) do grupo controle (C) e grupos expostos a 0,5, 1,0 e 5,0 ug L™ *
Indica diferenca estatistica (P>0,05) em relac@o ao controle. Valores médios e desvio padrao para
GSH: 7 dias (Controle = 140 + 59,0; 0,5 ug L* =109 + 56,7; 1,0 pg L' = 60,4 +22,1; 50 ug L* = 71,1
+ 43,3), 14 dias (Controle = 90,1 + 45,0; 0,5 ug L' =160+ 50,1; 1,0 uyg L' =160 + 47,4; 50 ug L' =
158 + 38,2).Valores médios e desvio padréo para GPx: 7 dias (Controle = 9,57 +2,18; 0,5 ug L™ =
10,0 +1,80; 1,0 ug L™ = 11,4 +3,99; 5,0 ug L™ = 12,7 + 1,88), 14 dias (Controle = 11,7 + 3,50; 0,5 lg
L'=8,51+3,07; 1,0 ug L =8,28 +3,40; 5,0 ug L™ = 6,25 + 1,61).

Houve aumento da atividade da GPx & concentracdo 5,0 ug L™ de CIP,
seguida de diminuicdo da concentracdo da GSH no tecido branquial do peixes
expostos a concentracdo 1,0 e 5,0 pg L™ de CIP por 7 dias. Entretanto, quando
expostos por 14 dias, observa-se um efeito oposto nas branquias dos animais. Neste
caso, houve diminuicdo da atividade da enzima GPx no tecido branquial do peixes
expostos a concentracdo 1,0 e 50 pg L', seguida de um aumento das
concentracbes de GSH no mesmo tecido porém, em todas as condicbes de
exposicao.

Os dados apresentados para estes dois sistemas podem indicar os
seguintes fendbmenos:

- A exposicdo por periodo de 7 dias promoveu um possivel aumento da

concentracdo de H,O, nas branquias dos animais, induzindo a atividade da GPXx,
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que por sua vez causou um aumento da oxidacdo de GSH, o que justifica seus
valores diminuidos.

- A exposicao por 14 dias promoveu uma resposta positiva do sistema antioxidante
nas branquias dos animais, uma vez que os valores diminuidos da atividade da GPx,
seguido de concentracOes elevadas da GSH indicam que o sistema GPx/GSH foi
efetivo na metabolizacédo de H,O; no tecido branquial dos animais sob exposicéo.

Para a GST, os resultados obtidos sao mostrados na FIGURA 2.11:
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FIGURA 2.11: Atividade da GST em 7 e 14 dias de exposi¢éo ao CIP na branquia de tilpia (O.
niloticus) do grupo controle (C) e grupos expostos a 0,5, 1,0 e 5,0 pg L™ * Indica diferenca estatistica
(P>0,05) em relag&o ao controle. Valores médios e desvio padrdo: 7 dias (Controle = 20,0 + 3,90; 0,5
g L'=339+4,81;1,0ugL" =24,9+3,61; 50 ug L= 23,1 + 3,46), 14 dias (Controle = 23,0 + 4,51;

05pg L =31,9+8,24; 1,0 ug L™ = 28,4 +5,66; 5,0 ug L™= 33,3 + 5,85).

Quando sob acdo de xenobidticos, reacbes de conjugacdo por
mediacdo da GSH ou a acéo direta da GST podem ocorrer na tentativa de remocao
destes compostos do organismo. A GST faz parte do sistema de desintoxicacdo do
organismo. Neste estudo, o aumento da atividade da GST nos animais expostos a
0,5 pg L™ por 7 dias e 5,0 pg L™ por 14 dias indicam que a conjugacdo com a GSH
pode ser uma das vias de metabolizacéo do CIP em tilapia™*®.

Niveis de hidroperéxido de cumeno na lipoperoxidacgéao

Os resultados referentes a concentracdo de hidroperéxido de cumeno

no tecido branquial estdo apresentados na FIGURA 2.12.
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FIGURA 2.12: Peroxidacao lipidica (LPO) em 7 e 14 dias de exposi¢do ao CIP na branquia de tilapia
(O. niloticus) do grupo controle (C) e grupos expostos a 0,5, 1,0 e 5,0 pg L™. * Indica diferenca
estatistica (P>0,05) em relagéo ao controle. Valores médios e desvio padrado: 7 dias (Controle =
0,0010 + 0,000562; 0,5 pg L™ = 0,00172 + 0,000907; 1,0 pg L™ = 0,00223 + 0,000673; 5,0 ug L™ =
0,00191 + 0,000828), 14 dias (Controle = 0,00175 + 0,000472; 0,5 ug L™ = 0,00234 + 0,000760; 1,0
pg L™ =0,00214 + 0,000830; 5,0 pg L™ = 0,00154 + 0,000512).

Na FIGURA 2.12 pode-se observar um aumento de nas concentracdes
de hidroperéxido de cumeno nas branquias dos peixes expostos as concentracdes
de 1,0 e 5,0 ug L™ de CIP por periodo de 7 dias, indicando assim peroxidacdo
lipidica e estresse oxidativo. Entretanto, quando expostos por um periodo de 14
dias, os animais nao apresentaram mudancas significativas nos valores de
hidroperoxido de cumeno em tecidos branquiais, o que permite inferir que a resposta
antioxidante foi bastante efetiva. Essa condic¢do indica que a defesa antioxidante nas
branquias destes animais foi eficiente no combate as ERO ocorridas em 14 dias de
exposicao.

Muitas das alteracBes bioquimicas observadas nas branquias foram
mais pronunciadas que no figado, em virtude da grande superficie de contato com o
meio externo que estas possuem, e por serem 0s sitios primarios de absorcéao e

acdo de xenobibticos em peixes.
2.3.3 Alteracdes no sistema de defesa antioxidante e na atividade
da acetilcolinesterase em tecido muscular de tilapia (O. niloticus).

A TABELA 2.1 mostra os resultados obtidos para as atividades de

todos os sistemas de defesa antioxidante avaliados em musculo de tilapia.
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TABELA 2.1: Respostas das atividades para os sistemas SOD (U SOD mg proteina’l), para as
concentracdes de GSH (umol GSH mg proteina’l), para as atividades da GST(umol CDNB min™ mg
proteina’lz, da GPx (umol NADPH min™ mg proteina™) e da concentracéo de LPO (pmol CHP mg
proteina™) em musculo de tilapias expostas ao CIP em 7 e 14 dias. * Indica diferenca estatistica
(P>0,05) em relagéo ao controle. Valores representados por média + desvio padréao dos individuos
(n=10 para cada grupo).

7 dias
Controle 05ug L™ 10pg L™ 50pug L™
SOD 4,84 +0,77 6,09 £ 0,81 3,56 £ 0,21 4,49 + 0,52
GSH 1327 £ 83,5 1119* + 23,7 789,3 + 38,9 909,6 + 19,6
GST 1,12 £ 0,15 1,07 £0,13 0,67 £ 0,067 1,27 £0,16
GPx 0,14 + 0,018 0,10 £ 0,010 0,075 £ 0,016 0,11 + 0,027
LPO 6,95 + 0,39 7,68 + 1,07 4,76 + 0,31 5,74+ 0,43
14 dias
Controle 05ug L™ 10pg L™ 50pug L™
SOD 4,78 £ 0,27 5,79 £0,83 513+0,75 4,55 + 0,65
GSH 747,6 £70,2 689,3 + 109 737,2+94,8 639,3 £ 59,6
GST 0,92 + 0,053 1,28 £ 0,23 1,59 £0,21 1,03+£0,18
GPx 0,073 +0,01 0,121 £0,021 0,127 £ 0,021 0,119 £ 0,02
LPO 5,89+ 0,22 6,87 + 0,83 7,86 +1,18 6,80 + 0,83

Os dados da TABELA 2.1 mostram que nao houve alteracdes
significativas nas atividades das enzimas do sistema antioxidante em ambas as
condicBes experimentais, bem como nas concentracdes da GSH. Também néo foi
observado alteracBes significativas para os niveis de peroxidacao lipidica. Isso
significa que a exposicdo ao CIP possivelmente ndo promoveu aumento na
concentracdo de ERO e na peroxidacao lipidica no tecido muscular dos animais,

indicando que o CIP ndo causou estresse oxidativo neste tecido.

Atividade da acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChE), presente em tecidos muscular e nervoso
de peixes, tém sido usada como biomarcador para monitorar os efeitos de
neurootoxicidade’?. A principal funcdo da AChE é a hidrélise da acetilcolina (ACh),
mediadora das sinapses colinérgicas no sistema nervoso e vital para o
funcionamento do sistema sensorial e neuromuscular'®.

Houve decréscimo da atividade da AChE do musculo dos peixes
expostos ao CIP (FIGURA 2.13) na concentracdo de 1,0 pg L™ ap6s 7 dias de

exposicao.
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FIGURA 2.13: Atividade AChE, em 7 e 14 dias de exposi¢do ao CIP no musculo de tilapia (O.
niloticus) do grupo controle (C) e grupos expostos a 0,5, 1,0 e 5,0 pg L™. * Indica diferenca estatistica
(P>0,05) em relag&o ao controle. Valores médios e desvio padrdo: 7 dias (Controle = 8,88+ 2,84; 0,5
pg L=9,65+2,50; 1,0 pg L = 5,52 + 1,30; 5,0 ug L™ = 7,98 + 3,32), 14 dias (Controle = 7,99+ 2,10;

0,5pug L =5,67+2,83;1,0ugL" =5,41+4,58; 50 ug L' =5,17 + 2,20).

Resposta semelhante foi obtida com a espécie Pangasianodon
hypophthalmus apés exposicdo ao farmaco enrofloxacino®®. O actimulo de
acetilcolina provoca hiperexitacdo dos neurdnios poés-sinapticos ou dos 0Orgaos
dependentes da acéo sobre receptores nicotinicos da acetilcolina, principalmente os
musculos. A inibicdo da atividade da AChE provoca hiperexcitabilidade de

transmissdo colinérgica, paralisando funcdes vitais do organismo, levando o

individuo a morte**,

2.4 Conclusdes

A exposicdo subletal por 7 e 14 dias ao farmaco CIP nas
concentracbes avaliadas induziram respostas tecido-especificas para os sistemas
antioxidantes analisados, sendo o figado e as branquias os tecidos mais afetados
pelo xenobiodtico. O musculo do peixe nao sofreu qualquer alteracdo significativa nas
respostas bioquimicas analisadas.

No tecido hepatico das tilapias, a exposicdo em curto prazo ao farmaco
causou estresse oxidante, visto aumento dos niveis de lipoperoxidacdo. Os sistemas
de defesa responsaveis pela degradacdo do perdxido de hidrogénio e espécies
radicalares ndo foram efetivos neste tecido. Aléem disso, a inducdo da GST indica

uma provavel rota de metabolizacédo da CIP nesta espécie de estudo.
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Nas bréanquias, a exposicdo ao CIP por 7 dias induziu estresse
oxidante em tilapias. Mais uma vez, os principais sistemas de defesa antioxidante
(SOD, CAT e GPx) nao foram efetivos no combate as ERO. Ja para a exposicao de
14 dias, o sistema antioxidante GPx-GSH foi capaz de reverter 0 estresse oxidante
causado pela exposicao ao farmaco CIP, uma vez que os niveis de lipoperoxidacao
nao foram significantemente diferentes do controle.

Embora o tecido muscular ndo tenha sofrido qualquer alteracao
significativa nas respostas dos sistemas antioxidantes, a exposicdo ao CIP

promoveu inibicdo da acetilcolinesterase.



Capitulo 3

Ensaios de biotransformacao in vitro
utilizando fragcO0es S9 de truta

(Oncorhynchus mykiss)
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Ensaios de biotransformacao in vitro utilizando fracdes S9 de truta
(O. mykiss)

3.1 Introducéo

Espectrometria de massas de altaresolucéo

Tradicionalmente, a analise quantitativa € considerada a mais
importante aplicagdo da espectrometria de massas, tendo o uso de analisadores do
tipo triplo quadrupolo os mais bem estabelecidos para este tipo de analise®®.
Algumas aplicacdes, como a analise de misturas complexas, requerem a utilizacédo
de espectrébmetros de massa com alto poder de resolucdo, maior exatiddo na
determinacdo de massa acurada, alta sensibilidade e ampla faixa de dinamica linear
de concentracdo. Desta forma, espectrometros de massa de alta resolucao
comecaram a se tornar ferramentas fundamentais em analises que requerem
identificacdo e elucidacdo estrutural de compostos desconhecidos em matrizes
complexas, uma vez que possibilitam maior rapidez na aquisicdo de dados e

capacidade de separar compostos isobaricos %,

O analisador do tipo Orbitrap, introduzido por Makarov***!* & um
sistema hibrido de armadilha de ions linear acoplado a um Orbitrap (LTQ-Orbitrap —
FIGURA 3.1). Este tipo de analisador possibilita um elevado poder de resolucéo

(>150000), e exatidao de massas com erros menores do que 1-2 ppm.
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FIGURA 3.1: Esquema do analisador de massas do tipo Orbitrap, modelo LTQ Orbitrap XL — Thermo
Fisher (Adaptada de MAKAROV, 2006™%).




76

O Orbitrap funciona como uma armadilha de ions tridimensional,
retendo ions radialmente em um eletrodo interno axial e outro eletrodo externo
coaxial em formato de barril, mantidos a um vacuo maior que 3 x 10™° torr. Um
potencial elétrico constante € aplicado entre dois eletrodos axissimétricos, sem a

acdo de nenhum outro campo magnético ou potencial elétrico oscilante™*.

A introducdo de ions no interior do Orbitrap € realizada a partir de
guantidades minimas, e seguem uma Orbita circular em torno do eletrodo central.
Uma vez que a massa dos ions e o raio da O6rbita ndo possuem qualquer
dependéncia, os ions sdo retidos radialmente no Orbitrap. Assim, a frequéncia das
oscilagdes harménicas dos ions retidos em Orbita ao longo do eixo do campo
eletrostatico independe da velocidade do ion, e inversamente proporcional a raiz
guadrada da relacdo massa carga, e assim a armadilha pode ser operada como um
analisador de massas. As frequéncias das oscilagbes sdo registradas por um
detector como imagens da velocidade axial dos ions, e o sinal é convertido por
transformada de Fourier em um espectro de massas de alta resolucao®*34°.

Um dos beneficios do uso do Orbitrap € a capacidade de quantificacédo
por meio de experimentos no modo de aquisicdo completa dos dados (full scan),
também conhecido como modo de varredura total de ions. Desta forma, todos os
ions presentes na amostra podem ser detectados, e 0s espectros de massa sao
obtidos em valores de massa exata para cada ion detectado, possibilitando a
separacdo e identificacdo de compostos isobaricos. Além disso, durante o
processamento de dados, a amostra pode ser reanalisada na busca por informacdes
adicionais, como metabolitos, biomarcadores, compostos de degradacdo, etc*”,
excluindo a necessidade de reinjecdo de uma mesma amostra.

Além do modo de aquisicdo completa de dados, experimentos
adicionais podem ser realizados a fim de se obter maiores detalhes na identificacao
estrutural de compostos desconhecidos. Desta forma, diferentes experimentos de
MS/MS séo possiveis com 0 modo de aquisicdo dependente de dados (DDA — data-
dependent acquisition). Deste modo, um numero de ions € selecionado de acordo
com parametros pré- definidos para ions precursores, e assim sdo conduzidos a um
experimento de fragmentacédo sequenciada. Ambos os espectros de full scan e DDA
séo obtidos na mesma analise, combinando informacdes qualitativas e quantitativas,
além de promoverem um aumento da seletividade e sensibilidade do método

analitico'®,
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O Orbitrap tornou-se uma opg¢éo poderosa para a analise de amostras
complexas, promovendo alta seletividade e maior confianca em analises de rotina.
Devido ao desempenho analitico tem sido usado para ampla gama de aplicacdes
envolvendo, por exemplo, identificacdo de compostos a niveis traco, em proteoma,
controle de doping, deteccdo de contaminantes em alimentos, metabolismos de

farmacos, entre outras'®.

Biotransformacé&o in vitro em organismos aquaticos

Um fator que esta intimamente ligado a bioacumulagédo de farmacos é
a propensao destes a biotransformacéo. Uma vez que o farmaco é biotransformado,
sua acumulacdo no tecido tende a se reduzir. A biotransformacdo depende de
alguns fatores, como quantidade de lipidios no organismo, hidrofobicidade do
composto e atividade das enzimas metabolizadoras. Mas a principal preocupacao é
se a biota aquatica €é capaz de metabolizar significativamente estes
xenobidticos?>148:149,
Pouco se sabe a respeito de rotas de biotransformacdo em vérias
espécies de peixes. Em contrapartida, estudos realizados mostram que € possivel
avaliar rotas metabdlicas em organismos aquaticos baseados na informacédo ja

descrita sobre farmacocinética em mamiferos®*>°,

Estudos de deplecdo de
substratos in vitro utilizando tecidos de figado vém sendo realizados com sucesso
para avaliar as taxas de biotransformacédo de farmacos em peixes. Além disso, este
tipo de ensaio é de rapida realizacdo, boa relacdo custo-beneficio, e os resultados
d&o suporte para a avaliacdo de riscos ambientais™>*.

GOMES e colaboradores™®? realizaram estudos de biotransformacao in
vitro de alguns farmacos, entre eles o ibuprofeno e o propanolol, a fim de obter
informacdes a respeito do potencial metabdlico de duas espécies de peixes
(Oncorhynchus mykiss e Ictalurus punctatus). Os resultados mostraram que 0s
peixes sdo capazes de metabolizar diversos farmacos prescritos para terapéutica
humana, além de fornecer informacdes iniciais sobre as rotas metabodlicas de
xenobidticos, baseados em estudos ja estabelecidos para seres humanos.

Muitos processos fisioldgicos importantes, como biossintese e
metabolizacdo de xenobidticos, sofrem acdo das enzimas da familia do citocromo

P450™3, Os produtos da biotransformacéo por estas enzimas sdo relativamente
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hidrofilicos, podendo até sofrer outras reacfes levando a conjugados ainda mais
polares, os quais sdo facilmente excretados pelo organismo. Imaginava-se que 0s
peixes ndo possuiam tais enzimas, mas estudos realizados mostraram que estas
estdo presentes nos figados de alguns peixes, bem como varias isoformas desta
superfamilia de enzimas®*.

Deste modo, o peixe pode possuir um citocromo capaz de catalisar
reacdes normalmente associadas a um citocromo especifico presente em seres
humanos. Portanto, € importante determinar se 0s peixes e 0s seres humanos
possuem atividades metabdlicas semelhantes, e assim proporcionar uma base para
a previsdo do metabolismo dos peixes a partir de dados de metabolismo humano. A
investigacao destes perfis de biotransformacéo € importante para o entendimento da
capacidade, semelhancas e diferencas entre as espécies de peixes.

O metabolismo hepatico de xenobi6ticos em peixes vem sendo
estudado utilizando diversos sistemas de ensaio in vitro, como hepatdcitos, fracdes
subcelulares (microssomas e fracdes S9), e sistemas de enzimas recombinantes®?°.
Particularmente, a fracdo S9 de figado é um atrativo, pois € de facil preparacéo e
manuseio, e contém tanto as enzimas da fase citosolica quanto microssomais. Esta
fracdo contém as enzimas envolvidas no metabolismo de fase | (CIPs) e fase Il
(como sulfotransferase, uridina difosfato-glucuronosiltransferase, glutationa S-
transferase) de xenobioticos. Estas caracteristicas tornam o sistema S9 uma boa
escolha para estudos destinados a avaliar a taxa de depuracédo hepética de peixe,
principalmente se as enzimas responsaveis pelo metabolismo de uma determinada
substancia sdo desconhecidos. Embora a fracdo S9 tenha sido assim chamada
considerando a velocidade de centrifugacédo (9000 g) utilizada na sua preparacéao,
pesquisas recentes tém empregado velocidades de centrifugacdo mais elevadas, a

fim de se obter um homogeneizado com maior pureza®*.

Farmacos na aquicultura

Os atuais sistemas de producdo de peixes estdo representados, em
sua maioria, por sistemas de criacao intensivos. Nesses sistemas, 0s animais séo
expostos constantemente ao manuseio excessivo, transporte, altas densidades de
estocagem, variacdes na qualidade da &gua, além de dependerem de uma dieta

artificial como unica fonte de alimento. Essas praticas de manejo induzem ao
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estresse, com consequentes perdas na producao devido a diminuicdo no ganho de
peso e na imunidade, que aumenta a susceptibilidade a doencas™”.

Um dos maiores problemas em aquicultura sdo a ocorréncia de
parasitas e bactérias, e acarretam perdas na producdo e produtividade, muitas
vezes devido ao retardo do crescimento dos peixes e a alta mortalidade®®. Em
funcdo da elevada ocorréncia de doencas, o uso de produtos quimioterdpicos e
antibiéticos tem aumentado nesses sistemas de criacdo intensiva'®’. Além disso,
muitas vezes, esses compostos quimicos sdo utilizados de forma errbnea, com
doses erradas e produtos que eram para combater uma doenca sao utilizados para
combater outra. O uso excessivo de antibidticos na aquicultura pode impactar
negativamente a salude dos peixes e do homem, assim como o ambiente aquatico,
como o aumento da resisténcia bacteriana e sua dissemina¢do no ambiente.

Existem hoje varios antibidticos utilizados no controle de doencas
bacterianas em pisciculturas no mundo todo™®. Dentre eles, alguns sdo comumente
utilizados, como oxitetraciclina e florfenicol. Dentre estes, somente o uso do
florfenicol é permitido no Brasil*®®. Outros farmacos também sdo comumente
utilizados, como enrofloxacino, da classe das fluoroquinolonas, e sulfadimetoxina, da
classe das sulfonamidas®*®**°. Apesar de n&o ser um antibiético, a trimetoprima é
amplamente utilizada em associagcdo com outros antibidticos, principalmente da
classe das sulfonamidas, como sulfadiazina®®. A FIGURA 3.2 mostra as estruturas
quimicas dos farmacos utilizados em pisciculturas selecionados para o presente

estudo de biotransformagéo.
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FIGURA 3.2: Estrutura dos farmacos utilizados em pisciculturas selecionados para o estudo de
biotransformacéo in vitro.
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A truta (Oncorhynchus mykiss) € um dos peixes mais utilizados como

modelo para diversos estudos toxicol6gicos™*%11%,

Diversos protocolos para
ensaios in vitro foram desenvolvidos para trutas, e podem ser facilmente adaptados
para outras espécies, desde que sejam consideradas as especificidades entre as

espécies (manutencado do peixe em cativeiro, temperatura fisiolégica)*>*.

3.2 Objetivos

Objetivo geral
Avaliagcédo dos processos de biotransformacao in vitro utilizando fragdes
S9 de figado de truta (O. mykiss) para diferentes farmacos por LC-MS/MS e

identificagdo de metabalitos.

Objetivos especificos

Desenvolvimento de um método por LC-MS/MS, para a analise dos
farmacos propranolol (PRO), diclofenaco (DCF), enrofloxacino (ENR), florfenicol
(FLO), trimetoprima (TMP), oxitetraciclina (OXI) e sulfadimetoxina (SDT).

Ensaios de incubacao in vitro utilizando fracdes S9 de figado de truta
para a avaliacdo da biotransformacao dos farmacos selecionados.

Utilizacdo da espectrometria de massas de alta resolucdo para

identificacdo de produtos de biotransformacéao in vitro.

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Verificagcdo do método de LC-MS/MS

Para todos os farmacos analisados, as curvas de calibragdo foram
lineares, com coeficiente de correlacdo r = 0.990. Os dados de preciséo e exatidao
intra e inter-lotes estdo representados na TABELA 3.1. Precisdo e exatiddo foram
determinadas analisando duas replicatas de uma amostra controle de qualidade,

com concentracdo intermediaria a faixa de concentragcdo da curva analitica. Os



81

resultados de preciséo estdo expressos em fungéo do CV, e estdo de acordo com o

critério estabelecido para a verificacdo do método

164

TABELA 3.1: Linearidade, precisédo, exatidao, recuperacao e LD do método analitico.

Composto Equacéio 2 Faixi Exatiddo Precisdo Recuperacdo LD_l

(Mg L) (%) CV (%) (%) (Mg L)

ENR y =0,196x + 0,001 0,999 3 - 1000 101 0,20 83,4 0,626
DCF y =0,767x — 0,008 0,999 5-1000 92,4 13,7 85 0,603
FLO y =1,051x + 0,049 0,997 20-1000 92 4.4 59,2 4,17
OoXY y =2,401x - 0,013 0,999 25-1000 93,1 2,1 93,7 4,25
PRO y =4,034x — 0,020 0,999 10-1000 94,9 2,2 91 1,38
SDT y=0,8171x - 0,001 0,999 5-1000 99,9 1,3 81,3 1,55
TRI y = 0,5856x + 0.061 0,999 15-1000 96,3 4,3 90,4 2,82

Considerando a utilizacdo do Orbitrap, um analisador de massas de

alta resolucdo, somente a massa exata do ion precursor foi monitorada e utilizada

para a quantificacdo de cada analito. A TABELA 3.2 mostra a preciséo, indicado pelo

erro (unidades de ppm) entre as massas exatas e massas medidas para cada

composto.

TABELA 3.2: Valores de massa exata, formula molecular e precisédo dos farmacos analisados

. Formula Massa Massa Erro
Composto Polaridade ;

molecular exata medida (ppm)
ENR + C19H2FN303 360,17179 360,17236 1,565
DCF - C14H1,CILNO, 294,00831 294,00755 -6,317
FLO - C1,H14CLFNO,S 355,99209 355,99093 3,255
OXY + CooHo4N,0g 461,15546 461,15646 -0,203
PRO + C16H,,NO, 260,16450 260,16479 -1,094
SDT + C1,H14N,O4S 311,08085 311,08142 -1,700
TMP + C14H1gN4O3 291,14517 291,14545 0,972

O limite de deteccéao foi calculado, considerando uma relacéo de sinal-

ruido >3. O baixo erro entre massa exata e massa medida possibilitou a

quantificacdo de todos os compostos selecionados com uma exatiddo analitica bem

definida. O método atingiu uma boa seletividade, e esta apto para ser aplicado para

a triagem e identificagdo de metabolitos em ensaios de biotransformacéo in vitro.
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3.3.2 Incubacgdes das fragcbes S9

Propranolol e diclofenaco

A deplecdo de farmacos por peixes deve ser avaliada a fim de
determinar o tempo necessario para o composto ser eliminado do tecido do animal e
determinar com seguranca quando o peixe pode ser consumido’®.

Uma etapa importante para a avaliacdo do metabolismo dos farmacos
€ a comparacgdo do clearance intrinsico (CL\yt) de substratos bem conhecidos para
seres humanos e que ja possuem estudos bem estabelecidos para truta’*. Assim,
atendendo a esses requisitos, selecionaram-se o0s farmacos propranolol e
diclofenaco.

O propranolol é substrato das CIP 1A2 e 2D6 em seres humanos.
Esperava-se alta taxa de CLnt, uma vez que ja foi demonstrada a atividade da CIP
da familia 1A em fracbes S9 de trutas'®. GOMEZ e colaboradores®®’ empregaram a
técnica de deplecdo do substrato para medir o metabolismo do propranolol em
fracbes S9 de branquias e figado de truta (Oncorhynchus mykiss) e bagre (Ictalurus
punctatus). O CLyt determinado para figado de truta foi de 0,3 a 0,5 mL/hr/mg de
proteina. No presente trabalho, o resultado obtido foi de 0,43 mL/hr/mg de proteina,
portanto em acordo com os valores da literatura. A FIGURA 3.3 mostra o grafico do

perfil de biotransformacgéo para o PRO.
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FIGURA 3.3: Deplecéo da concentracdo do propranolol em fragdo S9 de figado de truta (O. mykiss).
Vermelho: S9 inativa; preto: S9 ativa (n=2 para cada medida).
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O DCF é também substrato para a CIP-2C9 em seres humanos. Neste
estudo, DCF apresentou uma modesta taxa de CLjt (0,18 mL/h/g proteina)
(FIGURA 3.4). Estudos reportados na literatura demonstraram que a
biotransformacao do DCF em larvas de zebrafish (Danio rerio) resultava em produtos
de reagBes de hidroxilacdo. Adicionalmente, ja foram observados metabdlitos de
fase | e Il do DCF em experimentos de metabolismo in vivo com trutas juvenis*®®*°°,
Uma vez que fracbes S9 de figado contém as enzimas de fase | e Il de
biotransformacdo, ndo é possivel atribuir a deplecdo observada para o DCF a

nenhuma enzima especifica da fracdo S9.
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FIGURA 3.4: Deple¢éo da concentracao do diclofenaco em fracdo S9 de figado de truta (O. mykiss).
Vermelho: S9 inativa; preto: S9 ativa (n=2 para cada medida).

Embora os ensaios de deplecdo dos farmacos com fracBes S9 de
figado ndo fornecam informacfGes que possam levar a identificacdo das enzimas
responsaveis pela biotransformacéo, estes dados indicam que o figado de truta

possui maquinaria enzimatica capaz de metabolizar estes farmacos.

Enrofloxacino
O perfil de deplecdo do ENR (FIGURA 3.5) mostra que ndo houve

diminuicao significativa do substrato (P>0,05).
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FIGURA 3.5: Deplecéo da concentragdo do enrofloxacino em fragdo S9 de figado de truta (O.
mykiss). Vermelho: S9 inativa; preto: S9 ativa (n=2 para cada medida).

Os estudos relatados para este farmaco ja reportados na literatura
mostram ensaios realizados em sistemas in vivo. LUCCHETTI e colaboradores®®®
observaram que uma baixa taxa de deplecdo do ENR em truta (O. mykiss). Neste
estudo, os peixes foram tratados com racao fortificada com ENR (10 mg por kg de
truta por dia), e mantidos em cativeiro em uma piscicultura. Os resultados obtidos
mostraram ainda que o tempo de eliminacdo do farmaco era muito maior do que o
sugerido pela legislacdo, e que tecidos comestiveis de truta ainda podiam conter
0,17 mg de ENR por quilo, o que € um valor alto considerando o valor maximo
permitido para residuos farmacéuticos em geral, de acordo com a legislacao italiana
(0,10 mg kgh)™. Em outro estudo, KOC e colaboradores’® avaliaram a
farmacocinética do ENR apés a administracdo intravenosa e oral em truta marrom
(Salmo trutta fario). A meia-vida de eliminagcdo foi maior em comparagdo com
mamiferos e espécies de aves. No entanto, o perfil cinético foi semelhante a outras

espécies de peixes. Os estudos em espécies como robalo (Dicentrarchus labrax)'™,

172 173

bagre (Ictalurus punctatus) e dourada (Sparus

174

, pacu (Piaractus mesopotamicus)
aurata L.) relataram uma taxa de biotransformacao in vivo lenta, o que esta em

conformidade com os resultados dos ensaios in vitro aqui apresentados.

Florfenicol
O perfil farmacocinético do FLO em fracdes S9 de figado de truta &
mostrado na FIGURA 3.6. A redugcao da concentragdo do substrato nas amostras
ativas de S9também né&o foi significativa (P> 0,05), quando comparado com

amostras inativas.
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FIGURA 3.6: Deplecéo da concentragéo do florfenicol em fracao S9 de figado de truta (O. mykiss).
Vermelho: S9 inativa; preto: S9 ativa (n=2 para cada medida).

Os estudos da literatura sobre farmacocinética e que investigam a
absorcdo e eliminacdo da FLO em vérias espécies de peixes tém observado um
lento tempo de decaimento, seguindo abordagem in vivo. DI SALVO e
colaboradores’™ avaliaram a deplecéo de FLO e seu principal metabdlito, florfenicol
amina, a partir do tecido de peixes das espécies O. mykiss e Spatus aurata L. apés
o tratamento com alimentos fortificados com o medicamento. Concentracdes de
metabolito ativo foram detectadas no musculo de trutas em 24 h pdés-tratamento, o
gue significa uma biotransformacdo lenta do substrato. SAMUELSEN e

® avaliaram o perfil farmacocinético de FLO no plasma, figado e

colaboradores®’
musculo de bacalhau (Gadus morhua), apés administracdo intravenosa e oral. A alta
meia-vida do farmaco nesta espécie (43 h) implica em elevado tempo de
desaparecimento no tecido do peixe. Este resultado sugere uma deficiéncia
enzimatica, o que aumenta o tempo de residéncia do FLO no bacalhau.

Em relacdo aos resultados relatados no presente estudo, € correto
deduzir que a truta pode ter a mesma incapacidade enzimatica para metabolizar o
FLO, notado pela insignificante taxa de deplecdo. Vale ressaltar que este farmaco é
um dos poucos registrados, juntamente com a oxitetraciclina, para uso em

aquicultura no Brasil.

Sulfadimetoxina
As sulfonamidas sdo uma grande classe de compostos bacteriostaticos

sintéticos, e sdo amplamente utilizados em aquicultura. Este agente terapéutico tem
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sido mostrado para ser eficaz no tratamento de infec¢des bacterianas em peixes, e a

sua utilizagdo em aquicultura é recomendada no mundo todo'”’

. Apesar disso,
existem estudos sobre a farmacocinética e metabolismo de sulfonamidas em peixes.
Estudos in vitro do efeito da SDT em peixes sdo ainda mais escassos.

Os resultados encontrados para o SDT foi uma taxa de deplecéo néao
significativa (P> 0,05) (FIGURA 3.7) e estdo em conformidade com o trabalho de
BAKAL e colaboradores®”® sobre a farmacocinética in vivo da SDT e em associacées
com outros farmacos em peixes de espécie hibrida (Morone chrysops x Morone
saxitalis). Em sistemas in vivo, os tempos de meia-vida da SDT para administracéo
intraperitoneal e oral foram de 26 e 10,5 horas, respectivamente. Segundo 0s
autores que reportaram este comportamento farmacocinético, este efeito foi
provavelmente devido lenta absorcdo da SDT, resultando numa diminuigdo aparente

da taxa de eliminacdo®’"*"°.
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FIGURA 3.7: Deplecéo da concentracao da sulfadimetoxina em fracdo S9 de figado de truta (O.
mykiss). Vermelho: S9 inativa; preto: S9 ativa (n=2 para cada medida).

Em um estudo in vivo com truta (O. mykiss), UNO e colaboradores®
avaliaram a farmacocinética da SDT ap6s a administracdo oral, através de
experimentos de deplecdo em tecido. A analise do figado do animal mostrou elevado
tempo de meia-vida (68 h), o que significa uma taxa de eliminacao lenta. No entanto,
o metabolito N-acetilado foi encontrado no figado com uma hora apés a

administracao.
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No presente estudo, a SDT ndo sofreu metabolizacdo significativa apos
180 minutos de incubacao in vitro. Mesmo em peixes da mesma espécie, o perfil
farmacocinético in vivo/in vitro de um farmaco pode alterar dependendo das
condicbes experimentais as quais foram submetidos, como concentracdo analitica
do farmaco e sua entrada no organismo (via oral, intraperitoneal, ou alimentacao),

bem como o tempo de incubac&o/exposicao™.

Oxitetraciclina

OXl € o principal membro do grupo das tetraciclinas usadas na
aquicultura. Seu uso terapéutico tem ganhado um interesse especial em criacdes de
animais, devido ao seu amplo espectro e baixo custo em relacdo a outros agentes
antimicrobianos®®.

Para o presente estudo, o perfil farmacocinético da OXI em fracdes S9
de figado de truta € mostrado na FIGURA 3.8. Mais uma vez, nota-se que ndo houve
decaimento significativo (P> 0,05) da concentracdo do substrato quando comparado

com a incubacéo feita com amostras de S9 inativas.
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FIGURA 3.8: Deplecéo da concentracdo da oxitetraciclina em fracdo S9 de figado de truta (O.
mykiss). Vermelho: S9 inativa; preto: S9 ativa (n=2 para cada medida).

Estudos realizados por ABEDINI e colaboradores'® demonstram a
farmacocinética e biodisponibilidade in vivo da OXI em truta (O. mykiss) e salméao
(Oncorhynchus tshawytscha). Os resultados comparativos entre ambas as espécies
indicaram uma eliminacgéo lenta do farmaco, o que é notado pelo elevado tempo de

meia-vida de eliminacdo (88,3 h para salmdo e 94,2 h para truta). Outras
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observacdes da literatura®*%

, relacionados a estimativa de regimes de dosagem e
periodos de abstinéncia seguras para peixes criados em cativeiros, relataram perfil

farmacocinético semelhante aos resultados obtidos in vitro no presente estudo.

Trimetoprima

TMP € um farmaco comumente utilizado na medicina humana e na
aquicultura. O perfil farmacocinético in vitro de TMP em fragbes S9 de figado de
truta € mostrado na FIGURA 3.9. Neste caso, observou-se uma resposta significativa

(P <0,05) para o decaimento do substrato nas fracdes S9 ativas.
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FIGURA 3.9: Deple¢éo da concentragdo da trimetoprima em fragdo S9 de figado de truta (O. mykiss).
Vermelho: S9 inativa; preto: S9 ativa (n=2 para cada medida).

Foi observada uma baixa taxa de decaimento de substrato, e 0 CLint
obtido para TMP foi de 0,051 mL/hr/mg de proteina, que representa um valor 8
vezes menor que o CLyt obtido para o PRO e cerca de 3 vezes menor que o obtido
para o DCF, no presente estudo in vitro.

Existem poucos dados farmacocinéticos disponiveis sobre TMP em
espécies de peixes. Observacdes feitas por TAN e colaboradores™’, investigando a
farmacocinética in vivo da TMP em truta (O. mykiss) verificaram uma cinética de
primeira ordem, com eliminacdo do substrato de forma lenta. A meia-vida de
eliminagdo (36,1 h) reforgca a baixa capacidade de biotransformacdo, e estd em
acordo com o0s resultados aqui apresentados para 0 ensaio in vitro de

biotransformacao.
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Em seres humanos e em ratos, TMP € biotransformada em varios
metabolitos. A desmetilagdo e hidroxilagdo sé&o as principais vias de metabolismo
nestas espécies. No entanto, ndo ha informacao disponivel sobre quais enzimas do
citocromo P450 humano estdo envolvidas neste metabolismo oxidativo'®. No
presente estudo, nenhum metabdlito da TMP foi encontrado.

Em geral, estudos de farmacocinética in vivo de farmacos sé&o
realizados utilizando varias espécies, sob diferentes condi¢cdes, como a variacao
biolégica (idade e tamanho), metodolégica (dose e via de administracdo), e
ambiental (pH, temperatura). Cada uma destas variaveis afeta os parametros
farmacocinéticos dos substratos, por isso o0s resultados nado refletem diferencas

entre espécies.

3.3.3 Produtos de biotransformacéo: DCF e PRO

O metabolismo de DCF e PRO tem sido objeto de muitos estudos.
Além de serem contaminantes ambientais, eles servem como modelos para estudos
de farmacocinética em peixes, uma vez que sao substratos de importantes CIPs em
seres humanos.

Sabe-se que a truta (O. mykiss) possui enzimas da familia do
citocromo CIP-3 e CIP-4 com caracteristicas semelhantes as CIPs destas mesmas
familias presentes em seres humanos. Também ja foi demonstrada a auséncia de
enzimas da familia CIP-2 nestes mesmos organismos'®. Uma vez que pouco se
sabe sobre a especificidade de substrato das CIPs presentes em peixes, é grande a
probabilidade destes possuirem uma CIP de uma determinada familia capaz de
catalisar reacdes que sdo tipicamente associadas a uma diferente familia de CIPs
presentes em humanos'®.

A busca por produtos de metabolismo foi realizada investigando-se
inicialmente as reac¢des envolvidas no processo, como hidroxilagdo, glucoronidagéo,
sulfonacdo e reagbes na cadeia alquilica. Em seguida, foi feita a busca destes
compostos através de suas massas e padrbes de fragmentacdo, analisando-se
detalhadamente os espectros de MS", comparando-se amostras de S9 ativas com
as inativas, bem como o tempo de retengdo do composto alvo em cada tempo de

incubacdo analisado. Por fim, determinou-se a formula molecular do produto de
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metabolismo formado e calculou-se a exatiddo de massa, confirmando assim a
identidade do composto em questéao.

No ensaio de biotransformacgéo in vitro com hepatoécitos de truta, o
produto de metabolismo do diclofenaco foi formado em concentracdes insuficientes
para a obtencdo de um espectro de massa que pudesse confirmar a formacao e
caracterizagao deste produto.

Estudos avaliando o metabolismo do PRO com microssomas de figado
humano e de rato tém revelado a formacdo de metabolitos derivados da hidroxilacao
do anel aromaético, além dos derivados de oxidacdo da cadeia lateral™®. Foi
demonstrado que a CIP-2D6 catalisa o processo de biotransformacao in vitro para
0s compostos 4-hidroxi e 5-hidroxipropranolol, bem como a formacdo do metabdlito
derivado de uma N-desisopropilagédo, catalisada pela CIP-1A2. Foi demonstrado
também que os metabdlitos hidroxilados sofrem glucuronidagdo originando os
correspondentes ésteres O-B-d-glucoronideos'®*%,

No ensaio de biotransformacéoin vitro com as amostras S9 ativas do
figado de truta foram encontrados trés metabolitos do PRO: 4-hidroxipropranolol (4'-
OHPRO), o hidroxi-conjugado glucoronideo (4'-Glu-OHPRO) e N-desisopropil (NDI-
PRO). Os ions isolados e monitorados durante os experimentos tiveram sua
identidade correlata ao composto de partida, comparando-se padrdes de
fragmentacdo entre a molécula inicial e os metabolitos em espectros de massa de
alta resolucdo e de MS". No que se refere as fragmentacGes referentes a ruptura do
anel aromatico, elas ndo foram conclusivas e deste modo ndo foi possivel
determinar indubitavelmente a posicdo da hidroxila. No entanto, trabalhos
publicados apresentam que o metabolismo do propranolol pela CIP 2D6 produz
majoritariamente o 4-hidroxipropranolol™®**2. Assim, para o produto de hidroxilacdo o
4'-OHPRO foi 0 metabdlito considerado.

Os compostos 4'-OHPRO e NDI-PRO foram detectados nas amostras
dos tempos de incubacdo de 30 a 180 minutos. Ja o 4'-Glu-OHPRO foi encontrado
nas amostras dos tempos de incubacdo de 60 a 180 minutos. A FIGURA 3.10

mostra a rota metabdlica sugerida para o PRO em fra¢des S9 de figado de truta.
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FIGURA 3.10: Rota proposta para a biotransformacéo in vitro do PRO por fracdes S9 de figado de
truta.

Os cromatogramas da FIGURA 3.11 mostram a presenga dos
metabdlitos em cada tempo de incubacao analisado.
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FIGURA 3.11: Cromatogramas representativos do 4’-OHPRO (Tempo de retencao: 5,92 min), 4’-Glu-
OHPRO (Tempo de retencao: 8,86 min) e NDI-PRO (Tempo de retencéo: 6,78 min).

O espectro de MS" do 4'-OHPRO (FIGURA 3.12) mostra a presenca de

fragmentos caracteristicos: m/z 258,14862 (perda de uma molécula de H,0) e m/z

215,09357 (perda do grupo NH,CH(CHz3),), além de outros.
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FIGURA 3.12: Espectro de MS" 4-OHPRO (m/z 276.1595) no tempo de incubacdo de 180 min.

A partir do metabdlito hidroxilado, houve a formacéo de seu conjugado

glucoronideo 4'-Glu-OHPRO, cujo espectro de MS" confirma a sua identificacédo

(FIGURA 3.13), através da presenca do fragmento m/z 276,15998, que corresponde

a perda de 176 unidades, referente a porcéo glucordnica da molécula.
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FIGURA 3.13: Espectro de MS" do 4’- Glu-OHPRO (m/z 452,19138) no tempo de incubacéo de 150

min.
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O produto de desalquilagdo NDI-PRO teve sua identificagdo confirmada

pela presenca do fragmento m/z 201,11211 (perda de NH3), como mostra o espectro

de MS" (FIGURA 3.14).
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FIGURA 3.14: Espectro de MS" do NDI-PRO (m/z 218,11763) no tempo de incubacdo de 180 min.

Os valores de precisdo de massa para cada produto de

biotransformacao do PRO encontram-se na TABELA 3.3.

TABELA 3.3: Valores de massa exata, precisao e formula molecular dos metabdlitos encontrados

para o PRO.
- Formula Massa Massa Erro
Metabolito )
molecular exata medida (ppm)
4’-OHPRO C16H2:NO3 276,15943 276,15950 0,253
4’-glu-OHPRO C,2H29NOg 452,19125 452,19138 0,283
NDI-PRO C13H1sNO, 218,11755 218,11763 0,343

Em microssomas de figado humano, a hidroxilacdo do anel aromético

da molécula de PRO é comumente catalisada pela CIP-2D6, e reacdes de

desisopropilacdo sdo catalisadas principalmente pela CIP-1A2 e CIP-2D6'%. Os

resultados obtidos sugerem que a espécie Oncorhynchus mykiss possui isoformas
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semelhantes de CIPs presentes em seres humanos para os substratos analisados.
Além disso, os resultados colaboram para a base de dados e fornecem subsidios

para o entendimento do metabolismo de biotransformacéo desta espécie.

Ensaios de toxicidade in vitro: perspectivas

Uma andlise recente da literatura mostrou que ndo existem estudos de
biotransformacgédo in vitro em peixes com os farmacos selecionados para este
estudo. Esta abordagem do uso de ensaios in vitro tem sido aplicada com sucesso
para compostos farmacéuticos de baixa polaridade e produtos de higiene pessoal,
tais como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs)'**. No entanto, pouca
atencao tem sido dada para compostos de alta polaridade.

Estudos de previsédo de impacto ambiental de compostos farmacéuticos
ativos vém sendo realizados com base em medidas de coeficiente de particdo
octanol-agua (Kow), que fornece dados sobre lipofilicidade de compostos,
principalmente quanto & toxicologia destes em organismos aquaticos™*. No entanto,
guando levado em consideracdo o0 meio ambiente como um todo, assim como 0s
processos fisico-quimicos que nele ocorrem, esta abordagem ndo é a mais
adequada para avaliar os riscos bioacumulativos, uma vez que compostos de alta
polaridade podem também causar danos a organismos aquaticos. Embora haja uma
preocupacdao global sobre 0 uso desenfreado de antibiéticos em medicina humana e
veterinaria, h4 uma caréncia de dados na literatura a respeito dos efeitos
toxicolégicos desta classe de compostos sobre organismos aquaticos, uma vez que
0 aporte destes contaminantes no ambiente € continuo.

Algumas propriedades fisico-quimicas, como constante de acidez (ka),
tem grande influéncia sobre reagdes enzimaticas e devem ser cuidadosamente
avaliadas em estudos farmacocinéticos in vivo/in vitro. Devido as diferentes
propriedades fisico-quimicas dos antibioticos, eles podem ser absorvidos em
diferentes taxas e se acumularem em niveis que podem variar muito entre os
diferentes tecidos e em cada espécie de peixe'®. Os modelos in vitro buscam usar
informacgfes de farmacocinética e farmacodinamica para comparar concentracdes
terapéuticas humanas com concentracdes estimadas peixes, e assim extrapolar os
efeitos adversos para compostos especificos. Estes modelos in vitro, porém, ainda
nao estdo adequados para a analise de todas as classes de compostos quimicos. As

incertezas associadas aos modelos in vitro propostos, bem como o incentivo na



96

reducdo do uso de animais nos ensaios de laboratorio, estdo impulsionando as
pesquisas para o desenvolvimento de estratégias complementares para avaliar e

refinar estimativas de potenciais de bioacumulacao.

3.4 Conclusoes

Os ensaios de biotransformacéo in vitro mostraram que a espécie O.
mykiss possui enzimas capazes de metabolizar estes farmacos, visto o decaimento
de suas concentragdes ao longo de 180 minutos.

De acordo com modelo in vitro avaliado, os farmacos ENR, FLO, SDT e
OXI ndo apresentaram perfil de biotransformacéo, o que sugere que eles possuem
potencial bioacumulativo em tecidos de peixes.

A identificacdo inequivoca dos metabdlitos do PRO apds incubacéo in
vitro mostra a capacidade de biotransformacdo da espécie utilizada como modelo.
Estes resultados ampliam o entendimento da capacidade, similaridades e diferencas
entre diferentes espécies de peixes, e também contribuem para a avaliacdo do

impacto ambiental de compostos presentes no meio ambiente.
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Consideragoes finais

Atualmente, existe uma tendéncia por métodos sustentdveis nas
andlises de compostos farmacéuticos em matrizes ambientais. O baixo consumo de
solvente de apenas 10 mL da fase moével por analise proporciona significativa
reducdo de residuos e € uma das maiores vantagens do processo aqui relatado.
Além disso, o curto tempo de analise também proporciona maior produtividade.
Desta forma, este método de injecdo de amostra on-line, baseado na utilizagdo da
coluna RAM-Cg-BSA no modo unidimensional acoplado ao MS/MS, tem vantagens
distintas quando comparados com os tradicionais procedimentos usados em
analises de amostras ambientais e analises de tecidos bioldgicos. No monitoramento
feito com amostras coletadas ao longo do Rio Monjolinho e na entrada e saida da
estacdo de tratamento de esgoto (ETE) do municipio de S&o Carlos, SP, CIP (195
ng LY e NOR (270 ng L™) foram quantificadas em amostras de efluentes
provenientes da entrada da ETE. No estudo de bioacumulacédo, CIP foi quantificada
na concentracdo de 14,3 ng g* em musculos de tilapias expostas por 7 dias a
concentracéo de 5,0 pug L™

A exposicao subletal ao farmaco CIP nas concentracfes avaliadas
induziram respostas tecido-especificas para os sistemas antioxidantes analisados,
sendo o figado e as branquias os tecidos mais afetados pelo estresse. O musculo do
peixe ndo sofreu qualquer alteracdo significativa nas respostas bioquimicas,
indicando auséncia do estresse neste tecido. As respostas bioquimicas avaliadas
mostraram ser bons biomarcadores frente a exposicdo subletal a CIP. Estas
respostas indicaram que, apesar da inducao do sistema antioxidante, o figado e as
branquias sofreram estresse oxidativo, evidenciado pelos danos severos ocorridos a
niveis celulares, uma vez que as respostas dos niveis de lipoperoxidacdo mostraram
alteragdes significativas nestes tecidos.

Os ensaios de biotransformacdo in vitro mostraram que a espécie
Oncorhynchus mykiss é um bom modelo para este tipo de analise, uma vez que
possui enzimas da familia do citocromo P450 capazes de metabolizar substratos
especificos, semelhantes ao comportamento enzimatico das CIPs em seres
humanos, como demonstrado na identificacdo dos metabolitos do PRO apos
incubacédo. Os resultados apresentados com o presente modelo in vitro mostraram

gue os farmacos utilizados em aquicultura ENR, SDT, TRI, OXl e FLO néo
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apresentaram perfil de biotransformacéo, inferindo que eles podem bioacumular no
organismo de peixes. Os resultados obtidos contribuem para o entendimento da
capacidade, similaridades e diferencas entre diferentes espécies de peixes, e
também para a avaliacdo do impacto ambiental de compostos presentes no meio

ambiente.
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Capitulo 5

Experimental
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5.1 Generalidades

Os solventes organicos utilizados foram grau HPLC, das marcas
MALLINCKRODT e J. T. BAKER (St Louis, EUA).

A 4gua utilizada na composicdo das fases moveis e preparacdo de
solucdes foi ultrapura purificada através de um sistema MILLIPORE.

Os eluentes utilizados foram sempre medidos na relagéo
volume/volume.

Uma empacotadora Shandon foi utilizada para o empacotamento das
colunas cromatograficas.

A homogeneizacdo de todas as amostras foi efetuada em um vortex
PHOENX AP56, além de umultra-som COLE-PALMER 8852.

Para a pesagem dos reagentes foi utilizada uma balanca analitica
AND, modelo HR200, com precisao + 0,0001g.

As medidas de pH foram realizadas utilizando um pHmetro,
QUALXTRON, modelo 8010, com preciséo de * 0,01 unidades de pH, conectado a
um eletrodo de vidro combinado Ag/AgCIl. A calibracdo do pHmetro foi realizada
com solucdes tampao pH 4,00 e 7,00 (CHEMIS).

As micropipetas utilizadas no preparo das amostras foram GILSON e
EPPENDORF.

Durante as analises foram utilizados os seguintes padrbes dos
farmacos: ciprofloxacino (Lote: M348738), moxifloxacino (Lote: M201400) e
norfloxacino (Lote: M343980), doados pelo Instituto Vita Nova (Hortolandia — SP —
Brasil); gemifloxacino (Lote: QUB10006), doado pela industria farmacéutica Aché
(Guarulhos, SP, Brasil); enrofloxacino (Lote: SZBA336XV), ofloxacino (Lote:
040M1313V), propranolol e diclofenaco foram comerciais, da marca Sigma-Aldrich
(St Louis, EUA); florfenicol (Lote: F405750), sulfadimetoxina (Lote: S699060),
oxitetraciclina (Lote: O877501)e trimetoprima foram comerciais, da marca Toronto
Research Chemicals (Toronto,Canada).

O acido formico foi comercial, da marca Fluka. B-NADPH (>95%
pureza) foi obtido da Oriental Yeast Co. (Osaka, Japao). Todos 0s outros reagentes

e cofatores foram comerciais, da marca Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).
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5.2 Preparo da coluna RAM-BSA

Silica utilizada e preenchimento da coluna

A silica utilizada no empacotamento da coluna foi octilsilica LUNA
(100 A, 10 pm). A fase hidrofobica (0,5 g) foi suspensa em 50 mL metanol,
homogeneizada no ultra-som durante 3 minutos e empacotada em uma coluna de
aco inoxidavel (5,0 x 0,21 cm d.i.), a uma pressdo de 7500 psi. A coluna foi
condicionada em metanol durante aproximadamente 24 horas a uma vazédo de
0,5mL/min.

Imobilizag&o da fase hidrofébica com BSA

Ap6s o empacotamento da fase hidrofobica e condicionamento da
coluna, elufu-se a uma vazdo de 1,0 mL min™, solucdo tampao KH,PO, (0,05 M; pH
6,0) durante 20 minutos. Em seguida, ocorreu a adsorcdo da BSA, utilizando solucéo
de 1,0 mg mL™ preparada em solucéo tampao KH,PO, (0,05 M; pH 6,0), durante 30
minutos. Na sequéncia foi eluido agua (20 mL) e 20 mL de glutaraldeido (25% (v/V)).
Ap6s um repouso de 12 horas, uma solucéo de boroidreto de sédio (1,0 g mL™) foi
eluida pela coluna até obtencdo de um eluente com valor de pH 10. ApGs 2 horas
em repouso, a fase estacionaria foi lavada com agua durante 30 minutos e guardada

em geladeira.

5.3 Caracterizacao da area de estudo

O rio Monjolinho, antes de percorrer a area urbana de Sao Carlos,
recebe contribuicbes de alguns tributarios como: cérrego da Matinha, coérrego Ponte
de Tabua, coérrego Sao Rafael e outros de menor porte. Na area urbana, este rio foi
canalizado recebendo contribui¢cdes de diversos corregos, como 0os Maria Madalena,
Tijuco Preto, Mineirinho e Gregério. Recebe, também, efluentes da regido norte de
Séo Carlos e despejos industriais, incluindo cerca de 1100 industrias representadas
por metalurgia, papel, tintas, alimentos, curtumes, téxtil, entre outras. Apés drenar o
trecho urbano, o rio percorre areas agropastoris, com predominio de culturas de
cana-de-acucar, recebendo contribuicdes dos corregos: Agua Quentes e Agua Fria,

corrego da Serra, Canca, Palmital e finalmente, desemboca no rio Jacaré-Guagu'®.
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Os pontos de coleta ao longo do rio Monjolinho correspondem a: (1)
nascente do rio Monjolinho - latitude: 22°00'33”S e longitude: 47°50°07"W; (2) areas
consideradas suscetiveis a contaminacao industrial e urbana - latitude: 21°98°58”S,
longitude: 47°88'22"W. Localiza-se na Universidade Federal de S&o Carlos. (3)
localiza-se a alguns metros da jusante da confluéncia com o cérrego do Tijuco Preto,
inserida em area urbanizada. Latitude 22°00°68”S, longitude: 47°90°47” W. (4) situa-
se no trecho médio do Monjolinho, logo apds a area urbana. Nesse local, havia uma
barragem construida pela Companhia de Forca e Luz (CPFL), a qual foi
parcialmente derrubada, em 1999,para aumentar o0 escoamento. Latitude:
22°02°217S, longitude: 47°91°40"W.

A cidade de Séo Carlos apresenta um sistema de tratamento de
esgoto, operando em 100% da sua capacidade. A localizacdo geogréafica do
influente e efluente da ETE corresponde a: latitude: 22°3'41.99”S, longitude:
47°55'29.22"W, e latitude: 22°3’30.69”S, longitude: 47°55'51.66"W, respectivamente.

54 Armazenamento das amostras ambientais

As amostras de agua coletadas diretamente da nascente do rio
Monjolinho foram filtradas em um filtro de microfibra de vidro GF/D 2,7 pm
(Whatman, Kent, UK), para remocdo de particulas suspensas. Em seguida, foram
armazenadas em frascos de vidro ambar de 1L, refrigeradas a aproximadamente
4°C, e posteriormente utilizadas no desenvolvimento do método e determinagédo dos
analitos de interesse. Apos filtragdo foram adicionadas trés gotas de metanol (grau

HPLC) em cada amostra de um litro de 4gua residual ou estuario.

5.5 Sistema LC-MS

Sistema cromatografico de ultra eficiéncia Waters ACQUITY UPLC
(Milford, USA) composto por uma bomba binaria (BSM), uma quaternaria (QSM),
com injetor automatico Waters 2777C e sistema de valvulas comutadoras de seis
caminhos especialmente configuradas para extracdo on-line (valvula Valco® VICI
para injecdo e 2 valvulas Everflow® para acoplamento das duas dimensfes)

acoplado a um detector de UV-vis Waters modelo TUV operando a 254 nm. Este
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sistema foi acoplado a um espectrometro de massa modelo Xevo TQ-MS (Waters,
Milford, USA) com ionizacao por eletrospray (ESI) operando no modo positivo.

Para a otimizacéo das condi¢cGes de ionizacdo, uma mistura das 6 FQs
preparada em &gua ultrapura (1,0 pg L™) foi infundida no sistema no modo
combinado com vazdo de 500pLmin® de ACN:agua (0,1% &cido férmico)na
proporcdo de 70:30 (v/v) vinda do sistema cromatografico combinada com uma
vazéao de 30 pL/min da bomba seringa contendo as solu¢des aquosas. As condicdes
de operacdo da fonte de ionizagcédo foram ajustadas manualmente, sendo: voltagem
do capilar: 2.0 kV; temperatura de desolvatacdo: 600°C; vazdo do gas de
desolvatac&o: 800 L Hr; vaz&o do gas do cone: 20 L Hr'; vaz&do do gas de coliséo:
0,15 mL min™.

As energias de colisdo e voltagem do cone para cada um dos
compostos foram otimizadas através do software MassLynx com a ferramenta de
ajuste automatico IntelliStart.

O espectrometro de massa operou no modo selected reaction
monitoring (SRM) e duas transicdes de cada analito foram selecionadas para

guantificacdo e confirmacdao.

5.6 Validacdo do método analitico para determinacdo das FQs
em efluentes

Preparo das solucgdes de trabalho

Foram preparadas, individualmente, seis solugcbes estoque de cada
farmaco na concentracdo de 0,1 mg mL™ através da dissolucdo de 1,0 mg do
composto para um volume final de 10 mL de agua ultrapura: metanol (90:10), em
baldo volumétrico.

A partir das solucdes estoque, foram obtidas, por diluicdo em agua
ultrapura, a solucéo estoque (1) da GEM na concentracdo de 4,0 mg L™ e a solucéo
estoque (2) com os farmacos NOR, CIP, ENR, OFL e MOX combinados, na
concentracéo de 2,0 mg L™ para cada um deles.

As oito solucdes de trabalho para a curva de calibracéo e para os trés
controles de qualidade foram obtidas por diluicdo, em agua ultrapura, das misturas

das solucdes estoque (1) e (2) nas seguintes concentracoes:
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Solucdes de trabalho para a curva de calibracdo: 0,8, 1,6, 4,0, 10,0,
26,0 e 32,0 ug L™ (CIP, ENR, NOR, MOX e OFL); 6,0, 14,0, 22,0, 26,0, 30,0 e 34,0
ug L™ (MOX).

Solucdes de trabalho para o controle de qualidade: 2.4, 14 e 28 pg L™
para CIP, ENR, NOR, MOX e OFL; 12, 20 e 28 pg L™ para GEM.

Os valores de concentracdo dos controles de qualidade do método
foram calculados da seguinte forma:

1- O controle de qualidade de concentracdo mais baixa em torno
del110-120%, em relagéo ao ponto de menor concentragéo da curva de calibracéo.

2- O controle de qualidade de concentragdo média em torno de 40-
60%, em relacéo ao ponto de maior concentracdo da curva de calibracao.

3- O controle de qualidade de concentracao alta, em torno de 75-95%,
em relacdo ao ponto de maior concentracéo da curva de calibracao.

As amostras da nascente do Monjolinho (1930 pL) foram fortificadas
com aliquotas de 50 pL das solucdes de trabalho (curva de calibracao e controles de
qualidade), juntamente com 20 pL de &cido férmico concentrado e homogeneizadas
em vortex por 10 segundos. O volume injetado no sistema cromatogréfico foi de
500pL.

Figuras de mérito avaliadas na validagcdo do meétodo analitico

Uma vez que ndo existe um guia de validacdo especifico para analise
de compostos em matrizes ambientais, adotou-se o protocolo proposto pela EMA'
para métodos bioanaliticos. As figuras de mérito avaliadas foram: linearidade,
seletividade, recuperacdo, precisdo e exatiddo, limites de quantificagcdo e de
deteccao, estabilidade e efeito de matriz.

Linearidade: para determinar a linearidade, seis amostras da nascente
do Rio Monjolinho foram fortificadas em triplicata em seis niveis de concentragédo
(20,0, 40,0, 100, 250, 650, 850 ng L™ para CIP, NOR, MOX, OFL e ENR; 150, 350,
550, 650, 750, 850 ng L™ para GEM) e analisadas. A curva gerada foi submetida a
um tratamento matematico de regressao linear (y = a + bx), considerando-se a
relacdo entre a area da banda cromatografica e a concentracéo do analito.

Seletividade: avaliada através de amostras de agua da nascente

isenta dos antibidticos em questdo. As andlises foram realizadas com amostras
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coletadas do Ponto 1, em seis dias diferentes, e avaliadas quanto a presenca de
interferentes na regiao de eluicdo dos analitos de estudo.

Precisé@o e Exatidao: a precisao inter e intra-lotes e a exatiddao foram
avaliadas, utilizando-se as amostras controle de qualidade do método (QB =60 ng L
1 QM =350 ng L e QA = 700 ng L™ para CIP, ENR, NOR, OFL e MOX; QB = 300
ng L, QM =500 ng L™ e QA = 700 ng L™ para GEM), as quais foram preparadas
em quintuplicata (n=5) em agua da nascente. A precisdo do método foi expressa
pelo coeficiente de variacdo (CV%) das replicatas. A exatidao foi calculada atraves
da razdo da média das concentracdes encontradas e o valor médio das
concentracbes nominais, e expressa em porcentagem. A Vvariabilidade dos
percentuais de exatidéo e os valores de CV nado devem ultrapassar 15%.

Recuperacdo (Eficiéncia de extracdo): foi avaliada utilizando-se as
solugdes de controle de qualidade, em quintuplicata. Os percentuais de eficiéncia da
extragdo foram calculados através da raz&o entre o valor médio das areas obtidas
em amostras preparadas em agua da nascente do Rio Monjolinho (n = 5) com o0s
resultados das amostras preparadas em agua ultrapura (n =5).

Estabilidade de curta duracdo (Estabilidade de auto-injetor): a
estabilidade de curta duracdo das amostras controle de qualidade do método (baixa
e alta) foi verificada através da comparacdo dos resultados obtidos de amostras
recém-preparadas (t = 0 hora) com aqueles obtidos apés 24 e 48 horas no auto-
injetor.O periodo de 48 horas foi baseado no tempo excedente de duracdo das
andlises para a obtencdo da curva analitica.A precisdo das analises, expressa pelo
CV (n=3), determinou a estabilidade das amostras, onde foram consideradas
estaveis as amostras cuja variabilidade foi de até 15%.

Efeito de Matriz: a avaliacdo do efeito de matriz foi realizada com
amostras coletadas nos pontos (2), (3) e (4), em dois dias diferentes. As areas das
bandas dos antibi6ticos foram calculadas e a precisdo foi expressa pelo coeficiente
de variacdo das seis amostras analisadas. Para esta analise utilizaram-se amostras

controle de qualidade baixo e alto.

Aplicacdo do método
Para a aplicagdo do método foram coletados amostras de efluentes do
rio Monjolinho situadas no municipio de Sdo Carlos, bem como em amostras de

influente e efluente da Estacdo de Tratamento de Esgoto do municipio de Séao
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Carlos, para identificagdo simultanea das seis fluoroquinolonas selecionadas. A
coleta foi realizada durante o periodo de dezembro de 2012 & fevereiro de 2013.

Para a quantificacdo das FQs nas amostras ambientais foram utilizadas
as curvas de calibracdo construidas. As amostras foram preparadas em triplicata e a
elas foram adicionados 20 pL &cido férmico, em seguida estas foram injetadas
diretamente no sistema de LC-MS.

5.7 Animais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da UFSCar
(Protocolo 6926040815).

Exemplares de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus (n=80), juvenis, de
ambos os sexos, foram provenientes da Piscicultura Santa Candida, Santa Cruz da
Conceicdo, SP, Brasil. Os animais foram transportados para o Laboratério de
Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa (LZBC) do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas da Universidade Federal de Séo Carlos.

Os animais foram aclimatados em tanques de 1000 L, com aeracao
constante e fluxo continuo de agua sem cloro. A agua foi mantida a 24 + 2°C, sob
fotoperiodo natural (~12:12 horas). Os peixes foram alimentados diariamente ad
libitum com racdo comercial (40% de proteina). Os parametros da qualidade da agua
foram monitorados e mantiveram-se aproximadamente constantes: oxigénio
dissolvido (7,0-7,5 mg L™), pH (7,1-7,4), condutividade (125-130 uS cm™),
alcalinidade (35-43 mg L™ CaCOs) e dureza total (39-50 mg L™ CaCOs).

5.8 Delineamento experimental

Os peixes permaneceram nas condicbes descritas anteriormente
durante 90 dias para recuperacao do estresse decorrente da coleta e transporte até
o laboratério, bem como para a aclimatacdo e crescimento. Para inicio do
experimento, os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos, cada qual
com 10 peixes, num total de 40 peixes para cada tempo de exposi¢do (7 ou 14 dias)
e aclimatados por 24 horas, com suspenséo da alimentagdo. Cada grupo de peixes
foi colocado em aquario (180 L) e mantido por 7 dias ou 14 dias em sistema semi-

estatico, com renovacao a cada 48 horas. Para cada tempo de exposi¢cdo, um grupo
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controle (C) foi mantido em agua do laboratério e os demais foram expostos ao
ciprofloxacino nas seguintes concentragées: 0,5 pg L™: 1,0 pg L™* e 5,0 pg L™. Estas
concentraces foram selecionadas baseadas em valores aproximados encontrados
na literatura com relacéo a ocorréncia do ciprofloxacino em aguas superficiais.
Iniciado 0 experimento, os animais foram alimentados a cada 48 horas.
Amostras de 4gua de cada aquario foram coletadas a cada 24 horas e
analisadas por LC-MS, segundo método descrito no item 5.6 desta secdo, para
monitorar a concentracdo do farmaco ao longo do experimento. A concentracdo do
CIP manteve-se dentro de um coeficiente de variacdo de 20% durante todo o

experimento.

5.9 Coleta das amostras teciduais

Ao final de 7 ou 14 dias, a eutanasia dos animais foi feita por seccéo
medular. Foram coletados os seguintes tecidos: musculo, figado e branquia.

Cada tecido foi cuidadosamente removido, lavado em solu¢do de soro
fisiolégico (NaCl 0,9 %), colocado em tubos apropriados e armazenados a -80°C. O

peso e o comprimento total de cada peixe foram medidos (Anexo ).

5.10 Validacdo do método analitico para determinacédo do CIP em
musculo de tilapia

Extracdo do CIP em musculo de tilapia

Inicialmente, as amostras de musculo de tilapia foram liofilizadas. Apds
liofilizacao, o tecido foi macerado com auxilio de almofariz e pistilo.
A extracdo do CIP do musculo de tilapia seguiu o seguinte
procedimento:
e 300 mg de tecido em tubo falcon;
e Adicdo de 3 mL de agua deionizada;
e Homogeneizagdo com homogeneizador Ultraturrax (5000 rpm);
e Centrifugacao (20 minutos, 10000 rpm);
e Coleta do sobrenadante;

e Re-extracdo do pellet (adicdo de 3 mL de agua deionizada);



109

e Centrifugacao (20 minutos, 10000 rpm);
e Soma dos dois sobrenadantes.
Apés esta Ultima etapa, uma aliquota de 100 pL foi injetada no sistema
de UHPLC, utilizando uma coluna RAM-Cg-BSA.

Preparo das solucdes de trabalho

Foi preparada uma solugcao estoque de CIP na concentragédo de 0,1 mg
mL™ através da dissolucéo de 1,0 mg do composto para um volume final de 10,0 mL
de agua ultrapura: metanol (90:10), em baldo volumétrico.

A partir desta solucado, foi obtida por diluicio em agua ultrapura, a
solucao estoque CIP na concentracdo de 4,0 mg L™.

As oito solucdes de trabalho para a curva de calibragéo e para os trés
controles de qualidade foram obtidas por diluicdo, em &gua ultrapura, da solucéo
estoque nas seguintes concentracfes: solucdes de trabalho para a curva de
calibracdo: 12,0, 120, 240, 360, 480, 600, 720, 840 pg L™. Solu¢des de trabalho para
o controle de qualidade: 36,0, 480, 720 ug L™.

O tecido liofilizado de peixe foi fortificado com 50 pL das solu¢cBes de
trabalho (curva de calibracdo e controles de qualidade), extraidas segundo

procedimento descrito no item anterior, e injetadas no sistema de LC-MS.

Validacdo do método analitico

O protocolo de validacdo adotado foi o proposto pela EMAX. As
figuras de mérito avaliadas foram: linearidade, seletividade, recuperacao, precisao e
exatidao, limites de quantificacéo e de deteccao, estabilidade e efeito de matriz.

Linearidade: Para determinar a linearidade, tecidos provenientes do
grupo controle do experimento de exposicéo (7 dias) foram fortificadas em triplicata
em seis niveis de concentracéo (0,1; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 pug L), que
foram extrapolados para a quantidade de tecido utilizada, para quantificar a massa
de CIP por grama de musculo de tilapia (0,002; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1; 0,12 e
0,14 pg g*'). A curva gerada foi submetida a um tratamento matematico de
regressao linear, considerando-se a relacdo entre a area da banda cromatografica e

a concentracdo do analito.
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Seletividade: avaliada através de amostras de musculo de peixe,
provenientes do grupo controle do experimento de 7 dias. As andlises foram
realizadas com amostras de seis peixes, e avaliadas quanto a presenca de
interferentes na regido de eluicéo da CIP.

Preciséo e Exatidao: a precisao inter e intra-lotes e a exatiddo foram
avaliadas, utilizando-se as amostras controle de qualidade do método (QB = 0,006
g g, QM = 0,08 ug g* e QA = 0,086 pg g*), as quais foram preparadas em
quituplicata (n=5) segundo o procedimento de extracdo. A precisdo do método foi
expressa pelo coeficiente de variacdo (CV%) das replicatas. A exatidao foi calculada
através da razdo da média das concentragBes encontradas e o valor médio das
concentracbes nominais, e expressa em porcentagem. A Vvariabilidade dos
percentuais de exatidéo e os valores de CV nao devem ultrapassar 15%.

Recuperagéo (Eficiéncia de extracdo): avaliada utlizando-se as
solugdes de controle de qualidade, em triplicata (n=3). Os percentuais de eficiéncia
da extracdo foram calculados através da razdo entre o valor médio das areas
obtidas das amostras em que adicionaram-se as aliquotas das amostras CQ antes
do processo de extracdo, com o0s resultados das amostras em que foram
adicionadas as aliquotas de amostras CQ apds o processo de extracdo do tecido.

Estabilidade de curta duracdo (Estabilidade de auto-injetor): a
estabilidade de curta duracdo das amostras controle de qualidade do método (baixa
e alta) foi verificada através da comparacdo dos resultados obtidos de amostras
recém-preparadas (t = 0 hora) com aqueles obtidos apds 24 e 48 horas no auto-
injetor. O periodo de 48 horas foi baseado no tempo excedente de duracdo das
analises para a obtencdo da curva analitica. A precisdo das analises, expressa pelo
CV (n=3), determinou a estabilidade das amostras, onde foram consideradas
estaveis as amostras cuja variabilidade foi de até 15%.

Efeito de Matriz: para a avaliagdo do efeito de matriz foram utilizados
tecidos provenientes de trés animais do grupo controle de cada experimento de
exposicdo (7 e 14 dias). As areas das bandas dos antibiéticos foram calculadas e a
precisao foi expressa pelo coeficiente de variacdo das sextuplicatas (n=6). Para esta

analise utilizaram-se amostras controle de qualidade baixo e alto.
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Aplicacdo do método

O método desenvolvido foi aplicado para duas amostras, selecionadas
aleatoriamente, de individuos expostos as concentracdes de 0,5, 1,0 e 5,0 pug L™ de
CIP, para 7 e 14 dias de exposi¢ao, num total de 12 amostras.

Para a quantificacdo do CIP nas amostras foi utilizada a curva de
calibracdo construida. As amostras foram preparadas em triplicata, extraidas e em

seguida foram injetadas diretamente no sistema de LC-MS.

5.11 Anélises bioquimicas

Preparacdo do homogeneizado

Apébs o descongelamento, as amostras de tecido (figado e branquia)
foram mantidas em proporcdes de 50,0 mg de tecido para 1,0 mL de tampé&o de
homogeneizacéao (fosfato de sodio 0,1M, pH 7,4). Para o musculo, a proporcao foi de
100 mg de tecido para 1 mL de tampao de homogeneizacdo. Para as andlises das
atividades das enzimas superéxido desmutase (SOD), catalase (CAT) e
determinacao dos niveis de hidroperéxido de lipidio (LPO) foram homogeneizadas
em tampao fosfato de sodio 0,1M (pH 7,4) e centrifugados a 11000 g por 5 minutos a
4°C. Para a analise da atividade da glutationa-S-transferase (GST), concentracdo de
glutationa reduzida (GSH) e atividade da glutationa peroxidase (GPx), o tecido foi
homogeneizado em tampéao TRIS-HCI (0,2 M, pH 8,0), centrifugados a 11000 g por 5
minutos, a 4°C. Para ambos os homogeneizados, o sobrenadante foi coletado e
utilizado para a determinacdo das respectivas atividades enziméticas ou

concentracoes.

Determinacdo da concentracao protéica dos tecidos de tilapia

A solucédo do corante azul brilhante foi preparada na concentracdo de
10,0 mg mL™?, segundo o procedimento descrito por BRADFORD''. Dissolveu-se
50,0 mg do corante azul brilhante em 25,0 mL de etanol e a seguir acrescentou-se
50,0 mL de &cido fosforico (85% P.A.). Transferiu-se esta solugcédo para um baldo
volumétrico de 500 mL, completando-se o volume com &agua. A solucdo do corante
foi estocada em um frasco de vidro ambar. Para a construcéo da curva de calibracéo

foi utilizada uma solucdo padrdo de albumina (1,0 mg mL™Y), e & partir desta
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preparou-se uma curva de seis concentragdes(1,0; 0,5; 0,25; 0,12; 0,06; 0,03 mg
mL™). O procedimento foi adaptado para leitura em microplaca (Dynex Technologies
Ltd., MRXTC, UK) utilizando procedimento de KRUGER e colaboradores®®. Pipetou-
se 10 pL da solucdo preparada de albumina (1,0 mg mL™Y), adicionou-se 200pL da
solugcdo do reagente de Bradford e a reacdo permaneceu em repouso por 10
minutos. Em seguida, registrou-se a absorbancia no comprimento de onda 596 nm,
relativo a maxima absorbancia do complexo proteina-corante. As absorbancias

foram medidas contra um branco de agua.

5.12 Determinacgédo da atividade das enzimas antioxidantes

Determinacéo da atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pela medida da inibicdo da taxa de
reducdo do citocromo C pelo radical superdxido, segundo a metodologia de MC
CORD e FRIDOVICH'. Como referéncia, 1,0 mL de uma mistura reativa (tamp&o
fosfato de sédio 50 mM pH 7,8; EDTA 0,1 mM; xantina 1mM; NaOH 0,001 M) mais
40 pl de xantina oxidase foi utilizada para absorbancia padrdo de 0,025 abs min™.
Para as amostras, adicionou-se 10 uyl da amostra e as leituras foram feitas em A =
550 nm. Uma unidade de SOD representa a quantidade de enzima necessaria para
produzir 50% de inibicdo da taxa de reduc¢éo do citocromo C, uma vez que a SOD
dismuta o radical superéxido em H,O e H,O,. A atividade da enzima foi expressa
em U SODmin™ mg proteina™.

Determinacgéo da atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi mensurada pela avaliacdo continua do
decréscimo da concentracdo de peroxido de hidrogénio em A = 240 nm, segundo a
metodologia de BEUTLER (1975). A reducao foi medida durante um minuto em
cubeta contendo 1 mL de solucdo recém preparada de H,O, em agua destilada
(30%), tampéo da catalase (tris 1M; EDTA 5mM) e 10 pl da amostra. A reacgao foi
iniciada na adi¢ao do peroxido de hidrogénio. A atividade da enzima foi expressa em

umol H,O, metabolizado min™ mg proteina™.
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Determinacéo da atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada pelo método de HOPKINS e
TUDHOPE®®, baseado na oxidacdo do NADPH em presenca do perdxido de
hidrogénio, em A = 340 nm. Em uma cubeta de quartzo foi adicionado 1 mL de meio
de reacdo (NADPH, azida sodica 5 mM, GSH, tampéo fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0)
juntamente com 20 pl de GR, 20 pl de H,0, 20 mM e 10 pl de amostra. A GPx
presente na amostra degrada o H,O, na presenca de GSH.A atividade da enzima foi

expressa em pumol NADPH oxidado min™ mg proteina™.

Determinacgédo da concentragdo da glutationa reduzida (GSH)

A concentracao de tidis ndo protéicos, incluindo a GSH foi determinada
de acordo com o método de BEUTLER e colaboradores®?, utilizando o reativo de
Elmann (acido 5,5’-ditio di-2-nitrobenzoico — DTNB), adaptada por WILHELM-FILHO
e colaboradores®®?. As amostras foram tratadas com &cido tricloroacético (TCA) 12%
(1:1) e apds centrifugacao (5000 g, 4°C, 15 minutos), o sobrenadante foi utilizado
para analisar o conteido de GSH. Aos sobrenadantes foi adicionado um tampéao
fosfato de potassio 0,1 M (pH8,0), contendo 0,25 mM de DTNB (1:1).A formacéo do
anion tiolato resultante da reacdo da GSH com o reativo de Elmann, foi determinada
em espectrofotdbmetro a A = 412 nm.

O contelido de GSH foi expresso em pg GSH mg proteina™, a partir de

uma curva padréo de GSH.

Determinacéo da atividade da glutationa-S-transferase (GST)

A atividade da GST foi medida de acordo com KEEN e
colaboradores?®, utilizando-se 1-cloro-2-4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A
mistura reativa continha 100 mM de CDNB em etanol 100%, 100 mM de GSH,
tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0) e extratos enzimaticos. Utilizou-se 990
puL da mistura e 10 pL de amostra. A formacdo do aduto glutationa-2-4-
dinitrobenzeno foi monitorada pelo aumento da absorbéancia a 340 nm contra um
branco. O coeficiente de extingdo molar de 9,6 mM™ cm™ foi utilizado para o célculo
da atividade enzimatica. A atividade da GST foi expressa como a quantidade da

enzima que catalisa a formacéo de 1pmol min™ proteina™.
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Determinacéo dos niveis de peroxidacéao lipidica (LPO)

A peroxidacdo lipidica foi quantificada pela oxidacdo do Fe™ (sulfato
ferroso amoniacal — FeSQ,) a Fe*® pelos hidroperéxidos em meio &cido na presenca
de um pigmento complexador de Fe (lll), o alaranjado xilenol (Ferrous Oxidation-
Xylenol Orange) como descrito por JIANG e colaboradores®®.

Uma aliquota de 100 pl de amostra foi tratada com TCA 10% na
proporcao 1:1 e centrifugados a 5000 g a 4°C por 10 minutos. Apos centrifugacéo, o
sobrenadante foi encubado por 30 minutos a temperatura ambiente com 900 pl de
mistura reativa (alaranjado xilenol 100 uM; FeSO4 250 uM; &cido sulftrico 25 mM;
butilatohidroxitolueno 4mM:; diluidos em metanol 90%). O Fe*® formado na presenca
dos hidroperoxidos reage com o alaranjado de xilenol formando um composto
colorido, com um pico de absor¢cdo em 560 nm (comprimento de onda em que as
leituras foram realizadas no espectrofotdmetro). As concentracdes de LPO foram
determinados em 560 nm e expressas em UM hidroperéxido de cumeno por mg de

proteina a partir de uma curva padrao para o hidroperdxido de cumeno (CHP).

Determinacéo da atividade da acetilcolinesterase (AChE)

A atividade de hidrdlise da acetilcolina pela ACh foi determinada segundo
procedimento descrito por ELLMAN?%, utilizando acido ditiobisnitrobenzéico (DTNB),
sob comprimento de onda de 412 nm, monitorando a formag&do do 5-tio-2-
nitrobenzoato. Somente o tecido muscular foi utilizado para este bioensaio. Uma
aliquota de 20ul de homogeneizado foi adicionado a uma mistura contendo tampao
fosfato de sédio (100 mM, pH 7,5), acetilcolina (3,75 mM) e DTNB (6,4 mM). A
atividade da AChE foi expressa em unidades (U) por miligrama de proteina. A
unidade U foi definida como a quantidade de enzima necessaria para formacao de

1pmol do produto da reag&o por minuto.

5.13 Analises estatisticas

Os resultados estdo apresentados como meédia + desvio padréo.
Depois de submetidos ao teste de normalidade (D’Agostino & Pearson), as
diferencas entre os animais expostos em relagdo aos animais controle foram

detectadas por andlise de variancia (ANOVA) one-way, seguida pelo pos-teste de
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Bonferroni, utilizando software GraphPad Prism 5.0. Diferengas estatisticamente

significantes foram consideradas quando P < 0,05 em relag&o ao grupo controle.

5.14 Ensaios de biotransformacao in vitro utilizando fracbes
“S9” de figado de truta

Obtencao e caracterizagado das fragcées “S9” de figado de truta

Os ensaios de biotransformacéo foram realizados na Baylor University
(Waco, TX, EUA), sob supervisdo do professor Dr. Bryan W. Brooks. Os
experimentos foram conduzidos utilizando as fragcbes S9 obtidas, seguindo

procedimento descrito por JOHANNING et al*>*

, com poucas modificacoes.

As fragcbes S9 de figado de truta (Onchorynchus mykiss) foram
provenientes do laboratdrio da U.S. Environmental Protection Agency (Duluth, MN,
EUA). A caracterizacdo destas fragdes (concentracdo protéica e de GSH) também
foi realizada no mesmo laboratorio.

Os procedimentos foram realizados segundo CONNORS et al*®, e

m
que foram utilizadas trutas de ambos os sexos, com idade aproximada de 1,5 anos e
pesando aproximadamente 350 g. Os animais sofreram eutanasia com solucdo de
etil 3-aminobenzoato metanosulfonato (MS222, 250 mg L™), e o figado foi coletado.
O homogeneizado foi preparado em solucdo tampéo TRIS-EDTA (50 mM, pH 7,8)
com auxilio de almofariz e pistilo. Apés centrifugacdo (13000 g; 4 °C) por 20

minutos, a fracdo S9 foi coletada e rapidamente armazenada a -80°C.

Ensaios de biotransformacao in vitro

As fracdes S9 de figado foram pré-incubadas no gelo, com solucéo de
alameticina (25 pg mL™?) por 15 minutos, em frascos de vidro de 1,0 mL. A
alameticina é utilizada para criar poros no reticulo endoplasmatico, facilitando
reacoes de glucoronidacao. Os cofatores NADPH, acido uridina-5’-difosfoglucurénico
(UDPGA), adenosina3’-fosfato 5-fosfosulfato (PAPS), e GSH (concentracdes de 2
mM, 2 mM, 0,1 mM, e 5 mM, respectivamente) preparadas em tampéao fosfato de
potassio (100 mM; pH 7,8) foram adicionadas ao meio reacional e incubadas por
mais 10 minutos, a 11°C sob agitagdo. A reacgao foi iniciada com a adigdo de 5 uL do

composto alvo, preparado em agua ultrapura. A concentracéo final do substrato no
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meio reacional foi de 2,0 yM, num volume total de 200 yL e concentracdo protéica
final de 1,0 mg mL™.

Para o grupo controle, foram utilizadas amostras S9 inativas apos
processo de aguecimento. Cada reacdo foi finalizada em intervalos de tempo
regulares (30 minutos) com adicdo de 600 uL de metanol gelado. O tempo total de
incubacéo foi de 180 minutos, e cada ponto coletado em duplicata. A cada amostra
foi adicionado 25 pL do padr&o interno (preparado na concentracdo de 100 mg L),
homogeneizadas por 15 segundos, e centrifugadas a 10000 g por 15 minutos, a 4°C.
Sobrenadantes foram coletados, filtrados em filtros de membrana de celulose (poro
de 0,2 yM) e analisados por LC-MS.

Anédlise por LC-MS

Para as analises de biotransformacéao in vitro foi utilizado um sistema
cromatografico modelo Thermo Accela Bundle, acoplado a um Thermo LTQ Orbitrap
Discovery®, assistido pelo software Xcalibur. As andlises cromatograficas foram
realizadas utilizando uma coluna Extend-C18, de 15 cm x 2,1 mm de dimensofes
(5um, 80 A; Agilent Technologies, Palo Alto, EUA) conectadas a uma pré-coluna
Extend-C18, de dimensées 12,5 mm x 2,1 mm (5 um, 80 A; Agilent Technologies).

Como fase moével, o solvente A foi composto por agua ultrapura
(Millipore, Billerica, EUA) com 0,1% de acido formico (v.v.), e metanol foi o solvente
B. O gradiente linear, sob vaz&o de 0,5 mL min™, iniciou-se com 3% de B, até 97%
em 10 minutos, seguida da volta para 3% de B em 1 minuto, e o recondicionamento
para a préxima corrida em 5 minutos.

O espectrometro de massas, com fonte de ionizacdo do tipo
eletrospray, operou em modo positivo (exceto para diclofenaco e o florfenicol, em
que foi utilizado o modo negativo de ionizacdo), sob os seguintes parametros:
temperatura do capilar: 275 C; voltagem da fonte: 5 kV; corrente da fonte: 100 pA:
voltagem do capilar: 15 V; tube lens 60 V. Para a polaridade (-): temperatura do
capilar: 275C; voltagem da fonte: 3,5 kV; corrente da fonte: 100 pA: voltagem do
capilar: -34 V; tube lens -58,4 V.
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5.15 Tratamento dos dados

As concentracfes dos compostos analisados foram transformadas em
logaritmos, e plotados versus o tempo da reacéo, e avaliados por regressao linear.
Os valores do angulo de inclinagéo da reta para cada regressao (fracao S9 ativa e
inativa) foram comparados para diferencas significativas (p<0,05) utilizando o teste t
de Student. No caso de diferencas significativas, a constante de deplecdo (k; hr) foi

calculada de acordo com a equacao:

k =-2.3* inclinacdo da reta

A constante obtida foi dividida pela concentracdo proteica de S9
utilizada, para calcular a depuracédo intrinseca hepética (Intrinsic clearance), e por
fim extrapolar para depuracéo intrinseca hepatica por grama de figado (Clin vitro, INT;
mL/hr/g figado).
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Anexo



ANEXO 1-A: Peso e comprimento dos peixes ap0s 7 dias de exposi¢do ao ciprofloxacino.

135

Comprimento

Comprimento

Grupo Animal (cm) Peso (g) Grupo Animal (cm) Peso (g)
1 22 240,79 1 17 190,16
2 24 256,36 2 17 171,13
3 23 262,59 3 16,5 193,7
4 20 165,11 4 16,5 158,81
5 23 221,51 5 15 129,83
Controle 1,0 ug/L
6 23 254,91 6 16,5 146,4
7 21,5 185,83 7 19,5 242,22
8 21,5 222,95 8 17,5 200,46
9 20 170,29 9 16 179,73
10 23 213,77 10 21 188,26
1 19,5 142,33 1 215 201,52
2 18 141,6 2 22 184,53
3 20,5 155,81 3 22,5 212,62
4 18,5 121,28 4 20 195,84
0,5 ug/L 5 18 129,64 5.0 ug/L 5 21 178,56
6 17,5 151,03 6 18 120,44
7 16 158,64 7 21 148,49
8 17,5 151 8 17,5 123,4
9 N&o sobreviveu 9 18 127,59
10 Nao sobreviveu 10 18,5 144.6
ANEXO 1-B: Peso e comprimento dos peixes apos 14 dias de exposicdo ao ciprofloxacino.
Grupo Animal Comprimento Peso Grupo Animal Comprimento Peso
(cm) (9) (cm) 9)
1 17 165,75 1 17,5 189,22
2 18,5 224,38 2 15,5 112,96
3 18 173,17 3 14 114,28
4 19,5 230,78 4 15,5 118,11
Controle 5 16,5 167,79 1,0 pg/L 5 16 132,38
6 19 202,78 6 15 105,43
7 17 162,1 7 17 138,63
8 18,5 212,03 8 13,5 85,94
9 17 180,1 9 16 135,46
10 17,5 201,05 10 15,5 132,5
1 15,5 141,55 1 16,5 140,84
2 18 224.,4 2 13,5 83,33
3 16,5 171,5 3 16,5 162,69
4 15,5 138,86 4 16 136,99
5 14,5 108,68 5 14 91,26
0,5 ug/L 5,0 pg/L
6 16 119,8 6 14,5 106,75
7 16 135,75 7 16 131,01
8 15 122,8 8 15,5 128,49
9 13,5 81,75 9 14,5 113,23
10 14 87,99 10 16,8 147,75




