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RESUMO 
 
 
 

ADAMS, Eliane. Avaliação da ecotoxicidade e genotoxicidade de losartana 
potássica após fotólise UVC e processo UV/H2O2. 80 f. Trabalho de Conclusão de 
Curso. Bacharelado em Química. Universidade Tecnológica Federal do Paraná. 
Curitiba, 2019. 
 

A losartana potássica é um fármaco pertencente à classe de hipertensivos inibidores 
do receptor AT1 da angiotensina II, evitando a vasoconstrição e a elevação da 
pressão arterial. É amplamente empregado no tratamento da hipertensão arterial e 
insuficiência cardíaca, sendo o anti-hipertensivo mais consumido no Brasil. A 
ineficiência dos métodos convencionais de tratamento de efluentes na remoção de 
contaminantes emergentes, contribui com o aporte de fármacos como a losartana 
potássica e seu metabólito ácido carboxílico ativo, em corpos hídricos receptores, 
sendo encontradas concentrações de losartana potássica de 0,295 ng L-1 a  
2,5 mg L-1

 no ambiente, o que faz necessário o estudo e aplicação de técnicas 
complementares para remoção deste xenobiótico. Neste sentido, o presente trabalho 
teve como objetivo avaliar a degradação, a ecotoxicidade e a genotoxicidade do 
fármaco losartana potássica (2,5 mg L-1) após tratamento por fotólise (radiação UVC) 
e processo UV/H2O2. Para tanto, foram realizados ensaios agudos utilizando 
Daphnia magna (NBR 12713:2016) e ensaios crônicos com Desmodesmus 
subspicatus (NBR 12648:2018). Para avaliação da genotoxicidade, realizou-se o 
ensaio cometa com células de Daphnia magna, através da técnica de eletroforese 
alcalina em gel. O fármaco sem tratamento demonstrou ser mais tóxico, para D. 
magna, em comparação com as amostras tratadas, sendo o valor de fator de 
toxicidade (FT) igual 4 antes do tratamento e ≤ 2 após os tratamentos por fotólise e 
UV/H2O2. Para D. subspicatus, não foi observada toxicidade anterior e posterior aos 
tratamentos. A exceção, para ambos os bioindicadores, foi o tratamento de 
240 minutos por processo UV/H2O2, que foi altamente tóxico para D. magna e D. 

subspicatus, sendo o FT > 32. Observou-se efeito genotóxico de losartana potássica 
na sua forma inalterada e após degradação UV/H2O2, contudo, para o tratamento 
por fotólise houve a atenuação deste efeito nocivo. Através da técnica de 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC-DAD), verificou-se a completa 
degradação do fármaco a partir de 30 minutos de degradação para ambos os 
tratamentos, porém, houve formação de intermediários. Constata-se que, apesar dos 
baixos valores de FT para o ensaio agudo e crônico, o fármaco losartana potássica é 
potencialmente genotóxico para D. magna. Porém, é um medicamento facilmente 
degradado por radiação UV-C, sendo o tratamento por fotólise uma alternativa para 
a remoção deste contaminante sem potencializar efeitos de toxicidade aguda, 
crônica e genotóxica, o que não se aplica ao tratamento por UV/H2O2. 

  

Palavras-chave: Fármaco. Daphnia magna. Desmodesmus subspicatus. Processo 
avançado de oxidação. HPLC. 
  



ABSTRACT 
 
 
 

ADAMS, Eliane. Ecotoxicity and genotoxicity evaluation of losartan potassium 
after UVC photolysis and UV/H2O2 process. 80 f. Course Completion Work. 
Bachelor in Chemistry. University Technological Federal of Paraná. Curitiba, 2019. 
   

Losartan potassium is a drug belonging to the hypertensive AT1 receptor inhibitor of 
angiotensin II class, which evokes vasoconstriction and elevation of blood pressure. 
It is widely used in the arterial hypertension and heart failure treatment, being the 
most commonly used antihypertensive in Brazil. The inefficiency of conventional 
methods in wastewater treatment for removal of emerging contaminants contributes 
to the drugs insertion in water bodies, such as losartan potassium and its active 
carboxylic acid metabolite, losartan potassium concentrations from 0.295 ng L-1 to 
2.5 mg L-1 were found in the environment, so it is necessary the study and application 
of complementary techniques for this xenobiotic removal. In this sense, the objective 
was to evaluate the degradation, ecotoxicity and genotoxicity of the drug losartan 
potassium (2.5 mg L-1) after treatment by photolysis (UVC radiation) and UV/H2O2 
process. For reaching this goal, acute tests were performed by using Daphnia magna 
(NBR 12713:2016) and chronic tests with Desmodesmus subspicatus (NBR 
12648:2018). To evaluate the genotoxicity, the comet assay was performed with D. 
magna cells by applying the alkaline gel electrophoresis technique. The untreated 
drug was more toxic for D. magna compared to the treated samples, with the toxicity 
factor (TF) value equal to 4 before treatment and ≤ 2 after treatments by photolysis 
and UV/H2O2. For D. subspicatus, no previously treated and post-treatment toxicity 
was found. The exception for both bioindicators was the treatment of 240 minutes by 
UV/H2O2 process, which was highly toxic for D. magna and D. subspicatus, with FT > 
32. A genotoxic effect of losartan potassium was observed in its unchanged structure 
and after UV/H2O2 degradation, however, for the treatment by photolysis the 
attenuation of this harmful effect was observed. By means of high performance liquid 
chromatography (HPLC), the drug’s complete degradation was verified from 30-
minute-degradation for both treatments. However, degradation subproducts came up. 
It is observed that, despite the low FT values for the acute and chronic assay, the 
drug is genotoxic to D. magna. Even though it is a drug easily degraded by UVC 
radiation treatment by photolysis, it can be an alternative for removal of this 
contaminant without potentiating acute, chronical and genotoxic toxicity effects, 
which does not apply to UV/H2O2 treatment. 

 

Palavras-chave: Pharmaceutical drug. Daphnia magna. Desmodesmus subspicatus. 
Advanced oxidation process. HPLC. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

No Brasil, 36 milhões de habitantes possuem hipertensão arterial, cuja 

disfunção caracteriza-se pela pressão sanguínea igual ou superior a 

140 x 90 mmHg. O consumo de medicamentos que atuam no sistema cardiovascular 

representa 35,9 % do uso total de medicamentos no país e destes, 36,9 % são anti-

hipertensivos classificados como inibidores do receptor AT1 do peptídeo 

angiotensina II, classe à qual pertence a losartana potássica (COZAAR®, 2013; 

BERTOLDI et al., 2016; MALACHIAS et al., 2016). 

A losartana potássica é o anti-hipertensivo mais consumido no Brasil. Em 

2014 foi o medicamento mais vendido em comparação a outras categorias de 

compostos farmacêuticos e, segundo o último anuário estatístico do mercado 

farmacêutico, publicado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 

referente ao ano de 2017, foi o segundo medicamento mais vendido no país, sendo 

comercializados de 150 milhões a 200 milhões de unidades (CFF, 2015; ANVISA, 

2018). Quando consumida, a losartana potássica é metabolizada e convertida em 

seu metabólito ácido carboxílico ativo E-3174 que, em conjunto com o princípio 

ativo, atua no controle da pressão arterial. No entanto, o organismo não absorve 

integralmente a dose do medicamento, excretando 4 % na forma inalterada e 6 % 

como E-3174, que são destinados a estações de tratamento através da rede 

coletora de esgotos (COZAAR®, 2013; BARREIRO; FRAGA, 2015).  

Além dos efluentes domésticos, os efluentes industriais também contribuem 

para a disponibilização da losartana potássica no ambiente, sendo detectadas 

concentrações em ng L-1 a µ L-1 do fármaco em efluentes de estações de tratamento 

de esgoto (ETE), despejos industriais (ETDI) e água (ETA), afluentes de ETE, assim 

como em corpos d’agua como córregos e zonas costeiras (GROS; RODRÍGUEZ-

MOZAZ; BARCELÓ, 2012; MARGOT et al., 2013; OOSTERHUIS; SACHER; TER 

LAAK, 2013; SANTOS et al., 2013; GONÇALVES, 2016; KOT-WASIK; JAKIMSKA; 

ŚLIWKA-KASZYŃSKA, 2016; PEREIRA et al., 2016). 

A presença deste xenobiótico no ambiente justifica-se pelo sistema de 

tratamento convencional não garantir a remoção eficiente de compostos 

farmacêuticos, uma vez que estações de tratamento de efluentes visam, 

principalmente, o abatimento da matéria carbonácea biodegradável, nitrogênio, 
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fósforo e coliformes, não sendo específicos para a remoção de contaminantes 

emergentes (SPERLING, 2002; PEREIRA et al., 2016). As concentrações 

ambientais, normalmente na faixa de ng L-1 a µg L-1, muitas vezes não são capazes 

de gerar efeitos agudos e crônicos, visto que os valores de CE50 e CENO para 

organismos como microcrustáceos (Daphnia magna, Daphnia similis) e peixes 

(Pimephales promelas, Oncorhynchus mykiss), assim como a CENO e CEO para 

microalgas (Selenastrum capricornutum, Desmodesmus subspicatus, Mycrocystis 

aeruginosa), são na ordem de mg L-1 (FDA, 2002; YAMAMOTO et al. 2012; 

CARNEIRO, 2017). Contudo, estudos apontam o efeito genotóxico de losartana 

potássica para Daphnia magna (CARNEIRO, 2017), assim como risco ecológico 

para Lemna minor (GODOY; KUMMROW; PAMPLIN, 2015), na concentração 

encontrada por Larsson, Pedro e Paxeus (2007) em efluente de ETDI. 

Os tratamentos por radiação ultravioleta (UV) e por processo oxidativo 

avançado, como o tratamento fotoquímico UV/H2O2, são alternativas amplamente 

estudas para a degradação de fármacos em substâncias mais simples e atóxicas 

(CANONICA; MEUNIER; VON GUNTEN, 2008; KLAVARIOTI; MANTZAVINOS; 

KASSINOS, 2009; KIM; YAMASHITA; TANAKA, 2009a; KIM; YAMASHITA; 

TANAKA, 2009b; MELO et al., 2009; YUAN et al., 2009; YUAN et al., 2011; TAN et 

al., 2013; ALI, et al., 2017), inclusive para losartana potássica (STARLING et al., 

2019). Contudo, a degradação incompleta é capaz de potencializar o efeito nocivo 

do(s) xenobiótico(s), devido à geração de intermediário(s) tóxico(s), portanto, faz-se 

necessário o estudo ecotoxicológico após os tratamentos (MELO et al., 2009; 

RIZZO, 2011). Para a detecção de subprodutos e estudo da cinética de degradação, 

têm-se como ferramenta a cromatografia, como a cromatografia líquida de alta 

eficiência, que é uma técnica sensível para análise de traços (ALI et al., 2017; 

CARPINTEIRO et al. 2019; STARLING et al., 2019). 

Neste sentido, o presente trabalho teve como principais objetivos a 

degradação da losartana potássica por fotólise e UV/H2O2, avaliando a 

genotoxicidade e ecotoxicidade aguda, antes e após os tratamentos, através do 

bioindicador Daphnia magna (ABNT NBR 12713:2018) e a ecotoxicidade crônica 

com Desmodesmus subspicatus (ABNT NBR 12648:2016), sendo analisada a 

degradação do fármaco e formação de subprodutos através da cromatografia líquida 

de alta eficiência com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD).  
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2  OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar a ecotoxicidade e genotoxicidade do fármaco losartana potássica 

antes e após tratamento por radiação UVC e por processo UV/H2O2.  

 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Realizar a degradação do fármaco losartana potássica por fotólise e processo 

UV/H2O2; 

 Validar o método para quantificação de losartana em amostras aquosas por 

cromatografia líquida acoplada a detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD); 

 Avaliar a degradação de losartana potássica por fotólise (radiação UVC) e 

processo UV/H2O2 por análise cromatográfica (HPLC-DAD); 

 Avaliar a ecotoxicidade aguda de losartana potássica, antes e após a 

degradação por fotólise (radiação UVC) e processo UV/H2O2, através de ensaio com 

Daphnia magna; 

 Avaliar a ecotoxicidade crônica de losartana potássica, antes e após a 

degradação por fotólise (radiação UVC) e processo UV/H2O2, através de ensaio com 

Desmodesmus subspicatus; 

 Avaliar a genotoxicidade de losartana potássica, antes e após a degradação 

por fotólise (radiação UVC) e processo UV/H2O2, utilizando células de Daphnia 

magna. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

3.1 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA  

 

 

Os avanços dos métodos analíticos permitiram que contaminantes 

ambientais, como os fármacos, pudessem ser detectados e, muitas vezes, 

quantificados, em matrizes complexas e/ou em baixas concentrações (BILA; 

DEZOTTI, 2003; GROS; RODRÍGUEZ-MOZAZ; BARCELÓ, 2012; BAYER et al., 

2014). Dentre os métodos utilizados há a cromatografia, uma técnica de separação 

empregada para a identificação e/ou quantificação de inúmeras substâncias 

químicas, tais como fármacos, drogas, agrotóxicos, poluentes em matrizes 

ambientais, compostos estruturalmente semelhantes, dentre outros. A elevada 

sensibilidade, eficiência e rapidez dos métodos cromatográficos a torna uma técnica 

amplamente utilizada (FORGÁCS; CSERHÁTI, 1997; COLLINS et al., 2006). 

A separação cromatográfica baseia-se no princípio da migração diferencial 

advinda da interação dos analitos presentes na amostra entre uma fase móvel 

(líquido, gasoso ou fluído supercrítico) e uma fase estacionária (sólido ou líquido), 

cuja afinidade influencia diretamente no tempo de retenção da substância, uma vez 

que, quanto maior a interação entre ambos, maior o tempo de eluição. Os 

mecanismos de separação incluem processos físicos (adsorção e absorção), 

químicos (troca iônica, bioafinidade) ou mecânicos (exclusão por tamanho 

molecular) (GIDDINGS, 1965; COLLINS et al., 2006; SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 

2010). 

Para amostras complexas ou contendo baixas concentrações do analito, há a 

necessidade de preparo de amostra, a fim de evitar a presença de interferentes e/ou 

propiciar a pré-concentração da amostra para níveis detectáveis e/ou quantificáveis 

do analito de interesse pela técnica cromatográfica empregada, seja a cromatografia 

líquida de alta eficiência (HPLC, do inglês High Performance Liquide 

Chromatography) ou cromatografia gasosa (CG). A técnica de extração em fase 

sólida (SPE, do inlês Solid Phase Extraction) é a mais utilizada, sendo um método 

de separação sólido-líquido que emprega sorventes compactados em cartuchos (tipo 
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seringa), que interage com os analitos presente em amostra líquida e propicia 

diferentes estratégias para tornar a amostra adequada à análise. O procedimento de 

SPE inclui o condicionamento do material empacotado com solvente adequado, 

aplicação da amostra, eluição dos interferentes (quando necessário) e eluição do 

analito (JARDIM, 2010). Há diversos tipos de sorventes utilizados, sendo sua 

escolha uma etapa crucial para definir o sucesso do procedimento, dentre os quais 

se destacam: octadecil (C18), octil (C8), butil (C4), polímeros lipofílicos como o 

divinilbenzeno, monômeros hidrofílicos como N-vinilpirrolidona, cicloexil, dentre 

muitos outros. A combinação de polímeros também é possível, sendo 

comercializado o poli(divinilbenzeno-N-vinilpirrolidona), conhecido como Oasis® HLB 

e também o estireno-divinilbenzeno, comercializado como Strata® SDB-L (JARDIM, 

2010; STANKIEWICZ et al., 2015). 

A cromatografia líquida caracteriza-se por ser uma técnica rápida, sensível, 

com elevada capacidade de resolução de picos e que requer pequenos volumes de 

amostra (poucos microlitros). O equipamento básico é constituído por bomba(s) de 

alta pressão (até 400 atm) conectadas a recipientes com solventes apropriados, 

sistema de injeção de amostra e detector; os equipamentos completos dispõem 

também de unidade de desgaseificação de solvente, amostrador automático, 

termostatizador de coluna e coletor de frações (para análises em escala preparativa)  

sendo possível visualizar um exemplo de estrutura de sistema cromatográfico na 

Figura 1. Há a pressurização para permitir a passagem de fase móvel através da 

coluna, cujo recheio contém a fase estacionária com partículas de tamanho 

reduzido, entre 2,5 a 10 µm de diâmetro (VALENTE; COLLINS; MANFREDI, 1969; 

COLLINS et al., 2006; SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010). 

Através da cromatografia líquida de alta eficiência é possível separar 

inúmeras substâncias, sendo as análises registradas através de cromatogramas, 

cujas áreas das bandas são aplicadas como parâmetro para a quantificação do(s) 

analito(s) de interesse. A área do pico cromatográfico pode ser obtida através da 

integração do sinal detectado, havendo a relação entre a área e a concentração da 

substância de interesse (COLLINS et al., 2006; ISMAIL, 2017).  
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Figura 1. Cromatógrafo líquido de alta eficiência. 

 

Fonte: traduzido de https://chemdictionary.org/hplc/ (2019). 

 

 

Para fármacos, como a losartana potássica e seu metabólito ativo, há 

diferentes métodos em cromatografia líquida aplicados para a detecção e/ou 

quantificação dos mesmos (LEE; SHIM; LEE, 1996; GONZALEZ et al., 2002; 

HERTZOG et al., 2002; POLINKO et al., 2003; DOS PASSOS; DIAS; BERGOLD, 

2005; SATHE; BARI; 2007; BONFILIO et al., 2010; ANDERSON et al., 2017; 

REQUE, 2017; BABARAHIMI et al., 2018). 

 

 

3.1.1 Validação do método 

 

 

Para o desenvolvimento e empregabilidade de um método cromatográfico é 

preciso investigar parâmetros de figuras de méritos que validem as quantificações 

decorrentes de sua utilização, conferindo confiabilidade aos dados obtidos. Dentre 

alguns parâmetros estabelecidos para validação do método, têm-se (BRASIL, 2011, 

ANVISA, 2017): 

 Precisão: corresponde à dispersão de resultados obtidos a partir de análises 

repetidas em um mesmo nível de concentração, sendo avaliada a proximidade dos 

Manipulador 

Circulação de 

líquidos 

Solventes 

Bomba solvente B 

Bomba solvente A 

Resíduo 

Bomba de alta pressão 

Amostras fracionadas 

Injetor de amostra 

Carrossel 

Detector 

Coluna de separação 

Coletor de frações 

Vials (coleta de frações) 

Misturador 

Válvula 

Bomba para purga 

Desgaseificador 

https://chemdictionary.org/hplc/
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dados através do cálculo do desvio padrão relativo (coeficiente de variação). A 

precisão pode ser determinada pela repetibilidade, reprodutibilidade ou precisão 

intermediária. 

 Exatidão: representa o grau de concordância dos resultados determinados 

experimentalmente com o valor tido como verdadeiro. É determinado através da 

análise de material de referência certificado, por ensaios de recuperação, adição de 

padrão e/ou por comparação com métodos oficiais já validados. É estabelecido no 

mínimo 9 análises para verificação da exatidão, ou seja, é necessário três 

concentrações (baixa, média, alta) em triplicata  

 Limite de detecção (LD): é a menor quantidade do analito capaz de ser 

detectado (mas não quantificado) nas condições cromatográficas de análise, 

(ANVISA, 2017). 

 Limite de quantificação (LQ): é a menor concentração de analito passível de 

ser quantificada pelo método de análise, apresentando exatidão e precisão 

aceitáveis (ANVISA, 2017). 

 Linearidade: é a capacidade do método analítico fornecer respostas (área de 

pico cromatográfico) diretamente proporcionais à concentração do analito, 

possibilitando a construção de uma regressão linear . Essa deve ser determinada 

por um número mínimo de cinco concentrações, em triplicata, compreendendo o 

intervalo no qual espera-se realizar a aplicação do método, preferencialmente a 

partir de seu limite de quantificação. O critério de aceitação desse parâmetro deve 

ser definido conforme critérios para o coeficiente de correlação (r), dispersão dos 

erros e desvio padrão dos coeficientes angular e linear. 

 

 

3.2 FÁRMACOS NO AMBIENTE 

 

 

Os contaminantes emergentes, estudados desde 1995 no Brasil, são 

substâncias encontradas no ambiente cujo efeito é pouco conhecido, incluindo 

fármacos, pesticidas, produtos de higiene pessoal, drogas ilícitas, sucralose (e 

outros adoçantes artificiais), hormônios, microplásticos, entre muitos outros 

(MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017). A presença destes compostos é capaz de 

provocar efeitos crônicos à comunidade biótica e abiótica, visto as baixas 
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concentrações ambientais encontradas, que vão de ng L-1 até µg L-1 (BILA; 

DEZOTTI, 2003; MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017). 

Os fármacos são inseridos no ambiente através do processo de fabricação, 

uso humano ou veterinário (Figura 2). As principais fontes pontuais destes 

contaminantes são: efluentes e resíduos de indústrias farmacêuticas, excreção após 

o tratamento terapêutico por humanos e animais, efluentes e resíduos de clínicas, 

hospitais e estabelecimentos da área da saúde, assim como aquicultura, criação de 

gado, suínos e aves que fazem uso de antibióticos e hormônios a fim de aumentar a 

produção (BILA; DEZOTTI, 2003; LARSSON; PEDRO; PAXEUS, 2007; 

ZAPPAROLI; CAMARA; BECK, 2011; MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017). 

Além disso, o déficit de saneamento básico e o mau gerenciamento de resíduos 

sólidos e efluentes também contribuem para a inserção de substâncias 

farmacêuticas no ambiente (SILVA et al., 2011). 

Estações de tratamento de efluentes (ETE) abrangem processos que visam à 

estabilização da matéria carbonácea, remoção dos patógenos e redução da 

concentração de fósforo e nitrogênio, existindo para isso lagoas de estabilização que 

são caracterizadas pela presença de bactérias anaeróbias e aeróbias responsáveis 

pela digestão do efluente antes do lançamento em corpos d’água (SPERLING, 

2002). 

Devido a pouca biodegradabilidade ou degradação parcial de muitos 

compostos farmacêuticos, os processos biológicos não são eficazes na remoção 

destas substâncias presentes na fase aquosa, portanto, são lançados em corpos 

hídricos receptores, passando a fazer parte da constituição de águas superficiais 

(ZAPPAROLI; CAMARA; BECK, 2011; BOGER et al., 2015; VETTORELLO et al., 

2017). Os fármacos, muitas vezes substâncias hidrofóbicas, possuem a tendência 

em adsorver em sólidos suspensos, favorecendo a remoção por sedimentação ou 

floculação em ETE, estações de tratamento de despejos industriais (ETDI) e de 

água (ETA), contudo, há apenas a transferência do meio líquido para o lodo, o qual 

requer a disposição adequada para não haver contaminação do solo 

(MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017). 
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Figura 2. Possíveis rotas de inserção de fármacos no ambiente aquático 

 
Fonte: AQUINO; BRANDT; CHERNICHARO (2013). 

 

 

No Brasil, a Portaria nº 2914/2011 dispõe sobre os padrões de potabilidade da 

água para consumo humano, estipulando concentrações máximas permitidas de 

substâncias químicas prejudiciais à saúde humana como metais, solventes, 

desinfetantes, agrotóxicos, dentre diversos outros compostos orgânicos e 

inorgânicos. Há também limites máximos para coliformes totais e fecais, 

cianotoxicinas e padrões organolépticos. No entanto, não há valores máximos 

permitidos para fármacos em água para abastecimento doméstico. Tendo em vista a 

ampla utilização de medicamentos no país (4,5 bilhões de produtos comercializados 

em 2017) (ANVISA, 2018) e os processos adotados em ETEs e ETAs não visarem à 

remoção de fármacos residuais, conclui-se que há a necessidade de adequações da 

legislação, a fim de minimizar os efeitos crônicos gerados pela exposição a 

compostos farmacêuticos (BRASIL, 2011; BOGER et al., 2017; VETTORELLO et al., 

2017). 

As substâncias farmacêuticas (anti-hipertensivos, antibióticos, analgésicos, 

hormônios, antiinflamatórios, contrastes de raio-X, antilipêmicos), por serem 

compostos bioativos, acarretam efeitos aos organismos quando presentes no meio 

ambiente, incluindo o crescimento de populações de bactérias resistentes, mudança 

comportamental, alimentar e estrutural de organismos aéreos, aquáticos e terrestres, 

assim como a desregulação endócrina que acarreta disfunções reprodutivas em 
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diversas espécies de aves, peixes, mexilhões, tartarugas e em humanos. A 

perturbação endócrina em seres humanos está relacionada ao câncer de mama e 

próstata, endometriose, ovários policísticos, criptorquidia e infertilidade masculina 

(SANTAMARTA, 2001; BILA; DEZOTTI, 2003; NUNES, 2010). 

 

 

3.3 LOSARTANA POTÁSSICA 

 

 

Os fármacos anti-hipertensivos são os mais utilizados no Brasil, 

representando 35,9 % do uso e destes, 36,9 % são da classe dos inibidores AT1 da 

angiotensina II, cujo medicamento mais administrado é a losartana potássica 

(BERTOLDI et al., 2016). No ano de 2014, o fármaco mais vendido no país foi o 

produto genérico da losartana potássica, produzido pela Neo Química (CFF, 2015) e 

de acordo com o último Anuário Estatístico do Mercado Farmacêutico, referente ao 

ano de 2017, a losartana potássica foi o 15º princípio ativo mais rentável e o 2º 

medicamento mais comercializado no Brasil, sendo distribuindo entre 150 milhões e 

200 milhões de unidades (ANVISA, 2018). 

A síntese da losartana potássica teve como origem a substância de fórmula 

C16H18Cl2N2O2 (Figura 3a), com massa molecular igual a 341 g/mol, no entanto, seu 

desempenho ineficiente resultou na alteração do cloro na posição orto por um 

substituinte nitro (Figura 3b), também ineficiente. Modificações na estrutura e 

aperfeiçoamento da molécula deram origem a losartana potássica, cuja massa 

molecular (422 g/mol) é mais elevada que a substância de origem e a especificidade 

ao receptor AT1 da angiotensina II é eficaz, atingindo o propósito de redução da 

pressão arterial (BARREIRO; FRAGA, 2015).  

Lançada em 1995, a losartana potássica (Figura 3c) foi o primeiro anti-

hipertensivo bloqueador do receptor AT1 da angiotensina II, aprovado para uso 

clínico (HUERTA-FONTELA; GALCERAN; VENTURA, 2011). Demais fármacos 

pertencentes a esta classe de anti-hipertensivo foram lançados (candesartana, 

eprosartan, irbesartan, olmesartana e valsartana), compondo o grupo conhecido 

como sartanas (BAYER et al., 2014). É um anti-hipertensivo bloqueador do receptor 

da angiotensina II, ligando-se de forma seletiva e competitiva a angiotensina II do 

subtipo 1 (AT1), que é responsável pela vasoconstrição, portanto, o medicamento 
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age de forma a impedir a redução do calibre do vaso sanguíneo e a pressão arterial 

não se eleva. A angiotensina II é um octapepetídeo (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-

Phe) que compõe o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), regulando as 

funções cardiovasculares e renais, portanto, é encontrada no músculo cardíaco e 

vascular, glândulas adrenais e rins (GOA; WAGSTAFF, 1996; LEITE, 2011; 

LOSARTANA POTÁSSICA, 2011; COZAAR®, 2013; BARREIRO; FRAGA, 2015). 

 

 

Figura 3. Origem da losartana potássica. 

 

Legenda: (a) Protótipo inicial na síntese da losartana potássica. (b) Molécula criada anterior à 

losartana. (c) Losartana potássica.  

Fonte: Adaptado de Barreiro e Fraga (2015). 

 

 

O Quadro 1 apresenta as propriedades físico-químicas da losartana potássica 

e informações farmacológicas. 

O medicamento é comercializado na forma de comprimidos com 50 a 100 mg 

de losartana potássica. Após a administração oral, há a redução homogênea da 

pressão arterial, atingindo o máximo de eficácia após 5 a 6 horas da ingestão e, 

decorrendo 3 a 6 semanas, há o efeito anti-hipertensivo máximo (COZAAR®, 2013).  
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Quadro 1. Propriedades físico-químicas e farmacologia da losartana potássica 

Nome Químico 

Sal de potássio de 2-butil-4-cloro-1-[[2´-

(2Htetrazol-5-il) [1,1`-bifenil]-4-il]metil]-

1Himidazol-5-metanol 

Nome Comercial Cozaar® 

Número CAS 124750-99-8 

Sinônimos Losartan, Losartana 

Fórmula Molecular C22H23ClN6O. K 

Peso molecular (g mol-1) 461,00 

Aspecto Pó cristalino branco  

Coef.partição octanol/água (Log Kow) 3,01 

pka 4,9 

Solubilidade em água Solúvel (3.300 mg L-1) 

Solubilidade em etanol Solúvel 

Volatilidade Não volátil 

Pressão de Vapor a 25 °C (mm Hg) 1,64 x 10-26 

Ponto de Fusão (ºC) 183,5 – 184,5 

Coef. Adsorção em solo (Koc) (L kg-1) 5,69 x105 

Estabilidade 
Estável à hidrólise e biodegradação. 

Fotodegradável 

Meia-vida biológica (h) 2 

Fonte: REQUE, 2017. 

 

 

Após a dose, o fármaco é absorvido pelo organismo e liga-se a proteínas 

plasmáticas (albumina). Possui disponibilidade sistêmica de 33 %, convertendo-se 

em metabólitos inativos e, aproximadamente, 14 a 15 % da dose transforma-se no 

metabólito ácido carboxílico ativo E-3174 (Figura 4) (COZAAR®, 2013; BARREIRO; 

FRAGA, 2015). 

O metabólito E-3174 é resultante do processo de oxidação decorrente da 

ação das enzimas CYP3A4 e CYP2C9, pertencentes ao sistema enzimático 

Citocromo P450, havendo inserção de um oxigênio ao grupamento álcool benzílico, 

originando um ácido carboxílico. O metabólito ativo é cerca de 10 a 40 vezes mais 

potente que a losartana potássica em sua forma inalterada, sendo sua meia-vida de 

6 a 9 horas (SILVADO, 2008; PAPICH, 2012; COZAAR®, 2013; BARREIRO; 

FRAGA, 2015). 
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Figura 4. Metabólito farmacologicamente ativo E-3174. 

 

Fonte: Barreiro e Fraga (2015). 

 

 

3.3.1 losartana potássica no ambiente 

 

 

A losartana potássica, quando consumida por via oral, é excretada através da 

urina em sua forma inalterada (4 % da dose) e também como metabólito ativo (6 % 

da dose). Tendo em vista o amplo consumo e produção deste fármaco no Brasil, 

bem como o sistema convencional de tratamento de efluentes ineficiente, detecta-se 

este fármaco em água do mar, regiões costeiras e córregos (GONÇALVES, 2016; 

PEREIRA et al., 2016; CORTEZ, 2018). 

Pesquisas em outros países também quantificaram a losartana potássica em 

corpos hídricos (GROS; RODRÍGUEZ-MOZAZ; BARCELÓ, 2012), afluentes e 

efluentes de ETEs, ETA e efluente de ETDI (LARSSON; PEDRO; PAXEUS, 2007; 

ANSES, 2011; HUERTA-FONTELA; GALCERAN; VENTURA, 2011; GROS; 

RODRÍGUEZ-MOZAZ; BARCELÓ, 2012; MARGOT et al. 2013; OOSTERHUIS; 

SACHER; TER LAAK, 2013; SANTOS, 2013; BAYER et al. 2014; GONÇALVES, 

2016; KOT-WASIK; JAKIMSKA; ŚLIWKA-KASZYŃSKA, 2016), cujos valores de 

concentração estão apresentados na Tabela 1. 

 

 

 

 



25 
 

Tabela 1. Concentrações de losartana potássica em ambiente aquático (corpos hídricos), 
afluente e efluente de ETE e ETA. 

 (continua) 

Origem Autor(es) / País Concentração (ng L-1) 

Corpos hídricos 

Gros, Rodríguez-Mozaz, 
Barceló (2012) / Espanha 

4 – 34 

Gonçalves (2016) / Brasil <1,8 – 574,9 

Pereira et al. (2016) / Brasil 11,8 – 32 

Cortez et al. (2018) / Brasil 0,295 - 8,70 

Afluente de ETE 
 

Gros, Rodríguez-Mozaz, 
Barceló (2012) / Espanha 125 - 366 

Margot et al. (2013) / Suíça 2405 

Oosterhuis, Sacher, Ter Laak 
(2013) / Holanda 

500 - 790 

Kot-Wasik, Jakimska, Śliwka-

Kaszyńska (2016) / Polônia 
299,9–1708,8 

Afluente de ETE 

hospitalar 

Santos et al. (2013) / 

Portugal 
237 

Efluente de ETE 

Gros, Rodríguez-Mozaz, 

Barceló (2012) / Espanha 
75 – 27 

Margot et al. (2013) / Suíça 510 

Oosterhuis, Sacher, Ter 

Laak, 2013 
60 – 90 

Bayer et al (2014) / 

Alemanha 
210 

Kot-Wasik, Jakimska, Śliwka-

Kaszyńska (2016) / Polônia 
75,6–265,2 

Efluente de ETE 

hospitalar Santos et al (2013) / Portugal 143 
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Tabela 1. Concentrações de losartana potássica em ambiente aquático (corpos hídricos), 
afluente e efluente de ETE e ETA. 

(conclusão) 

Origem Autor(es) / País Concentração (ng L-1) 

Efluente de ETDI 
Larsson, Pedro, Paxeus 

(2007) / Índia 
2400000 - 2500000 

Afluente de ETA 

Huerta-Fontela, Galceran, 

Ventura (2011) / Espanha 
260 

ANSES (2011) / França 
11 

Kot-Wasik, Jakimska, 

Śliwka-Kaszyńska (2016) / 

Polônia 

6,3–16,3 

Efluente de ETA 
Gros, Rodríguez-Mozaz, 

Barceló (2012) / Espanha 
5 

 

 

O estudo realizado por Larsson, Pedro e Paxeus (2007) em Patancheru 

(Índia), analisou o efluente de uma ETDI que recebe contribuições de cerca de 90 

indústrias farmacêuticas, sendo quantificado a maior concentração ambiental de 

losartana potássica, igual a 2,4 a 2,5 mg L-1. Os autores inferem que a eliminação 

significativa do fármaco, no efluente industrial, é decorrente de falhas na 

minimização de perdas durante a fabricação do medicamento, o que requer 

investimentos na produção industrial. 

 

 

3.4 DEGRADAÇÃO DE FÁRMACOS POR FOTÓLISE E UV/H2O2  

 

 

A presença de compostos farmacêuticos em lençóis freáticos, águas 

superficiais e para abastecimento doméstico, assim como em águas residuais é 

comprovado em diversos estudos (TABAK; BUNCH, 1970; SEILER et al., 1999; 

SACHER et al., 2001; JUX et al., 2002; KIM et al., 2007; KASPRZYK-HORDERN; 

DINSDALE, GUWY, 2008; VALCÁRCEL et al., 2011; ARISTIZABAL-CIRO et al., 
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2017; YANG et al., 2018) e, devido a toxicidade proveniente da biodisponibilização 

destas substâncias, recorrem-se a alternativas e tratamentos para a remoção de tais 

compostos persistentes no ambiente, como os processos avançados de oxidação e 

degradação através da fotólise. Na literatura, há diversos estudos aplicando estes 

tratamentos na remoção de fármacos presentes em água e efluentes (CANONICA; 

MEUNIER; VON GUNTEN, 2008; KLAVARIOTI; MANTZAVINOS; KASSINOS, 2009; 

KIM; YAMASHITA; TANAKA, 2009a; KIM; YAMASHITA; TANAKA, 2009b; MELO et 

al., 2009; YUAN et al., 2009; YUAN et al., 2011; TAN et al., 2013; ALI, et al., 2017), 

assim como para losartana potássica (STARLING et al., 2019). 

A degradação por fotólise de fármacos ocorre pela incidência de radiação que 

pode ser tanto natural (raios solares) quanto artificial, promovida por lâmpadas de 

vapor de mercúrio de baixa, média ou alta pressão, que também podem ser 

utilizadas nos processos avançados de oxidação (AOP, do inglês Advanced 

Oxidation Process). Compostos orgânicos, como substâncias farmacêuticas, 

absorvem os fótons emitidos e, desta forma, acrescem em energia, ocorrendo a 

quebra da ligação química quando se alcança a energia de dissociação de ligação, 

existindo comprimentos de onda máximos que fornecem a energia necessária para a 

clivagem homolítica da ligação (PARSONS, 2004; KLAVARIOTI, MANTZAVINOS, 

KASSINOS, 2009; MELO et al., 2009). Apenas a radiação solar não promove a 

efetiva fotodegradação de fármacos em ETE, visto que a radiação solar muitas 

vezes atinge apenas as camadas superficiais das lagoas de estabilização, também 

podendo ser absorvida por microalgas, sólidos suspensos e pela matéria orgânica 

dissolvida, portanto, é ineficiente para a quebra das moléculas de fármacos em 

solução (ESTEVES, 2011; AQUINO, BRANDT; CHERNICHARO, 2013; ALI et al., 

2017). Já a fotólise artificial, apesar do maior custo quando comparado com o 

anterior, promove a remoção de fármacos presente em água independentemente de 

fatores ambientais ou em período noturno (AQUINO; BRANDT; CHERNICHARO, 

2013). 

O tratamento de águas por AOP é uma alternativa promissora para 

degradação de fármacos, assim como há facilidade para adaptação de estações de 

tratamento para incluir este processo (STARLING et al., 2019) e um dos métodos 

utilizados é o processo fotoquímico UV/H2O2, que propicia a degradação do 

composto farmacêutico por meio da fotólise direta pela incidência de radiação 

ultravioleta (UV) em conjunto com a produção de espécies reativas de oxigênio no 
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sistema, através da clivagem fotolítica da ligação O-O do peróxido de hidrogênio, 

formando radical hidroxila (•OH), cujo potencial padrão de redução é +2,73 V, 

caracterizando-o como um agente oxidante forte. (IKEHATA; NAGHASHKAR; 

GAMAL EL-DIN, 2006; KIM; YAMASHITA; TANAKA, 2009b; MELO et al., 2009; 

ARAÚJO et al., 2016). O •OH atua como um desencadeador de reações oxidativas, 

dando origem a novos radicais de acordo com a estrutura química do fármaco. 

Cadeias alifáticas tendem a formar radical peroxil (RO2•), já anéis aromáticos podem 

gerar radical através da adição eletrofílica de uma hidroxila (MELO et al., 2009). 

O comprimento de onda (λ) mais comum para o tratamento UV/H2O2 é de 

254 nm, apesar de não ser o λ ideal, visto que a absorção máxima ocorre em 

220 nm. Contudo, em λ = 254 nm, há a clivagem homolítica do peróxido de 

hidrogênio (H2O2) em dois radicais hidroxilas (Equação 1). A região ultravioleta é 

dividida em UV-A, que compreende λ de 315 a 400 nm, UV-B (λ = 280 a 315 nm) e 

UV-C (λ= 200 a 280 nm), portanto, a radiação UV-C é a aplicada no processo 

UV/H2O2 (PARSONS, 2004; MELO et al., 2009; ARAÚJO et al., 2016). 

 

 

     H2O2 + hv → 2 HO•             (Equação 1) 

 

 

Os fatores que influenciam no tratamento UV/H2O2 inclui o espectro de 

absorbância do composto farmacêutico, o rendimento quântico (probabilidade de se 

proceder a reação química quando há a absorção de fóton), o pH (há o consumo de 

•OH por íons carbonato e bicabornato, quando presentes), taxa de formação de •OH 

e concentração do peróxido de hidrogênio, visto que a concentração excessiva 

possibilita interações entre o peróxido de hidrogênio e seus radicais (Equações 2 e 

3), sendo possível até mesmo regenerar o H2O2 (Equação 4) (PARSONS, 2004; 

KLAVARIOTI; MANTZAVINOS; KASSINOS, 2009; MELO et al., 2009; 

KANAKARAJU; GLASS; OELGEMÖLLER, 2018). 

 

 

    H2O2 + •OH → H2O + HO2
•             (Equação 2) 

    HO2
• + •OH → H2O + O2             (Equação 3) 
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    •OH + •OH → H2O2             (Equação 4) 

 

 

O objetivo do AOP é mineralizar o composto até a obtenção de espécies 

químicas mais simples como CO2, água e íons inorgânicos. Entretanto, quando a 

degradação é incompleta, é possível a formação de subprodutos tão tóxicos quanto 

a substância de origem (MELO et al., 2009; YUAN et al., 2009; RIZZO, 2011; 

ARAÚJO et al., 2016). Desta forma, faz-se necessário o monitoramento 

ecotoxicológico para afirmação, ou não, da atenuação do efeito nocivo do 

xenobiótico ao ambiente mesmo após os tratamentos, sendo os ensaios 

ecotoxicológicos uma forma de verificação da viabilidade de aplicação do tratamento 

por fotólise ou AOP, na remoção de contaminantes emergentes (RIZZO, 2011). 

 

 

3.5 ENSAIOS ECOTOXICOLÓGICOS 

 

 

Normas e padronizações internacionais desenvolvidas pela Internation 

Organization for Standardization (ISO), Organization for Economic Cooperation and 

Development (OECD), Deutshces Institut fur Normung (DIN), Environmental 

Protection Agency (EPA) e American Society for Testing and Materials (ASTM) foram 

estabelecidas visando à uniformidade dos ensaios ecotoxicológicos. No Brasil, foram 

definidas as normas nacionais pela Associação Brasileira de Normas Técnicas 

(ABNT), que está em concordância com os métodos da ISO e DIN (ELENDT; BIAS, 

1990; KNIE; LOPES, 2004). 

Dentre os tipos de ensaios ecotoxicológicos, há os agudos e crônicos. Os 

testes agudos consistem em expor o organismo-teste a altas concentrações do 

xenobiótico em um curto intervalo de tempo, gerando respostas imediatas e 

irreversíveis, sendo obtidos resultados de dose letal média (DL50), expressos em 

unidades de massa/massa e refere-se à dose da substância química fatal para 50 % 

dos organismos. Os resultados também podem ser apresentados como 

concentração efetiva ou letal mediana (CE50 ou CL50), que é a dose ou concentração 

capaz de causar efeito agudo em 50 % dos organismos-teste. O fator de toxicidade 

(FT) também é uma forma de expressar dados advindos do ensaio agudo, expresso 
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de acordo com o fator de diluição (FD) da amostra, consistindo na maior diluição em 

que não se observa imobilidade maior do que 10 % dos organismos expostos 

(AZEVEDO; CHASIN, 2004; KNIE; LOPES, 2006; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 

2008; ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008; ABNT, 2016).  

O ensaio crônico baseia-se na exposição a baixas concentrações do 

composto químico por um período de tempo suficiente para se observar efeitos 

correspondentes ao ciclo de vida parcial (fase sensível) ou total do organismo, 

sendo possível também, constatar consequências danosas após várias gerações 

(AZEVEDO; CHASIN, 2004; KNIE; LOPES, 2006; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 

2008). O teste crônico é dependente do ensaio agudo, sendo que a concentração 

subletal é determinada a partir da CE50, DL50 ou FT. Dentre esta forma de bioensaio, 

incluem-se os ensaios genotóxicos ou enzimáticos, que constatam alterações no 

DNA e inibição de enzimas, respectivamente (WRIGHT; WELBOURN; 2002; KNIE; 

LOPES, 2004; MAGALHÃES; FERRAO FILHO, 2008).  

Outra forma de classificação dos ensaios ecotoxicológicos é de acordo com a 

forma de adição da amostra, podendo ser estabelecido testes de sistema estático 

(não há renovação da solução-teste), sistema semi-estático (renovação intermitente 

da solução-teste que varia de acordo com as características da substância, como 

volatilidade, e conforme o organismo-teste, por exemplo, para o Danio rerio é a cada 

24h, já para Pimephales promelas é a cada 48 h) e fluxo contínuo (renovação 

ininterrupta da solução-teste) (COSTA et al., 2008; RUBINGER, 2009). 

Há uma ampla gama de espécies capazes de serem empregados como 

organismos-teste, portanto, selecionaram-se representantes de nível tróficos mais 

relevantes, a fim de padronizar os ensaios ecotoxicológicos, os quais foram: 

bactérias (decompositores), protozoários (consumidores primários), microcrustáceo 

(consumidores entre os metazoários) e peixes (consumidores finais), destacando-se 

os ensaios ecotoxicológicos com os microcrustáceos Daphnia magna e 

Ceriodaphnia dubia, as algas Scenedesmus subspicatus e Selenastrum 

capricornutum, a fotobactéria Vibrio fischeri e peixes como Danio rerio e Pimephales 

promelas, uma vez que são de fácil cultivo, sensíveis a diversos agentes tóxicos, 

possuem significância biológica e ampla distribuição geográfica (KNIE, LOPES, 

2004; RIZZO, 2011). 
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3.5.1 Ecotoxicidade com Daphnia magna 

 

 

O ensaio ecotoxicológico com Daphnia magna possui procedimentos 

padronizados pela ISO 6341, OECD nº 202 e NBR 12713. É um organismo 

zooplanctônico de água doce, pertencente ao filo Crustacea, ordem Cladocera e 

família Daphnidae. Na cadeia alimentar, caracteriza-se por ser um consumidor 

primário, cuja alimentação dá-se por filtração e inclui algas unicelulares, matéria 

particulada e detritos (KNIE; LOPES, 2004; ESTEVES, 2011). 

Possui tamanho de 5 a 6 mm e reproduz-se por patenogênese em condições 

favoráveis, gerando descendentes geneticamente idênticos (fêmeas), o que 

proporciona resultados uniformes e constantes. O ciclo de vida da D. magna é curto, 

em média 45 dias, o que permite sua utilização em ensaios crônicos (KNIE, LOPES, 

2004; ALVES, SILVANO, 2006; ESTEVES, 2011). 

Daphnia magna (Figura 5) é internacionalmente reconhecida, desde a década 

de 80, como organismo-teste (DIN, 1982; ISO, 1982; OECD, 1984), possui alta 

relevância ecológica e ampla distribuição geográfica, a manutenção e cultivo em 

laboratório sob condições controladas é acessível, além disso, é sensível a diversas 

substâncias tóxicas, o que torna este microcrustáceo um bom bioindicador (KNIE; 

LOPES, 2004; CALOW, 2009; RODRIGUÉZ; DAO; WIEGAND, 2012).  

 

 

Figura 5. Exemplar de Daphnia magna. 

 
Fonte: Autoria própria. 

1 mm 
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O ensaio agudo com D. magna tem como parâmetro de avaliação 

ecotoxicológica a capacidade natatória dos neonatos de 2 a 26 horas de vida, 

expostos ao agente tóxico por um período de 24 a 48 horas. Já o ensaio crônico visa 

constatar, além da mobilidade dos organismos, efeitos em longo prazo como 

reprodução, crescimento, deformações estruturais como anomalia nos espinhos pós-

anais ou garras terminais (ELMOOR-LOUREIRO, 2004; KNIE; LOPES, 2004; 

MAGALHÃES; FERRAO FILHO, 2008). Os resultados dos ensaios agudos com D. 

magna podem ser expressos como CE50, FT ou tóxico e não tóxico (forma 

qualitativa) (ABNT, 2016). 

 

 

3.5.2 Ecotoxicidade com Desmodesmus subspicatus  

 

 

A microalga Desmodesmus subspicatus (Figura 6) é um fitoplâncton de água 

doce do filo Chlorophyta e classe Chlorophyceae, presente em lagos mesotróficos 

ou eutróficos. Possui clorofila em plastídeos envoltos por uma membrana interna de 

celulose e outra externa de esporopolenina. Na natureza, há a tendência de formar 

agrupamentos de 5 a 6 células, no entanto, em laboratório a disposição mais comum 

é unicelular. Reproduz-se de forma assexuda através de autósporos gerados no 

interior da célula-mãe, cuja liberação ocorre pela lise desta célula (LÜRLING, 2003; 

KNIE; LOPES, 2004; ESTEVES, 2011; SOUZA; FELISBERTO, 2014; RAMOS; 

BICUDO; MOURA, 2015).  

 

 
Figura 6. Microalga Desmodesmus subspicatus vista em câmera de Neubauer 

 
Fonte: Autoria própria. 
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D. subspicatus é um dos principais produtores primários de água doce, 

influenciando diretamente na entrada de poluentes tóxicos na cadeia alimentar e, 

assim, contribuindo nos processos de bioacumulação e biomagnificação, o que pode 

vir a afetar a saúde humana. Além disso, é um bom indicador de poluição de águas 

estuarinas e costeiras, visto que é um organismo sensível a ampla gama de agentes 

nocivos (KNIE; LOPES, 2004; VILLARES et al., 2005; GARCÍA-SEOANE et al., 

2018). 

Ensaios ecotoxicológicos com a Desmodesmus subspicatus são 

contemplados pelas normas NBR 12648, OECD nº 201 e ISO 8692, sendo 

observados efeitos de inibição do crescimento algáceo. O tempo de exposição do 

bioensaio é de 72 horas e, devido ao crescimento rápido das células (multiplicam-se 

até três vezes, por dia), obtêm-se respostas crônicas utilizando este organismo-

teste, uma vez que diferentes gerações sofrem exposição. Os resultados podem ser 

expressos como CENO (concentração inicial de efeito não observado), CEO 

(concentração inicial de efeito observado), VC (valor crônico), CIp (concentração 

inicial de inibição) e FT (KNIE; LOPES, 2004; ABNT, 2018). 

 

 

3.5.3 Genotoxicidade com Daphnia magna através do ensaio Cometa 

 

 

Avaliações ecotoxicológicas mais sensíveis, como os ensaios de 

genotoxicidade, possibilitam respostas precoces quanto ao efeito nocivo de um ou 

mistura de xenobióticos, avaliando o potencial genotóxico de substância(s) 

química(s). Logo, os biomarcadores genéticos visam avaliar a alteração da estrutura 

da molécula de ácido desoxirribonucleico (DNA), formação de micronúcleos, 

anormalidades morfológicas nucleares, dentre outros danos genéticos, causadas 

pela exposição de doses subletais do agente nocivo, possibilitando inferir que baixas 

concentrações são passíveis de gerar alterações cromossômicas pré-mutagênicas, 

capazes de resultar em lesões de tecidos e órgãos (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008; 

DAVID et al., 2011; RAMSDORF, 2011; PARRELLA et al., 2015).  

Dentre os biomarcadores genéticos, têm-se o ensaio cometa ou eletroforese 

em gel, que avalia e quantifica os danos causados ao material genético através da 

analise de células individuais (nucleóides), o que requer etapas de desintegração 
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incapazes de danificar o material celular e que resultem em células únicas 

(COLLINS, 2004; RAMSDORF, 2011). 

O ensaio cometa pode ser realizado com qualquer célula, desde que 

nucleada, e baseia-se no princípio de que as células sem dano genético apresentam 

fluxo migratório homogêneo após a indução da migração eletroforética e, assim, há 

a concentração do material genético da célula em um único ponto. A partir do 

momento em se tem fragmentos ocasionados pela quebra da fita de DNA, a 

migração deixa de ser uniforme e cada fração genética migra com velocidade 

distinta, sendo que os fragmentos maiores são mais vagarosos em comparação com 

fragmentos menores, o que da origem a uma cauda que se assemelha a um cometa 

(BRIANEZI; CAMARGO; MIOT, 2009; RAMSDORF, 2011). 

Os danos genéticos são classificados através da extensão da cauda formada 

após a corrida eletroforética visto que, quanto maior for o número de fragmentos 

genéticos, maior será o prolongamento advindo da migração dessemelhante, o que 

possibilita inferir que maior é o potencial genotóxico da substância (SINGH et al., 

1988; BRIANEZI; CAMARGO; MIOT, 2009). 

O ensaio cometa é uma técnica sensível na detecção de quebras do DNA, 

não é oneroso e de rápida execução. Os organismos-teste normalmente utilizados 

incluem peixes, anfíbios e moluscos, contudo, há diversos estudos empregando o 

microcrustáceo D. magna para a avaliação genotóxica de xenobióticos (PARK; 

CHOI, 2007; LEE; KIM; CHOI, 2009; DAVID et al., 2011; PELLEGRI; GORBI; 

BUSCHINI, 2014; PARRELLA et al., 2015; KNAPIK, 2018). 

O uso de D. magna, por ser um organismo sensível a diversos compostos 

químicos e representativo na cadeia alimentar (consumidor primário), permite obter 

informações relevantes e precoces quanto a genotoxicidade de compostos químicos 

disponíveis em ambientes aquáticos. Além disso, é possível elucidar possíveis 

mecanismos de ação de substâncias genotóxicas em invertebrados, o que não é 

muito compreendido (PARK; CHOI, 2007; WATANABE et al., 2007; BRIANEZI; 

CAMARGO; MIOT, 2009; DAVID et al., 2011). 
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4  METODOLOGIA 

 

 

O procedimento experimental foi dividido em três etapas que incluíram: 

degradação do fármaco, caracterização cromatográfica e ensaios ecotoxicológicos, 

cuja sequência está representada na figura 7. 

 

 

Figura 7. Fluxograma dos procedimentos a serem executados. 

  

Fonte: Autoria própria 

 

 

4.1 DEGRADAÇÃO DO FÁRMACO LOSARTANA POTÁSSICA POR RADIAÇÃO 

UVC E PROCESSO UV/H2O2 

 

 

A concentração de estudo de losartana potássica (Marca: Delaware, 

Fabricante: Aurobindo Pharma, Hyderabad - Índia, com pureza de 99%) foi igual a 

2,5 mg L-1 (6 µM), definida de acordo com o encontrado por Larsson, Pedro e 

Paxeus (2007) para o efluente da ETDI Patancheru Enviro Tech Ltd, localizada em 

Patancheru (Índia). As soluções de losartana potássica foram preparadas com água 

processada (sistema de osmose reversa).  

Degradação da 
losartana potássica 
por radiação UVC e 
processo UV/H2O2 

Análise 
cromatográfica 

Ensaios 
ecotoxicológicos 

Exposição aguda 
com Daphnia 

magna 

Exposição subletal 
(48h) com Daphnia 

magna 

Ensaio crônico 
com 

Desmodesmus 
subspicatus 
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A fotólise por radiação UVC, assim como o processo UV/H2O2 foi realizado 

em um reator de bancada de vidro borossilicato com capacidade de 600 mL, 

equipado com recirculação de água para resfriamento e agitação magnética. A 

radiação foi fornecida por uma lâmpada de vapor de mercúrio de alta pressão 

(125 W), protegida por um bulbo de quartzo e imersa na solução (Figura 8). Em 

ambos os processos foram retiradas alíquotas no tempo inicial e após 30, 60, 90, 

120, 240 e 480 minutos de tratamento, que foram acondicionadas em freezer -20 ºC 

para os posteriores ensaios ecotoxicológicos e, também, análise cromatográfica. 

 

 

Figura 8. Reator fotoquímico utilizado nos processos avançados de oxidação. 

 
Fonte: (à esquerda) adaptado de UTZIG, 2016. (à direita) Autoria própria. 

 

 

De acordo com Yuan et al. (2009 e 2011) e Starling et al (2017), a 

concentração de H2O2 utilizada para degradar antibióticos e fármacos, como a 

losartana potássica, foi de 1mM, sendo a relação entre a concentração do agente 

oxidante e a substância farmacêutica de 20:1. Desta forma, a concentração inicial de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) definida para o processo UV/H2O2, foi de 50 mg L-1 

(1,5 mM). 

Para manter o processo avançado de oxidação, foi realizada a análise do 

consumo de H2O2 para estipular o tempo de novas adições. Para isso, as mesmas 

condições de degradação do fármaco foram simuladas, porém, sem o desligamento 
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da lâmpada de vapor de mercúrio. Através da Figura 9, observa-se a depleção 

significativa de H2O2 após meia hora de reação, portanto, o tempo definido para as 

readições foi de 30 minutos. 

 

 

Figura 9. Consumo de peróxido de hidrogênio em função do tempo. 

 

Fonte: Autoria própria 

 

 

As concentrações de H2O2 foram determinadas através do método 

espectrofotométrico utilizando reagente Allper® (Peróxidos do Brasil), cuja 

composição inclui oxalato de potássio de titânio (C4K2O9Ti) e ácido sulfúrico. Na 

presença de H2O2, há a formação do complexo peróxido de titânio (IV) de coloração 

alaranjada, absorvendo radiação eletromagnética na região do visível. A quantidade 

de peróxido residual é diretamente proporcional à formação do complexo, o que 

influencia no valor de absorbância (LEWIS, 1958; UTZIG, 2016). A análise foi 

realizada em espectrofotômetro UV-Vis (Varian Cary® 50 Bio), em comprimento de 

onda de 395 nm. A quantificação foi realizada por intermédio de uma curva analítica. 

Para evitar resultados ecotoxicológicos superestimados das amostras 

tratadas por processo UV/H2O2, houve a correção do pH para  7 utilizando solução 

de NaOH 0,01 mol L-1. O peróxido residual foi removido usando solução de catalase 

de fígado bovino em concentração de 0,01 mol L-1 (Sigma-Aldrich).  

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

0 5 10 15 20 25 30 35 40

C
o

n
c

e
n

tr
a

ç
ã

o
 (

m
g

/L
) 

Tempo (minutos) 



38 
 

4.2 ANÁLISE CROMATOGRÁFICA 

 

 

O estudo da degradação da losartana potássica foi obtido pela concentração 

determinada através de cromatografia líquida. Para isso, utilizou-se cromatógrafo 

líquido modelo Prominence (Shimadzu) acoplado a um detector de arranjo de 

diodos. Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau HPLC (Sigma-

Aldrich) e água de qualidade ultrapura (tipo 1). 

Utilizou-se coluna analítica (Hypersyl ODS, 150 x 46 mm d.i., 5 µm de 

diâmetro de partícula) e fase móvel composta por 37 % de solução aquosa de ácido 

ortofosfórico 0,1 % (v/v) e 63 % de metanol em eluição de forma isocrática. A vazão 

de fase móvel foi de 0,5 mL min-1 e a coluna foi mantida em temperatura de 30 ºC, 

sendo o volume de injeção de 50 µL. Para a detecção e quantificação do analito e 

subprodutos, o comprimento de onda monitorado foi de 254 nm (REQUE, 2017). 

A curva analítica foi elaborada por calibração externa, com concentrações 

partindo da diluição de solução estoque de 2500 mg L-1 de losartana potássica 

(Marca: Delaware, Fabricante: Aurobindo Pharma, Hyderabad - Índia, com pureza de 

99%) para a obtenção das seguintes concentrações: 7,5; 5; 2,5; 1; 0,5; 0,25; 0,1; 

0,05; 0,025; 0,01; 0,005; 0,0025; 0,001 mg L-1. 

A partir dos valores de área do pico cromatográfico, em triplicata para cada 

concentração, calculou-se a regressão linear e foram obtidos os desvios padrão dos 

coeficientes linear e angular. A análise estatística dos resíduos da regressão foi feita 

pelo Teste-F, sendo aplicado a análise de variância (ANOVA) para obtenção de 

FCalculado, cujo calculo é feito pela Equação 5.  

 

FCalculado = 
S1

2

S2
2             (Equação 5) 

 

Onde: S1
2 é o desvio padrão máximo de uma população independente e S2

2 o 

desvio padrão mínimo de uma população independente (BRASIL, 2011). O critério 

de aceitação para que os dados fossem considerados lineares e a possibilidade do 

uso da regressão linear válida, é de que Fcalculado ≥ valor-p (CARDOSO et al., 2010).  
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Através da curva analítica foi possível definir figuras de mérito como: 

linearidade (coeficiente de correlação ou r), limite de detecção (LD) e limite de 

quantificação (LQ), sendo estes dois últimos calculados pelas equações 6 e 7. O 

intervalo linear de trabalho, obtido através da curva analítica, também foi definido. 

Para o valor de LQ, inicialmente foram feitas análises em concentrações 

decrescentes e foi considerada aquela que, o valor de CV estava abaixo de ≤ 20 % 

(BRASIL, 2011); a partir da curva analítica, elaborada a partir dessa concentração 

(0,001 mg L-1) estabeleceu-se o valor definitivo conforme equação 7. 

 

 

LD = 
Desvio padrão do coeficiente linear ×3

coeficiente angular
         (Equação 6) 

LQ = 
Desvio padrão do coeficiente linear ×10

coeficiente angular
         (Equação 7) 

 

 

A losartana potássica sem tratamento e após degradação por fotólise e 

UV/H2O2 foi analisada por injeção direta no sistema cromatográfico e, para as 

amostras que não se observou pico do fármaco, foi realizado o procedimento de 

extração em fase sólida por SPE (Extração em fase sólida, do inglês Solid Phase 

Extraction). As amostras que precisaram da etapa de concentração foram os tempos 

de 90, 120, 240 e 480 minutos de ambos os tratamentos e 60 minutos da 

degradação por fotólise.  

O procedimento de SPE foi realizado em manifold a vácuo (Agilent 

Technologies), sendo utilizados cartuchos com capacidade de 6 mL, recheados com 

500 mg de fase estacionária C18 (Chromabond®). Para o condicionamento da fase 

estacionária, foram utilizados 10 mL de metanol (Sigma-Aldrich, 99,9 %) e 10 mL de 

água ultrapura. Após isso, foram adicionados 20 mL de amostra, o cartucho foi 

submetido à secagem sob vácuo por 120 s e os analitos retidos foram eluídos com 

10 mL de metanol. Após a eluição, as amostras foram secas em ar comprimido e 

redissolvidas com 0,5 mL de solução 1:1 de metanol e água ultrapura, dos quais 50 

µL foram injetados no sistema cromatográfico. Esse procedimento de extração 

representa um fator de concentração de 40 vezes (LANÇAS, 2009). 
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As análises cromatográficas, descritas nesta seção, foram realizadas no 

Laboratório Multiusuários de Equipamentos e Análises Ambientais (LAMEAA), pelo 

aluno Bruno Blaszczyk Neves, capacitado para operar o cromatógrafo líquido de alta 

eficiência (HPLC-DAD). 

 

 

4.3 ECOTOXICIDADE AGUDA UTILIZANDO Daphnia magna 

 

 

O cultivo de Daphnia magna seguiu a NBR 12713:2016 (ABNT, 2016). Os 

organismos foram mantidos em béqueres de 2 L, utilizando meio de cultivo (ANEXO 

A) e acondicionados em incubadoras B.O.D. (Solab, SL-224) com fotoperíodo de 

16 horas de luz e temperatura entre 18 a 22 ºC, sendo alimentados com suspensão 

algácea da espécie Desmodesmus subspicatus. 

Foram realizados testes de sensibilidade antes e durante os ensaios com 

amostras de losartana potássica, possibilitando a construção da carta-controle 

(APÊNDICE A). Para isso, utilizou-se sulfato de zinco (ZnSO4) (Synth, P.A) como 

substância de referência. Através da solução-mãe de ZnSO4 com concentração de 

1000 mg L-1, foram feitas diluições com as seguintes concentrações: 5, 20, 35, 50, 

65, 80 e 95 mg L-1, obtendo-se o valor de CE50/24h através do método Probitos com 

auxílio do software BioStat®. O valor de coeficiente de variação foi de 8,02 %, 

estando de acordo com a norma, que estabelece coeficiente de variação menor que 

30 % (ABNT, 2016). 

Para todas as amostras provenientes do tratamento por fotólise e UV/H2O2, 

foram feitas diluições utilizando água de diluição (ANEXO A), gerando soluções-

teste com as seguintes concentrações (percentual de amostra em 100 mL de 

solução): 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125 %. Desta forma, a toxicidade das amostras 

pré e pós-tratadas foram determinadas através do fator de toxicidade (FT), cujos 

valores variaram de 1 até 32, que corresponde as soluções-teste com 100 % e 

3,125 % de volume da amostra, respectivamente (ABNT, 2016). 

Após o preparo das soluções-teste, foi realizada a exposição dos neonatos de 

D. magna. Para isso, foram separados das matrizes os organismos-teste de até 

24 horas de vida. Após isso, esperou-se cerca de 2 horas para iniciar o bioensaio, 

facilitando a observação de neonatos impróprios, sendo selecionados apenas os 
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organismos aptos, ou seja, com capacidade natatória adequada (KNIE, LOPES, 

2004). Os ensaios foram feitos em triplicata utilizando 10 neonatos para cada 20 mL 

de solução em cada replicata (2 mL por organismo). Os ensaios foram mantidos em 

uma incubadora B.O.D (Solab, SL 200/334), com temperatura de 20±2ºC na 

ausência de luz. Todos os ensaios tiveram um controle negativo, sendo os neonatos 

mantidos nas mesmas condições de ensaio e em apenas água de diluição, sendo o 

bioensaio considerado válido apenas quando a porcentagem de inibição do controle 

fosse ≤ 10 % (ABNT, 2016).  

A leitura do resultado do ensaio foi realizada após 48 horas de exposição, 

contabilizando os organismos imóveis para obtenção do percentual de imobilidade e, 

por conseguinte, o FT. 

 

 

4.4 ECOTOXICIDADE CRÔNICA UTILIZANDO Desmodesmus subspicatus 

 

 

O cultivo e bioensaios com a microalga Desmodesmus subspicatus foram 

realizados de acordo com o descrito pela norma técnica NBR 12648:2018 (ABNT, 

2018), com alteração do volume final das soluções-teste, que foi de 50 mL ao invés 

de 100 mL.  

Para os ensaios, realizou-se o pré-cultivo da microalga em meio DIN pré-

cultura (ANEXO B). As soluções-teste, preparadas em erlenmeyers após três dias a 

partir da inoculação da pré-cultura, foram constituídas de meio DIN (ANEXO B) e 

suspenção algácea (inóculo com densidade celular entre 103 a 105 células mL-1), 

ambos representando 10 % da composição da solução, além da amostra e água 

processada (sistema de osmose reversa), em proporções variadas de acordo com a 

Tabela 2 (ABNT, 2018). 
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Tabela 2. Proporções utilizadas de suspensão algácea (inóculo), DIN, água e amostra para 
cada solução-teste. 

Concentração 
(%) 

FT 
Inóculo      

(mL) 
DIN 
(mL) 

Água 
processada 

(mL) 

Amostra 
(mL) 

Volume 
Final 
(mL) 

80 1,25 5 5 0 40 50 

50 2 5 5 15 25 50 

25 4 5 5 27,5 12,5 50 

12,5 8 5 5 33,75 6,25 50 

6,25 16 5 5 36,88 3,125 50 

3,125 32 5 5 38,44 1,56 50 

Controle - 5 5 40 - 50 

Fonte: ABNT NBR 12648:2018 

 

 

Os ensaios foram feitos em triplicata e o tempo de exposição foi de 72 horas 

com iluminação ininterrupta e agitação de 145 g min-1, realizada em mesa agitadora 

horizontal (Tecnal, TE – 1400). A temperatura do ensaio foi mantida em torno de 

23 ºC, sendo o monitoramento feito por termômetro. Os erlenmeyers foram vedados 

e dispostos aleatoriamente na mesa agitadora, evitando possíveis interferências nos 

resultados por diferença de luminosidade e/ou temperatura. 

A leitura dos resultados de biomassa algácea, inicial e final em cada ensaio, 

foi realizada de forma indireta através do método espectrofotométrico. Para as 

análises foi utilizado leitor de microplacas (BMG Labtech, FluoStar Omega) em 

comprimento de onda de 750 nm. Para a leitura, utilizou-se microplaca de 96 poços 

(Olen, K30-5096P), sendo adicionados 250 µL da solução-teste em cada poço. A 

leitura da biomassa algácea de cada solução-teste foi feita em quadruplicata, ou 

seja, quatro poços foram analisados para a mesma réplica, sendo tirada a média de 

12 poços para obtenção da densidade celular (cel mL-1) para cada concentração da 

amostra. 

A relação entre densidade celular e absorbância luminosa foi possível por 

intermédio de uma curva analítica (APÊNDICE B), elaborada pelo mestrando 

Vinícius de Carvalho Soares de Paula. A partir dos valores de densidade celular 

para cada solução-teste, foi possível calcular a porcentagem de inibição do aumento 

da biomassa algácea, sendo empregada a Equação 8 (ABNT, 2018).  

 

ICA =  
MC− Ma

Mc
 × 100              (Equação 8) 
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A porcentagem de inibição do crescimento algáceo, ICA, é igual à subtração 

da média do número de células do controle (Mc) e da média do número de células da 

solução-teste (Ma), sendo dividido por MC e multiplicado por 100 (orcentagem). Os 

resultados, expressos em FT para cada amostra, foram atribuídos para a maior 

concentração em que não houve porcentagem de inibição algácea maior que 20 %. 

 

 

4.5 ENSAIO COMETA UTILIZANDO Daphnia magna 

 

 

O ensaio para avaliar os danos genotóxicos gerados ao organismo-teste D. 

magna foi realizado com base na metodologia descrita por Singh et al. (1988) com 

adaptações a fim de viabilizar a utilização deste organismo-teste no ensaio cometa 

(PARK; CHOI, 2007; DAVID et al., 2011; PARRELLA et al., 2015; KNAPIK, 2018).  

Os neonatos foram expostos a concentrações subletais de losartana 

potássica (2,5  mg L-1) sem tratamento e após 480 minutos de degradação por 

fotólise e processo UV/H2O2, propiciando a comparação da genotoxicidade do 

fármaco antes e após o tempo final de tratamento. Foi exposto um grupo controle, 

mantidos nas mesmas condições de ensaio, em água de diluição (controle negativo). 

A exposição dos organismos-teste foi de 48 horas e, após isso, 30 neonatos 

foram coletados e lavados com tampão PBS pH 7,4, sendo transferidos para um 

eppendorf contendo 200 µL deste mesmo tampão. Utilizando um homogeneizador 

rotativo de tecidos (Ultra Stirrer, ultra 80), os neonatos foram homogeneizados na 

menor velocidade e com o máximo de três pulsos, evitando resultados falsos por 

danos celulares indevidos (KNAPIK, 2018).  

Obtendo-se a suspensão celular, as etapas subsequentes foram realizadas 

sem incidência de luz branca. Em novos eppendorfs, foram transferidos 30 µL da 

suspensão celular e 80 µL de agarose de baixo ponto de fusão (KNAPIK, 2018). A 

mistura resultante foi transferida para uma lâmina, previamente recoberta por 

agarose normal, e espalhada por uma lamínula. Em seguida, acondicionou-se em 

refrigerador por 20 minutos, para solidificação da agarose de baixo ponto de fusão. 

Transcorrido o intervalo de tempo em geladeira, retirou-se as lamínulas e as 

lâminas foram mantidas em cubetas por sete dias em uma solução de lise alcalina, 

sendo o armazenamento e acondicionamento feito em refrigerador (4 ºC).  
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A etapa seguinte foi a realização da eletroforese. Para isso, as lâminas foram 

dispostas em uma cuba de eletroforese de modo a ocupar todo o espaço disponível, 

sendo mantida a cuba em gelo para preservar a temperatura em 4 ºC. Adicionou-se 

tampão alcalino de eletroforese (NaOH 300 mM e EDTA 200 mM) de forma que 

todas as lâminas foram imersas nesta solução. Houve o ajuste de tensão e corrente 

para 25 V e 300 mA, respectivamente, sendo mantido o sistema em repouso por 

30 minutos para desnaturação do DNA. Subsequente, prosseguiu-se a eletroforese 

com a cuba em gelo por 25 minutos, nas mesmas condições de tensão elétrica e 

corrente mencionadas (KNAPIK, 2018).  

O término da eletroforese sucedeu a etapa de neutralização das lâminas com 

solução TRIS 0,4 mol L-1, por cinco minutos. As lâminas foram secas e fixadas com 

etanol.  

A coloração do material genético deu-se com 20 µL de brometo de etídio e, ao 

ser adicionado, houve a cobertura com lamínula. Utilizando um microscópio de 

epifluorescência (Leica DMLS) com aumento de 400x, foram realizadas as análises 

e atribuição dos escores para os nucleóides presentes na lâmina. Os danos foram 

classificados de 0 a 3, sendo o dano classificado como 0 aquele em que não houve 

dano no DNA, já o dano 1 quando se observou poucos fragmentos. O escore 2 foi 

atribuído ao nucleóide em que houve o início da formação da cauda de fragmentos 

de DNA, enquanto que no escore 3 o DNA apresentou-se completamente 

fragmentado. Tais classificações de danos genéticos podem ser melhor 

compreendido por meio da Figura 10. 

 

 
Figura 10. Classificação dos danos genéticos obtidos através do ensaio cometa. 

 
Legenda: (da esquerda para a direita) Dano 0, 1, 2 e 3. 

Fonte: Autoria própria 
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A partir da classificação visual dos danos, foi aplicada a Equação 9 para o 

cálculo dos escores dos nucleóides analisados em cada lâmina, sendo 

contabilizados e atribuídos danos para 100 nucleóides presentes em uma lâmina 

(PARRELLA et al., 2015; KNAPIK, 2018). Ao todo, foram avaliadas nove lâminas 

para cada amostra. 

 

 

Escore = (∑ danos 0 x 0) + (∑ danos 1 x 1) + (∑ danos 2 x 2) + (∑ danos 3 x 3)       (9) 

 

 

O cálculo do escore permitiu a obtenção da mediana e construção do gráfico 

box-plot dos escores para a losartana sem e após tratamento, possibilitando 

visualizar os danos genotóxicos das amostras isoladamente e em comparação com 

os demais grupos. Para a análise estatística, foi verificada a normalidade por teste 

de Shapiro-Wilk e Anderson-Darling, ambos indicaram que os dados não possuem 

distribuição normal. Desta forma, aplicou-se o teste não paramétrico Kruskal-Wallis, 

seguido do teste de comparação múltipla de Dunn, adotando nível de significância 

de 5 %. Para isso, foi utilizado o software Graphpad Prism 5. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

 

5.1 ANÁLISES CROMATOGRÁFICAS 

 

 

5.1.1 Curva analítica 

 

 

 A análise quantitativa de losartana potássica, anterior e posterior aos 

tratamentos, foi realizada através de regressão linear obtida por calibração externa. 

Os valores crescentes de concentração e respectivos dados de área de pico, média, 

desvio padrão e CV encontram-se na Tabela 3. Observa-se que os valores, em 

triplicata, de área do pico cromatográfico não variaram significativamente, havendo 

concordância entre os resultados. Há o aumento dos valores de CV conforme 

diminui a concentração, visto que há a aproximação do limite de quantificação, 

entretanto dentro do limite aceitável de variabilidade (20%). Portanto, o intervalo 

linear estabelecido para o método foi de 0,025 a 7,5 mg L-1. 

 

 

Tabela 3. Dados de concentração, áreas do pico cromatográfico, desvio padrão e CV para os 
pontos selecionados para construção da curva analítica. 

Losartana 

(mg L-1) 
Área 1 Área 2 Área 3 Área 4 Média 

Desvio 

Padrão 
CV (%) 

0,025 1158 1855 1815 1632 1615 319,8 19,80 

0,250 19827 24464 24499 - 22930 2687,3 11,72 

1,000 95970 95828 100979 - 97592,3 2933,8 3,01 

2,500 262859 255662 264007 260511 260760 3696,9 1,42 

5,000 530714 554219 535681 - 540205 12388,3 2,29 

7,500 788880 792749 778022 - 786550 7634,9 0,97 

Nota. CV: coeficiente de variação. Condições cromatográficas: coluna Hypersyl ODS; ʎ: 
254 nm; Fase móvel (FM): MeOH H3PO4: (63:37); Volume de injeção: 50 μL; Vazão da 
FM:0,5 mL min

-1 

 

 

 A regressão linear obtida a partir dos valores de área da banda 

correspondente à losartana e os valores de coeficiente angular e linear, assim como 
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seus respectivos desvios-padrão encontram-se da Figura 11(a) e na Tabela 4. O 

valor de r, igual a 0,9992, evidência a boa linearidade do método de análise, visto 

que está acima do definido para a aceitação da linearidade, que deve ser ≥ 0,990 - 

0,995 (ANVISA, 2009; BRASIL, 2011). Através do tratamento estatístico ANOVA, 

obteve-se os valores de grau de liberdade (G.L), Soma dos Quadrados (SQ), 

Quadrado Médio (QM), Fcalculado e valor-p, apresentados na Tabela 4.  

 

 

Tabela 4. Dados de regressão da curva analítica e análise estatística (ANOVA) para o método 
analítico de quantificação de losartana potássica por HPLC-DAD. 

 Coeficiente Desvio padrão Valor-p 

Intercepto -3055,092 2555,2245 0,247 

Inclinação 106181,75 692,964 1,686E-29 

ANOVA 

 G. L SQ QM Fcalculado Valor-p 

Regressão 1 1,580E+12 1,580E+12 23478,902 1,685E-29 

Resíduo 18 12310958147 67275451,6 - - 

Total 19 1,581E+12 -     - - 

Nota: GL= grau de liberdade. SQ= Soma dos Quadrados. QM= Quadrado Médio. 
 

 

 Considerando a premissa de que FCalculado deve ser ≥ que o valor-p para que a 

regressão linear seja considerada, observa-se que os dados satisfazem este critério 

(CARDOSO et al., 2010). 

O limite de quantificação, calculado pela substituição de y = 0 na equação da 

reta, foi de 0,0287 mg L-1
. Já pelo cálculo através da equação 7, este valor seria de 

0,241 mg L-1. O limite de detecção, calculado pela Equação 6, foi de 0,072 mg L-1. 
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Figura 11. (A) Representação gráfica e regressão linear para quantificação de losartana 
potássica. (B) Gráfico de dispersão dos resíduos da regressão linear  

 
 

 

 A análise da dispersão de resíduos (Figura 11b) indica a homogeneidade das 

variâncias, havendo comportamento aleatório ao redor de zero para a faixa de 

concentração analisada (descrito na seção 4.2). Desta forma, conclui-se que é 

possível aplicar a regressão linear obtida para determinar as concentrações em 

função das áreas (BRASIL, 2011).   

 

 

5.1.2 Avaliação da degradação de losartana potássica por HPLC-DAD 

 

 

 Para avaliar a degradação de losartana potássica, após fotólise e UV/H2O2, as 

análises de HPLC-DAD possibilitaram a identificação e quantificação deste fármaco 

nas amostras sem e após tratamento. O tempo de retenção de losartana potássica, 

nas condições cromatográficas de análise, foi de 10 minutos.  

Ao ser submetido ao tratamento por fotólise, observa-se a completa 

degradação de losartana potássica após 30 minutos de degradação (Figura 12a), 

igualmente para o tratamento por processo avançado de oxidação (Figura 12b). 

Entretanto, a geração de subproduto, com tempo de retenção de 12 minutos, é 

observada para ambos os tratamentos. Para o tratamento por fotólise, até 

y = 106182x - 3055,1 
r = 0,9992 
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30 minutos de degradação há a presença deste subprotudo, que passa a ser 

detectado novamente em 240 minutos. Para o processo UV/H2O2, é constatado o 

decréscimo deste subproduto conforme os tempos de tratamento, que passa não ser 

mais detectado em 480 minutos. 

 

 

Figura 12. (A) Cromatograma de losartana potássica sem e após tratamento por radiação UVC 
e (B) UV/H2O2. 

 

 

Nota: Condições cromatográficas: coluna Hypersyl ODS; ʎ: 254 nm; Fase móvel (FM): MeOH 
H3PO4: (63:37); Volume de injeção: 50 μL; Vazão da FM:0,5 mL min

-1 
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Os resultados estão de acordo com a literatura (ALI et al., 2017; STARLING et 

al., 2019), havendo completa degradação a partir de 30 minutos, de ambos os 

tratamentos. A estrutura de losartana potássica é susceptível a degradação por 

fotólise devido grupamentos capazes de absorver fótons, como anéis aromáticos, 

ligações insaturadas, grupamentos contendo nitrogênio (por exemplo, o imidazol) 

(STARLING et al., 2019).  

A partir da curva analítica, quantificou-se o valor de 1,94 mg L-1 para o tempo 

zero, sendo possível observar outro de pico de menor intensidade em 12 minutos, 

referente ao subproduto de degradação também presente nas amostras após os 

tratamentos, indicando a decomposição do fármaco sem ação da radiação e/ou 

agente oxidante. Fatores como exposição à luz na etapa do preparo da solução e 

nas análises cromatográficas podem justificar esta degradação inicial.  

As amostras que não foram detectados picos cromatográficos referentes à 

losartana e ao subproduto de degradação, foram submetidas à etapa de pré-

concentração de 40 vezes por extração de fase sólida (SPE), a fim de confirmar ou 

não a ausência de losartana e demais compostos na amostra. Neste sentido, as 

amostras a partir de 60 minutos de degradação por fotólise e, para o processo 

oxidativo avançado, desde 90 minutos, foram fortificadas.  

A Figura 13 apresenta os cromatogramas referentes às análises das 

amostras, após SPE, para os tratamentos por fotólise (Figura 13a) e UV/H2O2 

(Figura 13b). Apenas para a degradação de 480 minutos por fotólise foi detectada a 

presença do subproduto de degradação após a etapa de pré-concentração.  

Constata-se que o tratamento por processo oxidativo avançado UV/H2O2, 

formou outros subprodutos de degradação, além daquele com eluição em 

12 minutos de análise. Para a degradação de 90 minutos, observam-se substâncias 

com tempo de retenção de 6 e 11 minutos. Para o tratamento de 240 minutos, há 

picos de baixa intensidade entre 6 e 7 minutos de análise cromatográfica, bem como 

em 9 e 11 minutos. Já para a degradação de 480 minutos, há subprodutos 

detectados e eluídos em 6; 8,5 e 12 minutos de análise.  

Segundo YUAN et al. (2009), substâncias farmacêuticas podem gerar 

intermediários como ácido benzoico, ácido hidroxibenzóico, ácido para-

hidroxibenzóico, ácido 1,4-benzenodicarboxílico, entre outros. Devido à presença de 

cloro e nitrogênio na estrutura, é possível formar compostos clorados e íon cianeto a 

partir da degradação de losartana potássica por AOP (STARLING et al., 2019). 
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Essas substâncias podem ser capazes de gerar efeitos agudos, crônicos e/ou 

genotóxicos, apesar de estarem em pequena quantidade (levando em conta o baixo 

sinal do pico cromatográfico).  

 

 

Figura 13. (A) Cromatograma de losartana potássica após SPE de amostras tratadas por 60, 90, 

120, 240 e 480 minutos através de fotólise e (B) 90, 120, 240 e 480 minutos através de processo 

UV/H2O2. 
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Nota: Condições cromatográficas: coluna Hypersyl ODS; ʎ: 254 nm; Fase móvel (FM): MeOH 
H3PO4: (63:37); Volume de injeção: 50 μL; Vazão da FM:0,5 mL min
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5.2 ECOTOXICIDADE AGUDA DE LOSARTANA POTÁSSICA PARA Daphnia 

magna, APÓS FOTÓLISE E PROCESSO UV/H2O2 

 

 

 A imobilidade média do ensaio agudo para Daphnia magna exposta à 

losartana potássica, antes e após tratamento por fotólise, apresenta-se na Tabela 5. 

Em sua forma inalterada, ou seja, no tempo zero de tratamento, ainda havia efeito 

agudo aos organismos-teste no fator de diluição (FD) de 50 %, sendo a imobilidade 

média de 13,33 %. Para o tratamento por fotólise, a partir de 30 minutos de 

degradação observou-se efeito agudo apenas para as amostras sem diluição, ou 

seja, FD de 100 %, sendo o tempo de 240 minutos de tratamento o mais eficiente na 

redução da ecotoxicidade aguda do fármaco losartana potássica, visto que a 

amostra apresentou imobilidade média de apenas 20 % em FD de 100 %.  

 Para as amostras tratadas através de fotólise por 90, 120 e 480 minutos, 

observaram-se os maiores valores de imobilidade média em FD de 100 %. Há a 

possibilidade de estas amostras terem provocado efeito hormese, ou seja, apesar da 

presença de intermediários em concentrações ínfimas, não detectáveis pelo método 

cromatográfico empregado, podem ter sido capazes de gerar efeito agudo para D. 

magna, visto que na hormese não há relação linear entre a dose de exposição e a 

resposta do organismo-teste. Algumas substâncias farmacêuticas apresentam este 

comportamento, visto que são compostos ativos e podem causar estresse celular, 

resultando em respostas de adaptação (CALABRESE, 2008; ALMEIDA et al., 2013). 

Os resultados estão coerentes com a análise cromatográfica (Figuras 12a) 

uma vez que, a partir de meia hora de degradação, houve a completa degradação 

de losartana potássica por fotólise. 

 

 

Tabela 5. Imobilidade média (%) para D. magna exposta a diferentes fatores de diluição de 
losartana potássica não tratada e após intervalos de tempo de tratamento por fotólise. 

(continua) 

Tempo de 

tratamento 

(min) 

Imobilidade média (%)  σ 

(%) 

CV 

(%) CT 3,125% 6,25% 12,5% 25% 50% 100% 

0 0 0 0 0 0 13,33 76,67 2,83 1,89 

30 0 0 0 0 0 0 66,67 2,58 2,32 

Nota. CT: controle negativo. σ: desvio padrão populacional. CV: coeficiente de variação. 
Fonte: Autoria própria. 
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Tabela 5. Imobilidade média (%) para D. magna exposta a diferentes fatores de diluição de 
losartana potássica não tratada e após intervalos de tempo de tratamento por fotólise. 

(conclusão) 

Tempo de 

tratamento (min) 

Imobilidade média (%)  σ 

(%) 

CV 

(%) CT 3,125% 6,25% 12,5% 25% 50% 100% 

60 0 0 0 0 0 0 63,33 2,41 2,29 

90 0 0 0 0 0 0 100 3,73 2,24 

120 0 0 0 0 0 0 80 2,98 2,24 

240 0 0 0 0 0 0 20 1,00 3,00 

480 0 0 0 0 0 0 93,33 3,48 2,24 

Nota. CT: controle negativo. σ: desvio padrão populacional. CV: coeficiente de variação. 
Fonte: Autoria própria. 

 

 

 Para o tratamento por processo UV/H2O2, os valores de imobilidade média 

estão dispostos na Tabela 6. Para 30 minutos de tratamento, foi observado efeito 

agudo para D. magna em FD de 50 %, contudo, houve a redução da ecotoxicidade 

em comparação com o fármaco na sua forma inalterada para esta mesma 

concentração de amostra, visto que a imobilidade média passou de 13,33 % para 

6,67 %. A partir de 60 minutos de degradação, houve inibição da capacidade 

natatória apenas para as amostras sem diluição (FD = 100 %), exceto para a 

amostra de 240 minutos de degradação, que foi tóxica para D. magna. A presença 

de subprodutos de degradação no tempo de 240 minutos, detectados pelo método 

cromatográfico após pré-concentração de 40 vezes (Figura 13b), podem ter 

potencializado o efeito agudo até na menor concentração de solução-teste, ou seja, 

FD de 3,125 %.  

No tratamento UV/H2O2 de compostos orgânicos contendo ligações 𝜋, como é 

o caso dos hidrocarbonetos insaturados e anéis aromáticos, estes são capazes de 

sofrer hidroxilação, ou seja, há a adição do grupo hidroxila na molécula (MELO et al., 

2009). Segundo Carpinteiro et al. (2019), a hidroxilação da losartana potássica, 

assim como a desalquilação e abertura do imidazol são capazes de gerar 

subprodutos tóxicos para Daphnia magna. Os valores de CE50/48h in silico para D. 

magna, estimada para os subprodutos de losartana através do software ECOSAR 

(desenvolvido pela Environmental Protection Agency (EPA)), variaram de 8 até 

0,008 mg L-1, sendo este último muito tóxico para o microcrustáceo. Através do 
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resultado in vivo com D. magna, para o tratamento UV/H2O2 de 240 minutos, há a 

concordância com os resultados in silico. 

 Os tratamentos de 60 e 90 minutos por UV/H2O2 foram eficientes para a 

redução da ecotoxicidade do fármaco, visto que a maior imobilidade média para 

60 minutos de degradação foi de apenas 3,33 % e, com 90 minutos de tratamento, 

houve completa remoção do efeito tóxico da losartana potássica. O cromatograma 

para estas amostras (Figura 12b) indica a presença de subproduto de degradação 

com tempo de retenção de 12 minutos, contudo, os resultados ecotoxicológicos 

apontam que esta substância não gera efeito agudo. 

 

 

Tabela 6. Imobilidade média (%) para D. magna exposta a diferentes fatores de diluição de 
losartana potássica não tratada e após intervalos de tempo de tratamento por UV/H2O2. 

Tempo de 
tratamento 

(min) 

Imobilidade média (%) σ 
(%) 

CV 
(%) CT 3,125% 6,25% 12,5% 25% 50% 100% 

0 0 0 0 0 0 13,33 76,67 2,83 1,89 

30 0 0 0 0 0 6,67 100 3,69 2,08 

60 0 0 0 0 0 0 3,33 0,23 4,12 

90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

120 0 0 0 0 0 0 100 3,73 2,24 

240 0 93,33 100 100 100 100 100 0,31 0,03 

480 0 0 0 0 0 0 56,67 2,15 2,27 

Nota. CT: controle negativo. σ: desvio padrão populacional. CV: coeficiente de variação. 
Fonte: Autoria própria 

 

 

A partir dos valores de imobilidade média para as amostras tratadas por 

fotólise e UV/H2O2, em seus respectivos FD, foram obtidos os valores de fator de 

toxicidade (FT) (Tabela 7). Antes do tratamento, o valor de FT foi igual a 4, decaindo 

para 2 para todos os tempos de degradação por fotólise. Já no processo UV/H2O2, 

chegou até a 1 (60 e 90 minutos de tratamento), exceto após 240 minutos de 

tratamento, onde não foi possível obter o valor de FT, sendo necessário fatores de 

diluição menores do que o estabelecido para que o valor de FT fosse determinado.  
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Tabela 7. Fator de toxicidade (FT) para D. magna correspondentes ao tratamento por fotólise e 
processo UV/H2O2, em seus respectivos tempos de degradação. 

Tempo de tratamento 

(min) 

FT 

Fotólise UV/H2O2 

0 4 4 

30 2 2 

60 1 2 

90 1 2 

120 2 2 

240 > 32 2 

480 2 2 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

 Segundo os resultados divulgados pela United State of America - Food and 

Drug Administration (FDA, 2002), o valor de CE50/48h da losartana potássica para D. 

magna, é de 331 mg L-1. De acordo com Carneiro (2017), este valor foi de 

303,69 mg L-1. O estudo realizado por Yamamoto et al (2012), que avaliou a 

ecotoxicidade aguda da losartana para Daphnia similis, obteve valor médio da 

CE50/48h de 175,26 mg L-1. Além da losartana potássica, outros fármacos dentre as 

sartanas também demonstraram ecotoxicidade aguda na ordem de mg L-1, para D. 

magna. Para olmesartana a CE50/48h foi >120 mg L-1 e, para valsartana, > 580 mg L-1 

(BAYER et al., 2014). 

Desta forma, a concentração de losartana potássica utilizada neste trabalho 

foi muito inferior àquela que poderia causar efeito agudo em D. magna, justificando 

os valores de FT ≤ 4 tanto antes quanto após os tratamentos por fotólise e UV/H2O2. 

Além disso, exceto pelo tratamento UV/H2O2 de 240 minutos, os subprodutos de 

degradação detectados por HPLC-DAD (Figuras 12 e 13) não potencializaram o 

efeito agudo de losartana potássica, para D. magna. 
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5.3 ECOTOXICIDADE CRÔNICA DE LOSARTANA POTÁSSICA PARA 

Desmodesmus subspicatus APÓS TRATAMENTO POR FOTÓLISE E UV/H2O2 

 

 

 Os valores de inibição de crescimento algáceo (ICA) em função do FD de 

cada solução-teste do ensaio crônico para Desmodesmus subspicatus, exposta à 

losartana potássica após tratamento por fotólise, apresentam-se na Figura 14a. O 

fármaco sem tratamento apresentou ICA de 16 % na maior concentração de amostra 

(FD = 80 %) e, após 30, 60, 90, 120, 240 e 480  minutos de tratamento por fotólise, 

houve a redução de ICA para 10, -5, 7, 2, -3 e -3 %, respectivamente. Deste modo, a 

degradação por fotólise atenuou o efeito crônico para D. subspicatus.  

Para o tratamento de 90 minutos, observaram-se os maiores valores de ICA 

para os menores valores de FD (3,125; 6,25; 12,5 e 25 %), havendo significativa 

redução da toxicidade nas maiores proporções de volume de amostra, ou seja, FD 

de 50 % e 100 %. Desta forma, a inibição do crescimento algáceo não é 

proporcional ao aumento da concentração de amostra, indicando possível efeito 

hormese para a microalga, assim como visto para D. magna (CALABRESE, 2008). 

 Para o tratamento de 60 minutos (fotólise), observou-se o estímulo do 

crescimento da microalga, podendo ser justificado pela presença de substâncias 

capazes de favorecer seu crescimento celular, visto que na estrutura química da 

losartana potássica há elementos como potássio, nitrogênio e carbono, sendo 

possível a geração de subprodutos assimiláveis pelas microalgas. No ambiente, a 

presença de microalgas é benéfica, visto que seu metabolismo converte CO2 em O2, 

tornando o ambiente aquático aeróbio e, assim, garantindo a dinâmica do 

ecossistema aquático. Contudo, a proliferação excessiva é capaz de provocar a 

eutrofização, impedindo a passagem de radiação solar (leva à morte de macrófitas 

submersas fixas e livres, dentre outras plantas aquáticas e à queda do oxigênio 

dissolvido), uma vez que, a crescente atividade de organismos heterotróficos 

aeróbios, consome o O2 presente no ambiente aquático, que passa a ser anaeróbio 

e impróprio para organismos aeróbios, como os peixes (ESTEVES, 2011). 
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Figura 14. (A) Inibição do crescimento algáceo de D. subspicatus em função dos valores de FD 
de cada solução-teste, para losartana potássica sem e após tratamento por fotólise e (B) 

UV/H2O2. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

 

 Para o tratamento por processo UV/H2O2, os valores de ICA em função do FD 

de cada solução-teste, apresentam-se na Figura 14b. Em comparação com o 

tratamento por fotólise, observa-se maior efeito crônico para as amostras 

submetidas à degradação UV/H2O2, atingindo ICA de até 41 % para o tratamento por 

240 minutos. Para os tratamentos de 30 e 60 minutos também é possível constatar 

efeito adverso à microalga, demonstrando aumento de ICA conforme o acréscimo de 

C
T

3,
12

5
6,

25
12

,5 25 50 80
-10

0

10

20

30

40

50

Sem Tratamento
30 minutos
60 minutos
90 minutos
120 minutos
240 minutos

480 minutos

Solução-teste (%)

In
ib

iç
ã
o

 d
e
 c

re
s
c
im

e
n

to
 a

lg
á
c
e
o

 (
%

)

(A) 

(B) 



58 
 

concentração de amostra, havendo redução deste efeito crônico em FD de 80 %. Os 

cromatogramas do tratamento por fotólise (Figura 13a) e UV/H2O2 (Figura 12b e 

13b) observa-se a presença de subprodutos nas amostras tratadas por AOP em 30 

e 60 minutos, o que é possível justificar os maiores valores de ICA.  

Assim como para D. magna, os radicais e subprodutos gerados pela 

degradação incompleta, são capazes de gerar efeitos adversos à biomassa algácea, 

constatado para a amostra de UV/H2O2 de 240 minutos. Contudo, a microalga é um 

organismo que permite obter respostas de ecotoxicidade crônica apesar das 

respostas do ensaio agudo indicarem a baixa toxicidade das amostras, como é o 

caso das amostras de 30 e 60 minutos. Desta forma, infere-se que o subproduto de 

degradação eluído em 12 minutos de análise, presente nas amostras tratadas por 

AOP em 30 e 60 minutos de degradação, pode ser responsável pela maior 

toxicidade crônica destas amostras. 

Observou-se estimulo do crescimento da biomassa algácea em FD de 3,125 e 

6,25 % para o tratamento de 480 minutos, havendo toxicidade crescente conforme 

aumentou o FD.  

 A partir dos valores de ICA, foi obtido o FT para a losartana potássica sem 

tratamento e após degradação por fotólise e UV/H2O2 (Tabela 8). Exceto pelo 

tratamento de 240 minutos por UV/H2O2, os valores de ICA para as amostras sem e 

após tratamento, não foram superiores a 20 % na maior concentração analisada 

(FD = 80 %), portanto, os valores de FT foram iguais a 1. Para a degradação 

UV/H2O2 com duração de 240 minutos, o menor valor de ICA foi de 23 %, desta 

forma, o FT não foi possível ser determinado. 

 

 

Tabela 8. Fator de toxicidade (FT) para D. subspicatus correspondentes ao tratamento por 
fotólise e processo UV/H2O2, em seus respectivos tempos de degradação. 

(continua) 

Tempo de tratamento 

(min) 

FT 

Fotólise UV/H2O2 

0 1 1 

30 1 1 

60 1 1 

90 1 1 
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Tabela 8. Fator de toxicidade (FT) para D. subspicatus correspondentes ao tratamento por 
fotólise e processo UV/H2O2, em seus respectivos tempos de degradação. 

(conclusão) 

Tempo de tratamento 

(min) 

FT 

Fotólise UV/H2O2 

120 1 1 

240 1 > 32 

480 1 1 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

Relacionando a inibição média de crescimento algáceo para cada tratamento, 

fotólise e UV/H2O2, em seus respectivos tempos de degradação (Figura 15) é 

possível notar a redução do efeito crônico causado pelo fármaco losartana potássica 

nos tempos de 60, 240 e 480 minutos devido ao tratamento por fotólise e, para 

UV/H2O2, nos tempos de 90, 120 e 480 minutos. Já para os tempos de 30 e 90 

minutos, pelo tratamento por fotólise, houve a intensificação do efeito crônico 

causado para D. subspicatus, o que também ocorre para a degradação por UV/H2O2 

de 30, 60 e 240 minutos. É possível inferir que o tempo de 480 minutos, para ambos 

os tratamentos, foi o mais eficiente para reduzir o efeito crônico sofrido pela 

microalga de estudo. 

Segundo o estudo realizado por Bouissou-Schurtz et al. (2014), utilizando a 

microalga Selenastrum capricornutum (ou também conhecida como Raphidocelis 

subcapitata), o fármaco losartana potássica não apresentou risco ecológico, visto 

que a razão entre a concentração ambiental considerada no estudo (0,011 µg L-1) e 

a concentração estimada que não causa efeito ao organismo (14,3 mg L-1) foi de 

7,6 x 10-7. Levando em consideração a concentração de losartana quantificada por 

Larsson, Pedro, Paxeus (2007), para o efluente de uma ETDI que recebe efluentes 

de indústrias farmacêuticas, o quociente de risco ecológico (QR) seria de 0,17, o que 

ainda não representaria um potencial risco ecológico, visto que o valor de QR deve 

ser > 1 para que seja possível inferir que a substância é capaz de apresentar risco 

ao ecossistema. Desta forma, elucida a baixa ecotoxicidade do fármaco para D. 

subspicatus, visto que não foi observado efeito crônico antes ou após os tratamentos 

por fotólise e UV/H2O2, sendo os valores de FT iguais a 1 para todas as amostras, 

exceto em 240 minutos de tratamento por UV/H2O2.  
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Figura 15. Inibição média do crescimento algáceo de D. subspicatus para losartana potássica, 

após tratamento por fotólise e processo UV/H2O. 
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Fonte. Autoria própria. 

  

 

 Godoy, Kummrow e Pamplin (2015) avaliaram os efeitos da losartana 

potássica para a macrófita Lemna minor, sendo o quociente de risco ecológico entre 

6 x 10-3 a 9 x 10-3 para águas superficiais e efluentes de ETE, chegando a 39,2 para 

a concentração do fármaco no efluente de ETDI descrito por Larsson, Pedro e 

Paxeus (2007), que é lançado em corpos hídricos receptores. Portanto, apesar do 

baixo risco ecológico, não se rejeita a possibilidade de injúrias ambientais causadas 

pela presença de losartana potássica em organismos aquáticos, como as macrófitas. 

Segundo o ensaio ecotoxicológico realizado pela FDA (2002), para a 

microalga verde Selenastrum capricornutum, o valor de concentração de efeito não 

observado (CENO) para losartana potássica foi de 143 mg L-1. Carneiro (2017) 

avaliou o efeito crônico de losartana potássica para D. subspicatus, sendo a 

concentração de efeito observável (CEO50/72h) de 27,93 mg L-1. Bayer et al. (2014) 

avaliaram o efeito crônico de fármacos pertencentes ao grupo das sartanas, para D. 

subspicatus, sendo o valor de CE50/72h >120 mg L-1 para  olmesartana e >115 mg L -1 

para a valsartana. Portanto, constata-se que a concentração de estudo (2,5 mg L-1) é 

muito inferior à concentração que causa inibição em 50 % do crescimento da 

biomassa algácea, o que também pode justificar os valores de FT indicarem que não 
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há efeito crônico da losartana potássica, sem e após degradação, para D. 

subspicatus. 

 

 

5.4 GENOTOXICIDADE DE LOSARTANA POTÁSSICA PARA Daphnia magna 

APÓS TRATAMENTO POR FOTÓLISE E UV/H2O2 

 

 

 Os escores calculados para a análise de genotoxicidade da losartana 

potássica, em sua forma inalterada e depois de submetida a 480 minutos de 

tratamento por fotólise e UV/H2O2, utilizando Daphnia magna como organismo-teste, 

apresentam-se na Figura 16. As medianas foram de 100, 146, 140 e 166 para o 

controle, losartana potássica 2,5 mg L-1, fotólise 480 minutos e UV/H2O2 

480 minutos, respectivamente. Desta forma, o maior efeito genotóxico foi observado 

para a amostra tratada por processo UV/H2O2, seguido da losartana potássica na 

conformação original e, o menos tóxico, a amostra tratada por fotólise. 

 

 

Figura 16. Análise genotóxica da losartana potássica 2,5 mg L
-1

 após tratamento por fotólise e 
UV/H2O2. 
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Nota: Letras iguais indicam a não diferença estatística significativa com relação ao controle, 

letras diferentes indicam a diferença estatística significativa comparada ao controle. 
Fonte: Autoria própria 
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 Através do teste não paramétrico Kruskal-Wallis obteve-se valor-p = 0,0002, 

portanto, constatou-se que há diferença estatística entre os grupos. Desta forma, 

prosseguiu-se com o teste de comparação múltipla de Dunn, pelo qual foi possível 

comparar os grupos.  

 Houve diferença significativa entre o grupo controle quando comparado com a 

losartana na sua conformação original, ou seja, sem tratamento, e também para o 

tratamento por processo UV/H2O2. Desta forma, infere-se que ambos são 

substâncias genotóxicas para D. magna, visto que a exposição a estas amostras foi 

capaz de causar danos ao DNA deste organismo. Contudo, para o tratamento por 

fotólise, observa-se que não houve diferença significativa em comparação com o 

controle, sendo o tratamento de 480 minutos capaz de atenuar o efeito genotóxico 

do fármaco para D. magna.  

 A análise cromatográfica, após SPE, indica a presença apenas do subproduto 

com tempo de retenção de 12 minutos, para o tratamento por fotólise (Figura 13a), 

cujo intermediário não apresentou toxicidade aguda e, através das respostas de 

genotoxicidade, não é capaz de causar danos ao DNA da D. magna. Contudo, os 

intermediários detectados na amostra tratada por UV/H2O2 (480 minutos) (Figura 

13b), apesar de não gerarem efeitos agudos e crônicos, são capazes de fragmentar 

o genoma do microcrustáceo.  

Carneiro (2017) avaliou a genotoxicidade da losartana potássica expondo D. 

magna em concentração de 0,25 mg L-1, 2,5 mg L-1 e 200  mg L-1, sendo as 

medianas dos escores iguais a 147,50, 153,50 e 186,50, respectivamente. Desta 

forma, em comparação com a mediana obtida neste trabalho, para a concentração 

de 2,5 mg L-1 do fármaco, há uma diferença percentual de apenas 5 %. Além disso, 

é possível observar que o tratamento por fotólise de 480 minutos gerou menor efeito 

genotóxico do que o fármaco em concentração de 0,25 mg L-1. 

Reque (2017) realizou ensaios genotóxicos com Astyanax altiparanae, peixe 

de água conhecido como lambari-do-rabo-amarelo ou tambiú, que foram expostos a 

losartana potássica em concentração de 2,5  mg L-1 por 6, 12, 24 e 48 h. Os 

resultados demonstram efeito protetivo ao DNA para este organismo-teste, visto que 

os escores foram menores para os indivíduos expostos ao fármaco em comparação 

com os grupos controle. Além disso, o tempo de exposição não influenciou nos 

danos causados ao DNA do lambari.  
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Através do ensaio cometa, para D. magna, foi possível constatar efeito nocivo 

da losartana potássica sem tratamento e após 480 minutos de degradação por 

UV/H2O2, apesar dos ensaios de ecotoxicidade aguda e crônica indicarem a baixa 

toxicidade destas amostras. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

 O fármaco losartana potássica é facilmente degradado por radiação UVC, já 

não sendo detectado pela técnica de HPLC-DAD a partir de 30 minutos de 

degradação. Não demonstrou ecotoxicidade aguda e crônica para Daphnia magna e 

Desmodesmus subspicatus, respectivamente. Contudo, em concentração de 

2,5 mg L-1 (6 µM) foi capaz de gerar danos ao DNA de D. magna, havendo diferença 

significativa em comparação com o grupo controle, portanto, é uma substância 

genotóxica para este organismo aquático.  

 Os tratamentos por fotólise e UV/H2O2 não potencializaram a ecotoxicidade 

aguda e crônica deste fármaco, exceto pelo tratamento de 240 minutos por processo 

UV/H2O2, que foi tóxico para os bioindicadores utilizados. Houve a formação de 

subproduto com tempo de retenção de 12 minutos, para o tratamento por fotólise (30 

e 480 minutos) e UV/H2O2 (30, 60, 90, e 480 minutos). Os resultados de 

ecotoxicidade com D. magna indicaram o não efeito agudo deste intermediário. 

Porém, pode estar relacionado com os maiores valores de inibição de crescimento 

algáceo para D. subspicatus. 

Através do ensaio cometa, constatou-se o elevado potencial genotóxico para 

D. magna para o tratamento pro processo UV/H2O2, possivelmente pela presença de 

intermediários de degradação incompleta do fármaco. Já o tratamento por fotólise 

(480 minutos), foi capaz de reduzir os danos causados pelo fármaco losartana 

potássica ao DNA deste microcrustáceo, não havendo diferença significativa quando 

comparado com o grupo controle, apesar de ser detectado o subproduto de 

degradação com tempo de retenção de 12 minutos.  

Considerando os resultados de ecotoxicidade aguda, crônica e genotóxica, o 

tratamento de 480 minutos por fotólise mostra-se o mais indicado para a remoção de 

losartana potássica em meio aquoso. 
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APÊNDICE A 

 

 

 Carta-controle de sensibilidade de Daphnia magna ao Sulfato de zinco 

(ZnSO4) como substância de referência (Figura 17). Valores de CE50 obtidos após 

24 horas de exposição, calculados através do método Probitos. 

 

  

Figura 17. Carta-controle de sensibilidade de Daphnia magna ao ZnSO4. 

 
Legenda: LSC: limite superior de controle. LIC: limite inferior de controle 

Fonte: Autoria própria. 
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APÊNDICE B 

 

 

 Curva analítica para D. subspicatus, relacionando absorbância luminosa em 

comprimento de onda de 750 nm em função da densidade de biomassa algácea 

(células mL-1) (Figura 18). O valor do coeficiente de correlação (r) evidencia que 

99,93 % dos valores de y são elucidados pela regressão linear. 

 

 

Figura 18. Curva analítica de absorbância em função de células algáceas de D. subspicatus. 
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ANEXO A 

 

 

  Composição e volume das soluções adicionadas em 1 litro de meio de 

cultivo (M4) e água de diluição (Tabela 9).  

 

 

Tabela 9. Reagentes utilizados nas soluções-estoques e volumes adicionados para preparar 
1 L de meio M4 e água de diluição. 

(continua) 

Substância 

química 

Quantidade (g) 

para 1 L de 

solução 

Volume adicionado 

ao meio M4 / (mL) 

Volume 

adicionado à água 

de diluição / (mL) 

CaCl2.2H2O 73,5 3,2 3,2 

MgSO4.7H2O 123,3 0,8 0,8 

KCl 5,8 0,8 0,8 

NaHCO3 64,8 0,8 0,8 

MnCl2.4H2O 

LiCl 

RbCl 

SrCl2.6H2O 

CuCl2.2H2O 

ZnCl2 

CoCl2.6H2O 

7,21 

6,12 

1,42 

3,04 

0,335 

0,260 

0,200 

0,1 - 

NaNO3 

H3BO3 

NaBr 

Na2MoO4.2H2O 

NH4VO3 

KI 

Na2SeO3 

0,548 

5,719 

0,032 

0,126 

0,00115 

0,0065 

0,00438 

0,5 - 

Na2SiO3 21,465 0,2 - 
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Tabela 9. Reagentes utilizados nas soluções-estoques e volumes adicionados para preparar 

1 L de meio M4 e água de diluição. 

(conclusão) 

Substância 

química 

Quantidade(g) 

para 1 L de 

solução 

Volume adicionado 

ao meio M4 / (mL) 

Volume 

adicionado  

para água de 

diluição / (mL) 

Na2EDTA.7H2O 

FeSO4.7H2O 

0,500 

0,1991 

5,0 - 

KH2PO4 

K2HPO4 

0,286 

0,368 

0,5 - 

Hidrocloreto de 

tiamina 

 

Cianocabalamina 

(vitamina B12) 

 

D (+) Biotina 

0,750 

 

 

0,010 

 

 

0,0075 

0,1 - 

Fonte: ABNT NBR 12713:2016 
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ANEXO B 

 

 

  A tabela 10 apresenta a composição das soluções que compõe o meio 

DIN e volumes adicionados para preparar 1 litro de pré-cultura assim como para o 

ensaio com D. subspicatus. 

 

 

Tabela 10. Constituição do meio DIN pré-cultura e para o bioensaio. 

Reagente 

Quantidade(g) 

para 1 L de 

solução 

Volume 

adicionado: DIN 

pré-cultura / (mL) 

Volume 

adicionado: DIN 

ensaio / (mL) 

NH4Cl 

MgCl2.6H2O 

CaCl2.2H2O 

MgSO4.7H2O 

KH2PO4 

1500 

1200 

1800 

1500 

160 

10 100 

FeCl3.6H2O 

C10H14N2Na2O8.2H2O 

80 

100 

1 10 

H3BO3 

MnCl2.4H2O 

Na2MoO4.2H2O 

ZnCl2 

CoCl2.6H2O 

CuCl2.2H2O 

185 

415 

7 

30 

15 

10 

1 10 

Fonte: ABNT NBR 12648:2018 

 


