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RESUMO

CELESTINO, Maria Luiza Secco. Avaliacao do potencial genotéxico da
hidroxicloroquina na concentragao encontrada em corpos hidricos durante e
apo6s o periodo da pandemia do Covid 19. 2024. Trabalho de conclusao de curso
(Licenciatura em Quimica) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Londrina,
07/07/2025.

A pandemia do Covid-19, causada pelo virus SARS-CoV-2, comegcou em dezembro
de 2019, em Wuhan - China, que rapidamente se espalhou globalmente, gerando uma
crise de saude publica significativa. Com a enorme incidéncia de Obitos e casos
graves, a comunidade cientifica e médica se empenhou em encontrar tratamentos
eficazes para o combate ao virus e aos sintomas causados pela sua infecgao. Entre
as terapias medicamentosas, foi utilizada a hidroxicloroquina — HCQ. O aumento no
uso de HCQ resultou em residuos do farmaco em corpos d'agua, langados através da
rede de esgoto. Essa contaminagao apresenta riscos ecotoxicologicos tanto para a
biota aquatica quanto para aquela que se utiliza das aguas contaminadas. O presente
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da hidroxicloroquina (HCQ) no ambiente
aquatico, por meio da analise de danos genémicos utilizando o Ensaio do Micronucleo
e a avaliagao de Alteragbes Morfolégicas Nucleares em eritrocitos de Oreochromis
niloticus mantidos em laboratério (bioensaio). O experimento foi conduzido em trés
aquarios de 5 litros cada: um grupo controle, um grupo exposto a fotdlise (luz) e outro
mantido no escuro (sem fotdlise). Cada aquario continha 10 peixes, sendo aplicada
uma concentragdo de 0,0125 mg-L™" de HCQ nos tratamentos com e sem fotdlise.
Com base na analise das laminas, foi possivel observar que os peixes mantidos no
aquario exposto a luz apresentaram um numero significativamente maior de danos
genbmicos, em comparagdo com o0s peixes dos aquarios mantidos no escuro. Esse
resultado indica que a exposicao a luz potencializou os efeitos da HCQ, sugerindo que
a fotdlise pode aumentar a toxicidade genémica do farmaco no ambiente aquatico.

Palavras-chave: Hidroxicloroquina, Danificacdo genbmica, Genotoxicidade,
Fotodegradacao.



ABSTRACT

CELESTINO, Maria Luiza Secco. Evaluation of the genotoxic potential of
hydroxychloroquine in the concentration found in water bodies during and after
the Covid-19 pandemic period. 2025. Undergraduate Thesis (Bachelor of Chemistry)
- Federal Technological University of Parana, Londrina.

The Covid-19 pandemic, caused by the SARS-CoV-2 virus, began in December 2019
in Wuhan, China, and quickly spread globally, generating a significant public health
crisis. With the high incidence of deaths and serious cases, the scientific and medical
community has been working hard to find effective treatments to combat the virus and
the symptoms caused by its infection. Among the drug therapies, hydroxychloroquine
- HCQ was used. The increased use of HCQ resulted in residues of the drug in water
bodies, released through the sewage system. This contamination presents
ecotoxicological risks for both aquatic biota and those that use contaminated water.
The present study aimed to evaluate the effects of hydroxychloroquine (HCQ) in the
aquatic environment, through the analysis of genomic damage using the Micronucleus
Assay and the evaluation of Nuclear Morphological Changes in erythrocytes of
Oreochromis niloticus kept in the laboratory (bioassay). The experiment was
conducted in three 5-liter aquariums: a control group, a group exposed to photolysis
(light) and another kept in the dark (without photolysis). Each aquarium contained 10
fish, and a concentration of 0.0125 mg-L™" of HCQ was applied in the treatments with
and without photolysis. Based on the analysis of the slides, it was possible to observe
that the fish kept in the aquarium exposed to light presented a significantly higher
number of genomic damages, compared to the fish in the aquariums kept in the dark.
This result indicates that exposure to light potentiated the effects of HCQ, suggesting
that photolysis may increase the genomic toxicity of the drug in the aquatic
environment.

KEYWORDS: Hydroxychloroquine, Genomic damage, Genotoxicity,
Photodegradation.
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1 INTRODUGAO

A pandemia do COVID-19, desencadeada pelo virus SARS-CoV-2, emergiu
pela primeira vez em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan na China, e
rapidamente se tornou uma crise de saude publica, devido ao seu alto indice de
transmissao. Devido a enorme incidéncia de casos e mortes por todo o mundo, a
comunidade cientifica e médica mobilizou-se na tentativa de encontrar tratamentos
eficazes contra a doenca (PAHO, 2020; Amirzadeh et al., 2023).

Sem conhecimentos da patologia do SARS-CoV-2, o virus causador da
doenga e sem nenhum tratamento farmacologico disponivel, um grupo de
especialistas do Departamento Provincial de Ciéncia e Tecnologia de Guangdong € o
Grupo Multicéntrico da Comissao Provincial de Guangdong, publicaram uma
orientacdo sobre o tratamento com a Hidroxicloroquina (HCQ), uma sintese da
Cloroquina (CQ), (Colass0,2020). A Hidroxicloroquina (HCQ) e a Cloroquina (CQ) sao
farmacos derivados da aminoquinolina (AMQ). A Hidroxicloroquina € um medicamento
originalmente utilizado no tratamento da malaria, artrite reumatoide e lupus, mas que
ganhou destaque como uma terapia para a Covid-19, devido a estudos preliminares
in vitru, a qual era capaz de inibir a replicagao do virus (Self et al., 2020).

Com o aumento do uso desses medicamentos durante a pandemia e a
continuidade do seu uso pela comunidade antivacina, a sua consequente excreg¢ao
através das fezes e urina dos consumidores tém resultado na presenca de residuos
desses farmacos em corpos d'agua (Neta, 2021; Silva, 2024). Esta contaminagao do
meio aquatico tem gerado preocupagdes quanto aos riscos ecotoxicoldgicos que estes
medicamentos podem causar (Ellis et al., 2011; Silvestre, 2020; Ali et al., 2021).

Parametros de danificacdo gendmica tem sido utilizados para avaliar o efeito
de diversos perturbadores ambientais (Adam et al., 2023). A quantificacao de células
micronucleadas e com alteragdes morfolégicas nucleares em espécies
bioindicadoras, proporciona o diagndstico do impacto ambiental decorrente de
agentes xenobiodticos (Rajput et al., 2023).

Em face do contexto apresentado, esse trabalho teve o objetivo de avaliar o
efeito da hidroxicloroquina (HCQ) no ambiente aquatico, por parédmetros de
danificagdo genOmica (micronucleos e alteragbes morfoldgicas nucleares), tendo
Oreochomis niloticus como espécie bioindicadora, exposta a menor concentracao de

hidroxicloroquina encontrada em corpos d’agua descrita na literatura cientifca.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da questionavel eficacia como terapia medicamentosa para a infecgao
por SARS-CoV-2, a HCQ, associada a azitromicina, foi utilizada em diversos paises
como tratamento da Covid-19. Farmacos e seus metabdlitos sdo excretados através
das fezes e da urina, alcangando as aguas superficiais e os sistemas de aguas
subterraneas por meio das redes de esgoto. Com o grande numero de pessoas
contaminadas pela Covid-19 e o aumento do uso da HCQ durante a pandemia, bem
como o atual uso continuo pela comunidade antivacina diante de infecgdes respiratorias, tal
medicamento tem sido encontrado em concentragdes residuais em corpos d'agua,
causando riscos ecotoxicolégicos na biota. Por este motivo, a investigacao dos efeitos
das concentragdes residuais deste farmaco (HCQ) no ambiente aquatico torna-se uma
questdo de saude ambiental, visto que todo ecossistema exposto pode resultar em
desequilibrio ecolégico com consequéncias negativas para a saude ambiental e da

biota residente, incluindo a espécie humana.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial genotdxico da hidroxicloroquina em ambiente aquatico, na

menor concentragao encontrada em corpos hidricos descrita na literatura cientifca.

3.2 Objetivos Especificos

e Quantificacdo de eritrocitos micronucleados e com alteragdes morfoldgicas
nucleares em Oreochromis niloticus, nao submetidos a exposicao de HCQ,
mantidos apenas sob condi¢ées normais de luminosidade diaria, durante 48h —

Tratamento 1, grupo controle.

¢ Quantificagdo de eritrocitos micronucleados e com alteragdes morfoldgicas
nucleares em Oreochromis niloticus, submetidos a exposicdo de HCQ na
concentragéo de 0.0125 mg L', mantidos sob condigdes normais de luminosidade

diaria (Tratamento 2) e no escuro (Tratamento 3), durante 48h.

e Determinar a concentracao final da HCQ, apds 48 horas de exposigao dos animais,
nos tratamentos 2 e 3.
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e Comparar, por analises estatisticas, as frequéncias de células micronuleadas e
com alteragbes morfoldgicas nucleares observadas nos tratamentos 2 e 3 entre si,

e com o grupo controle.

e Determinar a cinética de degradagdo da HCQ no ambiente aquatico, tendo como
teste a avaliagdo da agua de um aquario contendo HCQ na concentragao de 0.0125

mg L' mantido sob condi¢gdes normais de luminosidade diaria.

e Determinar a concentragao final da HCQ, apds 48 horas de exposicdo dos animais,

nos tratamentos 2 e 3.

e Relacionar os possiveis riscos genotéxicos observados in vitro aos potenciais riscos

da HCQ disponibilizada no meio aquatico na natureza.

4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 A pandemia do covid-19

Em 31 de dezembro de 2019, a OMS (Organizagdo Mundial da Saude),
recebia um alerta sobre diversos casos de pneumonia de causa desconhecida que
estavam ocorrendo na cidade de Wuhan, na China. (PAHO, 2020; Amirzadeh et al.,
2023). A evolugao e a transmissao dessa afecgao se caracterizavam pela velocidade
de contagio e o aparecimento dos sintomas com graves consequéncias, levando a
uma incidéncia, registrada em fevereiro de 2020, de cerca de 17 mil infectados e 360
mortos registrados até aquela data (PAHO, 2020).

Varias cepas de coronavirus humanos ja eram conhecidas como agentes
etiologicos de varias doengas. Entre estas, se encontram HCoV-229E, HCoV-OC43,
HCoV-NL63, HCoV-HKU1, SARS-COV (causador de sindrome respiratdria aguda
grave), MERS-COV (causador da sindrome respiratéria do Oriente Médio). Porém,
entre os pacientes chineses com a pneumonia de origem etiolégica desconhecida, foi
identificada uma nova cepa do coronavirus (Chan et al., 2013; Hasoksuz et al., 2020;
Singhal 2020; Mohan and Nambiar, 2020).

A identificagdo da nova cepa foi realizada através da analise de RNA das
células infectadas dos pacientes. Esta nova cepa apresentou 85% e 80% de
identidade com os coronavirus de morcego bat-SL-CoVZC45 e o SARS Corona-Virus

(SARS-CoV), respectivamente (Lu et al., 2020). Esta homologia pode ser explicada
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pelo fato de uma variedade de animais (porcos, gatos, ratos, vacas, morcegos,
pombos e patos), além dos humanos, serem hospedeiros do coronavirus, tendo como
principal sintoma clinico as doengas respiratorias e entéricas (Banerjee et al., 2019)
(Figura 1). Apesar de todas as sete cepas (HCoV-229E, HCoV-NK63, HCoV-OCA43,
HCoVHKU1, SARS-CoV, MERS-CoV, e SARS-CoV-2) serem capazes de transporem
as barreiras entre espécies, somente SARS-CoV, MERS-CoV, e SARSCoV séao

capazes de causar doengas mortais em humanos (Kumar et al., 2021).

Figura 1: Transmissao do coronavirus para hospedeiros secundarios
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Fonte: Modificado de Kumar et al (2021).

A homologia observada entre as cepas sugeriu que a origem da infecgao pelo
coronavirus em humanos ocorreu no mercado de Huanan, na cidade de Wuhan, pela
venda de animais vivos (Cascella et al., 2020; Habibzadeh e Stoneman, 2020).

A nova cepa foi nomeada primeiramente de Coronavirus 2019 (2019-nCoV)
(Kumar et al, 2021). Porém, a renomeacao desta cepa foi realizada pela OMS sob os
critérios de nomenclatura viral, recebendo o nome de SARSCoV-2, levando a
denominagéo da doenga anunciada como COVID-19 (Coronaviridae Study Group of
the International Committee on Taxonomy of, 2020).

A capacidade de contagio e a velocidade de infeccdo do SARSCoV-2
possibilitaram a expansao territorial da incidéncia da COVID-19, tendo rapidamente
se espalhado pelo mundo em um periodo de 2-3 meses (Mohan and Nambiar, 2020)
(Figura 2).



Figura 2: Demonstragcdo da transmissdo de coronavirus entre seres
humanos.

LG FP  Corona Viruses
Transmission of Coronaviruses R . sarscov
Fiime + MERS-CoV
(R * SARS-CoV-2
Human-to-Human Transmission Social Gathering i

) o 0.0 &
X- = X Infected Person
. Red: Infected
s Green: Healthy
Droplet Transmission Blue: Underlying illness

Fonte: Baloch et al., (2020).

A partir de margo de 2020, ja era registrado um aumento exponencial de
casos e mortes relacionados ao COVID-19 fora da China (WHO, 2020) (Figura 3).

Figura 3: Mortes diarias globais por COVID-19 desde margo de 2020.
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Fonte: Kumar et al., (2021)
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A OMS, depois do alerta na China, acompanhou a evolug¢ao dos casos, tendo
sido registrados até 26 de fevereiro de 2020, em 215 paises do mundo, cerca de
112,20 milhdes de individuos infectados e de ~2,49 milhdes de mortes por COVID-19,
afetando severamente todos os continentes, com os indices mais altos sendo
observados na América, Europa, Pacifico Ocidental, Sudoeste Asiatico e Africa (WHO,
2020), (Figura 4). Em um periodo muito curto de tempo, o surto de COVID-19 se
espalhou rapidamente globalmente e foi declarado uma pandemia. Em 29 de fevereiro
de 2020, o COVID-19 se espalhou para 53 paises com 6.009 casos confirmados com
86 mortes (dentro de um total de casos confirmados e de morte na China de 79.394 e
2.838, respectivamente). Em 25 de margo de 2020, a notificagdo de novos casos foi
muito lenta, mas globalmente afetou 197 paises, com 414.179 casos confirmados e
18.440 mortes (WHO, 2020b-d). Devido ao quadro epidemiolégico da COVID-19 no
nivel mundial, a OMS declarou a Pandemia do COVID-19 em 11 de marco de 2020
(WHO, 2020).

Figura 4: Casos confirmados de COVID-19 em 29 de fevereiro de 2020 a 25 de
margo de 2020.
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A Pandemia do COVID-19 manteve altos indices de infeccao e mortes diarias
(Figura 5), sendo registradas, até 2022, cerca de 623.479.824 pessoas infectadas e
6.625.763 mortes em todo o mundo (WHO, 2022).

Figura 5: Total diario de mortes x niumero total de mortes por COVID-19 em paises com >100

mil casos confirmados e a China até 13 de junho de 2020

Shown is the 7-day rolling average of confinned COVID-19 deaths. Limited testing and challenges in the attribution of the cause of death means
that the number of confirmed deaths may not be an accurate count of the true number of deaths from COVID-19
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Fonte: WHO (2022).

A gravidade da COVID-19 fez com que pesquisadores em todo o mundo se
dedicassem no desenvolvimento urgente de vacinas contra o SARS-CoV-2 (da Silva,
2020; Silva e Pontes, 2024). Concomitante as outras medidas preventivas (isolamento
social e do uso de mascaras), a primeira cobertura vacinal foi capaz de diminuir grupos
mais suscetiveis, como os idosos. Doses vacinais subsequentes foram necessarias
devido ao surgimento de novas variantes mais infecciosas e letais do SARS-CoV-2,
como a Delta (B.1.617.2). Assim, com a populagcdo mundial sendo vacinada, a
incidéncia e as consequéncias graves da COVID-19 foram amenizadas (Salsa Veloso,
2021). Com a tendéncia de queda nas mortes por COVID-19, o declinio nas
hospitalizagdes e internagcbes em unidades de terapia intensiva relacionadas a
doenca, bem como os altos niveis de imunidade da populacdo ao SARS-CoV-2, em 5

de maio de 2023, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) declarou o fim da
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Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional (ESPII) referente a
COVID-19 (PAHO, 2023).

4.2 O uso da hidroxicloroquina na pandemia do Covid-19

Nao existe tratamento especifico para infecgdo pelo SARS-CoV-2. O controle
da pandemia so6 foi eficaz com a introdugédo da vacina, que provocou uma redugao
drastica nos numeros de casos e principalmente dos quadros mais graves (Merly,
2024).

Porém, no inicio de 2020, duas drogas antimalaricas, a Cloroquina e a
Hidroxicloroquina, comecaram a ser utilizadas como medidas profilaticas e
terapéuticas para o SARS-CoV-2 (Liu et al., 2020; Li et al., 2024). Apesar de ambas
as drogas ndo serem eficazes no tratamento e prevencdo da COVID-19, como
demonstraram diversos estudos (Geleris et al., 2020; Gentry et al., 2020; Mahevas et
al., 2020; Singh et al., 2021; Avezum et al., 2022; Dhibar et al., 2023), informacgdes
equivocadas em relagdo a eficacia da cloroquina e hidroxicloroquina (HCQ) na
prevencado e combate ao SARS-CoV-2 resultaram em um aumento exponencial da
utilizagao desses medicamentos e da automedicagéao utilizando tais drogas, tanto pela
populagao brasileira, como mundial (Chaimowicz et al., 2024).

No Brasil, cerca de 32 milhdes de comprimidos de HCQ (um total de 1,3
milhdo de caixas) foram vendidos desde margo de 2020 até abril de 2021 (Figura 6).
A inclusdo da HCQ e da cloroquina na categoria de medicamentos sujeitos a controle
especial pela Anvisa, em margco de 2020, com o objetivo de coibir a compra
indiscriminada desses medicamentos devido a pandemia, nao foi eficaz na redugao e
controle do consumo de tais medicamentos. O consumo de HCQ teve um pico de
vendas em margo de 2021. Esse aumento do consumo de HCQ, coincidiu com o més
(marg¢o/2021) no qual foram registrados (em cartérios de registros civil) o maior
numero de o6bitos na histéria do pais e com mais mortes por COVID-19 (Muniz e
Fonseca, 2021).
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Figura 6: Venda de Hidroxicloroquina no Brasil no periodo pandémico, segundo a
ANVISA.
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A euforia para utilizagdo de tais medicamentos no combate a COVID-19
ocorreu devido a estudos preliminares in vitro que revelaram a capacidade destas
drogas de inibir a entrada do virus na célula. Nestes estudos, a cloroquina e a HCQ,
impediriam a entrada do virus na célula inibindo a glicosilagao de receptores celulares
alvo para o SARS-Cov-2, aumentando o pH endossomal (Self et al., 2020). No caso
da HCQ, a producédo de diversas citocinas pro-inflamatoérias que estao envolvidas no
desenvolvimento da sindrome respiratéria aguda (uma das manifestacoes severas da
COVID-19) foi reduzida (Self et al., 2020).

A atuacéo da cloroquina e HCQ como inibidores da infec¢ao pelo SARS-CoV-
2 no nivel celular descrita acima, foi bastante controversa devido tais estudos terem
sido desenvolvidos in vitro. Estudos realizados in vivo nao revelaram a inibicdo da
infeccdo do virus por tais mecanismos. A ineficacia deste tratamento proposto,
portanto, somam-se a existéncia de diversos efeitos adversos de ambos os farmacos
e a presencga de ensaios clinicos comprovando sua ineficacia (Self et al., 2020).

Varios efeitos adversos foram relatados devido a utilizacdo desses

medicamentos, incluindo mortes. No que se refere a HCQ, uma meta-analise de
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ensaios clinicos randomizados mostrou que o uso de HCQ foi associado a um
aumento de 11% na taxa de mortalidade durante a primeira onda do COVID-19
(Pradelle et al., 2024). Mesmo sendo utilizada em baixas doses, o tratamento com
HCQ néo se diferenciou no numero de mortes provocadas por este medicamento em
pacientes hospitalizados com COVID-19 (Beaudart et al., 2024).

Quando utilizada para o tratamento de doengas para as quais este farmaco
foi produzido, a HCQ é um medicamento seguro (Dhibar et al., 2023). Porém, o seu
uso irracional e indiscriminado no periodo pandémico da COVID-19 pode ter
impactado ndo s6 a vida das pessoas, mas também o meio ambiente. (Saim &
Mokrani, 2022). Por estes motivos, a HCQ deve ser restringida com uma
farmacovigilancia adequada (Dhibar et al., 2023).

A adocao dos tratamentos off-label, como o uso da HCQ na infeccao pelo
Covid 19, teve intima relagdo com o movimento antivacina, como afirma Silva
(2024). Porém, mesmo com a certificagao cientifica da ineficacia deste tratamento
para a Covid 19, esta relagao se perpetua nos dias atuais (Figura 7). Desta maneira,
0 uso da hidroxicloroquina continua sendo o tratamento e o uso preventivo para a
Covid 19 e outras doencas respiratérias, adotados principalmente pela comunidade

antivacina e, portanto, perpetuando os riscos para a saude e para os ecossistemas.

Figura 7: Relagdo entre a comunidade antivacina e o uso do tratamento off-label por
periodo.

Fonte: Silva, 2024
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4.3 Propriedades quimicas e terapéuticas da hidroxicloroquina

Hidroxicloroquina (HCQ) conhecida quimicamente como 2-[4-[(7-cloro-4-
quinoil) amino] pentil] etilamino] etanol sulfato (1:1), € um metabdlito da cloroquina
(CQ). Ambos medicamentos possuem agédo similar, mas, a HCQ é menos toxica do
que a cloroquina, e é apresentada em forma de sulfeto. E importante salientar que,
além dos sais serem diferentes, o fator de equivaléncia € modificado ao transformar o
sal em cloroquina base (Gouveia, Lourenzi, Morales e Gouveia, 2007).

A HCQ, é derivada da aminoquinolina (figura 8), caracterizando-se como
uma 4-aminoquinolina (Santos, 2023). A HCQ é mais soluvel do que a cloroquina
devido a presenga de uma cadeia N-hidroxietil no lugar do grupo N-dietil na
cloroquina (Pannu et al., 2022). Os metabdlitos encontrados no sangue e no plasma
sédo: desetilcloroquina (DCQ), desetil-hidroxicloroquina (DHCQ) e bisdesetil-
hidroxicloroquina (BDCQ) e sdo gerados pelo metabolismo hepatico da HCQ (Pannu
et al., 2022).

Figura 8: Estrutura quimica do sulfato de hidroxicloroquina.

CHy

I--I‘-‘ ."-.____.-'"\-._ o - _.-'"\-.{JIHI

Fonte: MERCK KgaA, 2025

A estrutura do sulfato de HCQ pode ser verificada na figura 8. A massa
molecular da HCQ é: 433,95 g/mol, e a sua formula molecular é:
C18H26CIN30-H2S04.

A HCQ é rapidamente absorvida apds administracdo via oral. Distribui-se
amplamente pelo organismo, acumulando-se nas hemacias e em alguns 6rgaos como
os olhos, rins, figado e pulmdes, no qual acaba se armazenando por um tempo
prolongado. A HCQ é convertida parcialmente em metabdlitos ativos no figado e é

eliminada, sobretudo, por via renal e em menor por¢ao pela via biliar. A excregao é
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lenta, sendo a meia-vida de eliminagao terminal de aproximadamente 50 dias (sangue
total) ou 32 dias (plasma). A HCQ é capaz de atravessar a barreira placentaria e
possivelmente é capaz de passar ao leite materno, como a cloroquina. (Colasso,
2020). A HCQ é soluvel em agua, com boa biodisponibilidade oral, atingindo altos
niveis plasmaticos. (Ferreira, Carvalho et al., 2023).

A HCQ até o presente momento, é utilizada para tratar doengas como:

. Malaria

. Afecgdes reumaticas e dermatoldgicas;

. Artrite reumatoide;

. Artrite reumatoide juvenil;

. Lupus eritematoso sistémico;

. Luapus eritematoso discoide;

. Condi¢des dermatoldgicas provocadas ou agravadas pela luz solar.

Agumas reagdes adversas apos a ingestdo de HCQ podem ser observadas,
como: prurido, ndusea, vémito, dor abdominal, cefaleia, anorexia, mal-estar, turvagéo
da visao, disturbios oculares, diarreia e urticaria. (Santos, 2023). Ja as manifestagdes
em doses toxicas estao relacionadas com os efeitos cardiovasculares, hipotensao,
vasodilatagao, supressao da fungao miocardica, arritmias cardiacas, parada cardiaca,
e do Sistema Nervoso Central como confusdo, convulsdes e coma (Santos, 2023). No
entanto, em altas concentragées ou uso prolongado, ambas podem causar intoxicagéo

aguda e morte. (Ferreira, Carvalho et al., 2023).

4.4 Presencga da cloroquina e hidroxicloroquina no meio aquatico

Nos estagios iniciais da pandemia do COVID-19, houve a necessidade da
utilizagdo de inumeros medicamentos, visando a diminuigdo dos sintomas causados
pelo SARS-CoV2, bem como a tentativa de cura desta afeccédo. A urgéncia de um
tratamento, devido a alta letalidade do coronavirus, levou muitas pessoas a se
automedicarem, elevando ainda mais o consumo destes farmacos (Olaitan et al.,
2022).

As drogas sao metabolizadas no figado e excretadas através da urina
(Hossaini et al., 2015; Mahase, 2020). Tendo em vista que os sistemas de tratamento
de efluentes sdo inadequados para a retirada/eliminagdo de medicamentos, esses

farmacos atingem os ecossistemas aquaticos (Ashfaq et al., 2017; Saim & Mokrani,
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2022). Na pandemia do COVID-19, o alto consumo de medicamentos (antibioticos,
antivirais e anti-inflamatorios) resultou em um aumento do espectro de medicamentos
relacionados as terapias utilizadas para a contencdo/cura da infeccdo pelo
coronavirus disponibilizados nos sistemas aquaticos (Gwenzi et al., 2022).

Os farmacos mais utilizados na primeira fase da pandemia foram a cloroquina
e a HCQ. Tanto a cloroquina quanto a HCQ tém meias-vidas de eliminac¢do longas,
variando de 20 a 60 dias. Sao excretadas principalmente pelos rins, com cerca de 21
a 47% dos farmacos sendo excretados inalterados. Na urina, a HCQ pode ser
detectada até trés meses apos a ultima dose (Li et al., 2024). O alto consumo destes
farmacos na pandemia e nos dias atuais tem resultado em um aumento da liberagao
de ambos os medicamentos nas aguas superficiais ou residuais, gerando uma grande
preocupacao ambiental, principalmente no que se refere ao aumento dos riscos
humanos e ecoldgicos (Gwenzi et al., 2022; Silva, 2024). Entre as potenciais fontes
de origem de contaminacdo aquatica pelos farmacos e seus metabdlitos, além da
excrecgao organica, podem ser citadas as aguas residuais, efluentes e residuos solidos
de industrias farmacéuticas (Mahmoud, 2020) e efluentes de aguas residuais de
instalagdes de saude (hospitais e clinicas) (Vambol et al., 2021).

Em consequéncia da pandemia, a cloroquina e a HCQ passaram a ser
considerados contaminantes farmacéuticos emergentes (Dabic et al., 2019;
Daugthon, 2014; Dong et al, 2020). Essa classificacdo €& baseada na sua
biodisponibilidade na agua, que dependendo da hidrologia do sistema e das
caracteristicas fisico-quimicas das drogas, podem se acumular em sedimentos,
infiltrar em aguas subterraneas, tornar-se persistentes em aguas superficiais de lagos,
rios e reservatorios, que muitas vezes sao utilizadas como agua potavel e para suprir
necessidades agropecuarias (Quadra et al., 2017; Ferreira e Carvalho, 2023). Quanto
as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos, a biodisponibilidade esta
relacionada ao tamanho molecular, solubilidade em agua, coeficiente de particao n-
octanol-agua (log Kow) que pode favorecer a passagem destes compostos através
das membranas celulares e a bioacumulagédo, constante de ionizacdo (pKa) que
favorece a absor¢gédo em pH alcalino, nao-volatilizagado em condigbes normais de
temperatura e estabilidade quimica. A solubilidade destes farmacos foi estimada (nao
ha padronizagdo na literatura) em 0,0175 mg mL-' a 100 mg mL-"! para a cloroquina e
0,0261 mg mL-" a 100 mg mL-! para a HCQ (Ferreira e Carvalho, 2023).
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Especificamente a HCQ, sua potencialidade de persisténcia e bioacumulagéo,
esta relacionada também a sua dificuldade de degradacéo. Tonnesen et al., (1988) ja
relatavam esta dificuldade, quando obtiveram, através do teste de degradacgéo bidtica,
0% de degradagao da HCQ em um periodo de 28 dias. Por outro lado, Dabic et al.,
(2019) investigaram a degradacao abiotica da HCQ em aguas puras e naturais por
fotélise solar, utilizando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - Espectrometria
de Massa (CLAE-MS/MS) e Ressonancia Magnética Nuclear. Ambas as metodologias
empregadas pelos pesquisadores, confirmaram que a fotodegradagéo sob irradiagéo
solar foi capaz de degradar a HCQ em moléculas mais simples. Saini and Bansal
(2013) caracterizaram por meio das metodologias +ESI-MSn, LC-MS-TOF and LC-
PDA quatro produtos da fotdlise da HCQ, sendo estes a N-dehidroxietil-7-decloro-7-
hidroxi HCQ, HCQ declorinada, N-dealquilada HCQ e HCQ N-oxido, correspondendo
aos produtos I, Il, 1l e IV, respectivamente (figura 9). Apesar da fotodegradagao ser
sugerida como um importante processo de eliminagdo da HCQ no ambiente, a sua
resisténcia a degradacao hidrolitica pode levar a estabilidade fotoquimica em solu¢ao

aquosa (Tojo et al., 1993).
Figura 9: Produtos da fotdlise da hidroxicloroquina, segundo Saini e Bansaln (2013)
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Fonte: Saini and Bansal, 2013
Apesar dos estudos focarem na estabilidade fotoquimica da hidroxicloroquina
em solugdo aquosa, nenhuma evidéncia tem sido relatada para a remogao deste

composto do meio aquatico (Saim & Behira, 2021).
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Figura 10: Destino da Hidroxicloroquina em corpos d’agua, com consequente
fotodegradagéo.
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Os efeitos toxicos dos metabdlitos da HCQ também tém sido avaliados. Santos
et al (2023) demonstraram os perfis citotoxicos da HCQ e de seu metabdlito {[4-
(1,2,3,4-tetra-hidroquinolina-4-ilamino) pentano-1-ol] — (HCQ-M)} utilizando células
CCD-1059Sk (fibroblastos humanos) por meio de ensaios com sulforodamina B, azul
de tripano e ensaio de ligagdo vivo/morto. Tanto a HCQ quanto a HCQ-M
apresentaram atividades citotoxicas em fibroblastos humanos, mas a HCQ-M foi

significativamente mais toxica que a HCQ.

4.5 Ecotoxicidade da Hidroxicloroquina no meio aquatico

A HCQ representa uma séria ameaca ao ambiente aquatico pelo seu alto
potencial de persisténcia, bioacumulagdo e biomagnificagcdo, além de suas formas
téxicas serem intensificadas devido as suas propriedades biolégicas (Ebele et al.,
2017; Gosu et al., 2016).

As consequéncias da contaminacdo dos organismos aquaticos pela HCQ
variam quanto a gravidade. De acordo com o mecanismo de agado e a sua
concentracao, a exposicao a HCQ pode resultar desde alteragdes no nivel bioquimico,
danos no nivel celular e morte (Bernet et al., 1999; Ramesh et al., 2018; Mendonca-
Gomes et al., 2021). Uma das provaveis causas da toxicidade da HCQ se deve a
presenca de atomo de nitrogénio em sua estrutura, gerando espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (Humayun et al., 2023; Waghmode et al., 2024). Essas espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio impdem estresse oxidativo aos organismos, o que
ativa as enzimas liticas envolvidas na morte celular programada (Sigler et al., 1999;

Waghmode et al.,, 2024). Além de suas caracteristicas toxicas, o seu potencial
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carcinogénico e teratogénico também representa uma séria ameacga cronica no
ambiente aquatico e para a saude humana (Saim & Behira, 2021).

Esse efeito toxicologico pode indiretamente aumentar a suscetibilidade da
biota aquatica a patégenos, promover a prevaléncia de doengas no ecossistema e
causar alteragdes no nivel populacional (Ellis et al., 2011; Silvestre, 2020; Ali et al.,
2021).

Estudos ja relataram efeitos adversos da HCQ em organismos aquaticos.
Mendonga-Gomes et al. (2021) mostraram uma diminui¢do dos niveis de proteinas
totais, neuromastos da cabeca, estresse oxidativo, aumento da acetilcolinesterase
(AChE) em Danio rerio expostos a 0,0125 mg L', por 72h. Davis et al. (2020),
utilizando a mesma espécie bioindicadora (Danio rerio), observaram a perda de
células da linha lateral quando os animais foram expostos a 35,5 mg L' de HCQ
durante 24 horas. Um declinio na diversidade de abundancia e riqueza de espécies
sensiveis e favorecimento de espécies tolerantes foram relatados por Ali et al., (2021),
que expuseram nematodas marinhos a 3,162 mg L-' de HCQ. Também foi verificada,
por Fass (2019) a inibicdo do crescimento de algas (Raphidocelis subcapitata) pela
HCQ, ap6s uma exposigao de 72 h foi para o EC50 = 3,1 mg L.

No Brasil, espécimes de Physalaemus cuvieri (ra-cachorro), uma espécie
nativa, apresentaram estresse oxidativo e diminuigdo da atividade da AChE, quando
foram expostos a 0,125 mg L' de HCQ por 72h, segundo Luz et al. (2021). Este estudo
enfatizou a importancia de se conhecer a sensibilidade de espécies nativas com ampla
distribuicao territorial e que podem ter tido sérias consequéncias em decorréncia a
exposicao ambiental aos farmacos, que foram utilizados de maneira indiscriminada no
periodo pandémico.

No Estado do Parana, Gomes (2024) atenta para os efeitos negativos dos
medicamentos utilizados no “kit Covid”, que inclui a HCQ, no rio Iguagu. Segundo o
pesquisador, esses farmacos, mal tratados em aguas residuais, acumulam-se nos
sedimentos dos rios, representando riscos ecoldgicos a longo prazo. A desinformagéo
e a promogao governamental de medicamentos ndo comprovados, segundo Gomes
(2024), contribuiram para o aumento da presencga de tais medicamentos no ambiente.
O rio Iguagu agora transmite as consequéncias de politicas equivocadas e noticias
falsas, ameacgando os fragmentos de Mata Atlantica adjacentes ao Rio Iguagu, e a

biodiversidade do Parana.
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4.6 Deteccao da hidroxicloroquina por espectrofotometria UV-Vis

A Espectrofotometria na Regiao do Ultravioleta-visivel (UV-Vis) € uma técnica
amplamente utilizada para identificar compostos quimicos e quantificar suas
concentragcdes em solugcdo, com base na absorcao de luz em comprimentos de onda
especificos. Essa absorgcdo depende das estruturas eletronicas das moléculas,
principalmente da presencga de ligagbes duplas conjugadas e grupos croméforos
(Ferraz et al., 2014).

O gréfico gerado pela analise UV-Vis é chamado de espectro de absorcao, e
consiste em um tragado com:

e« Eixo X (horizontal): que representa o comprimento de onda da luz (A),
geralmente medido em nanémetros (nm), variando de 200 a 800 nm. (Ribeiro,
2019).

e Eixo Y (vertical): que representa a absorbancia (A), que indica o quanto de luz
foi absorvido pela amostra naquele comprimento de onda especifico. (Ribeiro,
2019).

A leitura do grafico se baseia na identificacdo dos picos de absorbancia, ou
seja, os pontos onde a curva atinge valores maximos. Cada substancia tem um ou
mais picos caracteristicos que ocorrem em determinadas faixas de comprimento de
onda. Esses picos estao relacionados a transigcao eletrénica de elétrons entre orbitais
moleculares, como por exemplo transigdes ™ — " ou n — * (Skoog et al., 2014).

No caso da hidroxicloroquina (HCQ), € comum observar um pico de absorgao
na faixa de 300 a 360 nm, o que esta relacionado a presenga do anel aromatico e da

amina conjugada em sua estrutura (Ferraz et al., 2014; Pannu et al., 2022).

4.7 Diagnoéstico e monitoramento ambiental por danificagdao genémica

As metodologias genéticas/gendmicas tém possibilitado a integracdo de
diversas areas de estudo, uma vez que o acesso a molécula de DNA (fonte de toda
informacgao bioldgica) possibilita prognosticar, diagnosticar, monitorar e discriminar
agdes de ordem biotecnoldgica, sanitaria e ecossistémica.

A molécula de DNA é bastante sensivel aos impactos de agentes quimicos,
fisicos e biolégicos, denominados agentes genotdxicos (Shah, 2012). A interagao
destes agentes com a molécula de DNA pode causar danos nesta molécula passiveis
de serem quantificados. A quantificagdo desses danos esta diretamente relacionada
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a presenga e a concentracao de determinado genotoxicante (Menz et al., 2023). Tal
ferramenta pode ser utilizada na avaliagdo de ambientes impactados, uma vez que
agentes perturbadores ambientais podem interagir com a molécula de DNA,
danificando-a (Rajput et al., 2023). Convém ressaltar que a molécula de DNA
demonstra efeitos de danos na presengca de agentes genotoxicos mesmo em
nanoconcentragdes, tornando as metodologias baseadas na quantificagcdo de danos
genbmicos, uma ferramenta extremamente sensivel e eficaz para a avaliagdo da

qualidade ambiental (Sponchiado et al., 2011).

Portanto, a presenga de um agente perturbador no ambiente pode ser
diretamente relacionada a maior danificagdo do genoma das espécies (sentinelas) ali
presentes, e, assim, sendo possivel quantificar o impacto ambiental (Adam et al.,
2023).

Varias abordagens metodoldgicas para avaliar efeitos genotoxicos (in vivo) de
diversos perturbadores ambientais tém utilizado animais superiores. Os
pesquisadores tém selecionado algumas metodologias com maior acuracia para
estabelecer a possivel ligagdo entre xenobidticos e o material genético de peixes,
estabelecendo, também, bioindicadores mais responsivos para esta questao (Rajput
et al.,, 2023). Entre as metodologias empregadas neste modelo de estudo de
genotoxicidade, encontram-se o Ensaio Micronucleo, Ensaio Cometa, Processo de
reparo do DNA, Teste de Alteracées CromossOmicas e Teste de Troca de Cromatides
Irm&s. Estas abordagens metodoldgicas permitem tracar estratégias eficazes para a
conservacgao do ecossistema e da biota presente, determinando o nivel do impacto
ambiental, contribuindo para a tomada de decisdo conservacionistas (Rajput et al.,
2023).

O Ensaio Micronucleo € um método muito efetivo e altamente sensivel para
examinar in vivo as propriedades genotoxicas relacionadas a diferentes fatores. Esta
metodologia pode ser empregada tanto in loco ou através de bioensaios, pela
exposicao de organismos testes a um determinado composto, com posterior analise
microscopica de diferentes células, como eritrocitos e células de branquias em peixes
(Mitkovska et al., 2020). A determinagéo da genotoxicidade no Ensaio Micronucleo &
realizada pela quantificacao de fragmentos cromossémicos ou cromossomos inteiros
presentes no citoplasma, que, ndo sao incorporados no nucleo das células filhas,

formando estruturas denominadas micronucleos (Figura 11) (Mitkovska et al., 2020).
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Figura 11: A) Eritrocito normal do peixe Aspistor luniscutis e B) Eritocito
micronucleado.

@

4

Fonte: Mbnica L. Adam.

Concomitante a analise de micronucleos, também sao observadas alteragdes
na morfologia nuclear (Figura 12). As alteragcbes na morfologia nuclear podem
influenciar a dindmica dos genes, alterando a sua expresséo, ou serem resultantes de
danos gendmicos. A quantificagdo dessas alteragcdes pode indicar a interferéncia de
algum fator de estresse e/ou alteragao que estejam comprometendo o funcionamento

do material genético, além de envelhecimento, doencgas e até cancer (Botelho et al.,

2015; Stephens, 2018; Bunner et al., 2025).

Figura 12: Alteragcdes morfologicas nucleares em eritrocitos Aspistor lumiscutis.
.A) Célula Binucleada; B) Micrécito; C) Nucleo Blebbed; D) Bud Nuclear; E) Nucleo
Notched e F) Nucleo com Brotamento.

Fonte: Monica L. Adam.
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4.8 Efeitos genotoxicos da Hidroxicloroquina.

O efeito genotdxico da cloroquina ja € bem estabelecido na literatura cientifica
(Giri et al., 2020). Porém, ha dados limitados disponiveis sobre a genotoxicidade da
HCQ (Giri et al., 2020; Li et al., 2024).

A primeira evidéncia de efeitos mutagénicos e de danos no DNA provocados
pela HCQ foi estabelecida por Besaratinia et al. (2021). Os pesquisadores
submeteram células de mamiferos in vitro a concentracbes de HCQ comparaveis as
doses clinicamente alcangaveis em popula¢des de pacientes. Os resultados obtidos
demonstraram uma genotoxicidade significativa da HCQ, incluindo a capacidade de
induzir dano oxidativo no DNA e mutacao, atentando para o risco da administragcao

deste medicamento em altas doses.

Mahmood et al. (2022) observou um aumento significativo de células
micronucleadas de camundongos expostos as concentrag¢des de 800, 1200, 1600 mg
kg de HCQ, em relagao ao grupo ndo exposto. Entre as concentragdes, o maior efeito

genotoxico observado neste estudo foi 1200 mg/kg™.

Oliveira et al. (2022) ndo evidenciaram efeitos genotoxicos da HCQ nas
concentragbes 50mg/L, 100mg/L, 200mg/L e 400mg/L através do Teste do Allium
cepa. Porém, os pesquisadores observaram uma tendéncia de diminuicdo no
crescimento da raiz de acordo com a dose-resposta associada ao baixo numero de
alteracdes cromossdmicas observadas nos tratamentos, principalmente na dose usual
aplicadas em humanos de 400mg/L.

Li et al. (2024), realizaram a avaliagao quantitativa do risco genotdxico da
cloroquina e HCQ em células TK6. Apds 24 horas de tratamento, tanto a Cloroquina
quanto a HCQ induziram danos no DNA com a formagédo de micronucleos. Os
pesquisadores também observaram o aumento da expressdo de p53 e de genes
responsivos a danos no DNA mediados por p53; apoptose e dano mitocondrial que
podem contribuir parcialmente para a formacao dos micronucleos observadas. Além
disso, estabeleceram, pelo Sistema de Modelagem Bayesian Benchmark Dose
(BBMD), os valores de BMDL50 para indugdo de micronucleos nestas células,

correspondendo a 19,7 uM e 16,3 uM para a cloroquina e HCQ, respectivamente.

Sankar et al. (2024) avaliaram os efeitos subletais da HCQ (200mg — em

volumes entre 62,5 wul - 500 ul) em amostras de sangue humano (in vitro) e



33

Drosophila melanogaster (in vivo), utilizando as metodologias do Ensaio Hemolitico,
Ensaio com Azul de Tripano, indice Mitético, Alteracdes Cromossdmicas e Ensaio de
Fragmentagdo de DNA. Foram observados os seguintes efeitos: lise maxima no
ensaio hemolitico na concentracédo de 500 pl, aumento no numero de células mortas
com o aumento da concentragdo no ensaio com azul de tripano, diminuigao do indice
mitético percentual com o aumento da concentracdo de HCQ, alteragbes
cromossOmicas, incluindo quebras, ruptura centromérica, cromossomos dicéntricos e
cromossomos pulverizados, e numero elevado de fragmentos de DNA na eletroforese
em gel de agarose. Tais resultados, segundo os pesquisadores, forneceram

evidéncias e a comprovacao da citotoxicidade e genotoxicidade da HCQ.

As pesquisas acima citadas relatam os efeitos genotoxicos da HCQ nos
organismos, mas nao incluem os efeitos da exposicdo a HCQ disponibilizada no
ambiente. Assim, as graves consequéncias da exposicdo dos organismos a HCQ
relatadas predispéem as analises mais detalhadas e com diferentes abordagens para
a elucidacao dos seus efeitos, tanto para a saude humana como para a saude dos

ecossistemas e sua biota.
4.9 Peixes como bioindicadores

A saude de um ecossistema pode ser mensurada pela saude dos organismos
que ali habitam. Assim, o equilibrio ecossistémico depende da relagcédo entre a
qualidade ambiental e a saude de seus componentes. No meio aquatico, a sua biota
€ sensivel aos perturbadores ambientais, mesmo em baixas concentragdes (sub-
letais), tendo em vista a sua interagcdo com a coluna d’agua e sedimento. Neste
contexto, os animais aquaticos sao considerados sentinelas de seus ecossistemas
(Amadi et al., 2022; Adam et al., 2023).

Entre os animais aquaticos, os peixes se apresentam mais vulneraveis que os
organismos invertebrados, sendo, portanto, considerados os melhores organismos
sentinelas/bioindicadores para fins de avaliacdo de qualidade ambiental (Amadi et al.,
2022; Adam et al., 2023).

Existe uma vasta literatura cientifica utilizando peixes como bioindicadores,
tanto para a avaliagdo da qualidade ambiental in loco como em estudos por bioensaios
(Sponchiado et al., 2011; Ragugnetti et al., 2011; Silva et al., 2022; Adam et al., 2023;
Naz et al., 2024; Rasgele et al., 2024, Battistelli et al., 2025).
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Bioensaios possibilitam replicar as condi¢cdbes ambientais em laboratorio,
utilizando bioindicadores como os peixes. Rasgele et al. (2024) simulando a exposi¢ao
ambiental de Danio rerio ao fungicida Propineb (bastante utilizado em culturas
agricolas), em diferentes concentragcdes e tempos de exposi¢do, demonstraram uma
relagdo dose-tempo dependente na expressdo de micronucleos e anormalidade
nucleares, implicando em um alto risco ambiental.

Menezes et al. (2024) demonstraram através de bioensaio que, apesar de
Cyprinus carpio ser uma espécie altamente resistente, sua exposi¢cao ao microplastico
em diferentes tamanhos e concentragdes pode gerar efeitos negativos no nivel celular
ou subcelular, com um aumento da expressao de danos gendmicos (micronucleos)
dependente da concentracdo. Desta maneira, os resultados obtidos evidenciaram o
potencial genotoxico dos microplasticos, os quais podem prejudicar o equilibrio
ecossistémico aquatico, devido ao comprometimento do material genético da sua

biota e suas consequéncias.

Com relagcado a exposicao ambiental aos medicamentos, Sponchiado et al.
(2011) simularam as condi¢des de exposigao a concentracao de 17p-estradiol (6 ng/L)
encontrada na agua de beber de uma metropole brasileira, utilizando a espécie
Oreochromis niloticus como bioindicadora. Tal estudo revelou que, mesmo nesta
baixissima concentragdo, o 17@-estradiol foi capaz de causar danos gendmicos
significativos (micronucleos, anormalidades nucleares e microlesées do DNA) nos
eritrocitos dos animais avaliados. Utilizando uma metodologia similar, Ragugnetti et
al. (2011) observaram os efeitos genotodxicos significativos (aumento da frequéncia de
células micronucleadas) do Ibuprofeno em eritrécitos de Oreochromis niloticus,

demonstrando, assim, o risco ambiental aquatico deste medicamento.

Convém ressaltar que os resultados dos estudos ecotoxicolégicos com
especies de vertebrados, como os peixes, podem ser extrapolados para os humanos.
Esta extrapolagao pode ser realizada devido aos 70% de homologia entre os genomas

humano e de peixes, incluindo genes associados a doengas (Howe et al., 2013).
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5 PARTE EXPERIMENTAL
5.1 Materiais e métodos

O trabalho foi realizado experimentalmente na Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana — campus Londrina. O procedimento experimental de preparo da
solucao de HCQ, foi realizado no laboratério do Departamento de Quimica — DAQUI.
Os bioensaios dos aquarios com os exemplares de O. niloticus, expostos ao farmaco
HCQ dissolvido na agua, bem como as andlises de danos gendémicos em seus
eritrocitos, foram realizados no Laboratério de Genémica Ambiental (LAGEA).

Para a analise da cinética da HCQ e a sua degradagéo sob as condi¢des de
fotdlise natural e do tratamento no escuro, foi coletada uma aliquota de 1 ml de
solugao do aquario em intervalos de 2 horas, durante 48 horas. Tais amostras foram
analisadas por meio do método de espectroscopia UV VIS, no Laboratério
Multiusuario LABMULT-LD, para o estabelecimento da cinética de degradacao da
HCQ.

5.2 Procedimento experimental
5.2.1 Aclimatagao dos espécimes de Oreochromys niloticus em laboratério

Trinta exemplares juvenis de O. niloticus ' (figura 13), de aproximadamente
5 cm, foram obtidos em uma loja de aquariofilia e foram distribuidos em 3 aquarios
(5L), sendo 10 animais por aquario. Os aquarios continham agua de abastecimento
publico com aeragdo, mantidos em temperatura ambiente e submetidos ao ciclo claro-
escuro normal. Durante o periodo de aclimatacdo dos peixes, os animais foram
alimentados com ragdo comercial.

Os animais foram mantidos nestas condi¢cdées por um periodo de uma semana
para a depuragao de quaisquer efeitos de perturbadores ambientais oriundos do

ambiente da loja de aquariofilia.

1 A tilapia-do-nilo (Oreochromys niloticus) € um peixe de origem africana da familia Cichlidae. Os
primeiros exemplares foram introduzidos no Brasil no ano de 1971 e se adaptaram muito bem ao
nosso clima tropical. Alimentam-se de plancton, mas, aceitam muito bem as ragdes artificiais.
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Figura 13. Exemplar de Oreochromis
niloticus — Tilapia do Nilo

s -

Fonte: Universidade de Brasilia

5.2.2 Preparo da solugao de Hidroxicloroquina

Para a obtengdo da solugdo de HCQ a uma concentragéo de 0.0125 mg L™,
foi realizado um calculo de diluicdo de solugdes e utilizado alguns materiais
laboratoriais.

Para o preparo da solucgao, foi utilizado um comprimido de Reuquinol®,
contendo 400 mg de sulfato de HCQ, adicionado a 1 litro de agua destilada. A HCQ
apresenta solubilidade moderada em meio aquoso, e a presenca de excipientes na
formulacao farmacéutica pode dificultar a dissolugdo completa do principio ativo.

Com o objetivo de favorecer a dispersao e solubilizagcdo, o comprimido foi
previamente triturado em almofariz com pistilo, até a obtengcao de um po6 fino. Em
seguida, o material obtido foi transferido para um baldo volumétrico de 1 litro,
completando-se o volume com agua destilada. A mistura foi homogeneizada por
agitacdo manual suave, visando a melhor dissolugdo do composto (solugédo 1 —
solugdo mae).

Para o preparo da solugédo 2, com concentragao final de 16 mg-L™", foi
coletada uma aliquota de 10,0 mL da solugédo 1 e transferida para um balao
volumétrico de 250 mL. O volume foi completado até a marca de afericdo com agua
destilada, realizando-se a diluigdo da solugdo-mae.

Para o preparo da solugdo 3, com concentragado final de 0,64 mg-L™", foi
coletada uma aliquota de 10,0 mL da solugdo 2 e transferida para um balado
volumeétrico de 250 mL. O volume foi completado com agua destilada até a marca de
afericdo, obtendo-se a diluicdo adequada.

Para o preparo da solugdo 4 (solugdo de comparagao), com concentragao
final de 0,0125 mg-L™, foi coletada uma aliquota de 4,88 mL da solugao 3 e transferida

para um baldo volumétrico de 250 mL. O volume foi entdo completado com agua
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destilada até a marca de afericdo, garantindo a correta diluicdo. Tal solugao foi
mantida a 4°C em refrigerador. A figura 14 mostra a sequéncia de diluigdo da HCQ
realizada.

No experimento com aquarios, foi coletada uma aliquota de 97,65 mL da

solugao 3, a qual foi distribuida nos aquarios, conforme o delineamento experimental.

Figura 14: Sequéncia de diluicdo da HCQ realizada para o experimento.

Fonte: Autoria prépria (2024).

5.2.3 Coleta de amostra da agua dos aquarios para analise da cinética da
Hidroxicloroquina e sua degradag¢ao no UV-Vis

Durante o periodo de exposicao dos peixes nos aquarios, foram coletadas
amostras em intervalos de 2 horas para analise por espectroscopia UV-Vis, com o
objetivo de acompanhar a cinética de degradacao da hidroxicloroquina (HCQ). As
leituras foram realizadas a partir de aliquotas retiradas tanto do aquario mantido em
ambiente escuro quanto daquele exposto a luz. Adicionalmente, foram analisadas
amostras de uma solugdo de HCQ concentrada (0,64mg L") e outra diluida na
concentragdo que foram expostos os animais (0,0125mg L"), permitindo estabelecer
a faixa de comprimento de onda de detecgédo da HCQ.
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Para a coleta das amostras, foi utilizada uma micropipeta da LabMate Pro de
marca da HTL e modelo 5666, com capacidade de 1 mL, equipada com ponteiras
descartaveis, para a transferéncia das aliquotas da solugcido presente nos aquarios.
Cada amostra coletada foi destinada a analise espectrofotométrica em UV-Vis, na qual
a luz (ultravioleta-visivel) é absorvida ou transmitida por uma amostra em diferentes
comprimentos de onda de luz ultravioleta.

Foram coletadas amostras individuais de cada aquario (claro e escuro), bem
como da solugdo 3 (concentrada) e da solugéo 4 (solugdo de comparacdo), para
posterior leitura no espectrofotémetro UV-Vis. A coleta das amostras foi realizada

durante as 48 horas de exposi¢cao dos animais.

5.2.4 Exposicao dos espécimes de Oreochromys niloticus a hidroxicloroquina.

A agua destinada a exposi¢cao dos organismos foi previamente caracterizada
quanto aos parametros fisico-quimicos basicos, com énfase na temperatura e no
potencial hidrogenidnico (pH). Os valores registrados foram de 22°C para a
temperatura e pH 6, caracterizando um meio levemente acido. Tendo em vista que a
degradacao da HCQ ocorre preferencialmente em meio neutro ou acido (Kabasa et
al., 2024), que o pH das aguas dos rios brasileiros varia de neutro a acido (Maier,
1987) que o pH adequado a manutencédo da vida aquatica deve variar entre 6-9
(Esteves, 1988), que a temperatura da agua de rios pode variar de 0°C a 40°C
(dependendo dos fatores como altitude, profundidade, clima, vegetacéo e polui¢cdo) e
que a maioria dos rios apresentam temperaturas entre 10°C e 25°C (Percebon et al.,
2005; CETESB, 2025), as condicbes estabelecidas nos aquarios se encontraram

adequadas para o cumprimento dos objetivos deste estudo.
Os bioensaios foram estabelecidos com os seguintes tratamentos:

o Grupo Controle: 10 animais contidos em agua de abastecimento
publico com aeragao, mantidos em temperatura ambiente e submetidos ao ciclo claro-
escuro normal, durante 48h (Figura 15). O grupo controle destinou-se a avaliagéo do
nivel basal de expressdo de danos genémicos em O. niloticus decorrentes de erros

no processo de reparo de DNA e/ou disturbios do ciclo celular inerentes ao organismo.
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Figura 15: Grupo controle sem exposicdo a
Hidroxicloroquina

Fonte: Autoria propria (2024).

. Tratamento 1 - Grupo Exposto a 0.0125 mg L-' de HCQ — com fotdlise:
10 animais contidos em agua de abastecimento publico com 0.0125 mg L' de HCQ,
com aeragao, mantidos em temperatura ambiente e submetidos ao ciclo claro-escuro

normal, durante 48h (Figura 16).

Figura 16: Grupo Exposto a 0.0125 mg L
de Hidroxicloroquina — com fotdlise.

Fonte: Autoria propria (2024).

o Tratamento 2 - Grupo Exposto a de HCQ — sem fotdlise: 10 animais
contidos em agua de abastecimento publico com 0.0125 mg L-' de HCQ, com aeragéo,

mantidos em temperatura ambiente e mantido no escuro, durante 48h (Figura 17).
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Figura 17: Grupo Exposto 2 0.0125 mg L-
' de Hidroxicloroquina — sem fotdlise.

Fonte: Autoria propria (2024)

A agua dos aquarios se manteve durante o periodo do experimento (48h) na
temperatura de 23°C e pH 6. Os animais ndo foram alimentados no periodo de

exposicédo a HCQ.
5.2.5 Obtencao do material biolégico dos espécimes de Oreochromys niloticus

Com o auxilio de uma rede apropriada, os organismos experimentais foram
removidos dos aquarios individualmente. Em seguida, foram submetidos a eutanasia
por imersdo prévia em solugdo anestésica de eugenol (cravo-da-india), conforme
protocolo ético. Apds a anestesia, foi realizada a decapitagao dos peixes para coleta
sanguinea. Em torno de 0,5 mL de sangue foi obtido por pung¢éo no local da inciséo,
utilizando uma seringa estéril heparinizada.

Uma gota de sangue de cada animal foi depositada sobre uma lamina de
microscopia, realizando-se o0 esfregago sanguineo. Duas laminas foram
confeccionadas para cada animal. As laminas foram deixadas em temperatura
ambiente para a secagem ao ar e, posteriormente, acondicionadas em caixas de
armazenamento apropriadas, permanecendo em temperatura ambiente até o
momento da coloracio.

Para a avaliagdo de danos gendmicos, as laminas foram fixadas em metanol
absoluto por 5 minutos, seguidas por lavagem com agua destilada. Na sequéncia, foi
aplicada coloracdo com Giemsa por 5 minutos. Apds nova lavagem com agua
destilada, as laminas foram secas a temperatura ambiente e armazenadas em caixas

especificas, aguardando a analise sob microscopio éptico.
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5.2.6 Andlise dos danos genémicos pelo Ensaio Micronucleo e de Alteragoes

Morfolégicas Nucleares

As analises de células micronucleadas (Ensaio Micronucleo) e aquelas com
alteragcdes morfoldgicas nucleares foram realizadas concomitantemente na mesma
ldamina de cada animal, em microscopio optico, em objetiva de 100x.

Foram analisados 3000 eritrocitos de cada animal, contabilizando as células

com micronucleos e com alteragbes morfolégicas nucleares.
5.2.7 Analises estatisticas

Tendo como premissa (hipotese nula testada) a inexisténcia de diferenca
significativa entre os tratamentos (fotdlise e escuro) e o controle de danos gendémicos
em eritrocitos de O. niloticus expostos a hidroxicloroquina foram realizadas a Analise
de Variancia Multivariada (MANOVA), seguida de uma Analise Discriminante
Candnica, para a comparacgao das frequéncias de danos genémicos entre os grupos.
O nivel de significancia adotado em ambos os testes foi 0,05.

Na realizagédo dos testes foram excluidas as variaveis CAR e MN2+ em razéo
de terem registrado apenas uma ocorréncia, ndo apresentando variagado entre os
pontos de amostragem, dificultando a observacdo de padrées multivariados no
conjunto de dados. Também foram excluidas das analises o numero total de células

analisadas (TC) e o total de danos gendémicos (TDG).

6 RESULTADOS

6.1. Dectegao da hidroxicloroquina por espectofotometria UV-Vis
A analise por espectrofotometria UV-Vis demonstrou que a HCQ tanto na
solugéo concentrada (0,64 mg L") quanto na diluida (0,0125mg L") foi detectada na
faixa de comprimento de onda entre 300 a 360 nm (graficos 1 e 2). A solucéo diluida
refere-se também a solugcdo na qual os animais foram expostos nos aquarios
(tratamentos - escuro e fotdlise).
Apods duas horas, a HCQ nao foi detectada na agua dos aquarios, como
demonstram os graficos 3, 4 e 5.
Considerando que o equipamento ndo conseguiu detectar a degradagao da
HCQ no periodo de exposi¢cao adotado neste estudo, nao foi possivel elaborar uma

curva cinética para esse processo.



Grafico 1 — Deteccdo da HCQ por espectrofotometria UV-Vis na solugao
concentrada (0,64 mg L").
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Grafico 2 — Deteccdo da HCQ por espectrofotometria UV-Vis na solugéo
diluida na concentragdo de 0,0125 mg L.
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Grafi

co 3 — Detecgdo da HCQ por espectrofotometria UV-Vis nos tratamentos claro

e escuro, apos duas horas de exposigdo, na concentragao de 0,0125 mg L.
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Grafico 4 — Deteccdo da HCQ por espectrofotometria UV-Vis nos tratamentos

claro e escuro, apds 48 horas de exposigao, na concentragcédo padrao de 0,0125

mg L.
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Grafico 5 — Deteccdo da HCQ por espectrofotometria UV-Vis nos tratamentos

exposto a luz e no escuro, apds 2 e 48 horas de exposi¢céo, na concentragao de

0,0125 mg L-".
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6.2. Analise de Danos Gendomicos

Em comparagdo com o grupo controle, os organismos expostos a solugao de
HCQ, com e sem fotdlise, apresentaram um aumento significativo nos efeitos
genotoxicos, evidenciado pela maior ocorréncia de danos gendmicos nos eritrocitos
de Oreochromis niloticus com fotolise (Tabela 1). A magnitude das diferengas
apresentadas demonstrou que os animais expostos a HCQ com fotdlise apresentaram
cerca de 82% mais danos gendmicos (média de danos igual a 67,2) que o grupo
controle (média de danos igual a 11,8), e aqueles expostos a HCQ no escuro (sem
fotdlise), com aproximadamente 76% mais danos (média de danos igual a 49,1) nos
eritrocitos analisados que aqueles do grupo controle. Quando comparadas as
frequéncias médias de danos entre os tratamentos com exposicao a HCQ, os animais
expostos a HCQ submetida a fotdlise apresentaram em torno de 27% mais danos em
comparagao com aqueles expostos a HCQ sem o tratamento fotolitico.

Os danos gendmicos observados nos tratamentos foram: micronucleo, célula
binucleada, micrdcito, caridlise, nucleo blebbed, nucleo notched e broto nuclear,
sendo os nucleos blebbed o dano mais frequente em ambos os tratamentos (444
células no tratamento com fotdlise; 241 células no tratamento no escuro), como
especificados na tabela 1. O segundo dano mais frequente foi o micronucleo (Figura
18), na qual o tratamento com fotdlise apresentou 174 células micronucleadas e o

tratamento no escuro, 39 células micronucleadas.
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Figura 18: Micronucleo (MN) e nucleo blebbed (BLE) em
eritrécito de O. niloticus expostos a hidroxicloroquina.

Fonte: autoria prépria

Os demais danos variaram em magnitude significativa entre os tratamentos,
com o tratamento com fotolise apresentando mais microcitos (17) que o tratamento no
escuro (3), e este ultimo com magnitudes significativamente maiores de nucleos
notched (27) e brotos nucleares (33) que o tratamento com fotdlise (9 e 24,
respectivamente) (tabela 1).

Convém ressaltar que o menor numero de espécimes analisados no
tratamento no escuro foi em consequéncia da morte de trés animais neste tratamento.
A espécie O. niloticus é caracterizada pela sua alta agressividade quando vive em
populacgdes de baixa densidade (Medeiros et al., 2005; Albelaez-Rojas et al., 2024),
como as adotadas no presente estudo (aquarios). Nessas condigdes, essa espécie
forma hierarquias de dominéncia (Medeiros et al., 2005; Albelaez-Rojas et al., 2024),
podendo levar a agressdes e morte de individuos, como ocorreu neste tratamento.

A Andlise de Variancia Multivariada (MANOVA) demonstrou uma diferencga
significativa de danos gendmicos em eritrocitos de O. niloticus expostos a HCQ
(F12,36=10,927; p<0,001) entre os tratamentos (fotdlise e escuro) e o controle. A
existéncia de grupos de dados significativamente diferentes nesta analise, permitiu a
aplicagéo da Analise Discriminante Canénica (ADC). As variaveis que segregaram
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significativamente os pontos de amostragem no espago multivariado foram
micronucleos - MN (F=18,46), nucleos blebbed - BLE (F= 7,08), brotos nucleares - BR
(F=5,13) e micrécitos - MIC (F=4,64) (tabela 2 e figura 19).
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Tabela 1 - Danos gendmicos em eritrécitos de O. niloticus expostos a hidroxicloroquina em dois
tratamentos (Fotdlise e Escuro) e o grupo controle.

MICRONUCLEOS ALTERAGOES MORFOLOGICAS

(MN) NUCLEARES ,

TRATAMENTO TC MN MN2+ CB MIC CAR BLE NOT BR TDG MEDIA
Controle 1 3000 4 - - - - 6 - 1 11
Controle 2 3010 2 - - - - 4 - - 6

Controle 3 3000 1 - - - - 12 - 2 15
Controle 4 3005 1 - - 5 = 6 - 2 9

Controle 5 3000 2 - - 1 - 15 - 1 19
Controle 6 3000 2 = 2 = = 10 - 1 15
Controle 7 3000 1 - - 1 - 13 - 1 16
Controle 8 3000 2 - 5 = = 6 - 2 10
Controle 10 3000 1 - - 1 - 14 - 1 17

Total 30015 16 - 2 3 - 86 - 11 118 11,8
Fotdlise 1 3130 8 - - 1 - 39 1 4 53

Fotdlise 2 3023 14 - - 2 - 36 - 8 60

Fotdlise 3 3000 12 - - 6 - 55 1 4 78

Fotdlise 4 3137 13 - - 1 - 39 7 - 60

Fotolise 5 3024 15 - - 2 1 47 - - 65

Fotdlise 6 3000 22 - - 1 - 27 - 1 51

Fotolise 7 3000 27 1 - 1 - 37 - - 66

Fotolise 8 3000 18 - - 1 - 65 - - 84

Fotolise 9 3000 17 - 2 2 - 39 - 3 63

Fotélise 10 3015 28 - - - - 60 - 4 92

Total 30329 174 1 2 17 1 444 9 24 672 67,2
Escuro 1 3040 10 - - - - 25 - 1 36

Escuro 2 3008 4 - - 2 - 26 15 6 53

Escuro 3 3018 2 - - 1 - 61 4 68

Escuro 4 3001 5 - - - - 36 2 8 51

Escuro 5 3000 7 - 1 - - 48 5 4 65

Escuro 6 3036 6 - - - - 11 1 8 26

Escuro 7 3000 5 - - - - 34 - 6 45

Total 21103 39 - 1 3 - 241 27 33 344 491

TC: total de células analisadas; MN: micronucleo; MN2+: células com mais de 2 MN; CB: células binucleadas; MIC:
microcito; CAR: caridlise; BLE: nuicleo blebbed; NOT: nuicleo notched; BR: broto nuclear; TDG: total de danos
genomicos.
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Tabela 2 - Analise Discriminante Candnica dos danos genémicos observados em eritrocitos de O.

niloticus nos tratamentos de exposigao a hidroxicloroquina, com e sem fotdlise e o grupo controle.

Resumo da Analise da Func¢édo Discriminante (Spreadsheet 1)

Danos N° de variaveis no modelo 6. Agrupamento: tratamento (3 grupos)
Gendémicos Wilks’Lambda: 0,04640 aprox. F(12,36)=10,928 p<0,0000
N=26 Wilks’ Partial F-remove  p-level Toler. 1-Toler.
Lambda Lambda (2,18) (R-Sqr)
CB 0,046535 0,997036 0,02675 0,973642 0,997817 0,002183
BR 0,072855 0,636834 5,13241 0,017228 0,831213 0,168788
MN 0,141572 0,327726 18,46200 0,000044 0,743324 0,256676
MIC 0,070334 0,659665 4,64330 0,023654 0,733723 0,266277
BLE 0,082943 0,559382 7,08919 0,005363 0,848282 0,151718
NOT 0,057759 0,803274 2,20415 0,139243 0,888054 0,111947

CB: células binucleadas; BR: broto nuclear; MN: micronucleo; MIC: micrécito; BLE: nucleo blebbed; NOT: nucleo notched.

Figura 19: Escores das variaveis relacionadas aos danos genémicos em eritrécitos de O. niloticus

expostos a hidroxicloroquina (CB, BLE, BR, MIC, MN e NOT) para o 1° e 2° Eixos Candnicos da

Analise Discriminante Canénica (ADC). Autovalores: Eixo 1: 7,72; Eixo 2: 1,46.
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Como demonstrado na figura 18, o Eixo 1 da ADC revela que os individuos
do grupo controle apresentaram escores mais positivos, se segregando dos demais
em razao da células binucleadas (CB), com coeficiente igual 0,02 (tabela 3). Com
escores mais positivos, os individuos do tratamento com fotdlise apresentaram
maiores registros de micronucleos e nucleos blebbed, com coeficientes -0,96 e -0,60,
respectivamente. O Eixo 2, por sua vez, segregou principalmente os individuos do
tratamento do escuro, sendo caracterizado principalmente pelos registros de brotos
nucleares (0,69) e nucleos blebbed (0,57) e notched (0,56) (tabela 3).

Tabela 3 - Coeficientes canénicos padronizados das variaveis para o 1° e 2°
Eixos Candnicos da Analise Discriminante (Eixo 1: autovalor = 7,72 - 84,03%;
Eixo 2: autovalor = 1,46 — 15,97%)

Variaveis Eixo 1 Eixo 2
CB 0,0206 -0,0659
BLE -0,6033 0,5756

BR -0,4118 0,6942
MIC -0,4420 -0,6991

MN -0,9642 -0,3694
NOT -0,1942 0,5622

CB: células binucleadas; BLE: nucleo blebbed; BR: broto nuclear; MIC: micrécito; MN:
micronucleo; NOT: nucleo notched.

7. DISCUSSAO

Os espectros obtidos por espectrofotometria UV-Vis revelaram uma absorgéo
caracteristica de luz na faixa de 300 a 360 nm, tanto na solugao padrao concentrada
quanto na solucao diluida (aquela também presente nos aquarios) (graficos 1 e 2).
Essa observacao esta de acordo com dados previamente descritos na literatura, que
indicam essa regido espectral como tipica para a detecgéo da hidroxicloroquina (HCQ)
(Ferraz et al., 2014; Pannu et al., 2022). Apesar da alta sensibilidade do equipamento
de espectrofotometria UV-Vis utilizado nas analises, a ndo deteccdo da HCQ na agua
dos aquarios, no periodo de exposicdo, pode ser atribuida ao fato de que a
concentracdo de HCQ se encontrava abaixo do limite de detecgdo do equipamento,
sendo esta resultante do processo de degradacdo da HCQ em ambos tratamentos.

Segundo Santos et al. (2021), concentragdes muito baixas da HCQ exigem
métodos analiticos mais sensiveis ou etapas de pré-concentragao para que possam

ser detectadas com precisdo. Portanto, a auséncia de sinal no processo de detecgcao
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da HCQ por espectrofotometria UV-Vis, adotado no presente estudo, reforca a
limitacdo do método para concentragbes muito baixas, mesmo este sendo
reconhecidamente um método sensivel.

A possivel degradacao observada em curto tempo de exposig¢ao (2h) em ambos
tratamentos sugere a contribuicdo da baixa concentragao inicial da HCQ (0,0125 mg
L' ) e do pH do meio aquoso (6,0) nos tratamentos. Altas concentragdes iniciais do
contaminante afetam negativamente a eficiéncia da degradac&o, sendo o contrario
também verdadeiro, como observado neste estudo. Os pH neutro e levemente acido
também favorecem a degradacgéao fotolitica (Lon et al., 2022; Kabasa et al., 2024).
Portanto, o pH 6,0 da agua dos aquarios pode ter contribuido para o processo de
degradagao da HCQ com a exposigao a luz.

Comparando os graficos 3 e 4 & possivel verificar que, apdés 2 horas de
exposicao dos animais a HCQ nos aquarios, o farmaco ja havia sido degradado em
ambos os tratamentos, como mencionado acima. No grafico 5, é possivel verificar que
a primeira analise de deteccdo da HCQ (apdés 2h de exposi¢cédo) nos tratamentos
exposto a luz e no escuro, ambos apresentam absor¢ao de luz no mesmo ponto
(0,7148). Porém, na ultima analise (48h de exposicéo), a absor¢cao de luz apresentou
uma pequena diferengca entre os tratamentos, onde aquele com exposi¢cao a luz
apresentou um pico menor na absorc¢ao (1, 7879) em relagao ao tratamento no escuro
(1,8918). Esta diferenga sugere a degradagao mais rapida da HCQ quando exposta a
luz (degradacao fotolitica). Esses resultados sdo coerentes com os dados da
literatura, que apontam que a exposi¢cao da HCQ a radiagao UV favorece transigbes
eletrbnicas na estrutura da molécula, levando a formacao de diversos metabdlitos,
alguns dos quais apresentam caracteristicas distintas da substancia original, como
maior polaridade ou reatividade (Chen et al., 2020; Jain et al., 2021).

Jain et al. (2021) demonstraram uma degradacao significativa da HCQ sob luz
UV, com formacgao de subprodutos como anilinas e quinolinas oxidadas. No estudo de
Saini e Bansal (2013), a exposi¢cao da hidroxicloroquina (HCQ) a radiagdo luminosa
em meio alcalino levou a formagdo de diversos produtos de fotodegradagédo (N-
deshidroxietilado-7-desclorado-7-hidroxi HCQ; HCQ desclorado; HCQ N-desetilado;
4-amino-7-cloroquinolina; HCQ N-6xido), dos quais quatro (N-deshidroxietilado-7-
desclorado-7-hidroxi HCQ; HCQ desclorado; 4-amino-7-cloroquinolina; HCQ N-6xido)
foram identificados como novos, conforme caracterizacdo por LC-PDA, ESI-MSn e

LC-MS-TOF. Esses metabdlitos apresentam modificagdes estruturais relevantes que
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podem influenciar a toxicidade e a biodisponibilidade da molécula no ambiente
aquatico. Desta maneira, essas modificagdes estruturais evidenciam a complexidade
da degradagao fotoquimica da HCQ e sua importdncia na avaliacdo de risco
ambiental.

Contrariamente, a auséncia de radiacdo luminosa impede a ativagado de
reagoes fotoquimicas, o que contribui para a baixa taxa de degradagao da HCQ (Viana
et al., 2022). Portanto, as diferentes abordagens de exposi¢do (na luz e no escuro)
dos animais a HCQ, empregadas neste estudo, sugerem que a dindmica de absorgéo
e toxicidade da HCQ para os organismos aquaticos dependem também do ambiente
em que se encontram.

Assim, a diferenga observada na absorgéao, bem como nos efeitos genotoxicos
entre os dois grupos experimentais, evidencia a importancia de se considerar os
efeitos da fotdlise na avaliagdo ambiental de farmacos, especialmente em
ecossistemas expostos a radiagdo solar, principalmente em regides com alta
incidéncia solar.

No meio ambiente, a degradagado fotolitica € o mecanismo natural para a
eliminacao de drogas de locais contaminados, como aguas de superficie e aguas de
rios (Dabic et al., 2019; Saim e Behira, 2021; Yan et al. 2023). Dabic et al. (2019)
observaram a redugdo da meia-vida da HCQ de 11,6 horas estabelecida em agua
ultrapura sob radiagéo solar (300-800 nm) para 5,5 h na dgua de nascente, 0,42 horas
na agua de rio e 0,80 h na agua do mar. Os mesmos pesquisadores observaram um
grau muito pequeno de degradacgao hidrolitica da HCQ (<5%) nas condig¢des
estudadas. Ao contrario da sensibilidade da HCQ a luz (degradagao fotolitica), este
farmaco tem se mostrado resistente a degradagéao hidrolitica (Saim e Behira, 2021).
Waghmode et al. (2024) obtiveram uma taxa de 10% de degradacao hidrolitica de
HCQ a 50°C, correspondendo a uma meia vida de 1 ano a 25°C. Tais caracteristicas
podem ter contribuido para os diferentes efeitos genotoxicos observados nos
eritrocitos de O. niloticus submetidos aos dois tratamentos de exposi¢ao a HCQ.

Considerando as informacdes acima citadas, os peixes nos aquarios mantidos
no escuro, provavelmente absorveram predominantemente a forma original da HCQ,
uma vez que a auséncia de radiacdo luminosa impediu a ativacdo de reacgdes
fotoquimicas, contribuindo para a baixa taxa de degradagéo da HCQ. Por outro lado,
nos aquarios expostos a luz, os peixes podem ter absorvido ndo apenas a HCQ na

forma original, mas também os metabdlitos resultantes da sua degradacgao
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fotoquimica. Os resultados diferenciais quanto a incidéncia e tipos de alteragdes
genbmicas observados nos dois tratamentos, sugerem os diferentes efeitos da HCQ
e seus metabdlitos.

Apesar destas diferengas, o elevado numero de danos genémicos nos
eritrocitos de O. niloticus (tabela 1) em ambos os tratamentos (escuro e fotélise) em
comparagao com o grupo controle demonstram o potencial de toxicidade da HCQ
como um contaminante emergente.

Apesar da industria farmacéutica ter modificado a droga original (cloroquina -
CQ) com a adicdo do grupo hidroxila na sua cadeia lateral, a fim de reduzir sua
toxicidade, resultando na hidroxicloroquina (Browning, 2014; lon et al., 2022), esta
ainda apresentou um elevado efeito genotoxico em ambas possibilidades de
degradagao (hidrolitica e fotolitica) no meio aquoso, estabelecidas neste estudo. Além
disso, a adicdo do grupo —OH proporciona a molécula estabelecer ligagdes de
hidrogénio com a agua, favorecendo a solubilidade da HCQ em solugdes aquosas
(Browning, 2014). Essa caracteristica também ¢é proporcionada pela quinolona
heterociclica nitrogenada (Sanches-Neto et al., 2023), o que aumenta a persisténcia
da HCQ que se bioacumula no meio ambiente. Assim, 0 aumento da hidrofilicidade da
HCQ também aumenta a sua probabilidade de causar impacto em sistemas aquosos
(lon et al., 2022). Nos organismos, as propriedades lipofilicas e de basicas fracas da
HCQ facilitam a sua passagem pela membrana plasmatica e membranas
intracelulares e se acumule em compartimentos celulares, como os lisossomos, além
de interagir com outros alvos moleculares, como os acidos nucléicos (Besaratinia et
al., 2021; Sankar et al., 2024). A interagao da HCQ com a molécula de DNA pode ser
aqui observada citogeneticamente, onde diferentes tipos de anormalidades nucleares
foram detectadas nas células de O. niloticus expostos a HCQ. Tais anormalidades sao
resultantes de danos gendémicos, cuja origem se deve provavelmente a propriedade
intercalante da HCQ (Costa et al., 2022; Sankar et al., 2024). Compostos intercalantes
sao capazes de penetrar entre as bases de DNA adjacentes, onde permanecem
devido ao estabelecimento de interagdes hidrofébicas e atragdes eletrostaticas (Costa
et al., 2022). Desta maneira, os compostos intercalantes sdo capazes de interferir na
topologia do DNA e/ou induzir danos gendmicos (efeitos mutagénicos e clastogénicos)
(Ferguson e Denny, 2007; Espinoza et al., 2024). A HCQ pode intercalar-se em ambos
os sulcos (maior e menor) do DNA, independente de sua natureza quimica. Porém,

nos sulcos menores, a ligagdo da HCQ com o DNA ocorre preferencialmente com
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bases A-T, e no sulco maior, com pares G-T (Sarkar et al., 2021; Bisoi et al., 2022).
Além dos compostos intercalantes, espécies oxigénio reativas (ROS) produzidas pela
HCQ também podem ter contribuido para as lesdes no DNA (Besaratinia et al., 2021)
evidenciadas em ambos os tratamentos de exposicdo a HCQ.

Sankar et al. (2021), analisando a danificagdo do DNA exposto a HCQ,
encontraram as seguintes alteracbes no material genético (DNA/cromossomos):
quebras cromossOmicas, disrupgdo centromérica, cromossomos dicéntricos,
cromossomos pulverizados e um elevado numero de fragmentos na eletroforese em
gel de agarose, demonstrando o efeito mutagénico e a instabilidade
genético/genémica promovida pela HCQ. Citologicamente, esses efeitos podem
resultar na formagdo de micronucleos e alteragdes na morfologia nuclear como
aquelas aqui observadas em O. niloticus.

Em ambos os tratamentos foram encontradas elevadas frequéncias de
nucleos blebbed. Esta alteragdo morfoldgica nuclear, bem como as demais alteragbes
nucleares observadas, representa a presenca de danos gendmicos na célula, seja
este devido a prépria deformidade (indugédo indireta do dano) ou efeito de dano pré-
existente (Yadahalli et al., 2021). Qualquer dano na molécula de DNA, seja induzido
por agentes xenobioticos, como a HCQ, ou por falha no mecanismo de reparo do DNA
resultam em diversas modificacbes gendmicas, que podem resultar em alteragdes da
morfologia nuclear e/ou a formagéo de micronucleos (Yadahalli et al., 2021; Liwag et
al., 2025; Chu et al., 2025: Bunner et al., 2025). Porém, a alta incidéncia de nucleos
blebbed observada em ambos os tratamentos n&o foi discriminatéria quanto a
possiveis efeitos diferenciais entre as condi¢cdes de exposicdo a HCQ, com e sem
exposicao a luz. Tal evidéncia sugere a agdo genotdxica compartilhada entre as
moléculas de HCQ e seus metabdlitos. Além disso, a diferenca observada entre as
frequéncias desta anomalia nuclear, sendo a menor incidéncia observada no
tratamento no escuro, sugere uma relagdo com uma menor velocidade de degradacgao
hidrolitica comparada a degradagao fotolitica, como demonstrado no grafico 5.

Através da Analise Discriminante Candnica (figura 18) foi possivel caracterizar
cada tratamento quanto ao tipo de dano genémico mais associado a relagdo causa-
efeito da HCQ. O tratamento no escuro foi caracterizado pelas anormalidades
morfolégicas nucleares: brotos, nucleos blebbed e nucleos notched, diferindo do
tratamento com fotdlise onde os micronucleos e microcitos foram os danos gendmicos

discriminantes. Estes resultados apontam para uma relacdo causa/efeito da HCQ e
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seus metabdlitos, onde este farmaco, ao interagir com a molécula de DNA na auséncia
de luz, resulta na formagao de micronucleos e anormalidades morfoldgicas nucleares
similares ao efeito observado na degradacgao fotolitica, porém com indugao diferencial
de brotos, nucleos blebbed e nucleos notched. A resisténcia da HCQ a degradagéo
hidrolitica (Saim e Behira, 2021) que, portanto, resulta na baixa taxa de degradacgao
da HCQ, pode ter favorecido uma maior exposi¢cdo e consequente absor¢cdo do
composto original pelos animais, estando esta associada aos diferentes efeitos na
formacdo de danos gendmicos especificos nas células, bem como em suas
frequéncias. Contrariamente, os animais expostos a condigdo de fotdlise da HCQ
demonstraram uma maior incidéncia de danos gendmicos totais, onde os microcitos e
micronucleos foram discriminatérios. A alta incidéncia de danos genémicos associada
a maior incidéncia de danos especificos em relagdo ao tratamento no escuro, sugerem
um acentuado efeito genotdxico dos produtos da degradagéo fotolitica da HCQ sobre
o DNA dos animais. Estes resultados concordam com Santos et al. (2023) que
observou uma maior toxicidade dos metabdlitos da HCQ em fibroblastos humanos.

De acordo com Furst (1996) e Giri et al. (2020), aproximadamente 70-80% de
HCQ pode ser absorvida pelo organismo e somente 40% desta por¢éo absorvida pode
ser metabolizada. Considerando a auséncia de luz no processo metabdlico organico,
os especimes de O. niloticus expostos a HCQ no escuro, provavelmente responderam
mais aos efeitos da absor¢cdo deste farmaco do que a presenca e absorcdo de
metabdlitos resultantes da degradacéo hidrolitica ambiental. Tanto a HCQ quanto
seus produtos biotransformados (desetilhidroxicloroquina, desetilcloroquina e
didesetilcloroquina) (Giri et al., 2020; Pannu et al., 2022; Paludetto et al., 2023; Li et
al., 2024) sdo comprovadamente causadores de instabilidade gendmica (Sankar et
al., 2024). Assim, os resultados apresentados neste tratamento sugerem o efeito da
HCQ absorvida pelos animais, levando a alta incidéncia de danos gendmicos,
colocando em alerta a persisténcia da utilizagcao indiscriminada deste medicamento
na prevencao e tratamento de afeccdes respiratdrias, considerando sua inadequada
indicagao para esses fins.

Convém ressaltar que a HCQ apresenta meia-vida de eliminagao longa (20 -
60 dias) (Pastick et al., 2020, Li et al., 2024), sendo, portanto, seu efeito genotoxico
considerado crénico, estando os organismos expostos a HCQ, tanto no tratamento
exposto a luz quanto no escuro, sujeitos a danificagdo gendbmica e suas

consequéncias durante todo este periodo.
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No que se refere a degradagao ambiental da HCQ, diferentes produtos podem
ser gerados dependendo das caracteristicas do ambiente (lon et al., 2022; Kabasa et
al.,, 2024). Na fotolise ambiental, a HCQ é degradada a desetilhidroxicloroquina
(Waghmode et al., 2024). Porém, Saini and Bansal (2013) revelaram quatro novos
produtos da fotdlise da HCQ (N-dehidroxietil-7-decloro-7-hidroxi HCQ, HCQ
declorinada, N-dealquilada HCQ e HCQ N-oxido). Considerando que produtos
resultantes da degradacdo fotolitica de diversos compostos podem apresentar
toxicidade diferencial da molécula original, tornando-se mais ou menos toxicas (Wu
et al., 2022), a alta incidéncia e diversidade de danos genémicos observados nos
eritrécitos de O. niloticus expostos a HCQ na presenga da luz solar, sugerem uma
maior toxicidade dos fotoprodutos deste farmaco. Somado aos efeitos dos
fotoprodutos da HCQ no tratamento na presenca de luz, a absor¢ado da molécula
original de HCQ também pode ter contribuido para a alta ocorréncia e diversificagcao
dos danos gendémicos observados.

Aproximadamente 21 - 47% de HCQ ingerida é excretada na urina e fezes sem
modificagdes (Furst, 1996; Pannu et al., 2022; Li et al., 2024). Se forem considerados
0s 32 milhdes de comprimidos de HCQ vendidos no Brasil, desde margo de 2020 até
abril de 2021, cerca de 1.504.000 (47%) de comprimidos ndo metabolizados foram
disponibilizados no ambiente aquatico via tratamentos de esgoto. Submetidos a
fotélise ambiental, os fotoprodutos e a prépria molécula de HCQ tornaram-se graves
perturbadores ambientais, principalmente pelos danos causados aos organismos,
como demonstrado neste estudo.

Portanto, a presenga da HCQ no meio aquatico torna-se um problema de saude
ambiental e de estabilidade do ecossistema, visto que toda a biota (incluindo os
humanos) que se utiliza direta ou indiretamente dessas aguas estdo sob risco
genotoxico. Alteragcdes no nivel do DNA, como as observadas neste estudo, podem
comprometer a morbidade, mortalidade, fertilidade e reproducao de todo organismo
exposto, e desta maneira levar a um desequilibrio tanto no nivel do organismo, como

de comunidades e populagbes (Adam et al., 2023).



56

8 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados no presente estudo, a hidroxicloroquina
(HCQ) deixou de ser apenas um medicamento com restricdes para o uso inadequado
e indiscriminado, tornando-se também um problema ambiental.

Os resultados aqui apresentados indicam que a HCQ pode comprometer a
integridade genética e celular de organismos expostos, mesmo em baixas
concentragdes, sugerindo riscos potenciais associados ao seu uso prolongado ou
inadequado, e, consequentemente, levando a um desequilibrio dos ecossistemas
aquaticos. Diante disso, reforgca-se a necessidade de cautela na prescricdo e

utilizagado deste medicamento.
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