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RESUMO

Durantes os tltimos anos a industria farmacéutica cresceu de forma célere, em consequéncia o
nimero de intoxicacdes aumentou proporcionalmente, em parte devido a venda indiscriminada
de medicamentos. No Brasil, 25% dos casos de intoxicacao sdo por medicamentos, sendo assim,
faz-se necessdrio o monitoramento do armazenamento, da venda e do uso dos mesmos para
obtencdo de informagdes visando a seguranca da saide mundial. Cabe ressaltar que dentre os
farmacos que mais intoxicam estdo os analgésicos, antitérmicos e anti-inflamatérios, uma vez
que sdo bastante prescritos devido a sua indicagcdo terapéutica e por serem medicamentos
isentos de prescricoes. Neste ambito, dentre as diversas metodologias utilizadas para estudos
de toxicidade destaca-se o bioensaio com Artemia salina Leach, que possui um organismo
modelo para avaliacdo de toxicidade. Deste modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
toxicidade frente & Artemia salina L. das apresentacdes dos farmacos: Acido acetilsalicilico e
Paracetamol. Foram realizados testes em decaplicata desses farmacos livres de excipientes e
com excipientes (genéricos e referéncia) para determinar o percentual de concentragdes letais
em 10%, 50% e 90% através do software POLO-PC. A avaliacio da toxicidade das
apresentacdes do Acido acetilsalicilico e do Paracetamol se mostraram como moderadamente
toxicas frente ao bioensaio com Artemia salina L. Conclui-se que o bioensaio com Artemia
salina L. foi util para estabelecer resultados com informacdes que servem como monitoramento

da toxicidade dos farmacos, garantindo a segurancga da populagao.

Palavras-chave: Monitoramento. Toxicidade. Medicamentos. Concentragado letal.



ABSTRACT

Over the last few years the pharmaceutical industry has grown rapidly, as a result the number
of poisonings has increased proportionately, partly due to the indiscriminate sale of drugs. In
Brazil, 25% of cases of poisoning are due to drugs, thus, it is necessary to monitor the storage,
sale and use of them to obtain information for the safety of world health. It is noteworthy that
among the most intoxicating drugs are analgesics, antipyretics and anti-inflammatory drugs,
since they are widely prescribed due to their therapeutic indication and because they are over-
the-counter drugs. In this context, among the various methodologies used for toxicity studies,
we highlight the bioassay with Artemia salina Leach, which has a model organism for toxicity
evaluation. Thus, the objective of this study was to evaluate the toxicity of the following drugs
against Artemia salina L.: acetylsalicylic acid and acetaminophen. Decapplicate tests of these
excipient-free and with excipients drugs (generic and reference) were performed to determine
the percentage of lethal concentrations at 10%, 50% and 90% using the POLO-PC software.
The toxicity evaluation of acetylsalicylic acid and acetaminophen presentations was moderately
toxic in relation to the Artemia salina L bioassay. It is concluded that the bioassay with Artemia
salina L. was useful to establish results with information that serves as monitoring of drug

toxicity, ensuring the safety of the population.

Keywords: Monitor. Toxicity. Drugs. Lethal concentration.
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1 INTRODUCAO

Durante os dltimos anos a industria farmacéutica vem crescendo de forma acelerada,
sendo isso traduzido pela grande quantidade de medicamentos que sdo comercializados
(CARVALHO; BARBOSA, 2016). Por exemplo, de acordo com a Associa¢do da Industria
Farmacéutica de Pesquisa (INTERFARMA), em 2018, houve um faturamento de 62,4 bilhdes
de reais no varejo farmacéutico. No entanto, a venda indiscriminada de medicamentos implicou
no aumento dos casos de intoxicacdes humanas, na tentativa de suicidios e de acidentes

individuais (GOMES; GONCALVES; SANTOS, 2019).

A intoxicacdo pode ser caracterizada pelo efeito nocivo gerado pela exposicao do
organismo a determinadas substincias toxicas por meio da via oral, inalatdria, oftdlmica ou
dérmica. As intoxicagdes medicamentosas estdo envolvidas com o modo de uso do produto
farmacéutico, notando-se também a influéncia de fatores correlacionados aos processos
farmacodinamicos e farmacocinéticos, interacdes medicamentosas, caracteristicas do individuo

e propriedades do firmaco (OLIVEIRA; SUCHARA, 2014; NOBREGA et al., 2015).

No Brasil, apenas em 2017, 25% dos 27.322 casos notificados de intoxica¢des humanas
foram atribuidos aos medicamentos (SINITOX, 2017). De acordo com o ultimo registro
realizado no ano de 2017 pelo Sistema Nacional de Informagdes Téxico-Farmacoldgicos
(Sinitox), Fundag¢do Oswaldo Cruz (Fiocruz) e pelo Ministério da Saide (MS), cerca de 15%
dos intoxicados por medicamentos envolveu criangas na faixa etdria de um a quatro anos

(SINITOX, 2017).

De acordo com a literatura, os firmacos que mais intoxicam a populacdo mundial sdo
os analgésicos, antitérmicos e anti-inflamatérios (GOMES; GONCALVES; SANTOS, 2019).
Especificamente, os anti-inflamatdrios e analgésicos sdo bastantes prescritos e comercializados
devido sua diversidade de indicacOes terapéuticas e fdcil obten¢do, uma vez que alguns
representantes desta classe podem ser obtidos sem a necessidade de prescri¢des, conhecidos
como Medicamentos Isentos de Prescricdo (MIPs), elevando assim as taxas de uso destes
medicamentos (TERRES, 2015). Dentre os anti-inflamatdrios, os mais utilizados sdo os nao
esteroidais, denominados de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs), os quais atuam na
inibi¢do da enzima cicloxigenase (COX). Quanto aos analgésicos, os mais utilizados sdo os nao

opiodides para alivio das dores (ELY et al., 2015).
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Uma vez que o uso de medicamentos vem sendo tdo disseminado, associado ao
crescente aumento dos casos de intoxicacdes, hd necessidade do monitoramento da toxicidade
desses medicamentos com o objetivo de obter informacdes que proporcionem uma visao mais
ampla desta questdo, favorecendo o desenvolvimento de a¢des que aumentem a seguranga
atrelada ao uso destes medicamentos (TELES et al., 2013; CFF, 2019). Dentre as diversas
metodologias para avaliacdo da toxicidade de substincias, uma que merece destaque € o
bioensaio com a Artemia salina Leach devido apresentar elevada sensibilidade a agentes fisicos
e quimicos. Este microcrustidceo, também conhecido como camardao de salmoura, possui um
organismo modelo para realizacao de testes de toxicidade, exibindo assim vantagens para esse

tipo de estudo além de evitar o uso de animais vertebrados (LIBRALATO et al., 2016).

Dentre as principais vantagens deste método, cabe destacar o custo-beneficio favoravel,
rapidez, reprodutibilidade, manipulacdo e manutencdo simples em termos laboratoriais devido
ao tamanho das artémias e sua adaptabilidade. Com relagdo as desvantagens ou criticas, €
possivel que no momento da producdo dos cistos ocorra uma variacdo genética relacionada a
sua origem geografica, o que pode gerar consequéncias no crescimento, sobrevivéncia e

reproducdo dos individuos (LIBRALATO et al., 2016).

Diante dessas vantagens, a literatura descreve varios trabalhos envolvendo a avaliagao
da toxicidade de extratos e substancias frente as larvas de Artemia spp., uma vez que este
método ndo faz uso de animais maiores, nao precisa de uma infraestrutura avancada para manter
os individuos e sofre menos interferéncia de agentes externos, como ruidos, temperatura e
outros. Além disso, os animais utilizados em outros métodos necessitam de acompanhamento
e controle do seu metabolismo, o que ndo € exigido pela artémia, acarretando assim uma notavel

reducdo de custos na sua utilizacdo em testes de toxicidade (VICTAL et al., 2015).

Diante disso, a proposta do presente projeto consiste em avaliar a toxicidade de AINEs
frequentemente utilizados no tratamento de dor aguda e cronica decorrente do processo

inflamatorio através do bioensaio com Artemia salina Leach.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade frente a Artemia salina Leach das apresentacdes dos farmacos:
acido acetilsalicilico e paracetamol, utilizados no tratamento de dor aguda e cronica decorrente

do processo inflamatorio.

2.2 Objetivos especificos

v Determinar as concentracoes de anti-inflamatérios responsdveis por causar a

mortalidade de 10% (CLio), 50 % (CLs0) € 90% (CLoo) das larvas de Artemia salina;
v comparar a toxicidade do acido acetilsalicilico e paracetamol e;

v comparar a toxicidade dos farmacos de referéncia e genéricos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Aspectos gerais sobre medicamentos

Medicamento tem como finalidade profildtica, paliativa, curativa e para fins de
diagnostico porém o seu excesso e irracionalidade acarretam danos a saide do paciente e pode
levar a 6bito (GONCALVES et al., 2017). A garantia da eficicia e seguranca do medicamento
envolve pesquisa e cumprimento de requisitos minimos de qualidade, que devem atender a
farmacopeia brasileira e demais farmacopeias acreditadas no Brasil (PIANETTI; CESAR,

2016).

No Brasil, de acordo com a lei 9.787 de 10 de fevereiro de 1999, os medicamentos
industrializados foram classificados em trés classes: os medicamentos genérico, referéncia e
similar. O medicamento de referéncia € um produto inovador, comprovado cientificamente
junto ao 6rgdo federal competente, a qualidade e seguranga, podendo ser comercializado no
pais e ser o comparativo nos testes de bioequivaléncia e/ou equivaléncia quando necessario,
para posterior registros de medicamentos genéricos e similares (LOPES; COSTA, 2016).

O medicamento genérico € aquele que deve apresentar a mesma forma farmacéutica,
dose e concentragdo do medicamento de referéncia, além de possuir intercambialidade,
assegurando a substituicdo do farmaco de referéncia. Sdo identificados pela sua embalagem que
ha o titulo: “Medicamento Genérico - Lei n® 9787/99”, uma tarja amarela, com um “G”, em cor
azul em destaque e custam em média 30% a menos quando comparado com os produtos dos
quais se originaram (LUIZ et al., 2015; MORAIS et al., 2015).

Com relagdo ao medicamento similar, ele apresenta semelhanca quanto o principio
ativo, concentracdo, forma farmacé€utica, via de administracdo, posologia e indicacdo
terapéutica do medicamento referéncia diferenciando na embalagem, tamanho e forma do
produto, rotulagem, prazo de validade, excipientes e veiculos sendo comercializados com o

nome comercial a escolha do fabricante (LOPES; COSTA, 2016).
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3.2 Medicamentos estudados

3.2.1 Acido acetilsalicilico

No antigo Egito, dores e inflamag¢des eram tratados com a casca do salgueiro branco,
arvore do género Salix. Em 1829, o farmacéutico francés Hector Leroux e o quimico italiano
Raffaele Piria extrafram pela primeira vez a salicina, sendo comercializada com o nome de
acido salicilico. O 4cido salicilico era utilizado na antiguidade para tratamento de febre
reumadtica, artrites crOnicas e gota, porém causava transtornos gastrointestinais e possuia um
gosto desagradavel (ANTUNES et al., 2016).

Com o passar dos anos, Felix Hoffman acetilou o 4cido salicilico, o qual ficou conhecido
pelo nome 4cido acetilsalicilico (AAS), ou aspirina, patenteada pela Bayer em 1899. Este
farmaco apresenta na sua estrutura organica um grupo funcional 4cido carboxilico e um
grupamento éster ligados diretamente ao anel benzénico (figura 1) (XAVIER; SOUSA, 2013;
ANTUNES et al., 2016).

FIGURA 1 - Estrutura quimica do acido acetilsalicilico.

OH
(0)
/go

Fonte: Autoria propria, 2019.

O AAS foi considerada o primeiro comprimido a ser produzido e revolucionou a
industria farmacéutica, possuindo propriedades analgésicas, anti-inflamatdrias, antipiréticas e
promovendo a inibi¢do plaquetaria. Classificado como um AINE, inibidor nao seletivo da COX
e derivado do 4cido salicilico (salicilatos), pode causar, em consequéncia do seu uso prolongado

uma intoxicacao cronica, manifestadas por zumbidos, surdez, coma, delirios, psicoses e outros
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sintomas (SCHALLEMBERGER; PLETSCH, 2014; ANTUNES et al., 2016). Sobretudo, o
AAS possui um uso clinico como um farmaco cardiovascular com capacidade de uma inibi¢ao
prolongada da COX-1 plaquetaria, havendo um efeito antitrombético mais duradouro devido

ao AAS acetilar irreversivelmente a enzima COX (QUEIROZ; VANDESMET, 2016).

3.2.2 Paracetamol

A companhia Sterling-Winthrop, lan¢cou no mercado em 1953 o paracetamol (figura 2),
farmaco com efetividade no tratamento da febre e dores que até hoje perdura como um dos
principais indicados para o tratamento de tais afeccdes. A partir de entdo, diferentes tipos de
sinteses foram propostas para sua producdo, como qualquer outra formulacdo de substincias

farmacoldgicas originadas no mercado (MOREIRA; CAMPOS; FRESCHI, 2018).

FIGURA 2 - Estrutura quimica do paracetamol.

ZT
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Fonte: Autoria proépria, 2019

Derivado do p-aminofenol, este firmaco apresenta interessantes atividades analgésicas,
antipirética e fraca propriedade anti-inflamatoria. Porém, o paracetamol apresenta propriedades
um pouco diferentes dos AINEs cldssicos quanto ao seu mecanismo, exibindo uma
sensibilidade maior em uma isoforma central anteriormente desconhecida, chamada de COX-
3, do que propriamente a COX-1 e COX-2. Levando-se a acreditar que o efeito antipirético e

analgésico seja da inibi¢do dessa enzima derivada do mesmo gene da COX-1 (SYROVAYA;
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LEVASHOVA; ANDREEVA, 2015). Ao atingir niveis toxicos, € possivel observar sintomas
como nduseas, dor abdominal, vomito, palidez e epigastralgia (LOPES; MATHEUS, 2012).

De acordo com Lopes e Matheus (2012) e Mendes et al. (2012), a enzima COX-3 em
humanos € expresso no coracdo e no cérebro e estd relacionada com o mecanismo central dos
farmacos com a redugdo da dor e febre. Ademais, a COX-3 € considerada como variante da
COX-1, e estudos demonstraram que essa enzima possui afinidade a medicamentos analgésicos
e antipiréticos. Especificamente, o paracetamol tem uma sensibilidade maior na COX-3
comparado com outras enzimas de ciclooxigenases, mas nao € eliminada a acao sobre as COX-

1 e COX-2 (SYROVAYA; LEVASHOVA; ANDREEVA, 2015).

3.3 Aspectos gerais sobre terapia anti-inflamatoria e Analgésica

Os medicamentos amplamente utilizados no mundo sdao os AINEs e analgésicos ndo
opidides, principalmente por terem efeito sintomdtico nas doengas ou processos inflamatérios
em que estdo indicados (FARIAS, 2016). Sao classes diversificada de farmacos que possuem
uma abrangente atividade antipirética, analgésica, anti-inflamatéria e antitrombdtica
comumente utilizados em diversos quadros inflamatdrios, justificando assim a sua utiliza¢ao
no tratamento de osteoartrites, artrite reumatoide e distirbios musculoesqueléticos (SILVA;
MENDONCA; PARTATA, 2014). Os analgésicos sdo um dos principais formacos que causa
intoxicagao, especificamente os ndo opidides, dentre essa classe se destaca o paracetamol que
¢ responsdvel por grande nimero de registro quanto a ocorréncias de ma administracdo

(FARIAS, 2016).

Para compreender o processo inflamatorio, € importante conhecer o precursor de toda
cascata metabdlica como demonstra a figura 3, ou seja, o dcido araquidonico, o qual é obtido
através de uma dieta ou pela conversio do dcido linoleico (4cido cis,cis-9,12-
octadecadiendico). O 4cido araquidOnico deriva de um acido graxo essencial que por acdo da
fosfolipase A, € liberado da membrana plasmadtica e inicia a cascata pelas atividades das
enzimas lipo-oxigenase responsdvel pela producdo dos leucotrienos, e pela cicloxigenase
(COX), responsdvel pela produgdo das prostaglandinas (PGs), prostaciclina (PGHz) e
tromboxanos (TXA). Na COX ha dois sitios cataliticos, em um dos sitios o dcido araquidonico
€ convertido em PGG; e no sitio peroxidase a PGG; sofre uma reducdo em prostaglandina
instdvel, a PGH2, a qual é transformada em tramboxanos e nas séries de prostaglandinas D, E,

Fe I, compostos estes chamados de prostanoides que sdo importantes mediadores inflamatérios.
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Destacam-se as prostaglandinas PGE> e PGI,, por apresentarem uma acdo vasodilatadoras e
induzir mediadores como bradicinina e histamina aumentando a permeabilidade (MENDES et

al., 2012).

Os AINEs desencadeiam sua acdo anti-inflamatéria através da inibicdo das isoformas
da enzima cicloxigenase (COX-1 e COX-2), acarretando uma consequente diminui¢do na
sintese e liberacdo dos mediadores da inflamacdo produzidos por tais enzimas que viriam a
atuar no aparecimento de sintomas tipicos da inflamacdao (SCHALLEMBERGER; PLETSCH,
2014). Em contrapartida, os analgésicos nao-opidides modificam mecanismos periféricos e
centrais envolvidos no desenvolvimento da dor, e suas propriedades estdo relacionadas a
inibicdio da cicloxigenase constitutiva (COX-1) e induzivel (COX-2) (BERTHOLD;
FERREIRA; BERTHOLD, 2012).

FIGURA 3 - Metabolismo do acido araquidonico e atuacao das enzimas COX.
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as isoformas da COX, a COX-1 estd presente em varios tecidos do
organismo colaborando na homeostasia do nosso corpo, € a inibi¢do da mesma pode levar a

efeitos indesejados como lesdes nas mucosas, lesdo renal, distirbios uterino e alteracdes
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hemodindmicas. Em contrapartida, a enzima COX-2 € induzida pelo processo inflamatério
produzindo as prostaglandinas, influenciando no aumento da permeabilidade vascular
subsequente de uma vasodilatacdo causando dor e febre como demonstra o esquema sobre
metabolismo do 4cido araquidonico e atuacdo das enzimas COX (SCHALLEMBERGER;
PLETSCH, 2014; SILVA; MENDONCA; PARTATA 2014). Vale ressaltar que a COX-3, uma
variante da COX-1, atua no sistema nervoso central especificamente no cérebro, em que
literaturas demonstram que o paracetamol é um inibidor desta enzima, porém ndo estd eliminada

a acdo dele em outras isoformas (LOPES; MATHEUS, 2012; MENDES et al., 2012).

Os AINEs possuem estruturas quimicas variadas, entretanto, mesmo diante desta
diversidade estrutural € possivel observar que nesta classe farmacéutica a grande maioria
apresenta como semelhancga a presenca de anel aromatico planar ligado a um grupo acido e um
substituinte especifico para cada representante, representando a estruturas geral destes farmacos

a figura 4 (SULEYMAN et al., 2008).

FIGURA 4 - Estrutura geral dos AINEs.

Fonte: Autoria proépria, 2019.

Os AINE’s apresentam uma divisdo em subgrupos: os ndo seletivos que atuam tanto na
COX-1 quanto na COX-2 e os seletivos para COX-2; como retrata o (quadro 1) representando
a classificacdo dos AINES. Quanto aos analgésicos, existem os periféricos e centrais (opioides
e nio opioides) que aliviam ou suprem a dor, diminuindo a producdo de prostaglandinas

(FERREIRA et al., 2014).



QUADRO 1: Classificacao dos anti-inflamatérios nao esteroidais
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Inibidores nao seletivos da COX
(Tradicionais, convencionais)

Inibidores seletivos da COX
(COXIBs)

Derivados do Acido Salacilico
(salicilatos):

Acido Acetilsalicilico, Salicilato de
Sédio, Salicilato de Metila, Diflunisal,
Flunfenisal, Sulfassalazina, Olsalazina

Derivado da Sulfonanilida:
Nimesulida

Derivados Pirazolonicos:

Derivado do Acido

Dipirona, Fenilbutazona, Apazona, Indolacético:
Sulfimpirazona Etodolaco
Derivados do Para-aminofenol: Derivado

Paracetamol (Acetaminofeno)

FuranonaDiarilsubstituido:
Rofecoxib

Derivados do Acido Indolacético e Acido
Indenoacético:
Indometacina, Sulindaco, Etodolaco

Derivado
PirazolDiarilsubstituido:
Celecoxib

Derivados do Acido N-fenilantranilico
(fenamatos):

Acido Mefenamico, Acido
Meclofenamico, Acido Flufenamico,
Acido TolfenAmico, Acido Etofenamico

Derivado
BipiridinicoDiarilsubstituido:
Etoricoxib

Derivados do Acido Pirrolalcanoico:
Tolmetino, Cetorolaco

Derivado
IsoxazolDiarilsubstituido:
Valdecoxib

Derivados do Acido Fenilacético:
Diclofenaco de Sédio, Aceclofenaco

Derivados do Acido Propidnico:
Ibuprofeno, Naproxeno, Flurbiprofeno,
Cetoprofeno, Fenoprofeno, Oxaprozino,
Indoprofeno, Acido Tiaprofénico

Derivado do Acido Endlico (Oxicam):
Piroxicam, Meloxicam, Tenoxicam,
Sudoxicam, Isoxicam, Ampiroxicam,
Droxicam, Lornoxicam, Cinoxicam,
Ampiroxicam, Pivoxicam

Derivado do Acido Naftilacético:
Nabumetona, Proquazona

Derivados do Acido Carbamico:
Flupirtina

Fonte: SILVA; MENDONCA; PARTATA, 2014.
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No Brasil, com o dificil acesso aos servicos de saide, hd uma contribuicao para a
populacdo ir em busca dos MIP’s, principalmente aqueles individuos de baixa renda. Além
disso, a industria farmacé€utica possui um maior investimento nos MIP’s em compara¢do com
os que exigem, contribuindo para facilidade de uso dos mesmos. Em consequéncia aos aspectos
citados, os casos e 6bitos de intoxicagdes por medicamentos aumenta gradualmente (FARIAS,

2016).

Diante disso, algo que também contribui nos casos de intoxicac¢des € o uso irracional de
medicamentos que enquadra fatores como a automedicagdo, o uso desnecessario e incorreto de
farmacos (MAIOR; OLIVEIRA, 2012). Segundo o Conselho Federal de Farmacia (2019), 77%
dos brasileiros que utilizaram medicamentos nos ultimos seis meses, afirmam que costumam
utilizar medicamento por conta propria, sem prescricdo. O conselho também observou que a
maior parte das pessoas alteram a dosagem dos medicamentos prescritos pelos profissionais de
saude, sendo que a redugdo é mais comum. Contudo, existem pessoas que aumentam a dosagem
por considerar que o medicamento ndo estd lhe causando efeito, com situacdes de piora ou ndo

melhora e até mesmo por querer iniciar um tratamento com mais “forca”.

3.4 Estudo toxicologico com Artemia Salina Leach

A Artemia salina Leach (figura 5) ¢ um microcrusticeo cosmopolita da ordem
Anostraca advindo de dgua salgada, muitas vezes utilizado como alimentag@o para peixes, com
facilidade de reprodugdo, armazenamento e cultivo (POMPILHO; MARCONDES;
OLIVEIRA, 2014; ATES et al., 2016; ROSA et al., 2016). Este microcrustaceo € aplicado em
testes de toxicidade, averiguam o efeito toxico em sistemas biologicos ou decifram a toxicidade
de determinadas substancias (BITENCOURT; ALMEIDA, 2014).

Os testes de toxicidade é uma avaliacao da sobrevida de um individuo em contato com
um agente toxico ou amostra por um certo tempo e os ensaios de letalidade simples, um dos
mais citados sdo os que utilizam o organismo marinho Artemia salina (SILVA et al., 2015). Em
comprovagao a isso, vdrias trabalhos demonstram estudos realizados com o organismo frente a
produtos e toxinas naturais, extratos de plantas e produtos sintéticos para a avaliacdo de
diferentes parametros biolégicos, dentre eles: atividade antimicrobiana, tripanossomicida,
parasiticida, larvicida, fototoxica, antioxidante, anticonvulsivante, anticancerigena, inseticida,

moluscicida e antiftingica (BEDNARCZUK et al., 2010; CHOHAN et al., 2010; BAGHERI et
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al.,, 2010; SARAIVA et al., 2011; ROSA et al., 2016). Entretanto a aplicabilidade mais

expressiva € em estudos toxicolégicos por apresentar resultados satisfatorios e coerentes.

FIGURA 5 - Imagem do microcrustaceo Artemia salina Leach

Fonte: MOREIRA, 2013.

Desta maneira, a busca por este tipo de método, houve um crescimento, tendo em vista
o uso indevido de animais e pela implantacdo de diversas leis e projetos, que exige uma
qualidade de vida antes e durante o experimento. Além disso, nos testes in vivo por exemplo,
hd desvantagens como alto custo e a utilizagdo de grande quantidade de amostras

(BEDNARCZUK et al., 2010).
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4 METODOLOGIA

4.1 Local da Pesquisa

As avaliagdes de atividade toxicoldgica frente a Artemia salina Leach foram
desenvolvidas no Laboratério de Pesquisas em Educacdao Quimica (LAPEQ) e no Laboratério
de Farmacologia (J-3), ambos localizados no Centro de Educacdo e Sadde da Universidade

Federal de Campina Grande — Campus Cuité.

4.2 Local da aquisi¢ido dos materiais e medicamentos

Os cistos e o sal marinho, foram adquiridos em uma loja de produtos marinhos
posteriormente armazenados em temperatura ambiente (28+3°C) até serem realizados os
experimentos. Os medicamentos para estudo foram adquiridos em farmécias de manipulagdo e
comercial. Os farmacos sem excipientes, tanto o AAS como o paracetamol, foram adquiridos
em uma farmacia de manipulagdo, ja os de referéncia e os genéricos destes farmacos, suas

aquisicoes foram realizadas em farmacias comerciais.

4.3 Preparacao do ambiente da Artemia salina Leach

Para preparacdo do ambiente aquatico das art€mias, foi preparada uma solugdo, que
mimetizou a dgua do mar, utilizando 38 gramas (g) de sal marinho (Natural Ocean®), em um
litro de 4gua destilada (MEYER et al., 1982). O pH da 4gua foi verificado com o aparelho de
pHmetro digital de bancada Phs-3b Phtek, cujo valor ficou entre 7,5 e 8,4 conforme a literatura,
mantendo o meio levemente basico da 4gua marinha como condi¢ao favoravel (SOMESB, FTC

- EaD 2007).

ApOs isso, foram colocados os cistos para incubar em solug@o salina artificial, sob
iluminacdo artificial (poténcia da fonte luminosa incandescente 40 W) por um periodo de 24
horas, visando a eclosdo dos metandupilos (larvas) da A. salina utilizando uma cuba retangular
de vidro (10x15x5 cm) com uma divisoria semipermeavel de polietileno contendo varios furos

de 0,02 cm, obtendo-se dois compartimentos na cuba (figura 6). Os cistos foram depositados
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em um dos lados do recipiente, o qual foi coberto com papel preto, para que as larvas, apds a
eclosdo dos cistos, fossem atraidas pela luz do outro lado do sistema, forcando-as a atravessar

a divisoria, facilitando sua coleta e transferéncia para os tubos de ensaio.

FIGURA 6 - Imagem de incubacio da Artemia salina Leach.

Fonte: Autoria proépria, 2019.

4.4 Preparacao da solucao estoque com os farmacos

Antes de realizar o bioensaio de toxicidade frente as larvas, foi preparada a solucdo
estoque com os farmacos livres de excipientes e com os excipientes (genérico e referéncia), os
quais foram pesados na balanca analitica conforme a concentracdo da solug¢do estoque na
unidade em partes por milhdo (ppm). Depois os farmacos foram utilizados para a obten¢do de
uma solugdo estoque, utilizando como solvente dimetilsulféxido (DMSO) e completando com

agua salina.

Os farmacos livres de excipientes foram feitos com uma solucdo estoque com
concentragdo de 2.000 ppm, utilizando a formula vista na figura 7, em que o volume escolhido
foi de 50 mililitros (mL) e resultou numa quantidade de 0,1 g dos farmacos a serem pesados,

supondo que seria uma quantidade suficiente para realizagdo dos testes. Estes foram



26

transferidos para um béquer, adicionou-se 1% de dimetilsulféxido que equivale 0,5 mL para
auxiliar na solubiliza¢do do firmaco. Apds isso, completou-se com 49,5 mL de dgua salina até

atingir o volume escolhido (50 mL) da solucdo estoque.

FIGURA 7- Férmula para estabelecimento da quantidade de farmaco

ppm = massa (g)
volume (mL).10 ®

Fonte: Autoria propria, 2019.

Ja para os fairmacos com excipientes, tanto os de referéncia quanto os genérico do AAS
e paracetamol, somou-se ao total 4 comprimidos utilizados. Entretanto a metodologia realizada
para preparagao da solugdo estoque foi diferente da anterior. Tendo em vista, que o blister vem
com comprimidos com uma determinada concentragdo em miligramas (mg) converteu-se em
ppm para se obter a concentracao inicial da soluc@o estoque de um comprimido, e depois foi
realizado uma dilui¢do de uma diluicdo. Foi escolhido o volume final de 100 mL e uma
concentragao final de 1.000 ppm da solu¢do de todos os farmacos com excipientes, para o0 AAS
tanto o farmaco de referéncia como o genérico apresentam concentracao de 500 mg. Nesse caso,
a concentracdo foi de 5.000 ppm e aplicando na férmula C;.Vi= C2.V2 foi encontrado um
volume inicial de 20 mL e completou-se com 80 mL de solu¢do salina para ter ao total os 100

mL da solucdo estoque.

Quanto ao paracetamol de 750 mg, referéncia e genérico equivaleu uma conversao de
10.000 ppm da sua concentracdo inicial assim aplicando na féormula de Ci.Vi= C2.V2 que
resultou em um volume inicial de 10 mL e completou-se com 90 mL de solucdo salina para ter

ao total os 100 mL da solu¢do estoque.
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4.5 Bioensaio frente a Artemia salina Leach

A toxicidade frente as larvas de Artemia salina Leach foi realizada seguindo-se o
protocolo descrito por Meyer et al., 1982. Depois, foi necessario selecionar as larvas de Artemia
salina aptas ao teste de toxicidade. Por serem fototrépicas, as larvas mais resistentes migraram

em direcao a luz através dos orificios da divisdria, sendo essas aptas ao teste.

Ap6s a eclosdao dos Cistos em 24 horas, foram coletadas e contabilizadas 10 nduplios
com o auxilio de uma pipeta Pasteur, para 10 tubos identificados, apds a eclosdo e selecao das
nduplios hdbeis para o teste de toxicidade. Posteriormente, da solu¢c@o estoque foram retiradas
com a pipeta semi automdtica diferentes concentracdes e transferidas para cada 10 tubos de
ensaio, contendo em cada tubo 10 artémias totalizando100 individuos conforme demonstra a
figura 8. Em seguida, a cada tubo foi adicionado o meio salino até completar 2,5 mL de solu¢ao

para os resultados dos testes.

FIGURA 8- Fluxograma da metodologia de avaliacao toxicologica com nauplios de

Artemia salina

| Adicienado x pulL
Ny em cada tubo
{decaplicats)

Fonte: Autoria propria, 2019.

Os tubos foram deixados em contato com a luz incidente e apOs 24 horas realizou-se a
leitura dos nauplios. Considerou-se mortas todas as larvas que ndo apresentam qualquer
movimento normal apds alguns segundos de observagdo, sendo desta forma realizada a

contagem de artémias mortas e vivas em cada tubo.
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A benzamidoxima foi utilizada como controle positivo ao passo que o solvente da
solug¢do estoque, o dimetilsufoxido, foi utilizado como controle negativo a fim de atestar a

viabilidade do teste.

4.6 Analise estatistica

A determinagdo da toxicidade foi realizada através do percentual de mortalidade das
larvas em 10% (CLio), 50% (CLso) e 90% (CLoo), em que os valores de CL foram obtidos
utilizando o software POLO-PC (Copyright LeOra Software, 1987).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho foi iniciado com o teste de solubilidade do AAS e do Paracetamol em solu¢do
salina. Neste teste, constatou-se que esses firmacos apresentaram moderada solubilidade
nestasolucdo salina, sendo isso justificado pelo fatodesses farmacos serem substincias
organicas soldveis em solventes organicos. Para contornar o problema de solubilidade desses
farmacos utilizou-se o dimetilsulf6xido, uma vez que ele atua como agente emulsificante
garantindo a dispersdo dos farmacos na solugdo salina e devido aos vérios relatos do seu uso
em testes de toxicidade (SOUSA et al., 2017)

Vale salientar que outros agentes emulsificantes poderiam ser utilizados, a citar tween,
contudo, a quantidade de dimetilsulf6xido necessdria para solubilizar os farmacos (AAS e
Paracetamol) em solucdo salina ndo ultrapassou 1% do volume total da solucdo estoque
(solugao salina contendo o firmaco).

Uma vez preparada as solugdes salinas dos principios ativos AAS e Paracetamol bem
como das apresentagdes de genéricos, referéncia e sem excipiente, as mesmas foram submetidos

ao bioensaio com Artemia salina L. afim de avaliar sua toxicidade.

Desta forma, foram realizados os bioensaios inicialmente com os principios ativos sem
excipientes nas concentracdes que variaram entre 50 a 1.000 ppm, considerando este como um
teste preliminar com a finalidade de obter concentragdes capazes de matar 5% e 95% das

artémias, além de obter concentragdes situadas entre estes dois valores.

Apés este teste preliminar as concentracdes foram ajustadas para novos testes
envolvendo concentracdes maiores que 50 ppm e menores que 250 ppm para o AAS sem
excipiente (simbolizado por AAS-SE), enquanto que o Paracetamol sem excipiente
(simbolizado por PARA-SE) foram ajustadas utilizando as mesmas concentracdes iniciais,
envolvendo concentracdes maiores que 100 ppm e menores que 400 ppm. Com relacdo aos
farmacos com excipientes, tomando por base aos resultados sem excipiente, as concentracoes
estabelecidas inicialmente foram de 50 a 250 ppm para o AAS de referéncia (simbolizado por
AAS-R) e 0 AAS genérico (simbolizado por AAS-G), e de 100 a 400 ppm para o Paracetamol
de referéncia (simbolizado por PARA-R) e o Paracetamol genérico (simbolizado por PARA-

G).

Com a finalidade de determinar a concentracao letal capaz de matar 50% dos individuos

as concentragdes foram refinadas resultando nas seguintes faixas: o AAS-SE de 80 a 120 ppm,
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0 AAS-G de 130 a 250 ppme o AAS-R de 80 a 190 ppm. Com relagdo ao Paracetamol as faixas
refinadas foram, para o PARA-SE entre 200 a 312 ppm, o PARA-G entre 200 a 400 ppm e o
PARA-R entre 200 a 300 ppm.

Levando em consideracdo a andlise da tabela 1, obtida através do software POLO-PC,
foi identificado com um intervalo de 95% de confianca que a concentragdo letal capaz de matar
50% dos individuos testados (CLsp) para o AAS-SE foi de 102,120 ppm com intervalo de
confianca nos limites de 97,403 a 106,883 ppm. Quanto a apresentacdo do AAS-G, resultou a
uma CLso de 175,048 ppm com intervalo de confianca nos limites de 169,216 a 180, 615 ppm.
Em contrapartida, o AAS-R teve uma CLsode 119,966 ppm com um intervalo nos limites de
117,403 a 122,696 ppm.

Por conseguinte, o controle positivo ocasionou a morte de todas as artémias,
comprovando que nido houve a presenca de artémias consideradas resistentes, e o controle
negativo ndo ocasionou a morte de nenhuma delas, comprovando que o co-solvente
(dimetilsulf6xido) utilizado para solubilizar o composto, ndo foi téxico para as artémias,

confirmando que a atividade correspondente foi apenas dos compostos utilizados.

TABELA 1- Determinacido do CLso de diferentes fontes do acido acetilsalicilico (AAS) comercializados

frente a Artemia salina Leach.

Intervalo da CLso (ppm)
Amostra CLso (ppm) Minimo l\lzllz’lximo
AAS-SE 102,120 97,403 106,883
AAS-G 175,048 169,216 180,615
AAS-R 119,966 117,403 122,696
Controle Positivo 40,72 38,550 42,890

Estes valores de CLso se mostraram menores comparado aos encontrados para outros
compostos, inclusive o fairmaco amplamente comercializado como a dipirona, por exemplo.
Utilizando o mesmo método, Garcez et al. (2018) identificaram uma CLso de 654,1 ¢ 986,9
ppm, para a dipirona de referéncia e genérico, respectivamente. Assim, 0 AAS-R e ASS-G pelos
resultados, constatou-se mais toxicos com relacio as apresentagdes da dipirona. Cabe destacar
que Brito (2016) relata em seu trabalho que o antibidtico amoxicilina ndo apresentou nenhuma

toxicidade frente as artémias.

A tabela 2 exibe as concentragoes letais das apresentacdes do Paracetamol, mediante ao

software POLO-PC foi apontado um intervalo de 95% de confianga que a CLso apropriado ao
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PARA-SE foi de 238,862 ppm com intervalo de confianga nos limites de 235,546 a 242,019
ppm. Quanto a apresentacdao do PARA-G, resultou a uma CLso de 265,377 ppm com intervalo
de confianca nos limites de 258,223 a 272,060 ppm. Em contrapartida, o PARA-R teve uma
CLsode 252,578 ppm com um intervalo nos limites de 249,600 a 255,619 ppm.

TABELA 2- Determinacao do CLso de diferentes fontes do paracetamol comercializados frente a Artemia

salina Leach.

Intervalo da CLso (ppm)
Amostra CLso (ppm) Minimo l\ljllz)iximo
PARA-SE 238,862 235,546 242,019
PARA-G 265,377 258,223 272,060
PARA-R 252,578 249,600 255,619
Controle Positivo 40,72 38,550 42,890

Rego et al. (2015) realizaram o bioensaio do Paracetamol com a presenca de excipientes
frente A. salina utilizando o mesmo método, sem especificar a classificagdo do medicamento.
A CLso obtida em seu teste apds a exposicdo de 24 horas foi de 298,34 ppm, valor este
comparavel aos resultados obtidos neste estudo, no qual foram obtidos valores de CLso de
238,862,252,578 € 265,377 ppm correspondendo aos valores de PARA-SE, PARA-G e PARA-
R respectivamente. Possivelmente essa pequena diferenca pode estar relacionada a
variabilidade genética, pH, temperatura e outras condi¢des que possam trazer consequéncias

para a sobrevivéncia das art€émias (LIBRALATO et al., 2016).

Nguta et al. (2011), bem como Merino et al. (2015), determinaram que amostras com
valores de CLso inferiores a 100 ppm sdo considerados altamente téxicas, valores entre 100 e
500 ppm sao moderadamente toxicas, entre 500 e 1.000 ppm sdo levemente toxicas e acima de
1.000 ppm possuem baixa toxicidade. Partindo desta premissa, as apresentacdes do AAS e do

Paracetamol se apresentam como moderamente toxicos frente ao bioensaio com Artemia salina.

Gongalves et al. (2017) afirmam que o medicamento € considerado um agente toxico
principal em casos de intoxicagdo no Brasil e em diversos paises, necessitando assim, uma
atencdo maior para controle da toxicidade destes. No Brasil, segundo o ultimo relatério do
Sinitox, em 2017, os medicamentos sdo responsdveis por 25% dos casos registrados de
intoxicagdes humanas, com cerca de 0,25% resultando em casos de letalidade.

A tabela 3 representa as concentracOes letais das apresentacdes do AAS, mediante ao

software POLO-PC foi apontado um intervalo de 95% de confianga que a CLgo apropriado ao
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AAS-SE foide 122,657 ppm com intervalo de confianca nos limites de 115,309 a 138,657 ppm.
Enquanto a apresentacdo do AAS-G, resultou a uma CLgy de 237,624 ppm com intervalo de
confianca nos limites de 226,035 a 254,193 ppm. Em contrapartida, o AAS-R teve uma CLog
de 167,642 ppm com um intervalo nos limites de 163,256 a 174,127 ppm.

TABELA 3- Determinacio do CLoo de diferentes fontes do acido acetilsalicilico (AAS) comercializados

frente a Artemia salina Leach.

Intervalo da CLoy (ppm)
Amostra CLso (ppm) Minimo Maximo
AAS-SE 122,657 115,309 138,657
AAS-G 237,624 226,035 254,193
AAS R 167,642 163,256 174,127

Em comparacgio a tabela 1, os intervalos da tabela 3 contendo os resultados de CLog se
apresentaram ligeiramente maiores com relacio aos intervalos da CLsodo AAS, com isso, nota-
se uma diferenga quando comparado a concentragdo minima necessaria da CLso com a da CLoo,
destaca-se o resultado da amostra AAS-SE em que necessitou de uma concentracdo bem menor
para chegar a eliminar 90% dos individuos quando comparado os resultados das amostras AAS-

G e AAS-R.

Segundo a tabela 4, através do software utilizado foi identificado com um intervalo de
95% de confianga que a concentracio capaz de matar 90% dos individuos testados (CLoo) para
o PARA-SE foi de 301,693 ppm com intervalo de confianca nos limites de 289,233 a 320,859
ppm. Quanto a apresentacdo do PARA-G, resultou a uma CLoo de 376,233 ppm com intervalo
de confianca nos limites de 361,082 a 396,123. Em contrapartida, PARA-R teve uma CLgo de
301,693 ppm com um intervalo nos limites de 361,561 a 393,320 ppm.

TABELA 4- Determinacao do CL9o de diferentes fontes do Paracetamol comercializados frente a Artemia

salina Leach.

Intervalo da CLyy (ppm)
Amostra CL9o (ppm) Minimo l\ljllziximo
PARA-SE 301,693 289,233 320,859
PARA-G 376,233 361,082 396,123
PARA-R 375,479 361,561 393,320
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Analisando a tabela 4, os dois medicamentos (PARA-G e PARA-R) apresentaram uma
minima diferenga observando seus dados das concentracdes para eliminar 90% dos individuos,
constando 376,233 e 375,479 ppmrespectivamente. Os intervalos se apresentaram maiores com
relacdo aos resultados da CLso das apresentacdes do Paracetamol (tabela 2), entdo nota-se uma
diferenga quando comparado a concentracdo minima necessaria da CLso com a da CLgo. Na
tabela 5, destaca-se o resultado da amostra PARA-SE em que necessitou de uma concentracao
menor para chegar a eliminar 90% dos individuos quando comparado aos resultados das

amostras PARA-G e PARA-R.

Conforme a tabela 5, foi apontado pelo software POLO-PC com um intervalo de 95%
de confianca que a CLio referenteao AAS-SE foi de 85,022 ppm com intervalo de confianca
nos limites de 74,792 a 90,637 ppm. Enquanto a apresentacdo do AAS-G, resultou a uma CL1o
de 128,935 ppm com intervalo de confian¢a nos limites de 118,601 a 136,990 ppm. Em
contrapartida, o AAS-R teve uma CLiode 85, 842 ppm com um intervalo nos limites de 81,791
a 89,420 ppm.

TABELA 5- Determinacio do CL1o de diferentes fontes do acido acetilsalicilico (AAS) comercializados

frente a Artemia salina Leach.

Intervalo da CL1o (ppm)
Amostra CLio (ppm) Minimo l\lzllz’lximo
AAS-SE 85,022 74,792 90,637
AAS-G 128, 935 118,601 136,990
AAS-R 85,842 81,791 89,420

Comrelacdo a tabela 5 observa-se pouca variacao dos intervalos, comparando os valores
de CLso (tabela 1) das apresentacdes do AAS que foram semelhantes por variar menos,
possuindo diferencga nos intervalos dos dados do CLyo (tabela 3) do farmaco, que variou mais.
Nota-se também que duas amostras teve valores proximos, verificando seus dados das
concentragdes de eliminar 10% dos individuos, constando 85,842 e 85,022 ppm,
respectivamente para AAS referéncia e sem excipientes.

De acordo com a tabela 6, através do software POLO-PC com um intervalo de 95% de
confianga que a CLjodo PARA-SE foi de 187,007 ppm com intervalo de confianca nos limites
de 173,767 a 197,658 ppm. Enquanto a apresentacdo do PARA-G, resultou a uma CL1o de
187,561 ppm com intervalo de confianca nos limites de 175,580 a 197,658 ppm. Em
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contrapartida, o PARA-R teve uma CLio de 194,881 ppm com um intervalo nos limites de
181,482 a 204,473 ppm.

TABELA 6- Determinacao do CL1o de diferentes fontes do paracetamol comercializados frente a Artemia

salina Leach.

Intervalo da CL1o (ppm)
Amostra CLio (ppm) Minimo l\l/)Ilz)iximo
PARA-SE 187,007 173,767 197,993
PARA-G 194,881 181,482 204,473
PARA R 187,561 175,580 197,658

Segundo a tabela 6, observa-se pouca variacdo dos intervalos, semelhante os valores dos
intervalos da CLs (tabela 2) das apresentagdes do paracetamol. Difere os intervalos dos dados
do CLoo (tabela 4) do farmaco, que sua faixa de variac@o foi maior. Nota-se também que duas
amostras teve uma minima diferenca, verificando seus dados das concentracdes de eliminar
10% dos individuos, constando 187,561 e 187,007 ppm respectivamente para Paracetamol

referéncia e sem excipientes.

Segundo a ANVISA, ao comparar as bulas, os excipientes utilizados na formula¢do do
AAS referéncia foram dois e o genérico possui semelhanga a esses dois excipientes, porém
possui um excipiente a mais. Do mesmo modo se repete nas apresentacdes de paracetamol,
contendo no seu medicamento genérico ndo somente excipientes semelhantes como também
uma maior quantidade que no de referéncia. J4 o de referéncia por sua vez, em contrapartida,
possui excipientes ndo presentes no genérico. Desse modo, pode-se conjecturar que talvez a
presenca de determinados excipientes € 0 excesso nas concentracdes possam Ser responsaveis
direta ou indiretamente na toxicidade, ou até mesmo as combinagdes entre esses excipientes

podem interferir, j4 que estdo presentes em medicamentos € em outros nao.

De acordo com Aratjo e Borin (2012), diversos estudos tém demonstrado que os
excipientes ndo estdo isentos do risco de causar reagdes adversas e que a toxicidade causada
pode ocorrer em toda a populagdo ou em grupos especificos. Na populagdo em geral, a
toxicidade € devido ao excesso destes compostos e em grupos especificos a toxicidade pode ser

devida a presenca de doencas cronicas, a predisposi¢do genética ou a idade dos pacientes.

Pela andlise de todas tabelas das concentragdes letais, verifica-se que entre os dois

farmacos, 0 AAS em todas as suas apresentacdes obteve uma maior toxicidade em comparacao
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aos medicamentos contendo paracetamol. Observa-se que o genérico tanto do AAS quanto do
paracetamol apresenta uma semelhanga demonstrando uma menor toxicidade do que as outras
apresentacoes. E que € notdrio que a quantidade de excipientes nos genéricos ndo foram capazes
de aumentar a toxicidade, sendo que os de referéncia obtiveram resultado superiores emsuas
toxicidades em comparacdo ao genérico.

Segundo Villanova et al. (2010), medicamentos sélidos contém excipientes poliméricos
exercendo funcdes variadas, e que em determinados medicamentos estes excipientes além de
visar uma melhor eficdcia, reduz a toxicidade. Isso confirma e correlaciona a ideia de que os
excipientes conseguem diminuir a toxicidade do principio ativo presente nos comprimidos
comercializados, por isso que todos os genéricos por possuirem mais excipientes do que o de
referéncia, mantiveram-se menos toXicos € consequentemente 0s com excipientes tiveram
menores toxicidade com relacdo aos sem excipientes, sem contar que os medicamentos com

excipientes possuem pouco principio ativo comparado ao sem excipientes.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, o estudo evidenciou que o AAS € um farmaco mais téxico
quando comparado ao Paracetamol em todas as apresentacdes utilizadas. Constatou-se que a
toxicidade foi decrescente com relacdo a formulagdo, ou seja, o principio ativo do comprimido
genérico, comprimido referéncia e do sem excipiente mantiveram nos dois fairmacos de menor,
média e maior toxicidade respectivamente, porém diante dos valores designados na literatura o
paracetamol e 0 AAS sdo moderadamente téxicos em todas as apresentacdes testadas conforme
CLso adquirida.

Ademais, verificou-se que os excipientes podem nao estar isentos de causar toxicidade,
sendo que a quantidade ndo modifica, mas diante dos resultados, supde-se que o excesso das
concentragdes, as interacdes entre eles e determinados excipientes separadamente podem
interferir na toxicidade dos medicamentos, isso esclarece o motivo do genérico ter sido menos
téxico que o referéncia.

Sob outra perspectiva, comparando os resultados obtidos neste estudo com os da
literatura pode-se dizer que os excipientes poliméricos contidos nos medicamentos sélidos
contribuem na reducdo da toxicidade nos medicamentos com excipientes, além de ter pouco
principio ativo na sua formulag@o, cooperando ainda mais em diminuir a toxicidade.

Desta maneira, € importante monitorar a toxicidade dos farmacos para seguranga da
populacdo visando o excesso das aquisicdes destes medicamentos classificados como MIP’s e
que o bioensaio frente a Artemia salina L. se apresentou util para o monitoramento desta
toxicidade, assim possuindo, informag¢des que possam somar na prevengao de intoxica¢des com

estes medicamentos.
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