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ABSTRACT

Pinto, L.H.; Biff, H.; Devegili, G.; Sierth, R.; Schulter, L.S.; Fausto, M.C.; Soares, J.C.; Ciampo, L.D. & Erzinger,
G.S., 2017. Estudo do pontencial ecotoxicolégico de insulinas e analogos de insulinas, utilizando algas do género
Euglena gracilis para biotestes de toxicidade aquatica. Braz. J. Aquat. Sci. Technol. 21(1). elISSN 1983-9057. DOI:
10.14210/bjast.v21n1. The environmental problems reside in large part to the lack of management of generated waste,
including waste medications. These are released to the environment without proper treatment, which is often non-existent, a
fact that helps to intensify the risks of this type of pollution, and is now called “emerging pollutants”. This situation deserves
attention mainly on eliminating drugs for chronic diseases of high prevalence and incidence, as in the case of diabetes,
a condition with increasing number of users of insulin and analogues patients. This condition causes an increased scale
of production, use and disposal of these drugs and the presence in the industrial effluents from industries that produce
such medication. METHODS: Samples contaminated with analogs of insulins exposed so contact genus of algae Euglena
gracilis cultures in order to verify behavioral changes and changes in photosynthetic activity observing the presence of risk
of environmental toxicity. RESULTS AND DISCUSSION: The photosynthetic activity was altered, and the glargine insulin

analog that most affected this behavior. Studies in new trophic levels can give better dimension of the problem.

Key words: Insulin analogues, Ecotoxicological risk, Pharmaceutical industrial effluents.

INTRODUGAO

Atualmente, enfrenta-se sérios desafios com o
advento dos poluentes emergentes, sendo esses néo
responsabilizados pelos danos ambientais observados
ou estavam em quantidades infimas antigamente, es-
tdo agora ganhando repercusao no ambito ambiental
(Lopez-Serna et al., 2012). Tal condicdo € um tema
emergente que desperta a preocupagao de 6rgaos de
saude e meio ambiente e de pesquisadores da area
da saude ambiental.

As legislagdes ambientais existentes n&o
abordam de forma clara a questéao da poluigdo emer-
gente, sendo por vezes desatualizadas e descontex-
tualizadas. Estas circunstancias geram conflitos de
interpretacao e interesses, o que acarreta duvidas e
impossibilita a agdo e adogao de praticas eficazes para
o melhor gerenciamento de residuos (Tapia, 2009).

Industrias farmacéuticas sdo consideradas
como grandes geradoras de residuos em termos de
volume (Verlicchi etal., 2012 ), porém com crenga que
s&o de baixo potencial de risco ambiental pela quanti-
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dade pequena em que os ativos se encontram nos
recursos hidricos, por exemplo. Entretanto, estudos de
Verlicchi et al. (2012) apontam que os medicamentos
sao uma classe importante de poluicdo emergente,
pois sdo varios os estudos que demonstram que nao
se trata apenas da concentragcdo, mas sim o tempo
de exposicao e a capacidade de bioacumulagdo como
fatores decisivos para manifestagéo de efeitos a longo
prazo (Valcarcel et al., 2011).

Tal condigdo implicaria em desafios ainda
maiores no controle e melhoria dos processos de
descarte de residuos, bem como no conhecimento
dos riscos que tais residuos podem causar, visando a
protegdo ambiental frente a estes poluidores (Kunkel
etal., 2012).

Vale ressaltar que a produgéo e risco contami-
nacao esta diretamente proporcional a incidéncia de
certas doencgas, sendo as mais prevalentes as que
mais se consome medicamentos. Entre as doengas
cronicas, a diabetes apresenta altos indices na popu-
lagdo mundial. No Brasil estima-se que 5,3% da popu-
lagéo acima de 18 anos sejam portadores de Diabetes
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Mellitus e a prevaléncia cresce em 11% quando acima
dos 40 anos, correspondendo a 6,4 milhdes de pes-
soas (Brasil, 2009). De todos esses casos, 5% sé&o
do tipo 1 e, portanto, consomem insulina exégena, o
que fica em torno de 320 mil pessoas (Brasil, 2009).

Na tentativa de conseguir um bom controle
metabdlico, o tratamento com insulina exégena cons-
titui-se uma opgao terapéutica eficiente. Com o desen-
volvimento da bioengenharia genética passou-se a
produzir quimicamente insulinas humanas sintetizadas
por técnicas de recombinagao de DNA. As primeiras
preparacgdes insulinicas corrigiam as descompen-
sagoes, mas sua duragao era curta, sendo assim era
necessario de quatro a cinco injecées diarias para
conseguir um bom controle metabdlico. Em 1935,
com a finalidade de aumentar o tempo de duracao
da insulina e consequentemente diminuir o numero
de injegdes por dia, foram adicionando substancias
tais como solugdes oleosas, metais pesados (zinco)
e proteinas (protamina) (Souza & Zanetti, 2000).

No final da década de 1990 houve a sintese do
analogo de insulina ultrarrapida, denominada lispro,
que quimicamente se fundamentou na inversdo de
posigcao dos aminoacidos prolina (B28) e lisina (B29)
na cadeia  da insulina humana (Pires & Chacra,
2008). Esta alteragéo trouxe a capacidade de uma
absorcao mais rapida devido a formacgéo de cristais
menos estaveis na presenga de zinco. Este metal é
responsavel pela cristalizagao de seis porgdes de insu-
lina em hexameros, que posteriormente sao desfeitos,
deixando a insulina livre para a agao (Hirsch, 2005).
Em 2000, outro analogo de insulina chegou ao mer-
cado, desta vez com acgao prolongada. Denominada
como glargina, este analogo difere quimicamente da
insulina humana em trés posi¢des de aminoacidos.
Na cadeia 21, a aspargina é substituida pela glicina,
para aumentar a estabilidade da molécula, e duas
moléculas de arginina sado acrescentadas na posi¢ao
B31 e B32. Estas alteragdes mudam o ponto isoelétrico
da insulina, elevando seu pH para o mais préximo do
neutro. Apesar disto, o pH levemente acido no tecido
subcutaneo levam a formagao de micro precipitados de
cristais com o zinco, o que deixa lento a sua absorgao
(Wagstaff & Reynolds, 2005).

Outro aspecto que deve se considerar é que
as insulinas e analogos podem exercer outros efei-
tos, mesmo em condi¢des adversas de conservagao.
Insulinas podem aumentar a captacéo de calcio em
diversas células, o que induz a despolarizagao da
membrana celular (Paes, 2010), o que altera o padrao
de resposta de diversas células. O efeito despolari-
zante é provocado por um mecanismo dependente de
calcio mediado por PI3K (Jacobus et al., 2010). Este
tipo de influéncia pode resultar em alteragdes no com-
portamento de micro organismos aquaticos que levem
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a comprometimento de suas atividades vitais, sendo
esta mais uma hipotese de risco ambiental associado.

Pouco se conhece sobre a rota dos farmacos,
no meio ambiente, o que inclui as insulinas e seus
analogos. Mas a ocorréncia desses compostos podem
apresentar efeitos diversos em organismos aquaticos
e terrestres, que de alguma forma pode refletir na
saude humana. Tais efeitos ocorrem em qualquer
nivel da hierarquia biolégica, como células, 6rgaos,
organismos, populagdo e ecossistema (Almeida &
Weber, 2005).

Nas industrias farmacéuticas, os efluentes liqui-
dos resultantes da limpeza dos equipamentos apds
a producdo em batelada de medicamentos contém
compostos cuja composi¢ao varia de acordo com o
produto fabricado, materiais utilizados no processo
e caracteristicas do processo envolvido (Maselli,
2012). Estes produtos por sua vez entram em contato
direto com o meio ambiente, sendo o seu impacto
desconhecido.

Este trabalho visa conhecer a influéncia que as
insulinas e analogos exercem sobre as algas Euglenas
gracilis, para assim verificar a existencia ou ndo de
risco de toxicidade ambiental frente a tal exposicao,
e visualizar possibilidades de estudos futuros em
efluentes de industrias que produzem insulinas e
analogos. Tal impacto sera avaliado usando as algas
em biotestes que avaliam alteracbes de comporta-
mento em tempo real e a avaliacdo de alteragcdes na
atividade fotossintética.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de
Fotoquimica e Fotobiologia da Universidade da Regido
de Joinville.

Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo experimental, envolven-
do o uso de algas do género Euglenas gracillis KLEBS,
obtidas da colegcdo da Universidade de Gottingan,
Alemanha. Estas algas foram avaliadas quanto as
alteragdes na atividade fotossintética quando sub-
metidas ao contato com insulinas e seus analogos.

Micro-organismos e manutengao

Os testes foram realizados com cepas de
Euglenas gracilis em meio mineral e organico pre-
parado conforme descrigdo feita por Checcucci et
al. (1976). A manutencdo da cultura ocorrera sob a
exposicdo de luz 20 W m2, foto periodo de 12 horas,
e temperatura de 200 C. Todos os testes foram feitos
a partir de uma unica cultura, que foi fracionada com
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o intuito de manter as caracteristicas e evitar desvios
relativos a preparos diferentes de meio mineral.

Solugodes de insulinas e analogos

Para os testes iniciais, foram utilizadas insulinas
e analogos produzidos industrialmente por processos
envolvendo técnicas de biologia molecular, do labo-
ratério Sanofi Aventis. As mesmas foram obtidas a
partir de devolugdes feitas a Farmacia Escola Univille,
e que teriam como destino o descarte comum.

Preparagao das amostras a serem testadas

Foi preparada uma solucéo estoque de 50 Ul/
ml, o que corresponde a 1,5 ml de solugdo usada
para fins terapéuticos. As amostras testadas foram
as seguintes:

Tabela 1 - Amostras e concentragdes testes

AMOSTRAS CONCENTRAGAO DA
TESTADAS SOLUGAO ESTOQUE
Insulina Humana NPH 50 Ul/ml
Analogo de Insulina Glargina 50 Ul/ml
50 Ul/ml

Anélogo de Insulina Lispro

A escolha da insulina e dos analogos se deu
pela questdo de se testar uma com estrutura se-
melhante a humana (NPH), e outras com estruturas
semelhantes, cuja principal alteracdo era no ponto
isoelétrico das mesmas, sendo uma mais estavel
quanto a formacgéo do cristal na presenga de zinco
(glargina), e outra com formagéo de cristais menos
intensa (lispro). O objetivo é avaliar se a velocidade de
desprendimento do zinco, com consequente liberagao
deste metal ao meio impacta de forma diferenciada no
comportamento das algas.

As concentracgdes utilizadas no teste foram de
0,5 Ul/ml; 0,75 Ul/ml e 1,0 Ul/ml, preparadas a partir
da solucdo estoque. A escolha ndo seguiu nenhum
critério prévio, pois ndo havia nenhuma referéncia na
literatura a respeito de concentragcdes deste horménio
em aguas ou rios. A escolha também objetivou a busca
da concentragdo média toxica destes contaminantes
emergentes frente as algas em testes.

As solucdes nas concentragdes iniciais deseja-
das para cada experimento foram entao preparadas a
partir da solugao estoque e de agua Mili-Q ultrapura
(livre de matéria organica, sais e micro-organismos)
obtida pelo sistema da Milipore.

Preparacdo dos meios de cultura para analise

As culturas foram preparadas nas condicdes
propostas por Steinbach et al. (2012) e foram mantidas
em uma unica cultura de 400 ml, tratadas durante um
periodo de uma semana a fim de se manter homoge-
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neidade do meio para a aplicacao dos testes futuros.
Esta cultura foi subdivida em 8 fragbes de 50 ml, que
receberam posteriormente a adigao da solugcéo dos
hormonios testes.

Avaliacdo comportamental das algas pelo
biomonitoramento via NG TOX

Os experimentos comportamentais com
Euglena gracilis na presenca de Insulinas e analogos
foram realizados utilizando uma ferramenta de biomo-
nitoramento em tempo real chamada NG-TOX, desen-
volvido e homologado pela Ecobabitonga Tecnologia
Ltda (Erzinger et al., 2011). A ferramenta monitora
através de analise de imagem em tempo real o com-
portamento das algas, usando diferentes parametros
de movimento do flagelado unicelular fotossintetizante.

O instrumento consiste de um equipamento
em cuja face frontal existe conexdes para quatro
tubos de silicone com a outra extremidade oriunda
de reservatoérios. Cada frasco contém células em sus-
pensao, fluido de limpeza, amostra da solugao-teste
(insulinas ou analogos) e residuos descartaveis. Trés
bombas acionadas por motores de passo peristaltico
transportam as células, o fluido e a amostra, até uma
cubeta de vidro de 22 mm de didmetro interno e 0,2
mm de espessura. (FIGURA01). Os organismos-teste,
em contato com um fluido, sdo homogeneizados e
enviados para uma cubeta de observagao, conectada
a um microscopio, que captura as imagens das células
em movimento. As imagens sdo gravadas por uma
camara CCD (chargedcoupleddevice) e digitalizadas
por uma placa conectada a um microcomputador, onde
sao apresentadas em um monitor. A partir de um unico
vetor de movimento medido, calcula-se uma variedade
de parametros de movimento, como a quantidade e
o comportamento gravitacional das células, efeitos
de inibicdo, mobilidade, precisdo da orientagao, ali-
nhamento, angulo da distribuigao principal, area, fator
de forma, velocidade, velocidade maxima de subida,
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FIGURA 01 - Esquema de funcionamento e composigéo da ferra-
menta New Generation Ecotox (NG TOX) (1-lampada LED, 2-cubeta,
3-microscoépio, 4-camera CCD, 5-agua destilada, 6-solugédo conten-
do os horménios, 7-suspenséo de E. gracilis, 8-10-bombas peristalti-
cas, 11-camera de mistura, 12-placa eletronica e 13-computador).
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velocidade maxima de descida e fototaxia (Tahed| &
Héader, 2001).

Analise da alteracao na atividade fotossintética

A fotossintese das algas é usada como pa-
rametro ecoldgico nos testes de bioensaio para
monitorar qualidade da agua, uma vez que responde
com sensibilidade as mudancas ambientais, através
de uma variedade de mecanismos que influenciam a
eficiéncia de captagao de luz.

Parametros de fotossintese serdo medidos
através de um fluorimetro de amplitude de pulso modu-
lada - PAM 2000, WALZ, EFFELTRICH, Alemanha. O
principio de medigdo do PAM é baseado em mudangas
no nivel de fluorescéncia da clorofila, apods a aplicagdo
de pulsos de luz saturada. O rendimento de fotossin-
tese bem como de témpera (fotoquimico e nao foto-
quimico) seréo entéo calculados. As culturas testadas
foram adaptadas no escuro por 1 hora, sendo que em
seguida foram retirados cerca de 5ml e transferidos
para cubeta do equipamento PAM. Foi submetida a
emissao de 10 pulsos de luz saturante para avaliagéo
da atividade fotossintética.

Em seguida, os dados foram plotados contra o
PAR incidente (radiacéo fotossinteticamente ativa em
mol m-2/s). Desta forma, foi analisada a interferéncia
que as insulinas e analégos promoverdo na extingao
nado fotoquimica (QN), e extingao ndo fotoquimica
da fluorescéncia sem necessidade de fluorescéncia
minima (NPQ).

Todos os testes foram realizados sempre no
mesmo horario, respeitando-se o tempo de exposi¢ao
a luz das algas na incubadora, onde se encontravam
armazenadas.

Etapa dos testes agudos a serem realizados

Os testes agudos foram realizados segundo
cronograma proposto por Pinto (2012), no qual se
tem uma avaliacdo imediata dos resultados, a fim
de se verificar alguma reagéo imediata, 1 hora apos;
com intuito de verificar uma reacao inicial mais tardia;
24 horas, para verificar alteracdo apés um ciclo de
fotoperiodo, e apds e 7 dias, para verificar possiveis
efeitos persistentes e adaptagdes frente a presenca
de contaminantes.

Analises estatisticas

Os dados serao avaliados através de ANOVA,
técnica univariada que trata dados quantitativos em
relacdo a uma variavel independente categdrica de
trés niveis. Para a analise entre os grupos (testes
e controle), comparando todos os efeitos, a técnica
utilizada sera uma extensao da ANOVA, denominada
ANOVA para medidas repetidas, que consiste em uma
abordagem bem mais elaborada para dados parea-
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dos. Esta parte consta, portanto, das comparagdes de
resultados e médias com base nos itens quantitativos
de sua amostragem.

RESULTADOS

Dentre todos os parametros avaliados, o que
apresentou maior inibigao significativa foi o sentido de
orientagao r-value. Quando se analisa este parametro
em funcao das concentragdes testadas, os resultados
apontam que tal efeito é dependente da quantidade de
insulina ou analogo presente, sendo que nas concen-
tragbes inferiores a 1 Ul/ml (Graficos 1 e 2), a alteragéo
nao é persistente apés um ciclo de fotoperiodo (24
horas), demonstrando adaptagéo ou redugéo do efeito
devido ao consumo dos contaminantes como fonte de
carbono no sétimo dia.

INFLUENCIA r-VALUE EM 0,5 Ul/ml
12
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——NPH

‘GLARGINA

Percentual de Inbigao
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Grafico 1 - INFLUENCIA COMPARATIVANA CONCENTRAGCAO 0,5
Ul/ml: A glargina apresentou maior influéncia nesta concentragéo,
levando a uma adaptacao ao longo do periodo de estudo. A lispro
apresentou um perfil semelhante, porém com menor influéncia. A
NPA se manteve estavel, sugerindo uma adaptagéo ao longo do
tempo.

1HORA 24 HORAS 7DIAS
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Grafico 2 - INFLUENCIA COMPARATIVA NA CONCENTRACAO
0,75 Ul/ml: Nestas concentragcdes observa-se uma agdo mais
intensa da Lispro, seguida pela glargina. Adaptagdo nas duas
condigdes ocorreu no sétimo dia. A NPH praticamente néo alterou
o sentido de orientagédo durante o periodo de estudo.

[¢]

1HORA 24 HORAS 7 DIAS

Na concentracao de 1 Ul/ml, a inibicdo é per-
sistente por uma semana, tanto em lispro quanto em
glargina, com uma possivel adaptagéo das algas aos
efeitos da lispro, visto que seu efeito foi maior no
periodo de 24 horas e decaiu uma semana depois.
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Ja na presenca de glargina, a alteragdo se manteve
persistente com pequeno aumento no sétimo dia.
(Grafico 3).

INFLUENCIA r-VALUE EM 1 Ul/ml
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Grafico 3 - INFLUENCIA COMPARATIVA NA CONCENTRACAO 1
Ul/ml: Nota-se que a NPH apresentou uma adaptagéo ao longo do
periodo de testes. A Lispro apontou para um inicio sem influéncia,
mas com aumento significativo na inibicdo da orientacéo a partir
de 24 horas, com decréscimo no sétimo dia. A glargina por sua vez
manteve seu potencial de inibicdo, com leve aumento no sétimo dia.

O zinco presente nas formulagdes mostrou ndo
exercer influéncia sobre as algas, pois a tendéncia de
liberacdo mais rapida deste metal pelo analogo lispro
implicaria em uma alteragao imediata mais incisiva que
tenderia a diminuir com o tempo, fenbmeno este nao
observado principalmente no Grafico 3. Resultados
similares entre analogos de acéo ultra rapida e prolon-
gada, aliada a n&o alteragdes de padroes fisiologicos
das algas, bem como a auséncia de fendmenos ja
descritos na literatura a respeito de contaminagoes
com o zinco — como a morte das algas (Hoda, 2009),
descartam a hipotese do zinco presente no meio em
provocar alteracbes nas algas.

As alteracdes significativas no sentido de ori-
entacao r-value, podem ter origem em modificagdes
no processo de coordenagdo do movimento flagelar
algas Euglenas gracilis.

A atividade fotossintética no periodo e na con-
centragdo em que se teve a alteragao do sentido de

COMPARAGAD DA EFICIENCIA FOTOSSINTETICA
1Ul/ml - 7 DIAS DE EXPOSICAO
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Grafico 4 - Comparagao da Eficiéncia fotossintética apds emissao de pulsos saturantes. Observa-se um a eficiéncia inicial menor tanto
em lispro quanto em glargina, sendo a eficiéncia global menor em glargina quando comparada com os demais analogos e com a NPH.

orientagdo r-value persistentes (1Ul/ml, 7 dias) foi
avaliada via PAM (Grafico 4):

Nos testes realizados, observou-se que apenas
a NPH e o controle tiveram o comportamento esperado
de decréscimo na atividade frente a luz saturante.
Nos casos dos analogos, tal comprometimento da
eficiéncia ficou nitido logo no primeiro pulso, indicando
comprometimento da atividade frente a exposi¢éo a
luz. Por serem analogos de perfil diferente de des-
prendimento do zinco, refor¢a-se a ideia de que as
alteracdes nada tém a ver com o perfil a liberagao
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deste metal, mas sim na atividade que o analogo
ou seu residuo exerce sobre a fisiologia da alga que
impacta na atividade fotossintética.

DISCUSSAO

O sentido de orientagao r-value tem importancia
do ponto de vista ambiental, pois indica que a fotos-
sintese de um conjunto de algas pode estar sendo
comprometida pela dificuldade de chegar a superficie
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para obtencao de luz (Hader & Lebert, 1985 ).

Estes resultados que apontam para o fato de
as insulinas e seus analogos serem possivelmente
considerados como “poluentes emergentes”, uma
vez que nao sao indcuos e se enquandrando assim
na “poluente emergente (Valcarcel et al., 2011) e com
possibilidade de gerar danos maiores em exposi¢ao
em longo prazo (Silva, 2011).

As alteragcdes encontradas no comportamento
das algas podem estar relacionadas ao movimento
flagelar afetado de alguma maneira por um influxo de
calcio celular alterado, que o mantem fora dos padrdes
fisioldgicos adequados, levando a dificuldade destes
microorganismo de alcangare a superficie para realizar
fotossintese, com ja descrito por Hader et al. (2009).

As insulinas e analogos alteram a captacéo de
calcio e induzem a despolarizagao da membrana celu-
lar (Paes, 2010). O efeito despolarizante é provocado
por um mecanismo dependente de calcio mediado por
PI3K, descrito por Jacobus et al. (2010) e pode ser
entéo o fator desencadeante do fenomeno observado
relativo a alteracdo fotossintética. Em termos gerais,
a acao despolarizante é um fator que altera o padrao
de resposta dessas células, e assim reflete no senso
de direcdo das algas. Esta inibigdo no movimento para
a superficie tem relevancia para organismos fotos-
sintéticos aquaticos, pois compromete o desempenho
fotossintético em fungéo da dificuldade de se chegar
mais proximo da superficie e do contato com a luz
(Hader et al., 2009).

As mudangas comportamentais ndo implicam
toxicidade em si, pois mesmo sendo comportamentos
importantes para a alga, como a subida a superficie,
nao se pode concluir que sera toxico ao longo do
tempo, pois 0 organismo da alga pode se adaptar as
condigdes e ter um comportamento adequado nova-
mente. Os dados encontrados sao importantes para
o biomonitoramento, indicando algum risco, que pode
vir a ocorrer devido ao comprometimento da atividade
fotossintética (Arias, 2007).

Como ja exposto, a crescente incidéncia de
diabetes no mundo, e o consequente aumento no
consumo de insulinas e analogos podem levar ao risco
de contaminacdo emergente destes produtos, que
vao além dos dispositivos utilizados, mas associado
a atividade bioldgica que os compostos ativos podem
exercer no meio ambiente, principalmente os advindos
de efluentes industriais. Alteragdes fisiologicas, como
as encontradas neste estudo referentes a alteracao
de sentido de orientagdo e redagao da atividade
fotossintética, evidenciam que houveram mudancgas
no estado fisiolégico normal, frente a presenga das
insulinas e analogos, sem o carater deletério comum
na intoxicagao, mas de alerta para riscos a longo prazo
(Costa et al., 2008)
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CONCLUSAO

Com os resultados encontrado neste trabalho,
constata-se que tanto as insulinas quanto seus
analogos ndo sao inertes no que se refere a atividade
fisiolégica das algas, exercendo sim influéncia sobre a
capacidade destas de realizar atividade fotossintética.

Entretanto, testes com um tempo maior de ex-
posicédo se faz necessario para verfificar se se trata
de uma condigao que pode evoluir para um real risco
de toxicidade ambiental, ou se as algas podem de
alguma forma gerar um mecanismo que se adapte a
tal condicéo.

Estudos em outros niveis tréfico — como com
micro crustaceos Daphnia magna - também se fazem
necessarios para dar uma dimensao maior desse po-
tencial risco aqui identificad neste trabalho com algas.
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