UNIVERSIDADE PAULISTA

CAMILA LONGHI MACARRAO

EFEITOS DA AGUA DO MAR DESSALINIZADA, PURIFICADA E POTAVEL EM
SISTEMAS BIOLOGICOS

SAO PAULO
2015



CAMILA LONGHI MACARRAO

EFEITOS DA AGUA DO MAR DESSALINIZADA, PURIFICADA E POTAVEL EM
SISTEMAS BIOLOGICOS

Dissertacao para obtengao do titulo de mestre
em Patologia Ambiental e Experimental

apresentado a Universidade Paulista — UNIP

Orientador: Prof. Dr. Mario Mariano

Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Lucia Jamli Abel

SAO PAULO
2015



Macarrao, Camila Longhi.
Efeitos da 4gua do mar dessalinizada, purificada e potavel em
sistemas biolégicos / Camila Longhi Macarréo. - 2015.
46 1. .

Dissertacao de Mestrado Apresentada ao Programa de Pés-
Graduagdo em Patologia Ambiental e Experimental da Universidade
Paulista, Sdo Paulo, 2015.

Area de Concentracéo: Patologia Ambiental e Experimental.

Orientador: Prof. Dr. Mario Mariano.

Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Lucia Jamli Abel.




CAMILA LONGHI MACARRAO

EFEITOS DA AGUA DO MAR DESSALINIZADA, PURIFICADA E POTAVEL EM
SISTEMAS BIOLOGICOS

Dissertacao para obtengao do titulo de mestre
em Patologia Ambiental e Experimental

apresentado a Universidade Paulista — UNIP

Aprovado em:

BANCA EXAMINADORA

.
Prof. Dr. Mario Mariano
Universidade Paulista - UNIP
[
Prof.2 Dr.2 Leoni Villano Bonamin
Universidade Paulista - UNIP
/]

Prof.2 Dr.2 Lucia Jamli Abel
Universidade Paulista - UNIP



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais, que me apoiaram e acreditaram em mim.
Ao meu noivo, que me auxiliou em todos os momentos.
E, especialmente, ao meu Nonno, pois sem ele n&o teria a oportunidade de

participar de um trabalho tdo importante.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus todas as oportunidades de crescimento fisico,
mental e espiritual.

Agradego aos meus pais € a0 meu noivo que sempre estiveram ao meu lado durante
toda a jornada.

Agradeco a Prof.2 Dr.2 Lucia Jamli Abel a orientagdo e conducéo do trabalho em
todas as etapas, sua orientacao foi valiosa para que este trabalho fosse realizado.
Agradeco a Prof.2 Dr.2 Leoni Bonamin a colaboracdo e as anadlises histolégicas
realizadas para este trabalho.

Agradeco a Prof.2 Dr.2 Melissa Rodrigues de Lara a colaboragdo e participacéao

neste projeto.



RESUMO

Dados da ONU, de 2014, preveem que em 2025 mais de metade da populagao
mundial ndo tera acesso a agua potavel. De toda a agua disponivel na Terra, 97,2%
€ concentrada nos oceanos e apenas 0,02% esta disponivel em rios e lagos, sob a
forma de agua doce para consumo. Hoje, é possivel coletar a agua do mar e torna-la
potavel, por meio de tecnologia ja disponivel em varios paises do Oriente Médio e
Norte da Africa, onde a agua doce de rios, lagos e reservatorios € escassa. O
processo de dessalinizacdo da agua nao é usado em larga escala no Brasil, dados
0s enormes recursos hidricos do pais. Comparativamente, as aguas minerais
oferecem, em média, cerca de 12 minerais, enquanto a agua dessalinizada e
nanofiltrada do mar, tema deste estudo, oferece 63 minerais, que sdo importantes
para a funcéo celular adequada. Baseado nessa evidéncia, este projeto resulta da
investigacdo dos possiveis efeitos da agua do mar para as células e funcoes
celulares e a saude, em geral, utilizando modelos experimentais in vitro.

Palavras-chave: Agua do mar. Nanotecnologia. Viabilidade celular. Toxicidade
aguda.



ABSTRACT

2014 ONU data reveal that by 2025 over half of world population will not have access
to clean water. Of all the water available on earth 97.2% is concentrated in the
oceans and only 0.02% is available from rivers and lakes in the form of fresh water
for consumption. Today it is possible to remove the sea water and make it drinkable
and this technology already occurs in several countries in the Middle East and North
Africa where freshwater rivers, lakes and reservoirs is scarce. The process of water
desalination is not done on a large scale in Brazil, given the vast water resources of
the country. Mineral waters, mostly offer on average, about 12 minerals, while the
desalinated and nanofiltraded water from sea that will be used in this study offers 63
minerals, important for proper cell function. Thus, this design results in the
investigation of the possible effects of the sea water to cells and cellular functions
and overall health using experimental models in vitro.

Keywords: Seawater. Nanotechnology. Cell survival. Acute toxicity.
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Introducao

A busca por alternativas para a obtencdo de agua potavel estd se tornando
cada vez mais frequente na época atual. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), em 2025, metade da populacdo mundial estara vivendo em areas com
escassez de agua, elemento essencial para a saude humana, a homeostase celular
e a vida, em geral (POPKIN et al., 2011; The National Academies Press, 2005).
Como principal constituinte do nosso corpo, a agua compreende 75% do peso
corporal em criancas e 55% nos idosos. Sem agua, um ser humano pode sobreviver
apenas por um dia, em média (POPKIN et al., 2011; JEQUIER et al., 2010). A
ingestao adequada (Al ) de agua para homens e mulheres jovens (idades entre 19 e
30 anos) é de 3,7 L e 2,7 L por dia, respectivamente (The National Academies
Press, 2005). A &agua é um componente multifuncional do corpo humano,
responsavel por agir como um transportador de nutrientes, lubrificante e
amortecedor, solvente, reagente e produto de reacbes, atuando também na
regulacao térmica (JEQUIER et al., 2010).

Diariamente, na dieta convencional, podemos ndao consumir a quantidade
necessaria de todos os minerais, oligoelementos que sao importantes para o bom
funcionamento do organismo, no balango mineral e homeostase celular. Dado que
estas substancias ndo podem ser produzidas pelo préprio corpo, ha dependéncia
direta da dieta. A ingestdo inadequada desses micronutrientes pode,
potencialmente, levar a estados de deficiéncia nutricional e diversas manifestacdes
patoldgicas conhecidas, derivadas dessas deficiéncias (VELASQUEZ-MELENDEZ et
al., 1997).

A agua do mar profunda detém uma imensa quantidade de minerais
essenciais para a saude, que podem agir em muitos processos do organismo.
Sugere-se, inclusive, que a agua do mar contém a fonte primordial de componentes
quimicos que contribuiram para a criacdo da vida (SOYOUNG et al., 2013). Além
dos principais minerais, mais de 70 oligoelementos existentes na agua do oceano ja
foram documentados (HOU et al., 2013). Alguns investigadores do Japao e da
Europa revelaram os beneficios e as propriedades terapéuticas da agua do mar
dessalinizada no tratamento de varias doengas, como cancer disseminado (KIM et
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al., 2013), eczema (HATAGUCHI et al., 2005), rinite alérgica (KIMATA et al., 2001),
hipertensao arterial (SHEU et al., 2013), diabetes (HA et al., 2013), aterosclerose
(MIYAMURA et al.,, 2013), recuperacao da osteoporose (LIU et al.,, 2013), entre
outras. Na Colébmbia, a agua do mar é utilizada como suplemento alimentar desde
2001 (SOLER et al., 2006)

A descoberta mais surpreendente refere-se ao fato de a agua do mar conter
todos os tipos de minerais e elementos essenciais para a vida celular, comparavel
ao plasma sanguineo na proporcdo de sais, contendo ainda microrganismos ligados
organicamente e componentes prebiéticos que aumentam a sua biodisponibilidade
para o transporte intestinal (BERNARDO et al., 2003).

A combinacdo criativa de velhas e novas tecnologias pode melhorar a
qualidade e a abundancia de agua potavel no mundo, de acordo com um artigo
publicado pela revista cientifica britdnica Nature (PORTER et al., 2009).
Pesquisadores das principais universidades americanas avaliaram &reas
relativamente novas da ciéncia, como a nanofiltragem e a osmose reversa, por sua
capacidade de eliminar o risco de doencas transmissiveis pela agua e, assim, tornar
o mar um grande reservatério de agua para o consumo humano.

Hoje, é possivel remover o sal da agua do mar e torna-la potavel, processo ja
existe em muitos paises onde a agua doce de rios e lagos é escassa. A
dessalinizacdo ndo é uma ideia nova, sendo utilizada em muitas regioes,
especialmente no Oriente Médio. A Arabia Saudita, por exemplo, sozinha, responde
por cerca de um décimo da dessalinizacao global, enquanto Israel usa a tecnologia
de dessalinizacao para atender cerca de um quarto das suas necessidades de agua
doméstica (SOUZA, 2006). Entre as técnicas de dessalinizacdo, a mais bem-
sucedida é chamada de osmose reversa, que separa o liquido por alta presséo
através de uma membrana semipermeavel, que retém os sais e permite a passagem
da agua (SOUZA, 2006; RILEYET al., 2011).

O processo de dessalinizacdo da agua nao é feito em grande escala no
Brasil, dados aos enormes recursos hidricos do pais. No entanto, em algumas
cidades do nordeste, mais de 1.500 comunidades dependem deste processo para
obter agua potavel no semiarido (SOUZA, 2006). O abastecimento de Fernando de

Noronha também sé é possivel com o uso de purificadores de agua do mar.
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A agua do mar profunda é definida como a agua do mar colhida a uma
profundidade de mais de 200 metros. Essa agua é rica em minerais como calcio
(Ca), magnésio (Mg), potassio (K), soédio (Na) e zinco (FU et al., 2012; HWANG et
al., 2009; KIM et al., 2013; LI et al., 2014; MIYAMURA et al., 2013). Tem sido
amplamente utilizada nos campos de aquacultura, agricultura, processamento de
alimentos e cosméticos (KIM et al., 2013). Mais recentemente, a comunidade
cientifica comecou a estabelecer os beneficios a saude relacionados a agua do mar
profunda, no entanto, esses estudos ainda séo preliminares e aplicacdes desse tipo
de 4gua em campos médicos exigem mais evidéncias cientificas de suas atividades
biolégicas (HATAGUCHI et al., 2005).

Assim, este projeto resulta na investigacdo dos efeitos da agua do mar
dessalinizada, purificada e potavel, verificando se ha ou nao alteragées celulares por
diferentes mecanismos e acao no metabolismo e funcdo de células in vitro e se

existe algum tipo de toxicidade aguda em camundongos.
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Materiais e métodos

1. Agua do mar dessalinizada potavel

A 4gua utilizada foi a 63 Mineral Water® colhida em alto-mar, 30 metros
adentro da costa e a 30 metros de profundidade, filtrada e purificada pelo processo
de osmose reversa modificada, que, segundo o fabricante, mantém 63 minerais, que
sdo selecionados durante o processo. Todo sal e impurezas foram retirados da
agua, permanecendo apenas 0Ss minerais e nutrientes naturais, sem nenhuma

substancia acrescentada em qualquer das etapas de producéo.
1.1 Analise da agua do mar potavel dessalinizada

e pH-73

e Dureza total (mg CaCO83/l) — 5,27 £ 0,00

e Matéria organica (mg O2/1) — 0,00 + 0,00

¢ Nitrogénio amoniacal — Negativo

e Solidos totais (g/100 g) — 0,65 * 3,46

¢ Nitrato expresso em nitrito (mg/L) MAA — <5
e Nitrito (mg/L) MAA - 0,00 * 0,00

e Coliformes totais (em 100 mL) — Ausente

e Escherichia coli (em 100 mL) — Ausente

e Contagem total de aerébicos meséfilos (UFC/mL)* — 2,3 x 103
2. Analise in vitro

Verificamos os efeitos da dgua do mar dessalinizada sobre uma cultura de
células de fibroblasto da linhagem NIH-3T3 através de andlise microscépica. Células
de fibroblasto foram cultivadas de duas formas, ambas em meio de cultura RPMI
contendo 10% SFB (soro fetal bovino), um meio com agua convencional, o outro
com agua do mar dessalinizada. A viabilidade celular foi analisada com o corante

azul de tripan, através de exame microscopico das células.
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A proliferacao celular foi avaliada pelo método de MTT 3-(4,5 dimetilazol-2yl-
2-5-difenil bromo tetrazolato 2H). A partir do resultado da resposta proliferativa na
presenca de agua do mar dessalinizada, foi também avaliada a capacidade de
proliferacdo com a linhagem melanoma murino B16, em comparacao com a linha de
fibroblastos NIH-3T3 normais cultivados na presenca de meio RPMI 10% SFB.

Devido a presenca de minerais e nutrientes na dgua do mar dessalinizada, foi
investigada sua acao nas células do sistema imunitario através da expressao de
CD4 e MHC de classe Il em linhagens de células T humanas. O efeito da agua na
incidéncia de apoptose foi analisada por citometria de fluxo bidimensional (FACS)
utilizando marcagéo da anexina V e PI, de acordo com as instru¢gdes do fabricante.

Células THP-1 foram cultivadas em meio RPMI.

3. Analise in vivo

3.1 Toxicidade aguda por doses repetidas

Foram utilizados 36 camundongos Balb-c com 60 dias, divididos em dois
grupos: grupo controle: n = 18 animais que receberam agua mineral Arrowhead e
grupo experimental: n = 18 animais que receberam agua do mar dessalinizada, os
quais foram alojados em gaiolas de polipropileno de 32 X 32 X 16 cm, forradas com
maravalha. As caixas foram mantidas em unidades isoladas com aeracéo, exaustao,
temperatura de 20 + 2 °C controlada por sistema de ar condicionado. A 4gua e a
racdo serdo fornecidas ad libitum aos animais durante todo procedimento
experimental.

A avaliacdo de toxicidade aguda por doses repetidas foi realizada de acordo
com o protocolo descrito em WHO, 1992, com adaptacdes. Os 18 animais do grupo
experimental receberam agua do mar dessalinizada, e os 18 animais do grupo
controle receberam &agua mineral controle (Arrowhead) por via oral através de
canulas de aco inoxidavel (gavagem) em um volume de 0,5 mL em 8 doses com
intervalo de 1 hora entre as doses. Ap6s a administracdo, os animais foram
observados por 24 horas e avaliados quanto ao peso, consumo de ragao e agua,
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alteracao da locomocao, insuficiéncia respiratéria e cardiaca, piloerecéo, sialorreia,
alteragéo do SNC, convulsées, tremor, diarreia, letargia e coma.

Para a coleta de sangue, os animais permaneceram em jejum de ragao por 4
horas, o sangue foi coletado em tubos especiais por puncao cardiaca ventricular
para andlise hematolégica (contagem de hemacias, hemoglobina, hematdcrito,
contagem de plaquetas, indices hematimétricos, contagem total de leucdcitos,
contagem diferencial de leucécitos — neutrofilos, eosindfilos, mondcitos, baséfilos e
andlise bioquimica (dosagem de AST, ALT, ureia, creatinina, glicose), havendo

também coleta de érgaos (rim, figado e pulméao) para andlise histopatoldgica.

4. Avaliacao da toxicidade crénica com uso prolongado

Foram utilizados 60 ratos Wistar, divididos em trés fases: 20 animais para
avaliacido do desmame até a idade jovem, 20 animais avaliados desde o desmame
até a idade adulta e 20 animais acompanhados desde o desmame até a idade senil.
Em todas as fases, os animais foram divididos em dois grupos: 10 animais para o
grupo controle, recebendo agua Mogiana ad libitum, e 10 animais do grupo
experimental, recebendo agua do mar dessalinizada ad libitum.

Os animais foram avaliados diariamente no periodo quanto ao peso, ao
consumo de ragdo e agua, as fezes, aos sinais de toxicidade (alteracdo da
locomocéo, insuficiéncia respiratéria e cardiaca, piloerecao, sialorreia, alteracdo do
tbnus muscular, hipnose, convulsées, hiperexcitabilidade do sistema nervoso central,

contorcoes abdominais, tremores, diarreia, letargia e coma) e ocorréncia de morte.

5. Analise estatistica

Os dados foram avaliados por analise de variancia para medidas repetidas
(ANOVA RM) e software GraphPadPrism, versao 4.00, para Windows. As diferengas
serdo consideradas significativas se p <0,05.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Paulista-UNIP.
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Resultados

1. Analise in vitro

Na andlise de viabilidade das células, estas foram avaliadas em
monocamada, obtida em trés dias de cultura na presenca de agua. Ambas as
células exibiram 100% de viabilidade. As células, quando cultivadas com meio de
cultura RPMI acrescido de 25% SFB e com agua do mar dessalinizada, tiveram
viabilidade diminuida, aumentando proporcionalmente com a adicao de soro fetal ao
meio, sendo (C) 25% SFB, (D) 50% SFB e (E) 75% SFB. Nas células cultivadas na
presenca da agua sem meio de cultura e soro fetal, a viabilidade diminuiu
consideravelmente, pois necessitam do soro € do meio de cultura para sobreviver
(Gréfico 1).

1001 T

751

50

viable cells (%)

254

Grafico 1 — Viabilidade (%) de células de fibroblasto 3T3 através do corante azul de tripan. Células
de fibroblasto 3T3 cultivadas na presenga de meio RPMI 10% SFB preparado com &gua convencional
(A); células de fibroblasto 3T3 na presenca de meio preparado com agua do mar dessalinizada (B);
com a adi¢cdo da agua do mar dessalinizada com 25% FCS (C); com a adicdo da agua do mar
dessalinizada com 50% SFB (D); com a adi¢cdo da dgua do mar dessalinizada com 75% SFB; (E) com
a adicao da 4gua do mar dessalinizada sem soro (F).

O-

Na analise quantitativa, podemos observar que as células, na presenca da
agua do mar dessalinizada, apresentaram viabilidade e proliferaram com indices
semelhantes ao controle (meio RMPI 10% SFB) A, B. Quando as células sao
cultivadas sem soro fetal bovino e meio de cultura somente na presenca da agua,
observamos uma diminuig¢&o significativa da viabilidade e proliferacdo celular (C). Na
presenca de meio de cultura, a viabilidade e a proliferagdo aumentam
proporcionalmente com adicdo de SFB na presenca da agua do mar dessalinizada
(Gréfico 2).



20

=
*
Agus
A Cezzalinzads
1.29 B 10%5FB
Meio sgua Mzio 3gus
1.0 Convencionsl  deczslinizads
- 10%SFB 10% SFB E
g 087 T Agua
o D Dessalinzada
'E'.a: 0.6 _ {zem SFE)
=] [ Agua Convenc.
g 0.44 10PLEFE T
Agus CONYENT,  epem
0.24 [zem SFB)
0.0+ f 1
*p<=0,005

Grafico 2 — Viabilidade celular pelo método MTT. Células de fibroblasto 3T3 cultivadas na presenca
de meio RPMI preparado com agua convencional 10% (A); na presen¢a de RPMI preparado com
agua do mar dessalinizada 10% SFB (B); na presenca da agua convencional sem soro (C); na
presenca da agua convencional com 10% SFB (D); na presenga da agua do mar dessalinizada sem
soro (E); na presenca da agua do mar dessalinizada 10% SFB.

Dada a capacidade de aumento da resposta proliferativa celular na presenca
da agua dessalinizada, optamos por realizar os testes de proliferacdo com a
linhagem de melanoma murino (B16). Como podemos observar, o aumento da
capacidade proliferativa foi significativamente maior na presenca da linhagem de
fibroblasto normal 3T3, quando comparado a linhagem B16 (melanoma). Na

presenga da agua convencional, ndo observamos diferencga (Grafico 3).

Proliferagao celular com células B16 e 3T3

3T3 +
0.75-
E 0.50-
a B16 3T3
0 o0.25- I
0.00- ——
conv 10% SFB B16 con 10%'SFB aT3 O.P.10% SFB B16 O.P 10% SFB 3T2
~ p<0,05

Grafico 3 — Proliferacdo celular pelo método MTT de células da linhagem B16 proveniente de
melanoma murino e com a linhagem de fibroblasto normal 3T3-NIH cultivadas na presenca de RPMI

10% SFB.
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Dada a presenca de minerais e nutrientes na agua do mar dessalinizada, nés
investigamos a agdo da agua nas células do sistema imune através da expressao da
molécula do MHC de classe Il e CD4 em linhagens de células T humanas. Como
mostrado na Figura 1, o nivel de expressdao de MHC de classe Il foi maior na
presenca da agua do mar dessalinizada.

Agua convenc. CD4 MHC I Agua convenc. CD4 MHC

-+ - T g X -'_i'lﬂ_..'tﬂ-.

0 OMCH ROM0 €00 EDCCH Y CRCHCH
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B
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3 = :--,.,,. 1 1=y
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Figura 1 — As linhagens de células THP-1 foram incubadas com RPMI 10% SFB na presenca de
agua convencional (A) e na presenga da agua do mar dessalinizada (B). As células foram incubadas com
anticorpos monoclonais anti-CD4 FITC, MHC classe Il PE (BD Biosciences). As células foram
processadas por citometria FACS flow (Becton Dickinson, San Jose, CA) e analisadas com software
(Beckton Dickinson). Linfécitos foram localizados de acordo com o tamanho e nimero (10,00-30,000)
e as células analisadas.

Os efeitos combinados de varios minerais e nutrientes sdo necessarios para o
maximo da performance celular. E conhecido que a apoptose é responsavel pela
delecao seletiva de células durante a embriogénese e para a manutencdo da
homeostasia das populacdes celulares em continua renovacédo. O efeito da agua na
incidéncia de apoptose celular foi analisada por citometria de fluxo bidimensional
(FACS) usando marcacao de anexina V e iodeto de propidio (Pl), de acordo com as
instrugcdes do fabricante. As células THP-1 foram cultivadas em meio RPMI e os
resultados mostraram indices de apoptose maiores na presenca de agua
convencional, quando comparados a agua do mar dessalinizada, como mostra a

Figura 2.
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Figura 2 — Niveis de apoptose de células THP-1 em meio de cultura RPMI com &gua convencional
(A) e agua do mar dessalinizada (B). Apoptose foi analisada por citometria bidimensional utilizando
anexina V e iodeto de propidio (Pl), de acordo com instrugdes do fabricante (Biotest). Os eventos se
acumularam na parte superior e abaixo no quadrante direito simulando células em apoptose.

2. Analise in vivo — toxicidade aguda

Nas analises hematoldgicas, encontramos algumas diferencas interessantes
entre 0s grupos controle e experimental, mas sem diferenca significativa, como

vemos nos Graficos 4 e 5 abaixo:
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Grafico 4 — Comparativo: Leucdcitos agua exp. e cont. teste agudo.
Grafico 5 — Comparativo: Neutréfilos agua exp. e cont. teste agudo.
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Grafico 6 — Comparativo: Linfécitos agua exp. e cont. teste agudo.
Grafico 7 — Comparativo: Mondcitos agua exp. e cont. teste agudo.
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Grafico 8 — Comparativo: Eosindfilos agua exp. e cont. teste agudo.
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Grafico 9 — Comparativo: Hemacias agua exp. e cont. teste agudo.
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Grafico 10 — Comparativo: Ureia agua exp. e cont. teste agudo.
Grafico 11 — Comparativo: Creatinina agua exp. e cont. teste agudo.
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Grafico 12 — Comparativo: ALT agua exp. e cont. teste agudo.
Grafico 13 — Comparativo: AST agua exp. e cont. teste agudo.
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Grafico 14 — Comparativo: Glicose agua exp. e cont. teste agudo.
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Na analise clinica, ndo notificamos qualquer alteragdo digna de nota (NDN)
em sinais clinicos, sem ocorréncia de morte nos animais avaliados em dois grupos.

Na analise histopatologica, ndo observamos alteragdes no figado e pulmao,
tanto no grupo controle, como no experimental (Figura 3).

Figura 3 — Padrdo histoldgico de pulmao e figado, respectivamente, de camundongos do grupo
experimental.

O corte do rim de camundongos Balb-c apresentou histologia preservada,
epitélio tubular integro sem evidéncias de necrose, nem degeneracdo vacuolar.
Houve discreta dilatagdo do espago de Bowman em alguns animais. Adotou-se o
sistema de escores para a analise das alteragdes renais (Figura 4).

Escore 0 Escore 2
Glomérulos
renais
apresentando
moderada
dilatagdo do
espacgo de
Bowman

Escore 1 Escore 3

Glomérulos Tubulos renais

renais apresentando

apresentan- severa dilatagéo
do discreta do espaco de
dilatagao do Bowman
espaco de

Bowman

Figura 4 — Andlise das caracteristicas histolégicas dos rins de camundongos Balb-c, utilizando-se
escores, apoés inducdo de toxicidade aguda por doses repetidas, classificando-se de 0 a 3 o nivel de
alteracao (H.E.10X).
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As alteracdes renais foram analisadas quantitativamente por escores,
empregando-se teste t (programa GraphPadPrism), sendo considerados

significativos valores de p<0,05, conforme o grafico abaixo.
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Grafico 15 — Comparativo: Fungao renal agua exp. e cont. teste agudo.

3. Analise in vivo — toxicidade cronica

A andlise de toxicidade crénica da fase de desmame até a idade jovem

apresentou os resultados expostos a seguir.

3.1 Analise hematolégica
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Grafico 16 — Comparativo: Leucocitos, teste cronico (fase jovem).
Grafico 17 — Comparativo: Hemacias, teste cronico (fase jovem).
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Grafico 18 — Comparativo: Hemograma, teste cronico (fase jovem).
Grafico 19 — Comparativo: Ht, teste cronico (fase jovem).
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Grafico 20 — Comparativo: Plaquetas, teste cronico (fase jovem).
Grafico 21 — Comparativo: Linfdcitos, teste cronico (fase jovem).
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Grafico 22 — Comparativo: Linfdcitos (NK), teste cronico (fase jovem).
Grafico 23 — Comparativo: Neutréfilos, teste crénico (fase jovem).
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Grafico 24 — Comparativo: Monécitos, teste cronico (fase jovem).
Grafico 25 — Comparativo: Eosindfilos, teste cronico (fase jovem).

3.2 Analise bioquimica
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Grafico 26 — Comparativo: ALT, teste cronico (fase jovem).
Grafico 27- Comparativo: AST, teste cronico (fase jovem).
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Grafico 28 — Comparativo: Ureia, teste cronico (fase jovem).
Grafico 29 — Comparativo: Creatinina, teste cronico (fase jovem).
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Grafico 30 — Comparativo: Glicose, teste cronico (fase jovem).

3.3 Analise histoldgica

Na analise histopatolégica do pulmdo, ndo observamos alteracées, nem
presenga de infiltrado inflamatdrio, ndo houve aumento dos espacos alveolares,
verificando-se, ainda, auséncia de fibrose nos animais do grupo controle e

experimental (Figura 5).

Figura 5 — Padrao histolégico de pulmao de ratos Wistar do grupo experimental (H.E.10X).

O corte do rim de ratos Wistar do grupo experimental ndo apresentou
alteracées morfolégicas, nem infiltracdo por células inflamatérias. Nao houve
evidéncias de necrose, nem degeneracdo vacuolar, porém observamos discreta
irregularidade nos tubulos renais. O escore médio para analise histoldégica do rim
para o grupo controle foi 2,5 e para o grupo experimental foi 1,0, porém sem
diferenca estatistica.
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Na analise do figado, observamos discreta degeneragéo vacuolar, porém sem
presenga de infiltrado inflamatério. Na analise da bexiga, ndo observamos alteragdes
significativas.

A B

Figura 6 — Padrao histolégico de figado (A) e bexiga (B) de ratos Wistar do grupo experimental
(H.E.10X).

Na anélise de toxicidade cronica do desmame até a idade adulta, obtivemos

os resultados a seguir.

3.4 Analise hematolégica
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Grafico 31 — Comparativo: Leucocitos, teste cronico (fase adulta).
Grafico 32 — Comparativo: Hemograma, teste crénico (fase adulta).



Hemog lobina
157
10
=
o
5-
0 : .
Controle  Experimental

31

Hematacrito

404

3

Yo

2+

Controle

Experimental

Grafico 33 — Comparativo: Hemoglobina, teste cronico (fase adulta).
Grafico 34 — Comparativo: Hematdcrito, teste cronico (fase adulta).
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Grafico 35 — Comparativo: Plaquetas, teste crénico (fase adulta).
Grafico 36 — Comparativo: Linfdcitos, teste crénico (fase adulta).
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Grafico 37 — Comparativo: Eosindfilos, teste crénico (fase adulta).
Grafico 38 — Comparativo: Neutrofilos, teste cronico (fase adulta).
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Grafico 39 — Comparativo: Mondcitos, teste cronico (fase adulta).

3.5 Analise bioquimica
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Grafico 40 — Comparativo: AST, teste cronico (fase adulta).
Grafico 41 — Comparativo: ALT, teste cronico (fase adulta).
Ureia p=0,0347
il Creatinina
e 0.65-
40+ 0.604
0.55-
0.50-
- - 0.454
;ﬁu s 0.404
E S 0.354
20 £ 0.304
0.25-
10 0.20-
0.15-
i 0.10-
. Controle Expe rimental ggz:
Controle Experimental

Grafico 42 — Comparativo: Ureia, teste cronico (fase adulta).
Grafico 43 — Comparativo: Creatinina, teste cronico (fase adulta).
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Grafico 44 — Comparativo: Glicose, teste cronico (fase adulta).

3.6 Analise histoldgica

O corte do rim de ratos Wistar adultos do grupo experimental apresentou
histologia preservada, epitélio tubular integro sem evidéncias de necrose, nem
degeneracdo vacuolar. O escore para analise histoldégica do rim para o grupo
controle foi 0,5 e para o grupo experimental foi 0 (zero).

Na analise histopatologica, ndo observamos alteragdo do figado, bexiga e

pulm&o tanto nos animais do grupo controle, como no grupo experimental.

Figura 7 — Padrao histolégico de pulmao (A) e rim (B) de ratos Wistar adultos do grupo experimental
(H.E.10X).
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O rim de alguns camundongos adultos do grupo controle apresentou discreta
alteragéao, porém sem evidéncia de necrose, nem degeneracao vacuolar.
A B

Figura 8 — Padrdo histolégico de figado (A) e bexiga (B) de ratos Wistar adultos do grupo
experimental (H.E.10X).

Neste estudo, incluimos a andlise histolégica da bexiga, pois haviamos
observado discretas alteragcées no rim de alguns animais no estudo anterior. Porém,
na nova analise, ndo observamos alteracdes na bexiga nos animais do grupo
controle, nem no grupo experimental.

Na analise de toxicidade crénica da fase de desmame até a idade senil, obtivemos
os resultados a seguir.

3.7 Analise hematologica
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Grafico 45 — Comparativo: Hemograma, teste cronico (fase senil).
Grafico 46 — Comparativo: Hematocrito, teste cronico (fase senil).
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Grafico 47 — Comparativo: Hemoglobina, teste crénico (fase senil).
Grafico 48 — Comparativo: Leucécitos, teste cronico (fase senil).
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Grafico 49 — Comparativo: Neutrdéfilos, teste crénico (fase senil).
Grafico 50 — Comparativo: Eosindfilos, teste cronico (fase senil).
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Grafico 51 — Comparativo: Linfdcitos, teste crénico (fase senil).
Grafico 52 — Comparativo: Mondécitos, teste cronico (fase senil).
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3.8 Analise bioquimica
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Grafico 53 — Comparativo: AST, teste crdnico (fase senil).
Grafico 54 —Comparativo: ALT, teste cronico (fase senil).
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Grafico 55 — Comparativo: Ureia, teste cronico (fase senil).
Grafico 56 — Comparativo: Creatinina, teste cronico (fase senil).
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Grafico 57 — Comparativo: Glicose, teste cronico (fase senil).
Grafico 58 — Comparativo: Insulina, teste cronico (fase senil).
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Grafico 59 — Comparativo: Corticosterona, teste cronico (fase senil).
Grafico 60 — Comparativo: Calcio, teste cronico (fase senil).

Quanto a analise clinica, ndo observamos nenhuma alteragao, no periodo, em
relacdo ao peso, ao consumo de racdo e agua, as fezes, a sinais de toxicidade
(alteracado da locomogéo, insuficiéncia respiratoria e cardiaca, piloerecao, sialorreia,
alteracao do tbnus muscular, hipnose, convulsdes, hiperexcitabilidade do sistema
nervoso central, contorcées abdominais, tremores, diarreia, letargia e coma), nem
ocorréncia de morte em nenhuma das fases estudadas.

Observamos que o consumo de agua pelos animais que receberam a agua do
mar dessalinizada foi maior em relacdo aos animais do grupo controle em todos os

periodos.

Discussao

Este estudo demonstra que a agua do mar dessalinizada nao apresenta
efeitos tdéxicos sobre as células, uma vez que nao demostrou efeitos tdéxicos em
camundongos, mesmo com o teste de toxicidade aguda. De qualquer forma,
precisamos de estudos em seres humanos, a fim de revelar os efeitos da agua
dessalinizada na saude.

De maneira semelhante aos dados deste estudo, no qual ndo encontramos
citotoxicidade na cultura in vitro, dois outros estudos apresentam resultado similares,

um deles é de Hwang et al. (2009). Os autores testaram a citotoxicidade da agua do
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mar em células pré-adipécitas 3T3-L1. As células foram semeadas numa placa de
96 pocos e cultivadas com agua do mar com dureza de diferentes concentragdes,
durante 48 horas. Nao foi encontrada citotoxicidade celular significativa na cultura,
mesmo com a dureza da agua em 1.500. Outro estudo, de Li et al., publicado em
2014, constatou que a utilizacdo de agua do fundo do mar in vitro ndo provocou
citotoxicidade, apesar disso, os autores observaram uma reducao na proliferacao de
células do musculo liso dos vasos sanguineos, diferentemente do resultado obtido
no presente estudo, por esse motivo houve uma redug¢ao na chance de estenose do
vaso, promovendo, assim, um fator de protetor para doencas cardiovasculares.

Autores utilizaram um experimento com células 6sseas (proteoblastos — MC
3T3) para avaliar a viabilidade celular e a proliferacao através do método MTT,
comparando a agua do mar dessalinizada com uma agua controle. Eles puderam
observar um aumento significativo de viabilidade e maior proliferagdo celular na
cultura com agua do mar dessalinizada, quando comparada ao controle (Liu et al.,
2013). Esses dados sao similares aos encontrados neste estudo.

Soyoung et al. (2013) realizaram um estudo de cultura de células de cancer
de mama e verificaram que, na presenca de agua do mar, as células reduziam
dramaticamente seu potencial metastatico. Mesmo sem mecanismo totalmente
elucidado, os autores acreditam que a presenca de minerais na agua do mar, por
mediacao de reagdes bioquimicas, vias de sinalizacdo e migracao celular, poderia
contribuir para a maior sobrevida em pacientes com cancer. Os resultados desses
autores sao semelhantes aos observados, quando comparamos a proliferacao
celular reduzida no teste com o melanoma murino B16, indicando menor proliferacéo
metastatica da agua do mar dessalinizada quando comparada ao crescimento
celular da cultura sadia.

Também discutindo sobre o efeito observado na proliferacdo de células de
melanoma, Stonike Fedorov (2014), em seu artigo de revisdo, mostrou que muitos
metabodlitos secundéarios isolados a partir de organismos marinhos foram
mencionados como agentes  anticancerigenos potenciais. Testes de
quimioprevencgao in vitro e in vivo sugeriram que estes produtos marinhos podem

ser capazes de auxiliar na prevencao e no tratamento de cancer.
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No trabalho de Li et al. (2014), os autores fazem um ensaio Transwell para
determinar o efeito da agua do mar em células do musculo liso dos vasos
sanguineos. Nesse teste, observaram niveis elevados de proliferagdo na presenca
de 15% de SFB, induzindo a migracdo das células avaliadas em comparacéao ao
grupo 0,5% de SFB, ou seja, o efeito de promover a migracdo pode ser
marcadamente atenuado por incubagdo com agua do mar, em um modo dose-
dependente, o que também realizamos em nosso projeto, observando que a
proliferacao celular € dependente da dose de SFB com agua do mar dessalinizada e
convencional em diferentes concentracdes.

No teste de toxicidade aguda in vivo, ndo observamos alteracdes
hematoldgicas (numero de eritrocitos, quantidade de hemoglobina, hematécrito,
plaquetas, hemacias e indices de células da série branca). Na contagem diferencial,
houve um aumento do numero de linfécitos e eosindfilos (p = 0,098 e p = 0,339,
respectivamente) e diminuicdo do numero de neutro6filos e mondcitos (p = 0,452 e p
= 0,383, respectivamente), mas sem diferenga significativa.

Observou-se, neste teste, que os animais que receberam agua do mar
dessalinizada apresentaram niveis mais baixos de ALT (alanina aminotransferase) e
de AST (aspartato aminotransferase) em comparacdo com 0s animais do grupo
controle. Mesmo com a ingestdo de doses elevadas e altas concentracbes de
minerais, a agua dessalinizada nao causou alteracdes significativas nos rins,
mantendo a fung&o renal preservada, com niveis de ureia e de creatinina normais e
significativamente melhores sob o ponto de vista histolégico em comparagdo com o
controle. Nao foram observadas alteragcdes no figado e pulmdes de animais nos
grupos controle e experimental. Corroborando nossos achados, um estudo prévio de
Tsuchiya et al. (2004) testou o uso oral de dgua do mar em camundongos, para
avaliar valores hematolégicos. Como resultado, nenhum animal mostrou sinais de
intoxicacdo, ganho de peso e mudanca de crescimento, quando comparado ao
grupo controle, os autores entao concluiram que a agua do mar tratada pode ser
segura para consumo, o que, juntamente com os resultados obtidos no presente
estudo, sugerem que um trabalho posterior em humanos seria viavel.

Ja nos resultados do teste de toxicidade crénica, observamos que nenhum

dos animais dos grupos experimental e controle apresentou sinais clinicos de
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toxicidade, alteracédo de ganho de peso, de locomocéo, ou alteracdes no SNC, néo
havendo ainda alteragdes histopatoldgicas significantes.

Segundo Mendes et al. (2000) e Medeiros et al. (2006), a eosinofilia
(contagem sérica de eosinofilos totais acima de 350 cel/ mm?3) pode desencadear o
aumento de uma resposta alérgica respiratéria ou cutdnea. Essa elevacdo da
concentracdo de eosinofilos poderia ser responsavel pelo aumento de IgE,
imunoglobulina elevada nas respostas alérgicas, segundo Kimata et al. (2002). A
avaliacao de adultos que sofriam de rinite alérgica, apés o consumo de agua do mar
dessalinizada por trés semanas, apresentou uma reducao dos niveis séricos de IgE,
indicando diminuigcdo do processo alérgico cutaneo e melhora da rinite, quando
comparado ao grupo controle. Corroborando os resultados obtidos no presente
estudo, em todas as fases estudadas, os animais apresentaram niveis de eosinofilos
reduzidos quando comparado ao grupo controle, sugerindo que a agua do mar
dessalinizada poderia reduzir a incidéncia de processos alérgicos de carater cutaneo
ou respiratério nesses animais.

A resposta a patdbgenos como bactérias, virus, fungos e protozoarios depende
da acao do sistema imune inato e adquirido. Os linfocitos fazem parte de ambas as
respostas, diferenciando-se em células Natural Killers, linfécitos T e B
(SLAUENWITE e JOHNSTON, 2015). Encontramos, nos resultados, elevacao de
linfécitos sanguineos, quando comparado ao grupo controle em todas as fases
estudadas, o que poderia sugerir uma resposta imunologica mais eficaz no grupo
experimental. Além disso, o aumento significativo dos linfécitos grande granulares
(células Natural Killers) do grupo experimental comparado ao controle indica a
possivel melhora da resposta imunolégica imediata mediada por esse tipo celular.

Outro tipo celular que desempenha papel importante na resposta imune inata
sao os neutréfilos, que compbéem a familia de granulécitos das células brancas do
sangue e sao componentes cruciais da resposta imune inata, sendo altamente
diferenciados. Atuam na primeira linha de defesa e estdo envolvidos na destruicao
de microrganismos (TAVARES, 2013). Segundo nossos resultados, em todas as
fases de vida estudadas, os neutréfilos apresentaram-se em niveis mais elevados no
grupo experimental em comparagdo ao grupo controle, sugerindo e sustentando

ainda mais a ideia de que os animais tratados com a agua do mar dessalinizada,
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teriam uma melhora na resposta imune inata, quando comparados aos animais que
consumiram agua Mogiana ad libitum.

Segundo Nunes e Moreira (2007), as transaminases sao indicadoras
sensiveis de dano hepatico, particularmente quando se trata de uma lesao aguda.
Incluem a AST e a ALT. A AST existe também em outros tecidos, como coracéo,
musculo esquelético, rins, cérebro, pancreas e, portanto, € muito menos especifica
de lesao hepatica do que a ALT, que existe primariamente no figado. Assim, quando
temos uma lesdo hepética, ha refluxo de ambas as enzimas para o plasma com
elevacao dos seus niveis, verificando-se que a ALT sobe ligeiramente mais do que a
AST, se a lesédo for puramente hepatica. Segundo os resultados encontrados no
presente estudo, em todas as idades, ha reducdo de ALT e AST, porém sem
diferenca significativa. Essa reducdo dos niveis de transaminases sugere que a
agua do mar dessalinizada ndo causa nenhum tipo de toxicidade hepatica; além
disso, por apresentarem valores menores, sugerem que causam menor sobrecarga
a funcao hepatica, em comparacao ao grupo controle.

Ureia e creatinina sérica sao utilizadas como biomarcadores de fungao renal.
Valores alterados desses parametros estao relacionados com algum tipo de lesédo
renal, como a filtracdo glomerular. Porém, em idosos, sdo esperados valores de
creatinina mais elevados quando comparados aos jovens (ABENSUR, 2011). Em
nossos achados, encontramos valores similares de ureia em ambas as fases e
valores reduzidos de creatinina na idade jovem e adulta, sinalizando que, apesar da
elevada quantidade de minerais presentes na agua do mar dessalinizada, ndo ha
evidéncia de efeito tdéxico sobre a funcao renal. Além disso, encontrarmos uma
discreta irregularidade nos tubulos renais dos animais, no entanto, no grupo controle
na idade jovem, foi mais acentuada quando comparada ao grupo experimental.

O horménio corticosterona é produzido pelas glandulas adrenais tanto de
maneira ritmica, como em resposta a um estimulo injuriante, podendo agir sobre o
desenvolvimento, o0 metabolismo e o sistema imune (MORAES, 2010). A reducéao
significativa desse horménio na utilizacdo da agua dessalinizada, a longo prazo,
pode indicar uma acao mais eficaz do sistema imunitario e melhor controle glicémico

de animais do grupo experimental na idade senil.
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O célcio € um elemento fundamental ao organismo, entretanto nao é
produzido endogenamente, sendo adquirido somente através da ingestdo diaria de
alimentos que o contém. A grande maioria da populacdo nao ingere quantidades
adequadas deste elemento. A osteoporose é uma doenca ocasionada pelo
desbalanco da remodelagem 6ssea. O principal tipo de osteoporose ocorre em
mulheres pds-menopausicas, na faixa etaria de 50-70 anos de idade (GRUDTNER,
1997). No artigo de Liu e colaboradores (2013), os autores compararam a
quantidade sérica de calcio de animais com osteoporose induzida e observaram que
trés meses de ingestdo de agua do mar (5,2 mL/dia) indicou um aumento nos niveis
de caélcio sérico, porém sem diferenca significativa, diferente dos resultados
encontrados em nosso estudo. Apesar disso, autores observaram uma melhora
significativa na densidade 6ssea dos animais tratados com a agua do mar
dessalinizada.
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Conclusao

A agua do mar dessalinizada tem, em sua composicdo, minerais que
desempenham um papel importante nas atividades e funcdes celulares, o que é
comprovado por ensaios de proliferacdo e viabilidade celular, quando comparados
aos resultados obtidos na presenca de agua potavel convencional como controle.
Além disso, a 4gua do mar dessalinizada estimula a expressdo de marcadores
imunolégicos, que podem ter implicagcdes importantes nos mecanismos de defesa
contra doengas, € nao exibe toxicidade celular in vitro, conforme os métodos
utilizados neste estudo.

In vivo, observamos que a agua do mar dessalinizada ndo apresenta nenhum
efeito téxico no teste de toxicidade aguda, mesmo a longo prazo. Ademais,
apresentou melhora em varios parametros, como linfécitos, neutroéfilos, eosindfilos,
mondécitos, calcio e corticosterona, no controle de funcdo hepatica com melhores
resultados das transaminases (ALT e AST), na preservagcao da funcao renal e dos
parametros de creatinina e ureia, quando comparados ao grupo controle.

Mais estudos sao necessarios para elucidar os mecanismos de acao e da
importancia da agua do mar dessalinizada em processos biolégicos. Da mesma
forma, mais estudos devem ser realizados para observar os efeitos e beneficios em

seres humanos.
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