Universidade Federal de Ouro Preto %
Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia Ambiental HPCAmD

Mestrado em Engenharia Ambiental

Aplicacdo dos ensaios Salmonella/microssoma e MTT para avaliagdo da
mutagenicidade e citotoxicidade de aguas submetidas a cloracéo e

fotocatalise

Céssia Cabral e Souza

Ouro Preto, MG
2014



Universidade Federal de Ouro Preto """

Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia Ambiental Frao|Aaimn
Mestrado em Engenharia Ambiental

Cassia Cabral e Souza

Aplicacgdo dos ensaios Salmonella/microssoma e MTT para avaliagdo da
mutagenicidade e citotoxicidade de aguas submetidas a cloracéo e

fotocatalise

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em
Engenharia Ambiental, Universidade Federal de Ouro Preto,
como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do titulo

de Mestre em Engenharia Ambiental.

Area de Concentracéo: Tecnologia Ambiental.

Orientadora: Prof®. Dr?. Silvana de Queiroz Silva

Ouro Preto, MG
2014



Souza, Cassia Cabral e
Aplicacio dos ensailos Salmonella'microssoma e MTT para avaliagio da
mutagenicidade e citotoxicidade de aguas submetidas a cloragio e
fotocatalize. [manuscrito] / Cassia Cabral e Souza - 2014,
113f : 1, color; graf; tabs.

Omentadora: Profa. Dra. Silvana de Cueiroz Silva

Diszertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Curo Preto.
Instituto de Ciénecias Exatas e Biologicas. Programa de Pos-Graduacio sm,

Engenhana Ambiental.

Area de concentragio: Tecnologias Ambientais.
1. Farmacos - Teses. 2. Testes de mutagenicidade - Teses. 3. Agua —
Estacbes de tratamento - Teses. 4. Cloragio - Teses. I. Silva, Silvana de

Cneiroz . IT. Universidade Federal de Chro Preto. IT1. Titulo.

CDU: 6281613

Catalogacio: sishin@sisbin ufop_br




MINISTERIO DA EDUCAGAO V’/-\
Universidade Federal de Ouro Preto
ProAmb

uror

Programa de Pés-Graduagao em Engenharia Ambiental - PROAMB

UFOP

Universidada Federal
de Dure Prete

Aplicagdo dos ensaios Salmonella/microssoma e MTT para avalia¢ao da mutagenicidade e

citotoxicidade de dguas submetidas a cloragdo e fotocatalise
Autora: Cassia Cabral e Souza

Dissertagdo defendida e aprovada, em 17 de julho de 2014, pela banca examinadora constituida pelos

professores:

‘ War 1\
Aot
Professora Dr*. Silvana de Queiroz Silva - Orientadora
Universidade Federal de Ouro Preto

o A Ksdwguay v Glivtnos
Professora Dr'. Gisele Aum Rodrigues de Oliveira
Universidade Federal de Goias

Professor Dr. Sérgio Francisco de Aquino
Universidade Federal de Ouro Preto



Dedico este trabalho aos meus pais
Olimpio e Maria do Carmo. Um
minimo de gratiddo ao amor
concedido!



Agradecimentos

Agradeco a Deus pela protecéo, forca e sabedoria.

Aos meus pais Olimpio e Maria do Carmo pelo amor incondicional, pelo apoio infindavel,
pela confianga, pelas oportunidades cedidas e por me ensinarem o valor dos estudos e do trabalho.

As minhas irmés e cunhados, Jania e Rodrigo, Jilia e Sérgio, e Carolina. As nossas amizades,
cumplicidade, pela torcida e 6tima convivéncia.

Aos meus sobrinhos, Eduardo, Pedro, César e Antbnio que mesmo ndo apoiando diretamente
me proporcionaram imensa alegria nos momentos de convivéncia.

Ao meu namorado Natan Barros, pelo grande amor, amizade maior que todas, por me fazer
acreditar na minha capacidade, pelos inimeros incentivos, pelos momentos mais do que agradaveis,
leves e “abrandadores* de qualquer preocupacdo e descontentamento. E ainda, pela paciéncia e
carinho.

A minha orientadora Profa. Silvana de Queiroz Silva pela oportunidade de trabalharmos
juntas, pela paciéncia, compreensdo da minha ansiedade, nervosismo e erros, pelas
orientacdes/ensinamentos essenciais para a concluséo desse trabalho.

Aos amigos do PROAMB: Amanda, Francine, Kelly, Marina e Wellington pelos momentos de
descontragdo com muitos “comes e bebes” e pela amizade.

A Julia Lino pelas amostras geradas, pela parceria e amizade.

A todas as pessoas que passaram pela minha vida profissional e me incentivaram a seguir
meus sonhos e a vida académica, em especial a Profa. Elizete Rizzo e o Prof. Fausto Britto, ambos da
UFMG.

Aos alunos do LBTM pelo companheirismo, amizade, pelos mutires formados para me
ajudar e pelos momentos convividos — Ana Claudia, Ana Luiza, Cyntia, Denise, Erica, Fernanda,
Franciele, Laysa, Leticia, Paola, Rafael e Zé. As professoras do LBTM — Cintia e Célia, e ao
professor Breno pela parceria no projeto e concessao das células.

Aos professores e professoras do PROAMB por me conduzirem a um novo aprendizado. A
secretaria Vania por sempre nos atender com muita educago e prontid&o.

Aos Profs.Sérgio Aquino e Robson Afonso pela parceria e colaboragéo.

A Profa. Gisele Augusto pela ajuda que foi fundamental para o “desenrolar” do ensaio de
mutagenicidade e que gentilmente esteve sempre disposta.

As minhas amigas pelas boas conversas, pela amizade de longa data e pelo companheirismo —
Ana Cecilia, Ana Emilia, Deise, Lucia, Luiza e Renata.

A Capes pela bolsa concedida.

A todos que colaboraram para que este trabalho fosse concluido!



RESUMO

Diversas classes de farmacos tém sido detectadas no ambiente em baixas
concentracdes (ng/L a pg/L), e mais recentemente em amostras de agua tratada. A maioria das
ETAs no Brasil opera com tratamento convencional da dgua sem a implantacdo de etapas
especificas para a remocao de microcontaminantes. Quando farmacos entram em contato com
o cloro, como o hipoclorito de sodio, na desinfeccdo podem ser oxidados e transformados em
subprodutos com estrutura quimica e potencial tdxico algumas vezes desconhecidos. Os
Processos Oxidativos Avancados (POA) como a fotocatalise com TiO,/UV-C tém sido
pesquisados como alternativa a cloracdo para aumentar a eficiéncia de remogdo de tais
compostos. Neste trabalho foi padronizada e implementada a técnica Salmonella/microssoma
(teste de Ames) para avaliacdo da mutagenicidade e aplicado o ensaio colorimétrico do MTT
em células HepG2 para verificar a citotoxicidade dos farmacos captopril (CPT), diclofenaco
(DCF) e sulfametoxazol (SMX) e dos seus possiveis subprodutos formados apos cloracdo e
fotocatalise com TiO,/UV-C. As concentracdes dos farmacos testadas foram 1, 0,75, 0,50,
0,25 e 0,01 mg/L e os tempos de contato de 5 e 30 min para a clora¢do e 120 min para a
fotocatélise. A dose de cloro foi 1mg/L para o DCF e SMX e para o CPT 10 mg/L. A
concentracdo de TiO, foi 120 mg/L. Os resultados do ensaio de mutagenicidade foram
avaliados adotando trés varidveis para interpretagdo dos dados (ANOVA, relacdo dose-
resposta e razdo de mutagenicidade). Com base nestas varidveis, os trés farmacos e suas
amostras cloradas e ap06s fotocatalise ndo induziram mutacGes do tipo deslocamento do
quadro de leitura e substituicdo dos pares de base nas cepas TA98 e TA100 da bactéria S.
typhimurium com (+S9) e sem (-S9) metabolizacdo (mistura S9) nas doses testadas. Estes
resultados estdo de acordo com o0s dos testes de viabilidade celular por MTT em que 0s
tratamentos da dgua com cloro e TiO,/UV-C ndo causaram efeito toxico para os farmacos
CPT e DCF. Apo6s o tratamento da dgua com estes farmacos observou-se um aumento da
viabilidade celular sugerindo que ambos ndo induzem acgdo tdéxica as células nas doses
investigadas (0,8, 20, 40, 60, 80 ng/poco). Os resultados da citotoxicidade do SMX foram
inconclusivos uma vez que apenas a dose intermediéria (40 ng/pogo) mostrou diminuigdo da

viabilidade celular, o que indicaria um possivel efeito toxico apos o tratamento com cloro.

Palavras-chave: Farmacos. Cloracdo. Fotocatalise. Subprodutos. Tratamento da Agua.

Mutagenicidade. Citotoxicidade.



ABSTRACT

Several classes of drugs have been detected in the environment at low concentrations
(ng/L a pg/L), and more recently in samples of treated water. Most Brazilian Water Treatment
Plant (WTP) operates with conventional water treatment without the deployment of specific
steps for removing microcontaminants. When drugs come into contact with chlorine as
sodium hypochlorite for disinfection, they can be oxidized and transformed into products
wich sometimes have unknown structure and toxic potential. The Advanced Oxidative
Processes (AOP) as TiO,/UV-C photocatalysis have been tested by different research groups
to increase the efficiency of removal of such compounds. For this work was standardized and
implemented Salmonella / microsome assay (Ames test) for evaluation of mutagenicity and
applied the MTT colorimetric assay in HepG2 cells to verify the cytotoxicity of drugs
captopril (CPT), diclofenac (DCF) and sulfamethoxazole (SMX) and the possible products
formed after chlorination and photocatalysis with TiO,/UV-C. The concentrations of the
drugs tested were 1, 0,75, 0,50, 0,25 and 0,01 mg/L and contact time 5 and 30 min for
chlorination and 120 min for photocatalysis. The dosage of chlorine was 1mg/L for DCF and
SMX and for CPT was 10 mg/L. The concentration of TiO, was 120 mg/L. The results of the
mutagenicity test were evaluated taking three variables for the interpretation of the data
(ANOVA, dose-response relationship and mutagenicity ratio). Based on this approach, drugs
and their chlorinated samples and after photocatalysis did not induce frameshift and base-pair
substitution mutations in TA98 and TA100 strains of S. typhimurium bacteria with (+S9) and
without (-S9) metabolic activation system (mix S9) at the doses tested. These results are in
agreement with tests of cell viability by MTT in the treatment of water with chlorine and
TiO,/UV-C did not cause toxic effects to the cells for CPT and DCF drugs. After the water
treatment with these drugs it was observed an increase in cell viability suggesting that both
contaminant do not induce toxic effect to the cells at the doses investigated (0,8, 20, 40, 60,
80 ng/well). The results of the cytotoxicity of SMX were not conclusive since only the
intermediate dose (40 ng/well) showed a decreased cell viability, which would indicate a

possible toxic effect after treatment with chlorine.

Key-words: Drugs. Chlorination. Photocatalysis. By-products. Water Treatment.

Mutagenicity. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O aumento da contaminagdo dos corpos d’agua por milhares de compostos quimicos,
sintéticos e naturais, tem se tornado um dos problemas ambientais mais preocupantes da
humanidade. Muitos compostos sdo encontrados em baixas concentracdes, na faixa de ng/L a

Mg/L, sendo, portanto, denominados microcontaminantes.

Dentre estes compostos sdo preocupantes os contaminantes como os farmacos, pelo
potencial de afetarem a salde da populacdo, a biota aquética e 0s US0S a que 0S recursos
hidricos s&o destinados.

Os farmacos apds administrados sdo eliminados juntamente com seus metabdlitos via
urina e fezes atingindo os corpos d’agua pelo langamento de esgoto. Além disso, 0 uso
inapropriado, a disposicdo descontrolada, a auséncia de regulamentagfes e o aumento
excessivo no consumo de produtos farmacéuticos tém contribuido para maior ocorréncia
dessa classe de microcontaminantes no ambiente e 0s riscos a exposicdo. Os impactos dos
farmacos no ambiente aquéatico e os efeitos na saude humana sdo ainda pouco conhecidos
(KUMMERER, 2010).

A presenca de farmacos nas &guas superficiais indica a persisténcia ambiental e
algumas vezes ao lancamento de esgoto in natura. Quando presentes nas aguas submetidas ao
tratamento nas Estacdes de Tratamento de Agua (ETA) os farmacos ndo sdo completamente
removidos (LIMA et al., 2014), podendo alcancar a agua de consumo humano
(STACKELBERG et al., 2004). No entanto, ainda ndo estdo claras as implicacdes associadas
a exposicdo cronica por meio do consumo de agua potavel para farmacos (BENOTTI et al.,
2009) o que aumenta a preocupacao da presenca de tais compostos na agua.

Nos processos convencionais do tratamento de agua, quando em contato com 0s
compostos de cloro, os farmacos e outros microcontaminantes organicos podem ser oxidados
e convertidos em subprodutos. Estudos ja apontaram efeitos, como genotoxicidade e
toxicidade aguda, provenientes da desinfeccdo com cloro de compostos organicos
(RICHARDSON et al.,, 2007), no entanto, estes estudos com farmacos precisam ser
complementados. Os riscos aumentam em paises como o Brasil onde a grande maioria das
ETAs emprega a desinfeccdo com cloro. Os efeitos toxicos e quais 0s subprodutos formados a
partir da cloracdo dos farmacos captopril (CPT), diclofenaco (DCF) e sulfametoxazol (SMX)

estdo sendo investigados e estudos adicionais devem, portanto, ser implementados.



Métodos analiticos, como analises quimicas, podem ser utilizados para avaliar a
presenca de farmacos e seus subprodutos em baixas concentraces e em diversas matrizes
ambientais. No entanto, tais técnicas ndo permitem uma investigacdo completa da ameaca
potencial em relagdo aos riscos que estes microcontaminantes representam. Por isso, ensaios
bioldgicos tém sido mais empregados e estdo sendo considerados instrumentos valiosos para
avaliar os efeitos adversos de microcontaminantes. Estudos de mutagenicidade,
genotoxicidade, toxicidade aguda e citotoxicidade de microcontaminantes como os farmacos
estdo sendo mais usualmente empregados.

Desde o ano de 2006 nossa equipe tem desenvolvido trabalhos que envolvem o
diagnostico da presenca de microcontaminantes organicos em mananciais de abastecimento e
em agua para consumo humano, bem como a avaliacdo de sistemas convencionais e 0
desenvolvimento de tecnologias avancadas de tratamento de agua para a remocao de tais
contaminantes. Dentre os diversos contaminantes organicos estudados, destacam-se as classes
de farmacos e perturbadores endocrinos.

Diante do exposto, 0 objetivo do presente trabalho foi analisar o potencial tdxico dos
farmacos captopril, diclofenaco e sulfametoxazol, e dos possiveis subprodutos formados pela
cloragio e fotocatdlise heterogénea em induzirem mutagenicidade pelo ensaio
Salmonella/microssoma e citotoxicidade pelo ensaio do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil-2H tetrazolato de bromo).



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar o potencial mutagénico e citotoxico de trés farmacos representantes das
classes antibiotico (sulfametoxazol), antihipertensivo (captopril) e antiinflamatério
(diclofenaco) bem como de seus subprodutos em amostras de agua submetidas a dois distintos

processos de tratamento .

2.2 Especificos

. Implementar  ensaios  bioldgicos de mutagenicidade pelo ensaio
Salmonella/microssoma (teste de Ames).

. Avaliar a mutagenicidade dos trés farmacos e dos subprodutos nas amostras de
agua submetidas a cloracdo e TiO,/UV-C pelo teste de Ames utilizando as cepas TA98 e
TA100 da bactéria Salmonella typhimurium, na presenca e auséncia de metabolizacao.

o Avaliar a citotoxicidade dos farmacos e dos subprodutos nas amostras de agua
submetidas a cloracdo e TiO,/UV-C pelo teste do MTT



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Contaminacao dos recursos hidricos por micropoluentes

Os problemas de qualidade da &gua sdo preocupagdes que a humanidade continua
enfrentando no século XXI. Como um dos determinantes da salde humana, os impactos se
dao devido a auséncia de saneamento adequado e, relacionado a isso, a auséncia de seguranca
da é&gua fornecida, o que afeta parte considerdvel da populacdo mundial
(SCHWARZENBACH et al., 2010).

O aumento desordenado dos centros urbanos e a auséncia de investimentos em
infraestrutura, atrelado ao incremento dos processos industriais e da agricultura, tém levado a
contaminacgdo da dgua por meio do despejo de efluentes in natura ou com tratamento ineficaz,
prejudicando a biota aquética, a saude do ser humano e a qualidade ambiental das dguas. N&o
admiravelmente a polui¢do quimica das aguas naturais é uma das principais preocupacdes em
quase todas as partes do mundo. No Brasil, embora a disponibilidade hidrica superficial seja
consideravel, principalmente quando comparada a outros paises, a distribuicdo das aguas é
muito desigual. Além disso, a falta de legislacdo e de monitoramento a compostos especificos
pode comprometer os corpos d’agua brasileiros com a presenga de diversos contaminantes,
levando a um prejuizo da qualidade das aguas no pais.

O avanco tecnolégico no campo da sintese quimica contribuiu para a inser¢cdo no
mercado de milhares de novos compostos para diversos fins, os quais alcangam 0s corpos
d’agua, aumentando a exposi¢do humana a substancias muitas vezes desconhecidas. Sao
especialmente preocupantes substancias conhecidas como contaminantes emergentes que, no
geral, ndo estdo regulamentadas e, portanto, ndo tem os niveis permitidos determinados para
ambientes especificos, estando ausentes ainda nos programas de monitoramento (CABEZA et
al., 2012; DIRTU et al., 2012).

Quando encontradas em baixas concentraces no ambiente (ug/L ou ng/L) séo
também denominadas microcontaminantes, porém muitas vezes o suficiente para causar
efeitos adversos nos organismos expostos (JARDIM et al., 2012; KUMMERER, 2010;
SODRE et al., 2009).

Os contaminantes emergentes constituem uma categoria ampla de produtos quimicos
previamente desconhecidos ou ndo reconhecidos como sendo de grande preocupagdo, mas

que estdo sob crescente estudo cientifico (DIRTU et al., 2012). Como ndo estdo
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regulamentados, os niveis permitidos ndo foram ainda estabelecidos e ndo sdo rotineiramente
monitorados. A Portaria 2914/2011 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011), que dispbe
sobre o controle e vigilancia da qualidade da agua para consumo humano, e a Resolucéo
430/2011 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2011), que estabelece os
padrdes de langamento de efluentes, apesar de apresentarem limites para algumas classes de
substancias quimicas com risco potencial a salde, ndo apresentam limites para todos 0s
contaminantes emergentes. Atualmente a inclusdo de limtes para tais contaminantes encontra-
se em discussao pelo Ministério da Saude. Dentre os aspectos discute-se que limites poderiam
ser estabelecidos desde que estudos acerca da ocorréncia, dindmica destes no ambiente, sua
remoc¢do em sistemas de tratamentos de &gua e, principalmente, estudos sobre a sua toxicidade
fossem realizados (Sérgio F. Aquino, comunicagdo pessoal). Como estes contaminantes sdo
amplamente usados podem contribuir para maior exposicdo humana. Algumas lacunas ainda
estdo presentes com relacdo a alguns destes compostos, como a toxicidade, bioacumulagéo,
exposicdo humana, ocorréncia, mecanismos de transporte e biotransformacdo (DIRTU et al.,
2012).

Alguns exemplos de poluentes emergentes sdo: farmacos (analgésicos,
antiinflamatdrios, drogas psiquiatricas, antilipémicos e antibidticos), produtos de diagnostico
(por exemplo, agentes de contraste de raios-X), esterOides e hormonios, anti-sépticos,
ingredientes de produtos de cuidados pessoais (PCP, por exemplo, agentes de protecdo ao sol
e perfumes), aditivos de gasolina, surfactantes, novos pesticidas, perturbadores enddcrinos e
subprodutos da desinfeccdo da 4gua e do esgoto (CABEZA et al., 2012; FARRE et al., 2008).

Sobre esta classe de compostos antropogénicos é importante o conhecimento sobre a
exposicdo e predicdo dos efeitos, monitoramento nas diversas matrizes ambientais,
investigacdo das fontes de poluicéo, estabelecimento dos limites de exposicdo para a protecdo
do meio ambiente e da saude humana.

A forma como estes contaminantes organicos entram no ambiente depende do padrdo
de uso e modo de aplicacdo, isto €, lancamento dos efluentes doméstico, industrial e da
agricultura, excrecdo (no caso dos farmacos) e derramamento acidental (FARRE et al., 2008).
Microcontaminantes tém sido amplamente encontrados em &guas naturais nos Gltimos 25
anos, tanto em areas industriais quanto em ambientes remotos (SCHWARZENBACH et al.,
2006).

Contaminantes emergentes como farmacos e metabdlitos, produtos de cuidado pessoal

(PCP), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), pesticidas e perturbadores enddcrinos
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(PE), dentre outros tém sido detectados em efluentes, &guas superficiais, agua tratada e
potavel (CABEZA et al., 2012; BENOTTI et al., 2009; KOLPIN et al., 2002; HIRSCH et al.,
1999; TERNES et al., 1999).

A ndo remocédo de muitos destes compostos do esgoto nas Estacdes de Tratamento de
Esgoto (ETEs) faz com que os mesmos sejam langados nos corpos d’adgua. Somado a isso,
muitos deles possuem natureza recalcitrante, persistindo ao longo do tratamento, sendo
langados muitas vezes inalterados. Estes corpos d’agua servem, muitas vezes, de fonte de
abastecimento para as Estaces de Tratamento de Agua (ETAS).

Somado a isso, microcontaminantes podem ser apenas parcialmente removidos nas
ETAs, podendo alcancar a 4gua tratada e a de abastecimento a populagdo. Além de ndo serem
regulamentados na portaria que define o padrdo de potabilidade da &gua, outro grande
problema atrelado ao tratamento da dgua € que quando estes compostos entram em contato
com o cloro, um forte oxidante, na etapa de desinfeccdo, podem formar subprodutos muitas
vezes de natureza desconhecida.

Embora a maioria dos compostos se encontre em baixas concentraces, muitos deles
aumentam consideravelmente a preocupacdo toxicologica, sobretudo quando encontrados em
misturas complexas (SCHWARZENBACH et al., 2006). Algumas das questfes que deve ser
levada em consideragdo com relacdo aos poluentes ambientais s&o os efeitos adversos que eles
podem causar aos organismos expostos. Quanto aos farmacos, os danos causados pela
exposicdo cronica ainda ndo estdo claros, assim como para o conjunto de contaminantes
tracos.

Os organismos aquaticos e 0 ser humano estdo suscetiveis aos microcontaminantes
isolados e a mistura complexa de compostos quimicos. A adi¢do ou efeitos sinérgicos de tais
misturas pode torna-las perigosas (SCHWARZENBACH et al., 2006). Os perigos
relacionados a salde humana ainda néo séo satisfatoriamente conhecidos.

Com relacdo aos farmacos estudados no presente trabalho e pelo nosso grupo de
pesquisa, poucos estudos apontam para os efeitos dos mesmos no ambiente e em contato com
0 ser humano em longo prazo, e ainda, os efeitos dos subprodutos da degradacdo no

organismo para a maioria deles ainda sdo pouco conhecidos.



3.2 Caracteristicas Gerais dos Farmacos estudados

No grupo dos contaminantes emergentes os farmacos pertencem a uma classe de
microcontaminantes conhecida como “Farmacos e Produtos de Cuidado Pessoal” proveniente
do termo em inglés “Pharmaceuticals and personal care products” (DAUGHTON, 2005). Os
produtos farmacéuticos assim como os produtos de cuidado pessoal tém recebido atencéo
especial nos Gltimos anos, devido a intensa producéo e, principalmente, ao uso generalizado e
continuo em humanos e animais (DAUGHTON, 2002).

Varios estudos, em vertentes diversas, estdo sendo conduzidos com os farmacos, pois
por ano sdo produzidas toneladas de medicamentos usados tanto na medicina humana quanto
veterinaria, e seu descarte inapropriado ou a ndo remocao nos processos de tratamento de
esgoto tem levado a contaminacdo das aguas superficiais (BILA e DEZOTT], 2003).

Um farmaco pode ser denominado como toda substdncia de estrutura quimica
definida, capaz de modificar ou explorar o sistema fisioldgico ou estado patoldgico, em
beneficio do organismo receptor (OGA, 2003).

Os farmacos sdo substancias quimicas moderadamente sollveis em agua, lipofilicas e
biologicamente ativas usadas para o tratamento de doencas. Esses compostos sdo classificados
pela atividade biol6gica, pela estrutura quimica ou modo de acdo. Quanto a atividade
bioldgica podem ser divididos em analgésicos, antitérmicos, antiinflamatdrios, antiepiléticos,
antibidticos, anti-hipertensivos, horménios, dentre outros (KUMMERER, 2010).

Os mecanismos de acdo dos farmacos sdo diversificados, variando de acordo com a
classe pertencente. Uma vez administradas essas substancias sdo absorvidas no organismo,
sendo parcialmente metabolizadas e entdo excretadas nas formas original, associada ou como
metabolitos. Quando essas substancias sdo excretadas pela urina e fezes, de seres humanos e
animais, alcangam o esgoto doméstico (MELO et al., 2009; BILA & DEZOTTI, 2003).

Os farmacos estudados no presente trabalho foram Captopril, Diclofenaco e
Sulfametoxazol. As principais caracteristicas deles estdo descritas a seguir.

O Captopril (CPT) (FIG. 3.1a) é um farmaco utilizado no tratamento da hipertensdo e
em insuficiéncia cardiaca ap6s infarto do miocardio. A droga é em grande parte excretada na
urina, sendo cerca de 40-50% na forma inalterada, e o restante como dissulfeto e outros
metabolitos (SWEETMAN, 2009). A hipertensdo ¢ o maior problema de saude por todo
mundo, devido alta prevaléncia e associagdo com aumento do risco de doencas
cardiovasculares (MAHMOUD & KUMMERER, 2012).



O diclofenaco (DCF) (FIG. 3.1b) é um antiinflamatério ndo esteroidal sintético e um
dos mais prescritos no Brasil. Quando administrado ele é rapidamente absorvido no corpo
onde é metabolizado e entdo excretado na forma de conjugados, principalmente através da
urina (cerca de 60%), mas também pela bile (cerca de 35%). Menos de 1% do diclofenaco é
excretado na forma inalterada (SWEETMAN, 2009).

O sulfametoxazol (SMX) (FIG. 3.1c) é um antibidtico pertencente a classe das
sulfonamidas utilizado para o tratamento de infeccGes respiratorias, urinarias, gastrintestinais
e outros tipos de infeccdes. Quando o farmaco € ministrado ele é rapidamente absorvido pelo
trato gastrointestinal. O SMX é normalmente administrado via oral com uma dose inicial de
29, seguido por 1g duas vezes ao dia. Quando o paciente apresenta infeccOes severas é
medicado com 1g trés vezes ao dia. Cerca de 80% a 100% da dose é excretada na urina, da
qual aproximadamente 60% na forma de derivados com um restante de farmaco inalterado
(35-50%) (SWEETMAN, 2009). A principal acdo do SMX ¢é bacteriostatica, embora o
farmaco possa também ser bactericida, quando associado a trimetropina. O SMX age sobre
varios tipos de micro-organismos como cocos gram-positivos e gram-negativos, cocobacilos
gram-negativos, dentre outros. No grupo das Enterobacteriaceae a sensibilidade varia entre as
bactérias. Cepas de Salmonella sdo na maioria das vezes sensiveis ao farmaco (SWEETMAN,
2009). Como todos os antibidticos, a preocupacdo com esses farmacos no ambiente esta
relacionada aos problemas ambientais como a contaminacgdo dos recursos hidricos, e aumento

da resisténcia das bactérias em contato com os mesmos (BILA & DEZOTTI, 2003).



Figura 3.1 - Estrutura molecular dos farmacos estudados.
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Fonte: TOXNET — Toxicology Data Network. Disponivel em: http://toxnet.nIm.nih.gov/

3.3 Ocorréncia dos farmacos no ambiente

A presenca de farmacos no esgoto e nas aguas naturais € esperada devido a alta
producdo e uso difundido, além de baixa biodegradabilidade e alta solubilidade. O Brasil € um
dos dez maiores consumidores de produtos farmacéuticos do mundo, junto com os Estados
Unidos, Franca e Alemanha (BERMUDEZ et al., 2000; STUMPF et al., 1999), sendo que
muitas vezes estes produtos sdo usados sem prescricdo médica. Atrelado a isso, muitos
farmacos sdo produzidos para serem relativamente estaveis e polares para alcancarem 0s
orgdos alvo. Por isso, sdo parcialmente metabolizados no corpo e excretados no esgoto
(excrecdo metabolica), com porcentagem consideravel na forma inalterada. Isto pode ser
confirmado pelos dados de metabolizacdo descritos para CPT, DCF e SMX no topico
anterior.

A principal rota de entrada de residuos de farmacos no ambiente é o langamento de
esgotos domesticos, tratados ou in natura, nos cursos d’agua. No caso dos farmacos
consumidos pelo ser humano parte deles entra no sistema aquatico na forma inalterada ou
como metabdlito, ap6s passagem pela ETE, pois devido as suas estabilidades, sdo apenas

parcialmente removidos durante o tratamento na ETE (GARTISER et al., 2012; MELO et al.,
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2009). Além disso, deve-se considerar a producdo do esgoto hospitalar, o lancamento de
farmacos sem ser consumidos ou fora do prazo de validade e os de uso veterinario, quando as
drogas sdo deliberadamente introduzidas no ambiente (FIG.3.2) (DELGADO et al., 2012;
FARRE et al., 2008; TERNES et al., 2002).

Diversos estudos detectaram a presenca de farmacos e seus metabdlitos, além de
outros microcontaminantes, em concentragdes na faixa de ng/L a pg/L, de classes distintas,
em afluente e efluentes de ETEs confirmando a remocdo incompleta nos processos de
tratamento de esgoto (GARTISER et al., 2012; CARBALLA et al., 2004; TERNES, 1998).
Além disso, os farmacos podem ser transformados no tratamento de esgoto em produtos da
transformacéo (PT), devido a acéo biocida ou a estrutura quimica complexa que ndo permite
mineralizacdo, e essa mudanca estrutural resulta em novos quimicos com novas propriedades
(KUMMERER, 2010; MELO et al., 2009).

O tratamento do efluente engloba etapas para remocdo de sélidos grosseiros
(tratamento preliminar), remog¢&o de so6lidos sedimentaveis (tratamento primario) e a remog&o
da matéria organica pelo tratamento secundario onde predomina o processo biologico.
Algumas vezes é implementado ainda o tratamento terciario para a remocdo de poluentes
especificos. O sistema de lodos ativados, 0 mais empregado no Brasil para tratamento do
esgoto domeéstico, utiliza o tratamento aerébio do esgoto, e consiste na recirculacdo do lodo
no reator bioldgico. Este tipo de tratamento, ndo dimensionado especificamente para remoc¢éo
de poluentes traco, ndo remove completamente os contaminantes emergentes oriundos do
afluente, alcancando algumas vezes uma remocdo maxima de 65% para farmacos, incluindo
antiinflamatérios (DCF) e antibidticos (SMX) (CARBALLA et al., 2004). Ingerslev &
Halling-Sorenses (2000) observaram que doze diferentes sulfonamidas n&o foram
biodegradadas no sistema de lodos ativados. Num estudo de revisdo Aquino, Brandt &
Chernicharo (2013) apontaram que para 0s farmacos mais comumente detectados no esgoto, a
eficiéncia de remocdo no sistema de lodos ativados variou de intermediaria (20 a 80%) a
baixa (< 20%). A possibilidade dos farmacos serem removidos no sistema de lodos ativados é
através da adsorcdo em particulas (interacBes hidrofobicas e eletrostaticas) ou pela
biontransformacgédo (SEDLAK & PINKSTON, 2001). No entanto, infelizmente pode ocorrer o
aumento da concentracdo de alguns farmacos, como DCF e SMX, ao longo do tratamento,
atribuido ao fenémeno de hidrolise de conjugados presentes no esgoto ou a degradacao
incompleta de precursores (AQUINO, BRANDT & CHERNICHARO, 2013).
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Algumas opcdes de tratamento adicional estdo sendo estudadas e aos pouco adotadas
para remover tais compostos. Alguns exemplos de complementacdo ao tratamento de lodos
ativados sdo a ozonizagdo, carvdo ativado e processos de membranas (osmose reversa e
nanofiltracdo). Um estudo de monitoramento de farmacos de diversas classes, incluindo o
sulfametoxazol, em afluente e efluente de uma planta piloto, adotando uma combinacéo de
bioreator de membrana e osmose reversa demonstrou uma remogao de até 99% (DOLAR et
al.,, 2012). Neste trabalho, os autores observaram uma remocdo superior a 99% para
contaminantes emergentes, entre eles o antibidtico sulfametoxazol, quando combinado um
bioreator de membrana com osmose reversa. Estudos ja mostraram, no entanto, que embora o
tratamento avancado do esgoto, com ultra filtracdo, osmose reversa e desinfeccdo com UV
possa proporcionar uma alta taxa remoc¢do a mesma nédo alcanca 100% no tratamento de tais
compostos (CABEZA et al., 2012).

No ambiente, poluentes emergentes estdo sujeitos a processos como biodegradacéo,
degradagfo quimica e fotoquimica, hidrolise, dentre outros processos (FARRE et al., 2008).
No entanto, a mineralizacdo completa destes compostos pode ndo ocorrer (MAHMOUD &
KUMMERER, 2012). A ocorréncia de farmacos no ambiente aquatico pode indicar entdo
além da elevada aplicacdo e excrecdo, uma estabilidade relativamente elevada desses
compostos em condi¢des ambientais (TERNES, 1998).

Inmeros estudos ja demonstraram a presenca de farmacos e outros
microcontaminantes em aguas superficiais no Brasil e em diversos paises do mundo. Isto se
deve principalmente ao lancamento dos efluentes das ETES como exposto anteriormente.

Quando os corpos d’agua, com potencial para abastecimento, sdo contaminados por
farmacos e outros microcontaminantes aumentam-se 0s riscos a populacdo exposta caso 0s
mesmos ndo sejam removidos a valores permitidos pela legislacdo no tratamento da agua na
Estacdo de Tratamento de Agua (ETA). O que mantém segura a saude da populacio
abastecida é uma eficiente remocéo de diversos compostos durante o tratamento.

Nos Ultimos anos, com o avanco da tecnologia e maior preocupag¢do com a exposi¢ao
aos compostos organicos emergentes, eles tem sido analisados em &guas tratadas, destinadas
ao consumo humano. No entanto, sdo ainda escassas as informacdes sobre a ocorréncia de
produtos farmacéuticos e até mesmo outros contaminantes emergentes nestas aguas
(DELGADO et al., 2012). Os poucos dados de deteccdo de farmacos e outros poluentes
organicos obtidos na agua tratada indicam que estes passaram pelo tratamento da dgua sem

serem removidos.
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O fator de maior influéncia na eficiéncia de remocdo de poluentes da &gua € a
interacdo com particulas sélidas naturais (sedimentos e micro-organismos) ou adicionadas ao
meio (carvao ativado e coagulantes), devido esta habilidade alguns compostos podem ser
removidos por processos fisico-quimicos (CARBALLA et al., 2004). Além disso, o0s
poluentes podem ser oxidados pelo cloro levando a remogéo dos mesmos.

Alguns compostos presentes nestas aguas tanto no Brasil, como em outros paises,
aumenta a preocupacdo do possivel risco a salde. Poluentes emergentes podem ser
transformados no tratamento da agua da mesma forma como do esgoto, gerando produtos que
podem diferir em seu comportamento no ambiente e no perfil eco-toxicolégico.

Embora os dados para farmacos na &gua potdvel sejam ainda incipientes e o0s
compostos que ja foram detectados sempre estiveram em baixas concentracdes, a situacao
futura serd mais preocupante se os corpos d’adgua seguirem esta tendéncia de contaminagao e
a distancia entre ETESs e fontes de captacdo se tornarem menores.

Um breve resumo de dados de detec¢do dos farmacos DCF e SMX em afluente e
efluente de ETE, aguas superficiais e agua tratada esta representado na TAB. 3.1. A
distribuicdo dos farmacos e seus metabolitos e as principais transformacdes esta representada
na FIG.3.2.

O antihipertensivo captopril ndo foi detectado nas matrizes ambientais (afluente e
efluente de ETE, aguas superficiais e agua tratada) levantadas no presente trabalho e
apresentadas na TAB.3.1. Vale ressaltar a escassez de dados para este farmaco e o Unico
trabalho localizado para o mesmo foi 0 estudo do comportamento do CPT e do seu metabdlito
(dissulfeto de captopril) na biodegradacio e fotodegradacio (MAHMOUD & KUMMERER,
2012).
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Figura 3.2 - Distribuicdo dos farmacos (e outros contaminantes emergentes), as principais
transformacdes no ambiente, nas ETAs e ETESs.
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Tabela 3.1 — Exemplos de trabalhos publicados com dados de deteccdo dos farmacos DCF e
SMX em afluente e efluente de ETE, aguas superficiais e agua tratada, em diversos paises.

Condicdes Localidade Compostos e Concentracdes Referéncia
Espanha SMX: 0,6 ug/L CARBALLA et al., 2004
Afluente | Brasil (RJ) (DCF: 0,8 pg/L STUMPF et al., 1999
Espanha | DCF: 60,5a263,5 ng/L e SMX: 652 102,25 ng/L. | CABEZAetal, 2012
Espanha DCF: 320-460 ng/L QUINTANA et al., 2010
=TES Espanha SMX: 0,25 pg/L CARBALLA et al., 2004
Efluente | Alemanha SMX: 0,40 pg/L HIRSCH et al., 1999
Brasil (RJ) DCF: 0,02-0,06 pg/L STUMPF et al., 1999
Alemanha DCF: 0,81 pg/L TERNES, 1998
Alemanha SMX: 0,03 pg/L HIRSCH et al., 1999
Alemanha DCF: 0,01-0,06 pg/L STUMPF et al., 1999
Aguas Brasil (RJ) DCF: 0,15 pg/L TERNES, 1998
superficiais Espanha DCF: 1,1 ng/L; SMX: 12 ng/L BENOTTI et al., 2009
Brasil SMX: 0,15 pg/L KOLPIN et al., 2002
Brasil DCF e SMX: >100 ng/L SACHER et al., 2001
Espanha | Concentragdo média SMX: 0,39 ng/L e 0,32 ng/L no | BENOTTI etal., 2009
Agua —— 5|§tema d(.e dlstrlpmgéo
tratada rasil (SP) DCF: 1 ng/L; SMX: 0,8 ng/L VULLIET etal., 2011
Franca SMX: 2 ng/L KLEYWEGT etal., 2011

Avancados)

3.4 Remocao de Farmacos no Tratamento da Agua (Métodos Convencionais e

Os dados de deteccdo de compostos no ambiente indicam que é cada vez mais dificil

encontrar fontes de agua livre de poluentes, inclusive as destinadas ao abastecimento

populacional. Para que os farmacos e outros microcontaminantes ndo sejam encontrados na

agua potavel eles devem ser removidos durante o tratamento nas estacGes de tratamento de
agua (ETAS).

No Brasil, a maioria das ETAs opera com tratamento convencional da agua cujos

principais processos sdo: clarificacdo (coagulacdo, floculacdo e sedimentacdo), filtracdo e
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desinfeccdo (cloracdo). Juntos estes processos consistem numa barreira a passagem de
particulas suspensas e dissolvidas e micro-organismos para a agua tratada (LIBANIO, 2010).

A clarificacdo remove solidos suspensos e parcela dos sélidos dissolvidos, que sdo
precipitados, agregados e sedimentados no processo. E durante a filtracdo que solidos
dissolvidos e alguns micro-organismos sdo extraidos da agua. A Ultima etapa, a desinfecgéo,
consiste na inativacio dos micro-organismos (LIBANIO, 2010). No tratamento convencional
ndo hd nenhuma etapa especifica para remo¢do de microcontaminantes como os farmacos.
Contudo, estes podem se adsorver as particulas presentes na agua e as particulas hidroxido de
metal formadas na coagulacdo. Dessa forma, a precipitacdo quimica pode remover
moderadamente contaminantes emergentes que sdo entdo adsorvidos (SNYDER et al., 2003),
além disso, parte dos farmacos e outros microcontaminantes podem sofrer oxidagéo.

Dados da literatura apontam, no entanto, que 0S processos convencionais de
tratamento de agua sdo substancialmente ineficientes para reduzir as concentracdes de
farmacos em agua (BENOTTI et al., 2009; BILA e DEZOTTI, 2003; U.S.EPA, 2001).

Se os farmacos e outros microcontaminantes passarem pela clarificacdo sem serem
removidos tais compostos alcangcam as etapas finais do tratamento e podem ser, portanto,
removidos através da oxidacdo com cloro aplicado na Ultima etapa do tratamento.

Um estudo da avaliagdo de remoc¢do de 20 farmacos e 25 perturbadores endécrinos
(PE) por Benotti et al. (2009) demonstrou que os farmacos diclofenaco e sulfametoxazol
foram mais eficientemente removidos quando tratados com o0z6nio em relacdo ao cloro. A
remocao de farmacos e produtos de cuidado pessoal (FPCP) e PE foi analisada no tratamento
convencional e apos adicdo de carvao ativado em pé (CAP) e oz6nio (WESTERHOFF et al.,
2005). Foi observada uma baixa remogdo no tratamento convencional e um aumento
substancial apds adicdo de CAP e ozonio.

Os parametros microbioldgicos da dgua sempre foram tema de maior preocupacéo,
frente a contaminagdo quimica, tendo em vista a grande incidéncia de doencas infecciosas de
veiculacdo hidrica no Brasil. Com isso, a desinfeccdo com cloro, ja empregada hé centenas de
anos, sempre atendeu a principal demanda para promover uma agua de qualidade para a
populagéo brasileira.

A cloragdo tem extrema importancia no tratamento da agua, devido a esta remocao de
micro-organismos patogénicos, reduzindo as taxas de mortalidade por doencas veiculadas
pela a4gua, melhorando assim as condi¢des de satde publica. O cloro é um forte oxidante

capaz de reagir com compostos quimicos organicos e inorganicos, sendo que o cloro livre é
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capaz de oxidar compostos fendlicos (ALUM et al., 2004; HU et al., 2002). A reacgdo resulta
numa sucessiva adicdo de cloro ao anel aromatico seguida pela clivagem do mesmo
(SNYDER et al., 2003). Os farmacos diclofenaco e sulfametoxazol apresentam alta
reatividade com cloro. Isto foi atribuido a presenca de aminas primarias ou secundarias e pode
ser comprovado num estudo quando ap6s tempo de contato com o desinfetante foram
removidos para abaixo dos limites de deteccdo (WESTERHOFF et al., 2005).

Além das cinéticas de oxidacdo do cloro para remoc¢do dos microcontaminantes, a
formacéo de subprodutos também deve ser analisada, pois para todos agentes de desinfeccédo
numerosos subprodutos sé@o gerados (GARTISER et al., 2012). Embora mais de 600
subprodutos emergentes tenham sido reportados na literatura (RICHARDSON et al., 2007)
menos de 100 foram analisados quantitativamente quanto a ocorréncia ou os efeitos na satde
(HEBERT et al., 2010). Subprodutos dos farmacos diclofenaco (QUINTANA et al., 2010) e
sulfametoxazol (DODD & HUANG, 2004) resultantes da reacdo com cloro na desinfecgéo
foram detectados por analises quimicas confirmando a formacao destes compostos.

Os estudos para subprodutos dos farmacos sao relativamente recentes e pouco se sabe
sobre os seus efeitos toxicoldgicos. Apesar da resolucdo vigente no Brasil para potabilidade
da agua registrada pela Portaria 2914 do Ministério da Saude estabelecer limites para produtos
secundarios da desinfeccdo, os mesmos se referem a apenas subprodutos formados pela
cloragdo da matéria organica natural presente em concentragdes na faixa de mg/L na agua.

A influéncia das técnicas do tratamento da dgua na remocdo de microcontaminantes
e/ou formacdo de subprodutos recebeu pouca atencdo por muitos anos. No entanto,
recentemente uma maior preocupacao tem sido atribuida a estes compostos e aos riscos
provenientes dos mesmos. A identidade dos produtos de degradacdo dos farmacos e os riscos
associados sdo ainda pouco conhecidos (KUMMERER, 2010; MELO et al., 2009).

A maioria dos estudos epidemiolégicos e toxicologicos sobre cloracdo da agua é
baseada, principalmente, nos diferentes tipos de desinfetantes de cloro e nos compostos
halogenados, como os trihalometanos (THM) e &cidos haloacéticos, formados a partir da
cloracdo de aguas naturais contendo compostos organicos como acidos humicos e falvicos, e
material algal (GOPAL et al., 2007; RODRIGUES et al., 2007; WHO, 2004; MONARCA et
al., 1998). Ja na década de 1980 os efeitos negativos do cloro sobre estas substancias e a
formacéo de compostos genotoxicos foram levantados (MEIER, 1988). Além disso, os efeitos
dos subprodutos da cloracdo destas substancias foram estudados e ja foram observadas

mutagenicidade e carcinogenicidade (GUZZELLA et al., 2004). Neste mesmo trabalho os
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autores investigaram a genotoxicidade, através do emprego de testes in vitro, da agua apos a
cloragdo com trés diferentes desinfetantes. Eles observaram que o efeito foi aumentado ap6s o
uso do NaClO e CIO,, e ligeiramente reduzido com &cido peracético (PAA).

Subprodutos e metabolitos da degradacdo sdo preocupantes, pois eles podem
apresentar uma toxicidade similar ou maior que os compostos que os originam. No entanto,
informagdes sobre os efeitos toxicos da maioria destes compostos sobre 0s organismos vivos
¢ ainda muito limitada (NIKOLAOU et al., 2007; DELGADO et al., 2012). Inimeros efeitos
toxicos como mutagenicidade, genotoxicidade, carcinogenicidade e/ou citotoxicidade, foram
relatados por HEBERT et al. (2010) para diversos subprodutos gerados a partir de agentes de
desinfeccdo como cloro, didxido de cloro, cloraminas, ozénio e a combinacéo deles. Neste
trabalho os autores destacam que como a maioria dos dados € resultante das analises
experimentais, estudos epidemiologicos tendem a destacar outros efeitos, os quais sdo
provavelmente relacionados a exposicdo a longo prazo da populagdo para misturas
complexas.

Para aumentar a eficiéncia de remocao de compostos naturais ou quimicos organicos
da agua, como os farmacos, que podem ser nocivos ao ser humano, processos adicionais tém
sido estudados e aos poucos empregados. Alguns exemplos de processos para remogédo destes
compostos sdo: carvdo ativado granular (CAG) ou em pd (CAP), processos oxidativos
avangados (POA), nanofiltragdo/osmose reversa, membranas, dentre outros.

A U.S.EPA (2001) indica o CAG, um tipo de tratamento de adsor¢do em coluna de
carvao, como uma alternativa para remover estes tipos de substancias. Ternes et al. (2002)
observaram uma elevada remocdo de farmacos pelo CAG, incluindo o antiinflamatério
diclofenaco. No entanto, farmacos e produtos ativos farmaceuticamente ja foram identificados
em agua tratada com adicdo de CAG e CAP, antecedendo ou precedendo a filtracdo em areia,
somado aos demais processos do tratamento como clarificacdo e desinfeccdo (VULLIET et
al., 2011; STACKELBERG et al., 2004; 2007). Adams et al. (2002) observaram uma remocao
superior a 90% de sete antibioticos comumente utilizados em &gua tratada com CAP.

Os POA que utilizam diversos agentes oxidantes tém sido amplamente estudados para
remocdo de poluentes quimicos. Agentes oxidantes como os radicais hidroxila (*OH) tém
demonstrado uma degradacédo consideravel de tais compostos e até mesmo dos subprodutos
que podem ser formados durante o tratamento. Quando conjugados com outros processos
como carvao ativado granular (GAC) podem alcancar altas taxas de remogéo de compostos na
agua (GUZZELLA et al., 2002).
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Um exemplo de POA empregado para remocéo de microcontaminantes é a fotocatalise
com didxido de titénio (TiO,). O TiO, é um dos fotocatalisadores mais promissores devido
sua estabilidade e auséncia de toxicidade. Quando o semicondutor € irradiado com luz UV
ocorre a formag¢do de radicais hidroxila (*OH) potencialmente capazes de oxidar
contaminantes organicos. Estes radicais sdo fortes agentes oxidantes que reagem nao
seletivamente com a maioria dos compostos organicos (LEE & VON GUNTEN,
2010;WESTERHOFF et al., 2005). A fotocatalise com TiO, se mostrou uma técnica
altamente eficiente para remocdo de distintos compostos organicos (HABIBI &
VOSOOGHIAN, 2005).

O ozbnio (O3) tem sido aplicado ao tratamento da dgua como desinfetante e agente
oxidante (SNYDER et al., 2003). A ozonizacgdo e outros processos oxidativos avancados tém
mostrado efetividade na remocdo de microcontaminantes como, diclofenaco (remocdo de
mais de 90%) e etinilestradiol, como pdde ser observado no estudo de Ternes et al. (2002). No
entanto, algumas drogas j& se mostraram resistentes ao CAG e Oz, provavelmente devido as
propriedades fisico-quimicas como alta solubilidade em agua e/ou baixa degradabilidade
(JONES et al., 2005).

Huerta-Fontela et al. (2011) reportaram uma remocgdo de 95% de produtos
farmaceuticamente ativos, horménios e seus metabolitos no tratamento com pré-cloracéo,
coagulacdo, filtracdo em areia, 0zonizacao, adsor¢do por CAG e pés-cloragéo.

Dentre os métodos avancados para remocao de farmacos da dgua destacam-se ainda as
membranas de filtracdo. Para obter uma elevada eficiéncia de remocao de farmacos e outros
microcontaminantes 0s mesmos devem estar associados com a matéria organica coloidal e
outras particulas, devido o pequeno tamanho destes contaminantes. Além disso, a eficiéncia
de remocdo esté associada as propriedades da membrana (SNYDER et al., 2003).

O que pode ser observado é que a combinacdo de tratamentos pode ser necessaria para
remocdo mais eficiente de farmacos presentes na agua. No entanto, a implementacdo de
processos oxidativos avangcados e 0s demais processos adicionais tem um custo elevado e é
ainda incipiente no Brasil.

Diante do exposto, nota-se a importancia em avaliar o potencial tdxico dos
subprodutos dos farmacos formados apos os ensaios de cloracdo, aproximando uma situacédo
tipica de uma ETA. Para isso, a escolha dos métodos para as analises € de crucial importancia

no que tange a rapidez, confiabilidade dos resultados e baixo custo. Ensaios bioldgicos séo
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fundamentais na medida e predicdo destes efeitos causados por farmacos e seus subprodutos

formados na desinfeccéo.

3.5 Avaliacéo Toxicologica dos Farmacos

A poluicdo dos corpos d’adgua por farmacos e a ampla distribui¢do destes compostos
no ambiente podem aumentar o risco de toxicidade aos seres humanos e aos organismos
aquaticos. Muitos destes compostos aumentam consideravelmente a preocupacao
toxicoldgica, especialmente quando os valores referentes ao risco a salde ndo estdo
disponiveis. Os efeitos potenciais a salde de farmacos, seus metabolitos e subprodutos
presentes na agua tém sido pouco avaliados e os padrdes legais ndo estdo estabelecidos.

A toxicologia ¢ uma ciéncia remota e em grande expansdo que apresenta valiosa
importancia para estudar estes efeitos. Esta foi denominada por Oga (2003) como “a ciéncia
que estuda os efeitos nocivos decorrentes das interacGes de substancias quimicas com o
organismo”. A importancia da toxicologia pode ser notada pela inclusdo de testes de
toxicidade pelas autoridades governamentais em Varios paises, tanto de medicamentos como
substancias de outras categorias as quais o ser humano entra em contato como usuério, pelos
processos de fabricacdo e no ambiente. No Brasil a Resolugdo 430/2011 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2011) que dispde sobre as condicOes e padrbes de
lancamento de efluentes estabelece que “o efluente ndo devera causar ou possuir potencial
para causar efeitos toxicos aos organismos aquaticos no corpo receptor”, € que 0s critérios de
ecotoxicidade devem se basear em resultados de ensaios ecotoxicologicos.

Uma das areas da toxicologia, a Toxicologia Ambiental, é a responsavel por estudar os
efeitos nocivos causados em organismos vivos, principalmente seres humanos, pelas
substancias quimicas presentes no meio ambiente.

Farmacos tém sido desenvolvidos para produzir um efeito biol6gico, mas seus
residuos, metabdlitos e produtos da degradacdo no ambiente podem causar diferentes efeitos
ecotoxicoldgicos que sdo dificeis de predizer, principalmente em matrizes complexas
(FARRE et al., 2008). Ha ainda poucos estudos referentes ao potencial de farmacos no
suprimento de agua potavel, que poderia ser uma rota direta destes compostos para dentro do
corpo (JONES et al., 2005).

Métodos analiticos como cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

tém demonstrado sensibilidade na deteccdo de compostos organicos emergentes e 0s produtos
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da transformacdo a niveis tracos. No entanto, & notério que parte fundamental do
levantamento de farmacos, seus metabdlitos e 0s subprodutos da degradacdo no ambiente se
da pelo conhecimento dos efeitos ao ecossitema, e sobretudo, ao ser humano. Desta forma,
ensaios biologicos, sdo de grande importancia para compreender 0S possiveis prejuizos

causados por estas substancias no ambiente e quando submetidos ao tratamento da agua.

3.5.1 Ensaios Bioldgicos para Determinar a Toxicidade dos FArmacos

E muito mais dificil avaliar o efeito no ambiente aquéatico de milhares de
contaminantes tracos ou microcontaminantes, sintéticos e naturais, do que dos
macropoluentes cuja fonte, comportamento e tratamento sdo relativamente bem conhecidos
(SCHWARZENBACH et al., 2006). Para investigar o risco potencial de poluentes
ambientais, analises quimicas e testes bioldgicos estdo sendo continuamente desenvolvidos
para quantificar os poluentes e avaliar os efeitos adversos em diversas matrizes (PARRELLA
& LAVORGNA, 2013).

Métodos analiticos sdo fundamentais para detectar e quantificar microcontaminantes
no ambiente, no entanto, os efeitos adversos causados por essas substancias ndo podem ser
medidos por essas analises (BISTAN et al., 2012). Além disso, as analises quimicas exigem
além dos profissionais qualificados, como em testes biol6gicos, a analise apenas de
compostos selecionados (SODRE et al., 2010), necessitando de outras ferramentas para
estudar tais compostos.

Os ensaios biologicos podem fornecer informacdes sobre os efeitos bioldgicos
causados pelas substancias no meio, podendo ser realizados in vitro ou in vivo, servindo entdo
como uma complementacdo valiosa aos métodos analiticos. Somente os testes bioldgicos
podem avaliar precisamente os efeitos dos farmacos e seus subprodutos individualmente e até
mesmo em misturas complexas.

Inimeros ensaios bioldgicos para avaliar o potencial eco-toxicolégico de diversas
classes de farmacos e amostras ambientais ja foram realizados com organismos teste distintos
(QUADRO 3.1). Entre eles podem-se destacar os ensaios de toxicidade aguda, testes de
toxicidade crénica, testes de genotoxicidade, mutagenicidade, citotoxicidade, dentre outros.
Isidori et al. (2005) empregaram diversos testes de toxicidade aguda e crdnica para avaliar 0s
efeitos de seis antibidticos de diversas classes, incluindo o sulfametoxazol (QUADRO 3.1).
Os autores observaram que 0s ensaios cronicos sdo mais apropriados para detectar 0s

impactos de farmacos em relacdo aos agudos, pois os efeitos foram observados em
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concentragdes na ordem de pg/L enquanto os agudos em mg/L. DellaGreca et al. (2003)
avaliaram a toxicidade aguda e cronica do farmaco prednisona e ndo observaram valores
mensuraveis de toxicidade aguda, exceto para rotiferos. Os autores atribuiram ao fato de que o
modo de acdo do farmaco sobre espécies ndo alvo, especialmente invertebrados, além de ser
desconhecida, os organismos podem responder diferentemente.

Num estudo dos efeitos de quatro classes de farmacos para o ser humano e ao
ambiente, os antibioticos foram considerados através de uma analise qualitativa como os mais
perigosos, seguido pelos hormdnios, cardiovasculares e antineoplasicos (SANDERSON et al.,
2004). Um estudo de revisdo com uma avaliacdo dos farmacos como potenciais poluentes
ambientais, o antiinflamatério diclofenaco (DCF) foi considerado como um composto
perigoso para 0 ambiente aquatico e que pode causar efeitos adversos em longo prazo
(CARLSSON et al., 2006). Os autores concluiram que embora os efeitos agudos algumas
vezes ndo sejam observados, os cronicos ndo podem ser excluidos, pois os dados sdo ainda
escassos. A toxicidade do diclofenaco ja foi testada em diversos organismos aquaticos
(QUADRO 3.1) (LA FARRE et al., 2001; FERRARI et al., 2003). A bactéria marinha Vibrio
fischeri foi a mais sensivel para o DCF, entre os organismos testados nos testes agudos.
Segundo os autores os testes cronicos demonstraram maior toxicidade que os agudos
(FERRARI et al., 2003).

A toxicidade de nove farmacos, com diferentes modos de acdo, para crustaceo, alga e
macrofitas foi testada, entre eles o DCF e o antihipertensivo captopril. Os efeitos dos
farmacos foram classificados de acordo com as diretrizes da Comissdo das Comunidades
Européias (1996) (EU-Directive 93/67/EEC). Segundo esta, um composto € considerado
muito téxico quando o valor de ECso € menor que 1 mg/L, toxico de 1 a 10 mg/L e perigoso
guando a concentracdo varia de 10 a 100 mg/L. Com base nesta classificacdo, o DCF foi
considerado perigoso para as trés espécies analisadas e o CPT foi considerado perigoso
somente para as macrofitas (CLEUVERS, 2003). O autor destacou que embora os efeitos
agudos sejam algumas vezes improvaveis quando os compostos sdo testados individualmente,
0 estudo da combinacdo dos efeitos é um fator de extrema importancia. Os dados coletados
estdo apresentados no QUADRO 3.1.

Uma ferramenta para avaliar o potencial de genotdxico de compostos é a aplicagédo do
teste SOS Cromoteste, que utiliza bactérias Escherichia coli geneticamente modificadas,
denominadas PQ37. O teste in vitro € um ensaio colorimétrico que mede a expressdo de genes

induzidos por agentes genotoxicos na bactéria pela fusdo com o gene da [-galactosidase.
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Outras mutagBes estdo presentes nas bactérias para aumentar a resposta a compostos
mutagénicos (MERSCH-SUNDERMANN, KEVEKORDES, & MOCHAYEDI, 1991). Uma
coloracdo azul observada no meio indica genotoxicidade pelo composto. Isidori et al. (2005)
testaram a toxicidade de seis antibidticos e dentre estes apenas a ofloxacina apresentou
resposta positiva no SOS Cromoteste (QUADRO 3.1).

O teste com Allium cepa se baseia no contato direto de raizes da cebola com as
amostras com o objetivo de avaliar a citogenotoxicidade medida pelas alteracdes
cromossdmicas e as da divisdo das células meristematicas desta estrutura do vegetal. Um
estudo com as drogas anti-retrovirais zidovidina e nevirapina demonstrou que os dois
farmacos inibem o crescimento em comprimento da raiz, mudangas no indice mitético e
inducdo de aberragfes cromossémicas em A. cepa (ONWUAMAH et al., 2014) (QUADRO
3.1).

O ensaio Cometa € um teste toxicogenético para avaliar lesdes gendmicas. Células
com o DNA danificado formam um cometa quando colocadas em agarose e submetidas a
eletroforese. Esta estrutura de cometa consiste da cabeca (matriz nuclear) e da cauda (DNA
quebrado). A extensdo do DNA que migrou esta correlacionada com o dano ocorrido (TICE et
al., 2000). A trimetropina, um farmaco amplamente usado no tratamento de infeccOes
bacterianas, foi testada quanto ao seu potencial de induzir danos no DNA. Este efeito foi
observado em linfocitos humanos em concentracGes especificas como mostrado no Quadro
3.1 (ABOU-EISHA, 2006).

Um teste para avaliar a presenca e extensdo de danos cromossémicos em células
expostas a agentes genotoxicos é o teste de micronucleos (MN) (BONASSI et al., 2007). Os
micronlcleos sdo corpos contendo cromatina, separados do nucleo principal, formados
guando fragmentos de cromossomos ndo se incorporam no ndcleo das células-filhas durante a
divisdo celular (HOSSEINIMEHR & KARAMI, 2005). Efeitos mutagénicos, expressos
pela formacgdo de micronucleos, ja foram observados com o antibiético adriamicina (AL-
HARBI, 1993), a trimetropina (ABOU-EISHA, 2006), a ciclofosfamida
(HOSSEINIMEHR & KARAMI, 2005) usada no combate ao cancer e o antiinflamatério
indometacina (DEVI & POLASA, 1987) (QUADRO 3.1).

O teste para avaliar a atividade mutagénica através da mutacéo reversa de bactérias E.
coli (WP2), auxotroficas para o aminoacido triptofano, € algumas vezes empregado
concomitantemente a outros testes, como o teste de Ames (MORTELMANS & RICCIO,

2000). O potencial mutagénico das substancias é observado quando as bactérias sdo revertidas
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por estes compostos e se tornam capazes de crescer em meio com quantidades trago de
triptofano. O resultado pode ser analisado através da contagem de coldnias revertentes no
meio de cultura. A bactéria de E.coli WP2 detecta mutagenos que causam substituicdo dos
pares de bases. O teste ja foi usado para avaliar a mutagenicidade de antiinflamat6rios como
apresentado no QUADRO 3.1 (KADOTANI, ARISAWA, & MARUYAMA, 1984).

Para avaliacdo da mutagenicidade o teste de “Troca entre cromatides irmas” (TCI)
proveniente do termo em inglés “Sister chromatid exchange assay” (SCE) tém sido aplicado.
O ensaio identifica o potencial de mutagenicidade cromossdmica de agentes quimicos através
do dano no DNA (STULTS, KILLEN, & PIERCE, 2014) pela recombinagdo mitdtica.
Embora seja um evento normal da divisdo celular, a freqiiéncia em que ocorre quando as
células estdo em contato com compostos toxicos é aumentada. Uma investigacdo do potencial
em induzir danos no DNA do paracetamol em células da medula 6ssea de camundongos
demonstrou que além de provocar aberracBes cromossdmicas o farmaco aumentou a
freqUéncia da troca entre cromaétides irmds (GIRI, SIVAM, & KHAN, 1992), este efeito
também foi observado para trés diferentes antiinflamatérios sobre células da medula dssea
(PHILIPOSE et al.,1997) (QUADRO 3.1).

O ensaio Salmonella/microssoma, mais conhecido como teste de Ames, ¢ amplamente
utilizado para avaliar a mutagenicidade de diversos compostos dentre eles os farmacos. Para o
teste sdo utilizadas cepas da bactéria Salmonella typhimurium geneticamente modificadas
para deteccdo de compostos mutagénicos. O analgésico dipirona ja foi testado pelo teste de
Ames com cepas TA98 e TA100 da bactéria (IZUMI et al., 1991). Os resultados
demonstraram que a dipirona foi fracamente mutagénica para a cepa TA100 na presenga e
auséncia de metabolizagdo (QUADRO 3.1).

Um dos métodos para avaliar a citotoxicidade é através da quantificacdo dos danos e
da integridade da membrana. Quando uma célula é danificada ocorre a liberacdo da enzima
intracelular lactato desidrogenase (LHD) para o sobrenadante celular. Uma forma de avaliar o
dano citotoxico por este método € através da oxidacdo do NADH para NAD+, medido
cineticamente no sobrenadante, e correlacionado com a quantidade de LDH liberada. A
viabilidade celular é inversamente proporcional a quantidade de LDH liberada. O efeito do
farmaco amiodarona (antiarritmico) sobre a liberacdo de LDH em mitocondrias demonstrou
que o mesmo inibiu a atividade destas enzimas com uma relacdo dose-dependente,
demonstrando sua citotoxicidade através de danos na membrana (DZIMIRI & ALMOTREFI,
1993) (QUADRO 3.1).
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O ensaio do MTT foi empregado para avaliar a citotoxicidade de oito antiinflamatorios
ndo esteroidais em células de adenocarcinoma ileocecal humana (HCT-8) (ALLEN et al.,
1991). Os antiinflamatorios foram testados em concentra¢des de 10 pM-10 mM. Os autores
observaram que até 1 mM nenhum dos farmacos induziu efeitos citotdxicos, e todos eles
induziram na maior concentracdo (10 mM) (QUADRO 3.1).

No presente trabalho foram selecionados dois ensaios bioldgicos para investigar se 0s
farmacos analisados e/ou seus subprodutos da cloracéo e da fotocatalise apresentam potencial
mutagénico e citotdxico. Sao estes o teste de mutagenicidade Salmonella/microssoma (teste

de Ames) e o ensaio colorimétrico do MTT, descritos em detalhes nos tdpicos seguintes.
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Quadro 3.1 — Ensaios de toxicidade para avaliagdo de compostos teste e amostras ambientais.

Parametros testados

Tipo .de Nome QO ensaio / (Efeitos toxicos) / Substancia (s) Concentracao Referéncia
ensaio Organismo teste Tempo testada (s)
Agudo Vibrio fischeri Luminescéncia Antibioticos SMX: 23,3 mg/L ISIDORI et al., 2005
(bactéria bioluminescente) ECso*-30° 64,50 mg/L a > 100 mg/Lb
ECs— 307 Diclofenaco 11,45 mg/L FERRARI et al., 2003
ECs— 30’ Diclofenaco 13,7 mg/L LAFARRE et al., 2001
Agudo Brachionus calyciflorus Mortalidade — LCsy° Antibi6ticos SMX: 26,27 mg /L ISIDORI et al., 2005
(rotifero) 24h 24,94-35 46 mg/L"
Mortalidade — LC 5 Prednisona DELLAGRECA et al., 2003
. 152,2 uM
24h (corticoide)
Agudo Thamnocephalus platyurus Mortalidade — LC 5 Antibicticos SMX: 35,36 mg /L ISIDORI et al., 2005
(Crustaceo) 24h 17,68-35,36 mg/L"
Mortalidade — LC 5 Prednisona b DELLAGRECA et al., 2003
L. VNM
24h (corticoide)
Agudo Daphnia magna Imobilizacdo — ECsq S SMX: 25,2 mg/L ISIDORI et al., 2005
(crustaceo) 2o Antibioticos 22.45-31,75 mg/L"
Imobilizagdo — ECsq Prednisona VNMP DELLAGRECA et al., 2003
24h — 48h (corticoide)
|m0bI|IZZgﬁO - ECsp Diclofenaco 2243 mg L FERRARI et al., 2003
Imobilizagdo — ECsq Diclofenaco 68 mg /L CLEUVERS, 2002
24h Captopril > 100 mg /L
Agudo Ceriodaphnia dubia Mobilidade - ECsg Antibi6ticos SMX: 15,51 mg /L ISIDORI et al., 2005
(Crustéaceo) 48h 10,23-18,66 mg/L"
Agudo Danio rerio Mortalidade — LC s Antibi6ticos SMX: >1000 mg /L ISIDORI et al., 2005
(peixe) 24h — 96h >1000 mg/L"
Agudo Lemna minor Inibicéo do crescimento Diclofenaco 7,5 mg/L CLEUVERS, 2002
(macrofita) Captopril 25 mg/L

25



Quadro 3.1 — Ensaios de toxicidade para avaliacdo de compostos teste e amostras ambientais (continuacao).

Parametros testados

Tipo _de Nome QO ensaio / (Efeitos toxicos) / Substancia (s) Concentracao Referéncia
ensaio Organismo teste Tempo testada (s)
Agudo Desmodesmus subspicatus | |nibicao do crescimento Diclofenaco 72 mg/L CLEUVERS, 2002
(alga) ECso Captopril 168 mg/L
Crbnico Inibicdo do crescimento Antibistico SMX: 0,52 mg /L ISIDORI et al., 2005
Pseudokirchneriella ECso 0,0020-1,44 mg/L"
subcapitata Inibicdo do crescimento Diclofenaco LOEC: 20 mg/L® FERRARI et al., 2003
(alga) ECso NOEC: 10 mg/L"
Inibicdo do crescimento Prednisona DELLAGRECA et al., 2003
S 85,5uM
ECy (corticoide)
Cronico Ceriodaphnia dubia Inibicdo do crescimento Antibiotico SMX: 0,21 mg/L ISIDORI et al., 2005
(crustaceo) ECs, (3d) 0,18-8,16 mg/L"
Inibicdo do crescimento Prednisona > 5 58UM DELLAGRECA et al., 2003
ECs, (7d) (corticoide) 2%
Genotoxico | sos Cromoteste o o o SMX (negativo) ISIDORI et al., 2005
Escherichia coli (PQ37) Alividade genotoxica Antibioticos Ofloxacina: 6,25 — 100mg/L
Citotoxico/ | Allium teste Alteracdes ONWUAMAH et al., 2014
Genotoxico | Allium cepa (cebola) cromossomicas / Anti-retrovirais Zld_OV|c_i|n§: 65 M
Diminuicdo dos indices Nevirapina: 92,5 uM
mitoticos
Genotoxico ABOU-EISHA, 2006

Ensaio Cometa
Células eucarioticas

Danos cromossomais
(DNA)

Antibiotico

Trimetropina: 25-150
ug/mL
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Quadro 3.1 — Ensaios de toxicidade para avaliacdo de compostos teste e amostras ambientais (final).

. . Parametros testados A
Tipo de Nome do ensaio / . .- Substancia (s) ~ A
. - (Efeitos toxicos) / Concentracao Referéncia
ensaio Organismo teste Tempo testada (s)
Mutagénico | Micronucleos (MN) Efeitos clastogénicos’ L Efeitos observados com | AL-HARBI, 1993
. o N Adriamicina
Células eucarioticas ou aneugénicos 15 mg
Ciclofosfamida’ Efeitos observados com HOSSEINIMEHR &
(anti-cancer) 50 mg KARAMI, 2005
Indometacina® Efeitos observados com DEVI & POLASA, 1987
(antiinflamatorio) 36 mg
Mutagénico | Ensaio de Mutagao Taxa de mutagéo Todos apresentaram KADOTANI, ARISAWA, &
Reversa Bacteriana ¢ Antiinflamatérios P ol MARUYAMA, 1984
. . reversa resultados negativos
Escherichia coli WP2
Mutagénico Analgésico Paracetamol: 50-400 mg™ fglngl SIVAM, & KHAN,
(tid Ibuprofeno: 50-100
;I;:;Jg: (e1r_1tcrle) cromatides Troca de DNA entre mg/Kg
Clul . croméatides irmas i flamatéri Ketoprofeno: 50- |
élulas eucarioticas Antiinflamatérios 100mg/Kg PHILIPOSE et al.,1997
Naproxeno: 100 mg/kg
Paracetamol: 50-400 mg™
Mutagénico | Ensaio Mutacdo reversa em Dinirona IZUMl et al., 1991
Salmonella/microssoma bactérias (anaFI) ésico) TA100": 5 - 10 mg/placa
(Teste de Ames) S. typhimurium g
. Liberagdo do LDH / . . DZIMIRI & ALMOTREFI,
Citotoxico | Lactato Desidrogenase Oxidaco do NADH a Antiarritmico Amiodarona: 7.2uMa2.5 1993
Extracelular mM
NAD+
Viabilidade de células ALLEN etal., 1991
Citotoxico i imétri i ivi
Ensaio colorimétrico do V|vas_(at|V|dade de Antiinflamatérios® 10 mM
MTT desidrogenases
mitocondriais)

3 ECso: concentragdo que causa 50% do efeito; °: Para outros antibiéticos analisados (eritromicina, oxitetraciclina, ofloxacina, lincomicina e claritromicina); ¢: Concentragdo que causa 50% de morte; “:VNM:
valor ndo mensuréavel; & LOEC: menor concentragdo com efeito observéavel; - NOEC: concentragio sem efeito observavel; 9 fragmentos cromossdmicos que ndo sdo incorporados no nicleo das células-
filhas durante a divisdo celular; ": cromossomos inteiros que ndo completam a migracio na anafase da divisdo celular; ™: estudo conduzido avaliando eritrocitos de camundongos (mg farmaco/kg peso
animal); ": indometacina (5-5000 pg/placa), carprofeno (1,25-1250 pg/placa), tenoxicam (1-1000 pg/placa); ™: estudo conduzido in vivo avaliando células da medula 6ssea de camundongos (50-400

mg/kg peso animal); ": detecta mutagenos que causam substituicdo dos pares de bases; °: indometacina, acido mefenémico, ketoprofeno, ibuprofeno, sulindaco, aspirina, fenilbutazona e naproxeno.
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3.5.1.1 Ensaio Salmonella/microssoma (teste de Ames)

O ensaio Salmonella/microssoma também conhecido como teste de Ames foi
desenvolvido pelo Dr. Bruce Ames na década de 1970. Desde entdo, foi amplamente
empregado e demonstrou ser eficiente para detectar a mutagenicidade de centenas de
compostos (AMES et al., 1975; MARON & AMES, 1983).

O método detecta se 0s compostos, muitas vezes presentes no meio ambiente e em
contato com o ser humano, causam mutacdo génica. A mutagénese refere-se a propriedade
que as substancias quimicas apresentam de provocar modificacdes no material genético das
células, de modo que estas sejam transmitidas as novas células durante a divisdo celular
(OGA, 2003).

O ensaio Salmonella/microssoma foi um dos testes in vitro pioneiros e tem sido
utilizado para determinar mutagenicidade de misturas ambientais complexas e bioldgicas, e é
eficiente para detectar uma variedade de compostos mutagénicos (UMBUZEIRO et al., 2009).
O ensaio esta incluido no Standards Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2005) como proposta de teste de mutagenicidade, e permite prever carcinogenicidade
de amostras submetidas a ele (AMES et al.,1973; MONARCA et al., 1998). A importancia do
teste foi ressaltada por Claxton, Umbuzeiro & DeMarini (2010) quando foi considerado o
estetoscopio da toxicologia genética do século 21.

O teste emprega linhagens da bactéria Salmonella typhimurium derivadas da parental
LT2, auxotréficas' para histidina (His-, histidina dependentes), com diferentes mutaces no
operon? responsavel pela sintese deste aminoacido. As cepas da bactéria sdo carentes da
enzima fosforibosil ATP sintetase, necessaria para sintese de histidina (OGA, 2003). Esta
alteracdo genética faz com que as bactérias sejam incapazes de crescer e formar colénias em
meio de cultura sem este aminodcido (UMBUZEIRO et al., 2004; VALENT, 1990). No
entanto, compostos mutagénicos podem causar novas mutacGes que invertem a mutacao
original e a sintese da histidina é restaurada permitindo as bactérias de crescerem em meio

com baixas concentracfes do aminoacido. A freqiiéncia de mutacdo reversa das cepas €

1 Auxotréficos: micro-organismo mutante que apresenta requerimentos nutricionais ausentes nos
progenitores.
2 Operon: sitios formados por operador, promotor e genes que 0s primeiros controlam (TORTORA,
FUNKE & CASE, 2012).
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medida pela contagem de colbnias macroscopicas que crescem no meio minimo ap6s a
exposicao das células ao agente mutagénico.

Além da mutacdo no operon da histidina, as cepas apresentam outras mutacfes que
aumentam a capacidade/sensibilidade para detectar mutadgenos. A mutacdo rfa causa perda
parcial da barreira de lipopolissacarideos® (LPS) aumentando a permeabilidade de moléculas
grandes que ndo penetram na parede da célula sem a mutacdo. As cepas apresentam ainda a
mutacdo uvrB que é uma delecdo do gene que codifica o sistema de reparo por excisdo do
DNA tornando-as mais sensiveis para detectar mutagenos (AMES et al., 1975; MARON e
AMES, 1983). A mutacdo uvrB se estende através do gene bio e como conseqiiéncia as
bactérias se tornam dependentes da biotina para crescerem. Algumas cepas apresentam o
plasmideo R-fator pKM101 que as tornam ainda mais sensiveis a uma variedade de
mutagenos; este plasmideo confere as bactérias resisténcia ao antibiético ampicilina quando
mantido no interior das células. Além destas, outras muta¢fes podem ser observadas entre as
linhagens ja desenvolvidas para o teste. Na Tabela 3.2 esta 0 resumo das mutacdes presentes
especificamente nas linhagens TA98 e TA100 usadas nos experimentos deste trabalho e
indicadas para testes de mutagenicidade gerais, de rotina e amostras ambientais (APHA,
2005; MARON & AMES, 1983; SERRES & SHELBY, 1979).

Tabela 3.2 - Genotipo das cepas TA98 e TA100 usadas para detectar mutagenicidade no
presente trabalho.

Mutagdo para Mutagdes Adicionais i
Linh histidina® Mutagenos que detecta
nhagem Isticina LPS? Reparo® R-fator*
(Gene afetado)
TA98 hisD3052 rfa AuvrB +R DQL
TA100 hisG46 rfa AuvrB +R SPB

As cepas sdo derivadas da S. typhimurium LT2. 1. Muta¢des no gene responsavel pela sintese da histidina; 2.
Permeabilidade da membrana de lipopolissacarideos (LPS), a mutacdo rfa causa perda parcial da barreira e
facilita difusdo de moléculas grandes; 3. Delecdo do gene uvrB causa perda da capacidade de reparo por exciséo
e aumento da sensibilidade para detectar mutagenos. A delegdo (A) no uvrB se extende pelo gene da biotina; 4.
Presenca do plasmideo pKM101 confere resisténcia a ampicilina. R = pKM101; 5. Tipos de
mutacdes/mutdgenos que detectam: deslocamento quadro de leitura (DQL) e substituicdo de pares de base
(SPB).

Fonte: AMES et al. (1975) adaptado.

® Lipopolissacarideo: molécula que consiste em um lipideo e um polissacarideo, formando a membrana
externa da parede celular de bactérias gram-negativas (TORTORA, FUNKE & CASE, 2012).
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As bactérias fornecem informacdes sobre os tipos de mutacbes que 0S compostos
podem causar isto porque a mutacdo é revertida pelo composto de acordo com o modo de
interacdo do mesmo na célula. A mutacdo hisG46 presente na cepa TAL100 ocorre no gene
hisG que codifica para a primeira enzima da biosintese da histidina. Esta mutagéo substitui a
leucina GAG (CTC), no organismo selvagem, pela prolina GGG (CCC), no organismo
mutante. Portanto, cepas com esta mutacdo detectam mutagenos que causam substituicdo dos
pares de bases, principalmente nos pares G-C. A cepa TA98 apresenta a mutacdo hisD3052,
no gene que codifica para histidinol desidrogenase. Esta cepa detecta mutagenos que causam
deslocamento no quadro de leitura. Os mutédgenos ao entrarem em contato com a bactéria
podem restaurar a leitura para biossintese da histidina. O desenho esquemaético destas
mutacdes pode ser observado na FIG. 3.3.

Algumas substancias para agirem no DNA precisam ser metabolizadas nos
organismos. Essas substancias sdo conhecidas como promutagenos ou mutagenos indiretos,
pois per si ndo alteram o DNA. Para que as mutagdes ocorram através desses promutagenos
sdo necessarias reacbes com enzimas. O figado de rato foi apontado como a melhor fonte de
enzimas de ativacdo e o mais eficiente para detectar diferentes classes de carcindgenos. Por
iSs0, nos teste in vitro séo incluidos homogenados de figado de rato centrifugado a 30,000 x g
(microssomas), denominado fracdo S9, induzidos por bifenilas policloradas (PCB) — Aroclor
1254. Além da fracdo S9 o sistema de ativacdo metabdlica é composto por cofatores, como
glicose-6-fosfato e NADPH (CLAXTON et al., 2010; MARON & AMES, 1983). O sistema
de metabolizacdo empregado € denominado mistura S9. Como algumas substancias podem
ser inativadas pelo sistema de metabolizacdo, nos ensaios 0s compostos séo testados tanto na
presenca quanto na auséncia da mistura S9.

O ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma tém se demonstrado uma
ferramenta Util para indicar a presenca de compostos mutagénicos em amostras de aguas
superficiais (UMBUZEIRO et al., 2010; 2001), subterraneas (VALENTE-CAMPOS et al.,
2009), agua tratada (GARTISER et al., 2012; TAKANASHI et al., 2011), sedimentos
(UMBUZEIRO et al., 2004) e efluentes (MASOOD & MALIK, 2013).

Importantes compostos mutagénicos ndo estdo regulamentados e o teste de Ames pode
ser uma ferramenta uatil para avaliar esta atividade em amostras de agua usadas para
abastecimento. A Companhia de Saneamento do Estado de Sdo Paulo (CETESB) emprega
desde a década de 1970 o ensaio Salmonella/microssoma no monitoramento das aguas

superficiais do estado. Segundo Umbuzeiro et al. (2001) o programa permitiu além da
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deteccdo de mutagenicidade na agua, a implementacdo de a¢Ges de prevengdo o que nao teria
sido possivel sem a adog&o do teste.

Na literatura podem ser encontradas diferentes formas para interpretacdo dos dados, e
logo, do resultado final para o ensaio Salmonella/microssoma (teste de Ames). Alguns
trabalhos empregam trés varidveis para resultado final do teste (ANOVA, relagdo dose-
reposta e razdo de mutagenicidade). Por outro lado, podem ser encontrados na literatura
trabalhos cujos dados sao analisados sem o emprego simultaneo das trés variaveis, neste caso,
os resultados sdo apresentados com base em dois e, as vezes, apenas um parametro. Um
resumo de trabalhos publicados usando os trés pardmetros simultaneamente ou alguns deles
pode ser observado no QUADRO 3.2.

O teste de Ames € um teste considerado de facil execucdo, sensivel, que produz uma
rapida resposta e de custo relativamente baixo quando comparado com os testes in vivo e
estudos epidemioldgicos (AMES et al., 1975; ZHANG & WANG, 2000). No entanto, quando
ha a necessidade de testar a mutagenicidade para muitas amostras o teste pode ser demorado e
oneroso. O teste de Ames pode ser uma ferramenta promissora para avaliar se 0s subprodutos
dos farmacos captopril, diclofenaco e sulfametoxazol induzem atividade mutagénica. Além
disso, prevé o desenvolvimento de cancer, pois uma das teorias da carcinogénese quimica

indica o desenvolvimento de uma mutacdo como evento inicial deste processo (OGA, 2003).
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Figura 3.3 - Tipos de mutacfes detectadas pelas bactérias TA100 (a) e TA98 (b).
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b) Deslocamento do quadro de leitura

a) Em uma substituicdo de bases, uma Unica base em um ponto na seqiiéncia do DNA ¢é substituida por uma base diferente. Quando o DNA
se replica, o resultado é uma substituicdo de um par de bases. Esta mutagdo leva a uma proteina alterada em uma célula. b) Na mutagdo de
deslocamento do quadro de leitura (frameshift) um ou alguns pares de nucleotideos sdo removidos ou inseridos no DNA. Isto leva a uma
alteragdo nos aminoacidos a jusante do local da mutacéo original.

Fonte: TORTORA, FUNKE & CASE (2012).
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Quadro 3.2 - Resumo de trabalhos publicados utilizando o ensaio Salmonella/microssoma
com diferentes formas para andlise dos resultados.

Caracteristicas gerais da publicacéo Referéncia
e Agua superficial. VALENT, 1990
- Resultado positivo quando RM > 2, houve efeito dose-
resposta (modelos Linear, Lintox1, Lintox2 e Bernstein) e
ANOVA significativa.
- Indicios de mutagenicidade quando 0 RM < 2, mas 0s
dados encaixaram no modelo linear com dose-resposta <
0,05
- Usou o Salanal®
- Resultados dados em Rev./L".
e Agua subterranea. VALENTE-CAMPOS et al., 2009
- Resultado positivo quando houve diferenca estatistica
entre o controle e amostra (ANOVA), efeito dose-resposta
significativo e RM > 2.
- Quando 0 RM < 2 experimento repetido, se mantido,
resultado era positivo. Se ndo foi repetido, inconclusivo.
- Usaram Salanal e Bernstein.
- Resultados em Rev./L.
e Orientacdes da Sociedade Brasileira de UMBUZEIRO etal., 2009
Mutagénese, Carcinogénese e Teratogénese Ambiental
(SBMCTA).
- Resultado positivo qguando ANOVA for significativa (p
< 0,05), RM = 2 e efeito dose-resposta significativamente
positivo (p < 0,05).
- Resultado inconclusivo quando ANOVA for
significativa (p < 0,05), RM < 2 e efeito dose-resposta
significativamente positivo (p < 0,05) (Caso a repeti¢do
ndo seja possivel).
- Resultados em Rev./unidade de amostra, quando
positivo ou com indicios (amostras ambientais).
o Efluente industrial MASOOD & MALIK, 2013
- Adotaram RM, potencial mutagénico (porcdo linear da
curva dose-resposta), fator de inducdo* e ANOVA

®Salanal (Salmonella Assay Analysis): programa estatistico especialmente desenvolvido para o teste de Ames
pelo Dr. L. Myers do Research Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, USA. Para cada dose analisada a
média de revertentes é comparada ao respectivo controle negativo e avaliado pela analise de variancia
ANOVA e relacdo dose-resposta.

® Indica o niimero de revertentes induzidos por unidade de amostra.
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Quadro 3.2 - Resumo de trabalhos publicados utilizando o ensaio Salmonella/microssoma
com diferentes formas para andalise dos resultados (continuacao).

Caracteristicas Referéncia

e Aguas intersticiais PARRELLA &

- Resultado positivo quando o RM > 2 e teve LAVORGNA, 2013
significativa relacdo dose-resposta (usaram Dunnett’s
e Tukey, ndo adotaram Salanal).
e Efluente téxtil (Azo corantes) OLIVEIRA et al., 2010
- Resultado positivo quando ANOVA e efeito dose-
resposta foram significativos.
- Sem RM.
- Usaram Salanal e Bernstein.
- Resultados dados em Rev./ug.
e Farmacos (antibioticos) ISIDORI et al., 2005
- Resultado positivo quando o0 RM > 2 e teve
significativa relagdo dose-resposta
- Resultados dados em Rev./ug.
- Sem adotar o Salanal
e Aguas superficiais e tratadas, efluentes e UMBUZEIRO et al., 2004
sedimentos.
- Resultado dado como negativo ou positivo (aumento
da poténcia mutagénica - Rev./unidade de amostra).
- Sem citar ANOVA e sem RM.
- Usaram Salanal e Bernstein.
- Resultados dados em Rev./ug ou Rev./L.
o Comparacdo entre desinfetantes (tratamento GUZZELLA etal., 2004
de 4gua)
- Resultado positivo quando duas doses produzem APHA, 2005
uma resposta pelo menos duas vezes maior que 0
controle (similar ao RM), e no minimo duas doses
mostrarem rela¢do dose-resposta.
- Sem adotar o Salanal
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Quadro 3.2 - Resumo de trabalhos publicados utilizando o ensaio Salmonella/microssoma
com diferentes formas para andlise dos resultados (final).

Caracteristicas Referéncia

e Aguas superficiais. UMBUZEIRO et al., 2001
- Resultado dado como negativo ou positivo
(aumento da poténcia mutagénica - Rev./unidade
de amostra).
- Sem citar ANOVA e sem RM.
- Usaram Salanal e Bernstein.
- Resultados dados em Rev./L.
o Plantas nativas brasileiras MOREIRA et al., 2002
- Citaram Salanal e RM, no entanto, os resultados
foram dados apenas com base na RM.
- Sem mencdo a relagdo dose-resposta.
e Plantas OLIVEIRA, 2010
- Resultado positivo quando RM > 2 e
significativa relacdo dose-resposta.
- Indicios de mutagenicidade quando apenas um
dos parametros foi atendido.
- Adotou Salanal e Bernstein
e Remocédo de microcontaminantes da 4gua GUZZELLA, FERETTI,
bruta (GAC e POA) & MONARCA, 2002
- Resultado positivo RM > 2 (comparam atividade
mutagénica com RM).
- Sem adotar o Salanal e os modelos.
e Aguas superficiais VARGAS, MOTTA, &
- Resultado positivo quando o RM > 2 e curva HENRIQUES, 1993
dose-resposta positiva (Rev./mL).
- Indicios de mutagenicidade quando apenas um
dos critérios foi atendido (sem Rev./mL)
- Negativo quando 0 RM < 2 e ndo houve
citotoxicidade pelas amostras.
- Usaram Salanal e os modelos: Linear, Lintox1,
Lintox2 e Bernstein.
- Sem ANOVA.
- Resultados dados em RM e Revertentes por
unidade de amostra quando encontrado.
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3.5.1.2 Ensaio de citotoxicidade pelo MTT

Entre os ensaios para avaliar a citotoxicidade de compostos individuais ou misturas

complexas através da conversdo de um substrato em produto cromogénico por células vivas, o

ensaio colorimétrico do MTT desenvolvido por Mosmann (1983) é possivelmente um dos

mais versateis e empregados na literatura. O ensaio detecta somente células vivas e o sinal

gerado é dependente do grau de ativagdo das células. O método pode ser usado para medir a

citotoxicidade, proliferacéo ou ativacdo celular (MOSMANN, 1983).

Figura 3.4 - Estrutura molecular dos sais MTT e formazan.
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3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difenil-2H tetrazolato de bromo 1-(4,5-dim etiltiazol-2-il)-3,5-difenilform azan
(amarelo) (violeta)

Fonte: OZBIOSCIENCES. Disponivel em: http://www.ozbiosciences.com/

O ensaio do MTT baseia-se na medida do dano induzido pelo composto/extrato no

metabolismo celular de glicideos, usualmente através da avaliagdo da atividade de

desidrogenases mitocondriais. Células vivas utilizam o MTT, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil-2H tetrazolato de bromo, um sal solivel em &gua de coloracdo amarela, como

substrato e o reduz através da clivagem do anel pela atividade de desidrogenases

mitocondriais, presentes e funcionais exclusivamente nestas células vivas, a um produto de

cor violacea e insoltvel em agua o sal formazan 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazan

(FIG.3.4).
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A carga positiva do anel tetrazolato com quatro &tomos de nitrogénio, cercado por
grupos aromaticos, facilita a captacéo celular do corante via potencial de membrana de células
viaveis (BERRIDGE, HERST, & TAN, 2005). Se ndo for reduzido no citoplasma o
tetrazolato atravessa a membrana mitocondrial onde é entdo reduzido. O sal tetrazolato MTT
é reduzido intracelularmente, sendo a mitocondria o principal local de reducéo, processo este
realizado por enzimas oxidoredutases, principalmente o NADH. Esta coenzima € derivada
principalmente do ciclo acido citrico ou ciclo de Krebs (TCA). Um esquema da reducdo do
MTT pode ser analisado na FIG. 3.5.

Figura 3.5 - Representacao esquematica do mecanismo de reducéo do MTT.
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Fonte: BERRIDGE, HERST & TAN (2005)

Pelo esquema acima nota-se que o metabolismo dos glicideos é fundamental para a
geracdo dos elétrons que serdo responsaveis pela reducdo do MTT a formazan. Quando as
células sofrem algum dano decorrente do contato com as amostras ensaiadas, 0 metabolismo
dos glicideos ¢ alterado levando a uma queda/bloqueio da producdo de elétrons e assim da
atividade das desidrogenases mitocondriais, 0 que nao permite ou diminui a reducdo do MTT
a formazan. A viabilidade mitocondrial, e consequentemente, a viabilidade celular ¢
proporcional a quantidade de formazan reduzido a partir do MTT, ou seja, do nivel do

metabolismo energético na célula. A coloracdo amarela da solucdo de MTT em placa quando
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substituida por uma coloracdo arroxeada pela formacdo dos cristais de formazan indica a
presenca de células metabolicamente ativas. Apos a solubilizagdo do formazan uma medida
espectrofotométrica do MTT-formazan a 570 nm permite a quantificacdo da viabilidade
celular, e a absorbancia observada é diretamente proporcional a quantidade de células viaveis.

O teste quantitativo é considerado um ensaio colorimétrico que proporciona rapidez,
versatilidade e precisdo na leitura espectrofotométrica (MOSMANN, 1983), e ainda permite a
analise concomitante de varias amostras, uma vez que é realizado em microplacas.

Uma reducdo na viabilidade celular por um agente pode ser considerada como um
efeito citotoxico decorrente da presenca de substancias toxicas. Zegura et al. (2009)
analisando amostras de agua tratada, superficial e efluentes consideraram uma reducdo de
30% na viabilidade celular de células HepG2 como um efeito citotoxico. Ensaios de
citotoxicidade utilizando o ensaio de MTT tém sido amplamente empregados utilizando
células HepG2, que podem ser usadas para avaliacdo do risco quimico (ZEGURA et al., 2009;
MERSCH-SUNDERMANN et al., 2004). Brevemente, estas células foram isoladas em 1979
a partir de um hepatoblastoma (ADEN et al., 1979) e mantém ativas enzimas envolvidas na
ativacdo e detoxificacdo de carcinégenos (UHL, HELMA, & KNASMULLER, 2000). O
tempo de geracdo das células HepG2 varia de 20 a 28 horas.

O ensaio de MTT ja foi empregado para avaliar a citotoxicidade de efluentes, aguas
superficiais e tratadas (ZEGURA et al., 2009), microcontaminantes apds o tratamento
avancado do efluente com O3 e UV/H,0, (RICHARD et al., 2013), de compostos quimicos
(FOTAKIS & TIMBRELL, 2006; MCGUIGAN & LI, 2014), farmacos (AYAKI et al., 2010;

ALLEN et al., 1991), dentre outros compostos e misturas.
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4 METODOS

4.1 Procedimentos de preparo das amostras

4.1.1 Ensaios de cloragdo

Os ensaios de cloracdo foram realizados em escala de bancada, utilizando
equipamento de Jar test da marca Nova Etica® (FIG. 4.1), no Laboratério de Controle
Ambiental do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas e Biologicas / UFOP.
De acordo com a Portaria 2.914/2011 para garantir uma eficiente desinfeccdo com 1 mg/L de
cloro, temperatura da agua a 20°C e pH igual a 7 o tempo de contato minimo deve ser de 9
minutos. Para aproximar a realidade das estacGes de tratamento de agua do Brasil, que operam
com tempo de contato de aproximadamente 30 minutos, 0 mesmo tempo foi adotado nos
ensaios com diclofenaco (DCF) e sulfametoxazol (SMX). Para o captopril (CPT) o tempo de
cloragdo foi de 5 minutos, uma vez que em tempos maiores o farmaco era completamente
degradado e ndo era observada a formacao de subprodutos do farmaco e nem residual de cloro
(TAB. 4.1).

Em cada jarro do equipamento foi adicionado 2 L de agua Milli-Q, 1mg/L de
diclofenaco e sulfametoxazol em separado, e 6 mL de solucdo de hipoclorito de sédio
(NaClO) a 1 mg/L. Para o captopril a concentracdo do farmaco e do NaClO foi de 10 mg/L
cada (TAB.4.1). Esta variagdo com este farmaco se deu pela rapida oxidacdo e
desaparecimento do mesmo em concentracbes menores, 0 que ndo permitiria a formacdo de
compostos residuais. Durante o tempo de oxidacdo o gradiente de velocidade da mistura foi
de 120 rpm.

Tabela 4.1 - Caracteristicas dos ensaios de cloracdo para cada farmaco estudado — Captopril,
Diclofenaco e Sulfametoxazol.

Captopril Diclofenaco Sulfametoxazol
Concentracao do farmaco 10 mg/L 1 mg/L 1 mg/L
Concentracdo de NaCIlO 10 mg/L 1 mg/L 1 mg/L
Tempo de contato 5 min 30 min 30 min
Gradiente de Velocidade 120 rpm? 120 rpm 120 rpm

®rpm: rotagbes por minuto
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Decorrido o tempo de agitagédo coletou-se 10 mL de amostra do jarro e transferiu para
um frasco estéril. Neste adicionou-se 53 pl do agente redutor tiossulfato de sodio (Na,SOs) a
uma concentracdo de 1 mol/L para neutralizar o cloro residual. Este procedimento estd de
acordo com o Standard Methods for Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005) e
tem a finalidade de eliminar o desinfetante residual, e logo, sua toxicidade tanto para as
bactérias quanto para as células.

Posteriormente, foram feitas as diluicbes da amostra para outros frascos estéreis
obtendo desta forma cinco concentracGes de cada amostra de farmaco clorado: 1 mg/L, 0,75
mg/L, 0,50 mg/L, 0,25 mg/L e 0,01 mg/L. Estas diluicdes foram escolhidas em fungdo das

baixas concentracGes encontradas no ambiente.

Figura 4.1 - Equipamento de Jar test utilizado para realizagdo dos ensaios de cloragdo de
amostras de agua acrescidas dos farmacos.

Fonte: DA AUTORA

4.1.2 Fotocatélise do Captopril

Amostras de 10 mg/L captopril foram submetidas a fotocatalise heterogénea com
dioxido de titanio (TiO/UV-C). O semicondutor foi ativado por luz ultravioleta (UV-C)
permitindo a formacao de radicais hidroxila (*OH), responsaveis pela oxida¢ao do farmaco
(FIG. 4.2). Para isso, foram utilizadas lampadas fluorescentes germicidas com poténcia
nominal de 9W (poténcia total de 27 W), que emitem luz no comprimento de onda na faixa de 100
a 279 nm (UV-C) (FREITAS, 2014). O tempo de contato do semicondutor a 120 mg/L com o
farmaco foi de 120 minutos. Estas amostras foram gentilmente cedidas pelo Prof. Robson

Afonso e maiores detalhes podem ser obtidos em FREITAS (2014). As amostras foram
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diluidas e as cinco concentragdes obtidas — 1 mg/L, 0,75 mg/L, 0,50 mg/L, 0,25 mg/L e 0,01

mg/L — foram posteriormente submetidas aos ensaios in vitro.

Figura 4.2 - Fotocatalise heterogénea com dioxido de titanio ativado por luz ultravioleta.

Fonte: FREITAS (2014)

4.1.3 Amostras de farmacos sem tratamento

Amostras com os farmacos, nas concentragfes de 1 mg/L, 0,75 mg/L, 0,50 mg/L, 0,25
mg/L e 0,01 mg/L em agua Milli-Q, sem passar pela cloracdo e pela fotocatalise, foram
testadas em cada ensaio bioldgico com o objetivo de analisar o efeito dos mesmos sem as
etapas dos tratamentos. No ensaio Salmonella/microssoma foi testada ainda a concentracdo de
10 mg/L da cada farmaco a fim de avaliar se nesta concentracdo os farmacos seriam toxicos
para as bactérias.

Todas as amostras da cloracdo e da fotocatalise foram preparadas no mesmo dia da
realizacdo dos ensaios, sem armazenamento, para evitar perda de possiveis compostos

mutagénicos e/ou citotdxicos.

4.2 Ensaios bioldgicos in vitro
Os ensaios biologicos foram realizados no Laboratdrio de Biologia e Tecnologia de

Micro-organismos (LBTM) do Departamento de Ciéncias Biologicas do Instituto de Ciéncias
Exatas e Bioldgicas da UFOP.
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4.2.1 Ensaio Salmonella/microssoma

Para realizagéo do ensaio Salmonella/microssoma foi utilizado o mesmo protocolo de
pré-incubacdo adotado pelo Laboratorio de Toxicologia Ambiental, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP, e elaborado por Elisa Raquel Anastacio Ferraz. Os
meios de cultura, solucGes e procedimento de ensaio condizem com o descrito por Maron &
Ames (1983) e com as orientagfes do Standard Methods for Examination of Water and

Wastewater (APHA, 2005). Os meios de cultura e solucGes estdo detalhados no Apéndice A.

4.2.1.1 Isolamento e estoque das bactérias

Para a realizagdo do teste foram utilizadas as linhagens TA98 e TA100 da bactéria
Salmonella typhimurium adquiridas na Moltox — Molecular Toxicology Inc. As bactérias
foram recebidas em forma de pequenos discos de papel saturados com as culturas bacterianas,
selados em sacos plasticos com um pouco de &gar e liofilizados. Os discos foram mantidos em
geladeira a 4°C até o momento do uso.

Para ressuspensdo dos discos de bactérias os mesmos foram colocados em
Erlenmeyers estéreis, em separado para cada linhagem, com 20 mL de caldo nutriente e
ampicilina numa concentragdo de 25 pg/mL. Os frascos foram incubados com agitacdo entre
150-170 rpm, a 37°C por no mé&ximo 16 horas.

Para isolamento das colbnias de bactérias estriou-se, utilizando alca de platina, o caldo
de cultura em placas de agar nutriente. Apés este procedimento as placas foram incubadas por
24 horas a 37°C. De cada linhagem foram selecionadas, ao acaso, cinco colénias isoladas que
foram inoculadas em tubos de ensaio estéreis contendo 5 ml de caldo nutriente sem
ampicilina, uma a uma. Para todas estas colbnias inoculadas nos tubos de ensaio realizaram-se

as provas genéticas descritas no item a seguir.

4.2.1.2 Verificacdo das caracteristicas genéticas das linhagens

Os gendtipos das cepas devem ser confirmados de acordo com a rotina de cada
laboratdrio. Para verificar se 0s mesmos mantinham-se apds a ressuspensdo dos discos de
bactérias e antes da realizacdo dos ensaios, aliquotas das culturas crescida nos 5 mL de caldo
nutriente foram submetidas as provas genéticas descritas a seguir. O método empregado foi o

mesmo descrito por Maron & Ames (1983).
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> Mutagéo rfa

Linhagens de bactérias que possuem a mutacdo rfa devem ser testadas com relagcdo a
sensibilidade ao cristal violeta. Com esta mutacdo, moléculas grandes como o cristal violeta
podem penetrar na célula. Para testar esta mutacdo com 0 uso de zaragatoas estéreis
inocularam-se as culturas crescidas nos tubos de ensaio em placas com agar nutriente. Em
seguida adicionaram-se discos de papel filtro estéreis embebidos com solugdo cristal violeta a
1%. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C. Apos este periodo as colbnias que
apresentavam um halo de inibicdo, de aproximadamente 14 mm, ao redor do disco indicavam
a presenca da mutacdo que permite que moléculas grandes como o cristal violeta penetre na

célula e inibam seu crescimento.

> Plasmideo pKM101

Cepas da bactéria com presenca do plasmideo de resisténcia a ampicilina devem ser
testadas, pois 0 mesmo pode ser perdido. Para isso, em placas contendo agar nutriente foram
feitas linhas da solucdo de ampicilina (8 mg/8 mL) sobre as quais estriaram-se as culturas
crescidas no caldo nutriente, uma a uma em separado. As linhagens que mantinham o
plasmideo de resisténcia a ampicilina cresciam sobre estas linhas apds incubacdo das placas a
37°C por 24 horas.

> Delecéo uvrB

A mutacdo uvrB pode ser confirmada demonstrando a sensibilidade das bactérias pela
luz UV. Estrias de cada coldnia foram feitas em linhas horizontais em placas com agar
nutriente. Em seguida, a placa foi exposta aberta a luz ultravioleta da capela de fluxo laminar
por 15 segundos a 33 centimetros de distancia, com metade da mesma coberta por gaze. Apés
incubacdo por 24 horas a 37°C as coldnias cuja delecdo era mantida ndo cresceram no lado

irradiado da placa.

> Dependéncia da histidina

Para confirmar a dependéncia da histidina as culturas crescidas em caldo nutriente
foram inoculadas em placas contendo agar minimo suplementado somente com biotina
(controle) e placas com agar minimo suplementado com biotina e excesso de histidina. As

linhagens que mantinham a dependéncia ao aminoacido cresceram nas placas com excesso de
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histidina e ndo cresceram nas placas somente com biotina, ap6s incubacdo por 24 horas
(MARON & AMES, 1983).

> Reversao espontanea

Para avaliacdo da taxa de reversdo espontanea 100 pL de cultura de cada cepa foi
inoculado em 2 mL de &gar de superficie (47°C) e ap6s homogeneizagdo vertidos em placa de
agar minimo com biotina-histidina 0,5 mM. Para cada col6nia selecionada e crescida nos 5
mL de caldo nutriente o ensaio foi feito em triplicata, totalizando 15 placas para cada
linhagem. Apds 66 horas de incubacdo o numero de revertentes por placa foi contado
manualmente, e calculada a média de revertentes por coldnia. A taxa de reversdo espontanea
observada para cada cepa, e esperada para o laboratério onde foram realizados os
experimentos, foi da menor média a maior média encontrada para cada linhagem.

Segundo Maron & Ames (1983) a reversdo espontanea pode variar entre diferentes
laboratdrios, mas deve ser relativamente constante no mesmo laboratdrio.

As colbnias isoladas e entdo submetidas aos testes para confirmacdo dos genotipos e
cujas mutacdes se mantinham foram utilizadas para preparar as aliquotas de bacteérias.

Foram preparados duas diferentes aliquotas para cada linhagem e col6nia. Em ampolas
estereis colocaram-se 0,9 mL de cultura (crescida em caldo nutriente) e 0,1 mL de DMSO
(agente criprotetor), denominadas cultura de cultivo permanente. Para a realizacdo de cada
teste de mutagenicidade foram utilizadas as culturas estocadas e mantidas em ampolas com

180 pL de cultura e 20 pL de DMSO, denominadas de uso rotineiro.

4.2.1.3 Ativacdo metabdlica

Para composicdo do sistema de ativacdo metabdlica utilizou-se a fracdo microssomal
de células de figado do rato Sprague-Dawley (fracdo S9) tratado com agentes indutores de
enzimas, PCB — Aroclor 1254. A fragdo microssomal foi obtida da Moltox — Molecular
Toxicology Inc. A mistura foi composta pala fracdo S9 e de cofatores conforme descrito no
Apéndice A. Durante o ensaio, colocou-se um béquer estéril em banho de gelo onde foi
preparada a mistura. Os compostos individualmente foram armazenados, quando necessario,
mas o volume total da mistura era preparado de acordo com a demanda no experimento, sem
armazenamento. O sistema S9 indica se a amostra é originalmente mutagénica ou necessita

ser metabolizada para se tornar.
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4.2.1.4 Controles positivo e negativo

Os controles foram empregados na presenca e na auséncia de ativacdo metabdlica,
neste Ultimo caso utilizando tampéo fosfato 0,2 M, para cada ensaio realizado.

Os controles negativos foram realizados em quintuplicata com agua Milli-Q, o mesmo
solvente utilizado para dissolver as amostras, para cada cepa com e sem ativacao metabolica.
A inclusdo do controle negativo em cada ensaio é necessaria para estabelecer o nimero de
colbnias que surgem espontaneamente para cada linhagem testada (MARON & AMES,
1983).

O controle positivo foi composto por substancias comprovadamente mutagénicas e é
empregado para confirmar as propriedades de reversao e especificidade de cada cepa, além de
demonstrar a eficdcia da mistura S9 (MARON & AMES, 1983). Na auséncia de
metabolizacdo utilizou-se de 2,5 a 5 pg por placa de azida sddica para TA100, e na presenca
de metabolizacdo de 5 a 10 pg de fluorenamina para TA98. Os controles positivos foram

realizados em duplicata em cada experimento.

4.2.1.5 Crescimento das culturas para o ensaio

Aliquotas de uso rotineiro foram utilizadas para realizacdo dos ensaios. 100 pL de
cada cultura foram inoculados em 20 mL de caldo nutriente em Erlenmeyers estéreis, em
separado para cada linhagem. Os frascos foram incubados com agitagdo entre 150-170 rpm, a

37°C por no maximo 16 horas.

4.2.1.6 Analise das amostras

As amostras investigadas foram testadas em cinco doses com trés repeti¢cbes cada,
conforme orientacBGes da Sociedade Brasileira de Mutagénese Carcinogénese e Teratogénese
Ambiental (UMBUZEIRO et al., 2009).

As solugdes dos farmacos estudados (CPT, DCF e SMX) e destes submetidos a
cloragdo ou fotocatalise, foram testadas nas seguintes doses: 1 ng/placa; 25 ng/placa; 50
ng/placa; 75 ng/placa; 100 ng/placa e 1000 ng/placa, a fim de investigar presenca de
mutagenicidade dos mesmos e/ou dos possiveis subprodutos formados a partir da desinfec¢do

com cloro ou pela fotocatalise. As amostras foram preparadas conforme descrito no item 4.1.
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4.2.1.7 Procedimentos do ensaio

Para 0 ensaio de mutagenicidade adotou-se uma das modificacbes metodoldgicas do
procedimento padrdo, descrito primeiramente por Yahagi et al. (1975) e denominado de teste
de Pré-incubacdo. Neste procedimento o composto teste, a bactéria e a mistura S9 sdo
adicionadas a um tubo de ensaio e incubadas a 37°C por um periodo de 30 minutos.
Posteriormente, adicionou-se o agar de superficie e o conteudo foi vertido na placa com &gar
minimo. Um esquema do ensaio esté ilustrado na FIG. 4.3.

Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar com materiais estéreis

e esta descrito a seguir:

Os tubos de ensaio estéreis foram devidamente identificados.

As culturas bacterianas foram transferidas para a capela de fluxo laminar.

ANERNERN

A mistura S9 foi preparada em banho de gelo.

v Os tubos com amostra na presenca de ativacdo metabolica receberam: 100 pL
de cultura bacteriana, 100 pL da amostra nas cinco diferentes doses (em separado) e 500
pL de mistura S9.

v Os tubos sem ativacdo metabdlica receberam: 100 pL de cultura bacteriana,
100 pL da amostra nas cinco diferentes doses e 500 pL de tampdo fosfato 0,2 M.

v Cada dose do composto teste foi ensaiada em triplicata, na presencga e auséncia
de ativacdo metabdlica.

v Nos tubos para controle negativo foram adicionados: 100 pL de cultura
bacteriana, 100 pL de agua Milli-Q e 500 pL de mistura S9 ou tampéao fosfato 0,2 M.

v Para cada linhagem, com e sem S9, o controle negativo foi realizado em
quintuplicata.

v Nos tubos do controle positivo, na presenca de ativacdo metabdlica, foram
colocados 100 pL de cultura bacteriana, 500 pL de mistura S9 e 10 pL da solucdo
fluorenamina.

v Nos tubos do controle positivo, na auséncia de ativacdo metabolica, foram
colocados 100 pL de cultura bacteriana, 500 pL de tampéo fosfato 0,2 M e 10 L da
solucéo de azida sodica.

v Para cada linhagem, com e sem S9, o controle positivo foi realizado em

duplicata.
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v Apo6s a pipetagem de todos os compostos nos devidos tubos de ensaio, 0s
mesmos foram fechados com tampa de rosca e incubados por 30 minutos em estufa a
37°C

v Quando retirados da estufa cada tubo recebeu 2 mL de agar de superficie,
previamente derretido em microondas, e mantido em banho-maria.

v Ap6s homogeneizacdo o contetdo de cada tubo foi vertido em placa contendo
agar minimo.

v Apds solidificacdo do agar as placas foram incubadas invertidas por 66 horas a
37°C.

v As colbnias revertentes em cada placa do composto teste foram contadas
manualmente e comparadas ao controle negativo como explicitado no item Analise dos

resultados.
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Figura 4.3 - Esquema do procedimento do protocolo de pré-incubacdo para 0 ensaio
Salmonella/microssoma.

Etapa 1:
Caldo nutriente + TA98 Caldo nutriente + TA100
+ Incubar a 37°C, por 16 horas,
@ 3 T " emshaker incubader
Etapa 2:

=L = 0 ler

. — . . .
= O.Sm OJ.Em

c_ lmv =L C= O Smel

Etapa 3:
TA98/S9"
014110 It Bt 1
Contiols nagative Controls pozitive Amaostra }
TA 98/59 (tampio fosfato)
..... . Top agar
1410141t 4 I I I
Controls nagative Controls pesitive Amostra
.. . Incubara 37°C
If aleorset T ‘-\i — por30 minutos
i ARRRA |
| [
T II*III |
| Comtolepssmive  Conmclepositive  Amests !
\x._ _____________________________ ,-"
/TA10059" (tampdo fosfat)
: ..... - :
A 11 i 1 | | l i
I Contrelapagative  Controlz pesitive ‘_i _—
Etapa 4
/\' Incubar a 37°C

© por 66 horas ©
_—

Fonte: FREITAS (2014)
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4.2.1.8 Andlise dos resultados

Para analise dos resultados a maioria dos trabalhos publicados utiliza o programa
Salanal (Salmonella Assay Analysis). Este foi elaborado e especialmente desenvolvido para o
teste pelo Dr. L. Myers do Research Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, USA. No
programa as médias de revertentes em cada dose analisada sdo comparadas aos respectivos
controles negativos e avaliados pela anélise de varidncia ANOVA e pela relagdo dose-
resposta. Esta relacdo foi estudada por Myers e quando um dos modelos propostos — Linear
Simples, Lintox1 ou Lintox2 se ajustam aos dados, indicam atividade mutagénica com p <
0,05. A auséncia de atividade mutagénica é representada pelo modelo Constante (FIG.4.4).
Quando nenhum dos modelos anteriores se encaixa aos dados, o programa utiliza o modelo de
Bernstein, uma variacdo do modelo linear, que usa regressao linear e ANOVA.

Pelo programa pode-se identificar qual o modelo mais aceitavel aos dados analisados,
o valor da analise de varidncia (ANOVA - teste F) e o efeito dose-resposta (obtido na origem
da curva). O programa calcula ainda a inclinacdo da reta da parte linear da curva dose-
resposta, este valor corresponde ao numero de revertentes induzidos por unidade de amostra
analisada. Estes pardmetros devem ser analisados com cautela uma vez que fazem mais
sentido quando h& uma diferenga estatistica entre o nimero de revertentes nas doses
analisadas e quando a inclinacdo na origem da curva dose-resposta € positiva (ambos com p <
0,05), ou seja, quando a amostra é mutagénica.

Uma complementacdo a analise estatistica pode ser obtida através do calculo da Razéo

de Mutagenicidade (RM) para cada dose, utilizando a seguinte equacao:

média do nimero de revertentes na placa teste

RM =
média do numero de revertentes por placa no controle

negativo
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Figura 4.4 - Modelos de relacdo dose-resposta. a) Constante (amostra negativa). b) Linear
simples. c¢) Lintox1 (Linear atenuado por toxicidade exponencial simples). d) Lintox2 (Linear
atenuado por toxicidade exponencial a segunda poténcia). X = doses de amostra. Y = média
do numero de revertentes por placa.

‘1‘* Y=10b ,1_‘ YV=ax+0b
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: > ‘ _ —>
Conzgtante x Linear Sunples X
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Fonte: VALENT (1990)

As diferentes formas para interpretacdo dos dados do ensaio Salmonella/microssoma
(teste de Ames) encontradas na literatura foram analisadas e para a interpretacdo dos
resultados do presente trabalho adotou-se o que apresenta um maior nivel de exigéncia. Neste
caso, um resultado é positivo quando os dados se encaixam em um dos modelos (Linear,
Lintox1, Lintox2 ou Bernstein), com analise de variancia (ANOVA) significativa (p < 0,05),
relagdo dose-resposta positiva (p < 0,05) e quando razdo de mutagenicidade for maior ou igual
a 2 em pelo menos uma das doses. Se 0 RM for menor que 2, mas a amostra tiver relacdo
linear, com ANOVA e relacdo dose-resposta significativas (p < 0,05), o resultado ¢ dado
como indicios de mutagenicidade.

Segundo documento elaborado por Umbuzeiro et al. (2009) com orientagdes bésicas
para execucdo de testes de mutagenicidade, como o teste de Ames, uma amostra deve ser

considerada positiva com ANOVA significativa (p < 0,05), RM igual a 2 e efeito dose-
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resposta significativamente positiva (p < 0,05). Caso a ANOVA e a dose-resposta forem
significativas e 0 RM n&o seguir o0 mesmo padrdo deve-se repetir o ensaio. Caso a repeticéo
ndo seja possivel o resultado deve ser considerado inconclusivo.

Os trabalhos publicados que utilizaram todas estas variaveis para resultado final do
teste podem ser consultados na revisdo de literatura deste trabalho na segdo 3.5.1.1
(QUADRO 3.2).

Para interpretacdo dos resultados reportados neste trabalho todos os parametros
descritos acima foram considerados para resultado final. Quando apenas um dos parametros
ndo atendeu aos requisitos o resultado foi considerado negativo. Os dados obtidos pelo ensaio
para os farmacos adotados no presente trabalho foram analisados através do software Salanal.
Em alguns casos o programa informa a poténcia mutagénica do composto estudado, que é
expressa pelo numero de revertentes por unidade de amostra, no caso deste trabalho como
revertentes/ng (rev./ng), que indica a poténcia do composto em induzir atividade mutagénica.

Para comparacdo do numero de revertentes antes e ap6s os tratamentos (cloracéo e
fotocatalise) os dados foram submetidos ao programa estatistico Graph Pad Prism 5 (Graph-
Pad Software Inc., San Diego, CA,USA) a analise de variancia ANOVA (assumindo p < 0,05)
seguida pelo pds-teste de Tukey para comparacdo da mutagenicidade entre as amostras.

4.2.2 Ensaio de Citotoxicidade pela técnica do MTT
Os ensaios de citotoxicidade foram realizados de acordo com Mosmann (1983) com
pequenas modificacBes. A composicdo e detalhes do preparo dos meios de cultura e das

solucdes usadas estdo descritos no Apéndice B.

4.2.2.1 Manutencdo das Células
Para o ensaio de citotoxicidade pela técnica do MTT utilizou-se células HepG2 que
foram gentilmente cedidas pelo Prof. Breno de Mello Silva do Laboratério de Biologia e
Tecnologia de Micro-organismos da UFOP.
As células foram cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? com 15 mL de meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB) e 1% de solucdo de antibioticos (penicilina-estreptomicina). Os frascos foram

conservados em estufa a 37°C em atmosfera com 5% de CO.
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Para manutencdo das células o repique celular foi realizado periodicamente,
especialmente quando a densidade das células na monocamada estava elevada,
aproximadamente 90%.

No repique celular, 0 meio de cultura do frasco era descartado e as células lavadas
duas vezes com PBS, com o objetivo de remover completamente o meio restante. Em seguida,
adicionava 750 pL de tripsina e aguardava a dissociagdo das células. A visualizagdo no
microscopio invertido era realizada para garantir que as células estavam soltas da
monocamada. Apds este processo adicionava o volume de meio para realizar o repique e fazia
a homogeneizagdo com pipeta, desfazendo os grumos formados. Parte do meio com células
era descartado, e entdo, o meio de cultura era completado para 15 mL. Os frascos foram

mantidos em estufa a 37°C com 5% de CO..

4.2.2.2 Preparo das Células HepG2 para os ensaios

Foram realizados todos os passos do repique celular descritos anteriormente até a
tripsinizacdo. Adicionou 3 mL de meio de cultura e apds homogeneizacéo e desfazimento dos
grumos de células retirou-se 2 mL de meio com células e transferiu 1 mL para dois
microtubos estéreis. Para o frasco de cultura prosseguiu com o repique como citado no tépico
acima.

Em um terceiro microtubo estéril foi adicionado 50 puL do conteddo de um dos
microtubos e 450 pL de PBS. Apoés leve homogeneizacdo coletou uma aliquota que foi
adicionada a cAmara de Neubauer.

Apos a contagem das células determinou-se o volume de suspensdo celular que seria
necessario para obter uma densidade de células de 1x10* em cada poco da microplaca. As
células foram entdo semeadas em uma placa de 96 pocos (TPP) de fundo chato. O volume de

suspensdo celular e meio em cada poco foi sempre de 200 pIL.

4.2.2.3 Amostras

As amostras foram preparadas conforme descrito no item 4.1. Para serem usadas no
teste as mesmas foram acondicionadas em frascos estéreis e, em capela de fluxo laminar,
filtradas atraveés de filtro seringa de 0,2 um para microtubos estéreis.

Solucdes dos farmacos estudados (CPT, DCF e SMX) e destes submetidos a cloracdo
ou fotocatélise, foram testadas em cinco diferentes doses: 0,8 ng/poco; 20 ng/pogo; 40

ng/pogo; 60 ng/poco e 80 ng/poco, respectivamente provenientes das solugdes com
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concentragdes de 0,01 mg/L, 0,25 mg/L, 0,50 mg/L, 0,75 mg/L e 1 mg/L, a fim de investigar
presenca de citotoxicidade dos mesmos e dos possiveis subprodutos formados a partir dos

tratamentos. As amostras foram analisadas em quintuplicata.

4.2.2.4 Controle

Pocos controle foram ensaiados em quintuplicata e constituidos por 40% do volume de
agua Milli-Q (mesmo solvente das amostras) e 60% de meio de cultura, num volume total de
200 pL. A adicdo do meio de crescimento controle e dgua permitiram excluir os possiveis
efeitos de diluicdo do meio (ZEGURA et al., 2009).

4.2.2.5 Procedimentos do ensaio
Todo procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar, utilizando microplacas

de 96 pocos de fundo chato (FIG.4.5), sequindo 0s passos:

v Ap6s determinado o volume celular para obter 1 x 10* células / pogo, as células
foram semeadas nos pocos da microplaca.

v O volume de células foi completado com meio DMEM suplementado com SFB
(15%) e solucdo de antibioticos (1%).

v O volume total da suspensao celular foi de 200 pL / pogo.

v As placas foram incubadas na estufa de CO, a 37°C com 5% CO; por 4 horas
para adesdo das células.

v Apos este periodo o meio foi completamente removido.

v A0s pocos com amostra adicionou-se um volume total de 200 pL de meio com
amostra nas cinco doses (0,8 ng/po¢o; 20 ng/poco; 40 ng/pogo; 60 ng/poco e 80
ng/poco), sendo 60% de meio DMEM sem SFB e 40% da amostra.

v Aos pogos controle adicionou-se um volume total de 200 pL, sendo 60% de
meio DMEM sem SFB e 40% de &4gua Milli-Q.

v As placas foram incubadas por 20horas.

v O conteudo dos pogos foi removido.

v Adicionou-se 200 pL de solucdo de MTT em PBS a uma concentracdo de 0,5
mg / mL por pogo.

v As células foram incubadas por 3 horas a 37°C.

v Retirou-se a solugéo de MTT.
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Os pocos foram lavados duas vezes com PBS.
Adicionou-se em todos os po¢os 200 pL de DMSO puro.

AN NI

A placa foi agitada manualmente até os cristais de formazan desaparecerem.
v Ap0s estabilizacdo da cor, mediu-se a absorbancia a 570 nm no equipamento
Spectra MAX — 340PC da marca Molecular Devices.

Figura 4.5 - Layout de uma microplaca de 96 pocos usada no ensaio de MTT com células
HepG2, para trés amostras com cinco doses e pocos controle, todos em quintuplicata.
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Nota: As concentraces foram decrescentes dos pogos A em direcdo ao E para amostras 1 e 2, e dos pogos F em
direcdo ao H para amostra 3. Os pogos de 6H a 10H corresponderam ao controle do experimento correspondendo
a meio DMEM e agua Milli-Q.

4.2.2.6 Analise dos Resultados

A viabilidade foi determinada comparando a absorbancia dos pog¢os contendo células
tratadas com amostras com a dos pogcos com células expostas a dgua Milli-Q em meio de
crescimento (controle). A média da absorbéancia dos pocos controle foi considerada como
100% de viabilidade e uma regra de trés foi calculada para saber a porcentagem da média dos
pogos com amostra para cada concentragao.

Uma redugdo de 30% na viabilidade, pela amostra, foi considerada uma resposta
citotoxica. Para avaliar diferenca estatistica na citotoxicidade antes e ap0s 0s tratamentos
(cloracdo e fotocatélise) os resultados foram comparados usando teste-t (assumindo p < 0,05)
através do programa estatistico Graph Pad Prism 5 (Graph-Pad Software Inc., San Diego,
CA,USA). Para avaliar relacdo dose-resposta os valores de viabilidade das doses foram
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comparados através da andlise de variancia ANOVA (assumindo p < 0,05) seguida pelo pds-
teste de Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Implementacao do ensaio Salmonella/microssoma

Para a execucdo deste trabalho o ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma
(teste de Ames) foi implementado no Laboratério de Biologia e Tecnologia de Micro-
organismos (LBTM/UFOP) onde todos os ensaios bioldgicos foram realizados. Para isso, as
duas linhagens selecionadas da bactéria Salmonella typhimurium foram isoladas em agar
nutriente e, posteriormente, as caracteristicas genotipicas foram testadas, o que deve ser
realizado apos recebimento das cepas, antes de iniciar os ensaios e para preparo das culturas
estoque  (MARON & AMES, 1983). As caracteristicas genotipicas testadas foram
dependéncia da histidina, mutacdo rfa, delecdo uvrB e a presenca do plasmideo pKM101 de
resisténcia a ampicilina. Bactérias com dependéncia da histidina cresceram nas placas com
excesso deste aminoécido e ndo cresceram nas que tinham somente biotina. A mutacéo rfa foi
confirmada pela presenca de um halo de inibicdo ao redor de um disco de papel embebido
com solucdo cristal violeta 1%. A delecdo uvrB foi confirmada pela auséncia de crescimento
das bactérias em um lado da placa de petri contendo agar nutriente apds irradiagdo por luz
UV. A manutencdo do plasmideo de resisténcia & ampicilina foi observada quando as
bactérias cresceram ap0s serem estriadas sobre uma linha de solucdo do antibidtico em agar
nutriente. Um registro dos resultados obtidos esta apresentado no Apéndice C. Os métodos
para confirmacdo dos gendtipos estdo descritos na se¢do 4.2.1.2. Somente apds a confirmacédo
dos mesmos os testes foram realizados.

A taxa de reversdo espontanea das cepas para independéncia da histidina foi uma das
caracteristicas analisadas e € expressa em numero de revertentes por placa. Os procedimentos
para esta analise estdo descritos no item 4.2.1.2 e os resultados obtidos em nosso laboratorio
para as cepas TA98 e TA100 estdo expressos na TAB. 5.1.
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Tabela 5.1 - Taxa de reversdo espontanea para as linhagens TA98 e TA100 da bactéria
Salmonella thyphimurium em nimero de revertentes por placa.

Linhagem Taxa de Reversdo Observada
TA98 34 -44
TA100 35 - 205

*Taxa de reversdo observada na auséncia de ativacdo metabdlica.

5.2 Efeito da cloracéo e fotocatalise dos farmacos na mutagenicidade

Dados de mutagenicidade para os farmacos estudados sdo relativamente
incipientes. Segundo a base de dados Toxicology Data Network (ToxNet) da United
States National Library of Medicine ainda ndo ha na literatura trabalhos adotando o
ensaio Salmonella/microssoma para o Captopril (CPT) e para o Diclofenaco (DCF) e o
Sulfametoxazol (SMX) apenas um Unico trabalho de cada farmaco foi publicado até o
momento. A mutagenicidade e outros efeitos toxicos destes farmacos ap6s a desinfecgédo
com cloro e dos subprodutos precisam ser mais investigados.

O cloro residual das amostras destinadas ao teste de mutagenicidade foi
neutralizado por tiossulfato de soédio (Na,SO3) para evitar a toxicidade do desinfetante
para as bactérias. Um teste preliminar com o tiossulfato foi realizado com as duas
linhagens adotadas (TA98 e TA100), na presenca e auséncia de metabolizacdo, e
demonstrou que o agente redutor ndo induz deslocamento do quadro de leitura e
substituicdo de pares de bases com e sem S9 (dados ndo mostrados). Portanto, o
tiossulfato foi adicionado em todas as amostras antes de submetidas aos ensaios

Os dados da média do numero de revertentes por placa, desvio padrdo (DP), a
razdo de mutagenicidade (RM) e o modelo mais aceitavel para as amostras antes e ap0s
cloragcdo, com as linhagens TA98 e TA100 da bactéria Salmonella typhimurium na
presenca (+S9) e auséncia de metabolizacdo (-S9) estdo apresentados nas TAB.5.2 (CPT
e CPT/NaClO), 5.3 (CPT/ TiO,/UV-C), 5.4 (DCF e DCF/NaCIO) e 55 (SMX e
SMX/NaClO).
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5.2.1 Captopril

As amostras de captopril (CPT) e captopril clorado (CPT/NaClO) néo induziram
atividade mutagénica nas cepas TA98 e TA100, com (S9+) e sem (S9-) metabolizagdo. Isto
porque os trés parametros ndo atenderam aos requisitos para positividade das amostras, ou
seja, ANOVA e a relagdo dose-reposta significativos (p < 0,05) e RM maior ou igual a 2.
Embora em algumas situacGes algum parametro fosse significativo, a analise individual nao
pode indicar atividade mutagénica da amostra. O observado indica que tanto o farmaco
original quanto os possiveis subprodutos formados pela oxidacdo com o cloro ndo induzem
deslocamento do quadro de leitura e substituicdo dos pares de bases, tanto na presenca quanto
na auséncia de metabolizacéo.

A quantificacdo dos subprodutos do captopril apds a cloracdo por membros do nosso
grupo de pesquisa apontou aproximadamente cinco subprodutos deste processo, contudo, sem
a identificacdo da estrutura quimica até o momento (FREITAS, comunicacéo pessoal). A FIG.
5.1 mostra o efeito o captopril, antes e apds cloracdo, sobre a méedia do nimero de revertentes
para as linhagens. O grafico aponta que com a cepa TA98/S9+ (FIG.5.1a) o nimero de
revertentes diminuiu significativamente (p < 0,05) ap6s a cloracdo, informacédo
complementada e de acordo com os dados da TAB. 5.2.

A Figura 5.1 (c,d) mostra que a média de revertentes para a cepa TA100, na presenca e
auséncia de metabolizacdo, aumentou ap6s o tratamento, embora sem diferenca estatistica em
relacdo a amostra ndo clorada.

As doses do captopril administradas para adultos com quadros de hipertensao,
insuficiéncia cardiaca e infarto do miocardio podem variar de 6,25 a 150 mg diérias,
podendo chegar a 450 mg por dia em pacientes com hipertensdo incontrolada em doses
baixas (SWEETMAN, 2009). Sabe-se que de 40-50% da droga € liberada inalterada pelo
paciente, portanto, de 75 a 225 mg/dia/paciente pode ser excretado no esgoto. Considerando
as taxas de remocao apresentadas na revisdo de literatura (item 3.3) deste trabalho para outros
farmacos (65-80%), ja que ndo foram encontrados na literatura estudos similares para o
captopril, de 15 a 78 mg do farmaco podem ser liberados com o efluente e lancado nas aguas
superficiais.

Estudos para avaliagdo da mutagenicidade do medicamento pela industria
farmacéutica, através do teste de microndcleos, e do seu potencial de reducdo deste

efeito, estimulado por outros farmacos, demonstraram que além de ndo aumentar a
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incidéncia destas estruturas extranucleares o antihipertensivo reduziu sua formacéo
quando as células eram testadas com as outras drogas (HOSSEINIMEHR & KARAMI,
2005; AL-HARBI, 1993).

Estudos com diversos inibidores de angiotensina, entre eles o captopril,
demonstraram que alguns deles possuem efeitos contra o cancer. No caso do CPT foi
observada uma inibicdo na proliferacdo de células de ductos mamarios (SMALL et al.,
1997), da cornea (VOLPERT et al., 1996), pancreaticas (REDDY et al., 1995) do pulméo
(PRONTERA et al., 1999) e renais (HII et al., 1998) através de ensaios in vivo e in vitro.
Embora alguns trabalhos j& tenham demonstrado estes efeitos, estudos experimentais
adicionais sdo necessarios para confirmar as informacdes (ROSENTHAL & GAVRAS,
2009).

Nenhuma evidéncia de carcinogénese foi observada em ratos e camundongos
administrados diariamente com doses de captopril de 50-1350 mg.kg™.d™* durante dois
anos (MCEVOY, 1999). A maior dose testada € muito maior que a méxima administrada
a um paciente (450 mg) o que pode minimizar a preocupacao inerente a esta alteragao.

Como ndo ha na literatura dados de mutagenicidade para o farmaco com o teste
Salmonella/microssoma, indicamos a repeticdo do ensaio para confirmar os resultados
obtidos neste trabalho.

A toxicidade do CPT foi testada em organismos aquaticos, como macrofitas,
crustaceos e algas, e os efeitos foram observados nas concentragbes de 25 mg/L, 100
mg/L e 168 mg/L, respectivamente (CLEUVERS, 2002). Isto demonstra uma diferenca na
sensibilidade do organismo teste, e ainda com relacdo ao ensaio de mutagenicidade
adotado, utilizando bactérias Salmonella typhimurium, em que as concentragfes com

efeitos observaveis foram bem inferiores.
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Tabela 5.2 - Namero de revertentes por placa induzidos pelos farmacos captopril original (CPT) e captopril clorado (CPT/NaClO) com
as linhagens TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium, na auséncia e na presenca de ativacdo metabdlica exdgena (S9).

NUmero de revertentes / placa

TA98 TA100
(media = DP) (média £ DP)
Amostra -59 RM +59 RM -59 RM +59 RM
(ng/placa)
CAPTOPRIL
0 28,20 £ 5,36 - 37,00 + 3,67 - 269,80 £ 40,11 - 277,40 £ 21,73 -
1 12,00 £+ 15,56 0,43 288,33 + 53,16 7,79 221,00 + 0,00 0,82 - -
25 - 217,33 +£34,93" 5,87 165,67 + 114,94 0,61 195,00 + 0,00 0,70
50 13,00+ 11,79 0,46 166,67 + 80,39 4,50 179,33 £ 26,27 0,66 223,00 £ 33,94 0,80
75 22,67 £ 13,58 0,80 183,67 + 27,47 4,96 234,00 £ 15,13 0,87 203,00 + 55,57 0,73
100 30,00 £ 11,53 1,06 275,00 + 105,06 7,43 292,67 + 36,46 1,08 211,33 + 36,20 0,76
1000 36,33 + 12,86 1,30 152,67 + 37,85 4,13 398,67 + 151,31 1,48 269,00 £ 20,22 0,97
ANOVA: 16,8% (ns) ANOVA: 0,1% (*) ANOVA: 6,0% (ns) ANOVA: 7,2% (ns)
Andlise Linear / Bernstein: 21,10% - Linear / Bernstein: 22,1% Linear / Bernstein: 6,7%
Estatistica Relacdo dose-resposta:p=6,5% (ns) Relacdo dose-resposta: p=0,7% (*) Relacdo dose-resposta: p=9,4% (ns)
Revertentes/ng: 0,016 - Revertentes/ng: 0,1898 Revertentes/ng: 0,0365
CAPTOPRIL CLORADO
0 19,50 £ 9,75 - 33,80+ 6,14 - 278,60 £ 57,74 - 235,60 + 38,58 -
1 19,00 = 4,58 0,97 21,50+ 9,19 0,64 234,00 £ 21,63 0,84 153,33+ 122,90 0,65
25 29,67 £ 7,09 1,52 31,00+ 11,00 0,92 235,00 £ 18,19 0,84 250,67 £ 15,31 1,06
50 29,33+ 7,02 1,50 28,00 £ 10,54 0,83 235,33 £ 34,93 0,84 275,67 £ 18,18 1,17
75 23,33+ 3,51 1,20 37,00 + 4,58 1,09 270,33 £ 115,09 0,97 243,00 £ 53,67 1,03
100 26,33 £4,93 1,35 22,33+4,73 0,66 264,33 £ 39,80 0,95 256,00 + 53,65 1,09
ANOVA: 29,7% (ns) ANOVA: 15,4% (ns) ANOVA: 78,6% (ns) ANOVA: 24,3% (ns)
Anélise Lintox1: 67,9% Linear / Bernstein: 11,7% Linear / Bernstein: 67,7% Linear / Bernstein: 33,7%
Estatistica Relagdo dose-resposta: p=4,8% (*) Relacdo dose-resposta: p=78,5% (ns) Relacdo dose-resposta: p=41,6% (ns) Relacdo dose-resposta: p=6,2% (ns)
Revertentes/ng: 0,709 Revertentes/ng: - Revertentes/ng: 0,074 Revertentes/ng: 0,704

Os dados séo apresentados como média de revertentes + desvio padrdo (DP) e RM (razdo de mutagenicidade) para cada linhagem, com e sem S9, no controle negativo e nas cinco doses
analisadas. Analise estatistica com valor da analise de variancia (ANOVA), modelo mais aceitavel, valor da relagdo dose-resposta (p) e revertentes/ng. ~ p < 0,01 estatisticamente diferente do
respectivo controle negativo. p < 0,05 estatisticamente diferente do respectivo controle negativo. ns: ndo significativo.
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Figura 5.1 - Média de revertentes e desvio padrdo para as linhagens TA98 (a,b) e TA100
(c,d) da bactéria Salmonella typhimurium tratadas com cinco doses do captopril (CPT) e
captopril clorado (CPT/NaClO), na presenca (S9+) e auséncia (S9-) de metabolizacéo.
**Diferente estatisticamente da respectiva amostra ndo clorada (p < 0,05).
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Apesar dos resultados mostrarem RM > 2 e relagdo dose-resposta significativa (p <
0,05) com a cepa TA98/S9+, estes parametros sozinhos ndo podem indicar a presenca de
mutagenicidade. Assim, as amostras de captopril fotocatalisado, e logo, os subprodutos
formados ndo induziram deslocamento do quadro de leitura (TA98) e substituicdo dos pares
de bases (TA100), na presenca ou auséncia de metabolizacéo (TAB.5.3).

A média de revertentes ap6s o tratamento foi inferior para a linhagem TA98/S9+
(FIG.5.2a) e para a linhagem TA100 na presenca e auséncia de metabolizacdo (FIG.5.2c,d).

As amostras de captopril submetidas a fotocatalise por 120 minutos com dioxido de
titanio (TiO,/UV-C) foram analisadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS) (FREITAS, 2014). Através desta analise quimica pOde-se observar a
formacdo de 11 subprodutos a partir da oxidacdo do antihipertensivo pelo semicondutor que
foi previamente ativado por luz ultravioleta e ndo foi observado um residual do farmaco
inalterado ao final do processo. Vale ressaltar que provavelmente a identificacdo dos
subprodutos da fotocatdlise do CPT foi realizada pela primeira vez pelo nosso grupo de
pesquisa. Os subprodutos formados por este processo ndo foram, até o0 momento, reportados
na literatura.

Os radicais hidroxila demonstraram efetividade na oxidagdo/remocédo do captopril em
agua, ja que o farmaco néo foi observado apo6s o tratamento pela anélise cromatografica. A
eficiéncia destes radicais em oxidar farmacos ja foi demonstrada na literatura (HUBER et al.,
2003).

A modificacdo de compostos como os farmacos pela oxidacdo pode levar a formacao
de subprodutos téxicos, portanto, a aplicacdo de diferentes estudos de toxicidade para avaliar
todos os possiveis efeitos destes compostos € uma alternativa para minimizar os efeitos
inesperados em longo prazo.

A eficiéncia do processo fotocatalitico com didxido de titanio ja foi demonstrada para
sulfetos organicos (HABIBI & VOSOOGHIAN, 2005), para diminui¢do da toxicidade de
farmacos degradados (CALZA et al., 2006) e de corantes presentes em efluentes (BIZANI et
al., 2006), para reduzir a estrogenicidade de compostos sintéticos presentes em agua como o
bisfenol-A (NOMIYAMA et al.,, 2007), dentre outros. Os resultados aqui apresentados
coincidem com os dados da literatura em que apos a fotocatalise nenhum subproduto gerado
no processo ocasionou mutagbes nas bactérias S. typhimurium aqui empregadas. A
fotocatalise com TiO; juntamente com outros processos oxidativos (fotoeletrocatalise e eletro-

oxidacdo) reduziram o potencial mutagénico em bactérias TA98 e TA100 de efluente de
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indUstria petroquimica, com eficiéncia e mecanismos de degradacao distintos (LI et al., 2007).
A fotoeletrocatélise (Ti/TiO,) ja foi comprovadamente mais eficiente que a cloragdo para
reduzir a mutagenicidade de compostos que apresentam este potencial (azo corantes) e de
gerar subprodutos menos toxicos que o desinfetante, analisados pelo ensaio
Salmonella/microssoma (OLIVEIRA et al., 2012).

No presente estudo a toxicidade do TiO,/UV-C néo foi testada j& que o semicondutor
foi removido das amostras antes de submetidas aos ensaios.

Estudos adicionais da remocdo deste antihipertensivo no tratamento do esgoto séo
fundamentais, além do comportamento do farmaco e dos seus metabolitos no tratamento da
agua.

Como ndo foram encontrados na literatura estudos para deteccdo do captopril em
efluentes, aguas superficiais e tratadas, 0s riscos ao ser humano quando expostos por

estas fontes, principalmente pela agua de consumo, fica dificil de ser avaliado.
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Tabela 5.3 - Numero de revertentes por placa induzidos pelos farmacos captopril original (CPT) e captopril fotocatalisado
(CPT/TiO,/UV-C) com as linhagens TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium, na auséncia e na presenca de ativacdo metabodlica
exdgena (S9).

Numero de revertentes / placa

TA98 TA100
(média + DP) (média + DP)
Amostra -59 RM +59 RM -59 RM +59 RM
(ng/placa)
CAPTOPRIL
0 28,20 + 5,36 - 37,00 + 3,67 - 269,80 + 40,11 - 277,40 £ 21,73 -
1 12,00 + 15,56 0,43 288,33+ 53,16 7,79 221,00 £ 0,00 0,82 - -
25 - 217,33 + 34,93 5,87 165,67 + 114,94 0,61 195,00 = 0,00 0,70
50 13,00+ 11,79 0,46 166,67 + 80,39 4,50 179,33 £ 26,27 0,66 223,00 + 33,94 0,80
75 22,67 + 13,58 0,80 183,67 + 27,47 4,96 234,00 + 15,13 0,87 203,00 = 55,57 0,73
100 30,00 + 11,53 1,06 275,00 + 105,06 7,43 292,67 + 36,46 1,08 211,33 + 36,20 0,76
1000 36,33 + 12,86 1,30 152,67 + 37,85 4,13 398,67 + 151,31 1,48 269,00 + 20,22 0,97
ANOVA: 16,8% (ns) ANOVA: 0,1% (*) ANOVA: 6,0% (ns) ANOVA: 7,2% (ns)
Andlise Linear / Bernstein: 21,10% - Linear / Bernstein: 22,1% Linear / Bernstein: 6,7%
Estatistica Relagdo dose-resposta: p=6,5% (ns) Relagdo dose-resposta: p=0,7% (*) Relacdo dose-resposta: p=9,4% (ns)
Revertentes/ng: 0,016 - Revertentes/ng: 0,1898 Revertentes/ng: 0,0365
CAPTOPRIL FOTOCATALISADO
0 36,20 + 7,43 - 22,40 + 16,70 - 119,80 + 24,96 - 109,00 + 26,19 -
1 36,33 + 4,04 1,00 51,67 + 14,05 2,31 132,00 + 14,18 1,10 152,33 + 51,07 1,40
25 35,00+ 1,73 0,97 28,67 + 20,79 1,28 119,00 £ 4,24 0,99 91,33+ 15,50 0,84
50 30,33 £5,51 0,84 35,67 + 3,21 1,59 111,00+ 10,44 0,93 77,00 + 48,51 0,71
75 31,33+ 2,52 0,87 44,67 £ 11,93 1,99 121,67 + 13,05 1,02 136,67 + 27,54 1,25
100 35,33 +5,51 0,98 44,00+ 7,55 1,96 116,67 + 30,86 0,97 132,00 + 15,39 1,21
ANOVA: 53,1% (ns) ANOVA: 21,3% (ns) IANOVA: 88,6% (ns) ANOVA: 11,1% (ns)
Andlise Linear / Bernstein: 55,1% Linear / Bernstein: 37,4% Linear / Bernstein: 85% Linear / Bernstein: 7,1%
Estatistica P dose-resposta: p=84,8% (ns) P dose-resposta: p=3,9% (*) P dose-resposta: p=70,8% (ns) P dose-resposta: p=39,4% (ns)
Revertentes/ng: - Revertentes/ng: 0,196 Revertentes/ng: - Revertentes/ng: 0,061

Os dados séo apresentados como média de revertentes + desvio padrdo (DP) e RM (razdo de mutagenicidade) para cada linhagem, com e sem S9, no controle negativo e nas cinco doses
analisadas. Analise estatistica com valor da analise de variancia (ANOVA), modelo mais aceitavel, valor da relagdo dose-resposta (p) e revertentes/ng. ~ p < 0,01 estatisticamente diferente do
respectivo controle negativo. p < 0,05 estatisticamente diferente do respectivo controle negativo. ns: ndo significativo.
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Figura 5.2 - Média de revertentes e desvio padrdo para as linhagens TA98 (a,b) e TA100
(c,d) da bactéria Salmonella typhimurium tratadas com cinco doses do captopril (CPT) e
captopril fotocatalisado (CPT/ TiO,/UV-C), na presenca (S9+) e auséncia (S9-) de
metabolizacdo. **Diferente estatisticamente da respectiva amostra ndo clorada (p < 0,05).
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5.2.2 Diclofenaco

Embora em algumas situacdes a razdo de mutagenicidade (RM) foi superior a 2 e 0s
valores obtidos da ANOVA e relacdo dose-resposta foram significativos (p < 0,05)
(TAB.5.4), as amostras de diclofenaco (DCF) ndo foram mutagénicas para ambas as linhagens
da bactéria, antes e ap0s cloragdo, na presenca e auséncia de metabolizacdo, pois nenhum dos
parametros analisados individualmente pode ser indicativo de presenca de mutagenicidade.
Desta forma, o farmaco original e seus subprodutos que sdo possivelmente formados na
oxidagdo com cloro ndo apresentam capacidade de deslocamento de quadro de leitura e
substituicdo dos pares de bases nas condigdes testadas.

O perfil de revertentes antes e apos cloracdo aponta que com a cepa TA98/S9+ o
nimero aumenta com a cloracdo, com diferenca estatistica na dose de 75 ng/placa. Na
auséncia de metabolizacdo (TA98/S9-) um aumento no numero de revertentes também foi
observado, no entanto, sem diferenca estatistica em relagdo ao farmaco testado
individualmente. Para a linhagem TA100 o namero de revertentes apds a cloracdo, com e sem
metabolizacdo, foi significativamente (p < 0,05) menor em todas as doses testadas indicando
que o tratamento pode reduzir as possibilidades de mutacdo do tipo substituicdo dos pares de
bases (FIG.5.3 cd). N&o foi realizada analise quimica para os subprodutos da cloragdo do
DCF.

O Unico relato de experimento com o teste de Ames para amostras do medicamento
(DCF) apresentou resultado negativo para as cepas TA98 e TA100 com doses que variaram
de 4,5 a 4520 pg/placa, com e sem ativacdo metabdlica (KADOTANI, ARISAWA, &
MARUYAMA, 1984). As doses empregadas foram muito maiores que as analisadas no
presente trabalho, portanto, os resultados analisados com base nos trés parametros é
possivelmente a melhor opcdo para diagnostico dos resultados. As doses no presente trabalho
foram adotadas com o intuito de aproximar as encontradas em efluentes de ETE, aguas
superficiais e agua tratada, como demonstrado no QUADRO 3.1. Tanto as doses testadas no
presente trabalho quanto aquelas relatadas por KADOTANI, ARISAWA, & MARUYAMA
(1984) sdo inferiores as administradas a pacientes. Neste Gltimo caso, as doses variam de 75 a
150 mg por dia, podendo chegar a 200 mg (SWEETMAN, 2009). Como a mutagenicidade
com elevadas doses, como as prescritas aos pacientes, nao foi ainda reportada, tal efeito nestas

condicGes é dificil de ser previsto.
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Dados de mutagenicidade para o diclofenaco apontam que o antiinflamatério foi
negativo para o ensaio de mutacdo reversa com E.coli WP2, na presenca e auséncia de
ativacdo metabolica, com doses de até 4520 pg/placa (KADOTANI, ARISAWA, &
MARUYAMA, 1984) e nédo induziu troca entre cromatides irmas (TCI) em ensaio in vitro
com linfocitos humanos (KULLICH & KLEIN, 1986). O “Departamento de Satde e Servigos
Humanos” dos EUA (U.S.Department of Health and Human Services) apresenta dados
toxicoldgicos, genotoxicidade e carcinogencidade, dentre outros, do DCF através do site da
U.S Food and Drug Administration (FDA). Segundo informacgdes da base de dados, o
diclofenaco ndo demonstrou evidéncias de carcinogenicidade em ratos e camundongos
administrados com doses menores e superiores as de humanos, ndo foi genotdxico em ensaios
in vitro para avaliar mutacdo de ponto em células de linfoma de camundongo, ndo induziu o
aumento da freqliéncia de micronucleos em células da medula 6ssea de ratos e aberracdes
cromossdmicas em células do ovario e em células da medula 6ssea de hamsters através de
testes in vitro e in vivo, respectivamente. Com base nestes resultados vale ressaltar novamente
que os parametros analisados simultaneamente (ANOVA, relacdo dose-resposta e RM) sdo
mais confiaveis para o resultado final dos experimentos do presente trabalho.

As concentracbes para os efeitos tdxicos observados em organismos aquaticos
variaram entre os grupos testados (QUADRO 3.1). Crustaceos e algas foram menos sensiveis
ao diclofenaco (FERRARI et al., 2003; CLEUVERS, 2002) quando comparados as macrofitas
(CLEUVERS, 2002) e bactérias marinhas (FERRARI et al., 2003; LA FARRE et al., 2001).
Este fato demonstra a importancia da escolha do método e do organismo teste para analisar 0s
efeitos de um composto.

Como menos de 1% do DCF ¢ eliminado inalterado e considerando a prescri¢do de 75
a 200 mg/dia/paciente (SWEETMAN, 2009) as concentra¢bes do farmaco detectadas no
esgoto afluente a uma ETE séo baixas como demonstrado na revisao deste trabalho em que
0,8 ng/L foi detectado em uma estacdo no Brasil (QUADRO 3.1). Os dados de deteccdo do
diclofenaco no efluente (60 ng/L a 0,81 pg/L) e em aguas superficiais (0,06 ug/L)
demonstram concentracfes muito inferiores as testadas no presente trabalho. Dessa forma, os
efeitos tdxicos aos organismos aquaticos ndo serdo possivelmente observados ja que as
concentracdes para que as alteragbes ocorram sdo muito maiores. Da mesma forma, as
possibilidades de concentracdes elevadas de DCF alcancarem uma ETA e sofrerem reacéo
com cloro sdo baixas, assim como do farmaco inalterado e dos possiveis subprodutos

formados alcangarem a agua de consumo e induzirem efeitos como mutagenicidade. No
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entanto, sabe-se que a reacdo de oxidacdo do diclofenaco pelo cloro desencadeia numa via de
degradacdo com substituicdo de um hidrogénio pelo cloro (QUINTANA et al., 2010). Neste
trabalho, os autores detectaram ainda para o antiinflamatorio outro subproduto da cloracéo
(CI,) proveniente da decarboxilacdo/hidroxilacdo do anel diclorado. Os tempos de reacédo dos
experimentos foram variaveis e a formacdo de subprodutos dependeu da concentracdo de
cloro adicionada que variou de 1 a 10 mg/L. A toxicidade dos subprodutos da oxidacdo do
DCF, a uma concentracdo de 10 mg/L, pelo dioxido de cloro (CIO,) foi avaliada através da
inibicdo da bioluminescéncia da bactéria Vibrio fischeri. Observou-se que durante a
degradacdo foram formados compostos mais tdxicos que o diclofenaco, proporcionando uma
inibicdo superior a 50% na bioluminescéncia por estes subprodutos ou sinergismo entre eles
(WANG et al., 2014). Os efeitos dos conjugados, maioria eliminado pelo corpo, no ambiente

aquatico e ap0s a cloracdo precisam ser avaliados.
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Tabela 5.4 - Numero de revertentes por placa induzidos pelos farmacos diclofenaco original (DCF) e diclofenaco clorado (DCF/NaClO)
com as linhagens TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium, na auséncia e na presenca de ativacdo metabolica exdgena (S9).

NUmero de revertentes / placa

TA98 TA100
(media + DP) (media + DP)
Amostra 59 RM +59 RM -s9 RM +59 RM
(ng/placa)
DICLOFENACO
0 32,60 + 3,36 - 44,20 + 5,89 - 297,80 £+ 30,93 - 297,20 + 83,03 -
1 19,33+ 2,08 0,59 21,33 + 11,06 0,48 260,33 £ 56,41 0,87 324,33 + 38,37 1,09
25 25,33+ 2,52 0,78 29,00 + 2,65 0,66 252,00 + 39,15 0,85 343,33 + 38,55 1,16
50 27,00 + 9,54 0,83 29,67 +1,15 0,67 230,00 + 63,22 0,77 344,00 + 65,05 1,16
75 33,67 £ 4,04 1,03 15,67 + 7,64 0,35 259,00 +£ 41,22 0,87 269,33 + 50,80 0,91
100 37,00 £ 8,19 1,13 33,67+1,15 0,76 277,67 + 36,12 0,93 370,00 + 10,54 1,24
1000 132,00 + 18,52" 4,05 101,33 £ 3,217 2,29 294,00 + 41,51 0,99 336,33 + 54,60 1,13
ANOVA: 4,7% (*) ANOVA: 2,1% (*) ANOVA: 44,1% (ns) ANOVA: 41,8% (ns)
Andlise - - Linear / Bernstein: 42,2% Linear / Bernstein: 34,2%
Estatistica - - Relacdo dose-resposta: p=17,5% (ns) Relacdo dose-resposta:p=29,2% (ns)
- Revertentes/ng: 0,029 Revertentes/ng: 0,022
DICLOFENACO CLORADO
0 19,50 + 9,75 - 33,80+ 6,14 - 95,20 + 27,92 - 142,00 + 24,85 -
1 17,33+ 751 0,89 36,67 5,69 1,08 80,00 £ 29,70 0,84 23,00 £ 6,08 0,16
25 28,00 + 5,20 1,44 45,33+9,71 1,34 32,00 + 39,60 0,34 57,00 + 59,40 0,40
50 36,00 + 8,66 1,85 39,00 + 3,46 1,15 95,67 + 9,02 1,00 91,33 + 45,01 0,64
75 29,00 + 2,65 1,49 41,00 + 6,93 1,21 75,00 + 49,49 0,79 97,67+ 7,77 0,69
100 34,33 £ 4,62 1,76 31,67 +£4,93 0,94 98,33 + 18,50 1,03 105,33 + 2,08 0,74
ANOVA: 5% (ns) ANOVA: 15,6% (ns) ANOVA: 6,9% (ns) ANOVA: 0,2% (*)
Analise Linear / Bernstein: 41,8% Lintox1: 49,9% Bernstein: 6,5%
Estatistica Relacéo dose-resposta: p=0,3% (*) Relacdo dose-resposta: p=1,2% (*) Prelag8o dose-resposta: p=51,7% (ns)
Revertentes/ng: 0,167 Revertentes/ng: 0,902 Revertentes/ng: -

Os dados sdo apresentados como média de revertentes + desvio padrdo (DP) e RM (razdo de mutagenicidade) para cada linhagem, com e sem S9, no controle negativo e nas cinco doses
analisadas. Andlise estatistica com valor da analise de variancia (ANOVA), modelo mais aceitavel, valor da relacdo dose-resposta (p) e revertentes/ng. =~ p < 0,01 estatisticamente diferente do
respectivo controle negativo. p < 0,05 estatisticamente diferente do respectivo controle negativo. ns: ndo significativo.
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Figura 5.3 - Média de revertentes e desvio padrdo para as linhagens TA98 (a,b) e TA100
(c,d) da bactéria Salmonella typhimurium tratadas com cinco doses do diclofenaco (DCF) e
diclofenaco clorado (DCF/NaClO), na presenca (S9+) e auséncia (S9-) de metabolizacgéo.
**Diferente estatisticamente da respectiva amostra ndo clorada (p < 0,05).
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5.2.3 Sulfametoxazol

O antibidtico sulfametoxazol (SMX) é um antibacteriano pertencente ao grupo das
sulfonamidas que inibe a sintese de acido folico, um composto essencial para a sobrevivéncia
bacteriana (ISIDORI et al., 2005). Como explicitado no item 3.2 bactérias do género
Salmonella s8o na maioria das vezes sensiveis ao SMX, que tem acdo bactericida
exclusivamente quando associado a trimetropina, portanto, ja que este segundo antibidtico ndo
foi utilizado nos ensaios este efeito ndo foi considerado. E ainda, as doses de SMX testadas
foram inferiores aquelas comumente prescritas aos pacientes e, portanto, o potencial
bacteriostatico, caracteristico do farmaco agindo individualmente, sobre as cepas de
S.typhimurium pode ser descartado neste trabalho.

A Tabela 5.5 mostra a média de revertentes das triplicatas, desvio padrdo (DP), razéo
de mutagenicidade (RM) e anélise estatistica para 0 SMX e SMX/NaClO com as linhagens
TA98 e TA100 da bactéria Salmonella typhimurium, na auséncia (S9-) e presenca (S9+) de
ativacdo metabdlica.

O antibidtico SMX nao foi mutagénico nas condigdes testadas, antes e apos cloracéo,
para as cepas TA98 e TA100 com (S9+) e sem (S9-) ativacdo metabolica. Para a linhagem
TA98/S9+ foi observado RM foi maior que 2 em uma das doses testadas e a relacdo dose-
resposta foi significativa, no entanto, apenas os dois pardmetros ndo podem indicar
mutagenicidade da amostra. O SMX apresenta alta reatividade com o cloro (WESTERHOFF
et al., 2005) e quando € oxidado por ele produz subprodutos clorados e ndo clorados (DODD
& HUANG, 2004). Os resultados do ensaio apontam que os possiveis subprodutos formados
pela oxidacdo do desinfetante com o antibidtico ndo foram mutagénicos para as linhagens da
bactéria nas condicBes testadas. Para o presente trabalho ndo foram realizadas analises
quimicas dos subprodutos da cloracdo deste antibidtico.

O perfil de revertentes antes e apds a cloracdo para a cepa TA98 na presenca (S9+)
(FIG.5.4a) e na auséncia (S9-) (FIG.5.4b) de ativacdo metabdlica indica um aumento ligeiro
apos o tratamento, mas sem diferenca estatistica com a amostra do SMX antes da cloracéo.

Embora com resultado negativo, a poténcia mutagénica para a cepa TA100 nas
amostras cloradas, mais do que dobrou com a presenca da ativagdo metabdlica (de 0,647
rev./ng para 1,314 rev./ng) (TAB.5.5). Isto pode indicar que se mutagenos estiverem
presentes, talvez ao testar concentracdes maiores do farmaco, eles serdo ativados pela mistura

S9 e causardo substituicdo de pares de bases.
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Pode-se notar pelos graficos (FIG. 5.4c,d) uma reducdo na média de revertentes na
maioria das doses para a cepa TA100 (S9+ e S9-) apo6s a cloracgdo, contudo, sé foi observada
diferenca estatistica em relacdo a amostra nao clorada na dose 75 ng/placa (TA100/S9-).

Os dados de mutagenicidade para o0 SMX pelo ensaio Salmonella/microssoma do
presente trabalho inicialmente contrastam com o artigo encontrado na literatura de Isidori et
al. (2005). Os resultados desta pesquisa apontaram substituicdo dos pares de bases e
deslocamento do quadro de leitura pelo antibidtico com as bactérias TA100 e TA98,
respectivamente, com concentracdes variando de 6,25 a 100 mg/L. As concentracfes em que
estes efeitos foram observados chegam a ser até dez vezes superiores que a maior dose testada
desse trabalho, o que pode ter levado a uma diferenca nos resultados. As doses adotadas no
presente trabalho visam aproximar ao maximo as concentragdes reais de SMX no meio. Doses
superiores aquelas detectadas em diversas matrizes ambientais, e, sobretudo na agua tratada,
cujo maximo observado foi 2 ng/L (KLEYWEGT et al., 2011) (TAB.3.1) foram aqui
adotadas para que fosse possivel ocorrer a reacdo com o cloro e formacdo de subprodutos,
cujo potencial mutagénico objetiva-se testar.

Estudos iniciais de genotoxicidade demonstraram que tanto o SMX, quanto este
farmaco associado a trimetropina, ndo causaram danos excessivos em cromossomos de
linfocitos humanos, em experimentos in vitro e in vivo (STEVENSON et al.,1973).
Posteriormente, uma avaliacdo da genotoxicidade do SMX em linfdcitos pelos ensaios de
troca entre cromatides irmds (TCI) e de microndcleos (MN) apontou que o farmaco é capaz de
induzir um ligeiro aumento da frequéncia destes danos, sobretudo nas maiores concentracdes
testadas (100 e 500 pg/mL) (ABOU-EISHA, 2006). Os autores ressaltam que os dados de
genotoxicidade do SMX sdo ainda inconclusivos ja que efeitos positivos e negativos tém sido
reportados. O antibidético SMX ndo induziu genotoxicidade para bactérias Escherichia coli
(PQ37) pelo teste SOS Cromoteste (ISIDORI et al., 2005).

A toxicidade do SMX foi testada em diversos ensaios de toxicidade aguda e crénica
com diferentes classes de organismos, como pdde ser observado na revisdo deste trabalho
(QUADRO 3.1). Os resultados ecotoxicolégicos apontam que nos testes agudos as
concentragfes com efeitos toxicos observdveis sdo maiores que nos crénicos, mMesmo
levantamento feito por Isidori et al. (2005) nos testes empregados. Para os grupos de
invertebrados analisados nos testes agudos, as concentracfes ndo foram muito discrepantes,
variando de 25,2 mg/L a 35,36 mg/L (ISIDORI et al., 2005) entre as espécies de crustaceos.

Estas concentragdes também ndo diferem muito daquela com efeito toxico para a bactéria
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marinha V.fischeri (23,3 mg/L). No entanto, teste agudo com o peixe Danio rerio demonstrou
que concentracGes superiores a 1000 mg/L sdo necessarias para que os efeitos sejam evidentes
(ISIDORI et al., 2005). Estas observacdes confirmam que a escolha do organismo teste, para
representar os efeitos toxicos de um composto, € decisiva no diagndstico do resultado.

Os dados de detec¢do do sulfametoxazol em efluentes de ETE e aguas superficiais
apontam baixas concentra¢fes do farmaco nestas matrizes, variando de 0,065 pg/L a 0,40
pg/L e 0,012 pg/L a 0,15 pg/L, respectivamente, caracteristica de um microcontaminante
(TAB.3.1). Com isso0, 0s riscos ambientais sd0 menos preocupantes, sobretudo considerando
0S organismos aquaticos ja testados e aqui apontados. Contudo, um problema decorrente da
presenca de SMX no ambiente é a possibilidade de estimular a disseminacdo de resisténcia
entre a populacdo nativa de bactérias por ser um antibiético (DODD et al., 2004). Da mesma
forma, as concentracdes ja observadas em agua tratada (0,39 a 0,80 ng/L) sdo muito inferiores
as testadas no ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma do presente trabalho e dos
demais estudos reportados na literatura, 0 que diminui a preocupagdo ao risco de
mutagenicidade. Como parte do SMX € metabolizado e eliminado pelo corpo como
metabolitos (cerca de 60%), a toxicidade destes compostos e dos seus subprodutos formados

apos a cloracdo devem também ser investigados.
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Tabela 5.5 - NUumero de revertentes por placa induzidos pelos farmacos sulfametoxazol original (SMX) e sulfametoxazol clorado
(SMX/NaClO) com as linhagens TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium, na auséncia e na presenca de ativagdo metabdlica exdgena
(S9).

Numero de revertentes / placa

TA98 TA100
(media + DP) (media + DP)
Amostra -s9 RM +59 RM _s9 RM +59 RM
(ng/placa)
SULFAMETOXAZOL
0 36,20 £ 7,43 - 22,40 £ 16,70 - 297,80 + 30,93 - 297,20 £ 83,03 -
1 - - 41,33+7,23 1,85 166,67 + 31,90 0,56 - -
25 27,00 £ 9,64 0,75 36,00 £ 12,00 1,61 79,00 £ 44,84 0,27 181,67 £ 75,18 0,61
50 34,33 £5,13 0,95 23,50 £ 10,61 1,05 142,67 = 38,42 0,48 150,00 + 22,87 0,50
75 31,67 = 3,06 0,87 34,33 £ 10,50 1,53 254,67 £ 62,36 0,86 252,33 £ 39,80 0,85
100 32,67 £ 10,07 0,90 44,00+ 11,14 1,96 53,50 = 54,45 0,18 131,33 +£98,43 0,44
1000 22,33+ 11,24° 1,39 31,00 + 10,54° 1,12 178,67 £ 154,60 0,60 168,67 + 129,07 0,57
ANOVA: 54,4% (ns) ANOVA: 31,7% (ns) ANOVA: 95,9% (ns) ANOVA: 20,4% (ns)
Analise Linear / Bernstein: 40,5% Linear / Bernstein: 36,2% - Linear / Bernstein: 14,3%
Estatistica |P dose-resposta: 60,1% (ns) P dose-resposta: 10% (ns) - P dose-resposta: 68% (ns)
Revertentes/ng: - Revertentes/ng: 0,124 - Revertentes/ng: -
SULFAMETOXAZOL CLORADO
0 36,20 + 7,43 - 22,40 £ 16,70 - 119,80 + 24,96 - 109,00 + 26,19 -
1 33,33+ 11,15 0,92 46,00 + 6,56 2,05 125,00 + 16,46 1,04 109,67 + 40,20 1,01
25 36,00 £ 4,36 0,99 33,33 £ 13,58 1,49 134,00 + 20,07 1,12 150,67 + 4,04 1,38
50 35,67 £1,53 0,99 42,67 £ 3,51 1,90 139,00 + 26,89 1,16 118,33 + 24,79 1,09
75 31,67 7,23 0,87 42,00 + 4,58 1,88 125,33 £ 9,50 1,05 122,67 + 11,06 1,13
100 36,67 = 8,33 1,01 38,33+ 11,55 1,71 115,67 + 29,02 0,97 77,67 55,90 0,71
ANOVA: 93,7% (ns) ANOVA: 17,6% (ns) ANOVA: 80,7% (ns) ANOVA: 28,5% (ns)
Anélise Linear / Bernstein: 87,5% Linear / Bernstein: 29,7% Lintox2: 97,4% Lintox2: 76,3%
Estatistica |P dose-resposta: 55,5% (ns) P dose-resposta: 3,9% (*) P dose-resposta: 10,3% (ns) P dose-resposta: 7,1% (ns)
Revertentes/ng: - Revertentes/ng: 0,161 Revertentes/pg: 0,647 Revertentes/ug: 1,314

Os dados séo apresentados como média de revertentes + desvio padrdo (DP) e RM (razdo de mutagenicidade) para cada linhagem, com e sem S9, no controle negativo e nas cinco doses
analisadas. Analise estatistica com valor da analise de variancia (ANOVA), modelo mais aceitavel, valor da relagcdo dose-resposta (p) e revertentes/ng. ~ p < 0,01 estatisticamente diferente do
respectivo controle negativo. " p < 0,05 estatisticamente diferente do respectivo controle negativo. ns: ndo significativo. ®: experimento realizado em separado com controles negativos 16,00+

9,33 (ANOVA: 45,4 % - ns) e 27,60 + 2,97 (ANOVA: 49,6% - ns), respectivamente.
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Figura 5.4 - Média de revertentes e desvio padrdo para as linhagens TA98 (a,b) e TA100
(c,d) da bactéria Salmonella typhimurium tratadas com cinco doses do sulfametoxazol (SMX)
na presenca (S9+) e auséncia (S9-) de
metabolizacdo. **Diferente estatisticamente da respectiva amostra ndo clorada (p < 0,05).
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5.3 Efeito da cloracéo e fotocatélise dos farmacos na citotoxicidade

A citotoxicidade das amostras sobre celulas HepG2 foi analisada pelo ensaio
colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H tetrazolato de bromo) que
mede a atividade de enzimas mitocondriais em células vivas. O ensaio colorimétrico
quantifica a atividade daquelas enzimas através da reducdo do MTT (sal amarelo) a formazan
(sal arroxeado). A quantidade de formazan formada é proporcional a viabilidade da célula
medida por uma analise espectrofotométrica.

Para neutralizacdo do cloro residual dos processos de desinfeccdo, utilizou-se o agente
redutor tiossulfato de sodio (Na,SO3z). Como nas amostras cloradas além do farmaco este
composto estava presente, testou-se a sua citotoxicidade nas concentracBes em que era
adicionado a cada uma das cinco diluicbes (Topico 4.1.1). O tiossulfato ndo reduziu
significativamente a viabilidade celular e, portanto, ndo induziu danos as células (dados nédo
mostrados). Desta forma, o agente redutor foi acrescentado em todas as amostras para
remocao do cloro residual, antes de submetidas as analises.

Nas amostras do captopril (CPT) e do captopril clorado (CPT/NaClO) nao foi
observada toxicidade celular (reducdo de 30% na viabilidade) em nenhuma das doses testadas,
assim como diferenca estatistica (p < 0,05) antes e apos cloracdo (TAB. 5.6). Estudo
conduzido com células da medula dssea de camundongos (eritrdcitos) demonstrou que o
captopril ndo induziu citotoxicidade nas células, analisada pela razdo entre eritrocitos
policromaticos (células jovens) e normocromaticos (células maduras) (AL-HARBI, 1993). A
analise da citotoxicidade de inibidores de angiotensina sobre hepatdcitos de ratos demonstrou
que o captopril (1 a 50 mM) apesar de ter sido 0 menos téxico para as células, induziu este
efeito assim como quinapril, fosinopril e enalapril (JURIMA-ROMET & HUANG, 1993).
Segundo os autores 0 mecanismo de dano desta classe de farmaco sobre o figado é
desconhecido (JURIMA-ROMET & HUANG, 1994). Contraditoriamente, o captopril foi
efetivo na melhoria da toxicidade induzida pelo herbicida paraquat em mitocéndrias isoladas
de figado de rato (GHAZI-KHANSARI & MOHAMMADI-BARDBORI, 2007) e na
citotoxicidade deste herbicida em hepatdcitos, neste ultimo caso protegendo contra o estresse
oxidativo induzido pelo contaminante (POURAHMAD et al.,2011; ELMI et al., 2007).
Trabalhos com estudos conduzidos para avaliar a citotoxicidade do CPT em células HepG2
e/ou através do ensaio de MTT ndo foram encontrados na literatura. Para explorar mais 0s

resultados obtidos neste trabalho, uma avaliacdo da viabilidade celular antes e ap6s cloracéo
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foi concomitantemente realizada sem analisar somente a redugdo de 30%. Desta forma, os
dados do CPT indicam que apds o tratamento a viabilidade foi aumentada, embora sem
diferenca estatistica, principalmente em trés doses, e pode ser um indicativo que 0s
subprodutos da degradacdo deste farmaco sdo menos citotoxicos que o farmaco em si
(TAB.5.6; FIG.5.5a). Tanto para as amostras do farmaco quanto as amostras do mesmo
clorado ndo foi observada diferenca estatistica entre as doses.

As amostras de captopril fotocalisado pelo TiO,/UV-C ndo induziram efeitos
citotoxicos nas células HepG2, considerando a reducdo de 30% na viabilidade (TAB. 5.6).
Como descrito anteriormente o CPT n&o foi citotoxico para a maioria das células j& testadas e
os resultados obtidos no presente trabalho apontam que além do antihipertensivo, seus
subprodutos da oxidacdo por radicais hidroxila ndo reduzem consideravelmente a viabilidade
das células HepG2 (TAB.5.6). Pela anélise dos dados pode-se perceber que a viabilidade das
células aumenta ap0s o tratamento em trés doses, da mesma forma que este farmaco clorado, e
com diferenca estatistica na dose 80 ng/placa (FIG.5.5b). O observado indica que os onze
subprodutos formados prejudicam menos o metabolismo celular, e apresentou a mesma
vantagem que a amostra clorada deste farmaco. N&o foi observada diferenca estatistica na
viabilidade celular entre as doses do CPT/ TiO,/UV-C.

Apesar do CPT ndo ter sido citotoxico para as células HepG2 pode-se observar que
tanto a cloracdo quanto a fotocatéalise levaram a formacdo de compostos menos tdxicos,
representados pelo aumento da viabilidade apds estes tratamentos.

As amostras de diclofenaco, antes e ap0s cloracdo, ndo induziram toxicidade as células
HepG2, uma vez que ndo foi observada reducdo superior a 30% na viabilidade em nenhuma
das doses testadas (TAB. 5.6). Da mesma forma que para o CPT, um aumento na viabilidade
foi analisada nas amostras de DCF ap0s a cloracdo indicando que a oxidacdo deste farmaco
pelo cloro leva a um menor dano nas células HepG2, embora sem diferenca estatistica (FIG.
5.5¢). Nédo foi observada diferenca estatistica entre as doses, no entanto, uma reducdo da
viabilidade de 136% (0,8 ng/poc¢o) para 78% (80 ng/pogo) apds a cloracdo (DCF/NaClO)
indica uma tendéncia de aumento do dano, embora ndo citotoxico, com o aumento da dose
(TAB.5.6).

A citotoxicidade de doze antiinflamatdrios ndo esteroidais em culturas primarias de
hepatocitos de ratos foi comparada e determinada medindo a liberacdo da lactato
desidrogenase (LDH) (JURIMA-ROMET, CRAWFORD, & HUANG, 1994). O diclofenaco

(0,2 a 0,8 Mm) foi um dos quatro mais citotoxicos para as células, seguido pela idometacina,
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acido mefendmico e diflunisal. O efeito citotoxico do diclofenaco através dos ensaios
colorimétricos do MTT e LDH sobre hepatdcitos de ratos foi testado e comparado ao efeito
em células ndo hepaticas (MDCK — ceélulas renais) e células HepG2 para avaliar se a
citotoxicidade € especifica a hepatocitos (PONSODA et al., 1995). Observou-se que 0s
hepatdcitos foram mais sensiveis ao DCF que as células MDCK e HepG2, isto porque as
ultimas ndo apresentam o citocromo P4502C envolvido no metabolismo do DCF cujo
metabolito (CYP450) foi mais citotoxico que o farmaco em si. Ainda neste artigo e estudos
adicionais demonstraram que os efeitos toxicos do DCF estdo relacionados a uma deplecdo na
concentracdo de ATP pelas mitocdndrias (alvo da toxicidade do farmaco) nos hepatocitos,
seguido por morte celular, uma dilatacdo da organela devido a inducdo da permeabilidade da
membrana (MASUBUCHI, YAMADA, & HORIE, 2000; O’CONNOR, DARGAN, &
JONES, 2003) e um consumo extra de NADPH (BORT et al., 1999).

Para outros antiinflamatorios um estudo da citotoxicidade com dois diferentes ensaios,
entre eles o do MTT, demonstrou que este foi o mais sensivel para deteccdo do dano
sugerindo que a perturbacdo da funcdo mitocondrial pode ser o evento inicial no dano
induzido por esta classe de farmacos (ALLEN et al., 1991).

Uma combinacdo de parametros funcionais (consumo/secrecao de glicose e liberagéo
de LDH e y-glutamil transferase) foi empregada para avaliar a citotoxicidade do DCF (100-
1000 pM), propranolol e paracetamol em hepatdcitos de ratos e células HepG2. Observou-se
que os farmacos induziram citotoxicidade através dos parametros empregados (XU, MA, &
PURCELL, 2003). A citotoxicidade do DCF foi demonstrada ainda em pré-adipdcitos 3T3-L1
de camundongos a uma concentracdo de 200 pg/mL pela técnica do MTT
(SATHISHKUMAR et al., 2014).

A néo observacdo de danos pelo DCF no presente estudo pode estar mais relacionada a
ndo formacdo de metabolitos toxicos a células HepG2 do que as concentracdes testadas. E
ainda, a oxidacdo do farmaco pelo cloro foi menos citotoxica que antes do tratamento. Os
dados levantados da literatura ilustram que uma Unica avaliagdo da citotoxicidade, através de
um unico método, pode ndo ser fundamental para avaliar este dano pelo composto no
organismo.

O antibidtico sulfametoxazol ndo foi citotoxico para as células, uma vez que ndo
reduziu a viabilidade celular para valores menores de 70% (TAB.5.6).

Apos a cloracdo do SMX pode-se observar um efeito citotoxico dos compostos

gerados durante este tratamento na dose de 40 ng/pogo, com viabilidade inferior a 70% e
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diferenca estatistica em relagdo a amostra ndo clorada. As razdes pelas quais esta dose induziu
um efeito ao invés de doses superiores sdo desconhecidas. O ideal neste caso seria a repeti¢éo
do ensaio, contudo, isto ndo foi possivel durante a execucdo deste projeto. Na dose de 20
ng/pogo foi também observada uma reducdo significativa na viabilidade celular apos a
cloragdo (TAB.5.6). Diferentemente da cloracdo do CPT e DCF, a viabilidade em células
HepG2 pelo SMX clorado s6 foi consideravelmente maior em uma Unica dose, indicando que
a oxidacdo pelo cloro deste farmaco pode ser mais citotoxico que para os demais (FIG.5.5d).
So6 foi observada diferenca estatistica entre as doses 40 ng/poco e 80 ng/poco, provavelmente
devido ao efeito citotoxico na menor dose.

Efeitos citotoxicos / citostaticos do sulfametoxazol na dose de 500 pg/mL foram
reportados por Abou-Eisha, Marcos & Creus (2004) em linfécitos humanos através da
diminuicdo do indice proliferativo (mede a taxa proliferativa) e indice de proliferacdo de
bloqueio da citocinese (mede a cinética de proliferacdo celular). O metabélito hidroxalamina
do sulfametoxazol (SMX-HA) foi identificado como agente citotoxico a células
mononucleares sanguineas periféricas, em contraste ao farmaco testado individualmente
(HESS et al., 1999). Em duas diferentes linhagens de hepatdcitos de peixes os antibidticos
SMX e amoxicilina ndo induziram citotoxicidade analisada pela técnica do MTT, 0 mesmo
resultado ndo foi observado para outros farmacos como fenofibrato e clofibrato (combate o
colesterol), propanolol (antihipertensivo), carbamazepina (combate epilepsia), dentre outros
(LAVILLE et al., 2004). Os resultados deste experimento junto com os dados levantados da
literatura provam que a escolha do modelo celular é o que melhor representa o dano a que o
homem esta mais suscetivel quando exposto ao farmaco no ambiente. A avaliacdo da
citotoxicidade dos subprodutos da oxidacdo do SMX pelo cloro é importante para identificar
possiveis efeitos no consumo da agua contendo quantidades traco do farmaco. Apos a
ozonizacdo os produtos da degradacdo do SMX nédo afetaram negativamente a proliferacdo de
celulas HepG2 avaliada pelo ensaio do MTT (YARGEAU et al, 2008).
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Tabela 5.6 - Efeito dos farmacos originais (CPT, DCF e SMX), dos farmacos clorados (CPT/NaClO, DCF/NaClO e SMX/NaClO) e do captopril
fotocatalisado (CPT/ TiO,/UV-C) na citotoxicidade de células HepG2 testados em cinco doses em quintuplicata. Valores apresentados como
média da absorbancia + desvio padrdo (DP) e porcentagem de viabilidade celular.

Viabilidade Celular (HepG2)

0,8 ng / pogo o 20 ng / poco 40 ng / poco 60 ng / pocgo 80 ng / poco

(média=DP)  °  (médiaxDP)  °  (médiaxDP)  °  (médiazDP)  °  (médiatDP)  °
CPT 009002 | 71 | 009+0,01 71 0,10 £ 0,02 81 0,0£001 | 8 | 0,090,00 76
CPT/INACIO 008003 | 99 | 006002 77 0090038 | 112 | 006000 | 8L | 008004 %8
CPT/ TIOJUV-
C 012+003 | 99 | 011+0,03 01 0,11 0,01 90 012+003 | 95 | 011+001 | 91%*
DCF 007000 | 8 | 007001 01 0,07 0,02 92 006+000 | 76 | 006001 78
DCF/NACIO 010,04 | 136 | 007001 86 0,07 0,01 84 007001 | 9L | 006001 78
SMX 019+004 | 177 | 014%002 | 125 | 016%002 | 147 | 014%003 | 128 | 011001 | 102
SVMX/Naclo | 015005 | 135 | 010£001 | 92** | 007+00L | 68 | 014+005 | 131 | 018+006 | 168"

Viabilidade de células HepG2 tratadas com 40% do volume de amostra de farmaco e comparada as células dos pogos com amostras de farmacos ap0s tratamento.
CPT: captopril, CPT/NaClO: captopril clorado, CPT/ TiO,/UV-C: captopril fotocatalisado, DCF: diclofenaco, DCF/NaClO: diclofenaco clorado, SMX:
sulfametoxazol, SMX/NaClO: sulfametoxazol clorado. ** Diferente estatisticamente da respectiva amostra ndo tratada. **: Diferentes estatisticamente com p < 0,05.
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Figura 5.5 - Viabilidade celular (%) de células HepG2 por massa de farmaco adicionado antes
e apods a cloracdo e fotocatalise. **Diferente estatisticamente da respectiva amostra nao tratada

(p < 0,05).
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CPT: captopril, CPT/NaClO: captopril clorado, CPT/ TiO,/UV-C: captopril fotocatalisado,
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diclofenaco, DCF/NaClO: diclofenaco clorado, SMX: sulfametoxazol e SMX/NaClO: sulfametoxazol

clorado.
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5.4 ConsideracGes dos ensaios Salmonella/microssoma e do MTT para 0s

farmacos estudados antes e apos cloracao e fotocatélise

O ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma ou teste de Ames é um teste de
mutacao reversa para a deteccdo de uma ampla gama de substéncias quimicas, que podem
produzir danos que levam a mutacdes nos genes (MORTELMANS & ZEIGER, 2000). Desde
a década de 1970, quando foi proposto por Bruce Ames, tem sido utilizado para anélise de
diferentes amostras ambientais e compostos especificos.

Para andlise dos resultados obtidos no teste foi elaborado o programa de estatistica
Salanal. Dentre os modelos disponiveis para enquadramento dos dados o modelo de Bernstein
€ 0 mais adotado para a analise dos resultados e freqiientemente encontrado na literatura. No
entanto, nem sempre este modelo se ajustou aos dados do presente trabalho, e em alguns casos
nenhum modelo se ajustou, nestes casos foi apresentada somente a andlise de varidncia
(ANOVA). Quando o programa gera a estatistica dos dados fornece também a poténcia
mutagénica do composto teste, que é expressa pelo numero de revertentes por unidade de
amostra. Os valores da poténcia mutagénica permitem comparar as diferentes situagoes
analisadas e € uma das maneiras de informar o qudo mutagénico é um composto. No presente
trabalho, a poténcia mutagénica ndo p6de ser gerada para todas as amostras, dificultando a
analise do potencial de cada farmaco antes e ap6s a cloracdo e fotocatalise. Os valores de

poténcia mutagénica obtidos pelo programa podem ser analisados na TAB.5.7.

Tabela 5.7 - Poténcia mutagénica expressa em revertentes por nanograma (rev./ng) para 0s
farmacos e farmacos ap6s tratamento com cepas TA98 e TA100 da bactéria Salmonella
typhimurium, na auséncia (-S9) e na presenca (+S9) de ativacdo metabolica.

Poténcia Mutagénica em bactérias Salmonella typhimurium

Amostras TA98 TA100
- 59 + S9 - 59 +S9
CPT 0,016 - 0,189 0,036
CPT/NaClO 0,709 - 0,074 0,704
CPT/ TiO/UV-C - 0,196 - 0,061
DCF - - 0,029 0,022
DCF/NaCIO 0,167 0,902 - -
SMX - 0,124 - -
SMX/NaCIO - 0,161 0,647 1,314

CPT: captopril, CPT/NaCIO: captopril clorado, CPT/ TiO,/UV-C: captopril fotocatalisado,
DCF: diclofenaco, DCF/NaCIO: diclofenaco clorado, SMX: sulfametoxazol e SMX/NaClO: sulfametoxazol clorado.
(-) valores ndo obtidos pelo programa Salanal
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Com os valores demonstrados na TAB.5.7 pode-se concluir que a poténcia mutagénica
do captopril apés a cloracdo (CPT/NaClO) para a cepa TA98/S9- aumentou mais de 40 vezes
em relacdo ao farmaco original, indicando que se compostos que causam deslocamento do
quadro de leitura forem formados durante o tratamento na presenca do antihipertensivo eles
ndo necessitam ser ativados pelo sistema de metabolizacdo exdgena. No caso da cepa
TA100/S9+ a cloragdo aumentou quase 20 vezes a poténcia mutagénica, 0 que indicaria a
formacdo de compostos indiretos que causam substituicdo dos pares de bases ap6s o
tratamento. No entanto, o resultado para o CPT foi negativo para as duas linhagens nas
condigdes testadas.

A auséncia de dados da poténcia mutagénica para as amostras de captopril
fotocatalisado (CPT/ TiO,/UV-C) (TAB. 5.7), apds submissdo dos dados no Salanal dificulta
a analise apoOs este tratamento. Apenas para a cepa TA100/S9+ pode-se observar que a
poténcia mutagénica aumentou ligeiramente ap6s o tratamento, mas ndo coincide com a
reducdo no perfil de revertentes nestas condicdes.

Nas amostras de diclofenaco clorado (DCF/NaClO) com a cepa TA98 a poténcia
mutagénica foi cerca de cinco vezes superior na presenca de metabolizacdo (TAB.5.7),
passando de 0,167 rev./ng para 0,902 rev./ng, indicando que compostos indiretos na amostra
séo potencialmente mais mutagénicos.

Pouca diferenca foi observada ap6s a cloragdo do sulfametoxazol com a bactéria
TA98/S9+ (TAB.5.7). No entanto, pode-se observar que a poténcia mutagénica desta cepa
(0,161 rev./ng) foi muito inferior que para a TA100 (1,314 rev./ng) na presenca de
metabolizacdo, indicando que os mutdgenos indiretos presentes na amostra clorada podem
causar substituicdo dos pares de bases.

Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos com base nas trés
varidveis para interpretacdo dos resultados — ANOVA, relacdo dose-resposta e razdo de
mutagenicidade. Os dados do programa Salanal foram também confrontados com o0s
analisados através da analise de varidncia (ANOVA) com poés teste de Tukey para
compreensdo dos efeitos dos tratamentos.

A adocdo das trés variaveis para analise dos resultados estd mais relacionada com 0s
dados da literatura para o0 CPT em que o farmaco foi negativo para inducdo da freqiiéncia de
micronucleos e sem potencial carcinogénico. O mesmo foi observado para o0 DCF em que
dados apresentados na literatura indicaram resultado negativo para teste de Ames, e para

mutacdo reversa com bactérias E.coli WP2 e ndo carcinogénico. Os resultados negativos
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observados na fotocatélise do CPT estdo mais de acordo com dados da literatura em que
processos oxidativos reduziram o potencial mutagénico de amostras diversas.

Em contraste, os dados aqui obtidos para 0 SMX nédo coincidem com os da literatura,
onde para as duas bactérias o resultado foi negativo. Ha relatos de este farmaco aumentar a
freqiiéncia de micronucleos e de troca entre cromatides irmas, e ainda de induzir atividade
mutagénica com as cepas TA98 e TA100. Neste ultimo trabalho doses muito superiores foram
analisadas, e, portanto, pode ter sido o fator determinante para esta diferenca. Como estas
concentracdes nao sdo fidedignas as observadas ou possiveis de serem detectadas no meio
ambiente e na &gua tratada, elas ndo foram aqui adotadas.

A anélise dos resultados como foi apresentada na presente discussdo, com todas as
varidveis consideradas, aproximou mais aos dados apresentados na literatura, ou seja, 0sS
farmacos investigados antes e ap0s 0s tratamentos oxidativos ndo apresentaram toxicidade
celular e mutagenicidade. No entanto, destaca-se a necessidade de repetir 0s ensaios e no caso
do ensaio de mutagenicidade utilizando controles negativos representativos das amostras
(Agua submetida ao tratamento oxidativo, mas na auséncia de farmaco). Além disso,
recomenda-se que a toxicidade dos farmacos originais as linhagens da bactéria seja testada
antes de aplicadas as doses propostas a fim de se obter uma relagdo entre dose e resposta para
ambas as linhagens do teste de Ames.

Uma das dificuldades enfrentadas para a padronizagdo e execucdo do ensaio
Salmonella/microssoma no presente trabalho foi o processamento simultaneo de um grande
numero de amostras, em funcdo das réplicas e das doses exigidas para manter a confiabilidade
dos testes. Estes detalhes da técnica acabam por dificultar o estudo da mutagenicidade de um
grande nimero de amostras. Uma das alternativas para contornar estes infortinios parece ser a
miniaturizacdo do teste. Na década de 1990 esta variacdo do teste de Ames comegou a ser
aplicada. Para isso, cepas da bactéria Salmonella typhimurium bioluminescentes (gene lux)
foram desenvolvidas e a mutagenicidade de amostras de residuos industriais foi avaliada em
microplacas (COTE et al., 1995). Ja neste estudo os autores ressaltaram a utilidade da entdo
inovacdo e alteracdo da técnica. Mais tarde a miniaturizacdo do teste foi novamente reportada
e comparada simultaneamente ao teste convencional (FLAMAND et al.,, 2001). Neste
trabalho os autores destacaram uma melhoria na miniaturizacdo na medida em que o teste
pode ser aplicado a todas as linhagens da bactéria S. typhimurium, o que ainda ndo era
possivel. Os autores detectaram uma elevada conformidade entre os resultados do modelo

miniaturizado e o convencional. Desta forma recomenda-se que a miniaturizagdo seja
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considerada em futuras pesquisas a fim de garantir a reprodutibilidade dos resultados e
execucao de multiplas amostras e linhagens simultaneamente.

O ensaio de citotoxicidade pela tecnica do MTT foi adotado para as mesmas amostras
dos ensaios de mutagenicidade. As desvantagens citadas anteriormente para o teste de Ames
ndo foram encontradas para o ensaio do MTT, pois para o teste podem ser analisadas vérias
amostras com todas as suas réplicas em uma microplaca de 96 pocos. E ainda, o resultado é
obtido em apenas dois dias. Nenhum farmaco antes do tratamento induziu efeitos citotoxicos
nas células HepG2 (TAB.5.8). Apos a cloracdo apenas 0 SMX reduziu a viabilidade em mais
de 30%, e no geral, ndo foi observada nenhuma melhoria na viabilidade celular com esta
amostra. Da mesma forma como no ensaio de mutagenicidade, recomenda-se para o teste do
MTT que o controle negativo seja d&gua submetida ao tratamento oxidativo, mas na auséncia
de farmacos. Além disso, ressalta-se a necessidade de repetir os ensaios em condi¢es tais que
minimizem os erros entre as réplicas (e.g estratégias para uma boa pipetagem).

O emprego de células eucaridticas humanas no ensaio do MTT foi uma das maneiras
de aproximar os possiveis danos causados a populacao e, o uso de dois testes distintos serviu
ainda para comparar 0s resultados dos mesmos. Os resultados do ensaio
Salmonella/microssoma, todas as amostras negativas, estdo de acordo com os obtidos pelo
ensaio do MTT, com excegdo para 0 SMX que os resultados ndo coincidem nem com 0s
dados da literatura. Com isso, pode-se concluir que ndo houve discrepancia entre os resultados

dos ensaios aplicados.
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Tabela 5.8 - Resumo dos resultados obtidos no ensaio de mutagenicidade
Salmonella/microssoma e no ensaio de citotoxicidade pelo MTT, antes e ap6s cloracdo e
fotocatalise.

; Ensaio .
Farmaco Tratamento i Ensaio do MTT
Salmonella/microssoma

Sem cloro Negativo Negativo

Captopril
Com cloro Negativo Aumento da viabilidade
Sem cloro Negativo Negativo

Diclofenaco
Com cloro Negativo Aumento da viabilidade
Sem cloro Negativo Negativo
Sulfametoxazol

(viabilidade inferior a 70%)

Sem TiO2 Negativo Negativo
Captopril

Com TiO2 Negativo Aumento da viabilidade

TA98: detecta mutdgenos que causam deslocamento no quadro de leitura, TA100: detecta mutdgenos que
causam substituicdo dos pares de bases. S9+: presenca do sistema de ativagdo metabdlica, S9-: auséncia do
sistema de ativacdo metabdlica.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho foi implementado o ensaio Salmonella/microssoma, para
avaliacdo da mutagenicidade de amostras de agua submetidas a processos oxidativos de
tratamento. Ajustes metodoldgicos necessitam ser executados a fim de garantir
reprodutibilidade dos resultados e anélise simultanea de multiplas amostras.

Os resultados dos ensaios de mutagenicidade indicaram que nenhum dos farmacos
investigados, captopril, diclofenaco e sulfametoxazol foram mutagénicos nas doses estudadas
(1, 25, 50, 75 e 100 ng/placa), tanto antes quanto ap0s o tratamento com cloro ou pela
fotocatalise heterogénea com TiO,/UV-C. Da mesma forma, os testes de viabilidade celular
por MTT mostraram que os tratamentos da &gua acrescida dos farmacos com cloro e
TiO/UV-C ndo causaram efeito toxico para as células considerando os ensaios realizados
com Captopril e Diclofenaco. Na verdade em ambos 0s casos observou-se um aumento da
vibilidade celular apds os tratamentos sugerindo que estes farmacos ndo induzem uma acédo
toxica as células nas doses investigadas. No caso do sulfametoxazol os resultados sdo
inconclusivos uma vez que apenas a dose intermediéria (40 ng/pogo) mostrou dimuini¢do da
viabilidade celular, o que indicaria um possivel efeito toxico apos o tratamento com cloro.

A avaliacdo dos efeitos dos subprodutos da oxidacdo de farmacos, assim como de
outros microcontaminantes € de crucial importancia, uma vez que a toxicidade da dgua pode
estar atribuida muitas vezes a compostos que ndo estdo ainda regulamentados. Embora as
concentragdes adotadas no presente trabalho sejam muito maiores que as tipicamente
detectadas no ambiente, os resultados sdo importantes para caracterizar a toxicidade relativa
de amostras naturais ou tratadas para abastecimento. Trata-se dos primeiros estudos que
podem levar a aplicacdo de medidas preventivas nos sistemas operacionais das ETAs ou

medidas corretivas em ambientes naturais.
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7 PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

A revisdo de literatura feita neste trabalho mostrou algumas lacunas nos estudos de
toxicologia de farmacos e seus subprodutos da oxidacdo apds tratamento da agua. Dessa
forma, é necesséria a aplicacdo de ensaios adicionais de toxicologia para avaliar os diversos
efeitos que estes microcontaminantes podem causar. Estes ensaios devem ser aplicados a
outros farmacos, de outras classes, principalmente 0os mais comumente detectados no meio.
Para o ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma, dado o valor desta analise, deve-se
buscar a miniaturizacdo do mesmo, a fim de facilitar a avaliacdo de um ndmero maior de

amostras.
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APENDICES

Apéndice A - Solucbes e meios de cultura wusados no ensaio

Salmonella/microssoma

1)

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

Solucgbes
Solucéo de Glicose 10%
L€ Lol 0 L SO 100 g

AQUA DESEHAA ...t 0.5.p.1000 mL

Solugéo de Vogel Bonner (50x)

Sulfato de magnésio (MgSO4.7TH20).......cciiiiiiieieise e 10g
ACIAO CIFICO (CHBOT) vttt 91,43 g
Fosfato de potassio dibasico (KoHPOg)......coveviiiiiieiccieceee e 500 g
Fosfato de sodio e aménio (NaNH4HPO4.4H20).........ccooeiiiiiiiiieec e 175¢g
AQUA AESEHAA ..o g.s.p. 1000 mL

Solucéo de Biotina — Histidina (0,5mM)

L-NISEIAING. ... et re s 0,078 g
[ o1 1] ([T 0,122 g
AQUA AESEHAUA. .......ocveeececeeee e g.s.p. 1000 mL

Solucéo de Biotina (0,5mM)
[ o1 [ ([T 0,012 g
Agua destilada QUENTE ...........c..cveveeveeeiceece e g.s.p. 100 mL

Solucéo de Histidina (26mM)
LmNESTIAINGL . 403 mg
Agua destilada QUENTE ...........c..cueveeveeerceeee et g.s.p. 100 mL

Solucéo de Ampicilina
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AMPICTIING. ...t 8 mg
Agua destilada EStENl..............cceveveieeiceeieieeee e g.s.p. 8 mL

* A ampicilina foi dissolvida em 8 mL de agua destilada utilizando um béquer estéril. Em
sequida filtrou-se esta solucdo em membrana 0,22 pm para um frasco previamente
esterilizado.

1.7.  Mistura S9 (4%)

1.7.1. Tampéo fosfato 0,2M (pH =7,4)

1] (1T (o A OSSPSR 880 mL
Fosfato de SOdio Dibasico (NazHPOg)........ccvvveieieic e 28,4 g
AQUA ESEIIAUA. ..ot g.s.p. 1000 mL

SOIUGED Bt bbbt 120 mL
Fosfato de Sédio Monobasico Monohidratado (NaHPO4.H20)......cccvcvvevevennnen, 27,6 g
AQUA ESEIIAUA. ... g.s.p. 1000 mL

1.7.2. NADPO,1 M
R-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP).........ccccoovvviierericenenee 0,7654 g
Agua destilada ESLEFiL...............cvviveeieeeeeeeeeeeeeee e, g.s.p. 10 mL

* O NADRP foi dissolvido em 10 mL de agua destilada esterilizada utilizando um béquer
estéril. Em seguida filtrou-se esta solu¢cdo em membrana 0,22 pum para um frasco previamente

esterilizado.
1.7.3. Glicose-6-fosfato 1M

GlICOSE-6-TOSTALD. .....ccvveiiee et e et e e s s e e e s sbeeeeeaans 2,821 ¢
AQua destilada ESLEFIL...............cvvieeeeeeeeeeeeeee e, g.s.p. 10 mL
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* A glicose-6-fosfato foi dissolvida em 10 mL de agua destilada esterilizada utilizando
um béquer estéril. Em seguida filtrou-se esta solugdo em membrana 0,22 pum para um frasco

previamente esterilizado.

1.7.4. Solucéo de Sais (KCI 1,65 M e MgClI2 0,4 M)

Cloreto de magnésio (MJCI2).........cvriiiiiiiiieeee e e 8,13 g
Cloreto de PotasSio (KCI)....ooviieieciece e 12,39
AQUA AESLIAUA. ........cvoeeeeeicee et g.s.p. 100 mL

1.7.5. Fracéo S9 (MOLTOX)
Adquirido liofilizado e armazenado a -20°C. Ressuspendido com 2,1 mL de agua

destilada estéril no momento do uso.

1.8.  Solucgéo de Cristal Violeta 0,1%
(O ;LY 10 (=) 7 USSP 01g
AQUA deStIIA0A ESEETIL.............oveeeeieeeeeeee et 100 mL

1.9.  Solucéo de Fluorenamina
2-Fluorenamina (MErCK).........ccuiiiiiiiiieiee s 0,001 ¢
DimetilsufoXido (DMSO).....cuiiieiiieiicee et 10 mL

* A fluorenamina foi dissolvida em 10 mL de DMSO utilizando um béquer estéril. Em
seqguida filtrou-se esta solucdo em membrana 0,22 pm para um frasco previamente

esterilizado.

1.10. Solucéo de Azida Sodica
Azida sodica (NaN3) (Quimica MOderna) .........cocooeereieeneneienese e 0,005 g
AQUA dESEIIA0A ESLETIL...........veeveeeeeeeeeeeeeeesee e 10 mL

* A azida sddica foi dissolvida em 10 mL de &gua destilada esterilizada utilizando um

béquer estéril. A esterilizacdo foi realizada por membrana 0,22 pum para um frasco

previamente esterilizado. No momento do uso fez-se a dilui¢do 1:10.
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1.11. Solucéo de Agar (Para agar minimo)

2)

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

BACIO AT ... ittt 15¢
AQUA AESEIAUA. .........cveee ettt 780 mL

Meios de Cultura

Agar Minimo

SOIUGAD de GlICOSE 1090.......cceeireeieiie ittt sra e 200 mL
SONUGED B AGA ... 780 mL
Solugéo de Vogel BONNEr (50X)........uiiiimieiiieieieesiesie e 20 mL
Solucdo de Biotina — Histidina (0,5MM).......ccccccviiiiiiiiiicceece e 12 mL

Agar Minimo suplementado com biotina

SOIUGEOD d& GIICOSE 1090.....c.eeiuieiieiieieiesie et 200 mL
S Y0] [0z ol Lol AN o - T SRR 780 mL
Solucao de Vogel BoNNer (50X)......cc.civeiieieiieieeie e sieesie e sre e 20 mL
Solugéo de Biotina (0,5MM).......ccuiiiiiiiiiiiiieeeee e 6 mL

Agar minimo suplementado com biotina e excesso de histidina

SOIUGAD A8 GlICOSE L10%0......cueeeieieiecieeie ettt 200 mL
Y0 [0 ol L=l AN o - T SR RTOPPSN 780 mL
Solugédo de Vogel BONNEr (50X)......cc.ciiiiiieiiieie e 20 mL
Solugédo de Biotina (0,5MM).......ccuiiiiiiiiiiieee e 6 mL
Solucao de Histidina (26MM)..........cccuoiiiiiiicie e 10 mL

Caldo Nutriente

(0 0] =] (o ] (=30 o | o JO TSP 59
Lab Lemco Powder (OXOID)........coiiiiiiiieiie sttt 109
T 0] (0] o - VTP 109
AQUA AESEHAUA. ........ecveeececeee e g.s.p. 1000 mL

Agar Nutriente
(0 (o] =1 (ol [T To Lo [ o TSRO 59



2.6.

Lab Lemco POwder (OXOID).......cooiiieiieiieiesiesie et 10 g

PEPEONA. ... 10¢g
BACIO QAT ... ceitii ittt rre s 159
AQUA AESLIHAUA. ..ot g.s.p. 1000 mL
Agar de Superficie

o T o1 (0 =T - | OO PP RUPRTPIN 60
Cloreto de SOAIO (NACH).......cueiieieiie et 59
AQUA AESEIAA. ..o g.s.p. 1000 mL

* Meios de cultura e solugdes foram autoclavados por 20 minutos a 121°C, exceto

quando especificado no item.
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Apéndice B — Solugdes e meio de cultura usados no ensaio de citotoxicidade pela

técnicado MTT

1)

1.1.

Solucgbes
PBS (1X)
Fosfato de sodio dibasico anidro (NazHPOg).......ccveiviiieiieiecccee e 0,568 g
Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4)....ccovevvieeiieiciieseee e 0,272 g
Cloreto de SOIo (NACH)........ociiieieere et 8,768 ¢
AQUA AESEIAA. ..o g.s.p. 1000 mL

* O pH foi ajustado para 7,2. A solucdo foi autoclavada por 20 minutos a 121°C.

1.2.

Tripsina

Cloreto de SOdio (NACIO).........ciiiiieieiie e 409
Cloreto de POtassSio (KCI)......ccviiieiieiie e 290
GHICOSE. ...t bbbt 50
Bicarbonato de SOdio (NaHCO3)......c.ccviiieiiiieieiee e 2949
Tripsing (GIDCO, 1:250).......ccuiiiieiiieiiere s 250
Etilenodiamina tetracetato dissOdio (EDTA).....cccoviiieiiiicieee e, 1lg
Solucdo Vermelho de FENOI 1%........cc.coveiiiiiiiiecie e 2,25 mL
AQUE MillI=Q ..o g.s.p. 5000 mL

* A solucdo foi filtrada em capela de fluxo laminar através de membrana filtrante de

0,22um. As aliquotas foram mantidas a - 20°C.

1.3.

Soro fetal bovino (SFB) (Para meio DMEM)

O soro fetal bovino (Cultilab) foi descongelado em banho-maria a 37°C. Posteriormente

foi homogeneizado e aliquotado em capela de fluxo laminar. As aliquotas foram mantidas a -

20°C em frascos estéreis.
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1.4.  Solugéo Penicilina - Estreptomicina (Para meio DMEM)
A solucéo de penicilina-estreptomicina, obtida da Sigma-Aldrich, foi aliquotada em
tubos estéreis. Para 100 mL de meio foi adicionado 1 mL da mistura com penicilina a 10°U /

mL e estreptomicina a 10 mg/mL.

1.5.  Solucédo de Anfotericina B (Para meio DMEM)
Anfotericina B (CUItilab)..........cooieiieiiie e 50 mg
Agua MilliQ EStEIL.........c..eueeevceeieeeieece ettt 50 mL

* Ap6s solubilizacdo a solucédo foi aliquotada em microtubos estéreis, e a concentracéo
final obtida foi de 2,5ug / mL. Para 100 mL de meio foi adicionado 40 pL da solucdo a 5
pg/mL.

1.6. Solucdo de MTT (0,5mg/mL)
Preparo de solucéo estoque:
MTT (SIgMA-AIAIICN)....ccoiiiiii s 0,059
PBS €SIl ..cieieiiecieee e 10 mL

Preparou-se uma solucdo estoque de MTT em PBS estéril. Para isso, dissolveu-se 0 MTT
em PBS e filtrou a solucdo através de membrana filtrante de 0,22um. A solucéo foi aliquotada
em microtubos estéreis e mantida a -20°C. O preparo da solucdo final foi realizado por
solugdo estoque de MTT e PBS estéril para obter uma concentragdo de 0,5mg/mL por pogo.

2) Meio de Cultivo

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

DMEM (CUIIAD)....c..oieieiieciceeee e 13,42 ¢
Bicarbonato de SOI0..........ovviiiiiiiiiiiiieee e e e e eeee e 3, T €
Agua Milli=Q ESEENL.........cvevrieeeeereeeee et 1000 mL
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* O meio foi filtrado em membrana filtrante de 0,22um e armazenado a 4°C. As solugdes
de antibidticos, soro fetal bovino e anfotericina B foram adicionadas em capela de fluxo

laminar posteriormente ao preparo do meio.

A manutencdo das células foi feita com meio DMEM suplementado com 5% de SFB,
para aderéncia das células a microplaca as mesmas foram semeadas com meio DMEM com
15% de SFB. Nos po¢os com amostra e pogos controle foram adicionados meio DMEM sem
SFB.
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Apéndice C - Registro dos resultados das provas genéticas para a bactéria
Salmonella typhimurium.

1) Dependéncia da histidina

a) AM + biotina b) AM + biotina + histidina

Para verificacdo da dependéncia da histidina as col6nias de cada bactéria crescidas em
caldo nutriente foram estriadas em meio com &gar minimo contendo apenas biotina (a) e em &gar
minimo contendo biotina e excesso de histidina (b). A auséncia de crescimento das bactérias no
meio apenas com biotina (a) e o crescimento observado no meio com acréscimo de histidina (b)

indica que a dependéncia a este aminoacido se manteve nas coldnias testadas.
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2) Mutacéo rfa

As cinco colbnias selecionadas de cada linhagem foram testadas em duas diferentes
placas contendo agar nutriente para verificacdo da permeabilidade da membrana. Apé6s o
estriamento, discos de papel filtro embebidos com solugéo cristal violeta 1% foram dispostos
sobre cada uma delas. Os halos de inibicdo do crescimento observados ao redor dos discos
(foto) indicam que as bactérias mantinham a mutacdo que aumenta a permeabilidade da
membrana e que entdo permitiu a penetragdo do cristal violeta inibindo o crescimento

bacteriano.

3) Plasmideo pKM101

As bactérias estriadas e cujo crescimento foi observado sobre linhas de solugdo do
antibiotico ampicilina (8 mg/8 mL) (foto) demonstraram que o plasmideo de resisténcia se
mantinha nas células.
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4) Delegédo uvrB

Lado irradiado por luz
uv

A mutacdo uvrB provoca uma delecdo do gene que codifica o sistema de reparo
por excisdao do DNA, e pode ser observada pela sensibilidade a luz UV. As bactérias estriadas
em &gar nutriente e, posteriormente, expostas a luz UV ndo cresceram no lado irradiado (seta).

O lado cujo crescimento foi observado (esquerdo) foi coberto durante a irradiagéo.
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