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RESUMO

Os poluentes organicos emergentes (POESs) sdo compostos quimicos encontrados em
produtos estéticos, medicamentos, agrotdxicos, entre outros. Esses compostos nédo
possuem regulamentacéo acerca de sua destinagao final (tratamento e langamento),
além de os tratamentos tradicionais de agua ndo os removerem, podendo apresentar
riscos a saude humana, bem como dos demais seres vivos. Para remocao dos POEs
€ crescente 0 uso de processos oxidativos avancados (POAs) que frequentemente
resultam na mineralizacdo completa dos poluentes durante o tratamento, no entanto,
por vezes, os POAs geram subprodutos de degradacdo que podem ser tdo ou até
mais téxicos do que o composto original. Diante desse contexto, o presente trabalho
avaliou uma solucdo contendo o POE moxifloxacino, antibiético do grupo das
fluoroquinolonas, com avaliagdo da toxicidade aguda por meio dos organismos
Lactuca sativa e da toxicidade aguda, citotoxicidade e genotoxicidade com Allium cepa
(L.), com concentracdo de 5 ppm antes (B5) e apds (T5) o tratamento de degradacéo
solar. Além disso, foi simulado um efluente com maior concentracdo (75ppm),
chamado de B75, a fim de simular um efluente de industria farmacéutica. Os testes
com antibiético indicaram toxicidade aguda apenas para B75 em L. sativa. Houve
reducdo de citotoxicidade e genotoxicidade apés o tratamento, nas amostras T5, 0
que indica eficiéncia do POA utilizado para reducdo da toxicidade do efluente e,
mesmo que tenham sido gerados subprodutos, sdo menos téxicos do que 0 composto
original.

Palavras-chave: fluoroquinolona; bioensaios; poluentes emergentes.



ABSTRACT

Emerging organic pollutants (EOPs) are chemical compounds found in aesthetic
products, medicines, pesticides, among others. These compounds have no regulation
on their final destination (treatment and discharge), additionally, traditional water
treatments do not remove them, and may present risks to human health, as well as
other living beings. For the removal of EOPs, the use of advanced oxidative processes
that often result in complete mineralization during treatment is increasing, however,
sometimes AOPs generate degradation byproducts that may be as much as if not more
toxic than the original compound. In this context, the present study evaluated solutions
containing the EOP moxifloxacino, fluoroquinolone group antibiotic with acute toxicity
assessment by Lactuca sativa (L.) organisms and acute toxicity, cytotoxicity and
genotoxicity with Allium cepa (L.) with concentration of 5 ppm before (B5) and after
(T5). The treatment of solar degradation. The highest concentrated solution, called B75
intented to simulate a pharmaceutical industry effluent. The evaluation of antibiotic
solutions indicated acute toxicity only for B75 in L. sativa. in the T5 samples, there was
cytotoxicity and genotoxicity reduction after treatment.,It indicates the efficiency of the
AOP applied aiming to reduce effluent toxicity. Even if byproducts have been
generated, they are less toxic than the original compound.

Keywords: fluoroquinolone; bioassay; emerging pollutants.
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1 INTRODUCAO

1.1 POLUENTES ORGANICOS EMERGENTES

Os poluentes organicos emergentes (POESs), ou poluentes emergentes, sao
compostos quimicos, tais como, produtos farmacéuticos, estéticos, agrotoxicos,
embalagens de alimentos, etc., que ndo possuem regulamentacdo de tratamento e
lancamento no ambiente e podem apresentar riscos a saude humana ainda que
detectados em baixas concentracdes (SILVA e COLLINS, 2011).

O aumento populacional aliado a facilidade de acesso ao consumo que se
desenvolveu apos a Revolucéo Industrial tém influenciado no aumento dos residuos
produzidos gerando problemas ambientais, principalmente com contaminacéo de solo
e dgua (KLAUCK, 2013). Com isso, aumentou o uso de grandes quantidades de
medicamentos e produtos de higiene pessoal pela sociedade, ampliou o numero de
poluentes presentes no ambiente.

De acordo com Castiglioni, et al.(2004), a poluicdo por produtos farmacéuticos
€ um fendbmeno complexo, potencialmente atribuivel a milhares de moléculas
diferentes pertencentes a varias classes terapéuticas, com distintas propriedades
fisico-quimicas, estruturas quimicas, comportamento ambiental e persisténcia.

A presenca de poluentes emergentes em diferentes matrizes no Brasil foi
apontada por Starling e colaboradores (2018). Os autores identificaram cafeina,
paracetamol, atenolol, ibuprofeno, cefalexina e bisfenol. Os mesmos ocorrem na faixa
ug.L= 1 em riachos préximos a areas urbanas. Além disso, disruptores enddécrinos
foram frequentemente detectados em aguas superficiais, com maiores concentracdes
de 17a-etinilestradiol e 17p-estradiol.

A ocorréncia desses micropoluentes nas aguas tém sido associada a diversos
efeitos negativos, como a toxicidade a longo prazo, desregulacdo enddcrina e a
resisténcia dos microrganismos aos antibiéticos. Podem ainda, causar bioacumulagéo

em ecossistemas aquaticos e terrestres (PAL et al., 2010; YANG, et al., 2017).
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1.2 PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS

Os sistemas tradicionais de tratamento de agua ndo controlam a remocao de
poluentes emergentes e os subprodutos gerados, que inserem-se no ciclo da agua, e
tendem a se apresentar no ambiente em concentragdes cada vez maiores. Na busca
de processos mais eficientes, foram desenvolvidos processos oxidativos avancados
(POAs), que tém se mostrado bastante eficazes no tratamento de aguas
mineralizando poluentes emergentes (ARAUJO et al., 2016).

Tendo em vista essas problematicas ambientais e a ineficiéncia dos processos
de tratamento convencionais, 0s processos oxidativos avancados, como 0zonizacao
em meio alcalino, eletrooxidacéo, fotoeletrooxidacédo e fotocatalise, sdo alternativas
para tratamento de diversos efluentes contaminados com compostos organicos, como
efluentes residenciais, industriais, chorume proveniente de lixdes, etc., melhorando a
qualidade final. (KLAUCK, 2013).

Esses processos sao baseados na geracdo de radicais livres como a hidroxila
(HO"); este radical possui alto poder oxidante e pode promover a degradacao de varios
compostos poluentes em poucos minutos. A fotocatélise solar heterogénea consiste
no uso de radiacao solar (visivel e proxima ao UV) para foto excitar um semicondutor
catalitico na presenca de oxigénio com objetivo de degradas ou mineralizar poluentes
refratarios de aguas contaminadas (SPASIANO, 2015).

Os POAs tém sido amplamente estudados e utlizados devido a sua eficacia na
degradacéo dos poluentes emergentes, diversidade de opg¢bes de tratamento e alta
velocidade de reacdo, que tendem a facilitar de associacdo com outros processos ja
tradicionalmente usados (BERNARDES et al. (org.) 2018).

Entretanto, a utilizacdo de POAs para a degradacdo de complexos organicos
frequentemente nédo resulta na mineralizagdo completa desses compostos durante o
tratamento, levando a formacdo de compostos intermediarios (subprodutos) que
podem ser tdo ou até mais téxicos do que o composto inicial (NOGUERA-OVIEDO,
AGA; 2016). Diante deste fato, a avaliacdo da toxicidade e seus impactos sobre
diversos organismos podem indicar a verdadeira eficiéncia do sistema de tratamento
de efluentes permitindo verificar os riscos ambientais associados ao langcamento de
efluentes (LEUSCH et al., 2014; NOGUERA-OVIEDO; AGA, 2016).

12



1.3 ENSAIOS DE TOXICIDADE

De acordo com o CONAMA 430/11, os testes de ecotoxicidade sdo métodos
utilizados para detectar e avaliar a capacidade de um agente toxico provocar efeito
nocivo, utilizando bioindicadores dos grandes grupos de uma cadeia ecoldgica.

Testes de toxicidade aguda sdo considerados como o primeiro passo em uma
abordagem de toxicidade escalonada para estabelecer concentracdes maximas
aceitaveis de poluentes em corpos hidricos. Os testes de citotoxicidade e
genotoxicidade de contaminantes ambientais prevéem uma avaliacdo do risco
ecotoxicolégico de substancias genotoxicas em efluentes (KLAUCK; RODRIGUES;
SILVA, 2015).

Bioensaios vegetais sdo consideravelmente mais baratos, tendo sido utilizados
para monitoramento de poluicdo desde o inicio de seu uso, a cerca de 60 anos atras
(GROVER,1999). Allium cepa (L.) e Lactuca sativa (L.) estdo na lista das 10 espécies
recomendadas pela US EPA (1996) para estudos ecotoxicolégicos.

A Lactuca sativa € uma espécie amplamente utilizada em andlises com
bioensaios, sendo o uso das sementes considerado um ensaio estéatico de toxicidade
aguda de 120 horas de exposicéo, o qual avalia os efeitos fitotoxicos de um composto
puro ou de mistura, avaliando a germinagcdo das sementes e o desenvolvimento das
plantulas no periodo de exposi¢do (RODRIGUEZ, 2003).

De acordo com Fiskesj6 (1985), a Allium cepa é muito conhecida e tem sido
utilizada para o estudo de mecanismos basicos, bem como para marcar os efeitos dos
produtos quimicos, sendo sugerido como um material de teste padrdo por orgaos
como a Academia Real Sueca de Ciéncias. Grover (1999) relata que os testes
genotoxicos com Allium cepa séo validados pelo Programa Internacional de
Seguranca Quimica e pelo Programa Ambiental das Na¢des Unidas. Além disso, €
um organismo usado em testes de citotoxicidade e genotoxicidade, por seu
crescimento rapido das raizes, alto numero de células em divisdo, disponibilidade
anual e baixo numero cromossdmico (2n=16) (VENTURA-CAMARGO; MARIN-
MORALES, 2016).

Em A. cepa, o nivel de citotoxicidade pode ser determinado pela reducéo do
indice mitotico, sendo considerado letal ao organismo testado quando o indice mitotico

apresenta 22% de reducao em relacdo ao grupo controle e a genotoxicidade pode ser
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avaliada por numero de aberracdes e quebras cromossémicas, pontes anafasicas,
entre outros (SMAKA-KINCL et al., 1996 apud ANTONSIEWICZ,1990; GRANT, 1982;
RADIC, 2010).

Leme e Marin-Morales (2009) descreveram varios trabalhos onde
correlacionam positivamente os testes realizados com A. cepa em relacdo a
extrapolagdo de dados para outros alvos, como o homem, indicando o beneficio
destes testes. Grant (1982) testou 148 produtos quimicos e a cebola apresentou
resultados positivos para toxicidade em 76%, tendo o autor concluido que € um étimo
teste para analisar padrdes de danos cromossomicos. Fiskesjo (1985) relatou que os
testes com cebola apresentam a mesma sensibilidade que a observada em testes
com algas e linfocitos humanos. Chauhan et al. (1999) identificaram correlacao
positiva entre estudos com A. cepa e com mamiferos.

Radi¢ (2010) relatou, em bioensaios com células do meristema radicular de A.
cepa, que 0 organismo apresentou respostas toxicas, fitotbxicas e genotoxicas
induzidos por amostra de indastria quimica de producdo de azitromicina.

Bioensaios de germinacédo de sementes de alface também tém sido bastante
utilizados e tendem a mostram o impacto dos efluentes industriais na germinagao
(CHARLES et al.,2011).

1.4 MOXIFLOXACINO

O moxifloxacino (MOX) é uma fluoroquinolona (FQ) da terceira geragéo. De
acordo com ANVISA (2009), é um agente antibacteriano de amplo espectro, agindo
em microrganismos gram-positivos, gram-negativos, anaerébios e bactérias
resistentes a acidos, como a Chlamydia spp. Durante o consumo terapéutico humano,
as FQs ndo sdo metabolizadas completamente e, consequentemente, sao
parcialmente (>50%) excretadas em sua forma ativa no efluente sanitario
encaminhado ao esgotamento municipal. Devido a sua limitada biodegradabilidade,
elevado uso e remocéo incompleta nas estacdes de tratamento de esgoto (ETESs), as
FQs acumulam-se no ambiente e causam diversos efeitos sobre organismos
aquaticos (PAUL, et al., 2010).

Segundo Brain et al. (2008), entre diversos antibiéticos testados, as quinolonas
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apresentam-se entre as mais potentes em relacdo a fitotoxicidade, sendo as
fluoroquinolonas identificadas por afetar a replicagdo de cloroplastos nas algas
Chlamydomonas reinhardtii. Doorslaer et al. (2015) mostraram que o moxifloxacino
causa efeitos de toxicidade como a inibicho do crescimento sobre a alga
Pseudokirchneriella subcapitata maior do que outra FQ, o ciprofloxacino. Ainda,
demonstraram que o tratamento fotocatalitico reduz a inibigcdo da taxa de crescimento
de algas de 72% para 14% ao longo de um periodo de tempo de 150 min. Enquanto
o0 MOX estiver presente na solucdo de reacdo, € o principal agente de inibicdo do
crescimento de algas. Mesmo que o MOX seja completamente removido, nenhuma
mineralizagdo de carbono foi observada e a espectrometria de massa de alta
resolucao permitiu a identificacdo de 13 produtos de degradacé&o (subprodutos). O fato
de que a inibicdo do crescimento ainda foi observada em solucdes tratadas — das
quais o MOX foi removido abaixo de seu limite de deteccao — também indica que os
produtos de degradacao nao devem ser negligenciados na avaliagao de toxicidade.

O Moxifloxacino € um desses poluentes onde tecnologias limpas de tratamento
das aguas estédo sendo estudadas para a sua remocéo. Mesmo sendo removidos (nao
mais detectados) em sistemas de tratamento avancados, os poluentes emergentes
podem gerar diversos subprodutos de degradacdo sendo mais poluentes do que o
composto original. Como citado anteriormente, de acordo com Doorslaer e
colaboradores (2015), o Moxifloxacino gera 13 produtos de degradacdo, dai se
justifica a importancia da realizacédo de ensaios de toxicidade para avaliacédo da real
eficiéncia dos sistemas de tratamento.

Para avaliar a toxicidade e genotoxicidade desses poluentes nos efluentes,
métodos de bioensaios com bactérias, plantas e animais sdo utilizados. A espécie
escolhida para realizar os testes deve apresentar sensibilidade a agentes toxicos, ser
de facil manipulacdo e conseguir replicar suas condigcdes ambientais em laboratério
(WIECZERZAK, NAMIESNIK e KUDLAK, 2016). Em vista disso, foram selecionadas
espécies que sao encontradas em diversos trabalhos, que sédo a Lactuca sativa

(alface, variedade crespa) e a Allium cepa (cebola, variedade cristal/conserva).
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral
Avaliar a toxicidade aguda, citotoxicidade e genotoxicidade do moxifloxacino em

aguas, antes e apos tratamento por degradacéao solar.

1.5.2 Objetivos especificos

e Avaliar a toxicidade aguda, a citotoxicidade e a genotoxicidade do
moxifloxacino em bulbos de Allium cepa antes e apds o tratamento por

degradacéo solar;

e Avaliar a toxicidade aguda do moxifloxacino em sementes de Lactuca

sativa antes e ap0s o tratamento por degradacéao solar;

e Qualificar os resultados obtidos quanto a eficiéncia da fotocatalise solar.

16



2 MATERIAL E METODOS

2.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS E TRATAMENTO EM FOTORREATOR

O efluente contendo moxifloxacino foi preparado no Laboratério da UERGS de
Bento Goncalves-RS. Com o intuito de n&o haver outros contaminantes, foram
utilizados agua destilada e cloridrato de moxifloxacino em po.

As analises de toxicidade aguda, citotoxicidade e genotoxicidade com o
efluente contendo moxifloxacino foram realizadas nas seguintes condicées:

e B75: 75 ppm bruto, simulando o efluente de uma industria farmacéutica;
e B5: 5 ppm bruto, antes do tratamento em reator solar;
e T5: tratado via reator solar de concentracgao inicial 5 ppm.

As solucdes foram acondicionadas em bombonas, protegidas da luz solar. Os
testes comparativos foram realizados com grupos de andlise controle (Agua destilada),
diferentes condicdes do MOX em diluicdes de 25%, 50%, 75% e 100% de
concentracéao.

A amostra B5 foi tratada em reator do tipo coletor parabdlico composto (CPC).
O efluente tradado nesse reator deu origem as amostras nomeadas de T5.

O reator CPC € o mais eficiente utilizado para degradacao solar. Nesse reator,
o efluente circula no interior de tubos cilindricos de vidro borossilicato com uma base
de aluminio, que reflete a radiacdo solar nos tubos (CAVALLIN e BAYER, 2014). No
interior dos tubos é utilizado um catalisador imobilizado (TiO2) para acelerar o
processo fotocatalitico.

A Figura 1 apresenta o fotorreator CPC onde a reacao fotocatalitica aconteceu.
O tratamento em bateladas de 4 litros de solu¢gdo contendo MOX foi realizado por 6
horas, sob luz solar e recirculagcdo do efluente pelos tubos com o auxilio de uma
bomba.

No ensaio que deu origem as amostras T5 a eficiéncia de degradacdo de MOX
foi de 65,95%. Em termos de Carbono Organico Total (COT), que representa a fracéo
organica presente no efluente e serve para identificacdo da presenca de subprodutos,
nao houve remocgédo de COT, ou seja, apesar de o composto original ter sido
parcialmente degradado, ele ndo foi mineralizado e a andlise de COT identificou que

a presenca de subprodutos de degradacdo. O que justifica a necessidade de se
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realizarem ensaios de toxicidade para verificar se a degradacdo do MOX gerou
subprodutos mais ou menos téxicos e subsequentemente avaliar a eficiéncia do POA

utilizado.

Figura 1 - Reator CPC utilizando catalisador imobilizado.

Fonte: Autor (2019).

2.2 BIOENSAIOS

De acordo com Fiskesjo (1985), o uso das plantas na pesquisa sao eficazes
pois as mesmas sao faceis de armazenar e manusear, geralmente apresentam boas
condicBes cromossbmicas, baixo custo e boa correlagdo com outros sistemas de
teste.

As amostras, antes e ap0s o tratamento por luz solar, foram testadas em
individuos de Lactuca sativa (alface variedade crespa) e Allium cepa (cebola
variedade cristal) a fim de avaliar a toxicidade aguda, a citotoxicidade e a
genotoxicidade do componente e também da eficacia do tratamento pelo processo

oxidativo avancado.

2.2.1 Avaliacao datoxicidade em Lactuca sativa

Os testes foram realizados de acordo com o protocolo da Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos (US EPA, 1996) com modificagdes (Figura 2), o qual
consiste em triplicata por cada grupo (controle e diluicdes de cada condicéo testada)
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com 20 sementes em cada placa de Petri, com papel filtro quantitativo embebido em
2ml de amostra a 25° C por 120h, totalizando 15 placas em cada teste. Apos esse
periodo foi medida cada raiz desenvolvida com um paquimetro universal de aco inox
da marca Wurth® e a contagem das sementes nao germinadas em cada placa. Foram
utilizadas sementes de alface da variedade crespa da marca Isla® sementes, com
taxa de germinacdo de 98% e pureza de 99,9%, sendo as mesmas isentas de

defensivos, porém néo organicas.

Figura 2 - Representacdo esquematica da andlise de toxicidade com L. sativa

120h i

3 ml amostra » 0

Fonte: Autor (2018).

2.2.2 Avaliacédo datoxicidade em Allium cepa

Os bulbos de cebola da variedade cristal utilizados nos testes eram livres de
agroquimicos, adquiridos na Rede de Orgéanicos do municipio de Osério/RS, a fim de
minimizar qualquer interferéncia quimica no desenvolvimento radicular dos bulbos.
Baseado na metodologia de Fiskesjo adaptado por Rank e Nielsen (1998) (Figura 3),
para aclimatar os bulbos, foram selecionados 6 unidades por grupo, que totalizam 30
bulbos. As raizes secas foram retiradas e os bulbos colocados em agua de
abastecimento publico por 24h para aclimatacdo. Apos esse periodo foram avaliadas
as cebolas que menos desenvolveram raizes e estas foram descartadas, restando 5
unidades por grupo, totalizando 25 bulbos. Na sequéncia, os bulbos de cada grupo
foram expostos a cada condicao de avaliacdo por 48h em temperatura ambiente, com
fotoperiodo de 12h. Apoés esse periodo, foram medidas as trés maiores raizes de cada

bulbo, que gerou uma média do comprimento das raizes, sendo esse resultado
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aplicado no indice de ICso (concentracédo inibitoria média), a fim de obter resultados
positivos ou negativos para toxicidade aguda.

ApOs esse procedimento, as raizes foram armazenadas em tubos Eppendorfs
e preservadas em solucdo de Carnoy 3:1 (Etanol 99,5%; acido acético glacial) por
24h, sendo posteriormente conservadas em Etanol 70% e refrigeradas a 10°C.

A fim de se classificar o indice mit6tico e as alteracfes cromossémicas das
células, utilizou-se a metodologia baseada em Rank e Nielsen (1998). As laminas
histolégicas sao feitas com o tecido da ponta da raiz, onde se localiza o meristema
apical radicular. Foi analisada uma lamina para cada bulbo, totalizando 25 laminas.
Para isso, as raizes foram lavadas em &gua destilada e hidrolisadas com &cido
cloridrico (HCI 1N) por 10 minutos a 70°C. Apds, as raizes foram lavadas novamente
em agua destilada e preparadas na lamina. Foram colocadas cerca de 4 pontas de
raizes numa lamina, esmagadas e submersas com 3 gotas do corante orceina acética
2% (preparada com 55 mL de acido acético glacial, 2g de orceina, 10 mL de HCI 1N
e dgua deionizada para avolumar até 100 mL) e colocou-se a laminula por cima. Apos
1h, o excesso do corante foi retirado e a lamina foi selada nas bordas com esmalte de
unhas para analise no microscopio Optico. As laminas foram analisadas com o
aumento de 400x e 1000x, onde cada lamina resultou na contagem de 1000 células
em qualquer fase de divisao celular (interfase, préfase, metafase, anafase e tel6fase)
para a determinacéo do indice mitético e 200 células em anéfase e teléfase para a
frequéncia de alteracdes cromossdmicas, registrando as alteracfes cromossémicas
visualizadas.

O indice mitético (IM), que representa a citotoxicidade foi calculado para o B75,
T5 e B5, da seguinte forma:

Y todas as divisoes celulares
IM =

n? total células contadas

Para calcular a frequéncia de alteragcdes cromossémicas (FAC) que representa

a genotoxicidade, para o efluente bruto (B5) e o tratado (T5) utilizou-se a formula:

n° células com alteracoes

FAC =
n° total anafase e tel6fase

Quanto maior o indice mitético, menor € a citotoxicidade e quanto maior a
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frequéncia de alteracbes cromossOmicas, mais genotoxica é a solucdo testada
(SCHMITZ, 2018).

Figura 3 - Representacao esquematica da andlise de toxicidade e genotoxicidade
com A. cepa.

¥

Controle 25% 50% 75% 100%

Solucédo Carnoy \¥—

24h l

Etanol
Hidrélise HCI
laminula l
corante
corte da amostra
&

lamina

Fonte: Autor (2018).

BN

Posterior a contagem das células, os dados obtidos foram tabelados e
processados no software Rstudio, onde as médias do IM e do FAC das amostras
representantes do grupo controle e das diluicdes foram comparadas através de
andlises de ANOVA e posteriormente com o teste de Tukey com nivel de significancia
de 5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os bioensaios com organismos vegetais apresentam vantagens pela facil
manipulacdo e obtencao de resultados rapidos e precisos em relacdo a contaminantes
ambientais.

Foram avaliados um total de 45 sementes de alface, 75 bulbos de cebola e
aproximadamente 90.000 células entre as 3 condi¢des do antibidtico testadas (B75,
B5 e T5) e suas diluicbes (25%, 50%, 75% e 100%). Os resultados de cada andlise

estdo organizados por teste e 0 organismo utilizado.

3.1 Toxicidade aguda com Lactuca sativa

Os ensaios de toxicidade aguda das solu¢cdes de MOX com concentracdo de
75 ppm (B75) e 5 ppm bruto (B5) e apds o tratamento em reator solar (T5) e suas
diluicdes foram realizados com Lactuca sativa onde as médias de crescimento
radicular das sementes foram comparadas ao grupo controle a partir do ICso.

As comparacdes das médias em relacéo ao grupo controle estédo apresentadas
em porcentagem na Figura 4 e demonstraram que a amostra de moxifloxacino bruto
75 ppm (B75), concentracdo que simula o efluente de uma industria farmacéutica,
demonstrou uma toxicidade aguda nas diluicbes de 50%, 75% e 100%. No estudo
realizado por Montafiés et al. (2019) com L. sativa foi descrito toxicidade para amostra
com concentragdes acima de 350mg/L (350ppm) de norfloxacina que, relacionando
com os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se indicar que o potencial
toxicolégico do MOX é maior em comparacao a norfloxacina.

A amostra bruta (B5) e tratada (T5) ndo demonstraram resposta a toxicidade
aguda com L.sativa. Apesar do MOX ser uma fluoroquinolona como o norfloxacino,
em elevadas concentra¢gfes (na condi¢cdo de B75) a alface foi sensivel e apresentou

toxicidade aguda ao composto testado.
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Figura 4 - Comparacéao do percentual das médias do desenvolvimento radicular com
L. sativa para cada diluicdo avaliada.
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Fonte: Autor (2019).

O aumento da concentracdo de MOX causa a reducdo da média de
crescimento das raizes isso se deve ao aumento da toxicidade aguda oferecida pelo
antibiotico, conforme descrito por Montafiés et al. (2019) em estudos com a

Norfloxacina.

3.2 Toxicidade aguda com Allium cepa

Testes de toxicidade aguda com Allium cepa também foram realizados para
B75, B5 e T5 e suas dilui¢des.

Diferentemente dos ensaios com Lactuca sativa, os testes de toxicidade aguda
desenvolvimento radicular de acordo com o indice ICso em nenhum dos grupos de
amostras testados (Figura 5).

Andlises com A. cepa demonstram reducédo de indice mit6tico e do tamanho de
raizes em testes com amostras de agua de rio com influéncia antropogénica, bem
como efeito genotoxico, com aberragcdes cromossdmicas e micronucleo (BATISTA et
al, 2016). Isso ndo ocorreu com os resultados do tamanho das raizes obtidos nos
presente trabalho, indicando que o MOX néo produziu efeito de toxicidade aguda nas
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concentracdes testadas no organismo-teste A. cepa.

Figura 5 - Percentual das média do desenvolvimento radicular com A. cepa para
cada diluicdo avaliada.
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Fonte: Autor (2019).

3.3 Genotoxicidade com Allium cepa

Defeitos mitéticos desencadeiam falha no alinhamento dos cromossomos,
levando a alteracbes cromossémicas, como atraso mitético ou parada da mitose,
podendo desencadear mutacdes e iniciar processos carcinogénicos (BRAGA et al.,
2018).

Para analisar os processos acima citados, a frequéncia de alteragdes
cromossOmicas (FAC) € um método utilizado a fim de avaliar a genotoxicidade de um
composto e esta relacionado com o total de alteragbes cromossdmicas observadas
em, no minimo, 200 células em anafase e teléfase contadas. A Tabela 1 apresenta a
soma, a meédia e a variancia das FACs para B5 e T5. Além disso, apresenta o valor-P
(probabilidade de as distor¢des nos resultados serem ao acaso) da anadlise de
variancia (ANOVA) dentro dos grupos B5 e T5.
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Tabela 1 - Frequéncia de alteracbes cromossémicas para o efluente antes e apés o
tratamento de degradacéo solar.

B5 (bruto 5 ppm)

Diluicéo Contagem (n) Soma Média Variancia Valor-P
0% 4 0,005 0,00125 6,25E-06
25% 5 0,155 0,031 0,000805
50% 4 0,355 0,08875 0,006523 0,03
75% 5 0,23 0,046 0,00083
100% 4 0,005 0,00125 6,25E-06
T5 (tratado 5ppm)
0% 5 0,025 0,005 3,75E-05
25% 5 0 0 0
50% 4 0,005 0,00125 6,25E-06 0,10
75% 5 0,015 0,003 7,5E-06
100% 5 0,000025 0,000005 1,25E-10

Fonte: Autor (2019).

Comparando-se estatisticamente o efluente bruto e o tratado (B5 e T5), houve
diferenca bastante significativa, com valor-P sendo 5.15E-07. A amostra
correspondente ao efluente de 5ppm tratado 100% (T5 100%) diferiu
significativamente do 50% (valor-P 0.0000188) e 75% (valor-P 0.0009212) do bruto.

A Figura 6 apresenta as FACs em percentual, onde € possivel notar a
discrepancia entre o bruto e o tratado. Isso aponta que o tratamento de fotocatélise
solar foi eficiente para remocdo da genotoxicidade do efluente e que o MOX é
genotoxico para A. cepa, demonstrando a problematica desse POE no ambiente.

A amostra B5 apresentou 22% (do total de cebolas analisadas) de laminas sem
presenca de divisbes celulares, sendo sua maioria na maior diluicdo, com um valor
proximo a 100% das células contadas em préfase, podendo estar relacionado ao
efeito anti-proliferativo, evento semelhante ao relatado por Braga et al. (2018) em
testes com omeprazol e Herrero et al. (2012) em testes com triclosan e di (2-etil-hexil)
ftalato.

Dizdari (2013) realizou bioensaios com pesticidas em organismo-teste A. cepa
e alguns resultados demonstraram um acumulo de préfase, que pode ser explicada
pela inibicdo da mitose ou extensdo dos ciclos celulares, podendo ser atribuido ao
bloqueio da divisdo celular no final préfase. Esta ocorréncia acaba por diminuir a
comparacdo entre as amostras que foram contabilizadas com frequéncias
cromossOmicas. Fato que também ocorreu para as amostras de efluente 100% bruto

no presente trabalho.
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Figura 6 - Média das alteracbes cromossomicas.
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As alteracdes visualizadas nas células do organismo A. cepa na exposi¢cao as

amostras contendo MOX estdo identificadas na Figura 7, sendo o0 atraso

cromossomico (representados na Figura 7 pelas letras e, f e g) a anormalidade mais
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frequente detectada (84%). As pontes em anéfase e telofase (representados na Figura
7 pelas letras h e i) resultaram em 22% das alteracbes cromossémicas analisadas,
sendo causada por segregacdo cromossOmica prejudicada, podendo sugerir
alteracdes no fuso mitdtico dessas células (HERRERO et al., 2012). Além disso, de
acordo com Braga et al. (2018) algumas alteracdes estruturais Nnos cromossomos sao
considerados como biomarcadores para mutagenicidade e, dentre eles, um dos
descritos & o atraso cromossoémico.

Figura 7 - Células com divisdo normal e células com alterac6es cromossoémicas.

. i
Divisdes celulares normais em (a) préfase, (b) metafase, (c) anafase e (d)
teléfase e divisdes celulares com alteracdes em (e) anafase com atraso(f,g,h)
anafase com ponte e (i) tel6fase com ponte).

Fonte: Autor (2019).

3.4 Citotoxicidade com Allium cepa

A citotoxicidade é avaliada baseada na propor¢cdo de células em processo de
divisdo celular no total da contagem, em comparacdo ao grupo controle e é
representada pelo indice mitético (IM). Quanto maior o indice mitético, menor foi a
interferéncia da solucéo testada.
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A Tabela 2 apresenta a média, a variancia e o desvio padrdo nas condi¢des
B75, B5 e T5, além do valor-P obtido via ANOVA dentro das 3 condicdes.

Na condicdo B75 foram observadas diferencas significativas (valor-P 0,02144)
das diluicdes com relacéo ao grupo controle. O teste de Tukey indicou que as diluicbes
75 % (valor-P 0,04652) e 100 % (valor-P 0,02322) apresentaram significativamente
menos divisdes celulares em relagcdo ao controle. Sendo este, um forte indicativo da
problematica ambiental acerca desses poluentes quando provenientes dos efluentes
gerados por indastrias farmacéuticas (onde estdo em altas concentracdes).

Dentro das condi¢cdes B5 e T5 n&o houve diferengas significativas (valor-P
>0,05) de IM nos grupos controle e as dilui¢des.

Comparando-se o efluente bruto (B5) e o tratado (T5) houve alteracao
significativa no indice mit6tico com valor- P de 0,000717, ou seja, o IM difere no bruto
e no tratado. O teste de Tukey identificou diferenca significativa de maior indice
mitotico para as diluicdes 25 % (valor-P 0,0132472) e 75 % (valor-P 0,0269408) do

efluente tratado (T5) com relacdo ao efluente 100 % bruto (B5).

Tabela 2 - indice mitético para o efluente antes e ap6s o tratamento de degradacéo

solar.
B75 (bruto 75 ppm)
Diluicéo Contagem (n) Soma Média Variancia Valor-P

0% 5 0,645 0,129 0,000109

25% 5 0,475 0,095 0,004186

50% 5 0,448 0,0896 0,0007168 0,02144
75% 5 0,278 0,0556 0,0006928
100% 5 0,238 0,0476 0,0016428

B5 (bruto 5 ppm)

0% 4 0,226 0,0565 0,000803

25% 5 0,17 0,034 0,001227

50% 4 0,181 0,04525 0,000137 0,073655
75% 5 0,284 0,0568 0,000284
100% 4 0,055 0,01375 4,43E-05

T5 (tratado 5 ppm)

0% 5 0,529 0,1058 0,000997

25% 5 0,426 0,0852 0,000735

50% 4 0,297 0,07425 0,00065 0,346325
75% 5 0,401 0,0802 0,000589
100% 5 0,327 0,0654 0,001687

Fonte: Autor (2019).

A Figura 8 mostra o indice mitotico em formato percentual nas trés condi¢gbes
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analisadas e de acordo com as diluigdes.

Figura 8 - Percentual do indice mitético nos testes com Allium cepa.
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Fonte: Autor (2019).

Esse resultado foi semelhante ao obtido por Schmitz (2018) que identificou em
testes de genotoxicidade com Allium cepa com a solucdo da ciprofloxacina (outra
fluoroquinolona) tratada com POA (UV-C/H202) um aumento do indice mitotico,
indicando a minimizacao dos seus efeitos adversos no ambiente aquatico.

Testes com efluentes de diferentes qualidades, realizado por Smaka-Kincl, et
al. (1996) identificou em efluentes industriais e municipais ndo tratados geram um
aumento severo na citotoxicidade e genotoxicidade das amostras, que pode ser
relacionado com os resultados obtidos para citotoxicidade das amostras B5 e B75.
Radi¢ (2010) identificou citotoxicidade em amostras de aguas residuais municipais,
cuja relacéo pode ser feita com o obtido na amostra de B5, cuja concentracdo poderia
ser encontrada em locais de lancamento de efluentes sanitarios. Estes efluentes
contém diversas substancias que podem reagir entre si, e causar respostas diferentes
do que os compostos isolados, podendo intensificar ou diminuir efeitos dos
compostos.

Esperava-se que quanto maior a concentragdo do antibiético, maior seria a
inibicdo do desenvolvimento radicular (toxicidade aguda), mais aberracbes
cromossOmicas seriam contadas (genotoxicidade), bem como um menor indice
mitotico seria encontrado. Essas diferencas de resposta a toxicidade aguda e

citotoxicidade dos testes em comparagdo nao corresponderam ao esperado em
29
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algumas diluicdes. Tal fato pode ser explicado pelo efeito Hormesis que, de acordo
com Agathokleous et al. (2019) e Agathokleous e Calabrese (2019), é uma relacéo
bifasica dose-resposta de acdo de determinada substancia em um organismo,
demonstrando que organismo teste pode apresentar em dose baixa do poluente uma
resposta oposta ao obtido em dose alta, ou seja, em concentragcbes menores pode
desencadear respostas ao poluente mais expressivas do que em doses mais altas do
mesmo.

Experimentos realizados com o reator solar CPC demonstram ser possivel
utilizar esta técnica para degradar antibiéticos em concentracBes similares as
encontradas nos corpos de 4gua ou efluentes domésticos. O uso da radiacao solar
em POAs é uma tendéncia de tecnologia limpa que vem merecendo atencéo especial.
Aliado a fotocatélise heterogénea com fotocatalisador suportado, este processo pode
ser efetivamente implementado em maiores escalas, uma vez que dispensa o0 uso de
reagentes auxiliares e consumo energético de lampadas, além da baixa necessidade
de manutencao (PASCHOALINO, 2013).

A combinacdo de analises fisico-quimicas com meétodos citogenéticos é
importante a fim de compreender melhor a toxicidade de poluentes e sua influéncia
na saude (Radi¢, et al. ,2010), salientando a importancia de estudos voltados para

esta area.

30



4 CONCLUSAO

Nas andlises de toxicidade aguda, citotoxicidade e genotoxicidade para as
solucdes de moxifloxacino na concentracédo de 75ppm bruto (B75), 5ppm bruto (B5) e
5 ppm apos o tratamento por fotocatalise solar (T5) foram realizadas com organismos-
teste Allium cepa e Lactuca sativa.

Foi observada toxicidade aguda em L. sativa apenas para concentracdes mais
elevadas (B75). Para A. cepa ndo houve toxicidade aguda para as trés condicdes
testadas. Assim, para testes de toxicidade aguda com antibiético MOX, a Lactuca
sativa apresentou melhor resposta em relacdo a A. cepa.

A genotoxicidade, representada pelo aumento da frequéncia de alteracdes
cromossOmicas em relacdo ao grupo controle, demonstrou uma diferenca significativa
entre o tratado (T5) na diluicdo 100% e o bruto (B5) nas diluicdes de 50% e 75%.

Na citotoxicidade, representada pela reducdo do indice mitético em
comparacao ao grupo controle, houve alteracéo significativa no indice entre o bruto e
o tratado de 5ppm (B5 e T5), com maior indice no efluente tratado (T5). Entre as
diluicdes da solucdo B75 houve menor indice mitético com relacdo ao grupo controle.

O processo fotocatalitico solar reduziu a citotoxicidade (aumentou IM) e a
genotoxicidade (reduziu FAC) do efluente bruto (na comparacdo entre T5 e Bb5),
atestando a eficiéncia do POA. Mesmo que tenham sido gerados subprodutos, de
acordo com os ensaios realizados, estes demonstraram ser menos téxicos do que o
composto original (MOX).

Este trabalho indica que sistemas baseados na degradacdo solar podem

auxiliar na protecao ambiental ao degradar POE.
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