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RESUMO

No mundo inteiro a presenca de interferentes endocrinos (IE) como o 17 estradiol e analogos
tem sido identificado. Resultado de diversos fatores como: descarte doméstico indevido; uso
veterinario ndo recomendado; e restos de producédo das industrias farmacéuticas e de farmacos,
apontam para um grande perigo ambiental de tais poluentes. Frente a esta situacdo varios
processos de remocgdo sdo empregados, como 0s Processos Oxidativos Avancados (POA)
porém sem saber o potencial perigo dos novos compostos formados. A presente pesquisa
pretende investigar a influéncia que 17f estradiol e analogos que podem causar no nivel trofico
primario, usando para isso biotestes envolvendo algas do género E. gracilis, para se ter um
parametro para assim avaliar também o perigo dos Compostos Originados de Degradacéo
(CODs) destes IEs quando no uso de processos oxidativos a base de ozonio ultravioleta, para
estimar sua influéncia na diminuicdo ou geracdo de novo do perigo de ecotoxicidade. A
metodologia utilizada, foi um estudo experimental, realizado no Laboratério de Fotoquimica e
Fotobiologia e no Laboratorio de Meio Ambiente da Universidade da Regido de Joinville;
envolvendo o uso de algas do género E. gracilis. Foram avaliadas alteracdes comportamentais;
atividades fotossintéticas e altera¢cdes na concentracdo de clorofila primeiro em Solucéo Padréo
Controle (SPC) feita em laboratério, para conhecer as alteragdes nas algas, e depois no efluente
de uma farmacia de manipulacdo de horménios a fim de verificar a reprodutibilidade dos
resultados. Apds essa etapa fez o POA tanto da SPC quanto do efluente. Os mesmos
procedimentos foram estendidos a outros laboratérios da Farméacia de Manipulacédo para efeito
de comparacdo. Conclui-se que, houve alteracdes significativas no comportamento das algas
do género E. gracilis, entre os quatro laboratérios em condi¢cdes de comparacgdes, contendo
amostras do efluente bruto, efluente tratado e controle, sendo eles: horménios; soélidos;
dermocosméticos; e psicotropicos. E correto que se tenha que buscar meios de eliminar esses
compostos dos recursos hidricos, mas ndo se pode cometer 0 mesmo erro ignorando o que 0s
compostos originados podem causar no meio ambiente, para que no futuro ndo se tenha que
rever processos criados com o intuito de gerar beneficios, mas limitados por gerarem efeitos
secundarios de risco.

Palavras-chave: Ecotoxicidade. Efluente bruto. Efluente tratado. E. gracilis. Processo
Oxidativo Avancado.



ABSTRACT

The presence of endocrine disrupters (ED) such as 17p-estradiol and the like have been
identified. Result of several factors such as: undue domestic discard; veterinary use not
recommended; and remnants of the pharmaceutical and pharmaceutical industries, point to a
major environmental hazard of such pollutants. Facing this situation several processes of
removal are employed, such as advanced oxidative processes (AOP), but without knowing the
potential danger of the new compounds formed. The present research intends to investigate the
influence that 17 estradiol and analogues can cause in the primary trophic level, using biotestes
involving algae of the genus E. gracilis, to have a parameter to thus also evaluate the danger of
the compounds originating from degradation (CODs ) of these EDs when using oxidative
processes based on ultraviolet ozone, to estimate their influence on the decrease or re-generation
of the danger of ecotoxicity. The methodology used was an experimental study carried out at
the Laboratory of Photochemistry and Photobiology and at the Laboratory of the Environment
of the University of the Region of Joinville; involving the use of algae of the genus E. gracilis.
Behavioral changes were evaluated; photosynthetic activities and changes in chlorophyll
concentration first in a standard control solution (SCS) made in the laboratory to know the
changes in algae, and then in the effluent of a hormone manipulation pharmacy in order to
verify the reproducibility of the results. After this step made the AOP of both the SCS and the
effluent. The same procedures were extended to other Laboratories of Manipulation
laboratories for comparison purposes. It was concluded that, there were significant alterations
in the behavior of the algae of the genus E. gracilis, among the four laboratories under
comparative conditions, containing samples of the raw effluent, treated effluent and control,
being: hormones; solid; dermocosmetic and psychotropic. It is correct to find ways to eliminate
these compounds from water resources, but one can not make the same mistake ignoring what
the compounds originate can cause in the environment, so that in the future one does not have
to review processes created with the intention to generate benefits, but limited by generating
risky side effects.

Keywords: Ecotoxicity. Gross effluent. Treated effluent. E. gracilis. Advanced Oxidative
Process
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1 INTRODUCAO

1.1 Contaminacdo ambiental pelos estabelecimentos de saude: advento dos poluentes

emergentes advindos de medicamentos e outras substancias

No mundo todo tem sido identificada a presenca de farmacos, residuos de produtos de
higiene e saude e interferentes enddcrinos nas aguas. Esses compostos séo classificados
atualmente como “poluentes emergentes”. Essa contaminacdo advém de diversos fatores como:
descarte doméstico indevido; uso veterinario ndo recomendado (exacerbado); e contaminacgéo
de unidades de producdo desses produtos; que faz com que tais compostos cheguem até os
lencois fredticos em quantidades que antes eram consideradas insignificantes, mas que agora
denotam algum tipo de risco ou perigo ambiental. (VERLICCHI et al., 2012).

As condicBes anteriormente citadas vém causando uma preocupacgdo crescente na
comunidade cientifica quanto a contaminacdo dos recursos hidricos por estes denominados
“poluentes emergentes” (SCHINDLER et al., 2018), dentre os quais podem se destacar os
advindos de produtos farmacéuticos - como residuos de medicamentos e seus derivados.
(AHMED et al., 2011). Tal situacdo vem chamando a atencdo de pesquisadores pelo
desconhecimento do potencial ecotoxicoldgico de tais produtos. (DE BARRQOS, 2018).

Uma ressalva importante quanto a questéo toxicoldgica esta relacionada a concentracao
encontrada. Presente em pequenas quantidades no meio ambiente - 0 que em principio ndo traria
complica¢Bes imediatas a salde humana - vem causando riscos ambientais e complicagdes para
a saude humana, devido a exposicdo cronica, condicdo esta que vem sendo amplamente
estudada (KOCK-SCHULMEYER et al., 2011). Tal condi¢do merece atencdo especial porque
s80 escassos, ou, praticamente inexistentes os métodos que removam estes poluentes, sendo as
pesquisas nestes campos ainda incipientes, porém promissoras.

Estabelecimentos de salde de uma forma geral tem contribuido para esse tipo de
poluicdo, como as Farmécias Magistrais. Na ultima década, a porcentagem de prescrigdes
manipuladas correspondeu a uma parcela significativa do total de prescri¢des realizadas no pais,
alcancando 8% de todo mercado de medicamentos. Hoje, existem mais de 7 mil
estabelecimentos desse tipo de estabelecimentos no Brasil, sendo responsaveis pela producéo
de medicamentos em pequena escala, de forma personalizada e cercada de cuidados exigidos
pelas legislagOes vigentes (PINTO et al., 2016). As Farmécias que manipulam medicamentos

tambeém geram residuos potencialmente prejudiciais ao meio ambiente e considerados como
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“emergente”. Estudos realizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
demonstraram que no Brasil s&o geradas cerca de 120 mil toneladas de lixo por dia, e que cerca
de 1 a 3% desse total é produzido por estabelecimentos de salde — incluindo as Farmacias
Magistrais; sendo que cerca 10% a 25% de residuos em saude representam risco a0 meio

ambiente e a salde da populacéo — incluindo os medicamentos. (BRASIL, 2012).

1.2 Interferentes Endocrinos e sua agcdo como poluente emergente

Um dos poluentes emergentes que merece atencdo em especial sdo o Interferentes
Endacrinos (IEs), como estrogenos e seus derivados. Tais compostos vém sendo amplamente
estudados, e os esforcos atuais se concentram na identificacdo e remoc¢do quimica destes
hormonios. (MORAIS et al., 2018).

A avaliacdo da ecotoxicidade promovida pelos IEs, em especial o estrogeno e analogos,
valendo-se do uso de biotestes, também vem sendo estudada devido a importancia de se ter
indicadores que permitam compreender melhor os impactos desses compostos no meio
ambiente

Diante desta realidade, é que estudos que visem identificar os impactos no ambiente
através de métodos rapidos e representativos sdo de suma importancia, pois nos possibilitam
refletir sobre seus resultados encontrados sobre estes contaminantes e promover ou estimular
politicas eficientes de controle de descarte de residuos na producdo de medicamentos. Uma
forma de identificar o risco de toxicidade ambiental passa pelo uso de bioindicadores, que séo
micro-organismos sensiveis a alteracdes ambientais e que podem emitir sinais de alerta

ambiental.

1.3 Uso de biotestes para avaliacao de risco ou perigo no nivel tréfico primario

Dentre esses micro-organismos presentes no nivel trofico primario, tem-se a E. gracilis.
Séo seres que realizam atividade fotossintética, sendo este um parametro Gtil para pesquisas de
ecotoxicidade, pois alteracOes nesta atividade pode denotar alteracGes que indiquem risco ou
perigo ambiental. As E. gracilis também apresentam caracteristicas definidas quanto a sua
mobilidade, velocidade de movimento, orientacdo espacial e flexibilidade, que também séo
utilizados para avaliagéo de risco ou perigo quando se apresentam alterados frente a um dado
contaminante (RIVIERS, 2006).
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1.4 Hormonio 17 estradiol e analogos: seu uso terapéutico e sua atuacdo como poluente

emergente e seus impactos ambientais

Um dos poluentes emergentes que desperta atencdo em especial sdo os estrégenos e seus
derivados que se encontram nas aguas - principalmente o 17p estradiol ¢ analogos estruturais
(SOLOMON; SCHETLLER, 2000). Estes hormonios sé&o encontrados em concentragdes
minimas, o que de imediato ndo representa riscos a salde e ao meio ambiente, porém a
exposicao cronica pode levar a feminizacéo de peixes em rios contaminados, e 0 consumo de
aguas contaminadas compromete a saude humana pela ocorréncia de um desequilibrio
endocrino (SNYDER, 2003), que resulta em uma elevacéo do risco de desenvolvimento de
cancer de colo uterino e de mama em mulheres, e nos homens aumenta a chance de ocorréncia
de cancer de prostata. (WARNING, 2005; MANIERO et al., 2008). Estes hormo6nios também
exercem acdo antioxidante nos organismos vivos devido as suas caracteristicas quimicas e

podem assim influenciar processos metabdlicos ja existentes (STANCEY et al., 1996).

1.5 Estratégias de remocgio de 17p estradiol e seus analogos e a formacio de Compostos

Originados na Degradacéo (CODs)

De maneira geral, observa-se que processos convencionais de tratamento de agua
apresentam escassa utilidade na remocéo deste tipo de poluentes emergentes. Nos processos
bioldgicos, por exemplo, a eficiéncia de degradacéo é fortemente influenciada pela presenca de
outros microconstituintes, o que faz com que a degradacdo dos farmacos, além de ocasional,
seja apenas parcial (KOCK-SCHULMEYER et al., 2011). Sistemas fundamentados em
processos de adsorcdo tém sido recentemente propostos, utilizando-se sorbentes classicos
(carvao ativado) e modernos (micelas pré-adsorvidas em montmorilonita), entretanto sua
eficacia é discutivel (CRUZ, 2010).

Um processo promissor trata-se dos Processos Oxidativos Avancados, a base de radicais
redutores a base de hidroxilas altamente reativas; obtidas na presenca de peroxido de hidrogénio
ou pela presenca de 0z6nio. Nestes processos tem-se a degradacdo — no caso do estradiol e
analogos — do grupo farmacoforico que nestas moléculas corresponde a uma Hidroxila
Trissubstituido Monofendlicas (HTM). Entretanto, ha de se considerar que os Compostos

Originados Desta Decomposi¢do (CODs), podem também exercer algum tipo de influéncia e
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ser compostos que denotem algum risco ou perigo ambiental, sendo necessaria também a sua
avaliagéo.

Diante do anteriormente exposto, fica a ddvida norteadora deste trabalho: Que
alteracdes os Interferentes Enddcrinos (IEs) e também os Compostos Originados de sua
Degradacdo quimica (CODs) podem promover ao nivel tréfico primério — aqui representado
pelas E. gracilis - que denotem risco ou perigo ambiental significativos e ndo conhecidos?

Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi conhecer a influéncia que ocorre sobre nivel
trofico primario ndo sé dos IEs em estudo, mas também de seus CODs obtidos via POA a base
de oz6nio e luz UV, evidenciando a existéncia de perigo ambiental em ambas condigdes (IEs e
CODs), estudando as alteracGes nas algas ndo somente em solugédo preparada em bancada, mas
também em efluente de uma Farmécia Magistral, e comparar os resultados antes e ap0s 0

emprego do POA a base de 0zonio e ultra violeta.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Conhecer a influéncia que ocorre sobre nivel trofico primario ndo sé dos IEs em estudo,
mas também de seus CODs obtidos via POA a base de ozonio e luz UV, evidenciando a

existéncia de perigo ambiental em ambas condicdes (IEs e CODs)

2.2 Objetivos especificos

= Determinar o0 tempo em que se inicia a remocdo satisfatoria (>90%) do grupo
farmacoférico do IE — a Hidroxila Trissubstituido Monofendlicas (HTM)

= Observar as alteracbes de Comportamento das Algas (CA), Concentracdo de
Clorofila (Cclo) e Eficiéncia Global Fotossintética (EGF) em algas do género E.
gracilis — representante do nivel trofico primario - frente a presenca de IEs e CODs,

= Comparar as alteracdes de CA, Cclo e EFG entre si, para verificar a correlacéo entre
elas e a influéncia de uma condicao alterada sobre outra.

= Determinar quais alteragfes foram as mais relevantes e significativas e que apontem
para risco ou perigo ambiental.

= Discutir a relevancia da analise do impacto das alteracdes do nivel trofico primario,
frente a sua extensdo e sensibilidade

= Discutir o uso das estratégias de POA, bem como a possibilidade de risco dos CODs

formados.
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3 REVISAO DA LITERATURA

O uso de algas como indicador biolégico € importante porque, como produtores
primarios, elas se situam na base da cadeia alimentar e qualquer alteracdo na dinamica de suas
comunidades pode afetar os niveis tréficos superiores do ecossistema.

Dentre as vantagens em se utilizar algas em testes de toxicidade pode-se destacar sua
grande sensibilidade as alteragbes ocorridas no meio ambiente e o seu ciclo de vida
relativamente curto, o que possibilita a observacdo de efeitos toxicos em varias geragdes
(HADER et al. 2011).

Figura 1. E. gracilis.
Fonte: H&der et al. (2011).

Euglena é um género de alga unicelular da divisdo Euglenozoa, classe Euglenophyceae.
Enumeram-se cerca de 1000 espécies, e dentre elas, destaca-se a E. gracilis encontrada em
ambientes dulcicolas, marinhos ou de aguas salobras. N&o possui parede celular, reproduz-se
assexuadamente e é um protista mixotréfico, ou seja, possui habito autotréfico, produzindo
acucares através da fotossintese ou heterotrofico, consumindo particulas alimentares por
fagocitose. Representantes deste género possuem dois flagelos com fungbes distintas,
utilizando o flagelo longo para orientacdo e movimentagéo.

Para observar o ambiente e procurar a melhor posigéo para a fotossintese, a célula possui
um estigma, uma organela primitiva localizada na base do flagelo que filtra a luz solar em

funcéo de detecgéo de estruturas fotossensiveis. (REVIERS, 2006).
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Estas algas sdo seres que armazenam Oleos e polissacarideos como reserva,
apresentando plastos contendo clorofila a e b e carotenos. As E. gracilis apresentam
caracteristicas definidas quanto a sua mobilidade, velocidade de movimento, orientacdo
espacial e flexibilidade. Em ambiente propenso ao seu desenvolvimento, estas algas possuem
comportamento tipico sem apresentar grandes alteragcdes. Por sua vez, quando se encontram em
ambientes contaminados por alguma substancia nociva, um ou mais parametros anteriormente
citados podem apresentar-se modificados. Tal diferenca de comportamento torna-se um
importante indicador de ecotoxicidade aquatica, sendo utilizado para este fim por diversos
pesquisadores. (REVIERS, 2006).

A fotossintese das algas é usada como parametro ecoldgico nos testes de bioensaio para
monitorar qualidade da agua, uma vez que responde com sensibilidade as mudancas ambientais,
através de uma variedade de mecanismos que influenciam a eficiéncia de captacdo de luz.
(BELSHE et al., 2007). Além disso, as alteracdes nos complexos proteina-pigmento, a
diminuicédo da atividade de fotossintese, bem como a inibicéo da transferéncia de elétrons séo
sintomas comuns com a exposicdo ao estresse. (MILES, 1990). Fotossistema Il e o0 complexo
de agua-oxidante sdo considerados os locais alvos mais sensiveis as condicdes de estresse
(PLEKHANOV; CHEMERIS, 2008).

Outros parametros Uteis relacionados a atividade fotossintética sdo os rendimentos
quanticos da fotossintese. Quando exposto a uma energia luminosa, um nivel méximo de
fluorescéncia (Fm) é atingido no aparelho fotossintético, ocorrendo logo em seguida o
decaimento desta luminescéncia (Fo), o que deixa a clorofila apta a receber novamente a energia
luminosa. O rendimento da fotossintese € medido pela diferenca entre os valores de Fm e Fo
em relagcdo a Fm (Fm-Fo/Fm). O fendbmeno de reducdo da luminescéncia e a sua conversdo em
energia para outras finalidades sdo chamados de dissipacdo da energia de excitacdo. Caso a
energia promova um aumento na taxa de elétrons transportados para fora do FSII, o processo
envolve 0 metabolismo de carbono e esta associado a ativacdo de certas enzimas destinadas
para este fim. Esta dissipacdo da fluorescéncia é chamada de extingdo fotoquimica (gP).
Paralelo a este fen6meno, pode-se ter um aumento na eficiéncia na qual a energia é convertida
em calor. Este processo é chamado de extin¢do ndo fotoquimica (QN e NPQ). Este ultimo
fendmeno estd diretamente relacionado com fendmenos de fotoprotegdo (Figura 2)
(MAXWELL; JOHNSON, 2000).
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Figura 2. Mecanismo de dissipacdo de energia na forma de calor
Fonte: Maxwell e Johnson (2000).

Estes parametros sdo alterados em resposta a qualquer estresse ambiental, como
irradidncias baixas ou elevadas, alta temperatura, poluentes orgénicos e inorganicos.
(BOLHAR-NORDENKAMPF; OQUIST, 1993; KRAUSE, 1988; KRAUSE; WEIS, 1991).
Como resultado, torna-se um método comum para estudar a interacdo do ambiente com a
fotossintese das plantas, macro, bem como microalgas. (NIELSEN; NIELSEN, 2008).

Estas algas apresentam caracteristicas definidas quanto a sua mobilidade, velocidade de
movimento, sentido de orientagdo “r-value” (que indica se o conjunto de algas movimenta no
mesmo sentido ou estdo dispersas), fototaxia, gravitaxia (velocidade de movimento para a
superficie) e mobilidade. Em ambiente propenso ao seu desenvolvimento, possuem
comportamento tipico sem apresentar grandes alteracdes. Por sua vez, quando se encontram em
ambientes contaminados por alguma substancia nociva, um ou mais parametros anteriormente
citados podem apresentar-se modificados. Por exemplo, pode-se ter uma velocidade de
movimento a superficie — gravitaxia - que pode indicar uma dificuldade para realizar
fotossintese por ndo conseguir buscar a luz. O sentido de orientacdo “r-value” também pode
indicar que — pelos movimentos dispersos — um conjunto menor de algas chegue a superficie
para buscar luz, sendo estas prejudicadas quanto a eficiéncia fotossintética por menor acesso a
luz superficial. Tal diferenca de comportamento torna-se um importante indicador de
ecotoxicidade aquética. (REVIERS, 2006).

Quanto mais lenta for a velocidade de subida de uma populacdo de algas ou sua

dispersdo, mais riscos pode apresentar para a sua sobrevivéncia, e a sua diminuicdo ou auséncia
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influenciar na quantidade de oxigénio produzido, visto que as algas sdo grandes produtoras de
oxigénio. (PINTO et al., 2017).

Considerando entdo os aspectos comportamentais e energéticos das E. gracilis, e sua
importancia para analise ambiental de recursos hidricos, é que se buscou neste trabalho verificar
0 seu uso na identificacdo de risco e perigo ambiental de interferentes enddcrinos (IEs)

presentes em efluentes de Laboratorios que manipulam hormdnios para fins terapéuticos.

3.1 Interferentes enddcrinos: definicdo e sua acdo no meio ambiente

Sé&o encontrados no meio ambiente em concentracfes consideradas baixas, na ordem de
ug.L e ng. L, e que estdo representados em trés classes distintas: [1] moléculas com atividade
terapéutica (farmacos); [2] Interferentes Enddcrinos (IE); e [3] poluentes organicos persistentes.
Este conjunto de compostos tem despertado interesse da comunidade cientifica, uma vez que
se tem comprovado gue 0s mesmos podem causar efeitos adversos aos seres vivos quando
expostos em longo prazo, mesmo que em concentragdes abaixo do que se convenciona como
toxica. Tal explicagdo para o fato de concentracBes subtOxicas afetarem 0s seres vivos se
fundamenta no fato de serem moléculas lipofilicas que tendem a se bioacumular nos organismos
vivos e causarem efeitos em longo prazo. (BILA; DEZOTTI, 2007).

Dentre as classes de micropoluentes anteriormente citadas, tem-se os IEs. Estes séo
definidos como substancias quimicas exdgenas, naturais ou sintéticas liberadas no meio
ambiente (ALVES et al., 2007), sendo capaz de alterar o sistema enddcrino por simular as acdes
dos horm6nios naturais, estes compostos, por possuirem a capacidade de mimetizar a acdo de
horménios, podem causar distdrbios que afetam a saude humana e animal (AQUINO et al.,
2013); causando como exemplo: cancer de mama e de Utero, aumento na incidéncia de ovarios
policisticos, reducdo da fertilidade masculina e céncer de prostata. (FERREIRA, 2008;
LIBARDI JUNIOR, 2010).

Muitas sdo as substancias que agem como IES, sendo classificadas como naturais ou
sintéticas. As sintéticas abrangem pesticidas, herbicidas, dioxinas, bifenilas policloradas,
alquifendis, ftalatos, bisfenol (FERREIRA, 2008; LIBARDI JUNIOR, 2010).

Um dos IEs presente e com forte impacto ambiental € o 17f estradiol e seus analogos
estruturais, como o 17a etinil estradiol e o valerato de 17 estradiol, apresentados em detalhes

a sequir.
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3.1.1 Anélogos estruturais do estradiol como interferentes enddcrinos: aspectos
quimicos relevantes para sua a¢do bioldgica e sua interacdo quimica com receptor

bioldgico

O hormonio 17B-estradiol trata-se de um estrogénio humano, responsavel nas mulheres
pelo processo reprodutivo, renovagdo 6ssea, controle humoral e desenvolvimento de células
especificas para fungdes especificas (Figura 3). Sua concentracdo aumentada no meio ambiente
advém da excrec¢do feminina, pelo descarte inadequado de formulagdes terapéuticas contendo
esse hormonio, efluentes de laboratérios que o manipulam e também do uso veterinario,
advindo das criacbes animais para fins comerciais - como bovinos e suinos. A frequente
utilizacdo desse hormdnio como aditivo em alimentos para bovinos faz com que 0 mesmo seja

excretado principalmente por meio da urina. (MORAIS et al., 2018).
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Figura 3. Interferentes endocrinos de caréater lipofilicos bem comercializados e manipulados
em Farmécias Magistrais, e que apresentam acOes deletérias ao meio ambiente.

Fonte: Desbrow et al. (1998).

Quimicamente, o estradiol apresenta estrutura 18 carbonos com uma Hidroxila
Trissubstituido Monofendlica (HTM) no carbono de ndmero 3. Existem ainda varia¢fes na
posicdo do carbono 17, sendo que o 17B-estradiol apresenta uma funcéo alcool, enquanto que
0 analogo valerato de 17p-estradiol apresenta a funcéo ester, que tem por objetivo aumentar o
tempo de meia vida deste composto (GOODMAN, 2012).

A HTM em ambas moléculas sdo componentes essenciais para atividade estrogénica,
sendo o grupo farmacofdrico desta molécula, pois é o responsavel pela principal ligagédo
quimica deste composto ao receptor de bioldgico em mamiferos do estrogénio (Figura 4),
ligagdo esta que ocorre na hélice proteica H6 do receptor, e garante a resposta intracelular do
horménio. (LEMKE, 2012). Apresenta analogos estruturais, como por exemplo, o valerato de

estradiol, estrutura acrescida de um éster para ampliacdo de seu tempo de meia vida.
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RECEPTORACOPLADO

RESPOSTA BIOLOGICA

Figura 4. Acoplamento do 17p-estradiol nas hélices proteicas, sendo a principal ligacdo a que
ocorre em na regido da hélice 6 (H6), conhecida como ligacao farmacoforico.

Fonte: Desbrow et al. (1998).

O interesse na deteccdo de presenca de compostos fenolicos, além do presente na
molécula original de 17p-estradiol, se da pelo fato de compostos fenolicos serem substancias
de dificil degradacdo biologica, podendo por este motivo levar a bioacumulacdo e assim
interferir nas funcdes celulares como metabolismo, transferéncias intra e extracelulares de
nutrientes. (OGA et al., 2008).

A exposigéo continuada ao fenol e seus derivados podem causar efeitos adversos a biota
e causar perturbacdes aos ecossistemas aquaticos, principalmente em algas, ouricos e peixes
devido as disfuncbes organicas. (ZAGATTO; BARTOLETTI, 2008). Por outro lado, alguns
compostos fendlicos sdo de grande importancia para 0s organismos vivos, pois atuam como
poderosos antioxidantes que sd@o importantes no combate aos radicais livres que podem
estabelecer o estresse oxidativo ou atuando como agentes quelantes que limitam a atuacéo
negativa de certos metais. (ADAK; PAL, 2006).

Estes hormonios também exercem acdo antioxidante nos organismos vivos devido as
suas caracteristicas quimicas ja citadas, e podem assim influenciar processos metabodlicos ja
existentes nos seres vivos. Pesquisa realizada por STANCEY (1996) procurou comparar a
atividade antioxidante de 17p-estradiol com outros antioxidantes solUveis em lipideos
(o — tocoferol e  — caroteno). Evidenciou-se neste estudo, que o estradiol foi tdo eficaz como
agente antioxidante quanto ao o — tocoferol, em termos de peroxidacdo de acidos graxos.

Sendo um dos poluentes emergentes que desperta atencdo em especial por serem
frequentemente encontrado nas aguas em concentra¢fes minimas, o risco da exposi¢do cronica

vem sendo bastante investigado nas ultimas décadas.
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Dentre os efeitos mais citados tem-se a feminizagéo de peixes em rios contaminados, e
0 comprometimento da salde humana pela ocorréncia de um desequilibrio enddcrino
(SNYDER, 2003), que resulta em uma elevacgéo do risco de desenvolvimento de cancer de colo
uterino e de mama em mulheres, e nos homens aumenta a chance de ocorréncia de cancer de
prostata, entre outras doengas, conforme se observa na Tabela 1. (WARNING, 2005;
MANIERO et al., 2008).

Tabela 1. Enfermidades causadas pelos IEs descritos na literatura.

ENFERMIDADES EM HUMANOS REFERENCIA

Diminuigéo do esperma Skakkebaek et al., 1992

Criptorquidismo e Hipospadias Brucker-Davis et al., 2003; Kim et al., 2005

Cancer Testicular Forman et al.m 1994; Huyghe et al., 2003,
Amaral, 2002

Céncer de Prostata Sasco., 2003;

Cancer de Mama Ibarluzea et al., 2004

Endometriose Amaral, 2002

Endometriose Schumutzler et al; 2004

Puberdade Precoce Olea et al., 2001; Teiman et al., 2002

Fonte: Warning (2005) e Maniero et al. (2008).

Frente aos riscos entdo expostos, uma analise das fontes emissoras passiveis de controle
e tratamento se faz necessario conhecer, a fim de evitar que tais hormonios cheguem ao meio
ambiente e possam causar os referidos danos. A seguir entdo serdo mostradas as principais
fontes e a que foi eleita para o estudo desta pesquisa.

Juntamente com a aumento populacional ininterrupto, tem-se também o aumento da
poluicdo antropoldgica per capita existente, com consideraveis danos aos meios aquaticos, em
funcdo do aporte cada vez maior de produtos quimicos diversos nos recursos hidricos.

Boa parte destes contaminantes quimicos até possuem regulamentagdo quanto a
quantidade toleravel nas aguas, como a CONAMA 430/1 e a portaria 357/05 da ANVISA; e
em certos casos até a descricdo do meio como devem ser removidos dos recursos hidricos.
Entretanto, com 0 advento da denominada “polui¢do emergente”, tem-se atualmente uma
categoria desprovida de regulamentacGes e requerendo maiores conhecimentos sobre seus
impactos ambientais e na saide humana.

Soma-se a esta questdo o fato de tais produtos serem descartados no ambiente sem
tratamento adequado para sua remocao e com desconhecimento da agéo residual dos produtos
gerados quando submetidos a algum tipo de remocéo, pois as Esta¢Oes de tratamento de agua
ndo se encontram adaptadas para tais remogdes (DALLEGRAVE, 2012).
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E dentre a fontes de emissdo de IEs, algumas sdo passiveis de atuagdo enquanto outras
com intervencbes mais dificeis, com a questdo da excre¢cdo humana que advém do uso de
estrogenos para fins terapéuticos e contraceptivos.

Dentre os IEs comumente encontrados nas aguas temos 0s estrogénios, que séo
naturalmente excretados pelo corpo através da urina em parte na forma inativa, mas enzimas
produzidas por Escherichia coli transformam esses horménios em compostos biologicamente
ativos. Estes entdo sdo carregados pela rede domestica de esgoto, e a deficiéncia das estacdes
de tratamento atuais acabam por deixar contaminar todo o ambiente aquatico. (REIS FILHO et
al., 2006; BARONTI et al., 2000).

A Tabela 2 mostra a excre¢do diaria de alguns derivados do estrdgeno, sendo uma

parcela significativa de deposicdo destes hormdnios no meio ambiente.

Tabela 2. Enfermidades causadas pelos IEs descritos em literatura.

CATEGORIA ~ ESTRONA 17 B ESTRADIOL 17 a E.ESTRADIOL
Homens ' 3,9* 1,6 ' -
Mulheres - - 35
Mulheres menstruando 8 3,5 -
Mulheres menopausa 4 2,3 -

Mulheres gravidas 600 259 -

‘Excrecéb diaria (ug) per capita de estrogénios

Fonte: Reis Filho et al. (2006).

Ressalta-se que outras fontes emissoras podem ser controladas e tratadas para impedir
maior acimulo destes IEs no meio ambiente, como as apresentadas a seguir.

O uso veterinario, e da excre¢do de metabdlitos que ndo séo eliminados no processo de
tratamento de esgotos. Alguns farmacos permanecem na dgua potavel mesmo apos tratamento
e purificagdo. Sua concentragdo aumentada no meio ambiente e advém tanto das criacdes
animais para fins comerciais, como bovinos e suinos, bem como os efluentes das estacfes de
tratamentos de esgotos domesticos. A frequente utilizacdo desse hormonio como aditivo em
alimentos para bovinos faz com que 0 mesmo seja excretado principalmente por meio da urina.
(FERNANDES et al., 2011).

Apesar do uso veterinario apresentar uma parcela significativa, dentre as fontes
controlaveis e trataveis, as advindas de estabelecimento de salde merecem atengdo especial,

como os IEs advindos de Farmacias Magistrais.
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As Farmécias que manipulam medicamentos, também denominadas de “Farmacias
Magistrais” também geram residuos potencialmente prejudiciais a0 meio ambiente e
considerados como “emergente”. Entretanto pouco se sabe do potencial de risco ou perigo que
tais estabelecimentos podem provocar no meio ambiente.

Estudos realizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
demonstraram que no Brasil s&o geradas cerca de 120 mil toneladas de lixo por dia, e que cerca
de 1% a 3% desse total € produzido por estabelecimentos de salde — incluindo as Farmacias
Magistrais; sendo que cerca 10% a 25% de residuos em salde representam risco a0 meio
ambiente e a salde da populacéo — incluindo os medicamentos. (BRASIL, 2012).

Na Ultima década, as Farmécias Magistrais tiveram um total de prescri¢des manipuladas
correspondente a aproximadamente 8% de todas as prescri¢des dispensadas no Brasil. (PINTO
et al., 2016). No inicio da década de 2010 existiam mais de 7 mil estabelecimentos desse tipo
espalhados pelo pais, sendo este nimero mantido atualmente (CRFSC, 2019). Estas farmacias
sdo responsaveis pela producdo de medicamentos em pequena escala, de forma personalizada
e cercada de cuidados exigidos pelas legislacfes vigentes, ressaltando que tais legislacdes ndo
abordam questdes referentes a poluicdo emergente e nem as estacdes de tratamento conseguem
lidar com tal demanda, se limitando ao béasico do tratamento de efluentes (ESPLUGAS, 2010).

Na cidade de Joinville — local do estudo — tem-se atualmente 25 Farmacias Magistrais
registradas no Conselho de Farmécia e Vigilancia Sanitéaria, que atuam desde o segmento
tradicional - atendendo demandas de medicamentos e cosméticos - até as especializadas em
produtos veterinarios e manipulacdo de horménios.

Considerando que a cidade de Joinville apresenta cerca de 31,5% de seus efluentes
domeésticos tratados (AGUAS DE JOINVILLE, 2019), e que a maioria dos Laboratérios de
Farmacia Magistral estdo localizadas em areas que ndo possuem a captacao destes efluentes
pelo sistema publico, todos os dejetos produzidos sdo jogados in natura e tem como destino
final a Baia da Babitonga. (BREITER et al., 2004).

Nestas condicOes expostas, sabe-se que tais estabelecimentos sdo potencias poluidores
que carecem de saber ao certo o impacto que podem causar, e qual as medidas que deveriam
ser tomadas para amenizar tais impactos. Este trabalho propde realizar também uma analise de
risco e perigo ambiental, investindo no estudo de bioindicadores para IES que apresentem
vantagens aos ja existentes, apresentando como vantagem contar com um ser que € de fato

encontrado no meio ambiente.
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A avaliacdo da ecotoxicidade promovida pelo estrogeno, valendo-se do uso de biotestes
também vem sendo estudada devido a importancia de se ter indicadores que permitam haver
um parecer sobre a toxicidade aguda e cronica destes hormdnios nos ambientes aquaticos.

Para os casos de biotestes que avaliam a contaminacao por estrogenos, utilizam-se como
bioindicadores a vitelogenina (VTG) e a proteina zona radiata (ZR). Estes compostos séo
normalmente encontrados em peixes do género feminino, mas quando encontrados em peixes
machos juvenis, indicam a ocorréncia de desequilibrio endocrino promovido pela presenca de
estrégenos no meio. (CORDEIRO, 2007). Estes biotestes, apesar de serem especificos para a
contaminacéo estrogénica, apresentam como desvantagens a demora em obtencédo da resposta,
além de um elevado custo para a realizacdo dos testes. (ARIAS, 2007). Tal método ainda requer
a captura de peixes, com autorizacdo prévia do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente
(IBAMA), além de seguir protocolos de protecdo animal, o que torna o procedimento ainda
mais dificultoso. (AZEVEDO, 2003).

Outro teste utiliza 0 gene receptor de estrogénio humano integrado ao genoma de uma
levedura. No seu interior ocorre a ativacdo do receptor pelo estrogénio, expressando o gene
receptor da Lac-Z que produz a enzima [-galactosidase. Esta enzima é excretada no meio e
metaboliza o substrato cromogénico CPRG (normalmente amarelo) em um produto vermelho,
e essa mudanca de coloragdo pode ser medida pela absorbancia. (BILA, 2007). A desvantagem
deste método reside no fato dos seus resultados serem limitados a uma resposta exclusivamente
ligada ao receptor estrogénico e da impossibilidade de avaliar quanto a toxicidade destes ou de
risco ambiental.

Considerando que exista uma necessidade de se ter biotestes mais ageis e de facil
manuseio, 0 estudo de novos biotestes se torna cada vez mais importante. Por isto a proposta
de biotestes especificos usando E. gracilis se faz necessario, e este processo precisa ser
amplamente estudado, principalmente no que se refere as alteracdes que podem advir frente a
exposicdo aum IE.

Entretanto, vale ressaltar que na tentativa de remoc¢é&o quimica da atividade estrogénica,
novos compostos quimicos sdo formados, e que podem interagir com o meio ambiente também.
Portanto, esses novos compostos, também chamados de Compostos Oriundos de Degradacédo
(CODs), também devem ser objeto de estudo quanto aos impactos ambientais que podem gerar.

A Hidroxila Trissubstituida Monofendlica (HTM) dos estradiois desempenha um papel
importante na atividade bioldgica deste composto. Uma vez removida essa por¢do fendlica,
tem-se a remocdo da atividade estrogénica (BILA; DEZOTTI, 2007) e a ndo ocorréncia de seus

efeitos nos seres vivos suscetiveis a sua agao, conforme mostra o esquema demonstrado na
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figura 5, no qual mostra que a porcéo hélice 6 do receptor (H6) realiza uma ligagcdo do tipo
“ligacdo de hidrogénio” em que leva a ativacdo de segundo mensageiros que expressaram a
resposta biolégica. Uma vez suprimida a HTM, tal interacdo e a referida ativacdo do segundo
mensageiro ndao ocorre, ndo havendo a resposta bioldgica conhecida. Contudo, pouco se sabe
dos efeitos dos CODs ou das respostas bioldgicas diferentes das conhecidas que podem ocorrer.
(PINTO et al., 2014). Com o objetivo de modernizar as estagdes de tratamento de agua e esgoto
para eliminar contaminantes emergentes, algumas técnicas sdo listadas em paises da Europa e
nos Estados Unidos, como a remocdo fisica por membranas ou adsorcdo, ou entdo, por
degradacéo dos IE por aplicacdo de Processos Oxidativos Avangados (POAS). Estes ultimos se
destacam por envolverem agentes oxidantes e possuirem uma alta taxa de reacdo com 0s
radicais OH - e os poluentes organicos. (MUNTER, 2001).

Interferente Enddcrino com Composto Origina do
acoplamento ao receptor e Degradagdo (CODs) sem
resposta bioldgica acoplamento

HaC OH

;

o
. OG

RECEPTORACOPLADO RECEPTOR NAO ACOPLADO

Figura 5. Remocéo da hidroxila do HTM levando a ndo a¢do hormonal em células.
Fonte: Adaptado pelo autor Desbrow et al. (1998).

O uso de ozbnio como agente oxidante em POAs tem-se mostrado interessante devido
a sua boa capacidade de alterar o HTM farmacoférico presente na maioria dos IEs derivados
do estradiol. Seu processo envolve tempos curtos de alteracdo da hidroxila fendlica quando
comparado com o0s outros, reduzindo muito seu custo de operac¢do. O uso combinado com luz
ultravioleta torna o processo ainda mais eficiente, diminuindo em até 22,5% no uso do ozonio.

A eficiéncia pode ainda ser incrementada se o pH envolvido no processo de alteracéo
molecular for em torno de 3,0. Porém, a corre¢éo do pH para valores proximos de 3,0 representa
mais uma etapa que pode tornar o processo mais dispendioso do que uma mesma remogao

realizada em pH proximo de 7,0 — valor encontrado na maioria dos efluentes estudados.
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(IRMAK et al., 2005). Sendo assim estudos nos dois pHs vem sendo realizados avaliando a
questdo da eficiéncia, praticidade e tempo de remocéo da HTM, mas o pH 7,0 acaba levando
vantagem por ter um manuseio mais facil neste processo. (BILA, 2012)

Boa parte dos estudos que visam gerar reacdes que degradam uma molécula organica
contaminante, objetivando principalmente a remocgé&o do grupo farmacoférico desta molécula
(LOPEZ-SERNA et al., 2012), focando-se basicamente na alteracdo quimica do composto de
origem e a supressao de sua atividade biologica conhecida. (BILA; DEZOTTI, 2003).

Uma técnica empregada para a remocao de poluentes emergentes de caracteristicas
organicas se baseia no desenvolvimento de Processos Oxidativos Avangados (POA), que
correspondem a uma forma de tratamento de recursos hidricos.

Esse processo promove a formacdo de radicais hidroxila (HO-) altamente reativos e
pouco seletivos. A formacdo se da por irradiacdo do ozdnio (Figura 6); podendo atuar na
oxidagdo quimica de uma vasta gama de substancias organicas - como medicamentos —
transformando-o0s em outras substancias que a priori ndo apresentam as mesmas interagoes

bioldgicas que a molécula original. (SANTOS et al., 2010).

O,+H,0+hv - H,0, +0, Eq (1)

O, +H,0,+hv — HO" +0, + HO; Eq (2)

Figura 6. Processo de formacdo da hidroxila altamente reativa.

Pelo ataque do radical hidroxila (HO-) se iniciam complexas rea¢cdes em cascata no grupo
farmacoférico do estradiol, que podem levar a sua mineralizacdo, como aponta a Figura 7,
sendo possivel a formacdo de outros compostos, aqui denominados como CODs, que ndo

interagiriam com os receptores estrogénicos, conforme mostra Figura 8. (DALMAZI0, 2007).
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Figura 7. Provaveis mecanismos de formacdo de CODs mais complexos que ndo apresentam
atividade estrogénica. No processo a esquerda tem se a formacédo de um fenol
tetrassubstituido, enquanto que no mecanismo a direita a abertura do anel com formacao de
acido carboxilico e aldeido.
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Figura 8. Intermediarios ja identificados. Em pH 7,0 encontra-se a maior parte dos CODs
conhecidos.

Uma forma de obter a oxidacdo avancada é a base de 0zonio, técnica bastante utilizada
em conjunto com outros agentes oxidantes, como peroxido de hidrogénio, didxido de titanio e

a presenca de luz ultravioleta. Estes processos que vem se mostrando bastantes eficazes na
descontaminagdo ambiental emergente. (SHI, 2010).

Diversas sdo as formas de se obter tais Radicais Hidroxilas altamente reativos nos

POAs, variando do uso de compostos inorganicos ao uso de radia¢do ou luz ultravioleta para

34
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incrementar o processo. (DOMENECH et al., 2004). A escolha do processo mais adequado
recai sobre a estabilidade do composto e a mensuracgdo do risco ambiental residual que pode
ocorrer.

Desta maneira, a op¢do por agentes oxidantes como Oz e perdxido de hidrogénio,
associado a luz ultravioleta, vem merecendo destaque pela eficiéncia que apresenta e pelo baixo
dano ambiental que podem eles causar, pois 0s compostos formados podem variar de moléculas
com certo grau de complexidade até compostos menores variados. (MILLS et al., 2015).

Estudos conduzidos por PINTO et al. (2014) demonstraram que os residuos formados a
partir de um POA a base de perdxido de hidrogénio levou a formacéo de intermediarios que
afetaram o comportamento de algas do género E. gracilis; apontando para provaveis riscos
ambientais, sendo necessaria a realizacdo de outros testes de ecotoxicidade crénica em niveis
troficos diferentes (PINTO et al., 2014).

Um processo bastante promissor na remocdo envolve o uso combinado de ozoénio e luz
ultravioleta. A remogao de 17B-Estradiol e analogos pode implicar em uma possivel variagdo
da atividade estrogénica, e a formacdo de subprodutos que podem ter acdes sobre os micro-
organismos e influenciar no ecossistema aquatico e no meio ambiente. Sendo assim, é de suma
importancia também conhecer os impactos ambientais que os CODs podem causar (PINTO et
al., 2014)..

Sabe-se que a degradacdo de compostos organicos como os IEs gera outros compostos
quimicos. No caso dos IEs, ha o risco desses produtos de remocdo ainda possuirem acdo
estrégena (FERREIRA, 2008), ou possuirem alguma acdo de impacto ambiental ou a salde,
visto que um dos provaveis compostos encontrados pés POA é o 4 — hidroxi — estradiol, o qual
ndo apresenta atividade estrogénica por ser um composto difenélico. Outros compostos podem
apresentar caracteristicas difendlicas além de outras. Ressalta-se nestes casos, que a supressao
da atividade estrogénicas € suprimida, mas outros efeitos podem ocorrer nos seres vivos. (BILA,
2005). Compostos com funcgdo cetbnica podem ainda com o tempo serem convertido em acidos

carboxilicos, sendo estes classificados como “compostos menores” segundo a Figura 9.
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E ; SOLUGAO AQUOSA
INTERMEDIARIO ESTRUTURA QUIMICA ¢ Q
pH 3,0 |  pH7,0
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17 B DIHIDROXI 1,4 ESTRADIENO 3 B [ s N3o detectado Presente
ONE | |
CHj
HO I I i ) N3o detectado Presente
2 HIDROX ESTRADIOL I T ]
HoP A J
OH
|
H i‘ \ l / Presente Presente
TESTOSTERONA L ‘ l
COMPOSTOS MENORES Presente Presente

Figura 9. Provaveis CODs formados, com presenca de moléculas conhecidas e compostos
organicos de menor numero de carbonos .

O emprego de POAs nesse caso se justifica pelas questdes anteriormente apresentadas
envolvendo a necessidade de redugdo do perigo. A avaliagdo do impacto ambiental causado
pelos residuos formados pés POA com avaliacdo do perigo de toxicidade em niveis tréficos
diferenciados podem dar uma dimensdo mais clara do emprego deste procedimento de
descontaminacao e quanto aos seus resultados quanto a supressao de um dado perigo ambiental.

Ressalta-se também o risco de formagao de outros compostos fenélicos (DALMAZIO,
2007) que podem ser nocivos ao meio ambiente, visto que diversos estudos apontam para o
comprometimento das atividades de diversos seres vivos a exposicdo de compostos fenolicos
encontrados em diferentes ambientes aquaticos. (AYANDA et al., 2016).

Diante das situacdes expostas referentes aos IEs e de seus processos de remogéo, e
considerando as Farmacias Magistrais como potencias fontes de contaminacdo, € que este
trabalho propds entéo realizar esta pesquisa, a fim de conhecer melhor esse universo e propor

alternativas aos problemas que sejam encontrados durante seu desenvolvimento.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Esquema Geral das Analises

O desenho do estudo desta pesquisa seguiu as etapas descritas na Figura 10, no qual
testes de bancadas e testes com efluentes foram realizados para efeito de comparacao e controle.

Todas as etapas envolvidas estdo descritas a seguir.

Variagdo de remocdo

Identificagdoda
supressdo de FTM
Compostos Obtidos pds por FTR P

Degradacdo delEs [
CODs Confirmagao de

remogao da IF por R2
CGMS

Interferentes Enddcrinos
IES

Estudo com algas Estudo com algas Estudo com algas Estudo com algas

solugdo bancada Efluente

bancada Efluente

Variagdo comportamental I | Variag3o energética
Sensodesubidaa Senso de Velocidade de Concentragdode Eficiéncia Global
superficie coletividade movimento clorofila Fotossintética
R3 R4 R5 | R6 | R7

Figura 10. Esquema geral do estudo, considerando o estudo de IE preparado em bancada,
para servir de pardmetro para a analise dos efluentes, e as variaveis em estudo;
comportamental; e energética.

4.2 Delineamento do estudo

Este estudo foi realizado no Laboratério de Fotoquimica e Fotobiologia e no Laboratério
de Meio Ambiente da Universidade da Regido de Joinville. Tratou-se de um estudo
experimental, envolvendo o uso de algas do género E. gracilis KLEBS obtidas da colecédo da
Universidade de Gottingen, Alemanha. Em relacdo as algas, foram avaliadas as alteragdes
comportamentais e a atividade fotossintética e alteracdo na concentracdo de clorofila, quando

submetidas ao contato com agua previamente contaminada com 17f-estradiol e valerato de 17§-



38

estradiol (para efeito de controle) e de &gua de acesso da farmécia (coletadas nas torneiras),
bem como com os efluentes brutos e tratados pos POA 0z6nio/UV contendo 17p-estradiol e

valerato de 17p-estradiol.

4.3 Preparo das solucGes padrao controle e coleta dos efluentes

4.3.1 Solucdo Padréo para Controle - SPC

A Solucdo Padrdo para Controle (SPC) foi obtida a partir do padrdao de e 17p-
etinilestradiol, do Laboratdrio Sigma — Aldrich®. Devido a baixa solubilidade de 17p3-estradiol
em agua, e a necessidade de se ter uma fonte de carbono que servisse de parametro para 0s
testes, as solugdes estoque foram preparadas utilizando-se acetona como co-solvente em
pequeno volume, tendo-se como volume final 2 litros de solucéo estoque de cada hormdnio. A

concentracdo final sera de 0,001 mg/mL de horménio sendo estocadas a 4°C.

4.3.2 Aspectos relativos ao local da coleta

4.3.2.1 Estimativa de producdo dos laboratérios da Farmécia Magistral

Para a realizacéo do estudo contou-se com a colaboracdo de uma Farmacia Magistral da
cidade de Joinville, norte de Santa Catarina, que permitiu a coleta das amostras dos quatro
ambientes de producdo da farmacia.

Um fator importante a se considerar no estudo seria a quantidade de producéo e sua
relacdo com o que é despejado nas pias e que compde o efluente bruto dos laboratorios. Para
tal, considerou-se a producdo média mensal de seis meses da farmacia, efetuou-se o calculo da
Média Mensal de Produgdo (MMP); a fim de verificar qual a média de atividade dos

laboratorios. Tal calculo foi feito pela Equagéao 1:

Y Quantidade pedidos mensal Y mg de pedidos feitos
MMP = ( Q p X gdep f

30

(1)

numero de pedidos
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4.3.2.2 Coleta de efluentes do laboratorio de hormonios e demais laboratérios

Para analise do efluente (EF) teve-se trés Tipos de Amostras (TA): [1] Agua de acesso:
coletada da torneira dos laboratdrios, para controle; [2] Efluente bruto, coletado nos sifoes de
cada laboratorio da Farmacia, incluindo o de manipulacdo de horménios, e [3] Efluente bruto
coletado em “2”, porém tratado com POA o0zbnio/UV.

Os TAs foram coletados do [1] “Laboratério de Manipula¢do de Hormonios” (LMH),
responsaveis pelas manipulactes de formulacdes restritamente hormonais e objeto deste estudo;
e dos demais laboratorios, estudados para efeito de controle e comparagdo: o [2] “Laboratério
de Psicotropicos”, responsavel pela manipulagdo de medicamentos classificados pela Portaria
344/98 de venda controlada; o [3] “Laboratério de So6lidos”, responsavel pela producdo dos
encapsulados ¢ das demais formulagdes solidas ¢ o [4] “Laboratorio de Dermato”, responsavel
pela producao das formulages sélidas e semissolidas de propriedades dermatoldgicas.

As amostras tomadas como “agua de acesso” foram coletadas diretamente das torneiras
das pias destinadas a lavagem do material de cada laboratério, utilizando frascos de vidro
borossilicato previamente esterilizados — as quais foram utilizadas como “controle” (aguas
oriundas da estagdo de tratamento). Amostras tomadas como “efluentes brutos” foram coletadas
dos sifoes ligados as pias de lavagem dos materiais por meio de uma bomba peristaltica. Nesta
coleta também foram utilizados frascos de borossilicato esterilizados. Foram retiradas amostras
até o volume de 12 L por laboratdrio. Apos as coletas, as amostras foram guardadas em caixas
de isopor com gelo e ao abrigo da luz até seu acondicionamento em freezer no Laboratoério de

Fotoquimica e Fotobiologia.

4.3.3 Ajuste de pH

A SPC e os EFs de cada laboratdrio tiveram ajuste de pH, obtendo-se fracbes com pH
igual a 7,0 — tratadas com NaOH 1M. Tais condicOes visam seguir as recomendacdes feitas por
Ferreira (2008), que desenvolveu um método de processo oxidativo avancado a base de 0zonio
e luz ultravioleta (O3/UV), utilizou e comparou os resultados de pHs e apontou facilidades na
obtenc¢éo de uma solugdo no pH 7,0; encontrando resultados satisfatorios sem a necessidade de
ajuste do pH, atividade essa que implica em tempo necessario para atingir o valor desejado e

custos envolvendo reagentes para tal finalidade.
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4.4 Processo de remocao dos IEs via O3/UV e coleta nos tempos para estudos

A reacdo de degradacdo de IEs, tanto da SPC como dos EFs do LMH e demais
laboratdrios ocorreram — cada um a seu tempo - dentro de um reator de 5 litros. Uma bomba
peristaltica promoveu de forma continua a passagem do liquido pela luz UV acoplada, da marca
Hoppas — Modelo UV 611; e através de um gerador de 0zonio da marca Trump TCB, onde o
gés ozonio foi injetado com vazdo de 10.0 mg.L-1. (BILA et al., 2008). O pH de cada teste de
remocao foi mantido com medicéao feita por um pHametro da marca Ghaka PG 2000 (Figura
11). O pH da solucdo foi mantido num valor de 6,0 a 7,0, sendo esta faixa a normalmente
encontrada nos recursos hidricos e ser a menos dispendiosa por nao requerer muitos gastos com

reagentes para ajuste de pH. (BILA et al., 2012).

Figura 11. Esquema de remocao do IEs no Laboratério de Fotoquimica e Fotobiologia.
Fonte: o autor.

O tempo total de degradacdo em todas situacdes testadas foi de duas horas conforme
recomendado por Ferreira et al. (2008). Primeiramente foi realizada a remocdo de IESs da SPC,
no qual foram retiradas amostras de 30mL no tempo zero (t0) para efeito de controle, e nos
tempos de 90 minutos (t 90), 100 (t100), 110 (t110) e 120 minutos (t120), por serem esses 0S
tempos onde se inicia a remogdo das Hidroxilias Trissubstituida Monofenodlicas (HTM), que
correspondem ao grupo farmacoférico (LANGSCH; PINTO 2016), objetivando assim definir
— no sistema do reator — qual seria o tempo correspondente a 100% de remocao de HTM, bem
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como maior concentracdo de Compostos Originados da Degradagdo (CODs). A quantidade de
ozonio residual também foi avaliada utilizando gostas de permanganato de potéssio a aliquotas
retiradas das amostras, conforme recomenda Pires et al. (2008); no qual a mudanca de cor
indicava presenca do ozénio residual, a fim de verificar possiveis interferéncias nos testes de
ecotoxicidade. Em todos os testes ndo foi detectado o0zonio residual verificado pela
permanéncia da cor caracteristica do Permanganato de potassio. J& nos estudos de
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e estudos dos EFs, a
aliquota coletada e/ou analisadas foram apenas no tempo determinado pelo experimento em
SPC como sendo auséncia de 100% de HTM. Ressalta-se que, o volume retirado seguiu o
recomendado de ser no méximo 10% do volume total (500 mL) para ndo haver interferéncias
relativas a maior exposicdo dos agentes oxidantes frente a um volume menor de contaminante.
(ERZINGER, 1986). Logo apds as coletas as amostras foram guardadas em freezer para

posteriores analises.

4.5 Avaliacdo da percentagem de remocao do grupo farmacoférico (HTM)

As remocdes do grupo farmacoforico, aqui correspondente as HTMs nos tempos
estipulados foram analisadas por espectrometria de absor¢do UV na faixa de 203 — 280 nm, a
fim de avaliar em que tempo ndo haveria mais deteccdo do anel fendlico e a presenca de
estrogeno residual apos o POA - Os/UV, conforme a avaliagdo do pico de hidroxilas. (BILA,
2012). A porcentagem de hidroxilas monofendlicas foi calculada pela Equacéo 2:

%HTM = [ (1—abs referéncia—abs amostra)]xloo (2)

abs reféncia

4.6 Confirmacio remocao de 17p-estradiol e valerato de estradiol via CGMS nos tempos

apontados no UV

Para a deteccdo da presenca ou nao de 17p-estradiol e de sua forma valerato de estradiol
nos tempos em estudo, foi realizada a extracdo da fase organica, usando acetona, conforme
Araujo (2010), para posterior analise em CG-MS da marca Agilent modelo 7890A, obedecendo
as condicdes propostas por Pires (2008). A coluna utilizada no CG-MS foi a HP-5MS, com
0,250 mm de didmetro da marca Agilent.
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4.7 Anélise com espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier - FTIR

Investigou-se também o0s possiveis compostos formados apdés o POA e possiveis
interferéncias quanto ao comportamento da alga em estudo (E. gracilis), realizando ent&o os
cromatogramas para verificar a presenca de compostos que pudessem trazer informacdes sobre
as mudancas na atividade fotossintética antes e ap0s 0 processo de ozonizagdo. As anélises de
FTIR foram realizadas em um equipamento da PerkinElmer (disponivel na Universidade da
Regido de Joinville), utilizando 0 método de Reflexdo Total Atenuada (ATR), de 4.000 a 600
cm-1, com 32 varreduras. Por serem liquidas, as amostras foram prensadas entre duas placas de

um sal de alta pureza como o cloreto de sédio.

4.8 Estudos sobre a influéncia dos I1Es e CODs sobre o nivel tréfico priméarios, usando E.

gracilis como marcador de risco

4.8.1 Preparo das Culturas Testes (CT) de E. gracilis para o contato com as amostras

em estudo

Foram consideradas 11 Culturas Testes (CT), contendo 50 mL de algas que foram
submetidas a algum composto: [1] SPC com IEs, [2] SPC com CODs, [3] EF do laboratério de
horménios com IEs, [4] EF do laboratério de horménios com CODs e [5] d4gua de acesso
coletada pela torneira. Também foi coletado EF de outros laboratérios, visando a comparagao
com os resultados a serem encontrados no Laboratério de Horménios, sendo estes efluentes
também submetidos a POA e gerando seus respectivos CODs. Os laboratérios com seus
efluentes brutos e com CODs foram: psicotrépico [5] bruto [6] pos POA, sdlidos [7] e [8];
dermatologia [9] e [10]. Uma cultura contendo apenas algas também foi considerada [11].

Todos os testes foram feitos em triplicata.
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Figura 12. Esquema ilustrativo do preparo das culturas, retirando aliquota da cultura e adi¢do
da amostra a ser estudada.

De cada uma das 11 CTs contendo 50 mL de algas, foi retirada uma aliquota de 0,5 mL,
sendo em seguida adicionado 0,5 mL da amostra (efluente ou efluente tratado com POA),
conforme demostra a Figura 12 (esquema ilustrativo). Apds o prazo de uma semana, cOmo
recomendado por Ekelund (2008), as analises comportamentais e de pardmetros energéticos

foram realizadas, sendo as mesmas descritas a seguir.

48.2 Teste de avaliacdo de alteracbes comportamentais das algas pelo

biomonitoramento via NG TOX

Os experimentos comportamentais com E. gracilis na presenca de hormdnios foram
realizados utilizando uma ferramenta de biomonitoramento em tempo real chamada NG-TOX,
desenvolvida e homologada pela Ecobabitonga Tecnologia Ltda. A ferramenta monitorou,
através de analise de imagem em tempo real, 0 comportamento das algas, usando diferentes
pardmetros de movimento flagelado unicelular fotossintetizante. (ERZINGER, CIAMPO;
HADER, 2011).

O equipamento é constituido por um sistema de conexdes envolvendo quatro tubos de
silicone responsaveis pela succ¢éo da: (1) cultura de células de E. gracilis; (2) amostra de aguas
contendo hormonios para o teste; (3) agua para diluicdo das amostras; e (4) descarte do material
analisado. Trés bombas acionadas por motores de passo peristaltico transportam as células, o

diluente e a amostra até uma cubeta de vidro de 22 mm de didmetro interno e 0,2 mm de
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espessura. Os organismos teste, em contato com o diluente foram homogeneizados e enviados
para uma cubeta de observagdo, conectada a um microscépio, que capturou as imagens das

células em movimento, conforme demonstra a figura 10.
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Figura 13. Esquema de funcionamento do NG TOX.
Fonte: o autor.

As imagens foram gravadas por uma camera Charged Coupled Device (CCD) e
digitalizadas por uma placa conectada a um microcomputador, onde foram apresentadas em um
monitor. O software entdo calculou os parametros de movimento, velocidade de locomocao,
velocidade de subida a superficie, tamanho médio das células; entre outros parametros. Em
sequida foi feita a adicdo das amostras e ap6s um periodo de 10 minutos foi refeita a analise
dos parametros pelo software. As alteracfes nos movimentos, velocidades médias, velocidades
de subida a superficie e tamanho celular foram calculadas e comparadas com o resultado do
controle e verificado as alteragcbes que os contaminantes promoveram nas algas. (HADER,
2012).
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4.8.3 Teste de alteracbes energéticas: eficiéncia fotossintética e de eficiéncia global
fotossintética

Os testes de eficiéncia fotossintética e de eficiéncia fotossintética global foram
realizados com o objetivo de verificar as alteracbes comportamentais que ocorreram. Tais
pardmetros foram medidos através de um fluorimetro de amplitude de pulso modulada
WATER-PAM, Walz, Effeltrich, Alemanha. O principio de medi¢do do PAM é baseado em
mudancas no nivel de fluorescéncia da clorofila, apds a aplicacdo de pulsos de luz saturada. O
rendimento de fotossintese (Yeld) foi calculado, levando-se em consideracao a Fluorescéncia

Minima (f0) e sua relacdo com a Fluorescéncia Maxima (fm), conforme equacéo 3:

Yeld = /0 3)
£0

As culturas de algas testadas foram adaptadas no escuro por 1 hora, sendo que em
seguida foram retirados cerca de 5 mL e transferidos para cubeta do equipamento PAM. Foi
entdo submetida a emissdo dos pulsos de luz saturante para avaliacdo da atividade fotossintética.
A emissdo de um pulso de luz saturante permitiu detectar a fluorescéncia maxima fm, indicando
reducdo completa do receptor de elétrons FSII. A Luz-resposta das curvas foi determinada para
todas as amostras tratadas. As algas foram expostas a intensidade da iluminagéo crescente
(gerado por uma lampada haldgena interna) em 10 passos de 0 a 3111 molm-2/s. Ap6s 20s de
cada etapa de iluminacdo, um pulso saturante foi aplicado e o rendimento fotossintético e a
Taxa de Transporte de Elétrons (ETR) foram medidos automaticamente.

Apos os célculos dos rendimentos fotossintéticos (Yeld), calculou-se o rendimento
médio na situacdo testes, levando-se em conta todos os valores obtidos no processo de
saturacdo. A Eficiéncia fotossintética global (EFG) foi calculada segundo equacdo (3) proposta
por Ekelud (2008):

Y. Yeld durante saturacio

EGF = ( ) X100 (4)

Numero de pulsos irradiantes submetidos



46

4.8.4 Teste de alteragdes energéticas: Teste de variacao da concentracéo de clorofila

Este teste objetivou verificar se os pardmetros analisados anteriormente também
afetariam a concentracdo de clorofila presente. Foram retirados ao final do tempo de exposi¢édo
aos contaminantes 5 mL dos meios de cultura submetidos a presenca das amostras testes e do
controle. Tais aliquotas foram tratadas segundo os procedimentos realizados por OSAFUNE
SUMIDA (2006) e SUMIDA et al. (2007). As aliquotas foram filtradas a vacuo utilizando
papel-filtro da marca Whatman® 47 mm. Os papeis contendo o filtrado (células precipitadas)
foram ent&o transferidos para um tubo falcon e receberam um volume de 5 mL de etanol, sendo
posteriormente mantidos a 40°C por 60 minutos para a extragcdo dos pigmentos que continham
clorofila. As misturas foram centrifugadas a 6.000 g por 10 min a 4 °C para se agregar as células
detritos. O espectro de absorbancia do sobrenadante foi medido e a concentracdo de clorofila

calculada segundo método proposto por Porra et al. (2008).

4.9 Analises estatisticas

Para as analises estatisticas, foram consideradas as varidveis e hipGteses apresentadas
nas figuras 14,15,16,17:

HOZ Novos compostos que ndo os
Concentragdode 30 af
cdlorofila que contem FTM nao afetama
concentracdo de clorofila

que contem FTM n3o afetama
Eficiéncia Global Fotossintética

Concentragaode x
compostos sem FTM . 3
Eficiéncia Global HO Novos compostos que ndo os
Fotossintética

Figura 14. Avaliacdo da influéncia da remocédo de HTMs, sobre a concentracao de clorofila e
eficiéncia global fotossintética.

Concentragdo de x Variagdes H 0+ Novos compostos sem FTM ndo
compostos sem FTM comportamentais afetam o comportamento das algas

Figura 15. Avaliacdo da influéncia da remocdo de HTMs, sobre os comportamentos das algas
nas condicdes testadas.
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Eficiéncia Global HOI Eficiéncia Global fotossintética
Fotossintética ndo impacta no comportamento das
algas

Figura 16. Avaliacdo da influéncia das modificagdes comportamentais frente as variaveis
energeticas.

Hy: concentragio de clorofilanio
Concentragdo de x Eficiéncia Global 0 ,9_ R
clorofila Fotossintética afetaa eficiénciaglobal
fotossintética

Figura 17. Avaliacdo da alteracdo da concentragdo de clorofila e eficiéncia global
fotossintética.

As andlises estatisticas do comportamento das algas avaliadas no NG-TOX, sera
realizada pelo software ImagingTox ®. Trata-se de um programa especialmente desenvolvido
e escrito em plataforma Microsoft. Net 64-bit multilingue e banco de dados MS SQL Server.
Possui sete threads (sendo uma principal, trés para video, 1 e trés para video 2), dois servigos
(um para controle de conexdo PC e NG-TOX, e um de conexao e validagdo com o banco de
dados), permitindo armazenamento de bioensaios, realizados para “analise forense” e tela de
exibicdo de resultados em tempo real. O ImagingTox ® realizara analise estatistica 5-PL
integrada.

Para a analise entre os grupos, comparando todos os efeitos, a técnica utilizada foi uma
extensdo da ANOVA, denominada ANOVA para medidas repetidas, que consiste em uma
abordagem bem mais elaborada para dados pareados. Essa parte consta, portanto, das

comparagdes de opinides e médias com base nos itens quantitativos da amostragem.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise das alteracdes comportamentais e energéticas das algas E. gracilis frente ao

IE padréo preparado em solucéo estoque: Teste em solucdo padréao controle — SPC

Na figura 18 estdo apresentados dados referentes ao horménio 17B-estradiol, no qual se
verificou a inibicdo dos parametros r-value e velocidade de subida a superficie (gravitaxia)
qguando comparado com as demais condi¢Oes. Estas condi¢cbes comportamentais alteradas -
inibicdo da velocidade de subida e/ou gravitaxia - podem servir como um indicador de perigo
de toxicidade, pois podem indicar que o metabolismo em geral pode estar sendo afetado por
dificuldade da alga E. gracilis obter energia por ndo conseguir chegar a superficie e aproveitar
adequadamente a luz para a fotossintese. (HADER, 1985). Nos experimentos realizados, nota-
se que a “inibi¢do da velocidade de subida — gravitaxia” foi presente no experimento que
continham o IE de referéncia junto com tragcos do co-solvente acetona, diferente do experimento
controle (contendo apenas algas) e do experimento contendo algas expostas apenas tragos de
acetona. (Figura 18)

10 . CO-SOLVENTE SOLUCAO PADRAGDE 50
CONTROLE ACETONA 17 ESTRADIOL
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Figura 18. Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk) (P <0,050). H = 17,461 com 5 graus de
liberdade. (P = 0,004). As diferencas nos valores médios entre os grupos de tratamento séo
maiores do que seria esperado por acaso; existe uma diferenca estatisticamente
significante (P = 0,004).

Tal inibi¢do é devido a estrutura quimica dos horménios serem mais complexas e de
dificil utilidade como fonte de carbono, necessitando de etapas de metabolizacdo até a sua
utilizacdo como tal fonte. Outro aspecto a considerar é a lipofilia dos compostos estrogénicos,
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que uma vez armazenados podem dificultar a locomog&o das células, primeiro pelo volume que
ocupam, e segundo pelo fato de ndo serem as melhores fontes e estarem ocupando um lugar de
uma fonte de carbono mais ideal ao metabolismo celular da alga.

Tal observacdo se suporta pelos resultados obtidos na exposi¢do das algas frente a 17[3-
estradiol, mais lipofilico e que apresentou maior inibicdo. Uma outra hipotese levantada foi
referente a fluidez do meio estar alterada o que dificultaria a movimentacdo das algas, mas foi
rejeitada pelo fato do pardmetro “mobilidade das algas”- que avalia a velocidade geral das algas
— ndo apresentar alteracdes significativas, sendo a gravitaxia alterada por ser um movimento
contra gravitacional. Todas as condicGes citadas podem também ser a explicagdo para a
alteracdo de r-value, pois estando afetadas pelos compostos lipofilicos e necessitando
metaboliza-los, poderiam em tempos diferentes terem movimentos de subida a superficie
diferenciados comprometendo o senso de coletividade das algas. (AZ1Z, 2017).

Uma vez constatada a alteracdo na gravitaxia e no r-value, postulou-se a hipétese de a
eficiéncia fotossintética estar comprometida, para isso fez-se estudos sobre a concentracao de
clorofila (Cclo) e eficiéncia global fotossintética (EGF); representantes dos aspectos

energéticos da fisiologia da alga.

5.1.1.1 Influéncia atividade energética: alteracdo na concentracéo de clorofila a

Na condicdo testada envolvendo o uso isolado do co-solvente acetona para analise de
sua influéncia sobre a concentracdo de clorofila, foi observado um decréscimo na concentragédo
deste composto em relacao ao controle e a condi¢do de exposi¢cdo ao horménio, apos 21 dias de
tratamento. Na cultura contendo 17p-estradiol, ndo se observou diferenca significativa entre os
valores de concentracdo de clorofila desta condi¢cdo com o controle (Figura 19), indicando que
de alguma maneira o IE protegeria a clorofila, pois na solug¢do continha tragos de acetona usados

como co-solvente, sendo esperado um decréscimo na concentracao. (FUJITA, 2008).
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Figura 19. Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk) (P <0,050). H = 17,461 com 5 graus de
liberdade. (P = 0,004). As diferencas nos valores médios entre os grupos de tratamento séo
maiores do que seria esperado por acaso; existe uma diferenca estatisticamente
significante (P = 0,004).

Uma explicacdo plausivel para tal fendmeno de “anulacdo” do efeito da acetona seria a
acao antioxidante deste hormonio, o que levou a uma protecdo e preservacdo das clorofilas
presentes e uma menor degradacdo das mesmas. Este fendmeno antioxidante ja havia sido
descrito por STANCEY (1996), sendo suas propriedades evidencias neste experimento.

Uma vez constatado que nado existia alteragcdo na concentracdo de clorofila a, restava
saber se a fotossintese em si sofria alguma afetacdo principalmente das alteracGes
comportamentais detectadas.

Com intuito de avaliar que as alteracdes ocorridas ndo se davam apenas devido a questao
de fluidez, a analise da Eficiéncia Global Fotossintética (EGF) foi realizada. Nota-se que neste
teste, a EFG no periodo de estudo — correspondente a 21 dias - o horménio 17p-estradiol
apresentou um valor de EGF superior aos meios exposto apenas a acetona (realizado para

verificar a influéncia isolada deste solvente) e ao controle, conforme consta na figura 20:
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Figura 20. Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk) (P <0,050). H = 17,461 com 5 graus de
liberdade. (P = 0,004). As diferencas nos valores médios entre os grupos de tratamento sdo
maiores do que seria esperado por acaso; existe uma diferenca estatisticamente
significante (P = 0,004).

Considerando que nas duas condicdes em que havia presenca de tracos de acetona,
notou-se que a EGF na presenga de 17-estradiol foi superior as demais condigdes, indicando
uma influéncia mais especifica de tal composto. Tal fenémeno também é explicado pela acdo
antioxidante que tal composto exerce, pois tem-se uma condicdo no qual o IE soma sua
atividade antioxidante ao também oxidante o — tocoferol — composto esse essencial a
fotossintese. (CAVALIERI et al., 2000). A prépria pesquisa realizada por Stacey (1996)
comparou a atividade antioxidante de 17B-estradiol com outros antioxidantes sollveis em
lipideos (a — tocoferol e B — caroteno). Evidenciou-se neste estudo que o estradiol foi tdo eficaz
como agente antioxidante quanto ao o — tocoferol, em termos de peroxidacéo de acidos graxos.
Com o incremento das atividades antioxidantes, hd uma maior eficiéncia no impedimento da
decomposicdo oxidativa de clorofila, das membranas lipidicas e das proteinas sensiveis a
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). (PINTO etal., 2014).

Portanto, mesmo com a situacdo ndo favoravel referente a alteragdes comportamentais
como inibicdo da gravitaxia e alteracdo em r-value, tem-se um efeito compensatorio que faz
com que as algas se adaptem bem a presenca do IE em estudo, uma vez que — mesmo nao sendo
a melhor fonte de carbono como nutriente - a atividade antioxidante do IE favorece o
desenvolvimento das fungdes energéticas por protecdo das clorofilas presentes.

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados de Média Mensal de Produgédo (MMP).

Nesta tabela observa-se, que existe uma producao mais acentuada de formulagdes denominadas
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“solidas”, nas quais se incluem capsulas utilizadas oralmente. Elas representam mais da metade

de todas as formulag6es produzidas no periodo avaliado.

Tabela 3. Numero de formulagdes produzidas de janeiro a

julho de 2014.

‘. N°de formulagdes dos  Representagao
Laboratorio 1o
altimos 06 meses (em porcentagem)

Psicotropicos 3150 18,6
Hormonios 728 4.3
Solidos 0388 555
Dermato 3638 21.5
Total 16904 99,9

Fonte: registros da Farmacia.

Em segundo lugar estdo as formulagdes de “dermato”, nas quais se tem cremes em que
sdo incorporados diversos ativos. Em menor quantidade aparecem as formulac6es da Portaria
344/98, que segundo a legislacdo vigente exige um laboratério a parte, assim como o dos
horménios — objeto principal deste estudo. Com relacdo a manipulacdo de horménios, a quase
totalidade (99%) correspondiam a manipulacdo de valerato de estradiol, um analogo estrutura

do 17B-estradiol utilizado em vérias condigdes clinicas.

Uma analise via CG MS foi realizada da amostra do LMH, e foi identificado a presenca

do IE valerato de estradiol, conforme pode ser visualizado no cromatograma apesentado na

figura 21.
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Figura 21. Cromatograma detectando presenca de IE no LMH.
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Frente a essas informacdes, partiu-se para anélise do LMH e dos demais laboratorios a
fim de se verificar alteragGes comportamentais e energéticas de risco.

Em testes realizados via NGTOX, todas as amostras contendo algas submetidas ao
contato com os efluentes brutos analisadas apresentaram algum tipo de alteracdo
comportamental quando comparada aos controles — amostras que continham apenas algas sem
contato com efluentes e expostas a agua de acesso. Dentre essas altera¢cbes comportamentais
apresentadas, a Unica que apresentou resultados significativos foi o de inibicdo do
comportamento r-value, condi¢do essa que pode ser impactante para a atividade fotossintética
e apresentar risco ambiental, mas no que diz respeito a anélise considerando presenca de IEs de
potencial antioxidante, tal influéncia pode ser neutralizada. (PINTO et al., 2017).

Observa-se na Figura 22 que —de forma geral - no teste de alteracdes comportamentais
das algas, que o Laboratorio de Solidos, que representa 55,5% da producdo semestral,
apresentou uma inibicdo de r-value de 20%, um comportamento semelhante ao apresentado
pelo Laboratério de Psicotropicos, que apresentou inibicdo de aproximadamente 24% neste
comportamento das algas. Porém, vale ressaltar que este Gltimo laboratério, em comparacéo

com o de solidos, apresenta produgdo menor - 18,6% da producéo total no mesmo periodo.
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Figura 22. Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk) (P <0,050). H = 17,461 com 5 graus de
liberdade. (P = 0,004). As diferencgas nos valores médios entre os grupos de tratamento s&o
maiores do que seria esperado por acaso; existe uma diferenca estatisticamente
significante (P = 0,004).
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O maior indice de inibig&o de r-value observado ficou por conta das analises realizadas
nas amostras dos efluentes do Laboratério de Dermato; este demonstrou uma inibicdo de
aproximadamente 42% e teve uma producdo semestral de 3.638 formulac@es, 0 que representa
apenas 21,5% da producdo total dos ultimos seis meses, sendo 0 que mais produziu e,
consequentemente, contribuiu para uma maior concentracdo de contaminantes nos efluentes. O
LMH — objeto principal deste estudo por conter IEs - teve uma baixa representacdo na demanda
semestral, e também apresentou uma baixa inibicdo de r-value - cerca de 2% de inibicdo quando
comparado ao controle.

Na Figura 23 estdo apresentado os estudos realizados com o efluente bruto
demonstraram que todas as amostras contendo algas submetidas ao contato com tais efluentes
apresentaram algum tipo de alteracdo comportamental, quando comparadas aos controles [1]
testes feitos em culturas que continham apenas algas sem contato com efluentes; e [2] culturas
com a presenca de agua de acesso.

No que se refere a concentracdo de clorofila a, observou-se variagfes diversas, sendo
que o Laboratdrio de Solidos o que mais apresentou variacdo negativa na concentracdo dessa
substancia em relacdo ao LMH e aos demais laboratdrios também. O LMH, por sua vez, teve
um comportamento semelhante aos resultados encontrados nos IEs preparados em solucéo

padrdo, mostrando existir uma correlagdo entre essas caracteristicas estudadas.
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Figura 23. Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk) (P <0,050). H = 17,461 com 5 graus de
liberdade. (P = 0,004). As diferencas nos valores médios entre os grupos de tratamento séo
maiores do que seria esperado por acaso; existe uma diferenca estatisticamente
significante (P = 0,004).
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Na Figura 24 estdo apresentados os ensaios de Eficiéncia Global Fotossintética (EGF),
que apresentou resultados diferentes para as amostras dos laboratdrios estudados grafico 24, o
que demonstra que ndo foi apenas uma questdo de alteracdo de viscosidade, mas sim de
eficiéncia fotossintética. A fotossintese foi comprometida mais significativamente pelas

amostras dos Laboratdrios de Sélidos, Dermato e Psicotropicos.
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Figura 24. Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk) (P <0,050). H = 17,461 com 5 graus de
liberdade. (P = 0,004). As diferencas nos valores médios entre os grupos de tratamento sdo
maiores do que seria esperado por acaso; existe uma diferenca estatisticamente
significante (P = 0,004).

As amostras do Laboratério de Sélidos, responsavel pela segunda menor inibicao de r-
value (20%) demonstraram também, no teste de Eficiéncia Fotossintética no PAM, a segunda
menor inibicdo da atividade fotossintética, apresentando um indice de EGF de 0,4. Apesar
dessas alteracOes, esse laboratério demonstrou, em relagdo aos laboratérios de Dermato e
Horménios, causar menor impacto ao micro-organismo analisado nos ensaios de exposicao
aguda.

A grande maioria dos estudos envolvendo o descarte de medicamentos apontam os Anti-
Inflamatorios Nao Estereodais (AINES), hormdnios e psicoativos como as principais classes
encontradas no ecossistema analisado. Segundo estudo conduzido por Santos et al. (2010), os
AINES, seguido pelos antibidticos, agentes dislipidémicos e hormonios sdo as principais
classes envolvidas em episodios de contaminacdo do ambiente por quimicos de utilizagdo

terapéutica. Porém, se extrapolou-se a quantidade do Laboratério de Horménio - LMH, que
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obteve 0 menor indice nos testes executados, para a mesma quantidade de formulaces do
laboratério de solidos tem-se, para as analises de horménios, 25,79% de inibicdo de r-value
reforcando a hipotese de que Laboratorio de Solido possui a menor taxa de impacto ambiental
dentre as demais classes analisadas.

Na figura 25, observa-se que efluente do Laboratério de Psicotrdpicos, que teve uma
inibicdo superior com r-value de 25% no teste anterior, nesta etapa, se comportou de forma
diferente e apresentou a maior inibicao fotossintética dentre as amostras analisadas, com EGF
de 0,33 (Figura 21) evidenciando que a quantidade aqui ndo foi o determinante para a reducéo

da eficiéncia, mas sim a natureza dos compostos encontrados nos efluentes.
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Figura 25. Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk) (P <0,050). H = 17,461 com 5 graus de
liberdade. (P = 0,004). As diferencas nos valores médios entre os grupos de tratamento séo
maiores do que seria esperado por acaso; existe uma diferenca estatisticamente
significante (P = 0,004).

Esses resultados refletem a condicdo que existem substancias que influenciam o r-value
por exercerem alguma atividade biologica dentro das algas, modulando canais de membrana
que resultariam na reducéo do alcance do potencial de acéo, o0 que provavelmente dificultaria o
alcance da luz e, consequentemente, a inibicdo na EGF acaba sendo mais impactante. Além
disso, segundo o Manual de Farmacologia e Terapéutica de BRUNTON et al. (2012), a grande
maioria dos psicotropicos € constituida por moléeculas altamente lipofilicas, o que permite uma
rapida penetracdo nas membranas celulares, resultando em uma répida absorcéo e distribuicdo

€ maior acesso ao sistema nervoso central.
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Acredita-se que, 0 aumento na oferta de aporte energético com a incorporacdo dos
lipidios presentes nas amostras desse laboratdrio possa ter influenciado no processo de
fotossintese de maneira similar ao ocorrido com as amostras do Laboratorio de Dermato. De
forma semelhante ao ocorrido no ensaio via NGTOX, no qual apresentou a maior alteracdo
comportamental com inibicdo de r-value de 42%, as amostras obtidas do Laboratorio de
Dermato, apresentaram um alto indice de comprometimento da eficiéncia global fotossintética,
ficando com a segunda maior inibicéo do teste no PAM, com EGF de 0,35, conforme se observa
na Figura 26.

Esses resultados refletem & questdo do aumento da oferta de lipideos contidos nas
amostras desse laboratorio, que podem ter influenciado na fotossintese.
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Figura 26. Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk) (P <0,050). H = 17,461 com 5 graus de
liberdade. (P = 0,004). As diferencas nos valores médios entre os grupos de tratamento sdo
maiores do que seria esperado por acaso; existe uma diferenca estatisticamente
significante (P = 0,004).

O LMH que teve influéncia na questdo comportamental inferior aos demais laboratdrios,
entretanto em relagdo ao controle, principalmente o r-value teve um valor de inibigdo
significativamente maior, como também ocorreu na solucéo padrao teste. A alteracdo de r-value
implica em perda da uniformidade dos movimentos do conjunto de algas, o que pode influenciar
outros parametros de interesse ecotoxicologico, como a eficiéncia fotossintética, que se
alterada, aponta um risco ambiental, ja que indica que ha uma mudanga no comportamento
indicando risco. (BELSHE et al., 2007).
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Os efluentes do LHM por sua vez ndo apresentaram uma influéncia relevante na
atividade fotossintética das algas, com um valor muito proximo ao do valor encontrado no
controle: uma EGF de 0,49 contra 0,51 do controle, isso mesmo apresentado r-value diferente.
Ressalta-se que esta condi¢cdo também foi encontrada quando as algas foram submetidas a testes
com IE na SPC. Tal condicdo implica em similitudes que credenciam as algas a uso em testes
envolvendo IEs presentes em efluentes. A manutencdo de uma boa atividade fotossintética é
explicada também pelo que ja foi visto no estudo anterior, em que a atividade antioxidante
compensa as alteragcbes comportamentais.

A baixa inibicdo relativa frente aos demais laboratorios apresentados pelo efluente do
Laboratdrio de Horménios pode ser atribuida & demanda de producao semestral pequena (cerca
de 4,3% da producao total), observada na figura 20, o que inferiu a amostra estudada uma baixa
concentracdo de ativos quando comparada com os demais laboratorios.

As analises foram direcionadas simulando uma exposicdo aguda. Buscou-se neste
primeiro momento, verificar se haveriam impactos iniciais que fossem significativos e
sugestivos de novas analises e testes de exposicao cronica. A importancia de tal conduta reside
no fato da necessidade de testes rapidos, que possam remediar efeitos deletérios o quanto antes.
(CORDEIRO, 2009). O teste de eficiéncia global fotossintética buscou, em um segundo
momento, identificar a influéncia das amostras analisadas sobre a atividade fotossintética das
algas E. gracilis.

Outro fator observado € que ndo existe uma relacdo direta entre as alteracdes
encontradas sobre os valores de r-value e o decréscimo da EGF. Em algumas situacdes, a
alteracdo de r-value pode ter sido influenciada fisicamente pela viscosidade da amostra, visto
que pela andlise em viscosimetro, constatou-se alteracdo pouco significativa frente a agua de
acesso, sendo o efluente advindo do Laboratério de Dermato foi o mais influenciado pelo
aumento da viscosidade, o que poderia comprometer a dispersao das algas no meio. Porém tal
alteracdo levou a discreta influéncia no processo de fotossintese, uma vez que, as amostras do
Laboratorio de Dermato que apresentaram maior valor de inibicdo do r-value tiveram menor
inibicdo na EGF.

Na Figura 27 esta apesentado o modelo de feito por Bila et al. (2007), na remocéo da
atividade estrogénica, o que se observou foi um decréscimo da presenca da HTM; resultado
este esperado e que atestou a existéncia de um processo de inativacéo da atividade estrogénica

que ¢é atribuida a este grupo, conforme se observa na figura 27.
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Figura 27. Modelo de remocéo feita por Bila et al. (2007) apontando as bandas utilizadas
para analise e quantificacdo de presenca do grupo farmacoforico: Hidroxila trisubstituida com
porcao monoféndlica. Tempo de exposi¢do ao POA Os/UV expresso em minutos
(TO/T90/T100/T110/T120).

As absorbancias observadas em 203 e 280 nm apresentaram quedas em Seus picos,
tendo-se uma reducdo dos mesmos nos tempos estudados, sendo que em T120 (tempo de
exposicdo de 120 minutos) ndo ha mais deteccao deste pico. Tais resultados corroboram com o
que foi estudado por Bila et al. (2007) no qual este parametro foi utilizado para verificar de
forma indireta a remocdo da atividade estrogénica (Figura 2).

Através dos valores encontrados e expressos na figura anterior (23), do tempo zero
minuto (TO) até o tempo 120 minutos (T120), no comprimento de onda de 280nm — observou-
se que a presenca do HTM foi diminuindo ao longo da exposicdo a luz UV. A reducdo da
presenca de HTM se deve pela ocorréncia de reacfes de oxidacdo em que a hidroxila se
transforma em outro composto, que foi investigado mais a frente. A porcentagem dessa
diminuicdo pode ser calculada pela Equagdo 1 proposta por Bila et al. (2007), sendo os

resultados encontrados plotados na Figura 28.



60

Porcentagem de FTM nos tempos finais pos POA em relacdo ao
controle e ao t0
120 -

B CONTROLE

] aTo

] K190

ET100
BT110
@BT120

Porcentagem de fenois monohidroxilados

/22
e

CONTROLE TO T90 T100 T110 T120
Tempos de exposi¢do para remocdo da porgdo fenolica monohidroxilada

Figura 28. Teste de Wilcoxon: Z-Statistic (com base em classificacdes positivas) = 3,734. P
(est.) = <0,001 P (exato) = <0,001. A correcdo de Yates para a continuidade foi usada no
calculo desse teste.

Nota-se que a remocao do HTM néo teve uma diferenca significativa no t120 em relagéo
ao TO e o controle (Figura 29), no qual TO se igualou ao controle e os outros tempos foram
diminuindo gradativamente, sendo que no tempo final (T120), o produto presente ndo é um
HTM, podendo ter ocorrido a formacdo de fendis dihidroxilado tetrasubstituidos, acidos
carboxilicos pela abertura do anel aromético, ou ainda a degradacdo em compostos menores.
A varredura via CGMS confirmou a presenca do Valerato de 17p-estradiol no t0, t90, t100,
t110, mas néo foi detectado em t120 (Figura 25), confirmando sua remocao neste ultimo tempo
e corroborando com resultados de BILA et al. (2007). Posteriormente foram identificados os

produtos com a utilizacdo da espectrofotometria no infravermelho.
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Considerando entdo a possibilidade da formacdo de outros compostos ao final da

remogdo do HTM por Oz/UV, foi analisado em infravermelho as amostras do tempo zero e do

tempo 120. O espectro de infravermelho da amostra do tO (Figura 30), confirma a presenca

apenas do Valerato de 17p-estradiol, conforme as bandas identificadas que sugerem a presenca
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de anéis aromaticos trissubstituidos, além das ligac6es carbono e hidrogénio, carbonila (funcéo
éster) e ligagBes duplas de sistemas arométicos, culminando no composto final que confirma
ser o valerato de estradiol.

anéis meta-substituidos e 1,2 .3-trissubstituidos
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Figura 30. Bandas identificadas no infravermelho tempo zero,
contendo apenas o valerato de 17p-estradiol.

Ja no segundo espectro de infravermelho obtido a partir da amostra do t120 (Figura 31),
nota-se bandas referentes a anéis aromaticos tetrassubstituidos, e ligaces duplas de alenos e
etilenos, e presenca de hidroxila associada em banda mais evidente, sugerindo a presenca de
acidos dicarboxilicos. Portanto, indica que ao final de duas horas de remocéo, obteve-se um
perfil distinto da amostra do t0.
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Figura 31. Bandas identificadas no infravermelho tempo
120 minutos, contendo outro composto.

Sabe-se que o etileno, sendo um regulador vegetal que controla o processo de
maturacdo, acelera a degradacdo da clorofila e ativa a sintese de carotenoides, através do
aumento da expressao génica da clorofilase, enzima responsavel pela degradacao da clorofila.
(HEATON; MARANGONI, 1996). O etileno liga-se a um receptor proteico na membrana do
Reticulo Endoplasmatico. Em seguida, esse receptor deixa de ativar uma proteina, a CTR1, que
atua como reguladora negativa da cadeia de sinais quimicos que produz a resposta biolégica do
etileno. Em outras palavras, a presenca do etileno inativa uma proteina que atua como inibidora,
fazendo entdo com que a resposta ocorra. Na auséncia do etileno, a CTR1 inibe a formacéo dos
fatores de transcri¢do que irdo regular a expressdo de genes de resposta ao etileno na planta,
como a biossintese de clorofila a, por exemplo. (CHAVES et al., 2002).

Ainda sobre a chance de degradacéo de clorofila, em 2015, IRMAK et al. descreveram
que na reagdo com O3/UV a adigdo do radical Os/OH as diferentes posi¢Oes do anel aromatico
leva a formacdo de varios intermediarios com diferentes polaridades. O ataque mais provavel
das moléculas de Oz foi em uma das posi¢des orto (para o grupo fenolico) do anel 17-estradiol
aromatico. Este grupo, como mencionado anteriormente, € responsavel pela funcdo
farmacoférica do horménio. Os intermediarios identificados sdo supostamente acidos

dicarboxilicos que séo formados pelo ataque de moléculas de Oz em duas das posic¢des orto do
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17B-estradiol. Os autores ainda descrevem que o 17p-estradiol mono-hidroxilado sofre uma
conversao eficaz em &cidos dicarboxilicos.

Essa conversdo em acidos carboxilicos pode afetar a atividade fotossintética, pois
segundo MOSS (1967), a conversdo de clorofila em seus respectivos derivados inativos,
principalmente a feofetina, ocorre pela perda de magnésio na presenca de acidos, especialmente
acidos carboxilicos. Este produto de degradacdo da clorofila ndo suporta a atividade
fotossintética e compromete toda sua atividade fisiologica.

Dalmazio (2007) descreveu a possibilidade de dois modelos para a remoc¢édo do grupo
farmacdforo. Assim, a partir da sequéncia apresentada nesta rota, sugere-se que a reacdo seja
iniciada pelo ataque do radical hidroxila as posicOes ativas (orto e para) do anel fendlico,
levando assim a formacao de di-hidroxibenzeno. A oxidacdo subsequente gera a quinona, que,
através de sucessivas hidroxilagdes, finalmente produz o acido carboxilico aciclico através de
um ataque nucleofilico de H20 no carbonil seguido por abertura do anel.

Frente a essas possibilidades, ensaios a respeito da concentracdo de clorofila foram
entdo realizados.

A reducdo da clorofila é resultado de sua degradacéo, no qual diversos fatores interferem
na sua degradacdo, como: a luz, radiacdo, calor, acidos, oxigénio, alteracdo enzimatica e
interacdo com outros pigmentos. (STREIT et al., 2005). Ainda, estudos mostram que a
decomposicdo das clorofilas em sistemas aquaticos tem quantitativamente e ecologicamente
significado em relacdo aos ambientes terrestres. (STREIT et al., 2005).

No grafico da figura 32, é possivel observar que houve oscilacdo nas concentracdes de
clorofila entre os tempos t0 e t120 e o controle, sendo que todos os tempos tiveram sua
concentragdo menor que a obtida no controle, estando o tempo t120 entre as concentragdes mais
baixas de clorofila, ou seja, houve reducéo significativa entre os grupos testados e o controle,

mas ndo entre eles (testados), sendo a reducdo sem significancia estatistica.
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Figura 32. Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk) (P <0,050).. As diferencas nos valores
médios entre 0s grupos de tratamento sdo maiores do que seria esperado por acaso; existe uma
diferenca estatisticamente significante (P = 0,004).

O rendimento fotossintético (yeld) foi calculado segundo a Equacéo 2, e os resultados

estdo apresentados na Figura 33:



66

900
o 500
2 700
:_'
£ 600
£ ©-CONTROLE
£ s00 J—
#
£ 400 -0-T90)
= o-T100
g 300 A-T110
E -
;E 200 =o=T120
S
Z 100

0

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Irradiagio(pmol foton m-2 s-1)

Figura 33. Perfil do rendimento fotossintético efetivo de PSIl em E. gracilis tratadas com
residuos de diferentes tempos de remocdo de estradiol em diferentes tempos.

Na figura 29, observa-se que nao houve similaridade de resultados, isso pode ser devido
a presenca do composto fendlico, ja que o fenol monohidroxilados trisubstituido s6 foi
removido com eficacia do t120, porém este teve seu rendimento reduzido que pode ter ocorrido
em funcéo de seu maior tempo de irradiacdo. Ja o t0 obteve um perfil diferente dos demais, pois
que o estradiol, que esta presente em maior concentracdo neste tempo, é antioxidante e
incrementa a transmissdo de elétrons, apresentando esse comportamento previsivel. A acdo
antioxidante do estradiol se deve ao seu envolvimento em um ciclo redox que envolve o anel
catecol presente na molécula de estrogeno, que é entdo convertido em quinona por transferéncia
de elétrons. (LIEHR et al., 2008).

Utilizou-se o teste ANOVA multivariada, no qual as diferencas nos valores méedios entre
0S grupos de tratamento sdo maiores do que seria esperado por acaso, tendo uma diferenca
estatisticamente significativa entre controle e os testes (P = 0,031). Assim, houve uma mudanca
no comportamento das algas no que se refere aos compostos formados pds remogéo do valerato
de 17p-estradiol, seja pela diminuicdo de sua concentracdo e consequente poder antioxidante
(LIEHR et al., 2008) e/ou pela acdo dos etilenos que foram identificados no t120. (STREIT et
al., 2005).

A eficiéncia fotossintética, sendo um parametro de grande valia para a ecotoxicidade,
aponta se houve ou ndo mudanga comportamental em relacdo a fotossintese desses animais,
indicando um possivel risco ambiental (PINTO et al., 2016). A eficiéncia fotossintética global

foi calculada segundo a Equacao 3, e os resultados estdo apresentados na Figura 34.
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Figura 34. Comparagcéo da Eficiéncia Global Fotossintética (valores x 10 1) das algas frente a
exposicdo de residuos em diferentes tempos de remocéo de estradiol via POA Teste de
Wilcoxon: Z-Statistic (com base em classificacdes positivas) = 3,181. P (est.) = 0,002 P

(exato) = <0,001. A correcdo de Yates para a continuidade foi usada no célculo desse teste.

Nota-se que ao longo da exposi¢ao a luz saturante via PAM, pode-se observar que houve
uma reducdo dessa eficiéncia se comparar, principalmente, o controle e o t120, indicando que
a presenca de compostos pos POA teve uma influéncia negativa sobre a eficiéncia fotossintética
global. H& uma diferenca estatisticamente significante entre a mediana do grupo e a média da
populacdo hipotética (P = <0,001). J&, no t0, o aumento na eficiéncia fotossintética global ja
era esperado devido a acdo do estradiol, que conforme explicado anteriormente, possui acao
antioxidante. (LIEHR et al., 2008; STREIT et al., 2005).

Analisando a influéncia da presenca de HTM sobre a eficiéncia global fotossintética
observa-se, que ndo se tem uma correlagéo que aponte que a diminuicdo de HTM ocasiona a
reducdo da eficiéncia da fotossintese, visto que, em todos os tempos testados, a variagdo da
EGF ndo acompanhou a % de HTM encontrada, tendo-se em tO um certo valor de EGF frente
a quase 100% de HTM semelhante ao t120, condicdo em que se tinha auséncia de HTM (Figura
35). Tal condicéo reforca a hipdtese de que o que influéncia sobre a EFG € devido a formacéo

de etilenos e acidos carboxilicos, visto que esses compostos, em niveis aumentados, sdo
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responsaveis pela degradacdo da clorofila, pigmentos instaveis, que explica 0 comportamento
observado no estudo. (STREIT et al., 2005).
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Figura 35. Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk) (P = 0,132). ha diferenca
estatisticamente significante (P = 0,093).

A medida que se remove os HTMs, poderia se esperar uma influéncia na concentracao
da clorofila nas algas, mas nesse caso tal hipétese ndo se confirmou, pois ndo houve diferenca
estatistica entre as variaveis estudadas (Figura 36). A remoc¢do da porcdo fendlica
monohidroxilada entdo expressou uma influéncia ou correlacdo com a queda na concentracéo
de clorofila, abrindo a possibilidade para a hip6tese que aponta para a influéncia dos compostos
menores oriundo da degradacdo, como os etilenos, como 0s responsaveis pelas mudangas na
EGF, como apontado na Figura 36, uma vez que o etileno é capaz de degradar a clorofila
(STREIT et al., 2005) e ai sim comprometer a EGF.
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Figura 36. Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk) Falha (P <0,050). A diferenga nos valores
médios entre os dois grupos nao é suficientemente grande para excluir a possibilidade de que
a diferenca se deve a variabilidade aleat6ria da amostragem; ha diferenca

estatisticamente significante (p = 0,065).

Na figura 37 € mostrada a relacdo entre a concentracédo de clorofila e a eficiéncia global

fotossintética. A queda da eficiéncia global de fotossintese esta associada a concentracdo de

clorofila (p = 0,002), porém como observado na figura 37, ela ndo esta ligada com a remocéo

do estradiol (p = 0,065). Dessa maneira, como esta ligada a concentracdo de clorofila, pode ser

que a formacao dos etilenos, como anteriormente citado, seja responsavel por essa alteracdo na

eficiéncia fotossintética nas algas E. gracilis. No t0, o aumento da EGF pode ser devido ao

potencial antioxidantes dos IEs.
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Figura 37. Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk) Falha (P <0,050). A diferenga nos valores
médios entre 0s dois grupos é maior do que seria esperado por acaso;
ha uma diferenca estatisticamente significante (p = 0,002).

O emprego dos processos oxidativos para remocao de atividade estrogénica do valerato
de 17p-estradiol é topico concreto na literatura cientifica, porém pouco se avalia em relacdo aos
efeitos e riscos bioldgicos que os compostos formados pos oxidagdo podem causar. A fim de
contribuir nessa questdo, no presente estudo identificou-se os compostos menores (etilenos)
formados poOs processos oxidativos, através da técnica de FTIR, e a partir disso foi feita a
correlagdo com as mudancas observadas em culturas de E. gracilis.

H& ainda uma literatura muito escassa em relacdo a diversos assuntos ambientais,
incluindo a acdo de etilenos na atividade fotossintética. Sabe-se que os etilenos sdo substancias
responsaveis pela diminuicédo da fotossintese, ja que reduzem a sintese de clorofila (LIEHR et
al., 2008; STREIT et al., 2005), explicando assim os resultados encontrados, como a redugéo
da eficiéncia global fotossintética que esta ligada a concentragdo de clorofila. Por sua vez, a
remogao da porcdo fendlica monohidroxilada do 17f-estradiol ndo influencia na concentragdo
de clorofila, portanto, inferiu-se que a queda da concentracdo de clorofila esta ligada a formacéo
dos etilenos apds os processos oxidativos avancados.

A eficiéncia na remogdo das hidroxilas monofenolicas do 17f3-estradiol foi comprovada,
havendo assim, a formagdo de intermediarios posteriormente identificados como etilenos.
Portanto, constatou-se que a remogao via processos oxidativos avangados utilizando O3/UV
ndo foi suficiente para garantir a seguranca e total eliminacdo de perigos a salde aquatica e

indiretamente a populagdo, uma vez que se observou que o comportamento das algas E. gracilis
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foi afetado, por meio da diminuicdo da eficiéncia global fotossintética e da concentracdo de
clorofila.

Foi possivel concluir que essas alteracbes ndo tiveram ligacgdo com a queda da
concentracdo de HTMs, mas sim com os produtos do POA, os etilenos, que s@o responsaveis
pela degradagdo da clorofila. Portanto, testes em outros niveis troficos devem ser aplicados, a
fim de assegurar a influéncia dos etilenos em outros niveis e também devem ser propostas
metodologias que visem o tratamento desses intermediarios formados, a fim de ndo prejudicar
0 meio ambiente e alcancar uma remogédo mais eficaz no que condiz a seguranca dos processos

empregados.

5.2 Remocao da atividade estrogénica presente nos efluentes e submisséo a cultura de
algas do CODs formados, com posterior comparacao dos resultados encontrados com

a exposicdo dos CODs obtidos na solucdo padrao controle.

A figura 38 demonstra que ap6s o0 processo oxidativo avancado, no tempo de 120

minutos, ndo havia mais presenga do hormonio na amostra.
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Figura 38. Cromatograma em CGMS mostrando auséncia de IE ap6s
POA/UV por 120 minutos.

5.2.1.1 Influéncia dos CODs formados em efluentes tratados sobre o comportamento e

concentracéao de clorofila nas algas, e a relacao entre estas duas ultimas variaveis.

A presenca de hormdnios no efluente afetou significativamente a velocidade de subida
a superficie, inibindo a mesma, assim como o r-value das algas. Tal fendbmeno apresentou
similaridade com o que ja tinha sido observado na SPC. J4 os CODs do efluente tratado também

inibiu a velocidade de subida, mas ndo afetou o r-value.
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A concentracdo de clorofila por sua vez apresentou uma queda em sua concentracéo,

devido a presenga dos CODs, evidenciando mais uma vez que os IEs em estudo exercem

protecdo a clorofila a, impedindo sua degradacdo, certamente devido ao seu potencial

antioxidante (Figura 39).

em estudo frente ao controle
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Figura 39. Altera¢Ges nos parametros comportamentais de E. gracilis expostas a efluentes

p0Os ozonizacdo do Laboratdrio de hormdnios, comparados com o efluente bruto. Teste de

correlagéo de Pearson: Existem relagdes significativas entre
pares de variaveis (P> 0,050).

Entretanto, vale ressaltar que os CODs, diferentemente dos IEs de origem, apresentam

um certo potencial de degradacdo da clorofila, como ja evidenciado no processo de remogdo de
IEs e formacdo de CODs em SPC.

Para uma melhor compreensdo deste efeito sobre degradacédo da clorofila pelos CODs,
um comparativo entre as concentragdes antes e depois do processo de ozonizagéo foi realizado
(Figura 40). Considerando a influéncia sobre a concentragéo de clorofila, notou-se uma clara

diferenca entre os laboratdrios e nas condicdes pré e pos ozonizagao.
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Figura 40. Influéncia sobre a concentracao de clorofila. Anélise de Variancia em
Variantes Kruskal-Wallis. As diferencas nos valores médios entre os grupos de tratamento sdo
maiores do que seria esperado por acaso; ha uma diferenca estatisticamente significante (P =
0,011).

Neste comparativo, observa-se que nos Laboratorios de Sdlidos e Psicotropicos
apresentam queda na concentracdo de “clorofila a” ja na presenca do efluente bruto, sendo o
resultado bastante similar quando comparado como 0s mesmos residuos tratados com
ozonizacdo. Entretanto, no Laboratorio de Dermocosméticos, assim como no LMH, quase nédo
se vé influéncia do efluente bruto, mas sim do efluente tratado que passa a ter uma concentracdo
semelhante aos demais laboratérios tratados com 0z6nio/UV. Vale ressaltar que o excesso de
0zOnio ndo estava presente, pois em rea¢do com permanganato de potassio o resultado foi
negativo para a presenca de ozénio. A explicacdo para o LHM seria a atividade antioxidante,
enquanto que uma provavel explicacdo para o de dermocosméticos seria que os produtos
manipulados neste laboratorio sdo altamente lipofilicos, e de pouca influéncia na fisiologia das
algas. (ARONSSON; ECKELUND, 2005).

Mas uma outra variavel importante a ser considerada trata-se da quantidade de ativos e
demais substancias que sdo despejadas pelas pias e que compbe o efluente bruto dos
laboratdrios. Para tal considerou-se a producdo média mensal de seis meses da farméacia, e
calculou-se a média mensal de producdo (MMP) a fim de verificar qual a média de atividade
dos laboratorios pré-ozonizacdo. Frente ao calculo realizado pela “Equacéo 1, obteve-se 0s

seguintes resultados apresentados na Figura 41.
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Figura 41. Influéncia da quantidade produzida versus concentracao de clorofila pré
ozonizacdo. Teste de correlacdo de Pearson: alteragdo na concentracéo
de clorofila do laboratério (P> 0,050).

O efluente tratado que possui CODs que mais impacta — de forma independente — a
concentracao de “clorofila a” trata-se do Laboratorio de Horménios, visto que possui menor
producdo e reducéo significativa sobre a reducao da concentracao de “clorofila a”, e a0 mesmo
tempo, na presenca do efluente bruto, é o que apresentava concentracdo similar ao controle.

Tem-se entdo uma clara situacdo em que o processo de remog¢édo via 0zo6nio/UV, no
tempo de remocdo total da atividade estrogénica, influencia na degradacdo de “clorofila a” a
partir dos CODs, sendo que exceto no LMH, tanto o efluente bruto e o tratado influenciam a
concentracéo de “clorofila a” reduzindo sua concentrag@o. A queda na concentracdo de clorofila
pode afetar a eficiéncia fotossintética das algas e gerar perigos de ecotoxicidade, isto quando
ndo existe um mecanismo compensatorio que garantam a sobrevivéncia das algas. Mas tal
condicdo ndo isenta que tais efluentes precisam ser monitorados (HADER et al. 1985).

Notando-se entdo que a reducdo na concentragdo de “clorofila a” era fortemente
influenciada pelos CODs, buscou-se saber se tais quedas influenciariam nas eficiéncias globais
fotossintéticas das amostras pos ozonizacéo, a fim de verificar se a concentracdo de clorofila
influenciava de alguma maneira nesse parametro fisiol6gico, denotando mais um elemento de

risco/perigo ambiental (Figura 42).
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Figura 42. Comparacao entre concentracao de clorofila e eficiéncia global fotossintética.
Anadlise de Variancia em Variantes Kruskal-Wallis. H = 7,812 com 2 graus de liberdade. P
(est.) = 0,020 P (exato) = 0,011. As diferencas nos valores médios entre 0s grupos de
tratamento sdo maiores do que seria esperado por acaso; hd uma diferenca
estatisticamente significante (P = 0,011).

A EGF apresenta variagdes nas amostras de efluentes brutos, aparentando ter uma
correlacdo direta entre a concentracdo de clorofila e EGF de cada laboratério, exceto para o de
horménios, no qual a provavel acdo antioxidante atribuida a estrutura esteroidal dos horménios
favorece a transferéncia de elétrons e contribui para melhoria da EFG (STYCER, 1995; apud
PINTO, 2017).

A EFG foi influenciada pela presenca dos CODs em todos os laboratorios sendo o de
horménio o que apresentou menor valor na presenca de CODs e maior diferenca entre as
eficiéncias encontradas na exposicao a efluente bruto e tratado. A atividade antioxidante dos
hormdnios garantiu um bom desempenho da EFG. A queda na EFG pds ozonizacédo se deve a
decomposicdo do hormonio e do seu potencial antioxidante, e pela possivel formacdo de
etilenos que afetam a atividade da clorofila (STREIT et al., 2005), conforme ja visto o item
7.3.2.

Com relacdo aos Laboratdrios de Soélidos e Psicotropicos, 0os comportamentos de
reducdo da EGF se deve a presenca de substancias que atuam sobre potencias de acgdo, listadas
na producdo de ambos os laboratérios. Essas alteracbes podem influenciar na capacidade da
alga se mover, sendo um fator extra na reducao da EGF, ou tal reducdo ser apenas atribuida a

reducdo da concentragéo de clorofila.
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Tais mecanismos talvez sejam impedidos pela agéo sobre potencial de acdo celular
atribuida a medicamentos manipulados nesses laboratérios, que afetariam a mobilidade do
flagelo da alga. (GOODMAN; GILMAN, 2012).
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6 CONCLUSOES

Partindo-se do principio de conhecer as alteracfes dos Interferentes Endocrinos (IES)
em estudo, bem como dos compostos originados de sua degradacdo quimica (CODs) no nivel
trofico primario — aqui representado pelas E. gracilis — objetivando avaliar a existéncia de risco
ou perigo ambiental significativos e ndo conhecidos; a hipdtese de que “Ndo haveria
ocorréncia de alteracdes de perigo ambiental promovidos pela presenca de IEs mas haveria
piora de tais condi¢des quando os IEs sdo submetidos a remogdo quimica com geragdo de
CODs” acabou sendo a que se mostrou verdadeira pos experimentos.

Evidenciou-se assim que, ndo é somente a remocdo quimica da atividade original do IE
que deve ser considerada, mas também seus subprodutos pos processo quimico empregado.

Na perspectiva de inovar os biotestes, e considerando a importancia do nivel trofico
primario e as caracteristicas que as E. gracilis — representante deste nivel — apresentam, a
exploracdo as alteragdes de caracteristicas comportamentais e energética na presenca do IE e
dos CODs formados ndo apresentaram um risco de ecotoxicidade aguda para algas, mas as
presencas de etilenos levaram a alteracdes na concentragdo de “clorofila a” e na EGF, sendo
estes dois fatores correlacionados entre si.

Os experimentos demonstraram que 0os CODs formados tém potencial em longo prazo
de influenciar sobre a longevidade da alga e a até mesmo comprometer o fornecimento de
oxigénio, sendo esta uma de suas atribuicdes de grande relevancia nos meios onde elas se
encontram. Ressalta-se que este efeito foi atribuido aos CODs de outros laborat6rios ndo sendo
exclusivo do LMH, entretanto este laboratorio foi 0 que mais causou reducéo da concentracdo
com menor proporg¢do produzida quando comparado com os demais laboratdrios.

Fica por fim a questdo de que a poluicdo emergente merece ser sim estuada a fundo,
bem como suas acles e consequéncias no meio ambiente, de modo diferente como no passado
onde ndo se creditava risco devido a dosagem ser considerada abaixo da concentracdo
comumente considerada toxica. O advento de estudos que envolveram a biomagnificacdo de
efeitos trouxe essa realidade de risco. E correto que se tenha que buscar meios de eliminar esses
compostos dos recursos hidricos, mas ndo se pode cometer 0 mesmo erro ignorando o que 0s
compostos originados podem causar no meio ambiente, para que no futuro ndo se tenha que
rever processos criados com o intuito de gerar beneficios, mas limitados por gerarem efeitos
secundarios de risco.

Por esta razdo que os efeitos secundarios atribuidos aos CODs devem ser parte

integrante dessas pesquisas envolvendo remocdo quimica de IEs e outros poluentes emergentes.
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A variagdo do comportamento das algas, frente a exposi¢édo de diferentes de poluentes,
demonstra que existe a necessidade de distinguir o tratamento dos efluentes, conforme as
caracteristicas das substancias manipuladas em cada laboratorio, a fim de reduzir o perigo de
toxicidade ambiental.

Sendo assim, os dados de biomonitoramento encontrados foram importantes para que
se tenha maior conhecimento e conscientizacdo do problema, indicando a possibilidade que a
toxicidade ambiental causada por efluentes advindos de farméacias magistrais, podem gerar
grande impacto ao meio ambiente se ndo forem realizadas revisdes de condutas e legislagdes
que em longo prazo minimizem questdes ambientais relacionadas a esta classe de poluentes

emergentes.
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