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RESUMO

Farmacos sdo compostos biologicamente ativos que tém sido frequentemente detectados em varias matrizes ambientais
em baixas concentragdoes (ng/L a pg/L), apresentando potencial para afetar a qualidade da agua e impactar em
ecossistemas e na saide publica. Dentre os diferentes ingredientes ativos, a fluoxetina (antidepressivo) e a
ciprofloxacina (antibidtico) tem atraido ateng@o especialmente devido ao alto risco ecoldgico e ao desenvolvimento de
resisténcia microbiana, respectivamente. A irradiacdo por feixe de elétrons tem sido apresentada como uma tecnologia
alternativa e ecoldgica para o tratamento de misturas complexas, podendo neutralizar, quase que instantaneamente, os
poluentes com risco bioldgico. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo avaliar a aplicacdo da irradia¢ao por
feixe de elétrons na degradacdo e reducdo de toxicidade de uma mistura binaria de fluoxetina e ciprofloxacina. As
irradiagdes ocorreram em um acelerador industrial de elétrons, sendo avaliadas as doses de 1,0 e 2,5 kGy. A avalia¢do
da toxicidade dos subprodutos formados foi realizada com organismos aquaticos de diferentes niveis troficos
(microcrustaceo Daphnia similis, alga Raphidocelis subcapitata e bactéria Vibrio fischeri). Degradagdo superior a 98%
foram verificados em todas as doses aplicadas para ambos os compostos em mistura. Em relagdo aos ensaios biologicos,
os resultados de toxicidade aguda com o microcrustaceo D. similis (48h de exposi¢do) ndo demonstraram diferencas
significativas apds os tratamentos (de 2.07 + .18 UT para 3.30 = 0.31 UT em 1.0 kGy ¢ 3.11 £ 0.06 UT em 2.5 kGy).
Para os ensaios de toxicidade aguda com a bactéria Vibrio fischeri (15 minutos de exposi¢do), foi demonstrado um
aumento da inibicdo da bioluminescéncia em 1.0 kGy kGy (de 12,99 + 3,52% a 41,88 + 6,23%), seguida e redugdo em
2,5 kGy (30,74 £+ 7,02%), indicando, assim, que as bactérias foram mais sensiveis aos produtos de degradacdo. Em
contrapartida, os ensaios de toxicidade cronica com a alga R. subcapitata mostraram elevada remocdo de toxicidade
(superior a 98%). A toxicidade reduziu de 119,55 + 30,01 para 1,77 + 0,18 UT (1,0 kGy) e 0,88 £ 0,18 (2,5 kGy). Desta
forma, a irradiagdo por feixe de elétrons tem se apresentado como uma alternativa interessante para degradagdo e
remocao de toxicidade de misturas de farmacos.
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INTRODUGAO

Os medicamentos possuem um papel central na medicina moderna, visto que sdo essenciais para promover a saude
publica e preservar a qualidade de vida. Atualmente, inimeros ingredientes ativos sdo amplamente empregados na
abordagem terapéutica (tratamento ou prevencao) de doencas humanas e animais (GRENNI et al., 2018). Entretanto, o
constante crescimento na producdo, prescrigdo e consumo tem resultado na contaminagdo de diversos ecossistemas por
residuos destes produtos. Os farmacos sdo substincias biologicamente ativas, que representam o principal componente
da formulagdo de medicamentos e sdo responsaveis pelo efeito terapéutico. Essas substancias tém sido
progressivamente liberadas no meio ambiente, sendo detectadas em concentracdes de ng/L e pg/L, apresentando
potencial para causar impactos na qualidade dos recursos hidricos, afetando ecossistemas e na saude humana. Parte
consideravel destes compostos apresenta metabolizagdo incompleta, sendo excretados parcialmente na forma inalterada,
além de ndo serem completamente removidos pelos processos convencionais (GODOY ¢ KUMMROW, 2017).

A recente pandemia do COVID-19 causou um impacto na saude mental da populagéo, levando a um elevado aumento
do ntimero de transtornos psicoldgicos como o estresse poOs-traumatico, insonia e ansiedade entre os profissionais de
saude e a populacdo em geral, e em diferentes paises (HOLMES et al., 2020), consequentemente, levando a um
aumento do consumo de medicamentos como ansioliticos, antidepressivos, dentre outros. A fluoxetina é um
medicamento amplamente prescrito ¢ vendido no Brasil (FULONE et al., 2015). Este composto tem atraido atengdo
devido aos elevados riscos que possui para a biota aquatica (DE SOUZA et al., 2021).

Atualmente, a resisténcia antimicrobiana também ¢é considerada como uma ameaga significativa para os sistemas de
satide publica globais, visto que a infec¢do por organismos resistentes pode levar a doengas graves, internagdes
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hospitalares prolongadas, aumentando os custos de satide e em medicamentos de segunda linhas, além de falhas no
tratamento (DADGOSTAR, 2019). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) reconhece a resisténcia microbiana aos
antibioticos como um problema global com impacto na saide global, meios de subsisténcias e desenvolvimento
sustentavel devido ao crescente numero de doengas infecciosas que estdo ficando cada vez mais dificeis de tratar devido
a redugdo da eficacia destes medicamentos (WHO, 2021). A ciprofloxacina ¢ um representante importante das
quinolonas, sendo amplamente consumida na medicina humana e veterinaria para o tratamento contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas (KELLY e BROOKS, 2018). Diante desse panorama, ¢ imprescindivel considerar os
antibidticos dentre os poluentes emergentes.

Uma das diversas agdes essenciais para a gestdo adequada para os diferentes tipos de contaminantes, envolve a
adequacdo e desenvolvimento de tecnologias de tratamento de efluentes. A irradiagdo com feixe de elétrons € uma
tecnologia alternativa e sustentavel que se baseia na transformacao quimica de poluentes, induzido por meio da radiagao
ionizante. Esta tecnologia tem sido desenvolvida e pode ser promissora para o tratamento de misturas contendo diversos
micropoluentes (TOMINAGA et al., 2023), sendo também aplicada & efluentes complexos (CHANGOTRA et al.,
2019), com importante eficiéncia na degradacdo e detoxificacdo Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo
propor a radiagdo ionizante com feixe de elétrons como uma tecnologia alternativa para o tratamento da mistura binarias
do antidepressivo fluoxetina e do antibidtico ciprofloxaxcino, avaliando a eficiéncia de degradacdo e remogdo dde
toxicidade .

OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o emprego da irradiacdo por feixe de elétrons como uma tecnologia
alternativa para degradacdo e reducdo de toxicidade de uma mistura binaria contendo o antidepressivo cloridrato de
fluoxetina e o antibidtico ciprofloxacino utilizando os organismos aquaticos de niveis troficos distintos: Vibrio fischeri
(bactéria), Daphnia similis (cladocera) e Raphidocelis. subcapitata (algae).

METODOLOGIA

Farmacos

Ciprofloxacino [C;sHgFN303;, MM = 331,34 g/mol; 1-ciclopropil- 4cido 6-fluoro-4-oxo-7-piperazin-1-ilquinolina-3-
carboxilico; CAS 85721-33-1] foi adquirido da Sigma aldrich (>98%). Cloridrato de fluoxetina [C,,H,sF;NO.HCI; MM
= 309,33 g/mol; metil[(3S)-3-fenil-3-[4-(trifluorometil)fenoxi]propil]amina]; CAS 54910-89-3] foi obtido da Divis
Pharmaceuticals Pvt. Itd. (98,8 %). Os farmacos foram diluidos com dgua ultrapura (Millipore Milli-Q) na concentracio
de 5 ppm para cada composto.

Irradiacdo com feixe de elétrons

A irradiagio das misturas de firmacos ocorreu em um acelerador industrial de elétrons (modelo Dynamitron®)
localizado no Centro de Tecnologia das radiagdes (CETER/IPEN). Durante os experimentos, a energia do acelerador
foi fixada em 1,4 MeV e a poténcia em 37,5kW, variando apenas a corrente.

As amostras foram acondicionadas em recipiente de vidro de borossilicato, com volume de 246 mL, visando garantir a
espessura de 4,0 mm de espessura para atingir a maxima penetrabilidade do feixe. Durante a irradiag¢do, os recipientes
contendo as amostras foram posicionados em esteira automatica com velocidade fixada em 6,72 m/min. Os recipientes
passaram duas vezes pelo feixe de elétrons, recebendo metade da dose em cada passagem. Visando reduzir o custo
operacional, foram avaliadas as doses de 1,0 e 2,5 kGy.

Métodos analiticos

A quantificacdo dos farmacos nas amostras brutas e irradiadas ocorreu por meio da cromatografia liquida. O
equipamento utilizado foi um HPLC da Agilent modelo 1290 acoplado a Sciex QTrap modelo 3200. A coluna
empregada foi uma Restek Ultra Aqueous (150 x 2,1 mm X 3,0 um). As condi¢des de separacdo foram: fase movel (A)
H,0 + 0,1% de acido férmico, (B) acetonitrila + 4cido féormico a 0,1%. O volume de inje¢do da amostra de 5,0 pL.

Ensaios ecotoxicolégicos

Os ensaios toxicidade aguda e cronica para a avaliacdo da redu¢do de toxicidade foram desenvolvidos com organismos
aquaticos pertencentes a niveis troficos distintos. Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Ensaios Biologicos e
Ambientais (LEBA) do Centro de Tecnologia das Radiagdes (CETER/IPEN).
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Os ensaios de toxicidade foram realizados de acordo com os protocolos descritos na literatura. Os ensaios de toxicidade
aguda com a bactéria Vibrio fischeri foi realizado conforme a ABNT NBR 15411-2:2021. Os ensaios consistiram na
exposicdo da bactéria por 15 minutos a uma amostra, verificando a inibigdo da emissdo da bioluminescéncia. As
bactérias empregadas nos experimentos foram adquiridas na forma liofilizada (Biolux®). O equipamento empregado foi
o analisador de fotoluminescéncia Microbics® (M500 Toxicity Analyzer). Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibigdo (%) foi calculada através da equagdo 1 conforme descrito na ISO 11348-3:

INH% =100 —100 x (IT;5 x ICy)/(IT x IC;5) equagdo (1)

onde:

ICO - leituras iniciais das intensidades de bioluminescéncia do controle,

ITO - leituras iniciais das intensidades de bioluminescéncia das amostras,

IC15 - leituras das intensidades de bioluminescéncia do controle apds 15 minutos de exposi¢ao
IT15 - leituras das intensidades de bioluminescéncia das amostras apos 15 minutos de exposigido

Os ensaios de toxicidade aguda com Daphnia similis foram conduzidos conforme a ABNT NBR 12713:2022. Vinte
neonatas (jovens com 6—24 h) foram expostas a uma série de diluicdes das amostras durante 48 h a 20°C + 2, sem
alimentagdo ¢ sem fotoperiodo. Ao final dos ensaios, o efeito observado foi a imobilidade dos organismos. Os
resultados foram expressos em CE50%, calculado por meio da analise de dados brutos da imobilidade da dafnia (%) em
fungdo das concentracdes, obtidos pelo método Trimmed Spearman-Karber com auxilio de programa computacional.

Os ensaios de toxicidade cronica com a alga Raphidocelis subcapitata foi realizado conforme Berrebaan et al., (2017)
adaptado para microplacas de 24 pogos. Em cada poco foi adicionado 2 mL de solucdo de teste e 25 pL. do in6culo de
algas. Apods 96h, foi realizada a leitura das absorbancias em 450 nm. A partir dos resultados obtidos foi calculada a
concentragdo inibitoria mediana (IC50) pelo modelo Hill.

Os resultados de toxicidade para D. similis ¢ R. subcapitata foram expressos em unidades de toxicidade (TU =
100/E(I)C50). A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para verificar a significancia das diferencas entre os
valores dos tratamentos dos controles ¢ os valores experimentais. Quando a ANOVA revelou diferencgas significativas
entre os tratamentos (p<0,05), um teste post hoc de Tukey foi realizado.

RESULTADOS

A irradiacdo por feixe de elétrons foi eficiente para a remog¢do de ambos os farmacos com baixas doses (1.0 kGy),
conforme apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Eficiéncia de degradacio da fluoxetina e da ciprofloxacina em misturas binarias apés tratamento com
a irradiacio por feixe de elétrons. Fonte: Autor do Trabalho

FArmacos Eficiéncia de degradacio (%)
1,0 kGy 2,5 kGy
Fluoxetina 98,40 99,47
Ciprofloxacino 98,83 99,72

Em relag@o aos ensaios de toxicidade aguda para a mistura de farmacos ndo tratada, foi observado que a bactéria V. fischeri
apresentou a menor sensibilidade, tendo em vista que ndo foi possivel estimar a CE50% devido ao baixo efeito inibitorio
causado pela amostra (13%), conforme tabela 2. Para D. similis foi possivel estimar um CE50% de 35,36 + 1,80. Os ensaios
de toxicidade cronica demonstraram elevada toxicidade para a alga R. subcapitata, sendo estimado um IC50% de 0,86 + 0,22.

Com relacdo ao tratamento por feixe de elétrons, foi observado a formacao de subprodutos mais toxicos apenas para bactéria
V. fischeri (tabela 2). Foi demonstrado um aumento na inibi¢do da bioluminescéncia em 1,0 kGy (de 12,99 + 3,52% para
41,88 + 6,23%), seguido de uma redugdo de toxicidade (inibicao de 30,74 £+ 7,02%) em 2.5 kGy. Em relacéo a D. similis, ndo
foi observado aumento significativa da toxicidade aguda apos as irradiagdes (p > 0,05). Em contrapartida, os ensaios cronicos
com R. subcapitata mostraram remogdo significativa de toxicidade apds o tratamento (p < 0,05). Eficiéncia de remogao de
98,5 % ¢ 99,3% foram observados em 1,0 ¢ 2,5 kGy, respectivamente.

Tabela 2. Toxicidade das misturas de farmacos brutas e tratadas com feixe de elétrons para diferentes
organismos. Fonte: Autor do Trabalho
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Organismos
Doses (kGy) Vibrio fischeri | Daphnia similis | Raphidocelis subcapitata
(Inibicio, %) (TU) (TU)
0.0 12,99 + 3,52% 2,83+0,14 119,55+ 30,01
1.0 41,88 £ 6,23% 3,30+ 0,31 1,77+ 0,18
2.5 30,74 + 7,02% 3,11 +£0,06 0,88 +0,18

CONCLUSOES

O aumento da complexidade das amostras ambientais tem impulsionado o desenvolvimento de tecnologias alternativas
para o tratamento de poluentes persistentes. A irradiagdo por feixe de elétrons se demonstrou eficiente para a
degradagdo de misturas de firmacos mesmo em baixas doses, reduzindo, assim, o custo operacional.

Os resultados de ensaios de toxicidade com organismos aquaticos pertencente a classes distintas, indicaram que a
toxicidade tanto da mistura, quanto a eficiéncia de remog¢ao de toxicidade, variaram de acordo com a espécie exposta.
Por meio dos resultados obtidos, ¢ possivel obter informagdes importantes para uma adequag¢do dos tratamentos,
permitindo uma melhor gestdo para o descarte de efluentes.
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