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RESUMO

Um namero significativo de produtos farmacéuticos tem sido langado no ambiente aquatico. Esses
compostos nao sdo completamente removidos pelas estacdes de tratamento de dgua e esgoto. Além
disso, esses contaminantes ndo sao comumente monitorados € possuem potencial para causar efeitos
adversos a saude humana e a0 meio ambiente. A irradiagdo por feixe de elétrons (EBI) tem sido
aplicada como uma um método alternativo sustentavel na gestao da agua, sendo eficaz na remogao
de poluentes organicos recalcitrantes em baixas doses. Este estudo tem como objetivo avaliar o
efeito da EBI na toxicidade de quatro farmacos das classes anti-inflamatorio (acido acetilsalicilico),
antidepressivo (fluoxetina), antibidtico (ciprofloxacina) e antidiabético (metformina), utilizando
organismos de diferentes niveis troficos (Daphnia similis, Vibrio fischeri e Saccharomyces
cerevisiae). O espectro UV-Vis mostrou alteracdes em todos os perfis de curvas para os farmacos
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apos irradiagdo com 2,5 kGy. Os resultados de toxicidade indicaram que os efeitos variaram
conforme o organismo ¢ o farmaco estudado. Para o 4cido acetilsalicilico, foi observado aumento
da toxicidade para os trés organismos. Em contraste, para a fluoxetina, foi alcangada uma redugao
significativa da toxicidade (60%) para D. similis, enquanto ndo foram notadas alteragdes de
toxicidade para a bactéria e a levedura. Em relacido a metformina, os subprodutos radioliticos foram
toxicos apenas para o microcrustaceo, possivelmente devido a presenca residual de peroxido de
hidrogénio. Por fim, para a ciprofloxacina, verificou-se um aumento da toxicidade em D. similis e
V. fischeri, enquanto foi observada a detoxificagdo em S. cerevisiae. Em conclusao, este estudo
demonstrou que a EBI ¢ eficaz na remocdo de fArmacos e destacou a importancia da utilizagdo de
diferentes organismos para uma avaliacdo de toxicidade mais abrangente.

Palavras-chave: ecotoxicidade, irradiacdo por feixe de elétrons, contaminantes emergentes,
farmacos, remediacao, tratamento de agua.

ABSTRACT

A significant number of pharmaceutically active compounds have been released into the aquatic
environment. These compounds are not fully removed by water and wastewater treatment plants.
Furthermore, these contaminants are not commonly monitored and have the potential to cause
adverse ecological and human health effects. Electron Beam Irradiation (EBI) has been applied as
a green method in water management, proving to be effective in removing recalcitrant organic
pollutants at low doses. This study aims to assess the effect of EBI on the toxicity of four
pharmaceuticals from different classes (anti-inflammatory, antidepressant, antibiotic, and
antidiabetic) using organisms from different trophic levels (Daphnia similis, Vibrio fischeri, and
Saccharomyces cerevisiae). The UV-Vis spectrum showed changes in all pharmaceutical profiles
after irradiation at 2.5 kGy. Toxicity results indicated that the effects varied depending on the
organism and the pharmaceutical studied. For acetylsalicylic acid, an increase in toxicity was
observed for all three organisms. In contrast, for fluoxetine, a significant reduction in toxicity (60%)
was achieved for D. similis, while no toxicity changes were noted for the bacteria and yeast.
Regarding metformin, the radiolytic byproducts were toxic only to the microcrustacean, possibly
due to residual hydrogen peroxide. Finally, for ciprofloxacin, increased toxicity was observed in D.
similis and V. fischeri, while detoxification was noted in S. cerevisiae. In conclusion, this study
demonstrated that EBI is effective for removing pharmaceuticals and highlighted the importance of
using different organisms for comprehensive toxicity assessment.

Keywords: ecotoxicity, electron beam irradiation, emerging contaminants; pharmaceuticals,
remediation, water treatment.

RESUMEN

Un nimero significativo de productos farmacéuticos han sido liberados en el medio acuéatico. Estos
compuestos no son eliminados completamente por las plantas de tratamiento de aguas y aguas
residuales. Ademads, estos contaminantes no se controlan habitualmente y tienen el potencial de
causar efectos adversos en la salud humana y el medio ambiente. La irradiacién con haz de
electrones (EBI) se ha aplicado como método alternativo sostenible para la gestion del agua y resulta
eficaz para eliminar contaminantes orgéanicos recalcitrantes a dosis bajas. Este estudio pretende
evaluar el efecto de la EBI sobre la toxicidad de cuatro farmacos de las clases antiinflamatoria (acido
acetilsalicilico), antidepresiva (fluoxetina), antibidtica (ciprofloxacino) y antidiabética
(metformina), utilizando organismos de diferentes niveles tréficos (Daphnia similis, Vibrio fischeri
y Saccharomyces cerevisiae). El espectro UV-Vis mostrd cambios en todos los perfiles de curvas
de los farmacos tras la irradiacion con 2,5 kGy. Los resultados de toxicidad indicaron que los efectos
variaban segun el organismo y el farmaco estudiado. En el caso del 4cido acetilsalicilico, se observo
un aumento de la toxicidad en los tres organismos. En cambio, en el caso de la fluoxetina, se logrd
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una reduccion significativa de la toxicidad (60%) en D. similis, mientras que no se observaron
cambios en la toxicidad en bacterias y levaduras. En cuanto a la metformina, los subproductos
radioliticos solo eran toxicos para los microcrustaceos, posiblemente debido a la presencia residual
de peroxido de hidrogeno. Por ultimo, en el caso de la ciprofloxacina, se produjo un aumento de la
toxicidad en D. similis y V. fischeri, mientras que se observo una detoxificacion en S. cerevisiae.
En conclusion, este estudio demostré que la EBI es eficaz en la eliminacion de farmacos y destaco
la importancia de utilizar diferentes organismos para una evaluacion mas exhaustiva de la toxicidad.

Palabras clave: ecotoxicidad, irradiacion por haz de electrones, contaminantes emergentes,
productos farmacéuticos, remediacion, tratamiento del agua.

1 INTRODUCAO

Os medicamentos possuem um papel central na terapéutica contemporanea, visto que sao
essenciais para a saude publica e manutencao da qualidade de vida. Atualmente, inimeros principios
ativos sdo amplamente utilizados para o tratamento ou prevenciao de doengas humanas e animais
(Grenni et al., 2017). Desse modo, os farmacos sdo compostos biologicamente ativos (principal
substancia da formula¢ao do medicamento e responsavel pelo efeito terapéutico), que vém sendo
continuamente introduzidos no meio ambiente em baixas concentragdes (ng/L e pg/L), possuindo
potencial para afetar tanto a qualidade dos corpos hidricos quanto para causar impactos em
ecossistemas e a saude publica (Hernandez-Tenorio et al., 2022).

Parte consideravel destes compostos apresenta metabolizacdo incompleta, sdo excretados
parcialmente na forma inalterada e ndo sdo completamente removidos por processos convencionais
em estagOes de tratamento de esgoto (Godoy e Kummrow, 2017) e, posteriormente, langados no
meio ambiente. A presenca de farmacos de distintas classes tem sido reportada nos diversos
ambientes aquaticos como aguas superficiais e subterraneas (Sanusi ef al., 2023; Hernandez-Tenorio
et al., 2022).

Dentre as diversas a¢des necessarias para a gestao adequada desse tipo de contaminantes,
cabe a adequagdo e desenvolvimento de tecnologias de tratamento de efluentes. A irradiacdo com
feixe de elétrons € um processo alternativo e sustentavel que se baseia na transformacao quimica de
poluentes, induzido por meio da radia¢do ionizante (Pavlov ef al., 2022). Esta tecnologia tem sido
desenvolvida e pode ser promissora para o tratamento de diversos micropoluentes (Jacobs, 2022;
Shao et al., 2018) e efluentes complexos (Changotra et al., 2020), com importante eficiéncia na
degradacao, mineralizacao e detoxificacao de efluentes. Desta forma, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar o efeito da irradiacdo com feixe de elétrons, EBI, na toxicidade dos quatro farmacos:
acido acetilsalicilico, fluoxetina, ciprofloxacina e metformina, pertencente as classes de anti-

inflamatoério, antidepressivo, antibidtico e antidiabético, respectivamente.
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2 MATERIAL E METODOS

Os farmacos foram obtidos comercialmente e todos com pureza analitica. O dacido
acetilsalicilico (AAS, 99.5%, CAS: 50-78-2) foi obtido da Labsynth; o cloridrato de fluoxetina
(FXT, 98.8 %, CAS 54910-89-3) foi adquirido da Divis Pharmaceuticals Pvt. Ltd; o cloridrato de
metformina (MET, >97%, CAS 1115-70-4) e o ciprofloxacino (CIP, >98 %, CAS 85721-33-1)
foram obtidos da Sigma-Aldrich.

Todos os experimentos foram realizados em escala de batelada, utilizando um acelerador de
feixe de elétrons Dynamitron® com poténcia de 37,5 kW e energia de 1,4 MeV. As amostras foram
irradiadas em 2,5 kGy e cuja dose foi confirmada por meio de um dosimetro Perspex Harwell Red
(Lote KZ-4034), com variagdes inferiores a 5%. As solugdes aquosas foram colocadas em
recipientes de vidro retangulares (Pyrex®) e irradiadas de forma a garantir uma penetracdo adequada
e uniforme do feixe de elétrons. Foi utilizado um volume de amostra de 246 mL, totalizando uma
espessura maxima de 4 mm, conforme descrito anteriormente (Silva et al., 2016). Os recipientes
passaram duas vezes sob o feixe de elétrons em uma esteira automatizada a 6,72 m/min. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata.

O monitoramento do efeito da irradiagdo por feixe de elétrons na degradacao individual dos
farmacos foi realizado por espectrometria UV-Vis. A leitura de absorbancia foi realizada na faixa
de comprimento de onda de 200 a 800 nm em espectrofotometro UV-Vis 1800 (Shimadzu®) e
software UV-Prove Vers v2.7.

Os ensaios de toxicidade para efeito agudo com a bactéria bioluminescente Vibrio fischeri
seguiram as recomendacgdes da normativa ABNT NBR 15411/2021. Os testes consistiram na
exposicao da bactéria por 15 minutos a uma série de diluigdes, verificando a inibi¢do da emissao da
bioluminescéncia. Foram utilizadas bactérias liofilizadas, adquiridas do mercado nacional, da marca
Biolux®. O equipamento empregado foi o analisador de fotoluminescéncia Microbics® (M500
Toxicity Analyzer). Os resultados dos ensaios foram baseados no valor do efeito gama (relagdo entre
a luz perdida e a luz remanescente) para uma determinada concentracdo da amostra.

Os ensaios de toxicidade com Daphnia similis foram realizados conforme a norma ABNT
NBR 12713/2016. Os testes foram do tipo estatico e consistiram na exposi¢do de neonatos (idade
entre 6 a 24h) por um periodo de 48h e protegidos da luz. Para as amostras ap0s irradiagao, utilizou-
se a concentracao inicial de 10 mg/L, a qual foi considerada 100% e utilizando-se, no minimo, cinco
dilui¢des por amostra tratada. Todos os testes foram acompanhados de um controle, que consistiu
em um grupo de organismos expostos em agua de cultivo nas mesmas condi¢des do ensaio. Apds

48h, foi registrado o nimero de organismos imoveis.
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Os resultados de toxicidade com V. fischeri e com D. similis para AAS, CIP e MET foram
expressos em fator de toxicidade (FT). O valor de FT foi expresso pelo valor do fator de dilui¢cao
correspondente a maior concentracdo da amostra na qual ndo se observa efeito superior a 20 %
(inibigdo para V. fischeri) ou 10% (imobilidade para D. similis). Para FXT, os resultados foram
expressos em CE50 (Concentragdo Efetiva Mediana). Para a bactéria, os valores foram obtidos a
partir de uma andlise de regressdo linear com base na perda da bioluminescéncia da bactéria,
enquanto para D. similis, os valores de CE50 foram obtidos pelo método Trimmed Spearman Karber
com auxilio de programa computacional (Hamilton et al, 1977).

Os ensaios de toxicidade com Saccharomyces cerevisiae foram realizados de acordo com a
metodologia adaptada descrita por Dolezalova e Rumlova (2014), que se baseia no monitoramento
das alteragdes da condutividade especifica de suspensdes de devido a inibi¢ao da fermentacao das
leveduras em condi¢des toxicas. Para os ensaios foram utilizados o teste-F e o teste-t, com nivel de
confianga de 0,05, sendo constatado que uma diminui¢cdo de cerca de 10% da condutividade
especifica média corrigida ¢ estatisticamente significativa e representa a menor concentracao
confidvel detectada do agente toxico por este ensaio. Os resultados das amostras foram descritos

como toXicos ou ndo-toxicos a partir das analises.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As alteragdes obtidas nos espectros UV-Vis foram observados apos irradiagdo a 2,5 kGy
(Figura 1). Para o AAS, foi possivel observar a banda caracteristica de excita¢do n-n* aromatica do
AAS em 297 nm nas amostras nao-tratadas (Figura 1A). Porém a intensidade desta banda nao teve
alteracdo apo0s a irradiagdo. Para a FXT, CIP e MET foi possivel verificar a banda caracteristica em
torno de 230 nm (FXT), em 270, 322 e 334 nm (CIP), e em 233 nm (MET) nas amostras nao-
irradiadas. Apds o processamento por irradiagdao com feixe de elétrons, foi verificado o decaimento
da absorbancia em todos os comprimentos de onda caracteristica destes farmacos (Figura 1B-1D),
indicando assim, que o processo foi eficiente para a degradacdo mesmo em doses baixas (2,5 kGy).
Além disso, para a MET, foi possivel observar que apds o tratamento, o aumento da absorbancia em
207 e 258 nm, indicando a formagdo de subprodutos intermedidrios (Figura 1D). A absor¢cdo em
258 nm pode estar correlacionada com a formacao de 4,2,1-AIMT (4-amino-2-imino-1-metil-1,2-
di-hidro-1,3,5-triazina) (Collin et al. (2004), visto que este composto absorve neste comprimento
particular e este ¢ um comprimento de onda caracteristico de compostos aromaticos (Carbuloni et

al., 2020; Khouri et al. 2004).
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Figura 1. Espectro UV-vis das amostras ndo tratada e de amostras irradiadas a 2,5 kGy do (A) acido acetilsalicilico, (B)
fluoxetina (C) ciprofloxacino ¢ (D) metformina. Os resultados referem-se a concentragdo inicial de 10 mg/L
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A irradiacdo por feixe de elétrons baseia-se na radidlise da dgua, envolvendo, assim, a
producdo de espécies de radicais altamente reativas, tais como radicais hidroxilas (*OH), elétron
aquoso (eqq) € 0s atomos de hidrogénio (He), que sdo capazes de interagir e promover a degradagao,
a oxidacdo, a redugdo ou dissociacao de diversos poluentes organicos (Capodaglio, 2017). Estudos
anteriores demonstram que a irradiacdo por feixe de elétrons foi eficiente na degradagdo destes
farmacos mesmo com doses de 1,0 kGy, apresentando remocao superior a 90% (Tominaga et al.,
2023). Ademais, por meio do controle da dose, a degradacdo de contaminantes organicos pode ser
controlada a fim de obter uma decomposi¢ao parcial ou completa (Capodaglio, 2017). Por meio da
literatura, baixa mineralizagdo tem sido reportada para estes farmacos (Boiani et al., 2022),
indicando que o processo de irradiacdo leva a formagao de diversos subprodutos intermediarios.

Os resultados de toxicidade indicaram que os efeitos variaram conforme o organismo e o
farmaco estudado. A tabela 1 demonstra os resultados de toxicidade obtidos antes e apods o
tratamento para D. similis, V. fischeri e S. cerevisiae.

Para o AAS, foi observado aumento da toxicidade para os trés organismos (Tabela 1). Os
ensaios com V. fischeri demonstraram aumento do Fator de Toxicidade de 2 para 4, enquanto para
D. similis o aumento foi de 1 para 2. Para as leveduras, as amostras também apresentaram aumento
de toxicidade (ndo toxico para toxico), indicando, assim, a formagao de subprodutos mais toxicos.

Em contrapartida, para a FXT foi possivel observar que houve redugdo da toxicidade apos o

tratamento para dois organismos (Tabela 1). Para a bactéria houve reducao de aproximadamente
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60% da toxicidade, enquanto para o microcrusticeo foi de aproximadamente 10%. Para a levedura
ndo houve toxicidade tanto antes quanto apds o tratamento.

Para a CIP, foi observado aumento da toxicidade para dois organismos (Tabela 1). Os
ensaios com V. fischeri demonstraram aumento do Fator de Toxicidade de 2 para 4, enquanto para
D. similis o aumento foi de 1 para 2. Em contrapartida, para as leveduras, os resultados indicaram
que as amostras nao-tratadas apresentaram toxicidade para a levedura, ao passo que as amostras
irradiadas ndo apresentaram toxicidade (toxico para nao toxico).

Para a MET, os resultados indicaram aumento de toxicidade apds o tratamento apenas para
D. similis (Tabela 1). Houve um aumento do fator de toxicidade de 2 para 4. Para V. fischeri e S.

cerevisiae nao houve toxicidade antes e apds o tratamento.

Tabela 1. Toxicidade com V. fischeri, D. similis ¢ S. cerevisiae para amostras individuais ndo tratada e irradiadas em
2,5 kGy de AAS, FXT, CIP e MET. Os resultados referem-se a concentragfo inicial das solugdes em 10 mg/L
Amostra ndo

Amostra irradiada

Féarmaco Organismo-teste Parametro tratada
0 kGy) (2,5 kGy)
. Fator de
V. fischeri Toxicidade ! 2
AAS e Fator de
D. similis Toxicidade 2 4
S. cerevisiae Toxicidade Nao Toxico Toxico
V. fischeri EC50 (%) 14,5 35,0
FXT D. similis EC50 (%) 26,7 30,6
S. cerevisiae Toxicidade Nio Toxico Nao Toxico
. Fator de
V. fischeri Toxicidade ! 2
CIP . Fator de
D. similis Toxicidade 2 4
S. cerevisiae Toxicidade Toxico Nao Toxico
. Fator de
V. fischeri Toxicidade ! !
MET o Fator de
D. similis Toxicidade 2 4
S. cerevisiae. Toxicidade Nio Toxico Nao Toxico

De acordo com Szab6 et al. (2014), o aumento da toxicidade pode estar relacionado com a
formacao de perdxido de hidrogénio apds a irradiagdao. O perdxido de hidrogénio representa um
parametro negativo para ensaios biologicos (Borrely et al. 2004), uma vez que a grande maioria dos
organismos aquaticos sao altamente sensiveis a este composto.

A figura 2 demonstra os resultados de toxicidade das amostras irradiadas tratadas com
catalase (remocao do perdxido de hidrogénio) para D. similis. Para o AAS, foi possivel verificar que
mesmo apds o tratamento, os subprodutos gerados foram mais toxicos que o composto original.
Houve um aumento da toxicidade das amostras brutas para as irradiadas tratadas com catalase com

aumento imobilidade de ~30% para valores ~50%. Em contrapartida, os resultados com MET e CIP
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indicaram redug¢do de toxicidade das amostras irradiadas tratadas com catalase (imobilidade inferior
a 25%) comparadas as amostras brutas (imobilidade de 85% para MET e aproximadamente 50%

para CIP), indicando baixa toxicidade residual dos subprodutos gerados.

Figura 2. Toxicidade das amostras de AAS, MET e CIP irradiadas e das amostras irradiadas tratadas com catalase para
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4 CONCLUSAO

A irradiagdo por feixe de elétrons demonstrou ser uma tecnologia alternativa eficiente para
a degradacdo de farmacos de diferentes classes, mesmo em baixas doses. No entanto, os resultados
ressaltam a importancia de avaliar os efeitos bioldgicos pds-tratamento, utilizando organismos de
distintos niveis troficos, com o objetivo de mitigar impactos a biota. Observou-se aumento de
toxicidade nas amostras de aspirina, ciprofloxacina e metformina apds a irradiagdo, sendo o
microcrustaceo Daphnia similis particularmente sensivel aos subprodutos gerados. Além disso, a
formacdo de compostos resultantes da radidlise, como o perdxido de hidrogénio, pode contribuir
para esse aumento de toxicidade. Esses resultados, somados aos dados disponiveis na literatura,
evidenciam a necessidade de estudos mais aprofundados sobre a toxicidade dos subprodutos
formados, com vistas a aplicagdo segura e sustentavel de tecnologias alternativas como o EBI, assim

como para outras tecnologias de tratamento de dguas.
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