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ADSORCAO DO PARACETAMOL EM CARVAO ATIVADO: REGRESSAO DA
CITOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE NO SISTEMA Allium cepa

Luciana Rodrigues Lessa!, Fernanda de Melo Regazio Cariello?

RESUMO

Alguns farmacos sdo micropoluentes organicos e contribuem significativamente para a contaminagao ambiental,
acarretando, em alguns casos, at¢ mesmo em danos a saude. Estas substincias sdo, cada vez mais, encontradas
nos efluentes, tanto industrial quanto doméstico. As estagcdes de tratamento de aguas residudrias atuais ndo
possuem eficiéncia no tratamento e retencdo de moléculas farmacologicamente ativas, pois trabalham na remogao
de moléculas mais simples, o que agrava polui¢ao e contribui para a bioacumulagdo dos mesmos. Torna-se de
extrema importancia a busca por solucdes eficientes para a retencao e remocao desses micropoluentes. A técnica
de adsorg¢do por carvao ativado tem se mostrado eficiente e com resultados positivos tanto na retengdo, quanto
na oferta mercadologica, pois o mesmo pode ser obtido através do refugo de outras empresas, impactando
diretamente no baixo custo e na sustentabilidade do processo. O sistema Allium cepa ¢ amplamente utilizado na
avaliacdo da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de compostos farmacologicamente ativos, além
de ser eficiente, de baixo custo e facil execugdo. Uma solugdo de paracetamol 800mg/L foi submetida a filtros
de carvdo ativado e o filtrado foi posteriormente utilizado na realizagdo do teste onde foram observadas 20
cebolas, divididas em quatro grupos controles. Na analise de verificacdo do crescimento das raizes houve a
comprovagao da reducdo da caracteristica citotoxica das amostras que passaram pelos filtros, contudo a
diminui¢do da a¢do mutagénica ndo pode ser constatada neste estudo
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ABSTRACT

Some drugs are organic micropollutants and contribute significantly to environmental contamination, leading in
some cases to even health damage. These substances are increasingly found in effluents, both industrial and
domestic. Current wastewater treatment plants do not have efficiency in the treatment and retention of
pharmacologically active molecules, since they work in the removal of simpler molecules, which aggravates
pollution and contributes to their bioaccumulation. The search for efficient solutions for the retention and removal
of these micropollutants is of extreme importance. The activated carbon adsorption technique has proved to be
efficient and has positive results both in retention and in market supply, since it can be obtained through the
refuse of other companies, directly impacting the low cost and the sustainability of the process. The Allium cepa
system is widely used in the evaluation of cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity of pharmacologically
active compounds, in addition to being efficient, low cost and easy to perform. A solution of paracetamol
800mg/L was subjected to activated carbon filters and the filtrate was subsequently used in the test where 20
onions were observed, divided into four control groups. In the root growth analysis, the reduction of the cytotoxic
characteristic of the samples that passed through the filters was demonstrated, however, the reduction of the
mutagenic action could not be verified in this study.

Key-words: medicaments; activated carbon; effluent treatment.
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Atualmente, sabe-se que os fArmacos pertencem a classifica¢do de substancias
que sdo denominadas de micropoluentes organicos emergentes e persistentes. Estas
substancias estdo presentes no nosso cotidiano, o que eleva cada vez mais a demanda desses
residuos no meio ambiente. Apesar da polui¢cdo por residuos farmacé€uticos ser uma realidade
atual e preocupante, pouco se tem feito para o controle e remocao desses micropoluentes que
sd0 um problema para a vida aquatica, por serem de dificil remog¢ao e distirbios ao sistema
endocrino humano (MINILLO et. al., 2009; FERREIRA, 2011).

A crescente demanda do consumo de compostos farmacéuticos pela sociedade
para tratamento de patologias, e também no campo industrial, aumenta a entrada desses
residuos nos corpos d’agua através dos efluentes, podendo contaminar mananciais e até
mesmo serem encontrados na agua potavel (BORGES, 2010).

As moléculas destes compostos sao de dificil degradacio e sao
significativamente estaveis, por isso, sdo tratados como persistentes. As estagdes de
tratamento de esgoto e de 4gua nao dispdem, atualmente, de uma significativa eficiéncia na
remogao destes micropoluentes, pois as mesmas foram criadas visando a remocao de
moléculas mais simples, como da matéria organica e nutrientes que estdo rotineiramente
presentes nos efluentes e no ambiente aquatico (SILVA, 2013; IDE, 2014).

Algumas técnicas estudadas estdo apresentando resultados promissores na
remoc¢ao/degradagdo de moléculas farmacologicamente ativas, dentre elas, tecnologias
oxidativas avangadas e a técnica de adsor¢dao por carvao ativado (TAMBOSI, 2008;

FERREIRA, 2011).
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Desta forma, ¢ de extrema importancia a pesquisa de formas de remocao destes
residuos ainda na fonte, para que possa, em conjunto com as ETEs (estacdo de tratamento de
efluentes) e ETARs (estagdo de tratamento de dguas residudrias), obter maior eficiéncia de
remog¢ao. Contribuindo, desta forma, tanto para o meio ambiente quanto para a saude do
homem (SILVA, 2013).

Sendo o carvao ativado um grande adsorvente desde os tempos remotos, sua
aplicagdo na remog¢ao de moléculas de fArmacos tem sido testada e comprovada no processo
de adsor¢do com resultados positivos. Caracterizado pela capacidade adsortiva, os poros
presentes no carvao auxiliam na retencao das moléculas organicas persistentes presentes nos
farmacos (BORGES, 2010; FERREIRA, 2011).

Além da comprovada eficiéncia, o carvao ativado apresenta baixo custo, uma
vez que pode ser obtido de maneira facil e sustentavel, pois residuos solidos que seriam
descartados em diversas industrias podem ser empregados na fabricacdo do mesmo, o qué
incentiva e viabiliza a utilizacdo do método (SILV A, 2013).

Portanto, faz-se necessario avaliar a remogdo de determinados medicamentos
que estdo presentes no dia a dia da populagdo como ¢ o caso do paracetamol, um analgésico
amplamente utilizado no Brasil e no mundo. Essa avaliagdo muitas vezes ¢ de dificil
mensuragdo, uma vez que esses contaminantes ambientais sdo imperceptiveis a olho nu e
dificeis de serem detectados no organismo humano (PERON et. al., 2009).

O sistema Allium cepa ¢ uma metodologia eficiente de detecgdo das alteragdes
mutagénicas, genotoxicas e citotoxicas de células afetadas por substancias prejudiciais ao
organismo. A espécie Allium cepa possui caracteristicas importantes que a torna sensivel a
essas variagdes, como ¢ o caso do rapido crescimento de suas raizes, possibilitando uma
quantidade substancial de células em divisdo. Suas condi¢des de cultivo sao simples e eficazes,
podendo ser encontradas a qualquer €poca e estacdo do ano (VENTURA, 2008; PERON et.
al., 2009).

O paracetamol possui atividade citotoxica e mutagénica nas células
meristematicas das raizes de Allium cepa, sendo um importante indicador utilizado para
analise. O sistema filtrante ¢ feito por meio de filtros de carvao ativado por onde passa uma
solucdo de paracetamol. As cebolas organicas de tamanho uniforme sdo utilizadas na
avaliacdo da supressdo da ac¢do citotoxica e mutagénica do paracetamol. Através deste sistema,
pode-se verificar o grau de retengdo dessas particulas e atestar sua eficiéncia, utilizando o

sistema Allium cepa, de uma forma fécil e pouco dispendiosa (STURBELLE et. al., 2010).
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Pelas inimeras vantagens de utilizacao do sistema Allium cepa, confiabilidade
e resultados positivos frente a comparacdes com outras metodologias mais avangadas, o
mesmo ¢ validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, WHO) e pelo
Programa Ambiental das Nagdes Unidas (UNEP), sendo considerado como um método de
elevada eficiéncia no monitoramento genotoxico de compostos quimicos (FACHINETTO et.
al., 2007).

Esse trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade de reteng@o do paracetamol
em filtros de carvao ativados, utilizando o sistema Allium cepa para atestar a redugdo da
atividade citotdxica, mutagénica e antiproliferativa em células meristematicas de suas raizes,

ocasionadas pela exposi¢ao ao paracetamol.

METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratéorio de Farmacognosia da
Universidade Estacio de Sa de Nova Friburgo- RJ. Foi realizada inicialmente a compra das
cebolas organicas na CEASA da cidade, buscando maior qualidade e uniformidade no
tamanho destas. As mesmas passaram por um corte prévio das raizes, objetivando a melhor
visualizac¢ao do crescimento dos bulbos apos o contato com as solugdes e dispostas em copos
plésticos de 50 ml, contendo 4gua recém-destilada a temperatura ambiente. O contato ocorreu
por no minimo 24h para verificagdo da viabilidade do crescimento das raizes, segundo
adaptacdo de Meneguetti et al. (2014).

A partir das 20 cebolas, que apresentaram crescimento favoravel foram

identificadas para que pudessem ser colocadas em contato com a solucao de paracetamol.

Tabela 1: Tabela de Identificacdo das Cebolas

Sigla Identificacao Quantidade
P Controle Positivo 5 cebolas
B Branco 5 cebolas

PA1 Amostra Paracetamol 1 5 cebolas

PA2 Amostra Paracetamol 2 5 cebolas

Para a solugdo, foi utilizado o paracetamol da marca Prati-donaduzzi
200mg/ml, medicamento genérico, lote: 17CO2H, fabricagdo: 03/2017 e validade: 03/2019,
preparados 2 litros da solucao na concentracao de 800mg/L e armazenadas em vidro ambar.

O sistema de filtros montados foi calibrado com vazao de aproximadamente

0,25ml/min. As colunas utilizadas foram produzidas com seringas de 10 ml, preenchidas com
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3cm de carvao ativado em trés dos quatro filtros, sendo que o controle positivo ndo possuia
carvao ativado na coluna de filtragdo, sendo esses procedimentos adaptados de Borges (2010).
As espécies de Allium cepa ficaram em contato com a dgua destilada no controle negativo (N),
com a solugdo de paracetamol a 800mg/L no controle positivo (P) e com a solugdo exposta
ao carvao ativado nas amostras 1 (PAl) e 2 (PA2). A concentragdo de 800mg/L de
paracetamol, descrita como mutagénica por Sturbelle et al. (2010), ndo foi submetida a coluna
de carvao ativado. As raizes ficaram submersas em contato por 72 horas para a germinagao.
Apos este tempo, foram escolhidas de cada bulbo trés raizes que tivessem um tamanho minimo
entre 0,1cm e 2,5 cm para retirada e fixacao na solugao de carnoy (3 etanol: 1 acido acético).
Este processo foi feito com todas as 20 cebolas e acondicionadas refrigeradas em tubos de
ensaio por no minimo 24 horas (FACHINETTO et. al., 2007).

No processo de confeccdo das laminas, as raizes passaram pela fase de
reidratacdo com agua destilada e cada uma foi hidrolisada em solu¢ao de HCl a 5N. Lavadas
novamente com agua destilada e fixadas com orceina a 2%, utilizando calor direto.
Posteriormente, as raizes foram dispostas nas laminas devidamente identificadas e esmagadas
com a laminula. Este processo foi repetido para a confec¢do das 20 laminas (PORTIS et. al.,
2016).

Para a anélise dos dados obtidos ocorreu a leitura das laminas em microscopio
optico na objetiva de 40X. Foram avaliadas aproximadamente 150 células por cebola,
totalizando 3.000 células, onde foram avaliadas diferenciando-as entre interfase e ndo
interfase (células em divisdao) para determinagdo do indice mitético.

Para determinar o indice mitotico (IM%) e verificar a citotoxicidade,
mutagenicidade e a capacidade antiproliferativa do filtrado, as células em nao interfase foram
divididas pelo total de células e multiplicadas por 100 (PERON, 2009). Com os resultados
encontrados foram calculados a média, o desvio padrdao e a variancia de cada grupo para
compara-los estatisticamente por meio do teste F e do teste t- Student (CANTO et al., 2013).

O crescimento das raizes foi utilizado para a para anélise da citotoxicidade. Os
resultados encontrados foram submetidos a andlise estatistica. Tamanhos de raizes muito
discrepantes foram analisados e descartados, foi usado teste F para comparacao de variancias
e o teste T- Student ndo pareado para comparacao das médias do crescimento de raizes de duas
amostras, com um indice de significancia de 95% (o= 0,05) (CANTO et al., 2013). Para analise

estatistica foi utilizado o Microsoft Excel do pacote Office 2010.
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RESULTADOS
Na anélise microscopica, foram avaliados os nucleos, diferenciando-os em
interfase e nao interfase (divisao celular) e calculado o indice mitotico. Os indices mitoticos e

a analise estatistica estdo representados na Tabela 2.

Tabela 2: Determinacao da média, desvio padrao, erro padrdo e variancia a partir do indice
mitotico das células.

Branco IM%  Positivo IM% Amostral IM% Amostra 2 IM%
B1 11,73 P1 26,72 All 52,10 A21 30,87
B2 10,19 P2 45,30 Al12 36,54 A22 34,91
B3 27,78 P3 35,48 Al3 38,10 A23 27,74
B4 32,0 P4 23,62 Al4 33,01 A24 40,00
B5 22,4 P5 38,74 Al5 50,39 A25 30,71

Média 20,819 Meédia 33,975 Média 42,028 Média 32,846
Desvio 9,638 Desvio 8,846 Desvio 8,637 Desvio 4,742
Erro 4,310 Erro 3,956 Erro 3,863 Erro 2,121
Variancia 92,883 Variancia 78,252 Variancia 74,595 Variancia 22484

O teste F aplicado aos resultados demonstrou que entre os pares analisados as
variancias foram estaticamente equivalentes. Os resultados relativos a aplicagdo do teste t
levaram a classificacdo dos pares em dois grupos, estatisticamente equivalentes ou
estatisticamente diferentes, levando em relagdo ao Indice Mitdtico. Estes resultados estdo

descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Resultados do teste T-Student no indice mitoético.
Branco x Branco x Branco x Positivo x Positivo x
Positivo Amostra 1 Amostra 2 Amostra 1 Amostra 2

Estatisticamente Estatisticamente Estatisticamente Estatisticamente Estatisticamente
Diferentes Diferentes Diferentes Equivalentes Equivalentes

O tamanho das raizes foi medido para andlise da citotoxicidade da solugdo os
valores. Entretanto, valores muito discrepantes foram encontrados e, apds uma analise de
descarte de “outlines”, restaram trés resultados de cada grupo. A partir das médias do tamanho
das raizes de cada cebola, foi aplicado o teste F para comparagao das variancias que puderam
ser tratadas como estatisticamente semelhantes. Os resultados e a analise estatistica dos dados

estdo representados nas tabelas abaixo.
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Tabela 4: Medicado das raizes e valores da média, desvio padrdo, erro padrao e variancia.

Branco Médias Positivo Médias Amostral Médias Amostra2  MéEdias
B1 0,7 P1 0,5 All 0,8 A21 0,8
B2 1,0 P2 0,5 Al2 0,7 A22 0,7
B3 0,8 P3 0,7 Al3 0,7 A23 0,6
Média 0,833 Média 0,567 Média 0,733 Média 0,700
Desvio 0,153 Desvio 0,115 Desvio 0,058 Desvio 0,100
Erro 0,088 Erro 0,066 Erro 0.033 Erro 0,057

Variancia 0,023 Variancia 0,013 Variancia 0,003 Variancia 0,010

Tabela 5: Resultados do teste T-Student aplicado ao tamanho das Raizes.
Branco x Branco x Branco x Positivo x Positivo x
Positivo Amostra 1 Amostra 2 Amostra 1 Amostra 2

Estatisticamente Estatisticamente Estatisticamente Estatisticamente Estatisticamente
Diferentes Iguais Iguais Diferentes Diferentes

A analise macroscopica das solugdes controles e aparéncia das raizes, apos 24
horas de exposi¢do, estdo descritas na Figura 1. A Figural A demonstra as raizes da cebola
apos a exposicao a agua deionizada (Branco), a Figura 1B e 1C apresenta a aparéncia raizes
das cebolas submetidas a solugdo de paracetamol apds a passagem pela coluna de carvao
ativado. A Figura 1C demonstra a raiz da cebola exposta a solu¢do de paracetamol 800 mg/L

(Positivo) sem a passagem pelo filtro de carvao ativado.

Figura 1: Coloragdo das solug¢des controles

As raizes das cebolas expostas as solu¢des que passaram pela coluna de carvao
ativado (Figura 1B e 1C) apresentam pouca alteragdo em seus formatos, tamanhos,
consisténcia e coloragdo. Contudo as raizes expostas a solu¢ao de paracetamol 800 mg/L que
ndo foram submetidas ao carvao ativado (Figura 1D), apresentam alteragdes acentuadas nestes

aspectos.
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A Figura 1E retrata a diferenca de coloragdo das solugdes as quais as cebolas
foram expostas apds 24 horas, da esquerda para direita observa-se o Branco, o Positivo,

solu¢do da Amostra 1 e a solu¢do da Amostra 2.

DISCUSSAO

A diminuicdo da caracteristica citotoxica da solucdo de paracetamol, apos a
passagem pelos filtros de carvao ativado, fica constatada através da andlise estatistica
demonstradas na Tabela 5, uma vez que os resultados assemelham-se ao Branco e diferem
estatisticamente do controle positivo. Tal fato se deve a adsor¢ao de paracetamol em carvao
ativado que foi comprovada por Erba et al. (2012) e também por Santos et al. (2017).

O efeito antiproliferativo e mutagénico do paracetamol sobre as raizes da
cebola ndo foi diminuido segundo os resultados dos testes estatisticos apresentados na Tabela
3. Rego et al. (2015) constataram o aumento do indice mitdtico de das raizes da cebola com a
diminui¢do das concentragdes de paracetamol. Eles tiveram como resultado, expressos em
média £ erro padrdo, um indice mitdtico de 41,17 & 4,05, para concentragcdo de paracetamol
125 pg/mL (125 mg/L) com tamanho de raizes 1,04 = 0,05 cm para essa concentracao. Na
concentragao de 250 pg/mL (250 mg/L), o indice mitdtico encontrado foi de 27,60 + 2,17 e o
tamanho das raizes 0,88 + 0,05 cm, enquanto na concentragdo de 500 pg/mL (500 mg/L) o
indice mitdtico encontrado foi de 21,42 + 0,77 e as raizes mediram 0,44 + 0,03 cm.
Comparando-se os resultados obtidos no presente estudo, demonstrados na Tabela 2 ¢ na
Tabela 4, com aqueles observados por Rego et al. (2015), pode-se supor que a concentracao
de paracetamol, apés a filtragem, ¢ diminuida de 800 mg/L para um valor entre 125 mg/L e
250 mg/L, levando a constatagdo de que parte do paracetamol foi adsorvida por carvao
ativado.

Outra constatagdo importante advém da andlise da coloragdo das solugdes
controles e aspectos das raizes demonstrados na Figura 1. A analise macroscdpica demonstra
diferenca na coloragao das solucdes controles e na aparéncia das raizes o que comprovando a
eficiéncia do processo de retengao das moléculas de paracetamol pelo carvao ativado descrito
por Borges (2010). Para Arraes & Longhin (2012), no sistema Allium cepa, também devem
ser avaliados pardmetros macroscopicos como alteragdo na cor das solugdes usadas no teste,
e no aspecto das raizes como formato, cor, tamanho e deformidade da raiz na andlise. As
raizes das cebolas expostas ao filtrado (Figura 1B e 1C) apresentam formato, cor, consisténcia
e tamanho semelhantes aqueles observados nas raizes submetidas a 4gua destilada (Figura 1A)
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diferenciando-se muito das as raizes expostas a solugcdo de paracetamol 800 mg/L nao
submetida a passagem pela coluna de carvao ativado (Figura 1D), evidenciando a retengdo de
parte das moléculas de paracetamol e, consequentemente, a diminui¢ao de sua atividade sobre
as raizes da cebola.

A coloragdo presente nas solucdes as quais as raizes da cebola foram expostas
por 24 horas, apresentada na Figura 1E, mostraram-se mais claras que o Positivo e mais
escuras do que o Branco (Figura 1E), confirmando a diminui¢do dos efeitos do paracetamol

sobre as raizes de Allium cepa e sua adsor¢do no carvao ativado.

CONCLUSAO

Pela crescente demanda da utilizagdo de farmacos pela sociedade, fica
comprovada uma especial atengdo tem que ser dada no que se refere a destinagao final destes
compostos devido a complexidade de degradacao dessas moléculas e a dificuldade de retencao
das mesmas pelas estacdes de tratamento de agua e esgoto. O processo de adsor¢do por carvao
ativado se mostra como uma boa op¢ao para o tratamento de micropoluentes como o
paracetamol, pois possui consideraveis taxas de retencdo das moléculas, evidenciadas pela
analise macroscopica e microscopica no sistema Allium cepa. Com a andlise dos dados fica
evidenciada a diminuicdo da citotoxicidade das células meristematicas nas raizes da cebola
devido a adsorcao de parte do paracetamol no carvao ativado. A mutagenicidade e do efeito
antiproliferativo devem ser reavaliados. A retengdo do paracetamol onde o mesmo ¢ gerado
contribui para a diminuicdo dos niveis destes compostos dispostos na no ambiente e a
contaminagdo ambiental por esse poluente. Estudos semelhantes utilizando outros
adsorventes e outros fArmacos devem ser realizados buscando o aumento da sua eficiéncia da

retencdo de compostos farmacéuticos.
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