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RESUMO

Compostos farmacéuticos ativos (PhACs) sao considerados contaminantes emergentes, para os
quais ainda sdo necessarias regulamentagdes e uma maior compreensao de seus efeitos no meio
ambiente. Devido ao uso excessivo, grande produgdo e emissdo continua, sdo recorrentes os
relatos desses contaminantes em ambientes aquaticos. Este estudo teve como objetivo
investigar os impactos ecotoxicologicos e citogenotoxicos da exposi¢do a misturas de trés
farmacos amplamente consumidos: metformina, valsartana e atenolol. Para determinar as
concentragdes dos farmacos investigados, utilizamos o banco de dados PHARMS-UBA (2024),
que compila registros globais da presenca de PhACs no ambiente. Os tratamentos foram
preparados com as misturas das maiores concentragdes dos farmacos, seguidas por diluigcdes
subsequentes, até alcangarmos as menores concentragdes registradas (PHARMS-UBA, 2024).
No total, foram obtidos 16 tratamentos. As andlises de ciclo celular, conduzidas por meio do
crescimento radicular em Lactuca sativa e citometria de fluxo em modelos vegetais (L. sativa
e Allium cepa), revelaram um padrao bifasico de resposta, tipico da hormese. Os tratamentos
TS5, T6 e T7 estimularam a divisdo celular, evidenciada pelo aumento do crescimento radicular
em Lactuca sativa e pelo aumento do percentual de nicleos em G2/M observado na citometria
de fluxo em L. sativa e Allium cepa. Em contraste, os tratamentos mais concentrados (T14, T15
e T16) inibiram o crescimento radicular de L. sativa em cerca de 30%. J4 pela citometria, a
partir do tratamento T12 (T12-T16) foram observados efeitos inibitorios, com alteracdes
significativas em fases do ciclo celular, como a reducdo das populagdes em Gl e G2/M.
Adicionalmente, observou-se alteragdes nos marcadores associados a indu¢do de efeitos
adversos e morte celular, como aumento no percentual de sub-G1, reducao do tamanho (FSC)
e da complexidade nuclear (SSC). Além dos ensaios realizados com Lactuca sativa, a
ecotoxicidade foi também avaliada por meio do teste agudo de imobilizagdo com Daphnia
magna. Nesse ensaio, o T11 foi identificado como correspondente a CEso, imobilizando 50%
dos organismos, nas concentracdes de 31,26 pg/L (metformina), 11,57 pg/L (valsartana) e
36,84 pg/L (atenolol). J&4 os tratamentos mais concentrados (T15 e T16) resultaram em
imobilizacao total dos organismos. A citogenotoxicidade foi ainda avaliada em Allium cepa por
meio de andlise citogenética, ensaio cometa, eletroforese de DNA e TUNEL. A analise
citogenética revelou reducdo progressiva no indice mitdtico a medida que aumentavam as
concentragdes dos farmacos. As alteracdes cromossOmicas identificadas apresentaram um
perfil majoritariamente aneugénico, relacionado a disfun¢des no fuso mitdtico. Esse padrao foi

corroborado pelo ensaio cometa, que nao indicou danos significativos para os tratamentos



avaliados, sugerindo a auséncia de quebras no DNA. Nos tratamentos mais concentrados (T14
a T16), a citometria de fluxo e andlise citogenética apontaram marcadores consistentes com a
inducgdo de morte celular. Esse efeito foi confirmado pela eletroforese de DNA, que revelou um
padrao tipico de DNA laddering, caracteristico de morte celular programada, bem como pela
marcagao positiva no ensaio TUNEL. Desse modo, a exposi¢ao a mistura de PhACs pode afetar
diferentes organismos nao-alvo, causando danos eco-cito-genotoxicos, evidenciando o risco

relacionado a presenga destes contaminantes nos ambientes.

Palavras-chave: PhACs; contaminantes emergentes; danos ao DNA; risco ecotoxicologico;

citogenotoxicidade.



ABSTRACT

Pharmaceutical active compounds (PhACs) are currently classified as emerging contaminants,
for which regulatory frameworks and a better understanding of their environmental impacts are
still lacking. Due to their widespread use, high production, and continuous emission, these
substances are frequently reported in aquatic environments. This study aimed to investigate the
ecotoxicological and cytogenotoxic effects of exposure to mixtures of three widely used
pharmaceuticals: metformin, valsartan, and atenolol. The concentrations applied were selected
based on the PHARMS-UBA (2024) database, which compiles global records of PhAC
occurrence in the environment. Treatments were prepared using the highest concentrations
reported worldwide, followed by successive dilutions down to the lowest detected levels,
resulting in 16 treatment groups. Cell cycle analyses were conducted through root growth
assessment in Lactuca sativa and flow cytometry in both L. sativa and Allium cepa, revealing
a biphasic response pattern consistent with hormesis. Treatments TS, T6, and T7 stimulated cell
division, evidenced by enhanced root growth in L. sativa and increased percentages of nuclei
in G2/M phase observed via flow cytometry in both plant models. In contrast, higher
concentration treatments (T14, T15, and T16) inhibited root growth in L. sativa by
approximately 30%. From treatment T12 onwards (T12-T16), flow cytometry revealed
inhibitory effects, with significant alterations in cell cycle phases, particularly reduced
proportions of cells in G1 and G2/M. Additionally, changes were observed in markers
associated with adverse effects and cell death, such as increased sub-G1 population and
decreased cell size (FSC) and nuclear complexity (SSC). Beyond the plant assays, ecotoxicity
was also assessed through the acute immobilization test with Daphnia magna. In this assay,
treatment T11 corresponded to the ECso, immobilizing 50% of the organisms at concentrations
of 31.26 pg/L (metformin), 11.57 pg/L (valsartan), and 36.84 pg/L (atenolol). The most
concentrated treatments (T15 and T16) resulted in complete immobilization, indicating high
toxicity of the mixtures at elevated doses. Cytogenotoxicity was further evaluated in 4. cepa
using cytogenetic analysis, comet assay, DNA electrophoresis, and the TUNEL assay. The
cytogenetic analysis revealed a progressive decrease in mitotic index with increasing
concentrations, highlighting the cytotoxic potential of the mixtures. Chromosomal alterations
were predominantly aneugenic, suggesting mitotic spindle dysfunction. This pattern was
supported by the comet assay, which showed no significant DNA strand breaks, indicating the
absence of clastogenic damage. In the most concentrated treatments (T14 to T16), both flow

cytometry and cytogenetic data indicated markers consistent with cell death, confirmed by the



appearance of DNA laddering in electrophoresis and positive labeling in the TUNEL assay.
These findings demonstrate that exposure to PhAC mixtures can adversely affect non-target
organisms, causing eco-cyto-genotoxic damage and highlighting the environmental risks

associated with the presence of these contaminants.

Keywords: PhACs; emerging contaminants; DNA damage; ecotoxicological risk;

cytogenotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, uma ampla variedade de substancias sintéticas e naturais tem sido
continuamente liberadas no ambiente, intensificando a problemaética global relacionada a
contaminagdo dos recursos hidricos. Dentre esses compostos, destacam-se os chamados
contaminantes emergentes (ECs, do inglés “Emerging Contaminants”). Os ECs constituem um
grupo de substincias quimicas, naturais ou sintéticas, recentemente reconhecidos e por essa
razdo, ainda s3o pouco estudados, monitorados e regulamentados (Hou et al., 2024; Naidu et
al., 2016; Sultan; Anik; Rahman, 2024; Taheran et al., 2018).

Os contaminantes emergentes t€ém despertado crescente interesse da comunidade
cientifica em virtude do seu potencial em causar impactos negativos a integridade dos
ecossistemas e a saude humana (Chowdhury; Mandal; Mondal, 2020; Kasonga et al., 2021;
Koch et al., 2021; Lu et al., 2024; Xu et al., 2015; Yao et al., 2024). Evidéncias recentes
demonstram que tais compostos podem provocar efeitos biologicos relevantes mesmo quando
presentes em concentragdes extremamente baixas (da ordem de pg/L a ng/L) (Afsa et al., 2020;
Prichard; Granek, 2016). Grande parte dos ECs sdo considerados onipresentes, sendo
detectados em diferentes matrizes ambientais, incluindo adguas superficiais, dguas residuais,
sedimentos, solos e at¢ mesmo em agua potavel (Rodriguez-Narvaez et al., 2017; Sudarsan et
al., 2024; Wang et al., 2024). Segundo o SNIS (Sistema Nacional de Informacdes sobre
Saneamento) (2022), 81,6% do esgoto coletado no Brasil ¢ tratado. No entanto, considerando
todo o esgoto gerado (incluindo o ndo coletado), apenas 52,2% recebem tratamento. Esse dado
evidencia que uma parcela significativa das aguas residuais produzidas no pais ainda ¢ lancada
no meio ambiente sem qualquer tipo de tratamento, contribuindo para a continua liberacdo de
poluentes nos corpos hidricos. Além disso, mesmo quando tratadas, os métodos convencionais
empregados nas ETEs (Estacdo de Tratamento de Esgoto) ndo sdo plenamente eficazes na
remo¢dao de determinados poluentes ja regulamentados, e tampouco de substancias
recentemente identificadas como os contaminantes emergentes (Saidulu et al., 2021).

Os compostos farmacéuticos ativos (PhACs, do inglés “Pharmaceutical Active
Compounds ) integram a ampla categoria dos contaminantes emergentes (Neha et al., 2021).
Historicamente, a industria farmacéutica exerceu papel central na prevengdo e tratamento de

doengas, contribuindo significativamente para o avango socioecondmico € o aumento da
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expectativa de vida (Gonzalez-Gonzélez et al., 2022). No entanto, o desenvolvimento acelerado
desse setor, 0 uso excessivo e, muitas vezes, indiscriminado de medicamentos por parte da
populagdo, atrelados ao descarte inadequado e a dificuldade de remogao destes compostos em
corpos d’agua, tem resultado na liberacdo continua e no acimulo de PhACs potencialmente
perigosos nos ecossistemas aquaticos (Sonal et al., 2024).

A literatura cientifica apresenta uma ampla quantidade de estudos voltados a deteccao
e quantifica¢do de farmacos no ambiente (PHARMS-UBA database, 2025), porém, ainda sao
escassas as investigacdes que se aprofundam nos impactos ecotoxicologicos associados a
presenca desses contaminantes. Apesar da abundancia de dados analiticos, observa-se uma
caréncia de informagdes sobre os efeitos adversos desses compostos em organismos nao alvo,
bem como as possiveis implicagdes ecossistémicas decorrentes dessa exposicao.

Quadra et al. (2021) investigaram a presenc¢a de micropoluentes no Rio Paraibuna, em
Juiz de Fora — MG, detectando nove substancias em concentragdes entre 11 e 4471 ng/L. Entre
as maiores concentracOes relatadas, destacaram-se trés farmacos: metformina, valsartana e
atenolol, que foram selecionados para investiga¢ao no presente estudo. Dessa forma, o trabalho
de Quadra et al. (2021) foi fundamental para o planejamento e execucao desta pesquisa. Além
de terem sido identificados em aguas superficiais de Juiz de Fora, esses compostos ja foram
reportados em diferentes matrizes ambientais em diversas regides do mundo (PHARMS-UBA,
2025). A valsartana e o atenolol sao amplamente utilizados no tratamento da hipertensao,
enquanto a metformina ¢ prescrita para o controle do diabetes, doengas cronicas de alta
prevaléncia global (OMS, 2023). Apesar do elevado consumo mundial, dados sistematicos de
monitoramento ambiental estes PhACs no meio ambiente ainda sdo limitados.

Esse cendrio contraria os principios estabelecidos pela Agenda 2030 para o
Desenvolvimento Sustentavel, sobretudo no que tange a preservagao dos corpos hidricos e a
protecao ambiental (ONU, 2015). A complexidade do problema se intensifica diante do fato de
que, no ambiente, os contaminantes raramente ocorrem de forma isolada. Ainda sdo poucos os
estudos que consideram a avaliacdo de misturas de micropoluentes, apesar de essa ser a forma
mais comum de exposi¢cdo na natureza (Cleuvers, 2003). A exposi¢do simultdnea a multiplos
micropoluentes pode alterar significativamente sua toxicocinética, potencializando ou
atenuando os efeitos toxicos observados em condi¢des experimentais com compostos isolados

(Karbalaei et al., 2021). Investigacdes que considerem essas interacdes tornam-se, portanto,
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fundamentais para fornecer uma visao mais realista e abrangente sobre os riscos ambientais
associados a poluentes, como os PhACs.

Diante disso, o presente estudo dialoga com os principios estabelecidos pela Agenda
2030 para o Desenvolvimento Sustentavel, composta por 17 Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel (ODS), que integram as dimensdes ambiental, social e econdmica. Contribuindo
para o cumprimento de metas como: ODS 6 (Agua limpa e saneamento), ODS 12 (Produgio e
consumo responsaveis), ODS 14 (Vida na agua) e ODS 15 (Vida terrestre). Os resultados
obtidos podem subsidiar estratégias voltadas ao aprimoramento do monitoramento ambiental,
a promocao do uso responsavel de medicamentos e a conservagao dos ecossistemas aquaticos
e terrestres. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos eco-cito-
genotdxicos de misturas de farmacos de alta recorréncia ambiental, como metformina,

valsartana e atenolol sobre organismos nao alvo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CONTAMINANTES EMERGENTES

A contaminacao dos recursos hidricos constitui um dos mais relevantes desafios
ambientais em escala global (Fuller et al., 2022). As atividades antrdpicas desempenham um
papel central nesse contexto, sendo responsaveis por grande parte dos impactos negativos,
incluindo a poluicdo e degradacdo de diversos ecossistemas (Bashir et al., 2020). Tal
contaminagdo compromete de maneira significativa a saide humana, a biodiversidade vegetal
e animal, além de desequilibrar ecossistemas aquaticos.

A agua ¢ um recurso essencial para a manutengdo da vida em todas as suas formas. No
entanto, sua disponibilidade ¢ limitada, uma vez que apenas cerca de 3% da agua presente na
superficie terrestre corresponde a agua doce (Nasrollahi; Vatanpour; Khataee, 2022). Nesse
contexto, esse recurso tem se tornado progressivamente mais valorizado em razao da crise
global de escassez hidrica, intensificada pelas mudangas climéaticas, pelo crescimento
populacional e pelo consequente aumento da contaminagdo dos corpos d'agua (Kathi; El Din
Mahmoud, 2024). Fatores que comprometem de maneira significativa a disponibilidade de agua
com qualidade adequada, afetando tanto os ecossistemas como as atividades humanas
(Kurniawan et al., 2024; Shehu et al., 2022). Dessa forma, assegurar o fornecimento de agua
potavel e segura, especialmente em paises em desenvolvimento, constitui um desafio e uma
necessidade premente (Levin et al., 2024).

Nas ultimas décadas, uma ampla quantidade de substancias, tanto sintéticas quanto
naturais, tém sido liberadas no meio ambiente, contribuindo para a contaminagdo e causando
impactos significativos nos corpos d'dgua (Noguera-Oviedo; Aga, 2016). Essas substancias,
denominadas contaminantes emergentes, distinguem-se por sua alta persisténcia, baixa taxa de
degradagdo e potencial para gerar efeitos adversos. Embora muitos desses compostos ndo sejam
recentes no mercado, sua relevancia tem aumentado nas ultimas décadas em fungdo do impacto
crescente em diferentes ecossistemas, consolidando-se como uma preocupacao ambiental
emergente (Wang et al., 2024). Historicamente, a concep¢do de Contaminantes Emergentes
remonta a Revolucdo Industrial, um periodo marcado pela introducdo em larga escala de

diversas substidncias no meio ambiente, incluindo metais pesados, compostos inorganicos,
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poluentes organicos persistentes (POPs), particulas poluentes e outros (Li et al., 2024;
Richardson; Kimura, 2017). Durante o século XX em diante, com o crescimento exponencial
da populagdo e consequente aumento da demanda, a produgao e a liberagcdo de novos produtos
quimicos sintéticos se intensificaram ainda mais (Wang et al., 2024). No entanto, embora
presentes no ambiente hd varios anos, somente no final do século XX a conscientizagao € o
entendimento sobre os ECs evoluiram de maneira significativa. Esse progresso foi
impulsionado pelos avancos nas técnicas analiticas, que permitiram a detec¢do de
concentragdes menores de novos produtos quimicos (Ramirez-Malule; Quifiones-Murillo;
Manotas-Duque, 2020). Anteriormente, o foco principal estava nos poluentes convencionais,
como os POPs e metais pesados. No entanto, esses compostos tornaram-se menos relevantes
para paises industrializados, em fun¢do da sua substitui¢ao por outras substancias e da adog¢ao
de medidas adequadas que visam reduzir significativamente as emissdes (Petrovic, 2003).

No inicio do século XXI, a percepc¢ao sobre os contaminantes emergentes (ECs) mudou
de forma significativa. Esse avango foi impulsionado pelo progresso cientifico e pelo
desenvolvimento de novas ferramentas analiticas. Entre elas, destacam-se a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS) e a cromatografia gasosa com espectrometria de massas (GC-MS). Essas técnicas
possibilitaram a detec¢do e quantificagdao precisa de contaminantes especificos em amostras
complexas, como aguas superficiais e residuais (Agliera; Bueno; Fernandez-Alba, 2013). Desse
modo, atualmente, os contaminantes emergentes sdo definidos como compostos potencialmente
perigosos que, apesar de sua persisténcia no meio ambiente, ainda ndo sdo amplamente
estudados e monitorados, carecendo de maior atencdo, quanto a sua toxicidade, e de
regulamentac¢des mais especificas, quanto a presenga no ambiente (Hou et al., 2024; Sultan;
Anik; Rahman, 2024). Este grupo inclui substancias amplamente utilizadas no dia a dia, como
medicamentos humanos e veterinarios, produtos de cuidado pessoal (PCPs), drogas de abuso,
surfactantes e seus residuos, plastificantes, aditivos industriais, nanomateriais etc. Alguns
paises desenvolvidos como Franca, Alemanha e Suica comecaram a criar estratégias para
gerenciar a poluigdo de ECs, enquanto paises em desenvolvimento continuam sem normas
regulatorias definidas (Gogoi et al., 2018; Puri; Gandhi; Kumar, 2023).

Os contaminantes emergentes sdo substancias com potencial para causar efeitos

adversos tanto aos ecossistemas como a saude humana (Naidu et al., 2016; Taheran et al., 2018).
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Estudos recentes demonstram que esses poluentes podem impactar organismos vivos mesmo
em concentracdes extremamente baixas, na ordem de pg/L a ng/L (Afsa et al., 2020; Prichard;
Granek, 2016). Em virtude desses impactos, os ECs tém atraido a atencdo da comunidade
cientifica, especialmente devido as suas propriedades toxicas, como toxicidade aquatica,
citotoxicidade, genotoxicidade, indugao de disturbios enddcrinos em organismos nao-alvo e
promocao da sele¢ao de bactérias resistentes (Chowdhury; Mandal; Mondal, 2020; Kasonga et
al., 2021; Koch et al., 2021; Lu et al., 2024; Xu et al., 2015; Yao et al., 2024). Esses compostos
sdo reconhecidos como onipresentes, sendo encontrados em diversos compartimentos
ambientais, como aguas superficiais (rios e lagos), aguas residuais — incluindo esgotos brutos e
tratados —, sedimentos, solos e até mesmo na agua potavel (Rodriguez-Narvaez et al., 2017;
Sudarsan et al., 2024; Wang et al., 2024). Além disso, sua deteccdo em matrizes ambientais ¢
particularmente desafiadora devido as baixas concentragdes em que ocorrem e a complexidade
das amostras. Embora avancgos tecnoldgicos tenham permitido identificar e quantificar muitos
desses compostos, ainda existem lacunas significativas no entendimento de seus efeitos
cumulativos e interativos, bem como na padronizagdo de métodos analiticos para seu

monitoramento (Bolong et al., 2009; Petrie et al., 2015).

2.2 COMPOSTOS FARMACEUTICOS ATIVOS

Os compostos farmacéuticos ativos (PhACs) fazem parte da ampla lista de poluentes
emergentes. Este tipo de composto, que apresenta potenciais produtos bioquimicos ativos, tem
se mostrado de grande interesse na ciéncia ambiental, uma vez que sdo continuamente liberados
em diferentes matrizes ambientais (Neha et al., 2021). No entanto, de todos os ecossistemas
potencialmente impactados, os corpos d’agua sao os compartimentos ambientais mais afetados
(Sadutto; Pico, 2020). A ocorréncia de diversas classes de PhACs, incluindo anti-inflamatorios,
analgésicos, reguladores de lipidios, antidepressivos, antiepilépticos, antimicrobianos, entre
outros, tem sido amplamente documentada em corpos d'agua ao redor do mundo (De Carvalho
et al., 2024; Hernandez-Tenorio et al., 2024; Klanovicz; Pinto, 2024; Mompelat; Le Bot;
Thomas, 2009). Exemplos de estudos disponiveis na literatura comprovam a presenga de

PhACs nestes ambientes (Quadro 1).
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Quadro 1 - Produtos farmacéuticos encontrados em corpos d'agua de diferentes localidades.

Localidade Substancia Concentl_‘ag:ao Referéncia
(ng/L™)
Metronidazol 13,512
Trimetoprima 17,202
Sulfametoxazol 7,242
Rio Sulfadiazina 0,58
Brahmaputra Sulfametazina 4,192 Hossain et al. (2018)
(Bangladesh) Sulfametizol 11,352
Eritromicina 6,462
Tilosina 16,682
Carbamazepina 8,802
Valsartana 1147 + 1428
Irbesartana 404 + 452b
O-desmetilvenlafaxina 593 + 663"
Venlafaxina 168 + 190°
Fluconazol 530 + 1345°b
Gemfibrozila 228 + 285°b
Paracetamol 56 £ 180°
Rio Tejo Ibuprofeno 150 + 300
(Espanlia) Cetoprofeno 67 £ 136° Royano et al. (2023)
Naproxeno 80 £ 102°
Carbamazepina 65 + 62
Sulfametoxazol 101 £162°
Trimetoprima 44 + 58°b
Atenolol 244 + 4220
Metoprolol 25+ 300
Tiabendazol 17 +£21b
Ibuprofeno 2622
Rio Sava Naproxeno 20,42
(Eslovénia e Ketoprofeno 52,72 Cesen et al. (2019)
Croacia) Diclofenaco 4,628
Carbamazepina 18,42
Rio Paragpeba Acetaminofeno 1699,9: De Barros et al. (2018)
(Brasil) Bezafibrato 133,12




(continua)

Localidade Substincia Co?zzilltl:?)gao Referéncia
Diclofenaco 2625,72
Diltiazem 170,82
. Fluconazol 98,72
Rio lgaraQIp cba Linezolida 2,6° De Barros et al. (2018)
(Brasil) Miconazol 116,9°
Ondansetrona 55,72
Trimetoprima 123,72
Amoxicilina 1622
Cafeina 5202
Carbamazepina 8,82
. Ciprofloxacino 411s
Rios Burka, Cetirizina 486°
Nau1r<a.,. Themi e Doxiciclina 2002 Kundu et al. (2024)
(Taﬂgﬁf a) Ibuprofeno 1842
Metronidazol 1782
Paracetamol 160,62
Sulfametoxazol 6,22
Trimetoprima 162
Estrona 48,82
17B-Estradiol 14,12
Estriol 55,62
Rios afluentes - 170-Etinilestradiol 7,142
Baia de Dietilestilbestrol 8,442
Jiaozhou Bisfenol A 3042 Luetal. (2023)
(China) Amoxicilina 1334
Cloranfenicol 7,252
Florfenicol 1162
Eritromicina-H20 4,022
Acessulfame 9212
Atenolol 1062
Cafeina 17632
Carbamazepina 26°
Rio Paraibuna Gabapentina 46> Quadra et al. (2021)
(Brasil) Hidroclorotiazida 792
Metformina 44712
Valsartana 1102
Acido da valsartana 132
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(conclusao)
Localidade Substancia Concentl_-ag:ao Referéncia
(ng/L™)
Aguas residuais
- afluente e . .
efluente de Carbamazepina 350 K'oreje et al. (2016)
ETEs (Quénia)
Atenolol 1142
Rio Las Vegas Metapropanol 884*%
Wash (Estados Carbamazepina 216% Sims et al. (2024)
Unidos) Naproxeno 1212
Diclofenaco 1922
Concentracio
(ng/L™)
Aspirina 1,342
Ibuprofeno 2,308
Paracetamol 1,702
Rio Yarpuna Ranltldlna 0,432 Mutiyar et al. (2018)
(India Diclofenaco 1,702
Carbamazepina 1,352
Codeina 0,262
Diazepam 0,302
Lamivudina 1672
Zidovudina 172
Rio Ngong, Rio Nevirapina 6°
Auji, Rio Kisat Sulfametoxazol 392
(Quénia) Trimetoprima 72
Paracetamol 1072
Ibuprofeno 172
) K'oreje et al. (2016)
Aguas residuais
- afluente e a
efluente de Paracetamol 160
ETEs (Quénia)
Agua
subterranea Nevirapina 1,6%
(Quénia)

Notas: ? valor méaximo; ° concentragdo média + DP. Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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Além dos exemplos citados aqui, muitos outros trabalhos podem ser encontrados no site
“PHARMS-UBA”. A UBA (do alemao, Umweltbundesamt) ¢ Agéncia de Protecao Ambiental
da Alemanha. Este banco de dados possui 276.895 registros da presenca e quantificagcdo de
farmacos no ambiente (no mundo todo), a partir de 2062 trabalhos publicados. No total, 992
diferentes farmacos foram detectados ao redor do mundo. O Brasil possui pouca participagao,
sendo apenas 4% dos trabalhos oriundos do nosso pais.

Entre os estudos mencionados acima (Quadro 1) o trabalho de Quadra et al. (2021), tem
particular importancia no planejamento e execugdo do presente trabalho. Estes autores
analisaram a presen¢a de micropoluentes no Rio Paraibuna no municipio de Juiz de Fora-MG.
Em amostras de agua superficial, foram encontradas 9 substancias variando entre 11 e 4471
ng/L. Os farmacos encontrados em maiores concentragdes nestas amostras foram a metformina,
a valsartana e o atenolol, que escolhemos para investigar neste trabalho.

Ao investigar as informacgdes relativas aos farmacos metformina, valsartana e atenolol
detectados por Quadra et al. (2021) em Juiz de Fora-MG, no banco de dados “PHARMS-UBA”
(acesso em maio de 2025), encontramos o seguinte cenario descrito a seguir.

Foram 720 registros de quantificacdo para a metformina em diferentes matrizes
ambientais, em trabalhos realizados nos EUA, Canada, Franca, Portugal, Alemanha, Holanda,
Bélgica, Suica, Suécia, Grécia, Polonia, Austria, Reino Unido, Eslovénia, Roménia, Sérvia,
Croacia, Hungria, Maldsia, Tailandia, Brasil, Africa do Sul, Vietnam, China, Arabia Saudita,
Ira, Camardes, Egito, Japao, México e Moldova. A maior quantidade de metformina relatada
foi de 250,10 pg/L em um trabalho realizado na Alemanha (Oertel; Baldauf; Rossmann, 2018).
Este valor alto de metformina foi encontrado na entrada da Estagdo de Tratamento de Esgoto
da cidade de Dresden (Alemanha). Curiosamente o Unico trabalho brasileiro citado para a
metformina neste banco de dados também veio de investigacdes no estado de Minas Gerais, em
Belo Horizonte (Reis et al., 2019). Seis diferentes Estagoes de Tratamento de Esgoto foram
analisadas e a maior concentragdo de metformina relatada foi de 0,203 pg/L. Ja Quadra et al.
(2021) detectou a presenga de 4,47 pg/L no rio Paraibuna em Juiz de Fora-MG.

Para o farmaco valsartana, foram 731 registros inseridos de quantificagio no PHARMS-
UBA. Os resultados sdo obtidos de analises também em diferentes matrizes ambientais, com
trabalhos destinados de: Reino Unido, Alemanha, Republica Tcheca, Eslovénia, Hungria,

Croacia, Sérvia, Roménia, Letonia, Moldova, Espanha, Polonia, Suécia, Holanda, Suica,
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Grécia, Portugal, China, EUA, México, Coldmbia, Canada, Brasil e Africa do Sul. A maior
concentracdo de valsartana relatada foi em um trabalho realizado na Polonia (Styszko et al.,
2021). Realizado na segunda maior cidade do pais, Krakow, no Rio Drwina, foi observado
92,52 ng/L de valsartana. No Brasil, a valsartana j& foi detectada em alguns locais,
especificamente no estado de Sao Paulo. Roveri et al. (2020) avaliaram a presenga e
quantificaram a dosagem de diversas substancias nas praias no Guaruja-SP. A valsartana foi
detectada em concentragdes variando entre 0,02 e 0,8 pg/L. Em outro trabalho, estes mesmos
autores relataram no méaximo 0,01 pg/L, também em Guaruja-SP (Roveri et al., 2021). Na Baia
de Santos — SP foram detectados no méaximo 0,08 ug/L de valsartana. Ja, Quadra et al. (2021)
relataram 0,110 pg/L de valsartana (Rio Paraibuna, Juiz de Fora-MG).

J& para o atenolol, encontramos 2519 registros de quantificagdo (PHARMS, UBA). Os
dados vém de trabalhos realizados em diferentes paises como, Holanda, Suécia, Reino Unido,
Alemanha, Espanha, Franga, Republica Tcheca, Eslovaquia, Hungria, Eslovénia, Croacia,
Sérvia, Roménia, Noruega, Letonia, Italia, Turquia, Portugal, Finlandia, Moldova, Bélgica,
Suiga, Grécia, EUA, Canadd, Brasil, Argentina, México, Uruguai, China, Vietna, Republica da
Coreia, India, Libano, Singapura, Tailandia, Taiwan, Japao, Arabia Saudita, Malasia, Emirados
Arabes Unidos, Camardes, Tunisia, Africa do Sul e Australia. Em um trabalho realizado na
india foi observada a maior concentragio do atenolol ja relatada, de 294,70 pg/L (Mohapatra
et al., 2016). No Brasil, Maldaner e Jardim (2012) quantificaram o atenolol em 5 pontos de
amostragem de dgua em Campinas — SP. As quantificagdes variaram entre 46 ¢ 300 pg/L.
Também em 2012, um grupo de pesquisadores avaliaram a quantidade de P-bloqueadores
(incluindo o atenolol) em efluente de um hospital universitario (Hospital Universitario de Santa
Maria (HUSM), Rio Grande do Sul), sendo o valor maximo observado de 4,5 pg/L (Wilde;
Kiimmerer; Martins, 2012). No estudo de Quadra et al. (2021), foi registrada uma concentragao
de 0,106 pug/L de atenolol em Juiz de Fora-MG.

Dados representativos da distribui¢do de quantificacdes dos farmacos metformina,
valsartana e atenolol no banco de dados PHARMS-UBA (2025) sdo demonstrados na Figura 1.
Note que para os trés farmacos, a grande maioria das concentragdes relatadas estdo na faixa
entre 0 e 50 pg/L. Para os dados de metformina, 93,31% das quantificagcdes estdo nesta faixa.
Para valsartana, este dado ¢ de 99,40% e de 99,77% para atenolol. As médias de quantificagdes

para estes farmacos sdo respectivamente de 11; 1,87 e 0,88 pg/L (Figura 1). Sendo a MOC (a
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maior concentragao relatada no banco de dados), 250,10 pg/L para metformina, 92,52 ng/L
para valsartana e 294,70 ug/L para atenolol.
Nesta escala de concentragdes, as encontradas em Juiz de Fora-MG por Quadra et al.

(2021) podem ser consideradas como concentragdes muito baixas.

Figura 1 — Distribuicao das quantificagdes dos farmacos descritos no banco de dados

PHARMS-UBA.
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Notas: PHARMS-UBA — banco de dados (acesso em maio de 2025). MCO — Maior concentragdo
relatada; Mean — Média de todas as quantificagdes dos farmacos: (a) metformina; (b) valsartana e (c)
atenolol.

Ao longo da histéria do desenvolvimento global, a industria farmacéutica teve um papel
fundamental no tratamento e prevencao de diversas doengas, contribuindo significativamente
tanto para o progresso econdmico quanto para a melhora da expectativa de vida humana
(Gonzélez-Gonzdlez et al., 2022). Porém, o desenvolvimento acelerado da industria

farmacéutica, o uso excessivo e indiscriminado de fdrmacos pela populagdo, atrelados ao
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descarte inadequado dos mesmos, resultam na liberacao e no acimulo de quantidades massivas
de residuos farmacéuticos potencialmente perigosos nas matrizes aquaticas (Sonal et al., 2024).
Soma-se a esse cendrio, o continuo avanco nos processos de desenvolvimento, teste e
langamento de novos medicamentos, impulsionado pela crescente demanda global por cuidados
de satde diante do aumento da longevidade populacional (OCDE, 2018).

As principais fontes de liberagao de PhACs no meio ambiente incluem fluxos residuais
industriais, domésticos e hospitalares (Figura 2) (Dos Santos et al., 2021). O descarte de
efluentes provenientes de sistemas de criacao intensiva de gado e aquicultura, embora restrita a
areas especificas, também representa uma fonte significativa. Outros processos indiretos, como
escoamento e drenagem, que transportam esses compostos para o solo e diferentes matrizes
aquaticas, contribuem ainda para a intensifica¢ao da contaminagao ambiental (Figura 2) (Ebele;
Abou-Elwafa Abdallah; Harrad, 2017; Saidulu et al., 2021; Wang et al., 2021).

A maioria dos produtos farmacéuticos consumidos € apenas parcialmente metabolizada ou
retida pelo organismo, sendo predominantemente excretada pela urina na forma de metabodlitos
ativos, que podem permanecer inalterados ou conjugados a moléculas polares (Valdez-Carrillo
et al., 2020). Assim, esses PhACs sdo liberados no ambiente por meio de langamentos diretos
em corpos d'dgua, como rios, ou sdo encaminhados para estagoes de tratamento de aguas
residuais (langamentos indiretos), além de serem introduzidos em ambos os meios através de
descartes inadequados. Como agravante, as proprias Estagdes de Tratamento de Esgoto (ETE’s)
e Estagoes de Tratamento de agua (ETA’s) sdo consideradas como uma fonte, por serem muitas
vezes incapazes de remover ou transformar completamente alguns PhACs (ou seus subprodutos
e metabolitos) devido a sua natureza quimica estavel e recalcitrante que potencializam a eficacia
farmacolodgica (Gao et al., 2021; Hu et al., 2019).

Dessa forma, a remogao de compostos farmacéuticos representa um grande desafio, ndo
apenas devido as caracteristicas desses contaminantes, mas também, e principalmente, devido
as suas baixas concentragdes. Métodos como extracdo liquido-liquido, adsor¢cdo soélida
(especialmente em carvao ativado), biorreatores de membrana, processos de oxidacao
avangada, uso de wetlands construidos e a integracao destes diferentes sistemas estdo entre as
abordagens mais estudadas na tentativa de remover eficientemente PhACs do ambiente

(Mendes et al., 2024; Saidulu et al., 2021).
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Figura 2 - Fontes de liberacao de componentes farmacéuticos no ambiente aquatico. Algumas
das diferentes rotas responsaveis pela ocorréncia de farmacos em aguas residuais, superficiais

e agua potavel.
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Legenda: ETE’s: Estacdes de Tratamento de Esgoto; ETA’s: Estacdes de Tratamento de dgua. Fonte:
Elaborada pela autora (2025).

Um dos métodos convencionais de tratamento de aguas residuais, o sistema de lodo
ativado, ¢ um dos mais utilizados devido a sua eficiéncia na remogdo de matéria organica e
nutrientes, € custo-beneficio quando comparado aos métodos mais avancados. Entretanto,
quando se trata da remog¢ao de produtos farmacéuticos esse sistema pode ndo ser igualmente
eficiente (Tiwari et al., 2017). Santos et al. (2020) monitoraram, durante um ano, a presenca de
28 PhACs em quatro diferentes fontes de aguas superficiais e tratadas de quatro ETAs (Estagao
de Tratamento de Agua) brasileiras. Os autores detectaram, em todas as fontes avaliadas, niveis
vestigiais de PhACs tanto na agua superficial quanto na potavel. A capacidade das ETAs de
remover esses compostos foi apenas parcial, observando-se assim contaminagdo, mesmo na

agua tratada. Furlong et al. (2017) conduziram uma investigacao nos Estados Unidos, dividida
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em duas fases: I) avaliagdo da presenga de farmacos em aguas brutas; e II) analise das amostras
apos o tratamento, abrangendo 25 estagdes de tratamento de dgua potavel. O estudo identificou
dezenas de compostos em aguas brutas, com concentragdes que chegaram a 46.000 ng/L™", para
o litio, além de compostos como carbamazepina, bupropiona, cotinina, metoprolol e cafeina. A
analise de fase II revelou ainda que embora o tratamento tenha reduzido parte da carga
contaminante, diversos compostos persistiram mesmo apds o processo convencional de
purificacdo, evidenciando a limitagdo das tecnologias utilizadas para remover completamente
esses contaminantes emergentes. Pivetta et al. (2020), investigaram a presenca de dez
medicamentos psicotropicos amplamente consumidos no Brasil (alprazolam, amitriptilina,
bupropiona, carbamazepina, clonazepam, escitalopram, fluoxetina, nortriptilina, sertralina e
trazadona) em cinco ETE’s localizadas na regido metropolitana de Campinas (Estado de Sao
Paulo, Brasil). As tecnologias das estagdes de tratamento analisadas ndo funcionaram como
barreiras eficazes para remover os compostos detectados de efluentes, resultando na sua
liberacao nos corpos d’agua receptores.

Em paises em desenvolvimento como o Brasil, o cenario ¢ ainda mais preocupante. O foco
principal continua sendo nos danos ambientais e a saide ocasionados por macropoluentes, uma
vez que, segundo o SNIS (Brasil, 2022), apenas 52,2% dos esgotos do pais sdo tratados. Assim,
anegligéncia com o saneamento bésico resulta na falta de tratamento de grande parte das aguas
residuais do pais, mesmo que por métodos tradicionais, o que intensifica o langamento de

PhACs em corpos d'agua naturais.

2.2.1 Biomonitoramento e ensaios bioldgicos na eco-cito-genotoxicologia

Uma vez introduzidos nos ecossistemas, os PhACs permanecem como moléculas
bioativas. Devido a emissdo continua e aos tempos de degradagdo que variam de dias a meses
(Royano et al., 2023), esses compostos podem interagir com organismos ndo-alvo, causando
efeitos agudos e cronicos.

Apesar da relevancia das analises fisico-quimicas — que fornecem informagdes
importantes sobre a natureza quimica da amostra testada — elas ndo refletem o impacto gerado
pelos contaminantes no ambiente (Gu; Mitchell; Kim, 2004). Nesse contexto, o

biomonitoramento ambiental, que consiste na utilizacdo da biota para avaliar e rastrear
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mudangas nos ecossistemas, torna-se essencial (Friberg et al., 2011). Para isso, sdo utilizados
bioindicadores - organismos vivos capazes de detectar alteragcdes em ambientes naturais, sejam
elas impactos negativamente ou positivamente (Parmar; Rawtani; Agrawal, 2016).

Dentre os efeitos adversos a biodiversidade devido a exposi¢cdo aos farmacos, podemos
citar: alteragdes do comportamento e da fisiologia, do sucesso reprodutivo, mortalidade,
impactos sobre o crescimento, feminizagdo em peixes, mudangas histologicas e em 6rgaos,
selecdo de populacdes resistentes, alteragdes de estrutura populacional, alteracdes cognitivas,
bioacumulacdo e biomagnificacdo, entre outros (Nunes, 2014; Payal et al.,, 2022).
Adicionalmente nos temos ainda os efeitos, ditos, citogenotoxicos, ou seja, aqueles que
induzem alteragdes a niveis celulares ou ao genoma (material genético de células) (Leme;
Marin-Morales, 2009). Em conjunto, todos estes efeitos podem ser incluidos em um unico
termo, o de ecotoxicologia (Moreira et al., 2021).

Ensaios de ecotoxicologia, que avaliam o impacto de contaminantes ambientais nos
ecossistemas e seres vivos, podem ser realizados usando organismos pertencentes a diferentes
niveis tréficos, como microrganismos, flora, invertebrados e vertebrados (Pérez-Pereira et al.,
2024). As espécies podem responder de forma distinta, dependendo do seu nicho. Diante disso,
¢ essencial que estudos ecotoxicoldgicos abranjam diferentes organismos, especialmente de
niveis troficos e taxondmicos distintos (Reque et al., 2021). Para isso, diversos organismos-
modelo podem ser empregados, tais como: Daphnia magna Straus (crustaceo), Allium cepa L.
(planta), Drosophila melanogaster Meigen (inseto) e Danio rerio Hamilton (peixe), e etc
(Canedo et al., 2021; Leme; Marin-Morales, 2009; Pashaei et al., 2023; Reyes-Rodriguez et al.,
2021).

Entre os ensaios ecotoxicoldgicos, dois modelos sdo amplamente utilizados, Lactuca
sativa € Daphnia magna.

Daphnia magna ¢ um microcrustaceo planctonico, presente em quase todos 0s corpos
de 4gua doce e estuarios e ¢ um dos organismos zooplanctonicos mais utilizados na pesquisa
ecotoxicologica (Reilly et al., 2023). Sua relevancia ecoldgica nos ambientes aquaticos deve-
se ao fato de atuarem como consumidores de algas e constituirem uma importante base
alimentar para pequenos peixes (Dalla Bona et al., 2016). Além disso, gragas a transparéncia
natural do corpo de Daphnia, é relativamente simples estudar seus 6rgaos internos. Isso os torna

uma escolha popular para estudos sobre o efeito de certos produtos quimicos na frequéncia
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cardiaca, por exemplo, drogas cardioativas (Villegas-Navarro; Rosas-L; Reyes, 2003). Outros
parametros de toxidez em Daphnia sdao também investigados, tais como, parametros
reprodutivos (producdo de prole, nimero de proles anormais, taxa reprodutiva), parametros
agudos (imobilizacdo e mortalidade), parametros fisioldgicos (taxas de alimentacao e filtracao,
frequéncia de saltos, velocidade de natagao) (Tkaczyk et al., 2021).

L. sativa (alface) foi reconhecida pela Diretriz 208 da Organizagao para a Cooperagao e
Desenvolvimento Econdomico (OCDE) como organismo-teste devido a sua sensibilidade a
estressores ambientais (Hulzebos et al., 1993), sendo comumente utilizada em testes de
fitotoxicidade que consideram a germinacao e o crescimento das raizes como indicadores de
respostas biologicas (Visioli et al., 2014). Este tipo de ensaio, possibilita a andlise de efeitos
adversos em estagios iniciais do desenvolvimento da semente, tornando o processo
significativamente mais simples e rapido (Palmieri et al., 2014). Entretanto, alguns poluentes,
a depender de sua concentragdo, podem nao impactar diretamente o desenvolvimento das
plantas, mas ainda assim provocar alteragcdes nas células/material genético dos organismos
expostos (Braga et al., 2024). Dessa forma, plantas superiores também sdo utilizadas para
investigacdo de efeitos citogenotoxicos devido as suas caracteristicas que as tornam modelos
genéticos eficientes na deteccdo de poluentes. Entre esses atributos destacam-se a sensibilidade
para identificar agentes mutagénicos em distintos ambientes e a capacidade de avaliar uma
multiplicidade de varidveis genéticas, desde mutacdes pontuais até alteracdes cromossdmicas,
em células de diferentes tecidos, como folhas, raizes e pélen (Grant, 1994). Acrescenta-se ainda
a facilidade de cultivo, o baixo custo e a boa correlagdo com outros sistemas teste (Fiskesjo,
1985).

A. cepa ¢ outro modelo consagrado para a avaliacdo de danos cromossdmicos e
alteracdes no ciclo celular, devido as suas caracteristicas cromossomicas favoraveis, como
cromossomos grandes € em numero reduzido (2n = 16) (Fiskesjo, 1985). Com isso, a analise
do ciclo celular ¢ uma ferramenta amplamente utilizada para investigar ndo apenas os efeitos
genotoxicos de diversos agentes, mas também seus mecanismos de a¢ao, quanto aos seus efeitos
clastogénicos ou aneugénicos (Leme; Angelis; Marin-Morales, 2008). Agentes fisicos e
quimicos podem promover alteragdes cromossomicas por diferentes vias, atuando de forma
clastogénica ou aneugénica. As acdes clastogénicas envolvem a quebra de cromossomos

durante a divisdo celular, enquanto as aneugénicas estao relacionadas a disfun¢ao de estruturas
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celulares, como o fuso mitotico, resultando em perdas cromossomicas ou em segregagdes
anormais (Ateeq et al., 2002; Fernandes; Mazzeo; Marin-Morales, 2009; Leme; Angelis;
Marin-Morales, 2008). O ensaio ¢ realizado a partir da ponta de raizes, onde se encontra o
meristema radicular, composto por células com intensa divisdo celular. De acordo com Fiskejo
(1988), araiz ¢, na maioria das vezes, a primeira parte da planta a entrar em contato com agentes
toxicos presentes no solo ou na agua, sendo, portanto, um método rapido e direto para o
monitoramento da toxicidade do agente testado.

As alteragdes cromossOmicas, sdo definidas como mudangas na estrutura ou no nimero
de cromossomos, que podem ocorrer de forma espontanea ou em decorréncia da exposi¢ao a
agentes toxicos. Tais alteracdes podem indicar a presenca de efeitos de citogenotoxicidade, uma
vez que envolvem danos ao DNA ou distarbios no ciclo celular, e podem ser induzidas por
agentes quimicos, bioldgicos ou fisicos (Natarajan, 2002), como os proprios PhACs, os quais
ja se tem relatos deste tipo de efeito na literatura (Dos Santos et al., 2021; Kalauz; Kapui, 2022).

Embora a analise citogenética seja amplamente empregada neste modelo, ensaios que
buscam investigar a indug@o de morte celular também sdo recorrentes. Em vegetais, o processo
de morte celular programada (MCP) apresenta semelhangas com o dos animais, mas nao ¢
completamente idéntico. As principais caracteristicas citolégicas da MCP incluem a
condensac¢do da cromatina e a fragmentagdo do ntcleo e da célula (Van Doorn, 2011). Em nivel
bioquimico, um dos principais indicativos da MCP ¢ a fragmentacdo do DNA por
endonucleases, fendmeno conhecido como DNA laddering, assim chamado porque, em
eletroforese em gel de agarose, a molécula adquire um padrdo caracteristico em formato de
escada.

Além disso, outro ensaio amplamente empregado ¢ o ensaio cometa, uma técnica que
permite a avaliacdo quantitativa de danos primarios ao DNA (quebra de DNA ou formacao de
sitios alcalino-labeis) em células individuais (Lanier et al., 2015). Este teste possibilita a
estimativa do grau de dano ao DNA por meio da anélise de imagens formadas apos a corrida
eletroforética. Quando hé quebras na fita de DNA, os fragmentos migram do nucleo lisado em
direcdo ao anodo, formando um padrao caracteristico conhecido como "cauda do cometa".
Quanto maior e mais intensa for a cauda, consequentemente maior o nivel de dano ao DNA
(Collins, 2004). Assim, o teste do cometa ¢ uma ferramenta util para complementar analises

citogenotdxicas, por citometria de fluxo e avaliagdes com marcadores moleculares, pois permite
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identificar danos no DNA provocados por agentes com potencial genotdxico. Porém, ao
contrario das mutagdes, os danos gendmicos observados nesse ensaio podem ser reparados pela
célula.

A técnica de TUNEL (do inglés, Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling) também é comumente utilizada na investigagdo de mecanismos de morte celular. A
técnica se baseia na detec¢do de quebras na fita de DNA pela marcagdo com fluorocromos,
podendo ser identificadas por citometria de fluxo ou microscopia de fluorescéncia
(Darzynkiewicz et al., 2008). A marcacao de TUNEL depende da capacidade da enzima
terminal desoxinucleotidil transferase de incorporar dUTP marcado em terminais 3'-OH livres
gerados pela fragmentacdo de DNA genomico, sendo, portanto, usada para deteccao de
apoptose (Loo, 2002).

Ensaios com 4. cepa tem sido utilizados ha anos como biomarcadores de citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade, devido a sua sensibilidade e confiabilidade (Carita; Mazzeo;
Marin-Morales, 2019; Fiskesjo, 1993; Grant, 1994; Pesnya et al., 2017, Sommaggio et al.,
2018). Além disso, a aplicagdo combinada desses bioensaios € vantajosa, pois permite a
avaliagdo de diferentes tipos de alteragdes celulares de forma complementar.

Apesar de ser menos explorada em relagdo a outros critérios de toxicidade, a
genotoxicidade ¢ reconhecida como um indicador confidvel para avaliar os efeitos toxicos dos
PhACs (Dos Santos et al., 2021). A citogenotoxicidade de alguns farmacos, como a
carbamazepina, ja foi relatada. Este firmaco demonstrou induzir estresse oxidativo no modelo
testado (Allium cepa) em concentragdes entre 1 e 31,36 ng/L~!, (Garcia-Medina et al., 2020).
Além disso, Chowdhury et al. (2020) avaliaram o impacto genotdxico da amoxicilina em
embrides de D. rerio e a mesma foi considerada como um contaminante genotoxico. Parrella et
al. (2015) realizaram experimentos com os crustaceos D. magna e C. dubia, expondo-os a seis
farmacos quimioterdpicos (5-fluorouracil, capecitabina, cisplatina, doxorrubicina, etoposideo e
imatinibe) por um periodo de 24 horas. Os resultados indicaram que todos os compostos
testados promoveram um aumento nos danos ao DNA, detectados por meio do ensaio cometa,
em concentragdes variando de 0,01 a 120 ug/L", niveis considerados preocupantes para o meio
ambiente (European Commission, 1996). Drzymata e Kalka (2024) investigaram os efeitos
toxicos do diclofenaco, do sulfametoxazol ¢ de sua mistura, em concentra¢des ambientais, na

planta Vicia faba. Foram observados efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos, incluindo
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a reducao do indice mitotico, o aumento do percentual de microntcleos e a ocorréncia de
alteracdes cromossomicas. Também foram identificadas alteracdes na atividade de enzimas
antioxidantes, como a reducdo da atividade da catalase e o aumento na superoxido dismutase.

Além disso, no campo da ecotoxicologia aquatica, as respostas comportamentais das
espécies t€m sido utilizadas ha décadas como um meio de monitoramento ambiental (Scherer,
1992). Outros parametros, como comprometimento bioquimico, metabolico, neurotoxicidade,
dentre outros, sao também investigados. O importante ¢ que esses testes sejam validados
internacionalmente, como por exemplo, pelos padrdes estabelecidos pela Organizagdao para
Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (OECD).

Outro aspecto relevante a ser considerado nas avaliagdes de impacto de contaminantes
ambientais, como os PhACs, ¢ que, no ambiente aquatico, eles geralmente ocorrem em
misturas, ¢ ndo de forma isolada. Exposigdes no ambiente real sdo caracterizadas pela co-
ocorréncia de dezenas de farmacos diferentes, juntamente com muitos outros produtos quimicos
ambientais, o que chamamos de misturas complexas (Kidd et al., 2024). Segundo Cleuvers
(2003), o efeito combinado de produtos farmacéuticos detectados juntos em amostras de agua
devem ser determinados para obter uma melhor avaliagdo do potencial ecotoxicologico de
PhACs no ambiente aquatico. No entanto, poucos estudos avaliam os efeitos dessas
combinagdes. Além disso, os PhACs estdo sujeitos a interagcdes e transformacgdes que podem
intensificar ou reduzir sua toxicidade (Dos Santos et al., 2024). Nesse contexto, pesquisas sobre
os impactos de misturas de compostos quimicos fornecem uma avaliagdo mais precisa dos
riscos potenciais, representando com maior fidelidade as condi¢des dos ecossistemas naturais.
Afinal, a exposi¢do combinada de micropoluentes e outros contaminantes pode modificar sua

toxicocinética, influenciando seus efeitos no ambiente (Karbalaei et al., 2021).

2.2.2 Metformina, Valsartana e Atenolol

Os farmacos avaliados neste estudo, metformina, valsartana e atenolol, foram
selecionados com base no trabalho de Quadra et al. (2021). A pesquisa demonstrou que o Rio
Paraibuna (Juiz de Fora, Minas Gerais) recebe uma ampla variedade de micropoluentes,
principalmente de origem urbana, com predominédncia de compostos/residuos farmacéuticos.

Dentre cles, metformina, valsartana, atenolol, cafeina e acessulfame estavam entre os
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compostos em maiores concentracdes. A cafeina e o acessulfame nao serdo abordados em
detalhes neste estudo, uma vez que seus consumos estao associados a fins recreativos. Além
disso, suas altas frequéncias de detec¢do em amostras de dgua tém sido atribuida a outras fontes,
além do uso em medicamentos (Fu et al., 2020; Klanovicz; Pinto, 2024).

A metformina, um medicamento em uso desde a década de 1950, tornou-se a terapia de
primeira linha para o controle do diabetes tipo 2 (Bailey, 2017), devido a sua eficacia na redugao
da glicose, ao perfil de seguranca bem estabelecido e ao custo relativamente baixo (LaMoia;
Shulman, 2021). Segundo estimativas do Estudo Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk
Factors (GBD, 2019), o diabetes foi a oitava principal causa de morte e incapacidade
combinadas no mundo, afetando aproximadamente 460 milhdes de pessoas em todas as faixas
etarias e paises naquele ano. Com o passar dos anos, a doenga mantém-se como problema
significativo de satde publica. Em 2021, a prevaléncia global de diabetes na populagao entre
20 e 79 anos foi estimada em 10,5% (536,6 milhdes de pessoas), com proje¢des indicando um
aumento para 12,2% (783,2 milhdes) até 2045 (Sun et al., 2022). Esse crescimento tem
impulsionado o aumento do uso de farmacos antidiabéticos, incluindo a metformina.

Assim como a maioria dos medicamentos, a metformina ndo ¢ completamente
metabolizada pelo organismo humano, sendo excretada principalmente na urina e nas fezes
(Zheng et al., 2024). Como consequéncia, hé relatos bem documentados sobre a presenca desse
farmaco no meio ambiente em diversas partes do mundo, frequentemente em concentragdes
relativamente elevadas (Elizalde-Veldzquez; Goémez-Olivan, 2020). Embora a metformina nao
substitua integralmente a insulina, seu baixo custo e ampla disponibilidade a tornam um dos
farmacos mais produzidos e consumidos globalmente (Sebastine; Wakeman, 2003). Apesar do
elevado consumo global, dados sistematicos de monitoramento ambiental da metformina s
comegcaram a ser disponibilizados recentemente. No Brasil, que ocupa a quarta posicao mundial
em numero de diabéticos, segundo a Federagdo Internacional de Diabetes, ainda nao ha
registros oficiais sobre a presenca desse farmaco no ambiente (Ambrosio-Albuquerque et al.,
2021).

Ja a valsartana e o atenolol sdo medicamentos anti-hipertensivos. A valsartana ¢ um
bloqueador dos receptores de angiotensina Il que funciona bloqueando substancias que
contraem os vasos sanguineos, permitindo que o sangue flua mais suavemente e deixe o coragao

bombear com mais eficiéncia, e o atenolol membro do grupo dos P-bloqueadores — age
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principalmente nos receptores 1-adrenérgicos do coragdo, reduzindo a atividade simpatica. De
acordo com a Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS, 2023), o nimero de pessoas vivendo com
hipertensdo, ou que fazem uso de medicamentos para tratar a condi¢ao, dobrou entre 1990 e
2019, passando de 650 milhdes para 1,3 bilhdo. Nos ultimos anos, houve um aumento global
no consumo de valsartana, com vendas superando os dois bilhdes de dolares nos EUA e
ultrapassando os seis bilhdes em todo o mundo (2010) (Medici et al., 2024). Da mesma forma,
o atenolol ¢ frequentemente recomendado como tratamento de primeira linha para pacientes
hipertensos com condigdes cardiovasculares, sendo amplamente utilizado. Devido ao seu uso
generalizado e ao metabolismo humano limitado — com menos de 10% do farmaco sendo
metabolizado no figado e aproximadamente 85-95% excretado inalterado na urina (El-waey et
al., 2024), os B-bloqueadores, como o atenolol, sdo comumente detectados em matrizes
aquaticas (Haro et al., 2017; Hu et al., 2019, 2015).

Portanto, devido a onipresenca no ambiente e resisténcia a biodegradagao dos PhACs —
¢ importante investigar se esses compostos podem atuar como agentes capazes de induzir danos

aos ecossistemas e consequentemente aos organismos expostos.
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3 OBJETIVO GERAL

Considerando a lacuna de conhecimento sobre os riscos dos PhACs presentes nos
ambientes aquaticos, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito eco-cito-genotoxico

dos compostos metformina, valsartana e atenolol.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Investigar se a exposi¢ao a misturas dos farmacos metformina, valsartana e atenolol
causa efeitos ecotoxicologicos em niveis fenotipicos e comportamentais, em

organismos modelo como Lactuca sativa € Daphnia magna.

b) Verificar se as misturas sdo capazes de induzir efeitos citotoxicos e genotoxicos em
Allium cepa, com énfase em pardmetros relacionados ao ciclo celular, integridade do DNA

e inducao de morte celular.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para responder as questdes cientificas propostas neste estudo, foi adotada uma
abordagem experimental baseada na exposi¢ao de organismos modelo a misturas dos fArmacos
metformina, valsartana e atenolol, em concentragcdes ambientalmente relevantes.

Na primeira etapa, foi conduzida a avaliacao de ecotoxicidade em Lactuca sativa, por
meio de ensaios de germinacao e crescimento radicular (Figura 3b). No mesmo organismo, 0s
efeitos citogenotoxicos foram analisados a partir das folhas por citometria de fluxo (Figura 3c¢).
Esses ensaios iniciais tiveram como finalidade principal a triagem dos tratamentos com maior
potencial de causar efeitos adversos, de modo a direcionar a aplicagdo nas etapas subsequentes
(Figura 3d). Essa estratégia permitiu a definicdo de uma faixa de concentragdes mais
representativa e com maior probabilidade de evidenciar respostas bioldgicas, considerando que
o elevado niimero inicial de tratamentos (16 tratamentos) (Figura 3a) inviabilizaria a analise
detalhada de todos os grupos experimentais em alguns dos ensaios previstos.

Posteriormente, Allium cepa foi utilizada para investigacdo de citogenotoxicidade,
empregando uma combina¢do de métodos: andlise citogenética (indice mitdtico e alteracdes
cromossOmicas), citometria de fluxo (parametros do ciclo celular e morte celular) (Figura 3e¢),
ensaio cometa, eletroforese de DNA e ensaio TUNEL para deteccdo de quebras e danos no
material genético (Figura 3f). Os ensaios iniciais em 4. cepa (andlise citogenética e por
citometria de fluxo) (Figura 3e) juntamento com os dados de L. sativa, auxiliariam na sele¢ao
de tratamentos para os ensaios posteriores (Figura 3; f e g), sendo definidos de acordo com a
necessidade metodologica e com o tipo de resposta a ser investigado.

Por fim, a ecotoxicidade também foi avaliada em Daphnia magna, por meio do teste
agudo de imobilizagdo, permitindo detectar alteragdes comportamentais associadas a
mobilidade (Figura 3g). Essa estratégia permitiu avaliar, de forma integrada, diferentes tipos de

respostas e danos frente a exposi¢do a esses contaminantes.
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Figura 3 - Resumo grafico do planejamento e estratégias experimentais empregadas no
projeto.
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4.2 COMPOSTOS TESTADOS E CONCENTRACOES INVESTIGADAS

No presente trabalho foram investigados os farmacos metformina, valsartana e atenolol,
todos eles adquiridos da Sigma Aldrich®. As concentragdes investigadas nos ensaios foram
determinadas conforme informagao ja relatada no referencial tedrico: as maiores concentragdes
encontradas no banco de dados PHARMS-UBA (2024) foram de 250,10 ug/L para metformina,
92,52 pg/L para valsartana e 294,70 pg/L de atenolol. Uma mistura destes 3 fairmacos nestas
concentragdes constituiu o tratamento 16 (T16). A partir deste tratamento, realizamos uma
dilui¢do seriada (reduzindo a concentracdo em 50% a cada tratamento subsequente) até o
tratamento 1 (T1), com concentragdes dos farmacos proximas a 0,0. No total foram 16
tratamentos com farmacos acrescidos do controle (Figura 3a). Todos estes tratamentos foram
utilizados nos ensaios de fitotoxicidade e de citometria de fluxo em Lactuca sativa (descritos
adiante). Agua destilada foi utilizada como controle negativo. As concentra¢des dos farmacos

utilizados em cada tratamento estdo detalhadas no Apéndice A (Tabela S1).

4.3 ENSAIO DE ECOTOXICIDADE EM Lactuca sativa

4.3.1 Avaliacao de fitotoxicidade

Sementes de Lactuca sativa L. var. Monica (alface), adquiridas comercialmente
(Feltrin®, Brasil), foram utilizadas como material biolégico. O protocolo de analise aqui
utilizado seguiu as diretrizes da OECD 208 (2003). As sementes foram dispostas em placas de
Petri de polietileno (9 cm de didmetro), contendo papel filtro embebido com 3 mL dos diferentes
tratamentos (CN e T1-T16), que foram renovados a cada 24 horas. As placas foram mantidas
no escuro, a temperatura ambiente, durante todo o experimento.

O experimento foi disposto no delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticdes por tratamento. Cada repeti¢do consistiu em uma placa de Petri contendo 30
sementes. A germinacdo foi avaliada apds 96 horas de exposicdo aos tratamentos, sendo
considerada germinada a semente que apresentasse protrusao radicular. Concomitantemente, o
crescimento radicular foi avaliado mediante registro fotografico das placas, seguido de aferi¢ao

do comprimento com auxilio do programa ImagelJ (Figura 4).
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Figura 4 — Placas de petri contendo sementes de L. sativa expostas por 96h as misturas

dos farmacos, metformina, valsartana e atenolol.
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Legenda: (a) Placa de Petri para analise do percentual de germinacdo e (b) Medicao das raizes no
software ImagelJ. Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Os resultados foram avaliados com base na comparagdo entre o nimero médio de
sementes germinadas e o comprimento médio das raizes obtido nas trés repeticdes do controle
e de cada tratamento. O efeito percentual das misturas dos farmacos sobre a germinacdao das
sementes (AG%) e o crescimento radicular (AC%) foi calculado por meio da seguinte formula

(Han et al., 2023):

(B —4)
4G ou AC (%) = ——— x 100

onde A, representa o nimero médio de sementes germinadas ou o comprimento médio das
raizes no grupo controle, e B corresponde aos respectivos valores obtidos sob os diferentes
tratamentos. Os indices AG (%) e AC (%) expressam a variagdo percentual na taxa de
germinagdo ¢ no crescimento radicular, respectivamente, em relacdo ao controle. Valores
positivos elevados indicam efeito estimulatdrio dos tratamentos, ao passo que valores negativos
acentuados indicam inibigdo em comparagdo ao grupo controle. Foram considerados como
efeitos, valores de AG ou AC maiores ou menores do que 30% (Calabrese et al., 2019).
Tratamentos com valores maiores ou menores de 30% para AG ou AC foram selecionados para

0s experimentos posteriores.
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4.3.2 Avaliac¢ao de citogenotoxicidade por citometria de fluxo

Apos a analise de fitotoxicidade, as plantulas de L. sativa permaneceram expostas as
misturas dos farmacos por um periodo adicional de 96 horas, totalizando 192 horas de
exposicao (CN, T1-T16). Nesse intervalo, as raizes tornaram-se excessivamente finas, o que
dificultaria a separagao da regido meristematica. Dessa forma, optou-se pela utilizacao das
folhas desenvolvidas a partir das plantulas para a realizacao da citometria de fluxo

Para a obtengdo das amostras a serem submetidas a citometria de fluxo, folhas das
plantulas de L. sativa foram maceradas em placas de Petri mantidas sob gelo, com o auxilio de
um bisturi, em 300 puL de tampao de extragao celular (WPB). Essa solugao foi filtrada em malha
de 40 pm e posteriormente coletada em um tubo de citometria de fluxo, resultando em uma
suspensdo nuclear. A essa solu¢do foram adicionados 25 pL de iodeto de propideo. As
suspensdes com os nucleos corados foram levadas ao citometro CytoFlex para leitura. Uma
folha foi utilizada por repeticao (amostra), € um total de trés repeti¢des foram analisadas por
tratamento. Foram determinadas as frequéncias dos nucleos nas diferentes fases do ciclo
celular: G1 (conteido de DNA 2C), S (conteido de DNA entre 2C ¢ 4C) e G2 (conteudo de
DNA 4C), bem como a presenga de particulas sub-G1, correspondentes a populagdes celulares
com intensidade de fluorescéncia inferior a dos nucleos em G1. As variagdes na medicao do
conteido de DNA foram expressas por meio do coeficiente de variacdo da fase G1 (CV),
calculado como o desvio padrao dividido pela média da intensidade de fluorescéncia. Também
foi registrada a intensidade média de fluorescéncia dos nicleos em G1 (IFa). Outros parametros
morfométricos foram anotados, tais como tamanho relativo dos nucleos em G1, identificado
pelo detector de fluorescéncia frontal (forward scatter — FSC) e a complexidade (granulosidade
e/ou densidade nuclear/celular) dos ntiicleos em G1 pelo detector de luz de espalhamento lateral
(side scatter — SSC). Tratamentos com efeitos estatisticamente significativos foram também

escolhidos para os experimentos posteriores.

4.4 ENSAIO DE CITOGENOTOXICIDADE EM Allium cepa

Bulbos de cebola (Allium cepa, 2n = 16), com didmetro entre 1,5 e 2,0 cm, foram

adquiridos comercialmente. Para todos os ensaios em 4. cepa, antes do inicio do experimento,
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as cascas externas e raizes mortas foram cuidadosamente removidas, a fim de favorecer o
desenvolvimento adequado de novas raizes. Em seguida, os bulbos foram mantidos em agua
destilada por um periodo de 48 horas (pré-exposi¢do) para permitir a emergéncia das raizes.
Apods esse periodo, os bulbos que apresentaram emissdo radicular foram selecionados e
submetidos aos tratamentos por 48h. Para as analises citogenética e por citometria de fluxo,
foram testados os tratamentos T4, T5, T6, T7 e T10 a T16, escolhidos a partir dos resultados
obtidos com Lactuca sativa. Inicialmente, T4 e T11 foram considerados concentragdes NOEC
(maior concentragdo sem efeito observado). Porém, como o tratamento T11 apresentou efeitos
nos ensaios em A. cepa, ele foi substituido por T10, sendo assim T4 e T10 definidos como

NOEC.

4.4.1 Analise citogenética

Para a analise microscopica, foi utilizado o delinecamento inteiramente ao acaso
composto por 3 repeticdes, cada uma delas composta pela analise de 3 laminas. Trés bulbos
diferentes constituiram as repeti¢cdes. Nove raizes foram analisadas, portanto, por tratamento.
As raizes foram submetidas aos tratamentos por 48h de exposi¢do. Pds-tratamento, as raizes
foram fixadas em uma solucao de alcool etilico e acido acético (3:1, v/v) e armazenadas por,
no minimo, 24h a —20 °C. Agua destilada foi utilizada como controle negativo ¢ MMS
(metilmetanossulfonato) 10 mg/L como controle positivo (Rank; Nielsen, 1997).

A preparagdo das laminas foi realizada com base no método descrito por Fiskesjo
(1985), com algumas adaptacdes. Inicialmente, as raizes foram lavadas em agua corrente por
10 minutos e, em seguida, submetidas a hidrélise em acido cloridrico (HCI) 5M por 20 minutos.
ApoOs esse processo, as raizes foram lavadas em dgua destilada e cuidadosamente secas com
papel filtro. A avaliagdo citogenotoxica foi realizada utilizando-se a regido meristematica,
sendo analisada uma raiz por lamina. As laminas foram preparadas pelo método de
esmagamento, no qual o meristema foi esmagado entre 1dmina e laminula com o auxilio de uma
gota de 4&cido acético a 45%. Para a remocao da laminula, as laminas foram imersas em
nitrogénio liquido por 1 minuto e, em seguida, a laminula foi cuidadosamente retirada com o
auxilio de lamina de barbear. Ap6s secagem a temperatura ambiente, as ladminas foram

novamente imersas em acido acético a 45% por 1 minuto e deixadas secar naturalmente. Por
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fim, foram coradas com solucao de Giemsa a 5% por um periodo de 5 a 10 minutos. As analises
foram realizadas em microscopio optico, com aumento de 400x. A citotoxicidade foi avaliada
por meio do indice mitdtico (IM), obtido a partir da andlise de seis campos por lamina,
totalizando entre 1.000 e 2.000 células por lamina (3.000 a 6.000 células por repeticao,

considerando as trés repeti¢des). O calculo do IM foi realizado pela seguinte formula:

.o . numero de células em divisao
Indice mitético (IM)% = - - x 100
total de células avaliadas

A genotoxicidade foi analisada com base na contagem de células portadoras de
alteragdes cromossomicas e nucleares, percorrendo toda a extensao da lamina para garantir
maior representatividade amostral. As alteragcdes cromossdmicas (AC) investigadas foram
divididas em dois grupos: aneugénicas, relacionados ao mau funcionamento do fuso mitotico,
(como c-metafase, perda cromossdmica, multipolaridade, segregacao tardia e cromossomos
aderentes) e clastogénicas, resultantes de quebras no DNA (como pontes cromossdmicas €
fragmentos). Além disso, foi avaliada a presenca de microntcleos, como indicativo de efeito
mutagénico. O percentual de alteragdes cromossomicas foi calculado seguindo a seguinte

férmula:

namero de células alteradas

Alt 0 omi AC)% = x 100
eragdes cromossémicas (AC)% total de células avaliadas

Os percentuais totais de alteragdes clastogé€nicas, aneugénicas e micronucleos foram relatados.

4.4.2 Citometria de fluxo

A obtengdo dos nucleos de A. cepa para a analise por citometria de fluxo foi realizada a
partir das raizes expostas aos tratamentos por 48h. Os meristemas radiculares foram
cuidadosamente separados do restante da raiz e macerados em placas de Petri mantidas sob
gelo, com o auxilio de um bisturi, em 300 pL de tampao de extracao celular (WPB). Para cada
repeti¢do experimental, foram utilizados nove meristemas, totalizando trés repetigdes por
tratamento (3 amostras). As suspensdes nucleares obtidas foram filtradas por malha de nailon

com poro de 40 um, a fim de remover detritos celulares e isolar os nticleos. Em seguida, as
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amostras foram coradas com 25 puL de iodeto de propideo (1 mg/mL™") e analisadas em
citometro de fluxo CytoFLEX (Galbraith et al., 1983). Os pardmetros avaliados foram: % sub-
Gl1, % G1, % S, % G2, FSC, SSC, IFa ¢ coeficiente de variagdo (CV).

4.4.3 Ensaio cometa

Para o ensaio cometa, foi realizada uma sele¢do representativa dos tratamentos com
efeitos inibitorios previamente selecionados pelos ensaios iniciais em L. sativa e A. cepa (T11
a T16), juntamente com a concentragdo NOEC (T10). Optou-se pela analise de trés tratamentos
(T10, T13 e T16), escolhidos com intervalo regular de trés em trés unidades, a fim de
representar diferentes niveis de resposta observados nos ensaios anteriores.

As raizes foram expostas aos tratamentos por 48h e, em seguida, coletadas para analise
utilizando o protocolo descrito por Jovtchev et al. (2001), com algumas adapta¢des. Agua
destilada foi utilizada como controle negativo. Como controle positivo, utilizou-se solugao de
NaCl 250 mM, com tempo de exposicdo de 24h, conforme o procedimento proposto por
Oliveira (2015), no qual foram observados cometas indicativos de dano ao DNA (classe 4).

As suspensdes nucleares foram obtidas a partir das raizes tratadas. Para cada
repeticdo/lamina, aproximadamente 40 meristemas foram utilizados, sendo utilizado 3
repeti¢cdes por tratamento, totalizando 3 1aminas analisadas por tratamento.

Os meristemas foram macerados em 300uL de tampao PBS 1x (4 °C), com auxilio de
uma lamina de barbear. A suspensdo obtida foi entdo filtrada em rede de nailon com malha de
40 um. Em seguida, 30uL da suspensdo foram homogeneizados com 30uL de agarose de baixo
ponto de fusdo a 1% (1:1), e a mistura foi aplicada sobre laminas de pré-cobertura previamente
preparadas, cobertas com uma fina camada de gel de agarose normal a 1%. A gota foi espalhada
com auxilio de uma laminula pléstica, e as laminas foram mantidas sob refrigeracdo por 5
minutos para solidificacdo da agarose. Decorrido esse tempo, as laminulas foram
cuidadosamente removidas e as laminas incubadas em solu¢ao de lise (30 mM NaOH, 0,5 mM
EDTA, pH 11,8) por 20 minutos, a 4 °C. As laminas foram entdo lavadas trés vezes em tampao
TBE 1x gelado (Tris-base, Acido Bérico, EDTA, pH 8) por 5 minutos cada.

Em seguida, as laminas foram posicionadas na cuba de eletroforese preenchida com

tampao TBE 1x gelado, em volume suficiente para cobrir completamente as laminas. A
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eletroforese foi conduzida por 15 minutos, a 25V (300 mA), a temperatura ambiente. Apos a
corrida, as laminas foram fixadas em etanol 96% por 5 minutos e secas ao ar.

Cada lamina foi corada com 50 puL. de iodeto de propideo (20 pg/mL) e analisada em
microscopio de fluorescéncia. Por lamina, foram avaliados de 50 a 100 nucleiodes, sendo
classificados em escores de 0 a 4, de acordo com a intensidade da cauda, considerando-se a
porcentagem de DNA presente nessa regido (Garcia et al., 2007; Noroozi; Angerson; Lean,
1998). A porcentagem de DNA na cauda dos nucleoides foi calculado com auxilio do software

de imagens, ImageJ (Kumaravel et al., 2009).

4.4.4 Eletroforese de DNA

Os tratamentos mais concentrados (T14, T15 e T16) foram previamente associados a
indugdo de morte celular pela analise citogenética. Para representar essa faixa de concentragoes,
foi realizada a extragao de DNA seguida de eletroforese em gel de agarose nos tratamentos T14
e T16. O DNA total foi extraido a partir de aproximadamente 1g de meristemas frescos de
Allium cepa expostos as solucdes-teste por 48h, utilizando o método descrito por Doyle e Doyle
(1987), com adaptagdes. Agua destilada foi utilizada como controle negativo e NaCl 250 mM
(com 24h de exposi¢ao) como controle positivo.

Para a extracdo, o tampao de lise contendo CTAB 2x (brometo de
hexadeciltrimetilamoénio) e PVP (polivinilpirrolidona) a 1% foi previamente preparado e
aquecido a 65 °C. Para cada 10 mL de tampao, foram adicionados 0,1g de PVP. Durante o
preparo, também foi incorporado B-mercaptoetanol (0,2%) imediatamente antes do uso, na
propor¢ao de 20 pL para cada 10 mL de tampao.

Os meristemas foram inicialmente separados da raiz sob gelo e triturados em nitrogénio
liquido até a obtencdo de um p6 fino. Em seguida, foram adicionados 800 uL. da solucao de
CTAB-PVP-BME a cada amostra obtida. As amostras foram incubadas a 65 °C por pelo menos
30 minutos, com inversdes ocasionais a cada 5 minutos. Apds esse periodo, foi adicionado
cloroférmio: dlcool isoamilico (24:1, v/v), em volume equivalente a 2/3 do volume da amostra
(aproximadamente 500 pL), seguido de homogeneizacdo por inversdo suave dos tubos. As
amostras foram entdo centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos, e a fase aquosa superior foi

cuidadosamente transferida para um novo tubo.
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Para a remocao de contaminantes de RNA, foi adicionado 10 pL. de RNase as amostras,
com incubacao a 37°C por 30min. Posteriormente, para a precipitagdo do DNA, adicionou-se
acetato de amonio 7,5 M na propor¢ao de 0,08 volumes, seguido de isopropanol gelado (0,54
volumes). As amostras foram incubadas a -20 °C, overnight. Apos esse periodo, os tubos foram
centrifugados por 5 minutos a 13.000 rpm, observando-se a formagao do pellet. O sobrenadante
foi descartado com cuidado, e o pellet foi lavado com 700 pL de etanol 70% gelado e secos ao
ar.

Por fim, os pellets foram ressuspendidos em 30-50 puL. de dgua Milli-Q. Para garantir a
completa solubilizacdo do DNA, os tubos foram mantidos a 4 °C por no minimo 30 minutos,
preferencialmente overnight. A concentragdo e a pureza do DNA extraido foram avaliadas em
espectrofotometro Nanodrop. A fragmentacdo do DNA (DNA laddering) foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose a 2% em tampao TBE 1%, com coloragdo utilizando 10 pl de

SYBR Green e visualizacao sob luz UVB.

4.4.5 TUNEL

Para o ensaio TUNEL, assim como na eletroforese (item 4.4.4), a fim de representar a
faixa de concentracdo dos tratamentos mais concentrados (T14, T15 e T16) previamente
associados a inducdo de morte celular, foram analisados os tratamentos T14 e T16. As raizes
foram expostas aos tratamentos por 48h. Agua destilada, que foi utilizada como controle
negativo e NaCl 250 mM (com 24h de exposi¢do) como controle positivo.

Na analise de fragmentagao de DNA por citometria de fluxo, foi utilizado o Kit APO-
BRDU da Invitrogen (Catalog. No. KHO1001 (KHO1001CR & KHO1001FZ) especifico para
técnica de TUNEL. Os procedimentos seguiram o protocolo do fabricante. Resumidamente,
para a obten¢do da suspensdo nuclear, aproximadamente 40 meristemas radiculares de Allium
cepa por repeticao, com 3 repeticdes por tratamento. Os meristemas foram macerados com
auxilio de um bisturi, em tampao WPB sob gelo. A solugdo resultante foi filtrada em malha de
40um e centrifugada em 300g por 10 min, sendo o sobrenadante descartado. Em seguida, as
células foram fixadas em solu¢do de 1% de paraformaldeido em tampao PBS (pH 7,4) por 60
minutos sobre gelo e lavadas com PBS. A seguir, as amostras foram incubadas com a solugao

de marcacdao de DNA contendo a enzima TdT e o nucleotideo BrdUTP por 1 horaa 37 °C. Apos
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as lavagens, as células foram incubadas com anticorpo anti-BrdU por 30 minutos a temperatura
ambiente, protegidas da luz. Posteriormente, adicionou-se tampao de coloragdo contendo iodeto
de propideo, com nova incubacdo de 30 minutos. Por fim, as amostras foram analisadas por

citometria de fluxo.

4.5 ENSAIO DE ECOTOXICIDADE EM Daphnia magna

Os ensaios realizados em Daphnia magna seguiram o guideline OECD 202 (Acute
immobilisation test). Foram testados neste ensaio os tratamentos controle negativo (CN), T10,
T11, T12, T13, T14, T15 e T16. As concentragdes das misturas testadas em Daphnia magna
foram definidas com base nos resultados prévios obtidos em Lactuca sativa (T11 a T16), onde
avaliamos germinagdo, crescimento radicular e alteragdes celulares por citometria de fluxo em
folhas. Com resultados obtidos em A. cepa, o tratamento T10 também foi adicionado, desse
modo foram avaliados os tratamentos T10 a T16. Essa abordagem permitiu identificar faixas
de concentracdo biologicamente ativas e guiar o delineamento do teste com Daphnia,
respeitando o principio dos 3Rs e evitando concentragdes arbitrarias. Ainda que haja diferengas
fisioldgicas e de sensibilidade entre os modelos, a escolha baseada em resposta biologica inicial
aumentou a relevancia ecologica e toxicoldgica das concentragdes testadas nos organismos
animais.

No inicio do ensaio, todos os individuos de D. magna possuiam menos de 24h de vida,
sendo o meio utilizado nos ensaios (M4) o mesmo para manutencdo da populagdo anterior
mantida em cultura, sem a necessidade de um periodo prévio de aclimatizacdo. Todos os
recipientes utilizados nos ensaios foram de vidro sendo lavados anteriormente por
procedimentos padrdes. Os recipientes (Béquer de vidro) receberam os volumes apropriados de
agua destilada e das concentragdes em mistura dos farmacos investigados. Vinte animais foram
utilizados em cada tratamento, sendo estes colocados em 4 grupos, cada um contendo 5 animais.
Cada grupo de 5 animais foram expostos a 10 mL de solugdo por 48h, para determinacio da
CE50% (concentragdo efetiva) que causa 50% do efeito. Os ensaios foram realizados em
temperatura de 20°C, com fotoperiodo de 16h de luz e 8h no escuro. Individuos imobilizados
foram avaliados a cada 24 horas, sendo também registrados eventuais comportamentos

anormais.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para os percentuais de germinacdo e crescimento radicular (cm) foram considerados
efeitos aquelas variagdes acima ou abaixo de 30% em relagdo ao controle negativo. Os dados
de imobilizacdo de Daphnia magna foram analisados de forma descritiva, uma vez que os
tratamentos corresponderam a misturas com concentragdes dos trés farmacos avaliados, nao
permitindo o ajuste convencional de modelos concentragdo-resposta. Para cada tratamento,
foram calculadas as médias e porcentagens de organismos imobilizados.
Com base nesses valores, foi estimado o valor de CEsoempirico (concentracao efetiva associada
a 50% de imobilizacdo). Os demais experimentos foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado. Os dados obtidos foram submetidos 8 ANOVA (Oneway) seguida de
teste de Dunnet (p < 0.05). Todas as analises estatisticas realizadas foram conduzidas por meio

do software estatistico de cddigo aberto R (R Core Team, 2023).
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5 RESULTADOS
5.1 ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE EM Lactuca sativa
5.1.1 Ensaio de germinacio e crescimento radicular em L. sativa
No teste de fitotoxicidade, as taxas de germinacao observadas em todos os tratamentos
permaneceram superiores a 80% (Figura 5). Dessa forma, conforme apresentado na Tabela 1,

ndo foram evidenciados efeitos inibitorios ou estimulatérios sobre a germinagao (AG) em

nenhum dos tratamentos analisados.

Figura 5 - Taxa de germinagdo (%) de sementes de Lactuca sativa apds 96h de exposicao as

misturas dos farmacos, metformina, valsartana e atenolol.
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Legenda: CN — controle negativo; T1 — 0.01 pg/L de metformina, 0.00 pg/L de valsartana e 0.01 pg/L
de atenolol; T2 — 0.02, 0.00 ¢ 0.02 pug/L respectivamente; T3 — 0.03, 0.01 ¢ 0.04 pg/L; T4 — 0.06, 0.02
¢ 0.07 ug/L; T5 -0.12, 0.05 ¢ 0.14 ug/L; T6 — 0.25, 0.09 € 0.29 ug/L; T7 —0.49, 0.18 ¢ 0.58 ug/L; T8
—0.98,0.36 e 1.16 pg/L; T9 — 1.96,0.73 € 2.31 png/L; T10 - 3.91, 1.45 e 4.61 pg/L; T11 -7.82,2.90 ¢
9.21 ng/L; T12-15.63,5.79 ¢ 18.42 pug/L; T13 —31.26, 11.57 € 36.84 pg/L; T14 — 62.53,23.13 € 73.68

ug/L; T15-125.05,46.26 ¢ 147.35 pg/L; T16 —250.1, 92.52 ¢ 294.7 ng/L. Fonte: Elaborada pela autora
(2025).

Em relagdo ao crescimento radicular, observou-se uma variagdo percentual mais
acentuada em comparacdo ao controle (AC). Enquanto alguns tratamentos estimularam o

alongamento das raizes, outros resultaram em redu¢@o do seu crescimento (Tabela 1). Para fins
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de selecao dos tratamentos a serem investigados nos demais ensaios, estabeleceu-se um critério
de estimulo > 30% em relagdo ao controle, ou inibigdo < 30%. Apos 96h de exposicdo, os
tratamentos T6 e T7 apresentaram aumentos no crescimento radicular, com valores médios de
4,79 cm e 4,60 cm, respectivamente, em comparacdo ao controle (3,40 cm), o que representa
aumentos no AC de 40,88% para T6 e 35,29% para T7 (Tabela 1). Por outro lado, os tratamentos
com maiores concentracdes dos compostos testados (T14, T15 e T16), os valores médios de
crescimento radicular foram de 2,38 cm para T14; 2,20 cm para T15 e 2,32 cm para T16,
resultando em redugdes no AC de -30,0%, -35,29% e -31,76%, respectivamente, em

comparag¢do ao controle.

Tabela 1 — Variagdo percentual na taxa de germinagao e no crescimento radicular de

Lactuca sativa ap6s exposicao a misturas dos farmacos, em comparagdo ao controle negativo.

Tratamentos AG (%) AC (%)
CN 0.0+1.53 0.0+0.4
T1 1.18 £ 1.15 22.65+0.08
T2 1.18+1.53 17.06 £ 0.22
T3 235+1.0 11.76 £ 0.34
T4 1.18+0.58 20.59 +0.92
T5 235+1.0 24.12£0.95
T6 353+£1.15 40.88 = 0.44 (> 30%)
T7 4.71 £0.58 35.29+£0.59 (> 30%)
T8 5.88+0.0 5.59+0.58
T9 471 +£0.58 3.24+1.03
T10 3.53+0.58 0.88+0.17
T11 5.88+0.0 -21.76 £0.1
T12 2.35+1.73 -19.12 £ 0.21
T13 5.88+0.0 -12.35+0.2
T14 4.71 +0.58 -30.0 £ 0.04 (<30%)
T15 235+1.0 -35.29+0.02 (< 30%)
T16 1.18 £1.53 -31.76 £ 0.23 (< 30%)

Notas: AG (%) £ DP: variagdo percentual média na germinacao em relagao ao controle = Desvio padrao;
AC (%) £ DP: variag¢do percentual média no crescimento radicular em relagdo ao controle + Desvio
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padrdo. Valores negativos indicam inibicdo. CN — controle negativo; T1 — 0.01 pg/L de metformina,
0.00 pg/L de valsartana e 0.01 pg/L de atenolol; T2 —0.02, 0.00 € 0.02 png/L respectivamente; T3 — 0.03,
0.01 € 0.04 pg/L; T4 —-0.06,0.02 ¢ 0.07 ng/L; T5—0.12, 0.05 ¢ 0.14 pg/L; T6 — 0.25,0.09 ¢ 0.29 pg/L;
T7-0.49,0.18 ¢ 0.58 ng/L; T8 — 0.98,0.36 ¢ 1.16 pg/L; T9 —1.96,0.73 € 2.31 pg/L; T10-3.91, 1.45
e4.61 pg/L; T11 -7.82,2.90¢e9.21 ng/L; T12 - 15.63,5.79 ¢ 18.42 ng/L; T13 —31.26, 11.57 ¢ 36.84
pg/L; T14 —62.53,23.13 e 73.68 pg/L; T15 - 125.05,46.26 e 147.35 pg/L; T16 —250.1, 92.52 € 294.7
pg/L. Fonte: Elaborada pela autora (2025).

5.1.2 Analise do ciclo celular por citometria de fluxo em L. sativa

Apds 192 horas de exposi¢do aos tratamentos com os farmacos, as folhas das plantulas
de L. sativa foram analisadas por citometria de fluxo. Alteracdes no comportamento do ciclo
celular e evidéncias da ocorréncia de morte celular foram evidenciadas (Tabela 2). Nesta tabela
sao demonstrados apenas os tratamentos que evidenciaram pelo menos algum efeito

significativo (Dunnet p<0,05).

Na analise de ciclo celular, o tratamento T5, aumentou o percentual de ntcleos indicativos
de entrada em divisdo celular (G2/M), indicado por um valor 1,20 vezes maior do que no
controle negativo. Para essa mesma varidvel, valores reduzidos em relagdo ao controle negativo
foram encontrados para todos os tratamentos a partir do T13. No T13 o valor de G2/M foi 1,28

vezes menor, chegando a um valor de 2,16 vezes menor no tratamento T16 (Tabela 2).

No quesito de indicios de morte celular, a partir do tratamento T12 ocorrem aumentos nos
percentuais de subparticulas-G1. Em T12 este aumento em relacdo ao controle ¢ de 72,50%,

mas chega a um aumento de 587,10% apds exposi¢do ao tratamento T16.

As varidveis FSC (tamanho nuclear), SSC (complexidade nuclear), IFa (Indice de
fluorescéncia) e CV (coeficiente de variacao) também sdo indicativas de ocorréncia de morte
celular. Os dois tratamentos com maiores concentracdes (T15 e T16) demonstraram efeitos

significativos para todas essas varidveis (Tabela 2).
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Tabela 2 - Variaveis analisadas por citometria de fluxo em folhas de Lactuca sativa apés 192h

de exposi¢do as misturas dos farmacos, metformina, valsartana e atenolol.

Tratamentos % SubGl % G1 %S G2 FSC SSC IFa Cv

CN 6.51 6432 1432 14.85 100 100 100 3.78
T5 6.78 60.11 1534 17.77* 9998 99.23 10145 345
T12 11.23*  57.77* 1634 1466 9932 9923 99.59  3.89
T13 12.45*  55.23* 20.73* 11.59* 98.23 100.67 99.78 4.11*
T14 22.33*  52.45*% 16.79 8.43* 97.22* 9834 99.99 4.78*
T15 30.21*  45.23*  17.44  7.12*% 96.32* 97.67* 98.23*% 6.34*
T16 44.78*  40.21* 8.12*  6.89* 95.24* 96.9* 9734* 6.78*

Notas: (*) Diferencas significativas em relagdo ao controle (ANOVA; Dunnet, p< 0,05). Somente os
tratamentos que apresentaram diferenca significativa em alguma variavel sdo mostrados na tabela. CN
— controle negativo; TS5 — 0.12 pg/L de metformina, 0.05 pg/L de valsartana ¢ 0.14 ug/L de atenolol;
T12-15.63,5.79 ¢ 18.42 pug/L; T13 —31.26, 11.57 ¢ 36.84 png/L; T14 —62.53,23.13 ¢ 73.68 ng/L; T15
—125.05,46.26 ¢ 147.35 png/L; T16 —250.1,92.52 ¢ 294.7 ng/L. S-G1 — subparticulas com intensidade
de fluorescéncia inferior a G1; G1 —ntcleos em G1 do ciclo celular; S — Nucleos em S do ciclo celular;
G2/M — Nucleos em G2 ou inicio de profase do ciclo celular; FSC — Diametro nuclear; SSC —
Complexidade nuclear; IFa — Intensidade de fluorescéncia dos nucleos G1; CV — Coeficiente de
varia¢do dos nucleos em G1.

Na Figura 6 observamos todos os tratamentos que demonstraram efeito significativo,
tanto pelo crescimento radicular quanto pela citometria de fluxo nos ensaios em Lactuca sativa.

No ensaio de fitotoxicidade, T6 ¢ T7 demonstraram estimulo no crescimento radicular
(Figura 6) juntamente com T14, T15 e T16 demonstrando inibi¢ao do crescimento radicular. Ja
pela citometria de fluxo encontramos efeitos estatisticos significativos (Dunnet; p<0,05) nos
tratamentos TS5 e T12-T16 (Figura 6). T4 e T11 foram incluidos como tratamentos selecionados,
pois foram adicionados como tratamentos NOEC ("No Observed Effect Concentration") ou
maior concentracdo com efeito ndo observado. Assim, os tratamentos selecionados para as
analises iniciais em A. cepa (citogenética e citometria de fluxo) foram: T4, TS, T6, T7, T11,
T12, T13, T14, T15 e T16. A partir desses experimentos, os tratamentos aplicados nos ensaios
subsequentes foram definidos de acordo com a necessidade metodoldgica e com o tipo de

resposta a ser investigado (como mencionado no item 4.1).
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Figura 6 — Tratamentos selecionados para experimentos subsequentes, com base nos efeitos

observados em Lactuca sativa.
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s-G1 Gl S G2/M FSC SSC IFa CV
CN 651 643 143 149 100 100 100 3.8
B 6.78 60.1 153 17.7* 999 99.2 101.4 3.5
. 11.2* 57.8* 163 146 993 99.2 99.6 39
I3 12.5* 55.2* 20.7*11.59* 98.2 100.6 99.8 4.1*
T14 22.3* 52.4* 16.8 8.4* 97.2* 98.3 100 4.8*
TIS 30.2* 45.2* 174 7.1* 96.3* 97.6* 98.2* 6.3*
T16' 44.8* 40.2* 8.1* 6.9* 95.2* 96.9* 97.3* 6.8*

Legenda: Em a) Crescimento radicular em Lactuca sativa apds exposicdo as misturas de fArmacos
metformina, valsartana e atenolol. b) Tratamentos escolhidos para os demais ensaios. ¢) Analise por
citometria de fluxo em Lactuca sativa apds exposicdo as misturas de farmacos metformina, valsartana
e atenolol. Asterisco (*) sinaliza diferenca estatistica em relagdo ao controle negativo (ANOVA;
Dunnett, p<0,05). CN — Controle negativo; T1 — 0.01 pg/L de metformina, 0.00 pg/L de valsartana e
0.01 pg/L de atenolol; T2 — 0.02, 0.00 e 0.02 pg/L respectivamente; T3 — 0.03, 0.01 ¢ 0.04 pg/L; T4 —
0.06, 0.02 ¢ 0.07 ng/L; T5—-0.12,0.05 ¢ 0.14 pg/L; T6 — 0.25,0.09 ¢ 0.29 pg/L; T7 - 0.49,0.18 € 0.58
pg/L; T8 —0.98, 0.36 ¢ 1.16 pg/L; T9 — 1.96, 0.73 ¢ 2.31 ug/L; T10 —3.91, 1.45 ¢ 4.61 ng/L; T11 —
7.82,2.90e9.21 pg/L; T12—15.63,5.79 ¢ 18.42 pg/L; T13 —31.26, 11.57 € 36.84 pg/L; T14 — 62.53,
23.13 e 73.68 pg/L; T15 — 125.05, 46.26 e 147.35 pg/L; T16 — 250.1, 92.52 e 294.7 ng/L. S-G1 —
subparticulas com intensidade de fluorescéncia inferior & G1; G1 — nucleos em G1 do ciclo celular; S —
Nucleos em S do ciclo celular; G2/M — Nucleos em G2 ou inicio de profase do ciclo celular; FSC —
Diametro nuclear; SSC — Complexidade nuclear; IFa — Intensidade de fluorescéncia dos nucleos G1;
CV — Coeficiente de variagdo dos nucleos em G1. Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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5.2 ENSAIOS EM Allium cepa
5.2.1 Analise de citogenotoxicidade por citogenética em A. cepa

A andlise citogenética foi conduzida em células meristematicas de Allium cepa com o
objetivo de investigar potenciais efeitos citogenotoxicos dos tratamentos. Os resultados
referentes ao indice mitotico (IM), estdo apresentados na Figura 7. Nao foram observadas
diferengas estatisticamente significativas para os tratamentos de menor concentragdo (T4 a T7).
Esses tratamentos mantiveram percentuais de células em divisdo préximos ao controle negativo.

Por outro lado, os tratamentos com concentragdes mais elevadas, a partir do T11,
apresentaram redugdes significativas no indice mitdtico em comparagao ao controle negativo,
indicando um efeito inibitério dependente da concentragdo (Figura 7). Notadamente, os
tratamentos T14, T15 e T16 exibiram os menores indices mitoticos, sendo o T14 o mais afetado,
com apenas 0,07% de células em divisdo. Esses resultados evidenciam uma inibi¢do acentuada
da atividade mitética. Além disso, o controle positivo (MMS — 10 mg/L) apesar de aumentar o

percentual de alteragdes nas células, ndo afetou o IM.

Figura 7 — Percentual mitotico nos diferentes tratamentos avaliados.
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Legenda: Tratamentos seguidas de asterisco (*) indicam diferencas estatisticamente significativas em
relacdo ao controle negativo (ANOVA; Dunnet; p < 0.05). A faixa sombreada representa o desvio
padrdo. CN — controle negativo; CP — controle positivo (MMS — 10 mg/L); T4 — 0.06 pg/L de
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metformina, 0.02 pg/L de valsartana e 0.07 pg/L de atenolol; T5 — 0.12, 0.05 e 0.14 pg/L
respectivamente; T6 — 0.25, 0.09 e 0.29 pg/L; T7-10.49, 0.18 ¢ 0.58 ug/L; T8 —0.98, 0.36 ¢ 1.16 pg/L;
T9-1.96,0.73 ¢ 2.31 pg/L; T10-3.91, 1.45 e 4.61 pg/L; T11 —7.82,2.90 ¢ 9.21 pg/L; T12 — 15.63,
5.79 e 18.42 pg/L; T13 —31.26, 11.57 e 36.84 pg/L; T14 — 62.53, 23.13 e 73.68 png/L; T15 — 125.05,
46.26 e 147.35 pg/L; T16 —250.1, 92.52 ¢ 294.7 ng/L. Fonte: autoral (2025).

Outra analise realizada foi em relagdo aos percentuais de alteragcdes cromossdmicas (Figura
8). As alteragdes foram agrupadas como aneugénicas (relacionadas com mau funcionamento do
fuso mitotico) ou clastogénicas resultantes de quebras no DNA. Além disso, foi avaliado a

frequéncia de microntcleos. O percentual de alteragdes aneugénicas foi superior ao de

clastogénicas (Figura 8).

Figura 8 - Percentual de alteragcdes cromossomicas em células meristematicas de Allium

cepa expostas a diferentes misturas de metformina, atenolol e valsartana.
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Legenda: (a) Alteracdes classificadas como clastogénicas; (b) alteragdes aneugénicas; (c) percentual
total de microntucleos. Barras seguidas de asterisco (*) indicam diferengas estatisticamente significativas
em relagdo ao controle negativo (ANOVA, Dunnett, p < 0,05). CN — controle negativo; CP — controle
positivo (MMS- 10 mg/L); T4 — 0.06 pg/L de metformina, 0.02 pg/L de valsartana e 0.07 pg/L de
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atenolol; T5 — 0.12, 0.05 e 0.14 pg/L respectivamente; T6 — 0.25, 0.09 e 0.29 pg/L; T7 — 0.49, 0.18 e
0.58 pg/L; T8 —0.98,0.36 € 1.16 pg/L; T9 — 1.96, 0.73 ¢ 2.31 pug/L; T10—3.91, 1.45 ¢ 4.61 pg/L; T11
—7.82,2.90e9.21 ng/L; T12-15.63,5.79 ¢ 18.42 ng/L; T13-31.26, 11.57 € 36.84 pg/L; T14 — 62.53,
23.13e73.68 ug/L; T15—-125.05,46.26 € 147.35 pg/L; T16 —250.1,92.52 € 294.7 ng/L. Fonte: autoral
(2025).
As alteragdes clastogénicas ndo demonstraram efeitos significativos (Dunnet; p<0,05).
Em relagdo as alteracdes aneugénicas, os tratamentos T11, T12 e T13 apresentaram médias
significativamente maiores em comparacdo ao controle negativo (CN) (Figura 8). Esses
resultados indicam uma predominancia de efeitos aneugénicos induzidos pela exposi¢do a
mistura dos farmacos metformina, valsartana e atenolol. Quanto a frequéncia de micronucleos, o
tratamento T11, além do controle positivo, também apresentou diferengas significativas (Figura
8). Imagens representativas das alteracdes observadas estao ilustradas na Figura 9.

Ressalta-se que os tratamentos T14, T15 e T16 ndo foram incluidos na anélise estatistica
das alteragdes cromossOmicas, apenas para presenca de micronucleos, devido a baixa
quantidade amostral, decorrente do indice mitotico préximo a zero (Figura 7). No entanto, em
algumas laminas destes tratamentos, especialmente T15 e T16, observou-se elevada
condensagdo cromossdmica, acompanhada de alteragdes sugestivas de efeitos aneugénicos ou

de inducdo de morte celular (Figura 10). Dentre essas alteragdes, destacam-se modificagdes em

metafases, como a presenca de metafases com morfologia cromossomica atipica (Figura 10).
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Figura 9 - Imagens representativas de alteragdes citogenéticas em Allium cepa comumente

observadas nos tratamentos T11, T12 e T13.

Legenda: (a) metafase normal; (a;) metafase com perda cromossomica; (a,) c-metafase; (az) metafase
com fragmento cromossdmico; (as) metafase com cromossomo aderente; (b) anafase normal; (b))
anafase com segregacao tardia; (b2) anafase multipolar; (bs) anafase com ponte e perda cromossomica;
(bs) anafase com pontes cromossdmicas; (c) nicleos interfasicos normais; (ci-c4) nucleos interfasicos
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portadores de micronucleos de diferentes tamanhos. T11 — 7.82 pg/L de metformina; 2.90 ug/L de
valsartana € 9.21 pg/L de atenolol; T12 — 15.63, 5.79 e 18.42 ng/L, respectivamente; T13 —31.26, 11.57
e 36.84 ug/L. Fonte: autoral (2025).

Figura 10 - Imagens representativas de alteracdes citogenéticas em Allium cepa observadas

nos tratamentos T15 e T16.

c Q¢
Legenda: (a) c-metafase com alta condensagdo cromossoémica e nucleos interfasicos portadores de
micronucleos; (b) metafase com morfologia cromossomica alterada; (c) metafases com perdas
cromossOmicas; (d) metafase com cromossomos aderentes. T15 — 125.05 pg/L de metformina, 46.26

ug/L de valsartana e 147.35 ug/L de atenolol; T16 —250.1, 92.52 e 294.7 ng/L, respectivamente. Fonte:
autoral (2025).

4

A frequéncia de cada tipo de alteracdo avaliada encontra-se descrita na Figura 11. Entre
as alteragdes observadas, a aderéncia cromossomica foi a mais recorrente, seguida por perda
cromossomica e pela segregacdo tardia. Nos tratamentos T15 e T16, observou-se uma
frequéncia absoluta elevada de alteragdes cromossdmicas, uma vez que praticamente todas as
poucas células em divisdo apresentaram anomalias. As altera¢des relatadas na imagem 10,
referentes a anomalias na morfologia cromossdmica foram incluidas na categoria:
cromossomos aderentes. Além disso, é possivel notar que a frequéncia de alteragdes nos
tratamentos T11, T12 e T13 foram mais elevadas que o proprio controle positivo, sendo a

segregacao tardia a alteragdo mais recorrente nestes tratamentos.
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Figura 11 - Percentual de cada tipo de alteracao cromossomica observado em células
meristematicas de Allium cepa ap6s 48h de exposi¢do as misturas dos farmacos, metformina,

valsartana e atenolol.
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Fragmento cromossémico | 0.13 0.58 0.0 0.59 0.32 0.36 0.36 0.43 0.83 0.69 0.0 0.1 0.0
C-Metafase 0.15 13 0.0 0.22 0.0 031 0.53 2.24 2.18 1.99 0.0 4.73 2.84
Perda cromossémica 0.66 5.89 0.55 0.47 1.03 0.73 1.31 4.77 5.65 6.55 0.0 1492 | 1.21
Multipolaridade 1.25 4.81 0.75 0.61 0.94 1.39 1.92 4.67 7.39 5.94 1.14 0.0 0.0
Segregacao tardia 1.67 2:52 2.28 2.23 2.36 1.39 2.66 9.08 8.37 7.71 2.27 0.0 0.0
Cromossomos aderentes 1.69 3.45 1.13 1.62 2.7 2.44 2.03 511 5.17 4.18 1.13 | 18.26 | 26.09

Legenda: CN — controle negativo; CP — controle positivo (MMS — 10 mg/L); T4 — 0.06 pg/L de
metformina, 0.02 pg/L de valsartana e 0.07 pg/L de atenolol; TS — 0.12, 0.05 e 0.14 pg/L
respectivamente; T6 — 0.25, 0.09 € 0.29 pg/L; T7 - 0.49, 0.18 € 0.58 pg/L; T8 — 0.98,0.36 ¢ 1.16 pg/L;
T9-1.96,0.73 ¢ 2.31 pg/L; T10-3.91, 1.45 e 4.61 pg/L; T11 —7.82,2.90 ¢ 9.21 pg/L; T12 — 15.63,
5.79 e 18.42 pg/L; T13 —31.26, 11.57 e 36.84 pg/L; T14 — 62.53, 23.13 e 73.68 ng/L; T15 — 125.05,
46.26 e 147.35 ng/L; T16 —250.1, 92.52 € 294.7 ng/L. Fonte: autoral (2025).

5.2.2 Analise de citogenotoxicidade por citometria de fluxo em A. cepa

De maneira similar aos demais ensaios, a analise por citometria de fluxo em meristemas
radiculares de Allium cepa, apds 48 horas de exposicdo as misturas dos farmacos revelou
interferéncias na progressdo do ciclo celular e indicios de morte celular (Tabela 3). Os
tratamentos intermediarios, como T5, T6 e T7, estimularam a entrada das células em divisao,
evidenciada pelo aumento dos percentuais de nticleos nas fases S e G2/M. O tratamento T7, por
exemplo, elevou esses percentuais para 27,66% (fase S) € 29,56% (fase G2/M). Por outro lado,

concentragdes mais altas, a partir do tratamento T11, resultaram em efeito oposto, com redugdes
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progressivas nos percentuais dessas fases. Entre os tratamentos T11 e T16, a reducao da fase S
variou de 1,11 vezes menor (T11) até 5,73 vezes menor (T16), em comparagao com o controle.
Para G2/M, redugdes significativas foram observadas a partir do tratamento T13, alcangando

uma diminuicao de 12,07 vezes menor em T16, em comparacao com o controle (Tabela 3).

Tabela 3 - Varidveis analisadas por citometria de luxo em meristemas radiculares de Allium

cepa apos 48h de exposi¢ao as misturas dos fArmacos metformina, valsartana e atenolol.

Tratamentos SuZOG 1 % G1 % S % G2 FSC SSC IFa Cv
CN 6.66 63.23 16.34 13.77 100 100 100 3.88
T4 6.85 60.97 17.13 15.05 100.33 99.78 100.56 3.74
T5 6.97 57.16%* 19.43*  16.44%* 99.15 98.88 99.52 4.06
T6 7.13 55.66*  20.06* 17.15*  100.37 99.11 99.29 3.8
T7 6.74 54.56*  20.86*  17.84%* 99.81 99.93 99.7 4.39
T10 7.32 61.4 16.92 14.36 99.42 99.17 99.77 3.95
TI1 6.97 65.21 14.07* 13.75 99.8 99.37 99.56 3.94
TI12 7.74 65.54  13.17* 13.55 98.53 99.89 100.7 5.03*
T13 15.30%* 65.9 9.00%* 9.81* 97.50*  98.15 99.68 5.93*
T14 24.59*  61.93 6.73* 6.75*  95.73* 96.59* 96.07*  6.75%*
TI15 3426* 55.71*  6.22% 3.81*  94.89*% 91.85% 93.63* 6.33*

T16 65.47* 30.54*  2.85% 1.14*  93.15* 90.58* 90.62*  7.18%*

Notas: (*) Diferencas significativas em relagdo ao controle (ANOVA, Dunnet, p< 0,05). CN — Controle
negativo; T5 — 0.12 ug/L de metformina, 0.05 pg/L de valsartana e 0.14 pg/L de atenolol; T6 — 0.25,
0.09 € 0.29 pg/L respectivamente; T7 —0.49, 0.18 e 0.58 pg/L; T8 — 0.98, 0.36 ¢ 1.16 ng/L; T9 — 1.96,
0.73e¢2.31 pg/L; T1I0-3.91,1.45e4.61 pg/L; T11 -7.82,2.90¢9.21 ng/L; T12 - 15.63,5.79 ¢ 18.42
ug/L; T13 -31.26, 11.57 ¢ 36.84 ng/L; T14 —62.53,23.13 ¢ 73.68 ug/L; T15 — 125.05, 46.26 ¢ 147.35
ug/L; T16 —250.1, 92.52 ¢ 294.7 ng/L. S-G1 — subparticulas com intensidade de fluorescéncia inferior
a G1; G1 — nacleos em G1 do ciclo celular; S — Nucleos em S do ciclo celular; G2/M — Nucleos em G2
ou inicio de profase do ciclo celular; FSC — Diametro nuclear; SSC — Complexidade nuclear; [Fa —
Intensidade de fluorescéncia dos ntcleos G1; CV — Coeficiente de variagdo dos nicleos em G1.

Além disso, as varidveis sub-G1 (subparticulas-G1), FSC (tamanho nuclear), SSC
(complexidade nuclear), IFa (intensidade de fluorescéncia) e CV (coeficiente de variagdo)
podem ser indicativas de morte celular e/ou efeitos citogenotoxicos. Alteragdes significativas
nessas varidveis foram observadas a partir do tratamento T12 (Tabela 3). O coeficiente de

variagdo, por exemplo, aumentou de 3,88% (CN) para 5,03% (T12), representando um
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acréscimo de 29,64%. A partir do T13, todos os tratamentos induziram aumentos progressivos
no CV, atingindo 85,05% no T16. Esse mesmo ponto de corte (T13) marcou o inicio de efeitos
significativos nas variaveis sub-G1 e FSC. O tratamento T13 elevou os valores de sub-G1 em
5,14 vezes, enquanto o T16 alcangou 9,83 vezes. Ja os nicleos do tratamento T13 apresentaram
redugdo de 2,50% no FSC, chegando a 6,85% em T16 (Tabela 3). Por fim, SSC e I[Fa mostraram
alteragcOes estatisticamente significativas apenas a partir do tratamento T14 (Tabela 3).

Histogramas representativos dessas analises estdo apresentados na Figura 12.

Figura 12 - Histogramas representativos da analise por citometria de fluxo em células
meristematicas de Allium cepa apos exposi¢ao as misturas dos farmacos,

metformina, valsartana e atenolol.

CN (a) T5 (b)
G1 G1
g g
§ | sub-G1 6.67 §| sub-G1 6.78
“1 a1 63.56 oG 56.66
S 16.89 S 19.78
G2 12.88 G2 G2 16.78
sub-G1 Sl sub-G1 s | G2
Intensidade d;FIuorescéncia intensi:iade de nuu:;scéncia
(c) (d)
T14 T16
G1
g g
t|sub-G1 24.89 c| sub-G1 6578 JG1
2|61 60.44 @l @1 30.23
S 6.78 S 2.67
G2 7.89 G2 1.32
G2
sub-G1f S sub-G1 51‘52

Intensidade de Fluorescéncia

Intensidade de Fluorescéncia

Legenda: Em (a) histograma mostrando cada fase celular do tratamento controle negativo (CN) (G1, S,
G2). (b) Histograma mostrando nucleos de A. cepa expostos ao Tratamento TS5 (0.12 pg/L de
metformina, 0.05 pg/L de valsartana e 0.14 pug/L de atenolol). Observe em (b) a diminui¢do de nucleos
em G1 e consequente aumento da porcentagem de nucleos em G2. Em (¢) e (d), células expostas aos
tratamentos T14 (62.53 pg/L de metformina, 23.13 ng/L de valsartana e 73.68 ng/L de atenolol) e T16
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(250.1 pg/L de metformina, 92.52 pg/L de valsartana e 294.7 pg/L de atenolol), respectivamente.
Percebe-se um aumento de subparticulas-G1; diminui¢ao de nicleos em G2/M e aumento em CV para
os nucleos em G1.

5.2.3 Analise de genotoxicidade pelo ensaio cometa em A. cepa

Danos ao DNA, evidenciados pela elevada porcentagem de DNA presente na cauda dos
cometas, foi reportada apenas para o controle positivo (Figura 13). A exposicao ao NaCl
resultou em niveis elevados de dano, com porcentagens de DNA na cauda superiores a 70% e
nucleoides classificados no escore 4. A Figura 14 (CP) apresenta um exemplo representativo
de cometas classe 4, observado apos o tratamento com 250 mM de NaCl por 24 horas. Por outro
lado, as células pertencentes ao controle negativo, bem como aos tratamentos T10, T13 e T16,
apos 48h de exposi¢do, mantiveram-se morfologicamente integras, sem evidéncia de danos
significativos ao DNA (com porcentagens de DNA na cauda inferiores a 5%). (Figura 13;

Figura 14).

Figura 13 - Porcentagem de DNA na cauda de nucleoides obtidos de células de Allium
cepa expostas as misturas dos farmacos, metformina, valsartana e atenolol.

1001
80
60 1

40+

% DNA na cauda

20+

o

T10 T13 T16 cp

Legenda: CN — controle negativo; CP — controle positivo (NaCl — 250 mM); T10 — 3.91 pg/L de
metformina, 1.45 pg/L de valsartana e 4.61 pg/L de atenolol; T13 — 31.26, 11.57 e 36.84 ng/L,
respectivamente; T16 — 250.1, 92.52 ¢ 294.7 pg/L. Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Figura 14 — Imagens representativas de nucleoides obtidos por ensaio cometa em células

meristematicas de Allium cepa as misturas dos farmacos, metformina, valsartana e atenolol.

Legenda: Classes de dano ao DNA de acordo com a porcentagem de DNA presente na cauda. (CN;
T10; T13; T16): Escore 0 — sem danos observado (<5%). (CP): Escore 4 — alto nivel de dano (>70%).
CN — controle negativo; CP — controle positivo (NaCl 250 mM); T10 — 3.91 pg/L de metformina, 1.45
pg/L de valsartana e 4.61 pg/L de atenolol; T13 —31.26, 11.57 e 36.84 pg/L, respectivamente; T16 —
250.1, 92.52 ¢ 294.7 ug/L. Fonte: autoral (2025).

5.2.4 Analise de fragmentacio do DNA por eletroforese

Por meio da analise em gel de agarose, foi possivel observar, nas linhas correspondentes
aos tratamentos investigados (2 a 5), a formagao de um padrao de bandas caracteristico de DNA
laddering, indicativo de fragmentagdo internucleossomal associada a apoptose (Figura 15).

Em contraste, o controle positivo (linha 6) apresentou um arraste difuso pronunciado,
especialmente nas regides de baixa massa molecular, compativel com danos genotoxicos

severos (Figura 15).
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Figura 15 — Eletroforese demonstrando a ocorréncia de DNA-laddering em meristemas

radiculares de 4. cepa ap6ds exposi¢ao as misturas dos farmacos metformina, valsartana e

atenolol.

1000 bp «——

100 bp «——

Legenda: Linhas: (M) Marcador de 100 bp; (1) Controle negativo; (2)—(3) Células expostas ao
Tratamento 14; (4)—(5) Células expostas ao Tratamento 16; (6) Controle positivo. Observa-se a
formag@o de DNA ladder nas linhas 2 a 5, indicativa de fragmentacdo internucleossomal. Na linha 6,
nota-se um arraste difuso na extremidade inferior do gel, sugerindo fragmentagdo e degradagdo
extensiva do material genético induzida pelo controle positivo. CN — controle negativo; CP — controle
positivo (NaCl — 250 mM); T14 — 62.53 ug/L de metformina, 23.13 pg/L de valsartana ¢ 73.68 ug/L de
atenolol; T16 —250.1, 92.52 ¢ 294.7 ug/L, respectivamente. Fonte: autoral (2025).

5.2.5 TUNEL

O processo de morte nas células meristematicas expostas as misturas dos PhAcs foi
também verificado pelo ensaio TUNEL, avaliado por citometria de fluxo. Foi possivel observar
um aumento no percentual de nucleos positivos para marcagdo TUNEL apos as 48h de
exposic¢ao. O tratamento T14 apresentou um aumento percentual de 121,34% em comparagao

com o controle negativo, enquanto o T16, 183,15% (Tabela 4).
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Tabela 4 — Células meristematicas de 4. cepa TUNEL-positivas apOs exposi¢ao as

misturas dos farmacos, metformina, valsartana e atenolol.

Tratamentos (%) Nucleos TUNEL-positivos
CN 14.56
CP 61.23*
T14 32.23*
T16 41.22%

Notas: (*) Diferencas significativas em relagao ao controle negativo (ANOVA, Dunnet, p< 0,05). CN:
controle negativo; CP — controle positivo (NaCl — 250 mM); T14 — 62.53 pg/L de metformina, 23.13
pg/L de valsartana e 73.68 png/L de atenolol; T16 —250.1, 92.52 e 294.7 ng/L, respectivamente.

5.3 ENSAIO DE ECOTOXICIDADE EM Daphnia magna

Os resultados do teste de imobilizagdo aguda em D. magna sdo mostrados na Tabela 5. Os
primeiros efeitos de imobilizagdo aparecem no tratamento 11, com 10% dos individuos
investigados apresentando imobiliza¢do. O tratamento T13, apresentou 50% de imobilizagdo
em relacdo ao controle negativo, sendo este tratamento considerado como uma estimativa
empirica da CEso da mistura dos trés farmacos, com base nos efeitos observados (Figura 16).
Este tratamento possui 31,26 pg/L. de metformina, 11,57 pg/L de valsartana e 36,84 pg/L de
atenolol. As maiores concentracdes testadas, T15 e T16 inibiram por completo a mobilidade

dos animais (Tabela 5, Figura 16).

Tabela 5 — Imobilizagdo em D. magna ap6s exposicao a tratamentos com misturas dos

farmacos metformina, valsartana e atenolol.

Tratamentos Média = DP Percentual (%)

CN 0.00 £0.00 0

T10 0.00 £0.00 0

T11 0.50+0.58 10
T12 0.75+0.50 15
T13 2.50+£0.58 50
T14 2.75+0.50 55
T15 5.00 £ 0.00 100
T16 5.00 £0.00 100

Legenda: Média de imobilizagdo + Desvio padrdo; CN — controle negativo; T10 — 3.91 pg/L de
metformina, 1.45 ug/L de valsartana e 4.61 pg/L de atenolol; T11 — 7.82, 2.90 ¢ 9.21 nug/L,
respectivamente; T12 — 15.63, 5.79 ¢ 18.42 ug/L; T13 —31.26, 11.57 ¢ 36.84 ug/L; T14 — 62.53, 23.13
e 73.68 png/L; T15—125.05,46.26 ¢ 147.35 pg/L; T16 —250.1, 92.52 € 294.7 pg/L.
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Figura 16 - Percentual médio de imobilizagdo de Daphnia magna nos diferentes tratamentos

avaliados, ap0s a exposi¢ao a misturas dos farmacos, metformina, valsartana e atenolol.

100 --- 50%
X CE50

Imobilizacdo média (%)

CN T10 T11 T12 T13 T14 T15 T1l6
Tratamento

Legenda: CE50 — concentragdo efetiva que causa 50% de imobilizagdo; CN — controle negativo; T10
—3.91 pg/L de metformina, 1.45 pg/L de valsartana e 4.61 ng/L de atenolol; T13 —31.26, 11.57 € 36.84
ng/L, respectivamente; T16 — 250.1, 92.52 e 294.7 ng/L. Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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6 DISCUSSAO

Metformina, Valsartana e Atenolol sdo compostos farmacologicamente ativos (PhACs)
produzidos para induzir respostas bioldgicas em organismos alvo (Barros et al., 2022). No
entanto, a exposi¢ao de organismos nao-alvo a esses compostos representa um risco. Estudos
tétm demonstrado que PhACs podem influenciar o ecossistema, mesmo em baixas
concentragdes (Afsa et al., 2020; Prichard; Granek, 2016). Apesar da presenca de PhACs no
meio ambiente ser bem documentada na literatura, encontra-se ainda uma lacuna a respeito dos
seus efeitos adversos, como efeitos ecotdoxicos ou citogenotoxicos, principalmente sendo
avaliados em misturas, que ¢ a forma como sdo encontrados no ambiente (Cleuvers, 2003).
Desse modo, o presente estudo teve como objetivo investigar o efeito eco-cito-genotdxico de
misturas dos farmacos, metformina, atenolol e valsartana, em diferentes organismos modelo
(Lactuca sativa, Daphnia magna e Allium cepa).

Os resultados obtidos mostraram que a exposi¢cdo as misturas dos PhACs conduz a
danos eco-cito-genotoxicos. O desenvolvimento das plantas ¢ um dos pardmetros mais diretos
e visuais para avaliar a toxicidade causada por poluentes (Haider et al., 2021). Diante disso,
avaliamos primeiramente os efeitos das misturas dos PhACs sobre a germinagao e crescimento
radicular em Lactuca sativa.

Em relag@o a germinagdo das sementes, ndo foram observadas variagdes significativas
no niumero de sementes germinadas nos tratamentos avaliados quando comparados ao controle
negativo, indicando que a mistura dos farmacos nao teve nenhum efeito adverso na germinagao,
0 que estd de acordo com varios estudos que também relataram a falta de sensibilidade da
germinagdo de sementes em estudos ecotoxicoldgicos (Han et al., 2023; Pino et al., 2016; Priac;
Badot; Crini, 2017; Rede et al., 2019). Apesar da taxa de germinag¢do ser uma varidvel
comumente utilizada, ela ndo ¢ uma das mais sensiveis. A germina¢do das sementes ¢ um
processo altamente conservado entre as espécies vegetais, no qual os tecidos embrionarios
utilizam os nutrientes de reserva, como carboidratos e proteinas, previamente armazenados,
para sustentar as fases iniciais do desenvolvimento. A emergéncia da plantula depende desses
recursos, especialmente durante os primeiros estagios. Nesse contexto, o alongamento inicial
da radicula ocorre predominantemente por expansao celular, e nao por divisao celular (Hillis et

al., 2011; Leather; Einhellig, 1988). Além disso, na maioria das sementes, incluindo as de
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alface, os tecidos embriogénicos sdo fisicamente protegidos por tegumentos, tecidos estes que
conferem protecao e tém permeabilidade diferencial a uma variedade de substancias (Soares et
al., 2016). Por outro lado, estes autores acreditam que o alongamento da raiz seja uma variavel
um pouco mais sensivel (Hillis et al., 2011; Leather; Einhellig, 1988; Soares et al., 2016).

No presente estudo, conforme ilustrado na Tabela 1, foram observadas variagdes mais
acentuadas no crescimento radicular. A partir do tratamento T11, verificou-se uma diminuig¢ao
no tamanho radicular em relagdo ao grupo controle, com destaque para os tratamentos T14, T15
e T16, que apresentaram as maiores taxas de variacdo no crescimento (AC), em torno de 30%.
Em contrapartida, tratamentos com concentragdes mais baixas, como T6 e T7, promoveram um
aumento no crescimento radicular, sendo o tratamento T6 responsavel pelo maior AC registrado
(40,88%). Desse modo, nota-se um padrao de resposta bifasico.

Em relagdo ao estimulo e respostas bifasicas, Pino et al. (2016) encontraram resultados
semelhantes, onde a exposicdo a ibuprofeno resultou em um aumento significativo do
desenvolvimento daraiz de L. sativa em comparagao ao controle. Migliore et al. (2003) também
relataram efeito similar, no qual o antibiotico enrofloxacino em altas concentracdes (5000 pg/L)
causaram efeitos toxicos, com reducdo significativa no crescimento radicular e foliar; e em
baixas concentragdes (50—100 pg/L) induziram efeitos horméticos, estimulando o crescimento
de algumas estruturas vegetais; em quatro espécies de plantas cultivadas (Lactuca sativa,
Cucumis sativus, Phaseolus vulgaris e Raphanus sativus). Além disso, no estudo de Pan e Chu
(2016), os antibidticos tetraciclina, sulfametazina, norfloxacina e eritromicina provocaram
efeitos bifasicos em diferentes culturas vegetais, estimulando o crescimento de raizes e caules
em baixas concentracdes (0,01 mg/L), seguidos por inibi¢do em doses mais elevadas — padrao
tipico de hormese. Segundo Calabrese et al. (2019), as curvas de dose-resposta com padrao
hormético geralmente apresentam estimulo discreto, com efeito maximo variando entre 30% e
60% em relagdo as respostas do grupo controle, padrao semelhante ao observado no presente
estudo. Entretanto, de acordo com Morales (2004) o alongamento diferencial da raiz ndo deve
ser interpretado como um efeito favoravel ou estimulante, a menos que seja avaliada de maneira
conjunta com os efeitos registrados em outros testes. Este efeito bifasico foi percebido em dois
outros ensaios;

Por meio da citometria de fluxo realizada em folhas de L. sativa, na qual observamos um

aumento do percentual de nlicleos em G2 para o tratamento T5 (Tabela 2). Nucleos na fase
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G2/M na citometria indicam células com DNA duplicado (4C), prontas para entrar na mitose,
sendo um marcador importante de proliferagao celular e ciclo celular ativo (Darzynkiewicz;
Huang; Zhao, 2017). Por outro lado, os tratamentos mais concentrados (T13, T14, T15 e T16)
apresentaram inibicdo expressiva da populagdo de nucleos em G2, sugerindo comprometimento
da entrada de nucleos em divisao celular. Tal efeito indica redugao no numero de ntcleos em
divisdo celular nas folhas de L. sativa. Adicionalmente, esses tratamentos, € neste caso também
o T12, induziram, de forma geral, aumento da populacdo de sub-G1, redugdo nos parametros
de FSC, SSC e IFa além do aumento do coeficiente de variagao (CV).

De forma complementar, a analise citométrica conduzida em meristemas radiculares de
Allium cepa também evidenciou esse padrao bifasico. Observou-se um estimulo a divisao
celular nos tratamentos TS, T6 e T7, com aumento nos percentuais de nucleos em fases S e G2,
acompanhado da redu¢do de ntcleos em G1 (Tabela 3). As proporgdes de nticleos nas fases S,
G2 e inicio da profase (representadas pela soma S + G2/M) correspondem a nucleos
comprometidas no processo de divisdo celular. J& as fases de metafase, anafase e telofase nao
sdo detectadas na citometria de fluxo convencional, uma vez que a auséncia da membrana
nuclear impede a marcagao e analise (Marques et al., 2025). Por outro lado, os efeitos inibitdrios
foram semelhantes aos verificados em L. sativa: houve redugdo dos nucleos em S (de T11 a
T16) e em G2 (de T13 a T16), acompanhada de aumento de sub-G1 (de T13 a T16), diminui¢ao
dos valores de FSC (de T13 a T16), SSC e IFa (de T14 a T16) e aumento do CV (de T12 a
T16).

A ativagdo dos pontos de verificagdo do ciclo celular ¢ um mecanismo essencial para
garantir a sobrevivéncia celular frente a danos. No entanto, em casos de lesdes mais severas,
vias de morte celular sdo ativadas, podendo ser detectadas por citometria de fluxo por meio de
alteracdes nos parametros FSC, SSC e na intensidade de fluorescéncia dos ntcleos em G1 (IFa)
(Marques et al., 2025; Miranda et al., 2023). O FSC detecta valores médios de didmetros
nucleares menores do que os observados no controle negativo, indicando a presenga de ntcleos
condensados, que ¢ um dos primeiros estagios do processo de morte celular (Andrade-Vieira;
De Campos; Davide, 2012). Da mesma maneira, quando iniciado o processo apoptotico, a
condensag¢do faz com que os nucleos tenham sua complexidade (SSC) reduzida. A diminuigdo
do IFa também pode ser associada a condensacdo dos nucleos, pois dificulta que o corante

utilizado para quantificar o DNA (iodeto de propideo) penetre nos nucleos (Souza et al., 2023).
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Além disso, as subparticulas-G1 (sub-G1) representam fragmentos celulares e nucleares, que
emitem fluorescéncia ao entrarem em contato com iodeto de propideo. No entanto, essas
particulas apresentam intensidade de fluorescéncia inferior a observada na fase G1, pois tendem
a ser menores do que nucleos intactos em G1 (Moreira; Lima; Sakamoto-Hojo, 2021). Com
isso, aumentos no percentual sub-G1 sugerem a ocorréncia de morte celular, ja& que a
fragmentacao do DNA se caracteriza como uma das etapas da apoptose (Kajstura et al., 2007,
Andrade-Vieira; De Campos; Davide, 2012; Moreira; Lima; Sakamoto-Hojo, 2021). Além
disso, o aumento do CV em G1, sugere que a exposi¢ao aos contaminantes pode provocar danos
clastogénicos ou aneugénicos, ou seja, a presenga de nucleos com alteragdes, como quebras de
DNA, fragmentos, perdas cromossdmicas, que causam variagdes nas quantidades de DNA
nucleares (Fioresi et al., 2020; Monteiro et al., 2010). Desse modo, as alteracdes relatadas para
estes parametros sdo consistentes com a indu¢ao de morte celular ou evidenciam um efeito
toxico sobre o ciclo celular e material genético do organismo exposto (Moreira; Lima;
Sakamoto-Hojo, 2021).

Diante disso, os farmacos estudados demonstraram ter um efeito bifasico no
desenvolvimento e ciclo celular das plantas avaliadas, caracterizado por uma resposta
hormética: com estimulo em baixas concentragdes e inibigdo em concentracdes clevadas. A
hormese ¢ definida como uma resposta adaptativa de células e organismos a um estresse
moderado (Calabrese et al., 2007). As vias de sinalizagao celular e os mecanismos moleculares
que medeiam as respostas horméticas vem sendo elucidados, uma vez que os mecanismos
especificos que originam esse tipo de resposta dose-dependente variam de acordo com as
condigdes experimentais. Dessa forma, ndo existe um mecanismo unico ou universal capaz de
explicar a ampla diversidade de padrdoes de resposta hormética observados, embora
normalmente envolvam enzimas responsaveis pela producdo de proteinas citoprotetoras e
restauradoras nas células (Mattson, 2008). Assim, a hormese ¢ um mecanismo de defesa ativado
por exposigdes leves a agentes potencialmente toxicos, que, em doses baixas, estimulam vias
de sinalizagdo celular protetoras e aumentam a resisténcia a estresses mais severos (Calabrese,
2008).

Nos demais ensaios realizados, observou-se predominantemente um efeito inibitério. Em
relagdo a citogenotoxicidade, a andlise citogenética realizada em 4. cepa, os tratamentos TS,

T6 e T7 ndo diferiram significativamente do controle negativo. Assim, o efeito estimulante
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previamente relatado nao foi observado neste ensaio. Essa auséncia de detec¢ao pode estar
relacionada a menor sensibilidade da técnica, uma vez que, na citometria de fluxo, por exemplo,
onde o estimulo foi evidenciado, o numero de nucleos avaliados é consideravelmente maior,
podendo alcangar até 10.000 células. J4 em relagdo aos efeitos inibitorios, um decréscimo
significativo no indice mitdtico (IM), a partir do tratamento 11 (Figura 7). O IM de um conjunto
de células representa o percentual de células em divisao (mitose) na regido meristematica, sendo
um parametro importante para se avaliar o efeito citotoxico (Kassa, 2021). Alteracdes no IM
sdo indicadores significativos de citotoxicidade e t€ém sido amplamente empregados em estudos
de monitoramento ambiental (Bhat et al., 2017). A diminui¢do do indice mitdtico pode estar
associada a interferéncia no funcionamento de enzimas essenciais a progressao do ciclo celular,
como DNA e RNA polimerases, girase e diversas quinases. Esse comprometimento enzimatico
pode acarretar a inibicao da sintese de DNA, no bloqueio das fases G1 e G2 e na interrupgao
da formacdo de microtabulos, afetando diretamente a divisdo celular (Aslantiirk, 2024;
Tirkoglu, 2012). Efeitos citogenotoxicos de medicamentos ja foram relatados anteriormente.
Das e Ray (2024) avaliaram a citogenotoxicidade da bleomicina, um quimioterapico. Os
resultados demonstraram um declinio no indice mitdtico com o aumento das concentragdes de
bleomicina e do tempo de exposicdo e frequéncias elevadas de varias anormalidades
cromossdmicas também foram observadas.

A avaliagdo do percentual de alteragdes cromossdmicas também ¢ uma ferramenta util e
confiavel para testar o efeito genotdxico de uma substancia, além de possibilitar a avaliagdo de
suas acOes clastogénicas e aneugénicas (Rank; Nielsen, 1997). Alteracdes cromossomicas,
como pontes e fragmentos indicam alteragdes clastogénicas, enquanto segregacdo tardia,
perdas, multipolaridade, aderéncia e c-metafase resultam de alteragdes aneugénicas. No
presente estudo, verificamos que o percentual total de alteragdes aneugénicas foi maior que o
de clastogénicas, indicando que o efeito da mistura dos farmacos tem uma agdo
predominantemente aneugénica. A taxa de alteragdes clastogénicas ndo apresentou diferengas
estatisticas. Ao passo que, nas aneugénicas essa diferenca foi observada a partir do tratamento
T11. Dentre as alteragdes quantificadas no estudo, as mais recorrentes foram cromossomos
aderentes, perda cromossOmica, segregacao tardia e multipolaridade.

De acordo com Fiskesjo e Levan (1993) e Tiirkoglu (2007), a aderéncia cromossdmica €

uma alteracdo frequentemente associada a efeitos toxicos intensos. Resulta da perda da
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capacidade normal de condensacao dos cromossomos, levando a formacao de aglomerados e
podendo provocar danos irreversiveis no material genético, o que pode desencadeiar processos
de morte celular. Além disso, segundo Marcano (2004), a aderéncia cromossdmica pode dar
ainda, origem a pontes cromossdmicas, frequentemente multiplas (conforme ilustrado na Figura
9bs), que, por sua vez, podem resultar em quebras cromossomicas.

Ja a perda cromossdmica, segregagao tardia e multipolaridade indicam falhas na formacao
do fuso mitotico, possivelmente causadas pela acdo direta de agentes toxicos, neste caso das
misturas dos farmacos, que interferem na dinamica dos microtibulos, comprometendo seus
processos de polimerizagdo e despolimerizacao (Leme; Marin-Morales, 2008). Cromossomos
que nao se alinham adequadamente podem nao ser reincorporados ao nucleo principal durante
a divisdo celular, sendo excluidos do conjunto cromossomico e originar estruturas denominadas
microntcleos (MN) (Fenech, 2000). Desse modo, os MN podem se originar a partir de
fragmentos acéntricos (agente clastogénico) ou cromossomos inteiros (agente aneugénico), e
sao formados em células-filhas como resultado de danos ao material genético que ndo foram
devidamente reparados, ou que foram corrigidos de forma incorreta durante a divisdo celular
(Fernandes; Mazzeo; Marin-Morales, 2007), por essa razdo a presenca de micronucleos ¢é
frequentemente associado a efeito mutagénicos (Leme; Marin-Morales, 2009). Segundo
Yamamoto e Kikuchi (1980), a anélise do didmetro dos microntcleos pode auxiliar na distingao
entre agentes clastogénicos e aneugénicos. De modo geral, os autores observaram que os MN
gerados por compostos clastogénicos tendem a apresentar tamanhos menores do que aqueles
formados por agentes com agdo aneugénica. No presente estudo, apenas o tratamento T11, além
do CP, apresentou frequéncia de microntcleos estatisticamente significativa. Embora as demais
concentragdes tenham exibido valores mais baixos, foi possivel observar micronucleos de
diferentes tamanhos nos tratamentos avaliados, conforme ilustrado na Figura 9c.

Desse modo, observamos que a exposicao as misturas dos farmacos pode estar afetando
principalmente a funcdo dos microtibulos ou das proteinas associadas ao fuso mitético,
impedindo a separag¢do adequada dos cromossomos, ja que possui efeito predominantemente
aneugénico. Farmacos como a metformina sdo conhecidos por interagir com varias vias
metabolicas e podem modular a atividade de proteinas-chave que controlam o ciclo celular,
como ciclinas e quinases dependentes de ciclina (CDKs) (Mallik; Chowdhury, 2018). Tal

interferéncia indireta no ciclo celular, pode levar a uma desregulacao da mitose, resultando em
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falhas na distribui¢do cromossomica. Além disso, a exposicdo combinada aos PhACs
(metformina, valsartana e atenolol) pode induzir estresse oxidativo nas células, danificando
proteinas associadas ao fuso mitdtico ou o proprio DNA, o que compromete a correta
segregacao dos cromossomos durante a divisdo celular. Esse mecanismo estd diretamente
relacionado a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que afetam estruturas
celulares essenciais a divisao celular. Gémez-Olivan et al. (2014) demonstraram que anti-
inflamatorios como diclofenaco, paracetamol, ibuprofeno, naproxeno e acido acetilsalicilico
induziram estresse oxidativo significativo no microcrustaceo Hyalella azteca, tanto em
exposicdes isoladas quanto em misturas binarias. Foram observados aumentos na peroxidagao
lipidica e oxidagdo de proteinas, além de alteragdes nas enzimas antioxidantes (SOD, CAT e
GPx), indicando que mesmo em concentragdes subletais, esses farmacos podem comprometer
a integridade celular por meio da geragao excessiva de EROs.

Como mencionado anteriormente, em funcao do baixo indice mitotico, os tratamentos T14,
T15 e T16 nao foram incluidos na avaliacao de genotoxicidade, sendo considerados apenas na
analise de mutagenicidade por meio da presenca de micronucleos, a qual ndo revelou diferencas
significativas em relagdo ao controle. IM tio baixos podem estar associados a indugdo de morte
celular. De acordo com Souza et al. (2020) é crucial considerar apenas concentragdes que
demonstrem viabilidade celular superior a 80% para a andlise de genotoxicidade, uma vez que
a quebra do DNA pode ser uma consequéncia secundaria da citotoxicidade. Portanto, a
utilizacdo de concentracdes citotdxicas pode gerar resultados falso-positivos. No entanto,
algumas alteragdes caracteristicas de dano genético acumulado e indugdo de morte celular
programada foram observadas especialmente nos tratamentos T15 e T16, como altera¢des na
estrutura do cromossomo, degradagdo da cromatina, c-metafases com cromossomos altamente
condensados e metafases aderentes (Figura 10), que como mencionado, sdo sinais
caracteristicos de toxicidade no material genético, muitas vezes resultando em danos
irreversiveis. Zabka et al. (2017) encontraram resultados semelhantes, investigando os efeitos
da sanguinarina, um alcaloide natural derivado das raizes de Sanguinaria canadenses, em
células meristematicas de A. cepa, no qual o estresse oxidativo induzido em células tratadas,
resultaram em estruturas de cromatina alteradas e “degeneradas”, dentre outros achados, que
sdo caracteristicos de morte celular programada semelhante a apoptose (AL-PCD, do inglés

apoptotic-like programmed cell death). Segundo Watanabe et al. (2002) dentre as
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caracteristicas morfoldgicas da AL-PCD, as alteragdes nucleares sao a marca registrada mais
proeminente desse processo.

A morte celular programada (MPC) possui fungdes bioldgicas essenciais para organismos
vivos, podendo ser resultado da senescéncia de tecidos e células, mas também funciona como
um mecanismo de defesa, respondendo, por exemplo, tanto a infec¢des por patogenos (Kiinstler
et al., 2016), quanto a danos ao DNA e alteragdes cromossdmicas, com o objetivo de eliminar
cé¢lulas mutantes e impedir que essas anomalias sejam transmitidas as células-filha (Palmieri et
al., 2014). No presente trabalho, a MPC para os tratamentos mais concentrados (T14, T15 e
T16) foi confirmada por meio da eletroforese de DNA. Foi possivel observar um padrao de
DNA laddering, evidenciando a fragmentagdo caracteristica do apoptose. A apoptose, uma
forma especifica de MPC, é um processo altamente regulado, iniciado pela ativagdo de
proteases endogenas, que levam a desorganizacao do citoesqueleto (Pennell; Lamb, 1997). Esse
tipo de morte celular € caracterizado por redugdo do volume celular, condensagao da cromatina
e fragmentagdao do DNA em multiplos de aproximadamente 180 pares de bases — um padrao
tipico resultante da ac¢do de endonucleases especificas que cortam o DNA nas regides
internucleossomicas (Majtnerova; Rousar, 2018). Por outro lado, no controle positivo, que
provocou um estresse celular mais intenso, foi observado um padrdo de "smear" no gel,
indicativo de quebras aleatorias do DNA. Esse resultado sugere a ocorréncia de necrose, uma
forma ndo programada de morte celular e altamente inflamatéria (Staley; Blaschke; Chun,
1997, Valenzuela et al., 2000).

Além disso, o ensaio TUNEL refor¢ou a ocorréncia de MCP para estes tratamentos (T14 a
T16), uma vez que as células meristematicas expostas aos PhACs apresentaram um aumento
progressivo na propor¢ao de nucleos TUNEL-positivos conforme aumento da concentragao.
Cé¢lulas TUNEL-positivas indicam um aumento de extremidades 3'-OH nas fitas de DNA,
consequéncia da fragmentagdo caracteristica de processos de morte celular programada
(Katsuhara, 1997). Embora células expostas ao controle positivo (NaCl) também sejam
TUNEL-positivas, ndo hd nenhuma outra caracteristica proeminente de apoptose nessas células,
indicando um possivel processo necrotico, como observado pela eletroforese. Segundo
Behboodi e Samadi (2004), a elevada fragmentacdo de DNA durante os estigios finais da
necrose ¢ responsavel pela alta e inesperada positividade para o TUNEL. Desse modo, embora

a reacdo de TUNEL seja amplamente utilizada como marcador de fragmentacdo de DNA
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durante a morte celular programada em plantas, sua aplicagdo isolada ndo ¢ suficiente para
confirmar a ocorréncia de apoptose (Gavrieli; Sherman; Ben-Sasson, 1992; Kelly et al., 2003).
No presente estudo, resultados obtidos através da andlise citogenética, citometria de fluxo,
eletroforese € TUNEL confirmaram a indu¢ao de apoptose para as maiores concentragdes das
misturas.

Ja em relacao ao ensaio cometa, nao foram observadas formagdes de cauda nos tratamentos
testados. O ensaio cometa ¢ sensivel a detec¢ao de lesdes primarias no DNA, como quebras de
fita simples e duplas, que representam os estagios iniciais do dano genotodxico (Tice et al.,
2000). Essas lesdes podem ser transitorias e sdo passiveis de reparo (Moller et al., 2025). Neste
estudo, nao foram observados danos nos nucleos analisados, sugerindo que os tratamentos nao
induziram quebras de DNA significativas ou que estas foram prontamente reparadas. Alguns
autores sugeriram que cometas com alto grau de fragmentagao de DNA poderia estar associados
a nucleos de células em apoptose (Florent et al., 1999; Godard et al., 1999; Olive; Fraser;
Banath, 1993). No entanto, evidéncias mais recentes indicam que o ensaio cometa nao ¢
adequado para detectar apoptose de forma especifica. Isso porque o ensaio cometa detecta
quebras dispersas e aleatorias ao longo da molécula de DNA (Lorenzo et al., 2013). Além disso,
estudos demonstraram que, apds exposi¢do a agentes genotoxicos como o peroxido de
hidrogénio, os cometas altamente danificados (classe 4) podem desaparecer em andlises
subsequentes, sugerindo que os danos inicialmente observados foram revertidos por
mecanismos de reparo celular (Collins et al., 2008). Desse modo, o resultado negativo obtido
no ensaio cometa neste estudo sugere que os danos ao DNA induzidos pelos tratamentos
testados ndo decorrem de quebras aleatorias e difusas tipicas de genotoxicidade primaria, mas
sim de um processo organizado e irreversivel de fragmentagdo nucleossomica, compativel com
morte celular por apoptose. Além disso, ndo foram observadas alteragcdes clastogénicas
significativas, o que reforca a auséncia de danos estruturais fixados no material genético. Esses
achados sustentam a hipotese de que as misturas testadas atuam predominantemente por
mecanismos citotoxicos apoptdticos nas maiores concentragdes (T14, T15 e T16), evidenciado
pela presenga de cromossomos aderentes (indicativo de dano toxico intenso) observada na
analise citogenética, bem como por alteragdes em parametros indicativos de morte celular,

detectadas por citometria de fluxo. Nas concentragdes intermediarias (T11, T12 e T13), os
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efeitos observados apontam principalmente para a atuagdo de mecanismos aneugénicos,
conforme previamente discutido.

A ecotoxicidade foi também avaliada pelo ensaio agudo de imobilizagdo com Daphnia
magna, indicou que o tratamento T13 corresponde a CEso, ou seja, foi capaz de imobilizar 50%
dos organismos apds as 48 horas de exposicao. Além disso, foi possivel notar um aumento
progressivo da imobiliza¢ao conforme o aumento da concentragdo, sendo os tratamentos mais
concentrados (T15 e T16) prejudiciais a sobrevivéncia dos organismos, causando 100% de
imobilizagdo, o que evidencia o risco dessas substancias a cadeia trofica aquatica, dado o papel
ecologico de D. magna como recurso alimentar para diversos consumidores secundarios.
Resultados semelhantes foram observados por Yisa et al. (2023), que relataram taxas de
imobilizagcdo de 60% com amoxicilina (272 pg/L) e 85% com ciprofloxacina (<6500 pg/L),
ambas em concentragdes ambientalmente relevantes. No estudo, os autores atribuiram essas
elevadas taxas de imobilizacdo a inducdo de estresse oxidativo e a alteragdes bioquimicas
significativas em Daphnia magna. Embora a ecotoxicidade de alguns farmacos ja tenha sido
documentada na literatura, o valor de CEso para a mistura obtida no presente estudo (31,26 pg/L
de metformina, 11,57 pg/L de valsartana e 36,84 pug/L de atenolol) foram significativamente
inferiores aos previamente reportados para os compostos isolados. A titulo de comparagao,
Markiewicz et al. (2017) relataram um CEso de 64 mg/L para a metformina, valor
substancialmente mais elevado que o observado neste estudo. Ja, Minguez et al. (2016)
avaliaram a toxicidade de 48 PhACs, entre eles, valsartana e atenolol, ambos os compostos
apresentaram baixa toxicidade aguda para Daphnia magna nas condicdes testadas, sendo
classificados como “nao toxicos” de acordo com os critérios da Comissao Europeia (1996), que
considera compostos com CEso > 100 mg/L. como ndo toxicos para organismos aquaticos. A
avaliacdo do risco ecologico baseada em farmacos isolados pode subestimar os impactos reais
causados por misturas presentes nos ecossistemas aquaticos (Godoy et al., 2019). Nesse sentido,
os achados do presente estudo reforgam o risco potencial associado a presenga de multiplos
farmacos no ambiente, ja que tais combinagdes podem causar efeitos adversos mesmo em
concentracdes muito baixas. Montiel-Mora et al. (2024), por exemplo, investigaram a
toxicidade de 27 PhACs e os efeitos de interagdes entre misturas binarias em dois organismos

modelo: Daphnia magna e Aliivibrio fischeri. Os autores identificaram um efeito sinérgico na
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combinagdo fluoxetina + difenidramina, indicando que o impacto conjunto dessa mistura foi
superior a soma dos efeitos individuais dos compostos.

Por fim, nota-se que o tratamento T10, composto por 3,91 pg/L de metformina; 1,45 ng/L
de valsartana e 4,61 pg/L de atenolol (Tabela S1), representou a combinagdo mais concentrada
que ndo apresentou efeitos adversos detectaveis em nenhum dos ensaios empregados. No
entanto, devido a lipofilicidade da maioria dos produtos farmacéuticos, eles podem persistir no
ambiente aquatico por periodos prolongados, mesmo em baixas concentragdes, aumentando a
probabilidade de efeitos nocivos cronicos em vez de agudos, o que refor¢a a necessidade de
investigacdes futuras voltadas a avaliacdo de efeitos cronicos e de longo prazo (Custodio;
Pefialoza; La Cruz, 2025; Gonzalez-Gonzalez et al., 2022). Além do efeito hormético, que gerou
um estimulo nas baixas concentragdes (TS5, T6 e T7), mas que pode ser interpretado como
resultado de uma resposta adaptativa ao estresse, ou seja, uma reagao celular frente a exposicao

aos farmacos, culminando em alteragdes no ciclo celular.
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7 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a exposi¢ao a mistura dos farmacos metformina, valsartana
e atenolol induz efeitos eco-citogenotdxicos em organismos nao alvo. Os PhACs interferiram
no desenvolvimento das plantas avaliadas (Lactuca sativa e Allium cepa), apresentando um
perfil de resposta compativel com o fenomeno da hormese — caracterizado pelo estimulo a
divisdo celular em concentracdes mais baixas e efeitos inibitorios em doses mais elevadas.

Embora as concentragcdes mais altas utilizadas ainda sejam consideradas baixas em
termos absolutos, compativeis com niveis encontrados em ambientes aquaticos contaminados,
estas foram suficientes para provocar efeitos adversos significativos. Tais efeitos ocorreram,
predominantemente, por meio de mecanismos citotoxicos e aneugénicos, evidenciando o
potencial dessas substancias em comprometer processos celulares fundamentais, mesmo em
niveis trago. Além de causar imobilizacao em D. magna, organismo-chave na cadeia trofica
aquatica, reforgando o potencial ecotoéxico dos compostos.

Além disso, os resultados obtidos reforgam a importancia de se ampliar o conhecimento
sobre os efeitos ecotoxicoldgicos de compostos farmacéuticos no ambiente aquatico, ja que a
presenga continua desses contaminantes representa nao apenas um risco a biodiversidade e a
satide dos ecossistemas, mas também constitui um entrave significativo ao cumprimento dos
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS). Especificamente, comprometem-se metas
associadas a0 ODS 6 (Agua Limpa e Saneamento), ODS 12 (Produgdo e Consumo
Responsaveis), ODS 14 (Vida na Agua) e ODS 15 (Vida Terrestre), evidenciando a necessidade
de monitoramento continuo e da implementagao de politicas regulatorias adequadas, com o
objetivo de assegurar o acesso universal a dgua limpa e de qualidade, além de mitigar os

impactos ambientais e preservar a integridade dos ecossistemas.
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APENDICE A — Material Suplementar

Tabela S1 - Diferentes concentracdes em pg/L dos 3 PhACs avaliados em cada um dos

tratamentos.

Tratamentos Metformina Valsartana Atenolol
T16 250.1 92.52 294.7
T15 125.05 46.26 147.35
T14 62.53 23.13 73.68
T13 31.26 11.57 36.84
TI12 15.63 5.79 18.42
T11 7.82 2.9 9.21
T10 391%* 1.45 4.61
T9 1.96 0.73 2.31
T8 0.98 0.36 1.16
T7 0.49 0.18 0.58
T6 0.25 0.09%* 0.29
T5 0.12 0.05 0.14
T4 0.06 0.02 0.07*
T3 0.03 0.01 0.04
T2 0.02 0 0.02
T1 0.01 0 0.01
CN 0 0 0

Notas: (*) Concentragdes dos farmacos proximas as relatadas em Juiz de Fora (QUADRA et., 2021).



