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Resumo: O presente trabalho tem por objetivo avaliar o efeito genotdxico e
mutagénico dos hormdnios 17B-estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol (EE2) em amostras
de agua através do bioensaio de Allium cepa, antes e apoés filtracdo em filtro
desenvolvido com composto de biomassas de casca de banana associados ao
Pleurotus ostreatus e nanomaterial 8-FeOOH. Os resultados indicam que antes da
filtracdo, os horménios E2 e EE2 apresentaram elevados valores de toxicidade
(p<0,05), resultando em baixa taxa de germinagéo e crescimento radicular, quando
comparados as amostras de agua submetidas ao processo de filtracdo. Também foi
observado um elevado numero de aberracdes cromossdmicas, bem com a presenca
de micronucleos, quando comparados as amostras filtradas (p<0,05), evidenciando a
eficacia do filtro para a remocéo do E2 e EE2. Este estudo sugere que esse tipo de
filtro € uma solucdo promissora e de baixo custo para mitigar os riscos associados a
esses desreguladores endécrinos em processos de tratamento de agua.

Palavras-chave: hormonio, adsor¢céo, biomassa, nanomaterial, Allium cepa.

1. Introducéo

Os contaminantes emergentes (CE) tém conquistado crescente atencao de
pesquisadores e organizacdes, isto porque esses compostos, a exemplo de farmacos,
pesticidas, hormonios, microplasticos e agrotoxicos, possuem potencial toxico para a
saude humana e ecossistema e, por serem de surgimento relativamente recente,
carecem de informacdes e ndo tém legislacédo especifica (Tordin, 2018). Dentre estes
poluentes, Sanderson et al. (2004) destacam os horménios sexuais como um dos mais
toxicos, devido a sua acdo como desreguladores endécrinos (DE).

Os hormbnios sdo compostos quimicos sintetizados pelo sistema
endocrino, responsaveis por transmitir informacfes e regular processos como
desenvolvimento, metabolismo, reproducdo e resposta a estresses. Os principais

hormonios excretados como efluentes sdo os hormoénios sexuais femininos, também
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chamados de estrogenos ou estrogénios. Esses podem ser gerados naturalmente
pelo organismo ou produzidos para tratamento terapéutico e contracepcao, como o
17B-estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol (EE2), respectivamente, que possuem maior
atividade estrogénica quando comparados a outros (Gama, 2010). Segundo Lopes et
al. (2010), esses estrogénios sédo excretados em redes coletoras na forma de
conjugados inativos, e, através de microrganismos presentes no local, séo clivados e
transformados em biocompostos ativos capazes de causar efeitos prejudiciais nos
organismaos Vivos.

Apesar de terem niveis tracos (1g.L-1 e ng.L-1) e meia-vida relativamente curta
(Sousa, 2015), os estrogenos sdo continuamente lancados nos corpos hidricos,
causando bioacumulagéo e aumentando consideravelmente a concentracao desses
horménios nos seres humanos e demais espécies expostos (Reis Filho et al., 2006).
Classificados como DE, esses compostos desregulam os mecanismos do sistema
enddcrino, resultando em desequilibrios hormonais.

No Brasil, ndo ha regulamentacdo que estabeleca um limite seguro de
concentracio de estrogénios nas Estacbes de Tratamento de Esgoto (ETE) e de Agua
(ETA), apesar dos riscos conhecidos de mutacdes. Além disso, o tratamento
convencional utilizado no pais ndo é eficaz na remoc¢ao de micropoluentes organicos
(MPO) (Cartaxo et al., 2020), e, por isso, estudos tém investigado formas de remover
esses compostos. Entre as tecnologias economicamente viaveis, a adsor¢cédo pelo
nanomaterial 6-FeOOH e pelas biomassas de casca de banana e de Pleurotus
ostreatus se destacam por suas propriedades filtrantes promissoras.

O nanomaterial 6-FeOOH, um adsorvente sintético e ferrimagnético, tem
sintese barata e rapida, destacando-se por sua capacidade de regeneracao,
mesoporosidade interparticula, grande area superficial e pequeno tamanho de
particula (Faria et al., 2014). A biomassa da casca de banana é uma opcéo viavel
como biossorvente por seu baixo custo, ampla adaptacdo e estrutura irregular e
fibrosa, que favorece a retencdo de substancias (Boniolo; Yamaura; Monteiro, 2010).
A biomassa do fungo Pleurotus ostreatus também €& considerada um excelente
biossorvente devido a quitina em sua parede celular, que atrai e retém substancias
por interacdes eletrostaticas (Araujo, 2021).

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar a eficiéncia do filtro

das biomassas de casca de banana e Pleurotus ostreatus associadas ao nanomaterial
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0-FeOOH na adsorcao dos horménios E2 e EE2. A analise sera realizada através do
teste de Allium cepa, que permite avaliar a atividade téxica, citotoxica, genotoxica e

mutagénica que esses estrégenos podem causar em raizes de cebola.

Desreguladores endécrinos e horménios 17f-Estradiol e 17a-Etinilestradiol

Segundo Fontenele et al. (2010), os desreguladores ou disruptores enddcrinos
(DE) séo definidos pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS) como
substancias ou misturas presentes no ambiente capazes de interferir no sistema
enddcrino, causando efeitos adversos em organismos e suas proles. Esses
compostos podem imitar, bloquear ou alterar a agdo dos hormoénios naturais,
perturbando o equilibrio hormonal e a autorregulagdo do organismo. Os DE podem
ser absorvidos pela pele, via nasal ou oral, interagindo com o sistema endocrino de
diversas maneiras: ligando-se aos receptores hormonais e desencadeando respostas
inadequadas, bloqueando a acdo dos hormonios endégenos e impedindo sua ligacédo
aos receptores, ou alterando a sintese, transporte, metabolismo e excrecdo dos
hormdonios (Fontenele et al., 2010).

O ambiente aquatico € o principal meio de exposi¢ao aos DE, j4 que a dgua se
torna o destino final de muitos contaminantes (Gama, 2010), como medicamentos,
produtos de cuidado pessoal, hormdnios, pesticidas, antioxidantes, plasticos e
produtos industrializados. Essas substancias, quando oriundas de efluentes
residenciais, podem adentrar nas redes de esgoto através de aguas cinzas
(provenientes de chuveiros, pias e lavanderias), aguas negras (contendo excre¢ao
natural de pessoas que ingerem medicamentos ou de seus horménios naturais) e pelo
descarte inadequado de farmacos vencidos ou nédo utilizados. As estacfes de
tratamento de esgoto (ETE) geralmente usam processos biolégicos como principal
método de tratamento, visando reduzir a carga de poluentes organicos e
microrganismos patogénicos, e, portanto, sendo pouco eficazes na remocédo de
disruptores enddcrinos, que se encontram em concentragbes de ug.L* e ng.L? (Bila
e Dezotti, 2007; Passos Neto, 2020). A Figura 1 representa um esquema das
possibilidades de contaminagdo em organismos humanos e seres aquaticos por DE,

incluindo aqueles de origem agropecuaria e industrial.
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Figura 1 - Principais rotas de contaminagdo dos corpos d’agua e exposicao humana
aos desreguladores endécrinos

Origem humana Origem na‘ agropecuéria Origem industrial
+ Uso de medicamentos + Uso veterinrio de drogas « Industria farmacéutica
« Excrecao de horménios naturais ' Excrega? de horménios naturais ) ) + Produgdo de plasticos
« Produtos de limpeza e higiene + Aplicagao d_e Promomres de crescimento animal + Produtos de limpeza
pessoal ) Usg de pesticidas ) + Outras industrias
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Fonte: Adaptado de Aquino et al. (2013)

Os horménios sexuais femininos, também conhecidos como estrégenos e
estrogénios, destacam-se entre os principais disruptores endécrinos em virtude da sua
alta atividade estrogénica em efluentes de ETE (Passos Neto, 2020). Os estrogenos
naturais estrona (Ei) e principalmente 17B-estradiol (E2), e o sintético 17a-
etinilestradiol (EE-2) ja foram detectados no esgoto bruto, no esgoto tratado, em agua
superficial e em agua tratada (Lopes et al. 2010).

O horménio 17B-estradiol (CAS 50-28-2) é considerado um dos horménios mais
importantes produzidos pelo corpo humano, desempenhando um papel crucial na
regulacdo do ciclo menstrual (Passos Neto, 2020). De férmula molecular C1sH2402 e
meia vida variando de dois a nove dias, 0 E2 possui alta solubilidade em agua a 25°C
de aproximadamente 13 mg.L?, o que torna o hormdnio mais movel e facilita a
contaminacao em corpos hidricos (Torres, 2009). Esse estrogénio € muito utilizado
como aditivo em alimentos para bovinos e suinos e excretados na urina, assim como
0s dos organismos humanos, que sao gerados e excretados continuamente no esgoto
domestico.

O 17a-etinilestradiol (CAS 57-63-6), de férmula molecular C20H2402, € um tipo

de hormoénio sintético, produzido para ser idéntico ao natural e usado em
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contraceptivos orais, em terapias de reposi¢cao hormonal, no tratamento do cancer de
prostata e como aditivo na alimentacdo animal (Fernandes et al.,, 2011). Ele tem
solubilidade em agua a 25°C de 4,8 mg.L! e sua meia vida varia de 4 a 6 dias.
Segundo D'amato (2018), embora o EE:2 ofereca véarias vantagens para a saude, ele
apresenta maior resisténcia ao processo de biodegradacdo e pode causar efeitos
toxicos em seres humanos e na biota.

Os estrogenos E2 e EE2 sé@o particularmente preocupantes devido a sua alta
atividade estrogénica e bioacumulacdo no ambiente. Além disso, podem causar uma
variedade de problemas na saude humana, incluindo reducéo de espermatozoides,
anomalias nos aparelhos reprodutivos e na tireoide e aumento da incidéncia de certos
tipos de canceres hormonio-dependentes (Bila; Dezotti, 2007). Na biota, as
consequéncias estédo associadas ao estimulo da producgédo de vitelogenina (VTG) no
sangue de peixes machos ou imaturos, a feminizacdo de peixes, as baixas taxas de
reproducao e ao hermafroditismo (Bila; Dezotti, 2007). Conforme estudos de Van den
Belt et al. (2004), EE2 é um indutor muito potente de VTG, com uma poténcia relativa
de aproximadamente 30 vezes maior que Eaz.

Quando excretados pelos seres humanos, os estrogénios sdo lancados no
esgoto em uma forma conjugada e ndo nociva. No entanto, através de coliformes
termotolerantes presentes nesses ambientes, como o0 Escherichia coli, esses
hormdénios sdo convertidos para sua forma livre e toxica (Herrmann et al., 2023). A
situacdo € agravada no Brasil, onde apenas 52,2% do esgoto gerado passa por
tratamento, enquanto 47,8% dos efluentes sao despejados diretamente na natureza,
0 equivalente a 5,5 mil piscinas olimpicas, conforme divulgado pelo Instituto Trata
Brasil (2022).

Elementos adsortivos do filtro

Atualmente existem algumas pesquisas relacionadas a remocao de horménios
estrogénios, utilizando métodos que vao desde a biodegradacao até a adsorcdo de
particulas (Correia, 2016; Herrmann et al., 2023; Farias; Rosinke, 2024).

Os micropoluentes organicos (MPO), detectados em niveis tragcos, costumam
resistir a metodos de degradacao biologica ou ndo sdo completamente eliminados por

tratamentos fisico-quimicos. Por isso, a adsorgdo tem se destacado com sua técnica
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de separacao e purificacdo, sendo considerada um dos processos mais eficientes
para o tratamento de agua e efluentes (Nascimento et al., 2020, p. 14-15).

Conforme descrito por Nascimento et al. (2020, p. 14-15) a adsor¢do € mais
eficiente quando a area superficial especifica dos componentes adsorventes € maior,
ja que os componentes se concentram nela; e em fungdo disso, os adsorventes
geralmente sdo sélidos com particulas porosas. A substancia que se une a superficie
€ chamada de adsorvato, enquanto a superficie sélida que retém o adsorvato é
nomeada adsorvente.

A capacidade de um adsorvente reter um composto depende de varios fatores
da sua natureza, como a area superficial, a estrutura dos poros, o tamanho das
particulas, a densidade e a hidrofobicidade do material (Franco, 2018).

A biossorgdo é um processo que utiliza um material bioldgico como adsorvente
(biossorvente) e compreende as etapas de adsorcdo, separacdo solido-liquido e

possivel recuperacao da biomassa e do adsorvato (Santana; Santos; Resende, 2020).

Nanomaterial 6-FeOOH

A nanotecnologia tem impulsionado o desenvolvimento de processos eficientes
e multifuncionais para o tratamento de agua e esgoto, oferecendo solu¢fes de alto
desempenho e acessiveis que exigem menos infraestrutura (Qu; Alvarez; Li, 2013).
Entre essas inovacgdes, destaca-se o nanomaterial 8-FeOOH, um adsorvente sintético
e ferrimagnético, que se distingue pela sintese rapida e barata, gracas a abundancia
de ferro na crosta terrestre, além de ser ambientalmente seguro (Maia, 2019).

Suas principais caracteristicas incluem capacidade de regeneracédo em virtude
de suas propriedades magnéticas, alta area superficial, mesoporosidade interparticula
e pequeno tamanho de particula, variando de 1 a 100 nm (FARIA et al., 2014). Essas
propriedades tornam o 8-FeOOH um adsorvente promissor para a remocao de
estrogenos e outros contaminantes da agua, apresentando alta eficiéncia de adsorcao

e baixo custo de producéao.

Biomassa de casca de banana

A biomassa da casca de banana & uma alternativa viavel como biossorvente

devido ao seu baixo custo e ampla disponibilidade. A indUstria da banana produz mais
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de 57,6 milhdes de toneladas métricas de cascas anualmente, conforme Arquelau et
al. (2019), o que garante uma fonte abundante desse material. Sua estrutura irregular
e fibrosa facilita a retencdo de substancias na superficie, tornando-a eficiente para
esse fim (Boniolo; Yamaura; Monteiro, 2010).

Composta por 75% de agua e 25% de matéria, a casca de banana possui fibras
ricas em material organico e mineral, incluindo amido, acucares, lipidios, proteinas e
umidade. Esses componentes fornecem uma abundancia de grupos funcionais
organicos, conferindo a biomassa uma alta capacidade de adsorcdo de metais e
compostos organicos (Boniolo; Yamaura; Monteiro, 2010; Santana; Santos; Resende,
2020).

Biomassa de Pleurotus ostreatus

A biomassa do fungo Pleurotus ostreatus (shimeji-preto ou cogumelo ostra) é
considerada um bom biossorvente devido a composi¢cdo quimica de sua parede
celular, que contém acetamido da quitina, polissacarideos estruturais de fungos,
aminoacidos e grupos fosfato em acidos nucleicos, amido, amino, grupos carboxila
em proteinas, hidroxilas dos polissacarideos entre outros, que conseguem atrair e
reter os adsorbatos através de interacdes eletrostaticas (Buratto; Costa; Ferreira,
2012; Araujo et al., 2021).

Além de suas propriedades adsorventes, a biomassa do Pleurotus ostreatus
apresenta outras vantagens significativas. Com baixo custo e facil disponibilidade,
esse fungo é o segundo género de cogumelo mais cultivado no mundo (Lesa et al.,
2022). Essa ampla producéo facilita seu uso em grande escala, tornando-o uma opc¢éao

pratica e sustentavel para o tratamento de horménios.

Teste de Allium cepa

O bioensaio de Allium cepa € um conhecido bioindicador de toxicidade,
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, amplamente utilizado pelo seu baixo
custo e sensibilidade em detectar substancias que podem causar alteracdes
cromossbmicas. Trata-se de um ensaio in vivo eficiente, no qual sementes de cebola
sédo germinadas em contato direto com as amostras a serem testadas e em condi¢des

especificas, permitindo a identificacdo de danos ao DNA (aberragfes cromossdémicas
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e distarbios no ciclo mitético) das células (Leme; Marin-Morales, 2009; Frota et al.,
2019).

O teste de Allium cepa inclui analises macroscopicas e microscopicas para
avaliar possiveis efeitos das amostras. As analises macroscopicas sao feitas para
analisar os efeitos toxicos, considerando o indice de germinacdo de sementes, 0
crescimento das raizes em bulbos e a inibicdo ou aceleracdo do crescimento das
raizes. Ja 0s parametros microscopicos sao realizados a partir das células
meristematicas da raiz da cebola e focam em trés tipos de analises: a presenca de
micronucleos (MN) para indicar atividade mutagénica (Poletto et al.,, 2011); o
percentual do indice mitotico (IM) obtido pelo nimero de células em divisao celular,
para determinar citotoxicidade; e as alteragcdes cromoss6micas (AC), que indicam

genotoxicidade (Ribeiro; Belo; Monteiro, 2018; Jacoboski; Fachinetto, 2022).

2. Metodologia

O presente estudo foi desenvolvido nos Laboratérios de Andlise de
Contaminantes e Multiusuério do Instituto de Ciéncia, Engenharia e Tecnologia (ICET)
da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM).

2.1 Grupos de amostras

2.1.1 Grupo de amostras 1: Pré-filtragao

(1) Controle negativo (CN): Agua ultrapura;

(2) Controle positivo (CP): agente indutor de dano no DNA Metanossulfonato
de metila (MMS) 4x10™* M;

(3) 17B-estradiol (E2) 200 ug.L* dissolvido em Dimetilsulféxido (solvente
DMSO0);

(4) 17a-etinilestradiol (EE2) 200 ug.L?! dissolvido em DMSO.

2.1.2 Grupo de amostras 2: Pos-filtracéo
(5) E2 200 pg.L* dissolvido em DMSO e filtrado (amostra 3 passada em filtro);
(6) EE2 200 pg.L™? dissolvido em DMSO e filtrado (amostra 4 passada em
filtro).
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2.2 Preparo do filtro bionanotecnoldgico

2.2.1 Sintese do nanomaterial 8-FeOOH

O preparo do 6-FeOOH foi realizado conforme a metodologia adaptada de Faria
et al. (2014). Inicialmente, foram preparadas as duas solu¢cdes necessdrias para a
producdo do nanomaterial: a solucéo final de 400 mL de NaOH 2 mol.L, contendo 32
g de hidroxido de sobdio dissolvido em agua destilada; e a solugdo de
Fe(NH4)2(S0a4)2:6H20, com 44,483 g do soluto diluido em agua destilada até o volume
final de 400 mL. A solucdo de Fe(NH4)2(SO4)226H20 foi colocada em um béquer de
1000 mL e aquecida a 60 °C sob agitacdo. Uma vez estabilizada a temperatura, a
solucdo aquosa de NaOH 2 mol.L? foi adicionada. A solucdo resultante foi agitada
continuamente com auxilio de uma barra magnética. Apdés a formacdo de um
precipitado verde ferrugem, foram acrescentados 20 mL de H20:2 (dgua oxigenada) a
30%, mantendo a agitacdo por 30 minutos. Durante este periodo, observou-se a
mudanca de cor do precipitado para castanho avermelhado, indicando a formacgé&o das
nanoparticulas de 6-FeOOH. Apds a decantacdo do precipitado, o sobrenadante foi
descartado e substituido por agua ultrapura. Esse processo de lavagem foi repetido
varias vezes para reduzir o pH acido. Para neutralizar o pH, a solucéo foi centrifugada
em tubos FALCON a 3000 rpm por 15 minutos. Posteriormente, o precipitado foi
congelado a -70 °C para solidificacéo e inserido no liofilizador para secagem. Por fim,

0 nanomaterial foi triturado e macerado no gral com pistilo.

2.2.2 Montagem dos filtros

Dois filtros idénticos foram desenvolvidos para processar os dois tipos de
hormonios diferentes, garantindo que os resultados né&o sejam alterados. Os filtros
foram montados em seringas hipodérmicas estéreis de 20 mL sem agulha, cada um
com 8 camadas conforme ilustrado na Figura 2. As camadas consistiram em biomassa
de Pleurotus ostreatus, biomassa de casca de banana, nanomaterial 5-FeOOH, papel
filtro de 0,45 um cortado no didmetro da seringa, e |a de vidro posicionada entre cada

adsorvente.

Revista Vozes dos Vales — UFVIM — MG — Brasil — N2 26 — Ano XIl — 10/2024 — UFVJM — QUALIS/CAPES — LATINDEX
- ISSN: 2238-6424 - www.ufvjm.edu.br/vozes - DOI: https://doi.org/10.70597/vozes.v12i26.1018


http://www.ufvjm.edu.br/vozes

-11 -

Figura 2 - Esquema da montagem do filtro. 1) Papel filtro; 2) La de vidro; 3) Nanomaterial 5-
FeOOH; Biomassas de 4) casca de banana; 5) Pleurotus ostreatus

LLLLI

Fonte: Autores, 2024.

Para este estudo ndo foi necessério sintetizar as biomassas do fungo e da
casca de banana, pois elas ja estavam disponiveis no laboratério, previamente
preparadas e armazenadas sob condicdes adequadas para preservar suas
propriedades.

As quantidades de materiais adsorventes utilizados foram determinadas com
base na pesquisa de Gongalves (2019), que concluiu que uma espessura de 2 mm de
0-FeOOH, correspondente a uma massa de 0,88 g, proporciona uma boa retencéo de
substancias. Seguindo essa mesma propor¢ao, adotou-se a mesma massa de 0,88 g
para a biomassa de casca de banana. Para a biomassa fungica, foi estabelecida uma
massa de 0,3 g, enquanto cada camada de 1& de vidro foi constituida de 0,7 g do
material. A Figura 3 mostra o resultado final da confecc¢do dos dois filtros.

Figura 3 - Filtros das biomassas de casca de banana e Pleurotus ostreatus associadas ao &-

FeOOH para filtragem dos hormdnios A) E; e B) EE;

ﬁ * A
i _ ﬂl *

Fonte: Autores, 2024.
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2.3 Passagem das amostras 3 e 4 pelo filtro

Os primeiros 20 mL das amostras filtradas foram descartados para realizar o
colunamento do filtro, removendo possiveis residuos dos materiais adsorventes. Apos
essa etapa, foram passados 10 mL de E2 e EE2 a 200 pg.L? através de cada filtro

correspondente.

2.4 Teste de Allium cepa

O teste de Allium cepa foi reproduzido duas vezes. O primeiro ensaio foi feito
com o grupo de amostras 1 para determinar o potencial toxico, citotoxico, genotdxico
e mutagénico do 17B-estradiol e do 17a-etinilestradiol. Ja o segundo teste foi realizado
apos a filtracdo com o grupo de amostras 2, objetivando avaliar a eficiéncia do filtro
na adsorcao desses hormonios.

Os ensaios foram adaptados dos estudos de Leme e Marin-Morales (2008) e
Hott et al. (2021). Todas as vidrarias e utensilios foram lavados com Extran 10%,
enxaguados trés vezes com 4gua destilada, autoclavados e expostos a radiagdo UV-
C na cabine de fluxo laminar.

Foram cultivadas 100 sementes de cebola baia periforme (Allium cepa), com
germinacao de 94%, em triplicata (33, 33 e 34 sementes) dispostas em placas de Petri
com papel filtro. No controle negativo, as sementes foram germinadas com 3 mL de
agua ultrapura. No controle positivo, a germinacédo ocorreu com 3 mL de MMS. Para
as solugdes de E2 e EE2, antes e apos a filtragdo, também foram adicionados 3 mL
em cada placa de Petri.

As sementes foram incubadas em uma estufa a 25 °C por 7 dias (Figura 4. A,
B, C, E, F). Para analise de toxicidade, foi calculado o indice de germinacéo, obtido
pela razdo entre o numero de sementes germinadas e o total de sementes usadas;
além disso, o comprimento das raizes das cebolas foi medido com um paquimetro
(Figura 4. D), e os resultados foram analisados utilizando calculos de média e desvio-
padrdo (DP). Posteriormente, as raizes foram fixadas com solugao de Carnoy (3:1 v/v)
em tubos Eppendorf por 24 horas em temperatura ambiente, para entdo ser

substituida por etanol 70%, conservadas na geladeira até o uso.
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Figura 4 - Alguns processos do bioensaio Allium cepa.
A) Germinacao das sementes; B) Triplicada do CN; C) Triplicada da amostra 4; D) Medicao do

comprimento de uma raiz da amostra 3; E) Triplicata da amostra 6; F) Triplicata da amostra 5.

A \\ 7_» e

N AG

Fonte: Autores, 2024.

Para confeccdo das laminas de Allium cepa, as raizes foram retiradas da
geladeira, lavadas trés vezes em agua destilada e submetidas a hidrélise acida
(solucéo de HCI 1M) durante 11 minutos em banho-maria a 60 °C; ap0s isso, as raizes
foram lavadas novamente. Posteriormente, para corar o material genético das células,
as radiculas foram sujeitas a coloracao por reativo de Schiff (Na2SOs3) por duas horas
e sem exposigéo a luz.

Apés a coloracao, as raizes foram cortadas, preservando apenas suas coifas,
e submetidas a uma contra coloracdo com uma gota de Carmim Acético a 2% por 5
minutos, objetivando corar o citoplasma das células. Utilizando uma laminula e cola
entellan, ocorreu o esmagamento das coifas. Depois da confecg¢édo, as laminas foram
examinadas com um microscopio 6ptico, permitindo a quantificacdo dos indices de
divisdo celular, das alteracdes cromossémicas e dos micronucleos.

Para contabilizar 5000 células analisadas por amostra, foram preparadas 10
laminas para cada uma, com contagem de 500 células por lamina.

Para analise de citotoxicidade, foram verificados os indices mitéticos (IM) de
cada lamina, determinados pela Eq. 1. As atividades genotoxicas foram avaliadas
registrando todas as alteragBes cromossdmicas (AC), como células binucleadas, C-

metafase, perdas e quebras cromossdmicas, aderéncias e pontes, e inseridas na Eq.
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2. Para a avaliacdo da mutagenicidade, os micronucleos (MN) foram contabilizados e

comparados aos grupos de controle, utilizando a Eq. 3.

n° de células em mitose

= X
1 total de células observadas (1)

1° de células com aberragBes cromossmicas

AC = -
n° total de células observadas (2)
- n? de células com MN em CP —n? de células com MN em amostra
Reducio (%) = - - X 100 (3)
! n? de celulas com MN em €P —n? de celulas com MN em €N

2.5 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos resultados médios do bioensaio, utilizou-se o
teste de Mann-Whitney, um método nao paramétrico destinado a comparar duas
amostras independentes e verificar se suas distribuicdes diferem. Os valores médios
e 0 desvio-padrao foram considerados significativamente diferentes quando a
probabilidade (p) foi inferior a 0,05. A analise foi realizada com o software GraphPad

Prism (versao 10.3.0).

3. Resultados e Discussao

3.1 Toxicidade

Para avaliar os efeitos toxicos dos horménios em solucdo 3 e 4, foram
observadas o percentual de germinacédo e o crescimento médio das sementes em
contato com as diferentes amostras (Tabela 1). Pode-se notar que as amostras de E>
e EE2 de 200 ug.L?, anteriores ao processo de filtracdo, apresentaram menores taxas
de germinacéo (51%) e crescimento médio das raizes baixo de 0,96+0,35 e 1,17+0,42
cm, respectivamente, em compara¢do com 0s grupos de controle, apontando que
foram toxicas para as sementes. O controle positivo (CP) exibiu sua taxa de
germinacao e seu crescimento meédio das radiculas mais elevados (72% e 2,85%0,87
cm), o que pode ser atribuido a proliferacéo celular desordenada, um efeito prejudicial
gue pode levar a formacédo de tecidos tumorais (Moura et al., 2016). O horménio E2
filtrado apresentou um percentual de germinacdo de 81%, mostrando um acréscimo
de 30% de sementes germinadas em relacdo a sua amostra nao filtrada; assim

também para a média dos comprimentos das suas raizes, que antes era de 0,96+0,35
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cm, aumentou para 1,39+1,10 cm apos a filtragem. O estrégeno sintético EE2 obteve
resultados semelhantes, com a taxa de germinacao passando de 51% para 52% ap0s
afiltragdo, e a média de crescimento das raizes em 0,71+0,25 cm. Assim, as amostras
5 e 6 demonstraram maiores indices de germinacéo e crescimento radicular médio
apos a passagem pelos filtros, indicando que os filtros foram eficazes na remocao

desses agentes toxicos.

Tabela 1 — Taxa de germinacdo por amostra e média e desvio-padréo (DP) do crescimento

radicular
Amostra CN CP E2 E2 filtrado EE2 EEZ2 filtrado
Germinacéao 63% 2% 51% 81% 51% 52%
Média (cm) 2,47 2,85 0,96 1,39 1,17 0,71
DP 0,89 0,87 0,35 1,10 0,42 0,25

Fonte: Autores, 2024.

3.2 Citotoxicidade

Para andlise de atividades citotéxicas das substancias 3 e 4, ou seja, do
potencial de causar alteracdo metabolica nas células da cebola, é calculado o indice
mitotico, definido pelo nimero total de células em divisdo celular (préfase, metafase,

anafase e telofase). A Tabela 2 mostra o IM e desvio-padrao de cada amostra.

Tabela 2 — indice mitético e desvio-padrdo por amostra

Amostra CN CP E2 E2 filtrado EE2 EE2 filtrado
IM (%) 47,08 27,5 36,08 23,26 40,22 18,04
DP 6,22 8,74 3,66 3,95 9,03 7,28

Fonte: Autores, 2024.

Na Figura 5, por meio do teste de Mann-Whitney, observou-se diferencgas
estatisticamente significativas quando a p foi inferior a 0,05. O controle positivo (MMS)
foi comparado ao controle negativo (H20), enquanto as amostras filtradas foram
comparadas com suas respectivas amostras nao filtradas. Os valores médios
elevados de indice mitético do CP e das amostras pré-filtro, especialmente do
hormonio EEz2, que possui um nivel mais alto de toxicidade, podem ser explicados pela

proliferacdo acelerada das células, resultando em um desordenamento do ciclo
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celular, o que pode promover o surgimento de células tumorais e um grande nimero

de aberracfes cromossdmicas.

Figura 5 — Resultados obtidos no estudo de indice mitético (IM) das amostras na concentragao
de 200 pg L-1. *Diferenca significativa considerando p<0,05
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Fonte: Autores, 2024.

3.3 Genotoxicidade

Para avaliar o potencial genotdxico das amostras, ou seja, a capacidade dessas
substancias de induzir alteracbes no DNA, foram apresentados na Tabela 3 os
resultados da contagem de aberra¢gbes cromossomicas de cada amostra, juntamente
com o percentual em relagdo ao numero total de células analisadas. As anomalias
encontradas foram: perda, quebra, aderéncia e ponte cromossOmicas, célula
binucleada, c-metafase e poliploidia.

Observa-se que as amostras de Ez e EE2 néo filtradas apresentam um numero
superior de alteragcbes comparado ao controle negativo (18), sugerindo possivel
genotoxicidade. Em particular, o hormoénio EE2 obteve um numero elevado de 53
aberracées cromossOmicas, superando inclusive o controle positivo, o que ressalta
sua alta genotoxicidade.

As amostras filtradas demonstraram uma reducéo significativa nas anomalias
cromossOmicas, com valores inferiores ao controle negativo. O estrogénio Ez, que

inicialmente apresentava 22 alteracdes, teve esse nimero reduzido para 10 apds a
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filtracdo. Da mesma forma, o EE2, que apresentou um numero elevado de
cromossomos alterados, teve uma reducéo para 6 alteracdes apos passar pelo filtro.
Esses resultados sdo promissores pois apontam que 0s hormoénios, que apresentaram
atividades genotoxicas, foram efetivamente retidos pelo filtro. A Figura 6 € uma
reproducao grafica dos resultados obtidos, que permite uma comparac¢do mais clara

e detalhada entre as amostras.

Tabela 3 — Total de alterac6es cromossdmicas por amostra

Amostra CN CcP E2 E2 filtrado EE2 EEZ2 filtrado
Ponte 4 17 4 2 10 1
Quebra 1 1 9 1 4 1
Perda 3 6 3 3 18 0
C-metafase 3 4 1 3 2 2
Aderéncia 0 9 1 0 5 2
Binucleada 6 9 3 0 10 0
Poliploide 1 0 1 1 4 0
AC no total 18 46 22 10 53 6

AC (%) 0,36 0,92 0,44 0,2 1,06 0,12

Fonte: Autores, 2024.

Figura 6 — Representacao gréfica do nimero total de aberracbes cromossdmicas por amostra
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Fonte: Autores, 2024.
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3.4 Mutagenicidade

A atividade mutagénica € observada pela quantidade de micronucleos na
amostra (MN), que sao pequenas por¢coes de DNA presentes no citoplasma quando
cromossomos em fragmentos ou inteiros ndo séo incluidos no nucleo da célula (Dietz
et al., 2000).

A Tabela 4 mostra o total de microndcleos em cada amostra; além do
percentual de reducdo (Eq. 3), que usa os resultados do grupo de controle para
apontar a reducao de MN na amostra em comparacéao ao CP. Nas amostras 3 e 4,

observa-se uma frequéncia de MN de 36 e 49, respectivamente, proximas ao
resultado do controle positivo de 42 MN, indicando uma possivel mutagenicidade
desses horménios nas células de Allium cepa.

Por outro lado, as amostras 5 e 6, que passaram pelo filtro, apresentaram
valores significativamente menores de micronucleos. No caso do E:z foram
encontrados 36 MN antes da filtracao, reduzindo para apenas 7 ap6s o processo. Para
o EE2, os resultados foram semelhantes, com uma frequéncia de apenas 5 MN apos
a filtragéo.

Na Figura 7 é possivel observar essa variacdo graficamente através do teste
estatistico de Mann-Whitney. Os valores das amostras antes e apés a filtracdo
apresentaram diferenca significativa (p<0,05). A reducdo de micronlcleos foi
consideravel, mais uma vez atestando que os horménios foram adsorvidos pelo filtro

de biomassas de casca de banana e Pleurotus ostreatus associadas ao 6-FeOOH.

Tabela 4 — Microntcleos por amostra e redugcdo comparadas a CN e CP

Amostra CN CP E2 E2 filtrado EE2 EE2 filtrado
MN 27 42 36 7 49 5
Reducao (%) - - 40 233 — 47 247
Média 2,7 4,2 3,6 0,7 4,8 0,5
DP 3,47 1,69 19 0,67 3,68 0,53

Fonte: Autores, 2024.
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Figura 7 — Representacao grafica do nimero médio de micronucleos por amostra. *Diferenca
significativa considerando p<0,05
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Fonte: Autores, 2024.

Na Figura 8 sao apresentadas fotomicrografias que evidenciam todas as etapas
do ciclo celular, além de diversas alteracbes cromossémicas e a presenca de

micronucleos encontrados nas células de Allium cepa.
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Figura 8 — Fotomicrografias de divisdo celular, alteragcdes cromossémicas e micronucleos
observados em células de Allium cepa. A) Células em (1) interfase, (2) profase e (3) metéfase; B)
Célula em anafase; C) Células em telofase; D) Micronucleos; E) Anafase poliploide; F) Anafase com

ponte cromossémica; G) Metafase com aderéncia; H) Metafase polipléide; I) Anafase com perda

cromossémica.

Fonte: Autores, 2024.

5. Considerac0des Finais

Os resultados deste estudo demonstram que os hormdnios 173-estradiol e 17a-
etinilestradiol possuem um potencial toxico, genotoxico e mutagénico nas sementes
de Allium cepa. As analises de toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade evidenciaram que, antes da filtracdo, as amostras de E2 e EE2
apresentaram valores baixos na taxa de germinacgao, no crescimento médio das raizes
e alto niamero de anomalias cromossémicas, comprovando seu impacto negativo.

Entretanto, a aplicacao do filtro desenvolvido, utilizando biomassa de casca de
banana, biomassa fungica de Pleurotus ostreatus e o nanomaterial &-FeOOH,
mostrou-se eficaz na remoc¢ao desses hormonios. As amostras filtradas exibiram uma
significativa reducdo nas aberragdes cromossdémicas e um aumento no indice de
germinacdo e de crescimento radicular médio, indicando a eficiéncia do filtro em

adsorver e reter 0s estrogénios presentes.
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Em sintese, essa pesquisa confirma a toxicidade dos horménios E2 e EE2 nas
sementes de Allium cepa e a efetividade do filtro proposto para remocao desses
desreguladores enddécrinos, oferecendo uma solucéo facil e com baixo custo para a
mitigacdo dos riscos a saude animal e humana associados a esses compostos em

processos de tratamento de agua e efluentes.
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