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“Rugas, sdo como os rios numa floresta. Traz beleza, tranquilidade e definem os
caminhos. E a comprovagio que houve uma vida repleta de diferentes momentos”.

Luiza Gosuen

Tenho rugas...

Olhei para o espelho e descobri que tinha muitas rugas, em volta dos olhos, na boca,
na testa.

Tenho rugas porque tive pais e irmds... com todas as imperfei¢des e razdes para
quererem trilhar juntos aprendendo com a vida;

Eu tenho rugas porque conheci o amor que me fez espremer os olhos de alegria;

Eu tenho rugas porque tive um filho e fiquei preocupada com ele desde a concepgéo e
passei muitas noites em claro, mas também porque sorri para todas as suas novas descobertas.

Tenho rugas porque o vi crescer, bater asas e ganhar o mundo. Construir o seu mundo
e alcar voo.

Tenho rugas porque eu também chorei... chorei pelas pessoas que amei e que foram
embora, por pouco tempo ou para sempre, sabendo ou sem saber 0 porqué;

Tenho rugas porque passei horas sem dormir para estudar, desenvolver e finalizar este
projeto, mas também para cuidar da minha espiritualidade.

Eu tenho rugas porque eu tive OS MELHORES amigos... e nds cantamos, rimos,
brincamos, nos amamos mas tanto, até as lagrimas.

Vi lugares lindos, novos, que me fizeram abrir a boca espantada.

Vi também lugares antigos que me fizeram chorar ao recordar.

Dentro de cada sulco no meu rosto e no meu corpo se esconde a minha historia... onde
escondem as emocdes que Vivi... a minha beleza mais intima. E se apagar isso, apaga a mim
mesmo. Quero todas elas! Cada ruga é uma anedota da minha vida, uma batida do meu
coracdo, o album de fotos das minhas memdrias mais importantes!!!

Carrego todas elas comigo no corpo e na alma, com orgulho e a leveza de quem viveu

bem obrigada.

Autor desconhecido, adaptado por mim.
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RESUMO

Rurr, Janine Simas Cardoso. PROCESSO DE DESINFECCAO DE AGUA USANDO
RADIAQAO SOLAR E UM FOTOCATALIZADOR SEGURO: UM ESTUDO PARA
VALIDACAO DO SEU USO EM POPULAC;OES BRASILEIRAS ATRAVES DE
TECNICAS IN SILICO, IN VITRO E IN VIVO. Tese de Doutorado submetida ao Programa de
Pés-Graduagdo em Medicina, Area de Concentragdo em Anatomia Patoldgica, Faculdade de
Medicina, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

O estudo investigou a melhoria da técnica de Desinfecgdo Solar de 4gua (SODIS) pela
adicdo de Azul de Metileno (AM), visando acelerar a descontaminacdo microbiol6gica de
agua, especialmente em regifes com baixa incidéncia solar. A &gua contaminada por
microrganismos é uma das principais causas de doencas em paises em desenvolvimento, e a
desinfeccdo solar tem se mostrado eficaz, porém limitada em condi¢Bes climaticas
desfavoraveis. A inclusdo do AM, um corante fotossensivel, acelera o processo, gerando
oxigénio reativo ao ser exposto a luz solar, o que inativa 0os microrganismos. O estudo foi
dividido em trés partes: in silico, in vitro e in vivo. No estudo in silico, foram realizadas
simulagdes para prever a toxicidade aguda e a mutagenicidade do AM nas formas oxidada
(azul) e reduzida (leuco). Ambas as formas apresentaram baixa toxicidade, com a forma leuco
sendo ainda menos toxica. A mutagenicidade foi observada na forma oxidada em alguns
testes, mas a forma leuco se mostrou segura. Nos experimentos in vitro, foram analisadas
amostras de agua de poco artesiano, contaminadas com patogenos. A analise metagendmica
identificou a presenca de microbiota intestinal humana e animal, além de patdgenos
causadores de doencas graves. Apos a aplicacdo do método AM/SODIS, houve uma reducéo
significativa no namero de microrganismos, comprovando a eficacia do tratamento na
descontaminacdo da dgua. No estudo in vivo, camundongos foram expostos ao consumo de
agua tratada com AM/SODIS por 13 semanas. Apés a analise de figados e rins dos animais,
ndo foram observadas alteracdes histopatoldgicas ou sinais de citotoxicidade, genotoxicidade
ou mutagenicidade. A analise da expressdo de proteinas relacionadas a morte celular também
ndo indicou estresse celular, autofagia ou apoptose, sugerindo que o uso do AM na
concentracdo de 100 ng/ml é seguro para consumo humano. Os resultados do estudo indicam
que a combinacdo do SODIS com o AM melhora a eficiéncia do processo de desinfeccdo de
agua, tornando-o uma opc¢ao viavel para uso em regides com pouca insolacdo ou em situacoes
de emergéncia. A técnica é simples, de baixo custo e pode ser aplicada em areas carentes,
contribuindo para a reducao de doencas causadas por agua contaminada. Além disso, o estudo
ndo encontrou evidéncias de toxicidade significativa nas formas de AM utilizadas, tornando o
método seguro para 0 consumo humano. A pesquisa contribui para o desenvolvimento de
tecnologias de baixo custo para o tratamento de &gua, alinhando-se aos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel da ONU, especialmente em relacdo ao acesso a agua potavel e
saneamento. A aplicacdo da técnica em larga escala pode ajudar a mitigar os efeitos da falta
de saneamento em comunidades vulneraveis, prevenindo doencas como diarreia,
especialmente em criancas.

Palavras-chave: SODIS, AM/SODIS, radiagdo solar, fotocatalisador, in silico, in vitro, in
vivo, metagen6mica, teste de Ames, S. cerevisiae, camundongo hairless, coloracdo HE,
imunofluorescéncia, caspase-3, beclina-1 e estresse oxidativo (OKL-38).



ABSTRACT

Rurr, Janine Simas Cardoso. WATER DISINFECTION PROCESS USING SOLAR
RADIATION AND A SAFE PHOTOCATALYST: A STUDY FOR VALIDATING ITS
USE IN BRAZILIAN POPULATIONS THROUGH IN SILICO, IN VITRO, AND IN VIVO
TECHNIQUES.Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em Medicina,
Area de Concentragio em Anatomia Patoldgica, Faculdade de Medicina, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

The study investigated the improvement of the Solar Water Disinfection (SODIS)
technique through the addition of Methylene Blue (MB), aiming to accelerate the
microbiological decontamination of water, especially in regions with low sunlight exposure.
Microbiologically contaminated water is one of the leading causes of diseases in developing
countries, and solar disinfection has proven effective but limited under unfavorable weather
conditions. The inclusion of MB, a photosensitive dye, accelerates the process by generating
reactive oxygen when exposed to sunlight, which inactivates microorganisms. The study was
divided into three parts: in silico, in vitro, and in vivo. In the in silico study, simulations were
conducted to predict the acute toxicity and mutagenicity of MB in its oxidized (blue) and
reduced (leuco) forms. Both forms showed low toxicity, with the leuco form being even less
toxic. Mutagenicity was observed in the oxidized form in some tests, but the leuco form was
found to be safe. In the in vitro experiments, samples of artesian well water contaminated with
pathogens were analyzed. Metagenomic analysis identified the presence of human and animal
intestinal microbiota, as well as pathogens causing severe diseases. After applying the
AM/SODIS method, there was a significant reduction in the number of microorganisms,
demonstrating the efficacy of the treatment in water decontamination. In the in vivo study,
mice were exposed to water treated with AM/SODIS for 13 weeks. After analyzing the liver
and kidneys of the animals, no histopathological alterations or signs of cytotoxicity,
genotoxicity, or mutagenicity were observed. The analysis of the expression of proteins
related to cell death also indicated no cellular stress, autophagy, or apoptosis, suggesting that
the use of MB at a concentration of 100 ng/ml is safe for human consumption. The study's
results indicate that the combination of SODIS with MB improves the efficiency of the water
disinfection process, making it a viable option for use in regions with low sunlight or
emergency situations. The technique is simple, low-cost, and can be applied in
underprivileged areas, helping to reduce waterborne diseases. Furthermore, the study found
no significant toxicity in the MB forms used, making the method safe for human
consumption. This research contributes to the development of low-cost technologies for water
treatment, aligning with the United Nations Sustainable Development Goals, particularly
regarding access to clean water and sanitation. The large-scale application of the technique
could help mitigate the effects of poor sanitation in vulnerable communities, preventing
diseases like diarrhea, especially in children.

Keywords: SODIS, MB/SODIS, solar radiation, photocatalyst, in silico, in vitro, in vivo,
metagenomics, Ames test, S. cerevisiae, hairless mouse, HE staining, immunofluorescence,
caspase-3, beclin-1, and oxidative stress. OKL38
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1 HISTORICO DO PROJETO AM/SODIS

A partir do Edital FAPERJ “Pensa Rio — Apoio ao Estudo de Temas Relevantes e
Estratégicos para o Estado do Rio de Janeiro” em setembro de 2007 participei como bidloga
de uma equipe que ja possuia atuacdo anterior em projetos relacionados recursos hidricos.
Neste momento, no laboratério de Radiobiologia Molecular, chefiado pelo professor Alvaro
Augusto da Costa Leitdo, comecava a minha histéria com o projeto intitulado A
DESINFECCAO SOLAR PROMOVENDO A QUALIDADE DA AGUA. Com a aquisicdo
do Simulador Solar (ORIEL) foi possivel fazer as experiéncias com alguns microorganismos
causadores de diarreia, de maneira controlada. A Desinfec¢do Solar (SODIS) é uma técnica
estudada a fim de melhorar a qualidade da agua contaminada microbiologicamente atraves da
radiacdo solar como fonte esterilizante de microorganismos. O procedimento consiste na
exposicdo de garrafas PET com &gua ndo potavel ao sol por um periodo de 6 horas. Esta é
uma alternativa recomendada pelo Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia (UNICEF),
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e Cruz Vermelha (EAWAG/SANDEC, 2009).

Com a criacdo do INPeTAm (Instituto Nacional de Pesquisa Translacional da
Amazonia) em 2010, participei da | Visita Técnica ao Lago do Puruzinho - Humaitad —
Rondonia para avaliar a qualidade sanitaria da &gua consumida e divulgar a método SODIS.
Foram recolhidas 13 amostras de agua armazenadas em moringas de barro, amostras em
varios pontos do Lago Puruzinho e como controle, foi utilizado agua deionizada. Das 13
amostras coletadas, 4 seguiram o método de desinfeccdo solar - SODIS. Em todas as
amostras avaliadas, os resultados sugeriram a presenca de coliformes fecais, sO que em
diferentes quantidades. As amostras que foram submetidas ao SODIS mostraram uma reducédo
dréstica da quantidade de coliformes fecais, quando comparadas as quantidades observadas
antes da aplicacdo da técnica. Isto indica que o SODIS é apropriado para promover a
qualidade da agua ingerida pela populacéo local, melhorando também a sua qualidade de vida.

Em 2013 na Reunido Ambiente e Saude & Educacdo no Lago do Puruzinho,
analisamos a qualidade da agua retirada do poco artesiano construido ap6s a 1a Expedicdo e
também verificamos a qualidade sanitaria das fontes hidricas e reservatorios da Comunidade
do Buiugu, na margem do Rio Madeira/Humaita — RO, que ndo possui poco artesiano e nao
usa agua proveniente do Lago. Nas amostras retiradas do pogo artesiano o numero de
bactérias foi muito pequeno em relacdo ao encontrado no armazenamento, indicando uma
contaminagcdo no transporte da &gua para as garrafas. Coliformes totais e fecais foram

encontrados na margem e ausentes no centro do Lago. Na comunidade do Buiugu que utiliza
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0 Rio Madeira como fonte de abastecimento e ndo possui pogo artesiano, todas as amostras
apresentavam alto indice de contaminagéo por bactérias, coliforme fecal e total. Este consumo
da agua de beber microbiologicamente contaminada é a principal causa de diarreia.
Comunidades com habitos de consumir agua diretamente da fonte ndo tratada, rios poluidos e
lagos, estdo colocando em risco a salde porque os patdgenos causadores de diarreias ndo sao
transmitidos apenas pela 4gua contaminada, sdo transmitidas através das maos sujas, comidas
contaminadas, moscas etc.

Em 2015 com a dissertacio do mestrado profissional da tese intitulada
"Descontaminacdo Microbioldgica de Agua: Melhoramento da Técnica de Desinfecgdo Solar
(SODIS) pela Utilizacdo do Azul de Metileno™ investiguei formas de melhorar o processo de
desinfeccdo solar (SODIS) de agua, utilizando o corante Azul de Metileno (AM) como
fotocatalisador. A contaminacdo microbiologica da agua é uma das principais causas de
doencas, e a técnica SODIS, ja era uma solucdo viavel de baixo custo para inativar
microorganismos. No entanto, esse processo pode ser demorado em dias nublados ou em
regibes com menor incidéncia de radiacéo solar.

Neste contexto o estudo propds o uso do AM para acelerar o processo de desinfec¢éo.
Através da acdo fotodinamica, o AM absorve a luz solar, gerando oxigénio singleto que
inativa bactérias e virus. Foram testadas duas espécies de bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus epidermidis e Deinococcus radiodurans), duas espécies Gram-negativas
(Escherichia coli e Salmonella typhimurium) e o fago lambda. Os resultados mostraram uma
inativacao bacteriana mais rapida e eficiente quando o AM foi utilizado em combinagdo com
o SODIS (CARDOSO-RURR; DE PAIVA; PAULINO-LIMA; DE ALENCAR et al., 2019).
A tese conclui que o método proposto pode ser uma solucdo eficaz para fornecer agua segura
em regiBes menos ensolaradas ou onde o SODIS tradicional ndo seria eficiente, ajudando a

inativar microorganismos mais resistentes.
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2 INTRODUCAO

2.1  ConsideracOes Gerais

Em junho de 2017, a populagcdo mundial alcangou 7,6 bilhGes de pessoas, e estima-se
que até 2050 ela aumentara para 9,7 bilhdes, chegando a 10,4 bilhdes em 2100. A Africa e a
Asia respondem pelas maiores taxas de crescimento populacional da atualidade, embora se
estime que a Africa sozinha seja a principal responsavel apés 2050 (ECONOMIC; SOCIAL
AFFAIRS, 2022)

O consumo mundial de &gua aumentou em seis vezes nos Ultimos cem anos, e
continua a crescer de forma constante a uma taxa de cerca de 1% ao ano como resultado do
aumento populacional, do desenvolvimento econdmico e das mudangas nos padrdes de
consumo. Aliado a um abastecimento de agua cada vez mais irregular e incerto, a mudanca
climatica agrava a situacdo de regides que ja apresentam escassez de agua, e provocara
estresse hidrico em regides onde a pobreza predomina (KONCAGUL; TRAN; CONNOR,
2020)

Os recursos hidricos atualmente ainda sdo abundantes no planeta Terra. Todavia, além
da quantidade, a qualidade da agua também sera prejudicada em decorréncia do excesso de
dejetos humanos e animais contaminantes, poluentes quimicos e das temperaturas mais
elevadas, com a consequente reducdo do oxigénio dissolvido. Neste contexto, o reuso da dgua
(ou agua reciclada) € uma alternativa confiavel aos recursos hidricos convencionais para
varios usos humanos, desde que seja tratada e/ou usada com seguranca (KONCAGUL;
TRAN; CONNOR, 2020).

2.2 A problemética da agua e do saneamento basico no mundo

A UNICEF e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimam que cerca de 633
milhdes de pessoas continuem sem acesso ao abastecimento de agua tratada, e ainda sdo 2,4
bilhdes de pessoas no mundo vivendo sem saneamento adequado. Mais de um bilhdo de
pessoas Nno mundo ainda ndo possuem acesso a um banheiro, e isso significa que uma em cada
quatro pessoas continuam a fazer suas necessidades fisiologicas ao ar livre, uma pratica muito
problematica, por representar uma fonte continua de doencas pela contaminacdo da agua de
consumo humano. As consequéncias das doencas associadas a essas condi¢cdes sdo

preocupantes, principalmente as que causam diarreia (ORGANIZATION, 2017).
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Cerca de 1,7 bilhdo de casos de diarreia na primeira infancia anualmente séo
atribuidos a falta de 4gua potavel, saneamento e higiene nos paises em desenvolvimento, mas
impactam desproporcionalmente as criangas com menos de cinco anos, com 525.000 mortes
por ano. De acordo com a OMS, sdo necessarios aproximadamente 50 litros de &gua por
pessoa por dia para garantir que as necessidades basicas sejam atendidas, a0 mesmo tempo em
que se mantém um baixo nivel de riscos para a saude publica (ORGANIZATION, 2017);
(MEDLICOTT; WESTER; GORDON; MONTGOMERY, 2020).

Especialmente nesse contexto epidemioldgico relacionado a agua nédo tratada em todo
0 mundo, 149 milhdes de criangcas com menos de cinco anos de idade que sobrevive a diarreia
sofrem de algum tipo de atraso do crescimento. A falta de acesso a servigos de agua,
saneamento e higiene contribuem para a subnutricdo por meio da transmissdo de agentes
patogénicos, porque as infeccdes gastrointestinais inibem a absor¢do de nutrientes essenciais
ao pleno desenvolvimento fisico e mental infantii (ORGANIZATION, 2019a);
(ORGANIZATION, 2019b).

2.3 A problemética da agua e do saneamento basico no Brasil

Para que a agua seja considerada potavel do ponto de vista microbioldgico, deve ser
atendida a Portaria N° 2.914 do Ministério da Saude (MS), de 12 de dezembro de 2011, que
dispde sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da dgua para consumo
humano. Nela, o padrao de potabilidade ¢ definido como: “agua para consumo humano cujos
parametros microbioldgicos, fisicos, quimicos e radioativos atendam ao padrdo de
potabilidade e que ndo ofereca riscos a saude”. Microrganismos como Escherichia coli (E.
coli) e demais bactérias classificadas como bacilos Gram negativos ndo esporulados e
aerobicos facultativos que habitam o trato intestinal dos seres humanos e de outros animais
homeotérmicos sdo importantes contaminantes ambientais. Assim, a dgua denominada de
potavel deve estar isenta de (E. coli) e coliformes totais a cada 100 ml (BRASIL, 2011).

No Brasil, 83,62% dos brasileiros sdo atendidos com abastecimento de agua tratada,
entretanto, quase 35 milhdes de brasileiros ndo tém acesso a este servigo basico
(http://snis.gov.br/painel-informacoes-saneamento-brasil/web/painel-abastecimento-agua).
Neste cenario, 14,3% das criancas e dos adolescentes ndo tém acesso a agua e 6,8% delas ndo
contam com sistema de agua dentro de suas casas

(https://www.unicef.org/brazil/relatorios/pobreza-na-infancia-e-na-adolescencia).


http://snis.gov.br/painel-informacoes-saneamento-brasil/web/painel-abastecimento-agua
https://www.unicef.org/brazil/relatorios/pobreza-na-infancia-e-na-adolescencia
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Os efeitos da escassez de agua potavel na saude e no desenvolvimento humano foram
estabelecidos como perspectivas em salde publica, onde o acesso a agua potavel e boas
praticas de higiene reduziria os episddios de diarreia em 45% (TARRASS; BENJELLOUN,
2012).

Adicionalmente, quase 100 milhdes (46,3%) de brasileiros ndo sdo atendidos pela rede
de coleta de esgoto (http://snis.gov.br/painel-informacoes-saneamento-brasil/web/painel-
esgotamento-sanitario). Em relacdo as criancas e adolescentes, cerca de 13 milhdes ndo tém
acesso a0 saneamento  basico, e 3,1% ndo tém sanitario em  casa
(http://www.tratabrasil.org.br/artigos).

Em termos nacionais, 2% da populacdo brasileira ainda ndo tem acesso a um banheiro,
sdo 4 milhdes de brasileiros sem acesso ao atendimento sanitario basico e aproximadamente
24 milhdes ndo tém acesso a dgua encanada, 0 que obriga a populacdo a beber agua sem o
menor controle de contaminacdo (https://www.ibge.gov.br/Pnad). Como resultado dos baixos
indices de tratamento de 4gua potavel, 65% das internacfes hospitalares do Brasil sdo devidas
as doencas infecto contagiosas transmitidas pela agua, como, por exemplo: disenteria,
hepatite, meningite, ascaridiase, tracoma, esquistossomose e outras (http://www.mma.gov.br).

Todos os dias, sete criancas morrem no Brasil por causa da falta de saneamento
basico. Para zerar o déficit de saneamento basico e oferecer acesso universal a coleta e ao
tratamento de esgoto, 0 governo precisaria investir anualmente R$ 10 bilhdes nos proximos
20 anos. Parece uma soma vultosa, mas 0s prejuizos causados pela falta de saneamento séo
ainda maiores: cada R$ 1 investido em saneamento representa uma economia de R$ 4 em

gastos com saude coletiva (http://www.tratabrasil.org.br/manifesto).

2.4  Prevencao de diarreias

O acesso a agua potavel e boas praticas de higiene sdo altamente eficazes na
prevencdo de diarreias, 0 que reduziria tais episodios em 45% no mundo (TARRASS;
BENJELLOUN, 2012).

A questdo da reforma sanitaria vem sendo, por décadas, discutida pelas autoridades em
salde publica e identificada como essencial para prevencao e reducdo de doencas transmitidas
por via hidrica. Mas dados estatisticos mostram ainda como é grande esse desafio
(TEIXEIRA; GUILHERMINO, 2006). A qualidade da &gua urbana no pais € seriamente

comprometida pela descarga indiscriminada de residuos domésticos e industriais ndo tratados,


http://snis.gov.br/painel-informacoes-saneamento-brasil/web/painel-esgotamento-sanitario
http://snis.gov.br/painel-informacoes-saneamento-brasil/web/painel-esgotamento-sanitario
http://www.tratabrasil.org.br/artigos
https://www.ibge.gov.br/
http://www.tratabrasil.org.br/manifesto
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0 que agrava a obtencdo de &gua para consumo dentro dos padrdes de potabilidade exigidos
(Quadro 1).

Quadro 1 - Padrdo fisico-quimico e microbiolégico da agua recomendado para 0 consumo
humano (BRASIL, 2011).

PARAMETROS / Portaria MS N° 2.914/2011 de 12/12/2011 (Federal)

Fisico-Quimicos

pH 6,0-9,0
Cor/uH® 15
Turbidez / UNT 5
Condutividade Elétrica / pS cm™ 100
Microbioldgico
Parte do sistema: Parémetros VMP (3?
' E.coli @ Auséncia em 100 ml
Na saida do Coliformes totais Auséncia em 100 ml
tratamento
E. coli Auséncia em 100 ml
Apenas uma amostra, entre as
No sistema de Sistemas ou solugdes amostras examinadas no més,
distribuicdo Coliformes alternativas coletivas podera apresentar resultado
(reservatorios e rede) | totais © que abastecem a partir positivo.
de 20.000 habitantes Auséncia em 100 ml em 95% das
amostras examinadas no més
Notas:

(1) Unidade Hazen (mgPt-Co/L)

(2) Indicador de contaminacéo fecal

(3) Valor maximo permitido

(4) Indicador de eficiéncia de tratamento

(5) Indicador de integridade do sistema de distribuicdo (reservatério e rede)
Portaria MS N° 2914 DE 12/12/2011 (Federal) /Data D.O.: 14/12/2011

2.5  Como amenizar o problema de obter agua potavel de forma barata e

acessivel?

Em 1984, uma publicacdo de Aftim Acra pela UNICEF preconizava que a radiacdo
solar poderia ser utilizada para a desinfeccdo de agua contaminada com micro-organismos. O
método consistia em colocar agua contaminada em garrafas PET e deixar no Sol pleno
durante cerca de 6 horas.

Em 1991, em pesquisas de laboratério, o EAWAG (Instituto Federal Suigo de Ciéncia
e Tecnologia Aquética) em conjunto com o SANDEC (Departamento de Saneamento e Agua
para Paises em Desenvolvimento) constatou a eficAcia do método e comecaram a fazer

experimentos em campo, comprovando que realmente a radiacdo solar era capaz de inativar
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0S micro-organismos presentes na dgua. Este método foi denominado SODIS - Solar Water
Disinfection (CASLAKE; CONNOLLY; MENON; DUNCANSON et al., 2004).

Diversas tecnologias vém sendo implementadas para melhorar a qualidade da agua
para uso doméstico, dentre estas, a desinfeccdo solar da agua (SODIS) (FISHER; IRIARTE;
NELSON, 2012).

26 O Método da Desinfeccdo Solar da agua (SODIS, do inglés Solar
Disinfection)

O procedimento padrdo para a aplicacdo da técnica SODIS consiste no preenchimento
de garrafas PET (sigla para polietileno tereftalato) transparentes e incolores com agua néo
potavel. Durante a exposicdo ao sol pleno por periodos entre 1-2 dias a radiacéo solar penetra
o interior das garrafas e, somado as altas temperaturas dentro do liquido, ocorre praticamente
100% de letalidade dos patdgenos presentes
(sodis.ch/methode/anwendung/ausbildungsmaterial/dokumente_material/manual_p.pdf).

Assim, o processo SODIS pode deixar a agua contaminada dentro dos padrfes de
potabilidade da OMS (MEIERHOFER; WEGELIN, 2002) e nacional (BRASIL, 2011). O
método é muito simples e de baixissimo custo, sendo, portanto, aplicavel em comunidades
pobres e que também ndo possuem agua adequada para 0 consumo humano. Na figura 1 esta

esquematizada a aplicagdo do método SODIS padréo.
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P Pegue uma garrafa PET. Remova/
1 o rotulo. As garrafas devem (_tl ‘
estar limpas, inteiras, )

transparentes, incolores e com
\ volume inferiora trés litros

2 \ A agua que sera
Enchaa garrafa com desinfetada ndo pode
agua, agite e aperte a estar turvanem com
/17 tampa. | 5 residuos

Exponha a garrafa ao sol, de manha até a
noite, por pelo menos 6 horas. Durante esse
tempo, a radiacao UV do sol mata os
patégenos que causam diarreia. Se mais da
metade do céu estiver coberta de nuvens, a
garrafa deve ser colocada ao sol por dois dias
consecutivos.
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Figura 1: Procedimento padrédo para a técnica SODIS. (1) a agua contaminada é colocada dentro de
garrafas PET incolor, transparente, inteira e com volume inferior a 3 litros. A &gua que sera
desinfetada ndo pode estar turva nem com residuos; (2) e (3) as garrafas PET sdo expostas ao sol de
manha até a noite, por pelo menos 6 horas. Durante esse tempo, a radiacdo solar mata os patdégenos
que causam diarreia. Se mais da metade do céu estiver coberto de nuvens, a garrafa deve ser colocada
ao sol por dois dias consecutivos ou mais; (4) a dgua esta microbiologicamente descontaminada para
consumo humano. Adaptado em 06 de junho de 2024.
https://5store.mom/ProductDetail.aspx?iid=595459665&pr=65.88

0

A radiacdo solar penetra o interior das garrafas atingindo os patdgenos, destruindo-0s
e alcancando 99,9% de morte celular. De acordo com os padrbes de potabilidade da OMS, a
agua SODIS pode ser classificada como sem risco nenhum de acordo com a detec¢cdo de
coliformes fecais em 100 ml de suprimentos de agua (SANDEC, 2002). Nessas condicdes, a
taxa de dose recebida em Ultravioleta (UV) pode chegar a 900 W/m? no verdo e as
temperaturas podem variar entre 40°C e 60°C no interior das garrafas (RIJAL; FUJIOKA,
2001), (LONNEN; KILVINGTON; KEHOE; AL-TOUATI et al., 2005).

2.7  Aspectos Historicos da Metodologia SODIS

Em um estudo de surto de colera ocorrido no Quénia em 1997/1998, criancas de

menos de seis anos que usavam o método SODIS tiveram oito vezes menos cOlera que as que


https://5store.mom/ProductDetail.aspx?iid=595459665&pr=65.88
https://5store.mom/ProductDetail.aspx?iid=595459665&pr=65.88
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ndo usavam o método. Evidentemente, a diminuicdo dos casos de diarreia € acompanhada da
diminuicdo dos casos de morte provocada pela enfermidade (CONROY; MEEGAN; JOYCE;
MCGUIGAN et al., 2001).

Em estudos epidemioldgicos foi demonstrado que, nas regides dos diferentes paises
nas quais o método SODIS é empregado pela populacdo, houve diminuicdo dos casos de
diarreia entre 20 a 80%, comparado com regibes dos mesmos paises onde o método ndo €
aplicado (MEIERHOFER; LANDOLT, 2009), (BITEW; GETE; BIKS; ADAFRIE, 2018) e
(SOBOKSA; GARI; HAILU; DONACHO et al., 2020).

Uma vez desenvolvido o método SODIS, a EAWAG/SANDEC comecou a difundir o
mesmo entre paises pobres e em desenvolvimento, e hoje ja é utilizado em diversas partes do
mundo, estimando-se em cerca de cinco milhdes de usuarios distribuidos em mais de 50
paises em desenvolvimento como indicado na figura 2 (MCGUIGAN; CONROY; MOSLER,;
DU PREEZ et al., 2012)

Figura 2: Regides no Mundo onde o método SODIS ja esta sendo utilizado por parte da populacéo
(https://themarginalized.com/2010/04/29/the-difference-is-drinkability-the-sodis-method/).

2.8 O espectro da radiacédo solar

A luz solar é composta pela radiacdo ultravioleta (UV), luz visivel e infravermelha,
sendo dividida em varias bandas em funcdo do comprimento de onda e de efeitos bioldgicos.
A radiacdo UV é de natureza eletromagnética ndo ionizante, compreendida entre 400 e 200

nm (alguns estendem até 100 nm). Do ponto de vista dos efeitos bioldgicos, esta radiacao €


https://themarginalized.com/2010/04/29/the-difference-is-drinkability-the-sodis-method/
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dividida em trés faixas de energia: Ultravioleta C (UV-C) (200 — 280 nm), Ultravioleta B
(UV-B) (280 — 315 nm) e Ultravioleta A (UV-A) (315 - 400 nm).

Grande parte da radiacdo UV-C e UV-B é absorvida pelos gases presentes na
atmosfera, chegando apenas a superficie terrestre uma proporcao de, aproximadamente, 5,1%
de UV-A, 0,3% de UV-B; o UV-C é totalmente absorvido pelo oxigénio, que se dissocia
formando o gas oz6nio (O3), que blinda a sua passagem. A luz visivel estd compreendida
entre 400 a 700 nm sendo que 62,7% chegam a superficie da Terra. JA o infravermelho
proximo, compreendido entre 700 e 1400 nm, tem 31,9% atravessando os gases atmosféricos
e atingindo o nivel do mar (MADRONICH; MCKENZIE; BJORN; CALDWELL, 1998). O

espectro da radiacéo solar encontra-se na figura 3.

Espectro solar

100 280 315 400

Ultravioleta Visivel Infravermelho

700

Comprimento de onda (nm)

Figura 3: Faixas da radiacdo solar (adaptado de http://2.bp.blogspot.com/espectro+solar.png)

2.9  Os mecanismos de inativacdo dos micro-organismos pela radiacéo solar

Embora o UV-A ndo seja suficientemente energético para modificar diretamente as
bases do DNA, essa radiacdo desempenha papel importante na formacédo de Espécies Reativas
de Oxigénio (ERO) na célula, como formacdo de oxigénio singleto, radical superdxido,
perdéxido de hidrogénio e radicais hidroxil (- OH). Além disso, a luz solar pode ser absorvida
por fotossensibilizadores naturais exdgenos presentes nas aguas superficiais (acidos himicos
e clorofilas), que potencializam tais efeitos produzidos por ERO (MCGUIGAN; CONROY;
MOSLER; DU PREEZ et al., 2012). Uma vez formadas, as ERO podem causar danos ao


http://2.bp.blogspot.com/espectro+solar.png
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DNA, oxidacdo de aminoacidos e de &cidos graxos poli insaturados presentes nas membranas
celulares.

Apesar da baixa incidéncia do UV-B solar na superficie da Terra, é a regido de maior
energia do espectro UV, podendo induzir a formagdo de dimeros de pirimidinas ciclobutano
(CPD) e o fotoproduto 6-4 pirimidina-pirimidona (NELSON; BOEHM; DAVIES-COLLEY;
DODD et al., 2018), portanto, é a faixa mais letal.

A luz visivel, a qual nossos olhos séo sensiveis, tém comprimentos de onda entre 400
a 700 nm e é classificada segundo a cor, violeta para 0s comprimentos de onda mais curto, e
vermelho na regido mais longa. Possui importantes aplicagfes terapéuticas quando em
combinagdo com determinados fotossensibilizadores, que possuem a capacidade de transferir
sua energia para alvos bioldgicos, processo conhecido como agdo fotodindmica (LEITAO;
LAGE; CABRAL-NETO, 2005).

Ja a radiacdo infravermelha é definida como a regido de comprimentos de onda acima
de 700 nm e, assim como a ultravioleta, ndo € percebida pelo olho humano; fortemente
absorvida pela agua e € responsavel pelo seu aquecimento, é conhecida como a faixa térmica
do Sol. Os microrganismos sdo sensiveis ao calor e, a partir de 50°C, as bactérias e cistos de
protozoarios comegam a ser inativados por desnaturacéo, enquanto que 0s virus necessitam de
temperaturas acima de 60°C para comecarem a perder viabilidade. Em temperaturas em torno
de 30°C, a inativacao de coliformes fecais ocorre em torno de 6 horas (99,9% de inativacédo
das bactérias), mas esse mesmo nivel de inativacdo pode ser obtido em tempos tdo curtos
como 1-2 horas se a temperatura atingir cerca de 50°C
(http://www.sodis.ch/methode/anwendung/ausbildungsmaterial/dokumente_material/sodisma
nual_2016.pdf).

O material PET das garrafas utilizadas na metodologia SODIS absorve em torno de
75% da radiacdo UV-B e apenas 14% de UV-A. Entdo, dentre os componentes da radiacao
solar disponivel, o UV-A e o infravermelho sdo as radiacdes responsaveis pelo maior sucesso
do método SODIS para a desinfeccdo da &gua. Todavia, em horarios e locais de muita
insolacdo, a radiacdo UV-B, mais energética, pode ter uma contribuicdo importante na
inativacao bioldgica devido a sua maior energia (MCGUIGAN; CONROY; MOSLER; DU
PREEZ et al., 2012).

2.10 Regibes onde a metodologia SODIS tem maior eficiéncia


http://www.sodis.ch/methode/anwendung/ausbildungsmaterial/dokumente_material/sodismanual_2016.pdf
http://www.sodis.ch/methode/anwendung/ausbildungsmaterial/dokumente_material/sodismanual_2016.pdf
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Como o método depende de intensa radiacdo solar, existem regifes do planeta que sdo
mais propicias que outras. Geralmente as regifes entre 15° e 35° de latitude Norte e Sul, as
quais sdo semiaridas, com alta intensidade solar e pequena precipitacdo anual, recebem cerca
de 3.000 horas de Sol por ano sendo mais propicias para utilizacdo do método (centro-oeste,
sudeste e sul do Brasil incluido). Em outras regifes onde a insolagdo é também muito boa
para a aplicacdo do método séo as situadas entre 0° e 15° de latitude norte e sul, que recebem
cerca de 2.500 horas de Sol por ano (norte e nordeste do Brasil), como mostrado na figura 4.

Estimativas de 2015 apontam que 663 milhdes de pessoas em todo o mundo ainda
usam agua ndo potavel de pocos e nascentes desprotegidas para fins de consumo
(ORGANIZATION, 2015).

GeoModel

SOLAR ==

) L SolarGIS © 2015 GeoModel Solar

Meédia da radiagio solar anual <800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800
kWh/m?
Meédia da radiacaosolardiaria <20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75>

Figura 4: Mapa de radiacédo solar global mostra a quantidade de energia solar que chega a superficie
da Terra em um plano horizontal. Este mapa é crucial para a avaliacdo do potencial de energia solar
em diferentes regides do mundo. Areas com alta irradiacio solar: regides proximas ao equador,
desertos e areas com poucas nuvens tém maior incidéncia de radiacdo solar. Areas com baixa
irradiacdo solar: regiGes polares, areas com alta cobertura de nuvens ou nevoeiro tém menor
incidéncia de radiacgao solar.

Fonte: SolarGIS © 2014 GeoModel Solar.
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:SolarGIS-Solar-map-World-map-en.png

2.11 Quantificacdo do efeito SODIS sobre diferentes agentes patogénicos

Evidentemente que o uso do SODIS leva & redugdo da incidéncia das principais
doencas transmitidas pela contaminacdo da &gua, como diarreia infecciosa por Escherichia
sp.; disenteria ou diarreia liquida por infeccdo com Salmonella ou Shigella; disenteria por

infeccdo parasitaria como Giardia lamblia, a giardiase); amebiase por Entamoeba hystolytica;
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ou cdlera causada por Vibrio cholerae. As gastroenterites virdticas, produzidas principalmente
por rotaviroses e adenoviroses também suas incidéncias reduzidas pelo tratamento SODIS.

A eficiéncia do processo SODIS ja foi estabelecida de acordo com referéncias
mostradas na tabela a seguir.
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Tabela 1: Resultados da acdo SODIS para a inativacao das principais bactérias enteropatogénicas.

* estimativas para intensidades de irradiacdo em paises tropicais, principalmente no alto verdo, isto é, para doses médias diérias de UV de

1IMI/m?.
Reducéo da Tempo necessario
viabilidade em Reducéo da para reducédo da
Patdégenos 6h concentracédo de viabilidade em 3 Referéncias
(em Ordens de | pat6genos (apés 6h) Ordens de
Grandeza)* Grandeza
(MCGUIGAN; JOYCE; CONROQY; GILLESPIE, 1998);
(KEHOE; JOYCE; IBRAHIM; GILLESPIE et al., 2001);
o _ (FUJIOKA; YONEYAMA, 2002); (BERNEY;
Escherichia coli 2-5 99- 99,99% 1 dia WElLENMANN; |’EC~5L|, 2006); (BOYLE; SICHEL;
FERNANDEZ-IBANEZ; ARIAS-QUIROZ et al., 2008);
(FISHER; KEENAN; NELSON; VOELKER, 2008); (FISHER,;
IRIARTE; NELSON, 2012); (KRUTI; SHILPA, 2012)
Vibrio cholerae 3.5 99,9- 99,999% 3h (KEHOE; BARER; DEVLIN; MCGUIGAN, 2004);
(BERNEY; WEILENMANN; EGLLI, 2006)
. (KEHOE; BARER; DEVLIN; MCGUIGAN, 2004); (BERNEY;
Salmonella spp. 2-4 99- 99,99% 1 dia WEILENMANN; EGLI, 2006); (BOSSHARD; BUCHELI:
MEUR; EGLI, 2010)
] . . (KEHOE; BARER; DEVLIN; MCGUIGAN, 2004);
Shigella flexneri 2-4 99- 99,99% 1 dia (BERNEY; WEILENMANN; EGLI, 2006); (BOSSHARD;
BUCHELI; MEUR; EGLI, 2010)
Shigella dysenteriae >4 >99,99% < ldia (KEHOE; BARER; DEVLIN; MCGUIGAN, 2004)
Campylobacter jejuni >4 > 99.99% <1 dia (BOYLE; SICHEL; FERNANDEZ-IBANEZ; ARIAS-QUIROZ
et al., 2008)
et al., 2008)
Enterococcus feacalis 2-5 99-99,999% 1 dia

(REED, 1997); (FUJIOKA; YONEYAMA, 2002)

(http://www.sodis.ch/methode/anwendung/ausbildungsmaterial/dokumente_material/sodismanual_2016.pdf)


http://www.sodis.ch/methode/anwendung/ausbildungsmaterial/dokumente_material/sodismanual_2016.pdf
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2.12 Limita¢des do método

Evidentemente, como em todos 0s processos de descontaminagdo microbiana, existem
limitagBes para a utilizagdo do método SODIS, entre as quais podemos citar:

1 — O SODIS nao melhora a qualidade quimica da &gua, entretanto este método é eficaz
contra um grande gama de patégenos, embora alguns deles permanecam resistentes a luz
solar, comprometendo a eficiéncia méxima do método SODIS (BYRNE; FERNANDEZ-
IBANEZ; DUNLOP; ALROUSAN et al., 2011);

2 — O SODIS funciona bem apenas quando a agua tem baixa turvacao;

3 — O SODIS depende de condicbes climaticas favoraveis. A sua eficiéncia atinge niveis
satisfatorios apos dois dias seguidos de exposi¢do em dias nublados. Alguns autores relatam
que, sob certas condi¢bes, com o tempo nublado, por exemplo, bactérias e virus ainda séo
encontrados viaveis apds a exposicdo a luz solar de um dia inteiro, sendo necesséarias entre 10
a 48 horas para que ocorra a desinfeccdo adequada (SINTON; HALL; LYNCH; DAVIES-
COLLEY, 2002); (RIJAL; FUJIOKA, 2004); (NOBLE; LEE; SCHIFF, 2004); (FISHER;
KEENAN; NELSON; VOELKER, 2008).

4 Em dias chuvosos 0 SODIS simplesmente ndo funciona; e

5 — O SODIS é inadequado para tratar volumes de agua maiores que os 2 litros padrao das
garrafas PET.

De acordo com Fisher e colaboradores (2012), aditivos quimicos simples e de baixo
custo foram analisados para aumentar as taxas de eficiéncia da desinfec¢cdo solar e pesquisas
anteriores forneceram resultados sobre os mecanismos pelos quais esses aditivos aceleraram a
inativacdo microbiana (EISENSTARK; BUZARD; HARTMAN, 1986); (FISHER;
KEENAN; NELSON; VOELKER, 2008); (SICHEL; FERNANDEZ-IBANEZ; DE CARA;
TELLO, 2009).

Em 2009 ja se falava sobre a utilizacdo de fotossensibilizadores nanoestruturados em
um equipamento de baixo custo que utilizasse a energia solar para purificar a agua em regides
carentes (ALROUSAN; DUNLOP; MCMURRAY ; BYRNE, 2009). Além dos agentes fisicos
(UV e infravermelho) que operam a acdo SODIS, a fotossensibilizacdo é capaz de otimizar
aproximadamente 15 vezes o potencial esterilizante da desinfeccdo solar quando ndo for

possivel atingir a irradiancia e a temperatura adequadas.
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2.13 Acéo Fotodinamica

A absorcdo da energia foténica por uma determinada molécula e sua transferéncia para
outra molécula, caracteriza o fendmeno de fotossensibilizacdo. A acdo fotodindmica consiste
em uma reacdo na qual um corante sensivel a luz é ativado quando iluminado com o
comprimento de onda adequado. No estado ativado, o fotossensibilizador pode reagir com
outras moléculas a sua volta, especialmente o oxigénio, por transferéncia de energia,
produzindo oxigénio singleto. Outras reacdes como transferéncias de prétons e elétrons
também podem ocorrer, gerando outras ERO, como os radicais livres. Estas espécies
formadas pela acdo fotodindmica s&o altamente reativas e capazes de oxidar as estruturas
bioldgicas conduzindo & inativacdo desde moléculas até organismos (LEITAO; LAGE;
CABRAL-NETO, 2005).

O estado fundamental da molécula de oxigénio apresenta seu ultimo par de elétrons
em estado tripleto, ou seja, os elétrons estdo com o0 mesmo sinal de spin nesses orbitais.
Porém, quando as moléculas de O, interagem com as moléculas ativadas do
fotossensibilizador no estado tripleto, ocorre a inversdo do spin de um dos elétrons, gerando
oxigénio singleto, altamente reativo e oxidante. Na figura 5 esta esquematizado o processo de

oxidacao de substratos pela acdo fotodinamica.
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Figura 5: Representacdo esquematica da oxidacdo de um substrato pela acdo fotodindmica de um
fotossensibilizador ativado. As moléculas do fotossensibilizador, inicialmente no estado fundamental
singleto (Sy), absorve um féton (hf) em um determinado comprimento de onda e passam para o estado
singleto (S;* fotossensibilizador excitado) que, logo em seguida, passam para um estado tripleto mais
longo (S*). As moléculas no estado tripleto (S*) transferem a energia para o oxigénio (O,); este, no
estado excitado, reage com substratos celulares, oxidando-os (LEITAO; LAGE; CABRAL-NETO,

2005).
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Importantes caracteristicas para um fotossensibilizador é que seja uma molécula que
ndo cause danos celulares toxicos em organelas, microestruturas e tecidos quando no estado
fundamental, mas que seja fotossensibilizadora quando excitada sob luz visivel, um requisito
essencial para o processo fotodindmico. Corantes com carga positiva, principalmente das
classes das fenotiazinas, apresentam caracteristicas favordveis para utilizacdo como
fotossensibilizadores. Também sdo relativamente lipofilicos, 0 que garante a sua permeacgao
pelas membranas celulares (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2006). O azul de metileno
(AM) é um corante vital, aprovado pela Federal Drug Administration para o tratamento de
metemoglobinemia. E amplamente utilizado off-label para Terapia Fotodindmica, capaz de
absorver luz visivel entre 600-660 nm, portanto, um bom fotossensibilizador considerando a
poderosa emissdo solar na faixa vermelha. Quanto as suas propriedades fisico-quimicas, o
AM ¢ hidrofilico e isso determina muitos aspectos da sua farmacologia e da sua localizagédo
intracelular. Devido a presenga de grupos dimetilamino nas posi¢cdes 3 e 7, 0 AM esta
normalmente presente como um cation em condigdes fisiologicas, ao contrario de outros
corantes de fenotiazinico comercialmente disponiveis, como o azul de toluidina
(WAINWRIGHT; PHOENIX; RICE; BURROW et al., 1997). Seu eficiente poder de
inativacdo microbioldgica esta precisamente associado ao aumento da producdo de ERO,
contribuindo para a inativacdo de micro-organismos (PERUSSI, 2007).

Em relacdo a salde humana, alguns exemplos do uso do AM sao:

1 — Antidoto no tratamento da metemoglobinemia (0 sangue ndo consegue transportar
oxigénio para as celulas) seja induzido (envenenamento por cianeto) ou hereditario (mutacéo
na hemoglobina);

2 — Antisséptico no tratamento de cistite (inflamacdo da bexiga), desinfetante ocular e
antisseptico topico;

3 — Antiviral, contra hepatite C (HCV), AIDS (HIV), herpes, etc.;

4 — Antiparasitario, contra a malaria (sozinho ou em combina¢do com outros medicamentos);
5 — Tratamento de disfungdes cognitivas, como Doenca de Alzheimer e outras;

6 — Diagnosticos auxiliar na localizacdo de tumores para ressec¢do cirurgica de mama, baco,
etc. (os tumores ficam corados auxiliando a sua localizagdo); e

7 — Inativacdo de virus no plasma sanguineo humano.

(TARDIVO; DEL GIGLIO; DE OLIVEIRA; GABRIELLI et al., 2005); (PERUSSI, 2007);
(GINIMUGE; JYOTHI, 2010); (SCHIRMER; ADLER; PICKHARDT; MANDELKOW,
2011).

Na figura 6 esta representada a formula estrutural e o espectro de absor¢do do AM.
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Figura 6: (a) Férmula estrutural, (b) espectro de absorcdo do AM e (c) detalhando a formacdo do
fotoproduto leuco (reduzido), ap6s absorcdo de luz 680 nm pelo AM azul (oxidado).
(http:/fomLc.org/spectra/mb/).

2.14 Inativacdo bacteriana em amostras de agua estéril, com diferentes

concentracbes de AM

A avaliacéo inicial do uso do AM como potencializador do SODIS foi realizada por
CARDOSO-RURR; DE PAIVA; PAULINO-LIMA; DE ALENCAR et al. (2019). Diferentes
concentracdes de AM (50, 100 ou 200 ng/ml) foram aplicadas em amostras de agua estéril
contaminada com concentracGes determinadas de E. coli e expostas a luz solar intensa no
periodo entre 10h30 e 13h30 (Rio de Janeiro), sendo a inativacdo bacteriana verificada apos.
Ficou demonstrado que uma concentracdo do AM tao baixa quanto 100 ng/ml foi capaz de
inativar 99,9% de toda a populacdo de E. coli em apenas 30 min, muito mais eficiente na
descontaminacdo de amostras de agua do que o tratamento SODIS tradicional que sé produziu
a mesma % de inativacdo apds 3 horas de exposicdo. Desta forma, escolhemos esta
concentracdo do fotossensibilizador para os estudos subsequentes que compuseram 0 corpo

desta tese.
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2.15 Emprego farmacoldgico do AM

O AM ¢ um farmaco seguro quando utilizado em doses terapéuticas de até 2 mg/kg
sendo 75% excretado pela urina (GINIMUGE; JYOTHI, 2010). Na&o existem dados
suficientes na literatura para avaliar com precisdo a dose minima toxica ou letal desse
composto. Em adultos, as doses orais de 300 mg por dia tém sido usadas no tratamento de
metemoglobinemia, em conjunto com o &cido ascorbico (http://toxnet.nlm.nih.gov), mas
doses superiores a 2 mg/kg podem provocar sinais e sintomas de toxicidade..

A ingestdo diaria aceitavel (TDI) é uma estimativa da quantidade de uma substancia
que pode ser consumida com seguranca durante todos os dias em alimentos e em &gua,
medido em mg ou pg/kg de peso corporal, por toda a vida (WHO, 2011).

O valor de referéncia (GV) para qualidade da &dgua é, entéo, derivado da TDI expresso

na equacao apresentada a seguir, onde:

GV = Valor de referéncia (mg/kg/dia),
BW = Peso corporal (kg),
P = Fracao de TDI em outros alimentos (0,8)

C = Consumo diario de agua (L)

GV =TDIxBW xP =) GV =300x60x0,8 GV=7.200 mg/kg/dia
C 2

Supondo que uma pessoa beba 2 litros de agua tratada com SODIS por dia, com a
concentracdo de 100 ng/ml de AM adicionada na agua, ela vai ingerir diariamente 4,8
mg/kg/dia de AM. Desta forma, a concentracdo diaria utilizada no método AM/SODIS é
1.500 vezes menor do que a utilizada nos tratamentos de metemoglobinemia para uma pessoa
de aproximadamente 60 kg. Cronicamente falando, essas quantidades minimas devem ser
excretadas por uma pessoa que ingira agua AM/SODIS todos os dias, de forma que mesmo

algum efeito residual de AM ndo excretado ficard muito abaixo do limite de toxicidade.

2.16 Acdo fotossensibilizadora e a escolha do AM para a associagdo com 0

processo SODIS


http://toxnet.nlm.nih.gov/
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O termo fotocatélise refere-se ao aumento da velocidade de uma fotorreativacéo pela
acdo de um catalisador. MATSUNAGA; TOMODA; NAKAJIMA e WAKE (1985)
propuseram os primeiros catalisadores foto-eletroquimicos de TiO, em associagdo com o
processo SODIS, responsaveis pela intensificacdo da inativacdo de células microbianas. Em
2009 foi descrita a utilizagdo do fotocatalisador dioxido de titdnio em um equipamento
utilizando a energia solar com o objetivo de purificar 4gua em regides carentes (ALROUSAN;
DUNLOP; MCMURRAY; BYRNE, 2009). Apesar de incrementarem a eficiéncia do
processo SODIS padrdo, o composto € toxico para o organismo humano, sendo requerido que
0 material adicionado a agua fosse totalmente eliminado da agua para consumo humano apés
o tratamento.

Programamos a fotocatalise com a adi¢do de um corante nédo toxico para potencializar
a acdo letal da radiacéo solar (figura 7). O fotocatalisador amplia a absor¢éo da radiacao solar,
fazendo com que o processo SODIS tenha a mesma eficacia esterilizante mesmo com

menores quantidades de radiacdo solar.

Figura 7: Demonstracdo do aumento da inativagdo microbioldgica em amostras de &gua estéril,
contaminadas de forma controlada com o indicador bacteriolégico de coliformes fecais (E. coli
K12A15), expostas aos tratamentos SODIS e AM/SODIS, irradiadas na LSS (luz solar simulada) e
analisadas pela técnica da membrana filtrante. Inativacéo praticamente total de 1000 coliformes fecais
por ml apos apenas 2h de tratamento, em relagdo ao SODIS padrdo (CARDOSO-RURR, 2015).

Esses resultados foram relatados em 2015 no trabalho de Mestrado e recentemente em
artigo publicado (CARDOSO-RURR; DE PAIVA; PAULINO-LIMA; DE ALENCAR et al.,



Pagina |45

2019), sustentando que um tratamento inovador como o AM/SODIS causou um efeito
sinérgico mais eficiente ao inativar micro-organismos patogénicos. A baixa concentracdo do
AM 50 ng/ml causou reducdo dréstica no tempo necessario para a desinfeccdo regular do
SODIS (6 h contra 3 h com o AM/SODIS), eliminando efetivamente bactérias e virus em
agua pura artificialmente contaminada. Com relacdo a inicialmente cor azulada apresentada
pela &gua, sabemos que o AM sofre decomposicdo pela radiacdo solar, fazendo com que a
agua fique incolor (forma leuco) ao longo do processo AM/SODIS (CARDOSO-RURR; DE
PAIVA; PAULINO-LIMA; DE ALENCAR et al., 2019), evitando qualquer rejeicdo para o
seu consumo humano.

O AM faz parte de uma categoria especial de agentes fotossensibilizadores porque séo
corantes vitais. Estes exercem sua acdo nas partes vivas das ceélulas sem alterar seu
metabolismo e destacando suas estruturas. Como fotossensibilizadores, sdo capazes de
intensificar a produgéo de ERO ao absorverem um fdton de luz de comprimento de onda na
faixa de 660 nm (luz visivel vermelha), sdo ativados e reagem com moléculas de oxigénio,
por transferéncia de energia, elétrons ou protons. Esse processo gera radicais livres e oxigénio
singleto, ocasionando a destruicdo das células. O AM é decomposto pela radiacdo solar,
causando alteracdo no aspecto da agua, que do tom azulado caracteristico, passa ao incolor
(LEUCO), para o consumo (PERUSSI, 2012).

No conjunto, tais atributos foram previstos como eficazes para usar o AM como um
agente para melhorar o protocolo regular do SODIS. E um método potencialmente aplicavel a
desinfeccdo de agua proveniente de locais de condicdes sub-6timas de temperatura e radiacao
solar e também durante o inverno (CARDOSO-RURR; DE PAIVA; PAULINO-LIMA; DE
ALENCAR et al., 2019).

A motivacdo para o estudo sobre a adicdo do AM como fotossensibilizador no
processo SODIS deriva do seu grande potencial para o tratamento de dgua nos paises em
desenvolvimento. Todavia, em periodos nublados ou invernais, o processo pode exigir 48
horas ou mais para a desinfec¢do adequada da dgua. Assim, estudos anteriores mostraram que
0 uso de um aditivo de baixo custo, como o AM, foi capaz de acelerar o processo SODIS, o
que o torna de imensa importancia para a aplicacdo em comunidades carentes de agua potavel,
que dependem do Sol para desinfeccdo da agua, durante o ano inteiro (CARDOSO-RURR;
DE PAIVA; PAULINO-LIMA; DE ALENCAR et al., 2019).

O desaparecimento da cor azul, ou seja, a transformagédo do AM na sua forma leuco,
ocorre porque o AM sofre reacdes de redugdo apos excitagdo eletrénica quando iluminado no

comprimento de 660 nm, gerando um radical semi reduzido.
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Mas seria possivel a aplicacdo do processo AM/SODIS para consumo humano? Neste
contexto, estudamos sobre a toxicidade da forma leuco do AM e possivel aplicacdo do
processo AM/SODIS.

3 JUSTIFICATIVA

A 4gua contaminada por microrganismos é um veiculo importante de enfermidades
nos paises em desenvolvimento, principalmente em &reas rurais e em comunidades sob
fragilidade socioecondémica (MINTZ; BARTRAM; LOCHERY; WEGELIN, 2001) e
(CASLAKE; CONNOLLY; MENON; DUNCANSON et al., 2004). O acesso a agua potavel
é restrito nessas regides, por diversos fatores, levando ao consumo de agua diretamente de
fontes n&o tratadas.

O método SODIS é uma ferramenta com grande aplicacdo para descontaminacgdo de
agua, de baixo custo, de facil realizacéo e ja bastante utilizada em diversos paises do mundo.
Entretanto, apresenta duas limitacGes importantes: em dias nublados ou invernais é necessario
um tempo maior de exposicdo a luz solar para desinfeccdo adequada, e a resisténcia de micro-
organismos a radiacdo (FISHER; KEENAN; NELSON; VOELKER, 2008).

Em uma perspectiva global, o processo do AM/SODIS deve impactar algumas
centenas de milhdes de pessoas que vivem em areas de baixa insolacdo. O método
AM/SODIS é potencialmente aplicavel como um processo de desinfec¢do em locais de boas
condicdes de temperatura e radiacdo solar durante diferentes estaces do ano, aumentando a
eficdcia da inativacdo de micro-organismos mais resistentes.

Um mapa grafico unindo areas de baixa irradiancia com a densidade populacional
estimou que cerca de 1,5 bilhdo de pessoas vivem em condi¢bes desfavoraveis ao método
regular do SODIS (figura 8). Estas populaces seriam especialmente beneficiadas pelo
processo melhorado do AM/SODIS (CARDOSO-RURR; DE PAIVA; PAULINO-LIMA; DE
ALENCAR et al., 2019).
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Regions with low solar irradiation (3 billion people)
@ Regionswith high solar rradiation (4 bilion people)
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Figura 8: Regides do mundo com baixa irradiacdo solar (4reas bege) (soma diaria <4,4 kWh/m?),
enquanto areas vermelhas representam areas com radiago solar relevante (soma diaria >4,4 kWh/m?).
O numero de pessoas que vivem dentro da area bege (areas mal irradiadas) foi estimado em cerca de 3
bilhGes de pessoas usando 0 sofiware Population Explore™. Considerando que o norte dos EUA, o
Canada e a Europa contém amplo acesso a agua potavel, isso significa que quase metade desse
contingente, ou seja, ~ 1,5 bilhdo de pessoas, se beneficiaria de um processo como o0 AM/SODIS em
todo o mundo (CARDOSO-RURR; DE PAIVA; PAULINO-LIMA; DE ALENCAR et al., 2019).

A partir do que foi exposto acima, foi desenhado um estudo do efeito fotocatalisador
do AM associado ao SODIS como um processo mais eficiente para descontaminagdo
microbiolégica da agua em nivel caseiro, de baixo custo e potencialmente de minima
toxicidade. Desta forma, a utilizacdo do processo AM/SODIS para a inativacdo de
microrganismos em geral, resistentes ou insensiveis ao SODIS convencional seria capaz de
prover dgua segura a populacoes brasileiras sem oferta de agua tratada e com baixa insolagéo.

Estudos em modelos in silico, in vitro e in vivo foram realizados para certificar o
AM/SODIS como uma opcéo eficaz e segura para a descontaminacdo microbioldgica de agua
a nivel doméstico em regibes sem acesso conveniente a agua tratada. Especialmente o0s
ensaios toxicologicos foram parametrizados para determinar se 0s niveis de ingestdo das

substancias presentes na agua ndo causaram danos ao ser humano.
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4 OBJETIVO GERAL
Investigar a seguranca e a toxicidade (hepatica e renal) da administragdo oral da agua
tratada pelo processo AM/SODIS na sua forma normal (azul) e reduzida (leuco) por meio de

analises in silico, in vitro e in vivo.

5 ESTRUTURA DA TESE

Para uma melhor compreensdo da aplicacdo do processo AM/SODIS para consumo
humano, a seguranga do método foi explorada neste estudo e o corpo de resultados da
presente tese foi dividido em trés capitulos. Além disso, sdo apresentadas introducao,
justificativa, objetivo geral e especifico (em cada capitulo), discussdo, conclusdes e
perspectivas e referéncias.

O primeiro capitulo um estudo preditivo da mutagénese para 0s compostos quimicos
AM/azul e AM/leuco foi realizado in silico.

Enguanto isso, o segundo capitulo analisou a composicdo microbiana de amostras de
agua provenientes de poco artesiano para consumo humano em zona urbana do RJ, através de
analise por metagenoma, antes e depois dos tratamentos SODIS e AM/SODIS além dos
parametros fisicos como a dosimetria das radiacdes UV e temperaturas.

Na sequéncia, foram descritas as analises de mutagenicidade e citotoxicidade in vitro
com a bactéria S. typhimurium através do Teste de Ames, sendo este considerado 0 ensaio
padrdo ouro empregado para monitorar os niveis de dano celular induzidos pelos compostos
presentes na agua (ISO 11350, 2012). Outro microrganismo utilizado nesta etapa do trabalho
foi a levedura S. cerevisiae como modelo eucariotico de estudos de mutagenicidade e
citotoxicidade. Este modelo apresenta similaridade de suas funcdes de reparo de DNA com 0s
sistemas de reparo presentes em humanos (GIRARD; BOITEUX, 1997).

No terceiro capitulo foram relatados os resultados das analises in vivo obtidas com
camundongos hairless como modelo de estudo em carcinogenicidade. Inicialmente foi
analisada a morfologia dos tecidos (figado e rim) através de microscopia Optica de rotina
utilizando a técnica de coloracdo por hematoxilina em todos 0s animais dos grupos estudados,
além das analises moleculares focalizadas em marcadores associados a apoptose, autofagia e
estresse oxidativo. Essas andlises foram realizadas através da quantificacdo das expressdes de
caspase-3, beclina-1, OKL-38 no rim e figado de grupos de animais ndo tratados ou tratados
com AM/SODIS. Como controle positivo e negativo foi usado pele em estado cicatricial e

toda metodologia utilizada esta representada na figura 9.



5.1

In vitro

Capitulo 2

In vivo

Capitulo 3

Pagina |49

Figura 9: Desenho experimental do estudo
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CAPITULO 1

TESTE IN SILICO
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6 CAPITULO 1

6.1 INTRODUCAO AO ESTUDO in silico

A toxicologia in silico € utilizada para fornecer informac6es preliminares, adicionais
e/ou complementares na investigacdo toxicoldgica, aumentando a confiabilidade de analises
in vitro, reduzindo a necessidade de ensaios in vivo e, em ltimo nivel, contribuindo para uma
tomada de decisdo preliminar em uma anéalise de risco (MYATT; AHLBERG; AKAHORI;
ALLEN et al., 2018)).

Os métodos de toxicologia in silico sdo fundamentados em modelos matematicos e
estatisticos, 0s quais sdo construidos com base em dados experimentais, relagdes estrutura-
atividade e conhecimento cientifico, sendo implementados em softwares especializados. Cada
modelo in silico geralmente é projetado para predizer um parametro especifico dentro do
campo da toxicologia preditiva. Existem duas principais abordagens de predicdo: (1) métodos
estatisticos (baseados em QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship)), que
empregam modelos matematicos derivados de descritores moleculares, como fragmentos
estruturais e propriedades fisico-quimicas, para estabelecer a relagdo entre a estrutura e a
atividade, e (2) métodos baseados em alertas estruturais (baseados em regras), que se baseiam
na identificacdo de subestruturas moleculares associadas ao potencial toxicologico
investigado. A medida que novas evidéncias experimentais sdo divulgadas na literatura e as
relagBes estrutura-atividade sdo mais bem caracterizadas, esses modelos sdo atualizados, o
que amplia sua aplicabilidade, robustez e confiabilidade preditiva (MYATT; AHLBERG;
AKAHORI; ALLEN et al., 2018).

Os modelos in silico para genotoxicidade foram desenvolvidos a partir de dados
experimentais provenientes de diferentes mecanismos de toxicidade genética e seus
respectivos métodos de deteccéo in vivo e in vitro (HASSELGREN; AHLBERG; AKAHORI;
AMBERG et al., 2019). Nesse sentido, um dos modelos de predicdo de genotoxicidade in
silico melhor estabelecidos sdo os baseados na mutagenicidade bacteriana, a partir de dados
gerados pelo Teste de Ames (BENIGNI; LAURA BATTISTELLI; BOSSA; GIULIANI et al.,
2019).

O ADMET Predictor™ (Simulations Plus, Inc., Lancaster, CA, EUA) é um programa
computacional desenvolvido para estimar certas propriedades ADMET (Absorcdo,
Distribuigdo, Metabolismo, Eliminacdo e Toxicidade) de produtos quimicos, em modelos

qualitativos e quantitativos, a partir de suas estruturas moleculares. Portanto, a avaliacdo
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ADMET pode ser util em modelos in silico para avaliacdo de toxicidade (MODI; HUGHES;
GARROW:; WHITE, 2012).

A pesquisa que utiliza métodos in silico visa prever ou compreender certas
propriedades ou atividades moleculares para investigagdo do processo toxicoldgico dos
xenobidticos (GAO; CHEN; CAI; XU, 2017), (WANG; YANG; WU; WANG et al., 2018),
(SAXENA; SHARMA,; SIDDIQUI; KUMAR, 2019), (MIAO; XIA; CHEN; HUANG et al.,
2019), (SINGH; DIVAKARAN; KONDA; KRISTAM, 2020), (DHAR; FALCONE; CHEN;
HAMZEHLOO et al., 2020), por intermédio de ferramentas computacionais. Além disso, o
estudo da toxicologia in silico utiliza tais ferramentas para organizar, analisar, modelar,
simular, visualizar ou prever a toxicidade de produtos quimicos (RAIES; BAJIC, 2016).
Assim, a utilizacdo de abordagens computacionais representa uma excelente estrategia inicial
na avaliacdo da seguranca de xenobioticos.

A atividade toxica e mutagénica das formas reduzidas (azul) e oxidada (leuco) do AM
foi testada por métodos computacionais para superar a auséncia de evidéncias robustas na
literatura sobre as propriedades da forma leuco, justamente a que estara presente na agua de

consumo humano.

6.2 OBJETIVO ESPECIFICO DO CAPITULO 1

Gerar predigdes toxicoldgicas in silico da mutagenicidade e toxicidade aguda do AM

nas suas formas oxidada (azul) e reduzida (leuco) a partir do software ADMET Predictor™.

6.3 MATERIAL E METODOLOGIA in silico

As analises in silico foram conduzidas no software ADMET Predictor™ versdo 9.5
(Simulations Plus, Inc., Lancaster, CA, EUA). A mutagenicidade foi avaliada utilizando o
modelo in silico de mutagenicidade bacteriana, o qual se baseou em
quatro cepas individuais de Salmonella typhimurium (S. typhimurium): TA 97, TA 98, TA
100 e TA 102 com ou sem ativacdo metabdlica por extrato hepatico de rato S9, de acordo com
a literatura (MARON; AMES, 1983). O modelo de toxicidade aguda em ratos baseia-se na
quantidade de produto quimico administrado por via oral em mg/kg de peso corporal que
produziu letalidade em 50% dos animais/organismos de teste dentro de 24 h de exposigdo em
cada estudo respectivo, independentemente do modo de acdo (ADMET Predictor Manual
9.5).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/mutagenicity
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/strain
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/metabolic-activation
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As estruturas moleculares dos dois compostos foram inseridas no programa e, entéo,
geradas as predicOes a partir do banco de dados para mutagenicidade baseado em Teste de
Ames e toxicidade baseada na toxicidade aguda em ratos.

Os resultados expressos em porcentagem (%) referem-se a confiabilidade da predigéo
fornecida pelo programa, a partir do dominio de aplicabilidade do banco de dados para a

molécula em investigacao.

6.4 RESULTADOS insilico

6.4.1 Estudos sobre a toxicidade da forma leuco do AM in silico

1. Toxicidade aguda

DL50 para toxicidade aguda letal em ratos: Este parametro indica a dose letal
média (DL50) necessaria para causar morte em 50% dos ratos expostos oralmente ao AM
oxidado (azul) e AM reduzido (leuco). Os valores foram preditos como 773,36 mg/kg e
823,43 mg/kg, respectivamente. Isso sugere que 0 AM reduzido tem uma DL50 ligeiramente
maior, indicando uma toxicidade aguda ligeiramente menor em comparacdo com o AM
oxidado.

TD50 - dose para induzir tumores: Esses valores indicam a dose administrada
oralmente necessaria para induzir tumores em 50% dos ratos (TD50) e camundongos ao longo
de suas vidas. Os valores foram respectivamente preditos como 3,67 mg/kg/dia do AM
oxidado (azul) , 8,56 mg/kg/dia do AM reduzido (leuco) e 9,46 mg/kg/dia do AM oxidado
(azul), 11,17 mg/kg/dia do AM reduzido (leuco). Assim, o AM reduzido também mostrou
uma dose ligeiramente maior para induzir tumores em compara¢do com o AM oxidado, o que

indica um potencial carcinogénico relativamente menor.

2. Mutagenicidade:

Os resultados da mutagenicidade sdo apresentados para diferentes cepas de S.
typhimurium usadas no Teste de Ames:

TOX_MUT _98 (frameshift - delecdo de um par G:C): O AM oxidado e reduzido
mostraram resultados negativos para mutagenicidade, com percentuais de confiabilidade de
predicdo de 73% e 87%, respectivamente. Isso significa que ndo houve evidéncia de inducdo
de mutacGes do tipo frameshift (delecdo ou insercdo de pares de bases) na cepa TA 98 sem

ativacdo metabolica.
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TOX_MUT_100 (substituicdo bases nitrogenadas - G:C para A:T): Ambas as
formas do AM também apresentaram resultados negativos para mutagenicidade nesta
categoria, com percentuais de 74% e 84% para 0 AM oxidado e reduzido, respectivamente.
Isso indica auséncia de inducdo de mutacOes do tipo substituicdo de bases nitrogenadas na
cepa TA 100.

TOX_MUT_102 (substituicdo das bases nitrogenadas - A:T para G:C): O AM
oxidado mostrou resultado positivo para mutagenicidade na cepa TA 102, com 63% de
confiabilidade, enquanto o AM reduzido foi negativo com 98% de confiabilidade. 1sso sugere
que a forma oxidada do AM tem potencial mutagénico para induzir mutacGes especificas na
cepa TA 102.

TOX_MUT_m98, TOX _MUT_m100, TOX MUT ml102 (com ativacdo
metabdlica): Quando o AM foi avaliado com ativacdo metabdlica simulada (representada
pelo 'm’), os resultados foram mistos. Ambas as formas do AM mostraram potencial
mutagénico em algumas cepas (TA 98 e TA 100), especialmente o AM oxidado, que foi
positivo para a maioria das cepas com ativacdo metabolica.

Os resultados in silico indicam que 0 AM reduzido (forma leuco) geralmente apresenta
menor toxicidade aguda e menor potencial mutagénico em comparagdo com o AM oxidado
(forma azul). A ativacdo metabolica pode alterar esses resultados, aumentando o potencial
mutagénico especialmente para o AM oxidado. Ja a forma leuco do AM demonstrou
resultados predominantemente negativos para mutagenicidade, especialmente sem ativacéo
metabolica, sugerindo um perfil menos preocupante para a seguranca toxicologica,

particularmente em contextos de consumo humano conforme apresentado na tabela 2.
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Tabela 2: Avaliacdo qualitativa in silico da toxicidade aguda do AM oxidado e reduzido (leuco) em ratos, e da mutagenicidade com e sem
ativacdo metabdlica a partir da fracdo microssomal de figado de ratos em S. typhimurium (Teste de Ames).

AM oxidado AM reduzido
Ensaio . (azul) (leuco) | ‘
in silico SEEMELT Ay o Ao
Dose maxima terapéutica recomendada (mg/kg/dia) Acima 3,1 (96%) Acima 3,1 (96%)
DL50 para toxicidade aguda letal em ratos, todos os mecanismos (mg/kg) 773,36 823,43
Toxicidade TD 50 é a dose oral de um composto necessario para induzir tumores em
aguda 50% de uma populacdo de ratos apds exposicdo ao longo de uma vida 3,67 8,56
normal (mg/kg/dia)
TD 50 é a dose oral de um composto necessario para induzir tumores em
50% de uma populacdo de camundongos apds exposicdo ao longo de uma 9,46 11,17

vida normal (mg/kg/dia)

Mutagenicidade

TOX_MUT _98 (frameshift — delecio de um par G:C)

Negativo (73%)

Negativo (87%)

TOX_MUT _100 (substituigdo das bases nitrogenadas - G:C para A:T)

Negativo (74%)

Negativo (84%)

TOX_MUT _102 (substituigio das bases nitrogenadas - A:T para G:C)

Positivo (63%)

Negativo (98%)

TOX_MUT_m98

Positivo (60%)

Positivo (88%0)

TOX_MUT_m100

Positivo (59%)

Negativo (61%b)

TOX_MUT_m102

Negativo (86%b)

Negativo (93%)

OBS.: 0 m na identificacdo das cepas significa a presenca de ativacdo metabdlica. A mutagdo do tipo “frameshift” reverte a mutacdo pré-existente adicionando ou
deletando 1 par de bases G:C, reiniciando a sintese da enzima participante da biossintese de histidina, ou por substituicdo das bases nitrogenadas G:C da trinca —
GGG-, que codifica 0 aminoacido prolina, pelo par de bases AT, restituindo a trinca original —-GAG- que codifica a leucina (transi¢do e transversdo) (AMES;
MCCANN; YAMASAKI, 1975).
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6.5 DISCUSSAOQ insilico

Existem duas maneiras da molécula do AM se transformar na forma reduzida leuco
(incolor): metabolizado pelo figado ou irradiado com luz solar na regido vermelha da radiagéo
visivel (GAUDETTE; LODGE, 2005).

Neste contexto, para a utilizagdo do AM/SODIS foi necessario avaliar a seguranga
dessa técnica na descontaminacdo da agua, e os ensaios toxicoldgicos foram feitos para
determinar os niveis de ingestdo das substancias que ndo causem dano ao organismo humano.
Para isso, a determinacdo desse nivel deve ser feita analisando-se diversos parametros.

Na toxicidade aguda foi medida a capacidade de um composto para matar 50% dos
animais / organismos de teste dentro de 24 h de exposicdo (DL50), e expressa 0S riscos
relativos associados a exposi¢cdo aos produtos de degradacdo do mesmo. As duas moleculas
estudadas, AM oxidado (azul) e AM reduzido (leuco), apresentaram valores preditos
classificados como ligeiramente toxicos de acordo com a escala de classificacdo de toxicidade
de HODGE e STERNER (1949) conforme a tabela 3, indicando a baixa toxicidade aguda do
corante em ambas as formas.

Uma vez que a classificacdo da toxicidade aguda pelo AM reduzido (azul) se enquadre
como ligeiramente toxico na predicdo in silico e na classificacdo de Hodge e Sterner, ha que

se ressaltar que a forma oxidada (leuco) mostrou-se menos toxica.

Tabela 3: Escala de toxicidade Hodge e Sterner.

indice ou Termo comumente Parametro toxicologico (DL50)
classe de toxicidade usado (ratos via oral)
1 Extremamente Téxico Menos de 1 mg/kg
2 Altamente Toxico 1 - 50 mg/kg
3 Moderadamente Téxico 50 - 500 mg/kg
4 Ligeiramente TOxico 500 - 5000 mg/kg
5 Praticamente ndo tdxico 5.000 - 15.000 mg/kg

HODGE, H.C.e STERNER, J.H. Tabulation of Toxicity Classes, American Industrial Hygiene
Association Quarterly, vol.10, ed.4, p: 93-96, 1949. DOI: 10.1080/00968204909344159. Adaptada
pelo autor em outubro/2023.

No teste de Ames, as mutacbes de deslocamento de quadro (frameshift) ou
substituicGes de pares de bases nitrogenadas, podem ser detectadas pela exposicdo das cepas
dependentes de histidina de S. typhimurium a um composto de teste. Quando essas cepas sao
expostas a uma substancia mutagénica, mutacdes reversas que restauram a capacidade

funcional da bactéria de sintetizar histidina permitem o crescimento de colénias bacterianas
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em um meio deficiente em histidina (“revertentes"). Como muitos produtos quimicos
interagem com o material genético apenas ap0s a ativacdo metabdlica por sistemas
enzimaticos ndo disponiveis na célula bacteriana, os compostos de teste sdo, em muitos casos,
examinados adicionalmente na presenca de um sistema metabdlico de mamiferos, que contém
microssomos hepéticos (com mistura de S9) (AMES; MCCANN; YAMASAKI, 1975).

O Teste de Ames compde uma parte substancial da bateria de testes padrdo para a
avaliacdo de mutagenicidade, que deve ser realizado para cada registro de novos
medicamentos, sendo rotineiramente conduzido por muitos laboratérios no mundo por ser
considerado padrdo ouro em avaliacdo de efeitos mutagénicos de compostos. Este ensaio in
vitro é uma ferramenta fundamental para avaliacdo de mutagenicidade devido ao seu histérico
consolidado, robustez e protocolo padrdo bem estabelecido. As ferramentas disponiveis in
silico foram desenvolvidas nos ultimos anos em um esforgco para predizer a mutagenicidade
de compostos quimicos utilizando resultados produzidos pelo Teste de Ames
(HILLEBRECHT; MUSTER; BRIGO; KANSY et al., 2011).

Neste contexto, a mutagenicidade foi investigada para as cepas de S. typhimurium
TA98, TA100 e TA102, com e sem ativacdo metabolica (microssomal).

As cepas bacterianas de S. typhimurium TA98 e TA100 detectam mutagenos que
induzem mutagdes por deslocamento do quadro de leitura (“frameshift mutations”) ¢ por
substituicdo de base nitrogenada, respectivamente nos sitios GC (guanina-citosina) dos genes-
alvo relacionados a sintese de histidina. A mutacdo hisD 3052 na cepa TA98 resulta de uma
delecdo que causa um deslocamento no quadro de leitura, provavelmente causada pela perda
de um par de bases G-C em uma sequéncia repetitiva proxima —C-G-C-G-C-G-C-G-. Esta
regido especifica, propensa a erros de pareamento, é o hot spot sensivel ao carcin6geno na
mutacdo 3052. Os carcindgenos policiclicos, como o 2-nitroso-G-C-fluoreno, tém a
capacidade de reverter essa mutacdo deletando um par de bases —C-G- da sequéncia de DNA
—C-G-C-G-C-G-C-G-/G-C-G-C-G-C-G-C (ISONO; YOURNO, 1974).

Véarias moléculas capazes de adicionar uma base podem induzir a reversdo dessa
mutacdo para o estado selvagem. Agentes intercalantes ndo carcinogénicos exibem uma gama
mais ampla de especificidade mutagénica. A reversdo com esses mutagénicos ocorre
principalmente por dois mecanismos: um é semelhante ao observado com carcindgenos
policiclicos, enquanto o outro envolve adigdes de +1 em uma terceira regido de DNA
proxima, mas distinta do local 3052 (MARON; AMES, 1983).

Portanto, mesmo sendo considerado um composto de baixa toxicidade para humanos,

0 composto AM metabolizado (forma leuco) indicou ter tido acdo mutagénica na cepa de S.
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typhimurium mTA98. Entretanto ndo podemos predizer se estes revertentes foram realmente
induzidos pelo composto AM metabolizado (forma leuco) ou sdo espontaneos, visto que esta
cepa aparentemente responde inespecificamente a qualquer forma de estresse ja que as
verdadeiras reverses para o tipo selvagem sdo eventos raros ou ndo ocorrem em 3052
(ISONO; YOURNO, 1974), (MARON; AMES, 1983).

As cepas de S. typhimurium TA98 e a TA100 sdo complementares, na medida em que
permitem a caracterizacdo de diferentes tipos de mutacBes e também tém sido as mais
utilizadas para avaliar o potencial mutagénico de &guas superficiais (OHE; WATANABE;
WAKABAY ASHI, 2004).

Por outro lado, a cepa TA102 detecta mutacBes no sitio AT (adenina-timina). A
literatura mostra que varios agentes carcinogénicos genotdxicos sdo detectados pela cepa
TA102, o que justifica a sua inclusdo em um conjunto de cepas-teste (LEVIN; HOLLSTEIN;
CHRISTMAN; SCHWIERS et al., 1982).

O resultado positivo com a cepa TA102 prediz que o composto usado pode induzir
danos oxidativos (ou seja, producédo de radicais livres) ou ser um agente de ligacao cruzada de
DNA. A cepa TA102 é especialmente sensivel para detectar danos por ligagdo cruzada de
DNA porque possui um mecanismo de reparo por excisdo de DNA intacto (selvagem), que é
necessario para o reparo de tais danos (MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Nesta cepa, a
mutacdo esta contida no gene plasmidial hisG, e, sendo assim, o sitio critico da reversao € o

par de base AT, o que a diferencia das demais cepas que séo revertidas nos alvos GC.

6.6 CONCLUSAO DAS ANALISES in silico

Um composto é considerado positivo para o teste de Ames se ele resultar em um
aumento significativo no crescimento de colnias revertentes em pelo menos uma das
geralmente cinco cepas testadas, independentemente da presenca ou auséncia da mistura de
S9. Por outro lado, um composto € classificado como negativo se ndo causar um aumento
significativo no crescimento de col6nias revertentes em nenhuma das cepas testadas, tanto na
presenca quanto na auséncia da mistura de S9.

Essa definicdo sugere que compostos inicialmente classificados como negativos para o
teste de Ames no conjunto de dados de referéncia, quando testados apenas em cepas
especificas, podem eventualmente revelar inducdo de mutacdes reversas ao serem avaliados

em cepas adicionais. Como resultado, os compostos classificados como positivos para o teste
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de Ames no conjunto de dados de referéncia sdo mais precisamente definidos, pois essa
classificagdo ndo se altera com testes adicionais.

Em uma analise de risco genotdxico, a utilizagdo de diferentes modelos in silico como
métodos complementares e/ou independentes pode aumentar o peso da evidéncia do desfecho
toxicolégico analisado. Cabe ressaltar que uma avaliagdo critica pos-andlise e, inclusive,
conducdo de novos ensaios experimentais complementares sdo estratégias necessarias em

situacGes em que um ou mais resultados ndo sdo concordantes.
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CAPITULO 2

TESTE IN VITRO
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7. CAPITULO 2

7.1 INTRODUCAO AO ESTUDO in vitro

7.1.1 MetagenOGmica

Atualmente é possivel obter informac6es dos genomas diretamente de comunidades
microbianas em seus habitats naturais. Esses dados de sequéncias de DNA retirados
diretamente do ambiente constituem os metagenomas (WOOLEY; GODZIK; FRIEDBERG,
2010). Conceitualmente, a metagendmica € uma analise baseada no acesso ao material
genético e expressdo funcional dos genomas coletivos de microrganismos contidos em uma
amostra ambiental (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005).

Uma amostra ambiental é coletada e, dessa amostra, 0 material genético encontrado
nela € sequenciado. A partir desse sequenciamento € que estudamos a composicdo da
populacdo de micro-organismos desse ambiente. As sequéncias foram analisadas pelos
programas MG-RAST (Metagenomics Rapid Annotation using Subsystem Technology).

O objetivo desta técnica foi caracterizar a microbiota bacteriana da agua do poco
artesiano em seu aspecto qualitativo (identificacdo taxondmica). Para avaliar a contaminagéo
microbiolégica e concluir as analises das amostras de agua do poco, realizamos a
caracterizacdo taxonémica da comunidade bacteriana por meio do sequenciamento

metagenémico, permitindo uma analise detalhada da diversidade microbiana.

7.1.2 Estudos sobre a citotoxicidade e mutagenicidade da forma leuco do AM.

O uso de S. typhimurium como modelo de estudo in vitro

Testes in vitro com micro-organismos modelo sdo essenciais para detectar a toxicidade
de substancias utilizadas primariamente em modelos animais, para que se conheca o efeito da
substancia antes da aplicacdo posterior em seres humanos.

O conhecimento de mecanismos de reparo contra lesdes no DNA em bactérias, e sua
similaridade com aqueles presentes em células humanas permitiu a elaboracdo de
metodologias investigativas usadas em diversos estudos de substancias para uso humano com
potencial mutagénico. Dentre as diferentes abordagens usadas para avaliar a atividade

mutagénica de uma substancia e, consequentemente, 0 seu potencial cancerigeno, esta o teste
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de Ames, ou teste com Salmonella/fragdo microssomal de figado de rato (MARON; AMES,
1983), padréo ouro para esse tipo de avaliacdo (1SO, 2012).

O teste de Ames caracteriza-se pela utilizacdo de linhagens indicadoras de S.
typhimurium com mutagdes pré-existentes que as deixam impossibilitadas de sintetizar um
aminoacido essencial, a histidina, além de serem deficientes em reparo de DNA e, assim
sendo, sensiveis a substancias capazes de induzir diferentes tipos de mutacdo. Quando
expostas a agentes que possam induzir mutacGes no operon responsavel pela sintese da
histidina, ou alternativamente, na sequéncia dos genes codificantes dos tRNAs que
transportam histidina durante a sintese de proteinas. A fungdo de sintese do aminoacido
histidina pode ser restaurada, revertendo para o fenétipo selvagem. Desta forma, as bactérias
conseguem crescer e formar col6nias na auséncia da histidina no meio de cultura. O nimero
de coldnias formadas apds a exposicdo das varias cepas bacterianas a uma gama de
concentragbes do agente quimico em estudo estara diretamente relacionado com o seu
potencial mutagénico (MORTELMANS; ZEIGER, 2000)

Neste teste sd0 empregadas cepas de S. typhimurium, cuja reversdo his — his" ocorre
por defasagem no referencial de leitura ou frameshift nas cepas TA97 e TA98, ou por
substituicdo das bases nitrogenadas (transicéo e transversdo nas cepas TA100 e TA102). Tais
cepas, além da mutacdo em um dos genes responsaveis pela sintese da histidina, apresentam
mutacdo no gene rfa, que causa uma modificacdo na camada lipopolissacaridica da membrana
celular, tornando-as mais permeaveis a agentes mutagénicos (AMES; DURSTON;
YAMASAKI; LEE, 1973).

Outra caracteristica importante € que essas cepas sdo incapazes de reparar lesdes por
excisdo de nucleotideos (delecdo do gene de reparo de DNA uvrB), ou seja, a delecdo deste
gene impede a remocao de danos no DNA e a reposicao da base correta, levando a fixacdo das
possiveis mutaces, (AMES; DURSTON; YAMASAKI; LEE, 1973; MARON; AMES,
1983); (AMES; DURSTON; YAMASAKI; LEE, 1973).

A presenca do plasmideo pKM101 confere resisténcia ao antibidtico ampicilina e
também aumenta a mutagénese devido ao fato dele carrear os genes mucA e mucB, que
codificam uma mutapolimerase mutagénica. O plasmideo pAQ1 inserido na cepa TA102
confere resisténcia a tetraciclina, na qual foi também inserida uma mutacdo hisG428 do tipo
ocre (mutacdo que bloqueia a transcri¢cdo génica por gerar um codon de parada de sintese de
proteinas), com o objetivo de amplificar o nimero de alvos, ja que esta mutacdo € revertida
por agentes mutagénicos que causam danos oxidativos (AMES; DURSTON; YAMASAKI;
LEE, 1973).
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O resultado é visto com a presenca de coldnias revertentes para o fenétipo His™ — His"
mediante estimulo mutagénico (MARON; AMES, 1983).

Para realizar um teste com caracteristicas metabolicas similares as das células
eucaridticas, as bactérias sdo expostas aos agentes-teste na auséncia e na presenca de
homogenato de fracdo microssomal de figado de rato (fracdo S9). Uma vez que algumas
substancias quimicas cancerigenas sdo biologicamente inativas no reino microbiano, é
adicionado um sistema exdgeno de ativacdo metabdlica de mamifero via do citocromo P450
(AMES; DURSTON; YAMASAKI; LEE, 1973).

Normalmente € utilizado o sistema exogeno designado como “fracao S9”, preparado a
partir da fracdo de figado de ratos machos Sprague Dawley apés inducdo das enzimas
hepéaticas com o composto toxico Aroclor 1254 (mistura de compostos bifenil policlorinados
— PCB). A fracdo S9 ativada foi preparada imediatamente antes de cada experimento, segundo
a técnica descrita por MARON & AMES (1983), sendo mantida no gelo e ao abrigo da luz até

a sua utilizacéo.

7.1.3 Estudos sobre a citotoxicidade e mutagenicidade da forma leuco do AM. O

uso de Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) como modelo de estudo in vitro

A levedura S. cerevisiae € utilizada como modelo experimental em pesquisas genéticas
por se tratar de um micro-organismo eucariotico nao patogénico, de facil manipulacdo
genética em laboratdrio e de rapido crescimento. Além disso, € um modelo celular de facil
manipulacdo por processos de engenharia genética e, portanto, apresenta um grande nimero
de cepas deficientes em diversos mecanismos de reparo de DNA e atende as exigéncias das
agéncias regulatorias, que preconizam testes alternativos de cito e genotoxicidade baseando-se
no principio dos 3R’s (Repair, Recombination, Replication) (BARR, 2003).

Os estudos utilizando S. cerevisiae como modelo eucaridtico se justificam pela
similaridade enzimatica existente entre seus genes de reparo de DNA com o sistema de reparo
presente em humanos (GIRARD; BOITEUX, 1997). Tal caracteristica foi evidenciada uma
vez que S. cerevisiae foi o primeiro micro-organismo eucarioto a ter seu genoma
completamente sequenciado (GOFFEAU; BARRELL; BUSSEY; DAVIS et al., 1996). S.
cerevisiae possui diversos genes ortdlogos aos encontrados nas células de mamiferos
(LAURENT; YOUNG; KACHROO; MARCOTTE, 2016), incluindo diversos genes de
reparo de DNA e de sinalizagdo de reparo de lesdes pré-mutagénicas, como € o caso, por

exemplo, do gene YNO1, que codifica a enzima Yeast NADPH-oxidase (Ynol), ortologa as
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NADPH-oxidases humanas, responsaveis pela sinalizacdo e defesa celular contra o estresse
oxidativo (RINNERTHALER; BUTTNER; LAUN; HEEREN et al., 2012). Nesse sentido,
diversos estudos mostraram que S. cerevisiae € um efetivo modelo bioindicador de respostas
contra danos ao DNA eucariético (PINTO; DEODATO; CARDOSO; OLIVEIRA et al.,
2010); (PAIVA; SANTOS; KIBWILA; GONCALVES et al., 2014); (HOSSY; DA COSTA
LEITAO; DOS SANTOS: MATSUDA et al., 2017); (DINIZ; PAIVA; AQUINO;
GONCALVES et al., 2019); (PAIVA; DINIZ; LEITAO; CABRAL et al., 2020).

As cepas empregadas neste estudo foram selecionadas em funcdo de suas
caracteristicas genotipicas, de forma que a proficiéncia ou deficiéncia do sistema YNO1 de
sinalizacéo de reparo contra danos celulares possa servir de indicativo da ocorréncia de lesdes
mutagénicas no DNA frente aos tratamentos SODIS ou AM/SODIS, contribuindo, inclusive,
com uma elucidagéo do possivel mecanismo de mutagénese.

A cepa de S. cerevisiae selvagem FF18733 é proficiente em todos os sistemas de
reparo de DNA, permitindo a medida comparativa entre efeitos dos agentes externos, como
radiacdo e substancias genotoxicas testadas, em relacdo ao processamento dos diferentes
danos induzidos pelos mecanismos de reparo de DNA. Por sua vez, a cepa mutante AWP001
(ynol) é deficiente no gene YNOL1 que codifica a NADPH oxidase Ynol. A proteina Ynol é
ortéloga as NADPH oxidases humanas (NOXs), responsaveis por produzir O, e H,O, de
forma indireta para sinalizar a resposta a eventos endogenos ou exogenos, tais como a geracao
de ROS em resposta ao UV-A, UV-B ou a outros estimulos genotoxicos. Portanto, na
auséncia dessa proteina, as células tendem a ficar propensas a apoptose e as mutacoes,
evidenciando a auséncia de reparo dos danos induzidos no DNA (AGUIRRE; LAMBETH,
2010); (RINNERTHALER; BUTTNER; LAUN; HEEREN et al., 2012).

Na analise da mutagénese direta ao tratamento AM-leuco, foi utilizado o sistema de
resisténcia & Canavanina. E um sistema de “mutagénese direta” que detecta todas as mutacdes
que inativam o gene da arginina permease, CAN1. Este gene, presente na levedura S.
cerevisiae, codifica a proteina de membrana, a arginina-permease (Canlp), responsavel pelo
importe de arginina. No entanto, esta permease também transporta o analogo toxico da
arginina, a L-canavanina (L-can), e, em altas concentracGes de canavanina no meio de cultivo,
havera incorporacdo deste analogo de arginina, inativando a célula. As células que possuem o
gene CAN1 mutado por qualquer tratamento irdo sobreviver, pois ndo importardo a
canavanina do meio (DZIERZBICKI; KOPROWSKI; FIKUS; MALC et al., 2004); (SOUZA,
2009); (PINTO; DEODATO; CARDOSO; OLIVEIRA et al., 2010).
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7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS DO CAPITULO 2

Dosimetria da radiagdo UV solar durante a exposi¢cdo SODIS;

Analisar a composicdo microbiana de amostras de agua real (proveniente de poco
artesiano), antes e apds tratamentos SODIS e AM/SODIS por metagenémica;
Determinar a citotoxicidade e mutagenicidade do AM, na forma azul e leuco
(descorada pelo Sol), através do Teste de Ames em cepas de S. typhimurium; e
Determinar a citotoxicidade e mutagenicidade da forma leuco do AM (descorada pelo

Sol) em cepas bioindicadoras de S. cerevisiae.

7.3

MATERIAL E METODOLOGIA in vitro

7.3.1 Cepas utilizadas

As diferentes cepas de S. typhimurium e da levedura S. cerevisiae usadas nesse estudo,

bem como suas caracteristicas geneticas e origens, estdo listadas na quadro 2.

Quadro 2: Listagem das cepas de S. typhimurium e S. cerevisiae empregadas nos estudos de

mutagenicidade e citotoxicidade in vitro bem como das mutacGes especificas pertinentes ao

estudo
Designacéo - - .
das cepas Caracteristicas genéticas das cepas e origens
TA 98 S. typhimurium uvrB rfa pkKM101 amp® (20 pg/ml). Mutacéo hisD3052, sensivel a
frameshift no locus his por dele¢do de um par G:C (P. Quillardet e B. Ames).
S. typhimurium uvrB rfa pkKM101 amp® (20 pg/ml). Mutacéo hisG46, sensivel a troca de
TA 100 base no locus his por substitui¢do das bases nitrogenadas - G:C para A:T
(P. Quillardet e B. Ames).
S. typhimurium selvagem rfa amp®(20 pg/ml) tet® (12,5 pg/ml) pKM101 pAQ1. Mutacio
TA 102 hisG428, sensivel a troca de base no locus his por substituicdo das bases nitrogenadas - A:T
para G:C (P. Quillardet e B. Ames).
FF18733 S. cerevisiae selvagem, MATa, leu2-3-112, trp1-289, his7-2, ura3-52, lysl-1
(F. Fabre).
AWP001 S. cerevisiae Aynol, FF18733 com ynol::KanMX6 (Aquino, Wilmart e Padula)

P. Quillardet — Instituto Pasteur, Paris (Franca) e B. Ames — Universidade de Berkeley, California

(EUA).

F.Fabre - CEA, Fontenay aux Roses (France). Aquino, Wilmart e Padula UFRJ: Universidade Federal
do Rio de Janeiro (Brasil). Fonte: (DINIZ; PAIVA; AQUINO; GONCALVES et al., 2019)
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7.3.2 Meios de cultura, solugdes e tampdes para o Teste de Ames.
O meio LB foi utilizado para o crescimento das amostras contendo bactérias, o tampéo
M9 para fazer as diluicbes seriadas, e 0os demais meios para 0S ensaios de mutagénese

bacteriana. A composi¢do de cada meio esta descrita a seguir:

Meio LB (MILLER, 1972) - pH 7,0

NaCl (MERCK) 10g
Bacto-triptona (Bacto™™) 10g
Extrato de levedura (Bacto ™) 59
Agua deionizada g.s. 1000 ml

Meio LB solidificado com 1,5% &gar (Difco Laboratories)

Tamp&o M9 (MILLER, 1972) - pH 7,0

Na;HPO, anidro (ISOFAR) 69
KH, PO, anidro (ISOFAR) 39
NH.CI (ISOFAR) 1lg
NaCl (MERCK) 0,59
Agua deionizada q.s.p. 1000 mi

OBS: Apos o preparo, os meios LB liquido e sélido, assim como o tampdo M9
foram autoclavados durante 30 minutos a 120°C. Apds a autoclavagem, a
temperatura ambiente, foram adicionados ao tampdo M9 100 pl de
MgS0,4.7H,0 (MERCK) 1mM e 100 pl de CaCl, (ISOFARy 0,1mM a cada
100ml do tampao.

Meio E de Vogel-Bonner (MEVB 50X) - pH 7,0

MgS0O,.7H,0 (MERCK) 10¢
H3CsHs07.H,0 (Quimica Moura Brasil) 100 g
K2HPQO, anidro (ISOFAR) 5009
Na(NH;)HPO,.4H,0 (Quimica Moura Brasil) 175 ¢
Agua deionizada (45°C) g.s.p. 1000 mi

OBS: Distribuir em diversos frascos e autoclavar por 20 min a 120 C.

Meio E de Vogel-Bonner (MEVB s6lido)

Agar (Difco™) 99
Agua deionizada 558 ml
OBS: autoclavar por 30 min e ap06s, adicionar, ao meio ainda morno 12 ml de

MEVB (50X) e 30 ml D-Glicose (MERCK) (40%).

Solucdo Mista

Monocloridrato de L-histidina monohidratada (MERCK) 119
D-biotina (MERCK) 12,36 mg
Agua deionizada estéril g.s.p. 100 mi

OBS: Adicionar todos os ingredientes em recipiente adequado e esterilizar por
filtragdao em filtros Millipore 0,22 pm.



Pagina |67

Meio GS

NaCl (MERCK) 0,5%
Agar (Difco™) 0,6%
Agua deionizada q.s.p. 1000 ml

OBS: Adicionar todos os ingredientes em recipiente adequado e autoclavar a
120°C por 30 minutos. Apos a autoclavagem, adicionar 10 ml de Solucéo Mista
para cada 100 ml de GS.

S9 mix padréo (reagentes adicionados na ordem indicada abaixo)

Agua destilada estéril 19,75 ml 1°
0,2 M tampéo fosfato pH 7,4 25ml 2°
0,1 M NADP 2ml 3°
1M glicose-6-fosfato 0,25 ml 4°
MgCl, — KCI Iml 5°
S9-Lyophilized Aroclor 1254 (Molecular Toxicology, Inc) (4%) 2ml 6°

OBS: A solucdo deve ser preparada fresca e no gelo. Todos os
ingredientes devem ser refrigerados. Qualquer sobra de mistura S9 ou S9
mix deve ser descartada

7.3.3 Meios de cultura e solugbes para o crescimento da S. cerevisiae

Meio Yeast Peptone D-Glucose (YPD) liquido e s6lido (THOMAS et al., 1997) - pH 7,0

Extrato de levedura (Bacto™) 10g
Bacto- peptona (Bacto"™) 10g
D-Glicose (MERCK) 20 g
Meio Yeast Nitrogen Base (YNBD) sélido (THOMAS et al., 1997).

YNB (Difco™) 79
D-Glicose (MERCK) 20 g
Agua deionizada (q.s.p.) 1000 mi

OBS: Adicionar todos os ingredientes em recipiente adequado e autoclavar a
120°C por 30 minutos. Distribuir em frascos estéreis de 100 ml, para meio
liguido Para meio YPD sdlido, acrescentar agar (BactoTM) 2%. Para meio
YNBD so6lido, acrescentar agar (BactoTM) 2%. Suplementar com solucdo de
aminodcidos e bases conforme auxotrofia de cada cepa.

Soluc¢des de aminoacidos e base nitrogenada para suplementacédo™

Histidina (Sigma-Aldrich®) 2%
Leucina (Sigma-Aldrich®) 1%
Triptofano (Sigma-Aldrich®) 0,2%
Lisina (Sigma-Aldrich®) 0,4%
Uracila (Sigma-Aldrich®) 0,2%

OBS: Esterilizar por autoclavagdo durante 15 minutos & 120°C. Utilizar 10 ml de cada
amino&cido e base para suplementacdo do meio YNBD de acordo com a auxotrofia de
cada cepa. Para determinar a mutagénese, acrescentou-se 60 mg/l de canavanina
(Sigma-Aldrich®). *Frasco protegido da luz.
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7.3.4 Localidade selecionada para o estudo

Para o presente estudo foram analisadas amostras de agua coletadas de um poco
artesiano, localizado na Rua Professor Paulo Roberto, casa 15, em Campo Grande, Rio de
Janeiro, RJ e sua localizagdo geogréafica esta indicada na figura 10. As coletas foram
realizadas em garrafas PET de 2 litros, higienizadas primeiramente com &gua destilada
seguidas de alcool 70% e secagem a temperatura ambiente.

{RJ10S | Mesquita = = Duque
o~ Sao Joao 6o s
de Meriti’ ¢ ffx',a_ls T
z L 1707‘1 - .
Nilopolis (e Govemador o
D, &
M llha'do
(e [raoza] Fundao
Rua Professor e {101
(ass) Paulo Roberto, 15...

Niteréi

Rio de Janeiro

22°52'27.5"S 43°31'23.8"W
-22.874308, -43.523286

Figura 10: Mapa elaborado através de imagens de satélite LANDSAT-TM 7 e a base Cartogréafica da
ANEEL (http://www.aneel.gov.br).

7.3.5 Analises de amostras de agua - determinacdo da contaminacgdo
microbioldgica.

O Chromocult ¢ um meio de cultura seletivo que diferencia coliformes fecais e totais,
através da detecgdo de duas enzimas, a f-glicuronidase e a (3-galactosidase, respectivamente.
Além desta caracteristica que o torna diferencial, este meio possui um composto chamado
Tergitol7, que inibe o crescimento de outras bactérias da flora microbiana.

Também possui 0 SALMON-GAL, que ¢ um substrato para a enzima -galactosidase
(especifica do grupo dos coliformes). Apds a hidrélise, 0 SALMON-GAL gera um composto

cromogénico que leva coldnias bacterianas possuidoras desta enzima a desenvolver coloragdo
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variando entre salmdo e vermelho. Ao mesmo tempo, este meio possui 0 X-GLUC, que €
substrato para a enzima B-glicuronidase (especifica da bactéria E. coli).

Apds hidrolise do substrato, uma substéncia é gerada, levando ao crescimento de
colonias de coloracdo variando entre o azul claro e o turquesa. Como a E. coli produz ambas
as enzimas, ela é capaz de provocar a clivagem de ambos os substratos (0 SALMON-GAL e o
X-GLUC). A hidrdlise simultanea destes compostos faz com que crescam colbnias de
coloragéo entre o azul escuro e o violeta (figura 11), tornando as coldnias de coliformes fecais
facilmente distinguiveis dos outros coliformes. Assim, para determinar a contaminagdo
microbioldgica da agua do poco antes e depois da exposicdo das garrafas ao sol, aplicadas
amostras de 100 ml foram submetidas a técnica de membrana filtrante. Os filtros foram

depositados sobre 0 meio de cultura Chromocult® depositado em placas de Petri

Figura 11: Fotografia de uma placa de Petri contendo col6nias de E. coli e coliformes totais crescidas

no Meio Chromocult®. As coldnias azuis escuras e violeta sdo de coliformes fecais, e as demais
coldnias, de coliformes totais (http://enfo.agt.bme.hu).
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7.3.6 Analise da composi¢do microbiana de amostras de 4gua (proveniente de

pogo artesiano) por metagenoma antes dos tratamentos

Esquema metodoldgico

Metagendmica

Figura 12: Esquema metodoldgico para metagendmica: (A) Amostras de agua do pogo. (B) (C) (D)
Extracdo, copia e fragmentacdo do DNA das amostras. (E) Sequenciamento massivo em paralelo ou
Sequenciamento de Alta Performance - os sequenciadores de nova geragdo podem ler até bilhdes de
fragmentos ao mesmo tempo resultando em um arquivo contendo a posicao exata de cada nucleotideo
na cadeia de DNA. (F) Montagemem computador das sequéncias dos fragmentos, obtendo-se as
sequéncias originais. Analise Metagenémica Servidor MG-RAST (mg-rast.org). Metagenomics Rapid
Annotation using Subsystem Technology (MG-RAST) é um pipeline metagenémico web.
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7.3.7 Processamento da amostra de 4gua do poco - Extracdo e amplificacdo de
DNA

Um volume total de 100 ml de 4gua coletada do poco artesiano usada neste projeto da
regido de Campo Grande foi filtrado e posteriormente a amostra foi macerada com nitrogénio
liguido e armazenada a temperatura ambiente. A extracdo do DNA total da comunidade
microbiana presente na amostra foi feita utilizando o kit PowerSoil™ DNA Isolation
(QIAGEN) (n° cat. 12855-50) e quantificacdo no fluorimetro Qubit® (Invitrogen®), utilizando
o Qubit dsDNA high-sensitivity assay (Invitrogen®) (n° cat. Q32854), ambos seguindo 0s
protocolos dos fabricantes.

A amplificagdo multiplex foi feita com os pares de iniciadores do painel de genes
desenvolvido no Laboratorio de Metabolismo Macromolecular Firmino Torres de Castro do
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (LMMFTC-UFRJ), utilizando o Multiplex PCR Kit
(QIAGEN®) (n° cat. 206143), de acordo com o protocolo do fabricante, no termociclador
Veriti® 96-Well (Applied Biosystems®).

O produto de PCR foi purificado com as esferas magnéticas Agencourt AMPure XP
(Beckman Coulter) (cat no. A63880) e analisado por eletroforese em gel de agarose 1,0%,
banhado em solucéo contendo brometo de etidio e &gua a uma concentracdo de 0,5 pg/ml. Em
seguida, foi visualizado no fotodocumentador Bio-lmaging System (DNR®) através de
deteccdo a 260 nm. O padrdo de peso molecular utilizado na eletroforese foi de 2000 pb
(Invitrogen®) (n° cat. 15628019).

7.3.8 Sequenciamento paralelo massivo

A biblioteca para o sequenciamento do produto de PCR foi feita utilizando os kits lon
Xpress Plus Fragment Library Kit (ThermoFisher Scientific®). Para a amplificacdo clonal foi
feito um PCR em emulsdo no equipamento lon OneTouch™ 2 System (ThermoFisher
Scientific®), utilizando o lon PGM™ Hi-Q™ OT2 Kit (ThermoFisher Scientific®) (n° cat.
A27739) para a biblioteca de 400 pb, de acordo com recomendacdes do fabricante.

Em seguida, foi feito o enriquecimento das lon Sphere™ Particles (ISPS) positivas
utilizando o lon OneTouch™ ES (ThermoFisher Scientific®) e lon PGM™ Hi-Q™ OT?2 Kit
(ThermoFisher Scientific®) (n° cat. A27739).

O protocolo de sequenciamento foi feito com o lon PGM™ Hi-Q™ Sequencing Kit

(ThermoFisher Scientific®) (n° cat. A25592) e a biblioteca sequenciada utilizando o lon
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318™ Chip (no cat. 4488146) na plataforma lon Torrent PGM (ThermoFisher Scientific®) no
LMMFTC-UFRJ.

7.3.9 Analise da composi¢do microbiana de amostras de agua contaminada real
(proveniente de pogo artesiano) por metagenoma depois dos tratamentos

As amostras de agua coletadas do poco artesiano foram divididas em garrafas PET em
trés grupos: sem tratamento (ST), tratamento SODIS (SO) e tratamento AM/SODIS (AMSO).
Cada tratamento com um volume total de 2000 ml de agua do pogo foi filtrado e
posteriormente cada amostra foi macerada com nitrogénio liquido e armazenada a temperatura
ambiente. A extracdo de DNA da comunidade microbiana total presente nas amostras foi feita
utilizando o ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (Zymo Research) seguindo as orientacdes do
fabricante. A quantificacdo do DNA foi feita no fluorimetro Qubit® (Invitrogen).

7.4 Distribuicdo das bactérias por sequenciamento NGS (Next-Generation

Sequencing) do gene 16S rRNA e sequenciamento em lon S5

Para identificacdo do microbioma, foi sequenciada uma regido hipervariavel do gene
16S rRNA: V6V7V8 (primer forward - CGA WGCAACGCGAARAACCT, reverso -
CGAGTTGCAGACTVCAATCCG) (DIAS et al., 2020).

Os primers contém diferentes barcodes que possibilitaram o sequenciamento de varias
amostras em um unico chip. A amplificacdo das sequéncias foi feita por PCR e 0s primers
usados listados acima amplificaram regides de cerca de 360 bp. A reacdo de PCR foi feita no
termociclador Veriti-96 well Thermal Cycler com a seguinte programacdo: ativacdo da
enzima por 3 min a 94°C, seguido de 40 ciclos a 94°C por 30 s para desnaturacdo, baixar a
temperatura a 58°C por 30 s para etapa de emparelhamento e elevacdo da temperatura a 68°C
por 1 min etapa de extensao ou alongamento. Com as sequéncias amplificadas e purificadas, a
quantificacdo foi feita no fluorimetro Qubit® (Invitrogen). Por fim, as bibliotecas
quantificadas foram combinadas em proporcdes iguais para gerar um pool equimolar. A
amplificacdo clonal e enriquecimento das bibliotecas foram feitas no Ion Chef™, utilizando o
lon S5™ Chef Supplies (Thermo Fisher).

O protocolo do sequenciamento foi feito com Ion S5™ Sequencing Reagents (Thermo
Fisher) (N° A27768). As bibliotecas foram sequenciadas no lon S5™ System utilizando o lon

530™ Chip com capacidade para 15 a 20 milhGes de reads.
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7.5 Fotossensibilizador

O fotossensibilizador AM (Sigma-Aldrich) foi preparado como solugdo-estoque de 1
mM com agua deionizada estéril. Essa solucdo permaneceu em temperatura ambiente, em
tubo de rosca e protegida da luz. Mesmo sendo uma solucdo estavel, ela foi preparada na

medida do uso.

7.6 Irradiagéo com luz solar

A luz do sol na cidade do Rio de Janeiro, Brasil (Latitude -22° 54' 10", Longitude -43°
12' 27") ao meio-dia (entre 11:00 h e 13:00 h) foi a fonte natural para realizacdo do processo
SODIS.

7.6.1 Dosimetria das radiacGes UV

A intensidade da radiacdo solar natural foi medida, assim como a temperatura, por
meio de termdmetro inserido no interior das garrafas PET com agua. O dosimetro BLAK-
RAY — J-221 foi utilizado para dosar a intensidade dos raios UV-A. Para os raios UV-B 0
dosimetro utilizado foi 0 VILBER LOURMAT — VLX — 3 W acoplado a uma fotocélula para
312 nm, serie 21-216.

7.6.2 Preparacao de solugdes concentradas de AM-azul ou AM-leuco em agua

destilada para os ensaios de citotoxicidade e mutagénese

O desenho experimental do estudo foi concebido de forma a se obter amostras de AM-

azul e AM-leuco conforme condi¢Oes de tratamento indicados na figura 13.
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Figura 13: Fotografias mostrando as garrafas PET contendo agua limpa adicionada de AM em
concentragdes de 0 (controle), 50, 100, 200 e 2000 ng/ml antes da exposicdo a luz solar de ambas as
amostras "LUZ" e "ESCURO"; abaixo: ap6s 180 minutos de exposicdo a luz solar, a
fotodecomposicdo do AM pode ser observada apenas nas garrafas "LUZ" (parte inferior esquerda),
enquanto a cor azul permanece naquelas ndao expostas a luz solar envolvidas em papel aluminio (parte
inferior direita). (CARDOSO-RURR; DE PAIVA; PAULINO-LIMA; DE ALENCAR et al., 2019),
material suplementar. Os retdngulos amarelos indicam a concentragdo de 100 ng/ml do AM utilizada
neste estudo.

A esta agua foi aplicada a metodologia SODIS ou AM/SODIS na concentracéo
equivalente ao que seria consumido por uma pessoa em 2 litros de agua em um dia, e, assim,
obter a massa de 200 pug de AM azul ou leuco, conforme ilustrado na figura 14.

O AM usado (Sigma-Aldrich M9140 — 25G) foi preparado como solugdo-estoque de 1
mM em agua deionizada esteril. A solugdo permaneceu em temperatura ambiente, em tubos
de rosca e protegida da luz. Apesar da estabilidade quimica dessas solugdes, elas foram

preparadas frescas quando necessario.
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Figura 14 — (A) Fotografia da apresentacdo das garrafas PET com agua do poco artesiano com AM
(200 pg) durante a exposicdo ao sol pleno entre 11 h e 16 h no dia 7 de junho de 2019. (B) Cada
garrafa simula o quanto de AM é consumido em 2 litros de agua (200ug). Tratamentos: SODIS,
AM/SODIS, AM/ESCURO e AM/CALOR/ESCURO.

Apo0s exposicdo ao sol, as amostras de 100 ml foram congeladas durante a noite no
freezer a -80°C para serem liofilizadas no dia seguinte (Liofilizador K120 do Instituto de
Pesquisas de Produtos Naturais Walter Mors/UFRJ, figura 15) por quatro dias consecutivos,
com o objetivo de retirar toda dgua da amostra por meio de congelamento a vacuo. O processo
de desidratacdo das amostras acontece por conta da pressao negativa que o Vacuo ocasiona no
material fazendo a passagem da &gua em estado solido para o estado gasoso com minimo
prejuizo aos compostos la presentes.

Apos a liofilizacdo, os residuos concentrados dos tratamentos SODIS ou AM/SODIS
foram solubilizados em 0,5 ml de &gua destilada estéril. Estas aliquotas foram aplicadas nas
culturas da bactéria S. typhimurium ou da levedura S. cerevisiae a fim de avaliar os efeitos

mutagénicos e citotdxicos do AM nas formas azul (oxidada) e leuco (reduzida).
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Figura 15 - Fotografia do liofilizador K120 (Instituto de Pesquisas de Produtos Naturais Walter
Mors/UFRJ).

7.6.3 Confirmacéao dos gendtipos das cepas de S. typhimurium testadas

As caracteristicas genéticas e fenotipicas das cepas de S. typhimurium foram checadas
rotineiramente. Para verificar a auxotrofia & histidina, foi observada a auséncia de crescimento
em placas de Petri contendo meio seletivo MEVB enriquecido somente com 0,1 ml de
solucdo de D-Biotina 0,5 mM, e, como contra prova, tais cepas cresciam normalmente em
placas de MEVB acrescidas de solucdo mista (L-histidina + D-biotina).

Para a confirmacdo da mutacéo rfa, foi realizado um controle quanto a sensibilidade
ao Cristal Violeta (AMES; DURSTON; YAMASAKI; LEE, 1973). Para este teste, placas de
Petri com o0 meio MEVB foram semeadas com culturas das cepas a serem testadas e 10 pl de
uma solucdo 1 mg/ml de cristal violeta colocados no centro da placa. Apds incubacdo a 37°C
durante a noite, uma zona clara de inibicdo (aproximadamente 14 mm) aparece ao redor do
disco, indicando a presenca da mutagéo rfa que permite que grandes moléculas, como o cristal
violeta, penetrem e matem as bactérias.

A mutacgdo uvrB foi confirmada pela sensibilidade das cepas a radiagdo UVC (254nm)
por 8 segundos, e a presenca de plasmideos de resisténcia a ampicilina (20 pg/ml) e
tetraciclina (12 pg/ml somente na cepa TA 102) foram verificadas de acordo com MARON e
AMES (1983).
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7.6.4 Manutencao e estoque das cepas de S. typhimurium e S. cerevisiae

As cepas de S. typhimurium ficaram estocadas em tubos para congelamento (1,5 ml), a
-80°C, para que todas as suas caracteristicas genéticas se mantivessem inalteradas. Para cada
0,9 ml da cultura bacteriana (10° células/ml), foram adicionados 0,1 ml de DMSO, como
substancia crioprotetora.

As cepas de S. cerevisiae foram mantidas em estoques contendo a cultura em fase

estaciondria de crescimento, em glicerol 87% (MERCK) na proporgdo 1:1 a -80°C.

7.6.5 Mutateste

As cepas de S. typhimurium foram cultivadas em meio LB liquido, contendo 20 pg/mi
de ampicilina e 12 pg/ml de tetraciclina (somente para a cepa TA 102) durante a noite
(aproximadamente 15 horas de crescimento) com aeragdo constante. As cepas foram testadas

quanto aos efeitos mutagénicos do AM (100 ng/ml) ndo metabolizado (sem fracdo S9) e

metabolizado (com fracdo S9) através do teste de reversédo a prototrofia (His — His") para a
sintese do amino&cido histidina (Teste de Ames), nas formas azul e leuco.

Foi empregada a metodologia de pré-incubacdo em banho-maria por 20 minutos a
37°C, desenvolvida por MARON; AMES (1983). Em tubos de ensaio foram colocados 0,1 ml
de cultura das bactérias (1-2 x 10° células/ml), 0,5 ml de cada tratamento testado [200ug/placa
do AM na forma oxidada (azul) ou reduzida (leuco)] sem a fracdo S9. Quando metabolizado,
a esta cultura foi adicionado 0,4 ml da fracdo S9 Mix.

Os tubos com estas misturas foram incubados por 20 minutos. Apos este tempo, foram
adicionados em cada tubo para o plagueamento, 2 ml de gelose de superficie (GS) acrescido
de uma solucédo de histidina/biotina 0,5 mM (solucdo mista) na propor¢do 1:10. Em seguida,
os tubos foram agitados e vertidos em placas de Petri contendo o meio MEVB para sele¢édo de
revertentes prototroficos para histidina.

A adicdo de tracos de histidina é suficiente para possibilitar as primeiras divisdes
celulares para fixagdo da reversdo His” —His", indispensaveis para que ocorra a expressio da
prototrofia His*. A reversio espontinea é caracteristica de cada cepa nas culturas sem
tratamento, assim, as coldnias revertentes His™ ap6s os tratamentos SODIS ou AM/SODIS s&o
facilmente visiveis em placas de meio MEVB enriquecido com a solucdo mista (L-histidina +
D-biotina), em contraste com o tapete auxotréfico, que formam uma fina camada do

crescimento bacteriano (background).
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Essas placas foram incubadas por 48 horas a 37°C. Apds esse tempo, 0s revertentes
foram expressos em nimero absoluto de revertentes prototroficos para histidina (His*) em
relacdo ao nimero total de coldnias. Os ensaios foram realizados incluindo também os
controles positivo e negativo (conforme descritos no item 6.6.5) para confirmar os revertentes
para o tratamento SODIS e AM/SODIS. Todos os experimentos foram realizados de forma

independente, por, pelo menos, trés vezes.
7.6.6 Controles

Como controle negativo, utilizou-se agua destilada esteril acrescentada as amostras, e,
para o controle positivo, na auséncia de ativacdo metabdlica com todas as cepas, foi 0 agente
mutagénico 4-nitroquinolina N-oxido (4NQO-Sigma-Aldrich) numa concentracéo final de 30
ng/placa. Os controles positivos para ativagdo metabdlica das cepas TA97 e TA100 foram
Benzo [a] pireno (B(a)P - Sigma-Aldrich — B1760) numa concentragéo final de 1 pg/placa, e
Mitomicina C (MitC - Bristol-Myers Squibb, Brazil S/A) na concentracdo final de 0.5
pg/placa para a cepa TA 102. Todos os controles positivos foram dissolvidos em DMSO
(dimetil sulfoxido). O desenho experimental representando as etapas envolvidas no ensaio de

incorporacdo em placas para realizacdo do Teste de Ames esta apresentado na figura 16.

i 4

$9 mix
0,4ml da enzima microssomal de
figado de rato + cofator
(1M NADP+ 0.1 M Glicose-6-fosfato)

—_— I
I

0,5ml de cada

0,1ml dabactéria

histidina dependente-his- (SODIS, AM-SODIS, AM-
(~10° bactérias) ESCURO e AM-CALOR-

ESCURO) e os controles
positivoe negativo)

2ml de agar semi-solido (GS) com
2 ml de agar semi-solido (GS) biotina e vestigios de histidina
MeloLB solido % | ; Melo MEVB solido

‘L 37°C por24 h ¢ 37°C por48 h

Contagem de nimero de coldnias c dend de coldnias )
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OO0
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Figura 16: Esquema da metodologia por incorporacdo em placa do Teste de Ames para avaliagdo da
citotoxicidade (sobrevivéncia) e mutagénese em S. typhimurium testadas nos tratamentos SODIS,
AM/SODIS, AM/ESCURO e AM/CALOR/ESCUROQ, na concentracdo de 200ug/l do AM, com ou
sem ativacdo metabolica. UFC: unidade formadora de colbnias; S9: extrato liofilizado de figado de
ratos; GS: gelose de superficie; MEVB: meio E de Vogel-Bonner.
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7.6.7 Forma de anélise dos resultados da mutagenicidade pelos diferentes

tratamentos

A partir dos resultados obtidos, foi calculado o indice de Mutagenicidade (IM) que é o
valor médio o nimero de revertentes nas triplicatas de cada tratamento em cada cepa, dividido
pelo valor médio do nimero de revertentes obtido das triplicatas do controle negativo. Assim,
com base na literatura, os tratamentos foram considerados mutagénicos quando o nimero de
colénias revertentes é, pelo menos, duas vezes maior que 0 numero de revertentes
espontaneos (IM > 2). Por sua vez, o tratamento foi considerado negativo para o Teste de
Ames quando 0 mesmo ndo induziu aumento significativo no nimero de revertentes e seus
IM foram menores que 2 (MARON; AMES, 1983).

76.8 Forma de analise dos resultados da sobrevivéncia bacteriana
(citotoxicidade)

Para avaliar a citotoxicidade, calculou-se o valor médio da sobrevivéncia obtida dos
ensaios em triplicatas, a partir da contagem das unidades formadoras de colénias (UFC) de
cada tratamento, dividido pelo valor médio das UFC em triplicatas do controle negativo.
Sendo assim, foi considerado como citotoxico um percentual de sobrevivéncia bacteriana
menor ou igual a 70% (MARON; AMES, 1983); (AIUB; FELZENSZWALB, 2011); (OECD,
2020).

7.6.9 Estudo da citotoxicidade e da mutagénese a forma AM-leuco em levedura

(S. cerevisiae)

Para analise da citotoxicidade das substancias testadas, as cepas FF18733 e AWP001
foram cultivadas em 10 ml de YPD liquido (~30°C sob agitacdo por 24 horas), em seguida,
100 pl foram repicados em 10 ml de YPD liquido (~30°C sob agitacdo por 48 horas) até a
fase estacionaria. As culturas foram centrifugadas por 10 minutos a 7000 rpm (centrifuga de
bancada modelo EP022620701Eppendorf® Centrifuge 5427R com rotor FA-45-30-11) em
temperatura ambiente e ressuspendidas em 10 ml de agua estéril. Foi verificada a densidade
6tica (D.0.) em 600 nm e as células foram diluidas para 10’ células/ml (o que corresponde &
D.O. igual a 1,0).
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Em seguida, foram realizados os tratamentos, que consistiram em manter a cultura de
S. cerevisiae em aproximadamente 30°C sob agitacdo em tubos de ensaio contendo 10’
células/ml e 200 pg/l de AM na forma leuco, com volume final de 3 ml, por 3 horas. Foram
retiradas aliquotas para determinacdo da sobrevivéncia celular e mutagénese antes da adicdo
da substancia teste (0 minuto, ndo tratado), imediatamente apds a adi¢do da substancia teste (1
minuto) e apds incubacdo por 3 horas (180 minutos). Para a avaliagdo da sobrevivéncia
celular p6s—os tratamentos, foram feitas dilui¢des seriadas em agua estéril e as aliquotas
foram plaqueadas em duplicatas em meio YPD s6lido e mantidas em estufa a 30°C por
aproximadamente 96 horas. Para a avaliacdo da mutagénese celular apos tratamento, aliquotas
concentradas de 500 pl foram plaqueadas em duplicatas em meio YNBD solido acrescido de
canavanina (60 mg/ml), e mantidas em estufa a 30°C por aproximadamente 96 horas.

As colonias de sobreviventes e mutantes Can® foram contadas ap6s um periodo de
aproximadamente 96 horas. Em seguida, foi plotada a média dos resultados em gréaficos de
fracdo de sobrevivéncia (N/Np) (mais ou menos o erro padrdo) x tempo, onde Ng representa o
namero inicial de células e N € o namero de células apds cada tratamento, e em graficos de
nimero de mutantes/10” células x tempo. Todos os experimentos foram realizados de forma
independente, por, pelo menos, trés vezes.

Na figura 17 estd o esquema da metodologia para avaliacdo da citotoxicidade e

mutagénese em levedura testadas com a forma leuco do AM
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100puL ¢ s
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f—\ - 107cels/ mL
/ | — -
) \ - - — D.O em 600nm
-, . 5
~ E
Cepasem 10 mL de 10 mL de YPG Ressuspensao >
YPG liquido liquido em 10mL de 'E
(30°C/24h) (30°C/48h) agua estéril =
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Nao tratado
Plaqueamento em Diluigoes seriadas
io YPG YN Sobrevivéncia
Incubacio em 30°C/96h meto .
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Figura 17 Esquema da metodologia para avaliacdo da citotoxicidade (sobrevivéncia) e mutagénese em
levedura testadas com a forma leuco do AM. aa: aminoacidos; D.O: Densidade 6tica; YNBD: meio
Yeast Nitrogen Base; YPD: meio Yeast Peptone Glucose Fonte: adaptado de DINIZ; PAIVA,
AQUINO; GONCALVES et al. (2019).



Pagina |81

7.7  ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas usando o GraphPad Prism
version 6.00 para Windows.

Os dados com distribuicdo paramétrica da citotoxicidade e mutagénese (His" — His™)
foram obtidos através do método One-way ANOVA seguido do pos-teste Turkey’s Multiple
Comparison Test, sendo considerado um nivel de significancia de p<0,05.

Para os dados com distribuicdo ndo paramétrica da citotoxicidade e mutagénese direta
(Can®) foram utilizados os testes t-student seguido do teste de Mann-Whitney, adotando
diferenca significativa quando p<0,05.

Na bioestatistica, asteriscos sdo utilizados para indicar o nivel de significancia
estatistica alcancado em um teste de hipdtese entre grupos ou condi¢Ges. Um asterisco (*)
representa um nivel de significancia de 95%, indicando uma diferenca estatisticamente
significativa. Dois asteriscos (**) indicam um nivel de significancia de 99%, enquanto trés
asteriscos (***) representam um nivel de significancia de 99,9%. Quanto mais asteriscos,
maior a certeza estatistica da diferenca observada entre os grupos comparados. Em graficos de
barras, asteriscos acima das barras indicam diferencas estatisticamente significativas entre 0s

grupos representados.

7.8 RESULTADOS in vitro

7.8.1. Analise por metagenémica das amostras de agua

Através da técnica de membrana filtrante, foi possivel verificar a presenca de 70

coldnias de coliformes fecais e incontaveis coliformes totais em amostra de 100 ml de 4gua do

poco artesiano conforme mostrado na figura 18.
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Figura 18: Presenca de coliformes fecais e totais em 100 ml de dgua do poco de 4gua contaminada.

Apos a extracdo e amplificacdo do DNA gendmico das amostras, os produtos de PCR
foram purificados e analisados por eletroforese em gel de agarose. As amostras da agua do

poco apresentaram um produto intensamente amplificado com aproximadamente 250pb,
como apresentado na figura 19.
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Figura 19: Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio. (A) marcador
de peso molecular de 2000 pb. (B) produto de PCR da amostra de agua do pogo em gel de agarose

1,5%. Retangulo amarelo indicando o tamanho dos fragmentos de DNA encontrados nas amostras de
agua do pogo.
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7.8.2 Analise por metagendmica e diversidade toxonémica antes do tratamento
AM/SODIS da 4gua contaminada

O Metagenomics Rapid Annotation using Subsystem Technology (MG-RAST) é um
pipeline metagendmico disponivel online. Apds a anélise, filtragem de sequéncias baseadas
em qualidade de leitura (tamanho das sequéncias) e a classificacdo de espécies e classificacdo
das diferentes funces génicas, foram realizadas andlises taxondmicas e filogenéticas pelo
banco de dados MG-RAST. O conjunto de dados poco. lonXpress_005_200pb foi carregado
em 05/11/2019 as 17:44:26 e obteve 333.762 sequéncias totalizando 78.610.179 pares de
bases com comprimento médio de 236 bp.

Os resultados mostrados aqui sdo exibidos para avaliar a qualidade e o conteudo do
conjunto de dados que representam a andlise automatizada gerada pelo pipeline de
processamento automatizado MG-RAST. Os graficos abaixo representam a distribuicdo das
taxas usando um algoritmo contigLCA, encontrando uma unica entidade taxondmica
consensual para todos os recursos em cada sequéncia individual.

Foi demonstrada a predominancia do dominio Bacteria (99,97%) na amostra de agua

do poco conforme apresentado na figura 20.

Domain

[l Bacteria - 229,966 (99.97%)
[l Eukaryota - 55 (0.02%)
7 unclassified sequences - 4 (0.00%)

Figura 20: Distribuicdo dos dominios filogenéticos encontrados na amostra da dgua de pogo.

O dominio Bacteria foi caracterizado principalmente pela presenca dos grupos
Bacteriodetes ndo classificadas (derivadas de bactérias), Proteobacteria, Actinobacteria,
Gemmatimonadetes, Firmicutes e Cyanobacteria, como apresentados na figura 21.

As bactérias dos filos Bacteriodetes (Gram-negativas ou didermos) e Firmicutes (Gram-

positivas ou monodermos)’sdo constituintes da microbiota residente intestinal em humanos e
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animais. Os Gemmatimonadetes sd&o um género bactérias que possui uma Unica ordem e
familia. (ZHANG; SEKIGUCHI; HANADA; HUGENHOLTZ et al., 2003).

Os Actinomicetos causam graves moléstias no homem e nos animais. Dentre 0s patdgenos
incluidos no grupo, podemos mencionar o Mycobacterium tuberculosis, causador da
tuberculose e 0 Mycobacterium leprae, causador da hanseniase.

Determinados géneros de cianobactérias sdo fixadores de nitrogénio atmosférico e alguns
géneros produzem cianotoxinas, enquanto outros sdo produtores de hepatoxinas ou
neurotoxinas, podendo ainda causar gastrointerites em mamiferos, inclusive na espécie
humana. 1sso ocorre apenas quando estdo em proliferacdo, quando o ambiente se torna
favoréavel a ela (METCALF; CODD, 2012).

Phylum

Bacteroidetes - 84,936 (53.66%) <+
unclassified (derived from Bacteria) - 40,651 (25.68%)
Proteobacteria - 14,134 (8.93%) <
Actinobacteria - 13,931 (8.80%)
Gemmatimonadetes - 3,802 (2.40%) «—
Firmicutes - 576 (0.36%) €
Cyanobacteria - 94 (0.06%) <€¢—
Arthropoda - 40 (0.03%) <4
Deinococcus-Thermus - 28 (0.02%)
Acidobacteria - 18 (0.01%)

Synergistetes - 10 (0.01%)

Streptophyta - 10 (0.01%)

Planctomycetes - 9 (0.01%)

Verrucomicrobia - 7 (0.00%)

EENEEEENEEEEEEN

Figura 21: Distribuicdo dos grupos filogenéticos na amostra de agua do poco artesiano nao tratado.
As setas indicam a prevaléncias dos principais grupos bacterianos patogénicos.

No dominio Bacteria, a classe predominante do filo Bacteriodetes foi a Flavobacteéria,
com 54,38%. O filo Proteobacteria (8,92%), como ja mencionado, é um dos filos mais
abundantes na microbiota intestinal humana. Muitos patdgenos comuns entre humanos sdo
encontrados neste filo, como, por exemplo, os géneros Brucella e Rickettsia que pertencem a
classe Alphaproteobacteria, os géneros Bordetella e Neisseria, a classe Betaproteobacteria,
enquanto o0s géneros Escherichia, Shigella, Salmonella e Yersinia na classe
Gammaproteobacteria (RIZZATTI; LOPETUSO; GIBIINO; BINDA et al., 2017) figura 22.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mycobacterium_tuberculosis
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tuberculose
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mycobacterium_leprae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cianotoxina
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Flavobacteria - 84 506 (54.36%) <——

unclassified (derived from Bacteria) - 40,551 (26.16%) <+
Actincbacteria (class) - 13,931 (8.96%)
Alphaprotecbacteria - 5,907 (4.44%)
Gemmatimonadetes (class) - 3,802 (2.45%) €———
Gammaproteobacteria - 3,733 (2.40%)
Betaprotecbacteria - 502 (0.32%)

Clostridia - 387 (0.25%)

Deltaprotecbacteria - 341 (0.22%)

Bacilli - 184 (0.12%)

Sphingobacteria - 164 (0.11%)

unclassified (derived from Cyanobacteria) - 94 (0.06%)
Insecta - 40 (0.03%)

unclassified (derived from Proteobacteria) - 35 (0.02%)

Figura 22: Distribuicdo taxondmica de classes presentes nas amostras de dgua do pogo artesiano sem
tratamento. As setas indicam a prevaléncias dos principais grupos bacterianos patogénicos.

Order

Flavobacteriales - 84,506 (55.23%) <—
unclassified (derived from Bacteria) - 40,651 (26.57%)
Actinomycetales - 13,814 (9.03%) <+
Gemmatimonadales - 3,802 (2.48%) <+
Rhizobiales - 3,553 (2.32%)

Pseudomonadales - 3,494 (2.28%)

unclassified (derived from Alphaprotecbacteria) - 712 (0
Burkholderiales - 437 (0.29%)

Sphingomenadales - 392 (0.26%)

Clostridiales - 382 (0.25%)

unclassified (derived from Deltaprotecbacteria) - 312 (0.
Bacillales - 175 (0.11%)

Sphingobacteriales - 164 (0.11%)

Legionellales - 84 (0.05%)

Figura 23: Distribuigdo taxonémica de ordens presentes nas amostras de 4gua do poco artesiano sem
tratamento. As setas indicam a prevaléncias dos principais grupos bacterianos patogénicos.

Family

Flavobacteriaceae - 84,506 (55.45%) €——
unclassified (derived from Bacteria) - 40,651 (26.67%)
IMycobacteriaceae - 8,658 (5.68%) <+
Mocardicidaceas - 4,057 (2.66%)
Gemmatimonadaceae - 3,802 (2.48%) 4——
Moraxellaceae - 3,489 (2.29%)

Bradyrhizobiaceae - 2 980 (1.94%)

unclassified (derived from Alphaprotecbacteria) - 712 (0
Comamonadaceae - 426 (0.28%)

Phyllobacteriaceae - 395 (0.26%)

Sphingomonadaceae - 390 (0.26%)

unclassified (derived from Deltaprotecbacteria) - 312 (0.
Peptococcaceae - 261 (0.17%)

Makamurellaceae - 151 (0.10%)

Figura 24: Distribuicdo taxondmica de familias bacterianas presentes nas amostras de dgua do pogo
artesiano sem tratamento. As setas indicam a prevaléncias dos principais grupos bacterianos

patogénicos.
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Flavobacterium é um género de bactérias Gram-negativas, ndo-moveis e moveis, em
forma de bacilo, sdo encontradas no solo e na agua fresca, numa grande variedade de
ambientes. Muitas espécies sdo conhecidas por causar doencas em peixes de agua doce
(BERNARDET; BOWMAN, 2006).

Mycobacterium ou micobactéria € um género de actinobactérias bacilares, aerobicas
obrigatorias, imoveis e altamente patogénicas, que causam diversas doencas, sendo as mais
famosas a Hanseniase e tuberculose (figura 25). Acinetobacter é um género de bactéria Gram-
negativa que pertence ao filo Proteobacteria. Ndo moveis, as espécies Acinetobacter séo
oxidase-negativas, e se apresentam em pares. Sao importantes organismos no solo, onde
contribuem na mineralizacio de, por exemplo, compostos aromaticos. As
Acinetobacter também sdo uma importante fonte de infecgdes hospitalares, quando atingem
principalmente pacientes imunologicamente debilitados (GERISCHER, 2008).

Genus

Flavobacterium - 84,502 {55.80%) <+
unclassified (derived from Bacteria) - 40,651 (26.84%)
Mycobacterium - 8,658 (5.72%) <+—

MNocardioides - 4,001 (2.64%)

Gemmatimonas - 3,802 (2.51%) ——
Acinetobacter - 3,489 (2.30%) €——
Bradyrhizobium - 2,358 (1.56%)

unclassified (derived from Alphaproteobacteria) - 712 (0
IMesorhizobium - 395 (0.26%)

Acidovorax - 390 (0.26%)

unclassified (derived from Deltaprotecbacteria) - 312 (0.
Desulfotomaculum - 259 (0.17%)

Sphingomonas - 205 (0.14%)

Nakamurella - 151 (0.10%)
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Figura 25: Distribuicdo taxondmica de géneros presentes nas amostras de dgua do pogo artesiano. As
setas indicam a prevaléncias dos principais grupos bacterianos patogénicos.

7.8.3 Analise por metagenomica e diversidade taxonomica depois do tratamento

AM/SODIS da agua contaminada

Os resultados demostraram que, apds sequenciar uma regido hipervariavel do gene
16S rRNA, foi possivel verificar fragmentos de DNA na amostra ST (sem tratamento) entre
50 pb e 100 pb assim como a partir de 248 pb ou mais. A presenca de fragmentos maiores
indica pouca ou nenhuma quebra do DNA. Na amostra SO (SODIS), verificou-se fragmentos

de 50 pb e a partir de 221 pb sugerindo a fragmentacdo no DNA oriundas da exposi¢do a
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Tuberculose
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radiacdo solar. E, por fim, na amostra de agua que foi submetida ao tratamento AMSO
(AM/SODIS), foram encontrados fragmentos de tamanhos muito reduzidos, entre 50 e 150 pb
indicando uma maior quebra do DNA, resultando na morte dos micro-organismos. Estes

resultados estdo representados na figura 26.

lonXpress 023 Sample ST 2489 220 10 U8bp ! Sol 2 21]300

0 S0 100 150 200 25¢ 300
lonXpress 024 Sample SO 1109 1012 § 21 bp | | |

0

0 10 150 200 250 300
lonXpress 025  SampleAMSO 5402663 4766302 51865  104bp _J.

- -

Figura 26: Distribuicdo dos tamanhos médios dos fragmentos amplificados ap6s a amplificacdo do
material gendmico obtido ap6s cada situacdo experimental. ST: sem tratamento; SO:
tratamentoSODIS; AMSO: tratamento AM/SODIS.

A quebra significativa do DNA em fragmentos menores apds o tratamento AMSO
resultando na morte dos micro-organismos demonstra a eficacia do processo de esterilizacéo
microbioldgica da agua. Os resultados corroboram estudos anteriores que mostram expressiva
inativacdo microbiolégica, como demonstrada por CARDOSO-RURR; DE PAIVA,;
PAULINO-LIMA; DE ALENCAR et al. (2019).

7.8.4 Dosimetria das radiagdes UV

As garrafas PET foram expostas ao sol pleno entre 11:00 h e 16:00 h nos meses de
junho de 2019 e janeiro e fevereiro de 2020 com temperaturas médias de 31°C no interior das
garrafas. Durante as 5 horas do tratamento, as taxas médias de doses de radiacdo solar foram
de 68,31 J /m? /s para UV-A e 2,08 J/m? /s para UV-B. Assim, as doses médias acumuladas de
UV-A e UV-B sdo 1.229,58 kJ/m? e 37,44 kJ/m? respectivamente, para um perfodo de 5 horas
de exposicédo a sol pleno. As médias de doses e temperaturas estdo representadas na figura 27,
obtidas durante experimentos realizados sob luz solar no nivel do mar, no Rio de Janeiro,
Brasil (22,53°S, 43,17°W). Foram mensuradas as doses correspondentes de UV (taxas médias

de dose) e as temperaturas medidas dentro da garrafa irradiada.
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Figura 27 — Monitoramento das taxas de dose de radiacdo solar (UV-A e UV-B)
médias durante exposicdes de amostras nos meses de junho de 2019 e janeiro e
fevereiro de 2020 entre 11:00 h e 16:00 h. No inserto, sdo registradas as temperaturas
médias nas amostras de agua expostas nas mesmas condicdes.

7.8.5 Confirmacao dos gendtipos em modelo bacteriano (Teste de Ames)

Os gendtipos das cepas de S. typhimurium testadas devem ser confirmados: (a)
imediatamente apds a chegada das culturas no laboratorio, (b) quando um novo conjunto de
cepas é preparado para experimentos, (c) quando o nimero de revertentes espontaneos por
placa sai da faixa normal ou (d) quando ha perda de sensibilidade aos agentes mutagénico

padrdo. Assim, os controles das cepas TA 98, TA 100 e TA 102 foram confirmados conforme

os dados apresentados na tabela 4.
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Tabela 4: Resultados dos testes de rotina para certificagdo dos gendtipos das cepas de S.

typhimurium empregadas nos Testes de Ames

Cepas
Testes TA 98 TA 100 TA 102
Cristal Violeta 13 mm 14 mm 15 mm
(2 mg/ml) (halo de inibicéo) (halo de inibicéo) (halo de inibicéo)
Mutacéo de reparo
de DNA (uvrB) Sensivel Sensivel Resistente
Dose de radiagéo (8 segundos) (8 segundos) (30 segundos)
UVC (1,5 J/m*/s)
Fator de Ampicilina Ampicilina Ampicilina
resisténcia resistente resistente resistente (25 pg/ml)
(25 pg/ml) (25 pg/ml) Tetraciclina
resistente (12 pg/ml)
Histidina (-) N&o cresceu Né&o cresceu N&o cresceu
Mutantes 30 -100 100 - 200 200 — 300
espontaneos

A tabela 5 mostra a atividade mutagénica expressa pelo indice de Mutagénese (IM), a
média do nimero de revertentes por placa e o percentual de sobrevivéncia aos tratamentos
SODIS, AM/SODIS, AM/ESCURO E AM/ESCURO/CALOR apés 20 min. Néo foi
observado o aumento de coldnias revertentes His- — His+ nas trés cepas testadas estimuladas
por esses tratamentos com ou sem a fragdo S9. Também ndo foi verificada a ocorréncia de
citotoxicidade, ou seja, nenhum desses tratamentos interferiu na sobrevivéncia bacteriana
conforme apresentado nos gréficos das figuras 28 (A, B, C) e 29 (D, E, F). O DMSO
(composto usado para solubilizacdo dos controles positivos) ndo resultou em efeitos

citotoxicos ou mutagénicos (dados ndo mostrados).
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Tabela 5: Atividade mutagénica expressa pelo Indice de Mutagénese (IM), média do nimero de revertentes por placa das cepas TA 98, TA 100 e
TA 102 de S. typhimurium expostas aos tratamentos controle positivo, SODIS, AM/SODIS, AM/ESCURO ou AM/ESCURO/CALOR com ou
sem adicédo da fracdo S9 e porcentagem de sobreviventes.

Cepa Tratamentos - Fracdo S9 + Fracdo S9
M@ His™™® % Sobrevivéncia® IM® His™® % Sobrevivéncia®
Agua — controle negativo 1 37 100 1 74 100
Controle positivo 11 (4NQO) 403 17 7,8 (BaP) 575 33
SODIS 0,84 31 104 1,2 88 123
TA 98 AM/SODIS 0,95 35 97 1,3 98 108
AM/ESCURO 1,06 39 86 1,3 99 78
AM/ESCURO/ CALOR 1,19 44 94 1,3 94 98
Agua — controle negativo 1 259 100 1 109 100
Controle positivo 8,53 18,6(BaP) 2030 36
(4NQO) 2213 27
TA 100 SODIS 1,08 280 117 1,8 199 122
AM/SODIS 1,10 284 114 0,8 89 142
AM/ESCURO 1,33 344 98 0,8 93 109
AM/ESCURO /CALOR 1,32 344 103 0,8 90 84
Agua — controle negativo 1 373 100 1 104 100
Controle positivo 3,59 18,6 (MitC) 1940 38
(4NQO) 1341 109
TA 102 SODIS 1,07 399 84 1,1 116 138
AM/SODIS 1,00 376 85 1,1 112 139
AM/ESCURO 1,07 399 91 1,5 160 142
AM/ESCURO /CALOR 0,97 362 98 1,1 118 134

@ Indice de Mutagénese (nmero de colbnias His* induzidas na amostra tratada/nimero de colénias His* espontaneas no controle negativo); ® colénias revertentes/placa;
percentagem de sobrevivéncia calculada em relacdo ao controle negativo. A dose foi considerada tdxica quando a porcentagem de sobreviventes foi < 70%. O controle
positivo na auséncia de ativagdo metabdlica com todas as cepas foi 0 4-NQO [4-nitroquinolina N-6xido (0,5 pg/placa)]. Os controles positivos para ativacdo metabdlica na
concentracdo final de (1 pg/placa) foram B(a)P (Benzo [a] pireno) para as cepas TA 98 e TA 100, e MitC (Mitomicina C) na cepa TA 102. Os compostos usados como
controles positivos foram dissolvidos em DMSO (dimetil sulféxido). Os nimeros em negrito correspondem aos efeitos mutagénicos e citotdxicos observados acima dos
limites preconizados para o Teste de Ames sem e com ativagdo metabdlica S9 (*p < 0,05).
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Figura 28 (gréficos A, B, C) — Culturas de S. typhimurium em fase estacionaria de crescimento foram
tratadas com os diferentes tratamentos indicados por 20 min, e diluidas 107 vezes para determinar a
fracdo de sobrevivéncia (N/No), ou ndo foram diluidas para determinar as mutagéneses espontaneas e
induzidas (His™ > His"). Estes resultados representam a média + erro padrdo de, no minimo, trés
experimentos independentes. A andlise de varidncia (ANOVA One Way) com pos-teste Dunn’s
multiple comparisons revelou uma resposta significativa quando p < 0,05.
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Figura 29 (gréficos D, E, F) — Culturas de S. typhimurium em fase estacionaria de crescimento foram
tratadas metabolicamente com a fragdo S9 nos diferentes tratamentos indicados por 20 min, e diluidas
107 vezes para determinar a fracio de sobrevivéncia (N/Ng), ou ndo foram diluidas para determinar as
mutagéneses espontaneas e induzidas (His” > His®). Estes resultados representam a média + erro
padrdo de, no minimo, trés experimentos independentes. A analise de varidncia (ANOVA One Way)
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com pos-teste Dunn’s multiple comparisons revelou uma resposta significativa quando p < 0,05.
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7.8.6 Controles da citotoxicidade e da mutagénese espontanea (&gua) ou
induzida (4NQO)

Tanto a citotoxicidade celular e a mutagénese espontanea (controle negativo, agua)
quanto a mutagénese induzida (controle positivo, 4NQO), sdo dados publicados de maneira
que os controles ndo necessitaram de reproducéo por se tratarem das mesmas cepas utilizadas
neste estudo (DINIZ; PAIVA; AQUINO; GONGCALVES et al., 2019) e (DINIZ;
DOMINGOS; PINTO; CABRAL et al., 2023). Foi possivel observar que a cepa AWP001
(ynol) respondeu a concentragdes crescentes de uma substancia reconhecidamente cito- e
genotdxica, a 4ANQO, com uma relacdo dose-resposta diretamente proporcional, indicando seu
potencial bioindicador de cito- e genotoxicidade induzidas por um composto quimico que
causa dano ao DNA. Tal etapa se configura como uma pré-validacao interna da sensibilidade
e capacidade preditiva do modelo celular adotado para os conseguintes estudos de toxicidade
em modelos animais (DINIZ; DOMINGOS; PINTO; CABRAL et al., 2023).

7.8.7 Citotoxicidade da forma leuco do AM testada nas cepas FF18733 e
AWP001

A citotoxicidade ou sobrevivéncia nas cepas FF18733 (wt) e AWP001 (ynol) esta
apresentada na figura 30. Como pode ser observado, o tratamento com 200 pg/l da forma

leuco do AM ndo foi citotoxico nas leveduras durante 180 minutos de incubacéo.

FF18733 (wt) AWPO001 (yno1)

1.00E+01
1.00E+01

1.00E+00 X

1.00E+00 e —H

i)
Fragdo de Sobrevivéncia N/NO

1-OOE'01 T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180

Fragdo de Sobrevivéncia N/NO

1.00E-01 T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180

Tempo (min) Tempo (min)

Figura 30 — Gréficos representando a fracdo de sobrevivéncia (N/No) das cepas FF18733 (wt) e
AWPO001 (ynol). Estes resultados representam a média + erro padrdo de, no minimo, trés
experimentos independentes. Todas as cepas que foram submetidas aos tratamentos AM-leuco (200
pg/l) nos tempos 1 minuto e 180 minutos ndo apresentaram diferenca estatistica com relacdo ao
controle ndo tratado (p < 0,05) — teste ndo-paramétrico Mann-Whitney.
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7.8.8 Mutagenicidade da forma leuco do AM testada nas cepas FF18733 e
AWP001

Com relacdo a mutagénese apresentada na figura 31, ndo foi possivel observar o
potencial mutagénico da forma leuco do AM na concentracdo de 200 pg/l durante 180
minutos, uma vez que ndo houve diferenca estatistica entre o nimero de mutantes Can®/10’

células nas cepas tratadas e nas cepas nao tratadas (controle).

FF18733 (wt) AWPO001 (yno1)

N
o
o

N
o
o
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o
o

o
o
Mutantes CanR/107células

Mutantes CanR/107 células

o

o

0 1 180 0 1 180

Tempo (min) Tempo (min)

Figura 31 — Gréaficos representando a mutagénese (Can®/10" células) das cepas FF18733 (wt) e
AWPQ001 (ynol). Todas as cepas que foram submetidas aos tratamentos AM-leuco (200 pg/l) nos
tempos 1 minuto e 180 minutos. Estes resultados representam a média + erro padrdo de no minimo trés
experimentos independentes. Ndo houve diferenca estatistica com relagdo ao controle nao tratado (p <
0,05) — teste ndo-paramétrico Mann-Whitney.

7.9  DISCUSSAO in vitro

A utilizacdo de aguas de fontes subterraneas ¢ uma alternativa de abastecimento em
regibes urbanas, pois foram tradicionalmente consideradas como sendo de excelente
qualidade fisica e quimica, estando aptas para 0 consumo humano, muitas vezes sem
tratamento prévio e, principalmente, indispensavel para as populacdes que ndo tem acesso a
rede publica de abastecimento ou quando o abastecimento € irregular (FREITAS;
BRILHANTE; ALMEIDA, 2001); (BAIRD, 2018).

Em um contexto de crise hidrica, que abrange, além da escassez da agua potavel, as
aguas subterraneas, medidas de remediacdo que assumem um papel de protagonismo urbano

(VILLAR, 2016).
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Sabendo que a legislacdo federal brasileira determina os parametros de consumo de
agua limpa a serem analisados, bem como seus valores permitidos de tolerdncia de
contaminagdo, torna-se necessaria a verificagdo da qualidade destas aguas consumidas pela
populagéo.

Nossos resultados permitiram concluir que a abordagem da metagendmica foi
essencial na determinacdo das estruturas taxonémicas antes e apds o tratamento AM/SODIS.
Pdde-se observar a presenga de micro-organismos constituintes da microbiota intestinal de
humanos e animais que podem causar gastroenterites. Micro-organismos encontrados em
esgotos, patdgenos causadores de tuberculose, hanseniase e as Acinetobacter também sdo uma
importante fonte de infecgdes hospitalares.

Estes resultados também permitiram verificar que a agua de poc¢o urbano analisada se
encontra fora dos padrdes estabelecidos pela legislacéo brasileira para fins de potabilidade de
agua, uma vez que esta prevé a auséncia dos microrganismos supracitados na tabela 1
(SAUDE, 2011). Entretanto, ap6s a irradiacdo solar, verificou-se a degradacdo geral do
microbioma tratados com AM/SODIS, visto pelo sequenciamento da regido hipervariavel do
gene 16S rRNA. A quebra do DNA resultando na morte dos micro-organismos prova que 0
tratamento AM/SODIS ¢ eficaz no processo de esterilizagdo microbiologica da agua.

Este resultado corrobora os dados de CARDOSO-RURR; DE PAIVA; PAULINO-
LIMA; DE ALENCAR et al. (2019) e com o artigo intitulado “The Use of a Solar Simulator
Device to Standardize Microbiological Decontamination of Contaminated Water by Solar
Disinfection by the SODIS and MB/SODIS Protocols” que foi aceito para publicacdo na
revista Photochemistry and Photobiology - Decision on Manuscript ID PHP-2024-06-RAR-
0150 apresentado no Anexo A.

Microbiologicamente falando, a adgua desinfetada com a radiacdo solar (SODIS) é
segura, conforme foi investigado neste estudo. Estudos foram realizados para quantificar a
migracdo dos plastificantes DEHA [di(2-etilhexil) adifato] e DEHP [di(2-etilhexil) ftalato]
que vazam das garrafas PET para a agua durante o processo SODIS. O DEHA presente nas
amostras de &gua variou entre 0,001 e 0,0256 pg/l e as concentragdes de DEHP variou de
0,006 a 0,5320 ug/l
(http://www.who.int/water_sanitation_health/ GDWQ/Chemicals/di2ethylhexylsum.htm e
http://www.who.int/water_sanitation_health/GDWQ/Chemicals/di2ethylhexyphtasum.htm).

Assim, os resultados deste estudo sugerem que, independentemente da condicdo
(aquecimento, sem aquecimento e sob luz solar), a lixiviagdo é geralmente baixa sendo
inferior as doses de referéncia (JAGANATHAN, SENTHILNATHAN & PHILIP, LIGY,


http://www.who.int/water_sanitation_health/GDWQ/Chemicals/di2ethylhexylsum.htm
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2009). Portanto, de acordo com as diretrizes da OMS para a qualidade da agua potével, a
concentragdo dos compostos DEHA e DEHP est4 dentro dos limites permitidos de 80 pg/l e 8
ug/l respectivamente (WHO, 2011).

No que diz respeito a mutagenicidade, a &gua SODIS tratada em garrafas PET é segura
para uso até o 30° dia, apos o qual tais garrafas devem ser descartadas e substituidas por
garrafas novas (MORAA, 2015).

As Diretrizes de Testes de Toxicologia Genética da OCDE recomendam uma bateria
de testes com sensibilidade e especificidade para cada um dos principais resultados genéticos
(OECD, 2020).

Tradicionalmente, o ensaio de mutacdo reversa bacteriana, ou Teste de Ames, é um
dos testes de mutagenicidade in vitro padrdo ouro empregado para monitorar 0s niveis de
toxicidade da agua e o mais frequentemente realizado devido ao seu custo-efetividade. Esta
norma foi revisada e confirmada pela ultima vez em 2017. Portanto, esta versdo permanece
atual (1SO, 2012) e (OECD, 2020).

Neste estudo, os resultados indicam que os tratamentos SODIS, AM/SODIS,
AM/ESCURO e AM/ESCURO/CALOR, nas concentracdes de 200 pg/placa de AM, néo
induziram atividade mutagénica, mesmo com ou sem ativacdo metabdlica por atividade
hepatica de ratos. Nenhum dos tratamentos reverteu as mutac6es nas cepas de S. typhimurium,
seja por defasagem do referencial de leitura (“frameshift™), como na cepa TA 98, ou por
substituicdo de bases nitrogenadas (transicdo ou transversdo), como nas cepas TA 100 e TA
102. Com relacao a sobrevivéncia bacteriana foi observado que somente a dose utilizada nos
controles positivos foi considerada toxica, visto que a porcentagem de sobreviventes foi
menor que 70%.

A quantidade de coldnias revertentes His+ induzidas espontaneamente por placa é
estatisticamente constante. No entanto, quando uma substancia mutagénica € adicionada a
placa, o numero de colbnias revertentes por placa aumenta, geralmente de uma forma
relacionada com a dose.

Para se considerar que uma substancia quimica € positiva no teste de Ames se faz
necessario que ela induza um aumento do nimero de revertentes comparados aos valores
observados nos controles negativos e seja dose-dependente, em uma ou mais cepas, na
presenca ou auséncia de S9 Mix. Com relacdo ao aumento do numero de revertentes, 0
critério mais amplamente empregado para determinar a positividade é o aumento de no
minimo 2 vezes o valor da média dos revertentes espontaneos (GATEHOUSE; HAWORTH,;
CEBULA; GOCKE et al., 1994).
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A S. cerevisiae é usada como modelo em estudos de reparo de DNA devido a
similaridade entre seus genes de reparo e 0s de eucariotos superiores. Por esta razdo, tem se
destacado como modelo bioldgico promissor, especialmente na &rea de toxicologia genética
(EKI, 2018), (GIRARD; BOITEUX, 1997) e de novos candidatos a filtros solares e
antioxidantes (PINTO; DEODATO; CARDOSO; OLIVEIRA et al., 2010); (PAIVA;
SANTOS; KIBWILA; GONCALVES et al., 2014); (HOSSY; DA COSTA LEITAO; DOS
SANTOS; MATSUDA et al., 2017); (DA SILVA; PAIVA; DINIZ; DOS ANJOS et al.,
2019); (DINIZ; PAIVA; AQUINO; GONGCALVES et al., 2019); (PAIVA; DINIZ; LEITAO;
CABRAL et al., 2020).

Desta forma, embora seja necessario um conjunto de 4 ou 5 cepas para o Teste de
Ames determinar as mutacdes genéticas mais previsiveis, apenas uma cepa de S. cerevisiae
[AWP001 (Ynol)] foi suficiente para detectar eventos mutagénicos com o sistema de
resisténcia a canavanina, representando um sistema eucaridtico complementar robusto para
substancias mutagénicas.

Assim, no que se refere a avaliagdo da mutagénese, ndo foi possivel observar o
potencial mutagénico do tratamento AM/leuco na concentracdo de 200 pg/placa durante 180
minutos, uma vez que ndo houve diferenca estatistica entre 0 nimero de mutantes Can"/10’
células nas cepas tratadas e nas cepas nao tratadas (controle).

Como pode ser observado o tratamento com 200 pg/placa da forma leuco do AM néo

foi citotoxico nas leveduras durante 180 minutos de incubacéo.

7.10 CONCLUSAO DAS ANALISES in vitro

A partir da analise do conjunto de resultados obtidos in vitro, supondo que uma pessoa
beba 2 litros de agua por dia tratada com AM/SODIS na concentracdo testada, 0S nossos
resultados sugerem, nestes ensaios in vitro, que existe similaridade ao controle negativo
(dgua). Somente o controle positivo foi citotoxico e mutagénico nos testes com procariotos e

eucariotos.
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CAPITULO 3

8 INTRODUCAO AO ESTUDO in vivo

8.1 Possivel aplicagdo do processo AM/SODIS para consumo humano:

investigacao sobre a seguranca do méetodo.

As exposicOes controladas de seres humanos a substancias perigosas ou
potencialmente perigosas sdo restringidas por consideracOes éticas. Por essa razao, utilizam-se
estudos em animais, como modelos experimentais, permitindo uma analise comparativa dos
efeitos que estas substancias provocam em humanos (POCHMANN; AMORIM, 2003).

Os principais 6rgéaos envolvidos na eliminacdo de xenobidticos sdo: o figado e os rins.
Devido ao seu metabolismo e relacdo Unica com o trato gastrointestinal, o figado € um alvo
importante para estudo da toxicidade de drogas, xenobioticos e estresse oxidativo. Os
metabolitos gerados podem provocar lesdes celulares devido a intensa participacdo deste
orgao na detoxificacdo e excrecdo desses produtos. A lesdo hepatica provocada por drogas
resulta em toxicidade direta e inclui degeneracdo hidropica, esteatose, hepatite, necrose e
apoptose (JAKUBOWSKI; AMBROSE; PARR; LINCECUM et al, 2005) e
(ZIMMERMAN, 2000).

Localizado na cavidade abdominal logo abaixo do diafragma € um dos maiores 6rgaos
solidos do corpo humano, apresentando uma massa média de cerca de 1,5 kg, correspondendo
a até 2,5% da massa corporal total do adulto (VOLLMAR e MENGER, 2009).

E anatomicamente dividido por sulcos profundos os quais delimitam os chamados
I6bulos hepéticos que sdo as unidades funcionais primaria do figado (figuras 32 A e B).
Localizada ao longo do perimetro do I6bulo, a triade portal consiste de uma pequena veia
porta, artéria hepatica e ducto biliar. O sangue entra no figado pela veia porta e pela artéria

hepética e flui através dos sinusoides em direcdo & veia central. Corddes de hepatocitos
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formam o parénquima hepético. A superficie basolateral dos hepatocitos estd em contato com
endotélio descontinuo que constituem os sinusoidais. Esses vasos facilitam as interacfes
entre o sangue e a superficie das células do hepatécito (WISSE, 1970).

A face apical dos hepat6citos adjacentes forma um canaliculo biliar onde a bile é
secretada e, em seguida, drenada em direcdo aos ductos biliares, que sdo revestidos por
células epiteliais do ducto. Os canaliculos biliares ligam-se aos ductos biliares através do

Canal de Hering.

A

veia cava inferior

SUPERFICIE ligamento falciforme
DIAFRAGMATICA
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triangular —_a SUPERFICIE VISCERAL  4rea nua
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Figura 32: Esquema representativo do figado e suas estruturas principais. Estrutura do I6bulo hepético
(A) A triade portal consiste de ductos biliares, artéria hepética e veia porta. O sangue misturado a
partir da veia porta e artéria hepatica fluem pelos ultimos hepatocitos através dos sinusoides revestidos
por células endoteliais que drenam para a veia central. A bile produzida pelos hepatdcitos é coletada
no canaliculo biliar e flui em direcdo ao ducto biliar. (B) Cada I6bulo hepético consiste em uma veia
central e seis triades portais circundantes (DUNCAN; DORRELL; GROMPE, 2009).

O figado participa de numerosos processos fisiologicos ligados a manutencdo do
equilibrio metabolico. Sua principal funcdo é a metabolizacdo de substancias endogenas e
exdgenas para posterior eliminagé&o.

Além de controlar a homeostasia através da pressao arterial, os rins também séo

bastante afetados pela eliminacdo de substancias toxicas, pois constituem o principal
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mecanismo de excre¢do dos metabdlitos, dos quais o0 organismo j& ndo necessita. Entre estas
substancias incluem-se a ureia, creatinina, acido drico, os produtos finais da degradacdo da
hemoglobina, como a bilirrubina e os metabolitos de diversos horménios. Essas substancias
tém que ser eliminadas do corpo tdo rapidamente quanto sdo produzidas. Os rins também
eliminam toxinas e outras substancias ingeridas, como pesticidas, medicamentos e aditivos
alimentares (HALL, 2021).

Nas observacdes ao microscépio éptico do figado de camundongo hairless muitas
células hepéticas aparecem uniformemente dispostas no corte histolégico. Os sinusoides
aparecem como areas claras entre os corddes de células. Também presente nesta figura o
parénquima hepatico associado ao de tecido conjuntivo propriamente dito (estroma), a veia
centro lobular em direcdo do qual se dispbem os corddes hepatdcitos e entre estes 0s

sinusoides formando I6bulos delimitados por septos e os espacgos porta (figura 33).

Figura 33: Paréngquima hepéatico do camundongo hairless apresentando aspecto normal. Hepatdcitos
seta amarela; (HE). Barra de calibracdo 100 um. Fonte: acervo do autor

O figado possui um interessante repertdrio de respostas celulares e tissulares a lesao,
independentemente da causa, assim como 0s produtos quimicos ndo produzem o mesmo tipo
de lesdo hepatica. Tais lesdes ou efeito observado dependem do produto quimico envolvido,
da dose e da duracdo da exposicdo. Alguns tipos de leséo sdo o resultado de toxicidade aguda
para o figado, enquanto outros aparecem somente ap0s exposi¢do crénica ou tratamento. Nem
toda toxicidade hepatocelular leva & morte celular. As células podem apresentar uma

variedade de anormalidades morfoldgicas em resposta a injdria quimica e ainda se recuperar.
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Estas incluem a degeneracdo de hepatdcitos, morte celular por necrose, apoptose e autofagia
de hepatdcitos, inflamagédo e fibrose.

Os rins estdo localizados no espaco retro peritoneal da parede abdominal posterior,
cada um do lado da coluna vertebral, na altura da 122 vértebra toracica a terceira vértebra
lombar, sendo o rim direito ligeiramente mais inferior, por causa da posicdo do figado (figura
34). Cada rim pesa cerca de 150g e mede 10-12 cm de comprimento, 5 cm de largura e 2-3 cm
de espessura  (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

L Artérias
arqueadas

Artérias
interlobulares

Arteriola Capsula de
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Figura 34: Aspecto macroscopico de uma seccdo de um rim humano mostrando 0s vasos principais
que suprem com fluxo sanguineo o rim e esquema da micro- circulacdo de cada néfron (GUYTON;
HALL; MORENO, 1971).

Com formato semelhante a um feijdo, possui uma borda convexa e outra concava, na
qual se encontra o hilo, de onde sai 0 ureter e entram e saem 0S nervos e vasos sanguineos. O
hilo possui também dois ou trés calices, que se relne para originar a pelve renal, parte
superior, dilatada, do ureter. O rim é formado pela capsula, de tecido conjuntivo denso, a zona
cortical (camada mais externa e mais corada) e a zona medular (zona mais interna e menos

corada). A zona medular é composta por 10 a 18 piramides medulares, ou de Malpighi, cujos
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vértices apresentam saliéncias nos célices renais, denominadas papilas, onde desembocam o0s
ductos coletores, pelos quais a urina passa alcancando a pelve renal e o restante do ureter,
bexiga e ureta. Da base de cada pirdmide saem 0s raios medulares, que penetram na regido
cortical do rim (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Cada lobo renal é composto por uma pirdmide e pelo tecido cortical que recobre
suas bases e seus lados. Um lébulo é formado por um raio medular e pelo tecido cortical
encontrado em sua periferia, delimitado pelas arteriolas interlobulares (ROSS; PAWLINA,;
BARNASH, 2016).

Cada rim é constituido por 1 a 4 milhGes de néfrons, que sdo as unidades funcionais
dos rins, pois sdo capazes de realizar todas as funcGes renais. Este, por sua vez, é
constituido por uma regido dilatada, denominada corpusculo renal ou de Malpighi
(composto pelo glomerulo e pela capsula de Bowman através da qual se produz a filtracéo
do sangue e eliminacédo dos residuos metabolicos) (ROSS; PAWLINA; BARNASH, 2016).

Ao penetrar na capsula de Bowman, a arteriola aferente (abastece os néfrons
desempenhando um importante papel na regulacdo da pressdo arterial com 0 mecanismo da
realimentacdo tubulo-glomerular) divide-se em varias alcas capilares, formando o glomérulo.
Esses capilares se unem novamente para formar a arteriola eferente, que resulta da
convergéncia dos capilares do glomérulo. Essa arteriola desempenha um papel importante na
manutencdo da pressao de filtracdo glomerular, independentemente das flutuacdes da presséo
arterial, e sai da capsula de Bowman pelo polo vascular (OGOBUIRO; TUMA, 2020).

Quando o sangue passa pelos capilares glomerulares, agua e outras substancias saem
do sangue, passam através das células endoteliais e caem no espago de Bowman, de onde
seguem para os tubulos renais. Esse liquido produzido pelo glomérulo recebe o nome de
filtrado glomerular e o processo pelo qual ele se formou chama-se filtracdo glomerular. Nos
tubulos renais o filtrado glomerular é processado e transformado em urina (OGOBUIRO;
TUMA, 2020).

Os capilares glomerulares sdo formados por células endoteliais fenestradas. Existe
uma membrana entre as células endoteliais e os poddcitos chamados lamina basal glomerular.
Essa lamina basal possui de 100 a 300 nm de espessura e € a principal barreira na filtracdo
glomerular, impedindo que células e macromoléculas do sangue passem do sangue para o
espaco de Bowman. A lamina basal é formada por heparan sulfato, acido siélico, coladgeno
tipo 1V e glicoproteinas anibnicas, dispostas em forma de rede, formando uma verdadeira
peneira. As fendas entre os pedicelos prolongamentos das células denominadas de podécitos

as quais formam o folheto visceral da capsula de Bowman constituindo assim uma barreira
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fisica para a filtragdo glomerular. Além disso, as glicoproteinas ani6nicas repelem a maioria
das proteinas de carga negativa, constituindo uma barreira eletroquimica (OGOBUIRO;
TUMA, 2020).

A lamina basal glomerular é composta por trés camadas distintas: a lamina rara
interna, que aparece clara na microscopia eletronica e esta localizada proxima as células
endoteliais; a lamina densa, que € mais escura; e a lamina rara externa, que esta préxima aos
poddcitos e tem uma tonalidade mais clara.

Outros componentes dos glomérulos incluem as células mesangiais, localizadas entre
as alcas dos capilares. Elas produzem uma substancia amorfa chamada matriz mesangial e séo
responsaveis por fornecer suporte estrutural ao glomérulo. Além disso, as células mesangiais
tém funcdo contratil e podem contrair o tufo capilar em situacdes de isquemia renal
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Nas observacBes ao microscopio éptico do corte longitudinal do rim de camundongo
hairless apresentados na figura 35, a ampliacdo de 100x apresenta o cOrtex e medula renais
(corpusculo de Malpighi e tabulos renais), espago capsular glomerular, glomérulos e

poddcitos.

Figura 35: Parénquima renal de camundongos hairless com aspecto histolégico normal. Corpuasculos
renais linhas tracejadas amarelas. (HE) em ampliagdo de 100X. Barra de calibragcdo- 100 um. Fonte:
acervo do autor.

A exposigdo continua dos seres humanos e outros animais a xenobidticos, a avaliagéo
da fungdo hepética e renal é essencial para compreender o grau de toxicidade promovido por
diferentes substancias (HALL, 2021).
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8.2  Analise da expressdo de marcadores de morte celular e toxicidade em
células humanas

O método AM/SODIS combina a Desinfeccdo Solar com o AM como agente
fotodindmico, que ao absorver luz visivel gera oxigénio singlete, inativando micro-
organismos de forma mais eficaz. Essa abordagem sinérgica é promissora para desinfec¢cdo
microbiolégica em regides com baixa exposicdo solar e sem acesso a agua tratada
(CARDOSO-RURR; DE PAIVA; PAULINO-LIMA; DE ALENCAR et al., 2019).

Neste contexto, devido a preocupacdo de que a forma leuco do AM possa ser
prejudicial a saude, avaliamos seus possiveis efeitos colaterais por meio de ensaios de

viabilidade celular e identificacdo de moléculas envolvidas na morte celular.

8.2.1 Apoptose

A apoptose é geralmente considerada uma morte celular programada mediada por
caspases e esse processo leva a fragmentacdo do DNA nuclear e a degradacdo das estruturas
intracelulares. As caracteristicas morfologicas da apoptose incluem formacéo de vesiculas de
membrana celular, retracao celular, condensacdo da cromatina e fragmentacao nucleossémica,
ndo havendo, porém, fragmentacdo da membrana celular. Sob circunstancias normais, as
células em apoptose sdo reconhecidas por macréfagos ou células vizinhas que fagocitam
restos celulares (ELLIS; HORVITZ, 1986).

Duas familias de proteinas estdo envolvidas na morte celular por apoptose: a familia
Bcl-2, que controla a integridade da membrana mitocondrial e as caspases, que participam da
cascata de reacdes que culminam com a desorganizacdo do nucleo. Existem duas vias de
sinalizacdo moleculares distintas que levam a morte celular por apoptose: (a) a via intrinseca
ou mediada por dano mitocondrial e (b) a via extrinseca ou extracelular ativada (LINDEN;
REHEN; CHIARINI, 1999).

A via intrinseca é geralmente ativada em resposta a sinais de estresse intracelular, que
incluem danos ao DNA e altos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), bem como por
infeccdo viral e ativacdo de oncogenes. A via extrinseca € desencadeada pela ligacdo de um
ligante extracelular a um receptor na membrana plasmatica. Ambas as vias provocam a
ativacdo de caspases (proteases especificas para cisteina e 4cido aspértico). Estas existem na
forma inativa e quando ativadas sdo capazes de promover alteragdes na morfologia celular.

Podem ser do tipo iniciadoras/ apicais (caspase-8, caspase-9 e caspase-10) e as caspases
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efetoras / executoras (caspase-3, caspase-6 e caspase-7) (CREAGH; CONROY; MARTIN,
2003) e (CHEN; KANG; FU, 2018).
Os mecanismos da apoptose séo altamente complexos e sofisticados, envolvendo uma

cascata de eventos moleculares dependentes de energia conforme figura 36.
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Figura 36: Representacdo esquematica de eventos apoptéticos. As duas principais vias de apoptose
sdo extrinsecas e intrinsecas, bem como uma via perforina/granzima. Cada um requer sinais de disparo
especificos para iniciar uma cascata de eventos moleculares dependentes de energia. Cada via ativa
sua propria caspase iniciadora (8, 9, 10) que por sua vez ativara a caspase-3 executora. No entanto, a
granzima A funciona de forma independente de caspases. A via de execugdo resulta em caracteristicas
citomorfoldgicas caracteristicas, incluindo encolhimento celular, condensacgéo da cromatina, formacéo
de bolhas citoplasmaticas e corpos apoptéticos e, finalmente, fagocitose dos corpos apoptéticos por
células parenquimatosas adjacentes, células neoplasicas ou macrdfagos. Adaptado de ELMORE
(2007).

8.2.2 Apoptose dos hepatdcitos

A morte celular no figado ocorre principalmente por apoptose ou necrose, embora
outras formas de morte celular possam ocorrer ocasionalmente (figura 37). A apoptose
desempenha um papel crucial na remocéo de células indesejadas, como células danificadas ou
senescentes, e na remodelacdo tecidual durante o desenvolvimento, garantindo a homeostase

do tecido hepéatico durante a renovacdo celular normal e controlando o crescimento e
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regeneracdo do figado. A identificacdo da apoptose in vivo, especialmente sob condigdes
fisioldgicas, pode ser desafiadora devido as baixas taxas de renovacdo celular e a rapida
eliminacdo dos corpos apoptéticos. Em figados normais, 0s corpos apoptéticos sdo
identificados preferencialmente na area perivenular (zona 3) (BENEDETTI; JEZEQUEL;
ORLANDI, 1988).

A apoptose é fundamental para a regulacdo do volume hepatico, incluindo hiperplasia
hepatica substancial em camundongos deficientes no receptor de morte Fas/CD95, regressdo
da hiperplasia hepética por apoptose em diferentes modelos experimentais e regressdo de
ductos biliares anormalmente proliferados por apoptose em modelos de ratos. (ADACHI;
SUEMATSU; KONDO; OGASAWARA et al., 1995) e (GRASL-KRAUPP; ROSSMANITH,;
RUTTKAY-NEDECKY; MULLAUER et al., 1998).

Além disso, a apoptose promove a regeneracdo do figado, liberando sinais de
crescimento que estimulam a proliferacdo de celulas progenitoras. Camundongos sem caspase
3 ou caspase 7, principais executores da apoptose, apresentam regeneracdo hepatica
prejudicada. As vias intrinsecas e extrinsecas da apoptose se cruzam no figado através da
clivagem mediada pela caspase 8 do membro proapoptotico da familia Bcl-2 (LI; HUANG,;
CHEN; PENG et al., 2010).

Ligantes de mo
Quimiocinas e
Citocinas

Corpos
Apoptoticos

4. Apoptéticos

Fagocitose

Macréfago
Hepatico

Injaria e Inflamag¢éo ibrose

Figura 37: A relacdo entre apoptose, inflamacao e fibrose no figado é ilustrada neste diagrama, onde a
apoptose dos hepatdcitos desempenha um papel central. Quando expostos a estimulos apoptéticos,
como sais biliares toxicos ou acido palmitico, hepatécitos vulneraveis passam por morte celular,
formando corpos apoptéticos. Esses corpos podem ser fagocitados por macrofagos hepaticos (células
de Kupffer) ou células estreladas hepéaticas. Os macréfagos ativados liberam ligantes de morte, como
Fas ligand e TRAIL, que podem induzir a apoptose dos hepatdcitos. Além disso, citocinas
inflamatorias, como TNF-a, IL-1f e IL-6, sdo secretadas por macréfagos ativados, contribuindo para a
inflamacdo e lesdo hepatica. Em um ambiente inflamado, com sinais fibrogénicos aumentados, como
TGF-B, a fagocitose dos corpos apoptoticos pelas células estreladas hepaticas resulta em sua ativagao
em miofibroblastos. Essas células remodelam a matriz extracelular, levando a fibrose e eventualmente
cirrose hepéatica (GUICCIARDI; MALHI; MOTT; GORES, 2013).
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7.2.3 Apoptose das células do parénquima renal

A apoptose € um processo essencial no funcionamento normal dos rins onde as células
apoptéticas sdo prontamente removidas por células vizinhas, evitando resposta inflamatoria.
No entanto, se as células apoptdticas ndo sdo removidas adequadamente, podem progredir
para necrose secundéria, causando inflamacéo e les6es renais (HAVASI; BORKAN, 2011).

Durante o desenvolvimento, 0 rim passa por um processo de alta taxa de apoptose,
onde a morte celular é considerada em termos do 6rgdo como um todo, e ndo apenas em
compartimentos especificos. Este equilibrio entre proliferacdo e morte celular é crucial para
manter constante o numero total de células, eliminando aquelas danificadas ou ndo mais
necessarias. Durante esse processo, o rim ndo apenas contém células apoptoticas, mas também
expressa niveis elevados de varios genes relacionados a apoptose (HO, 2014).

Entretanto o rim maduro dos mamiferos € um 6rgao quiescente com pouca atividade
mitética e apoptose minima nos rins humanos adultos, limitando o processo de nefrogénese ao
periodo embrionario. No entanto, o rim maduro é capaz de proliferacdo celular em certas
circunstancias, incluindo células renais diferenciadas. Observacdes indicam a existéncia de
células-tronco no rim adultas envolvidas na manutencao da homeostase tecidual e recuperacéo
apods lesdo (THOMASOVA; ANDERS, 2015).

Na lesdo do rim adulto, a morte celular pode afetar diferentes compartimentos, como
os tubulares e glomerulares, e diversos tipos celulares, incluindo células tubulares proximais e
distais, aléem de células endoteliais e glomerulares. Esse processo desempenha um papel
crucial nas doengas renais, sendo a perda celular geralmente resultado de necrose regulada ou
liberacdo de células vivas, em vez de apoptose. (HAVASI; BORKAN, 2011).

7.2.4 Injaria das células tubulares do parénquima renal

A injuria das células tubulares é crucial na investigacdo da morte celular na doenca
renal. Fatores como lesdes toxicas ou isquemia afetam predominantemente as células
epiteliais tubulares, especialmente o segmento tubular proximal ativo metabolicamente. 1sso é
um mediador chave da lesdo renal aguda (LRA), levando a um rapido declinio na funcéo renal
(KENNEDY II; STENBERG; LACKGREN; HENSLE et al., 1994). Em condigdes como
obstrucéo ureteral unilateral aguda, a apoptose das células tubulares é desencadeada por
distensdo, isquemia e estresse oxidativo. Na isquemia renal seguida de reperfusédo (I/R), a

apoptose nas células tubulares proximais € iniciada, resultando em danos as células e fungéo
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renal comprometida. Na doenca renal crénica, a apoptose e necrose das células tubulares
contribuem para a atrofia e fibrose renal, impulsionando a progressdo da doenca. Na doenga
renal diabética, a hiperglicemia induz estresse oxidativo e apoptose nas células tubulares
(PRICE; HODEIFY, 2012).

Agentes toxicos, toxinas, metais pesados e agentes antineoplasicos também podem
induzir a apoptose das células tubulares renais. Estudos mostram que diferentes modalidades
de morte celular podem coexistir na mesma lesdo renal, destacando a importancia das vias de
sinalizacdo e funcdes celulares especificas na determinacdo do tipo de morte celular
(ORRENIUS; NICOTERA; ZHIVOTOVSKY, 2011) e (VERVAET, D’HAESE,;
VERHULST, 2017).

7.2.5 Injaria Celular Glomerular

Na glomerulonefrite proliferativa, a falta de morte celular compensatoria resulta em
um aumento da densidade celular no glomérulo devido a proliferacdo de células mesangiais e
endoteliais. Na glomerulonefrite crescente, a progressdo da doenca esta relacionada a fibrose
dos crescentes glomerulares e do intersticio renal, onde a proliferacdo de macréfagos e células
epiteliais parietais desempenha papéis cruciais. Apesar da presenca de apoptose, seu papel
parece ser menos significativo que o da proliferacdo celular na glomerulonefrite crescente
(SAVILL, 1999).

A morte celular, especificamente a apoptose, é importante na regulacdo da
hipercelularidade e na reparacéo glomerular. Na glomerulonefrite, a apoptose é essencial para
controlar o tamanho da populacdo glomerular e eliminar células em excesso, contribuindo
para a restauracao da funcdo glomerular normal. No entanto, em casos de glomerulosclerose
progressiva, a apoptose pode se tornar um mecanismo de esgotamento celular,
correlacionando-se com a esclerose glomerular e a diminuicdo da funcéo renal (JUNG; LEE;
KWAK; LI et al., 2012).

Na sindrome nefrotica idiopatica, o0 comprometimento dos poddcitos desempenha um
papel crucial. Tanto as células glomerulares residentes quanto os leucdcitos infiltrantes podem
entrar em apoptose nos glomérulos, e hd sinais de corpos apoptéticos em glomérulos
inflamados. Esses indicios sugerem gque a apoptose serve como um mecanismo homeostatico
que contribui para a regulacdo da densidade celular no glomérulo. Em resumo, a apoptose
desempenha um papel complexo na injdria celular glomerular, sendo essencial para a

regulacdo da hipercelularidade em algumas condicdes e contribuindo para a patogénese em
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outras, dependendo do contexto patoldgico especifico, figura 38 (BURLAKA; NILSSON;
SCOTT; HOLTBACK et al., 2016).
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Figura 38: Esquema do papel da apoptose na injaria celular glomerular, dependendo do contexto
patoldgico especifico. A apoptose é extensivamente investigada em modelos experimentais de
glomerulonefrite e em doencas humanas, sendo reconhecida como uma situacdo de dupla atuacao.
Ocorre dentro do rim como parte da homeostase normal dos tecidos. Durante a inflamacéo renal pode
ter efeitos prejudiciais ou benéficos, dependendo do contexto bioldgico em que ocorre. Adaptado de:
HUGHES e SAVILL (2005).
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8.3  Autofagia

A autofagia € um processo evolutivamente antigo através do qual as células
eucaridticas eliminam material citoplasmatico descartadvel ou potencialmente perigoso, para
apoiar o metabolismo bioenergético e adaptar-se ao estresse. A autofagia acontece em todas
as células do reino animal em condicGes basais, sendo um mecanismo de eliminacdo de
residuos intracelulares e de protecdo em condicdes de estresse celular, principalmente de
deficiéncia nutricional, hipoxia ou estresse oxidativo. O processo de autofagia esta
subdividido em etapas de inducdo, elongacdo e maturagdo. Um processo caracteristico da
autofagia € a formacdo de vesiculas multimembranares denominadas fagoforos, os quais se
alongam e se fecham sobre si mesmos formando autofagossomos ou vactolos autofagicos
responsaveis por carregar os residuos citoplasmaticos até os lisossomos. Existem trés vias
principais de degradacdo, as quais diferem essencialmente nos meios de entrega de carga para
o lisossoma, que sdo: macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas
(MURROW; DEBNATH, 2013).

A proteina beclina-1 (ou BECN1), juntamente com a P13-K e a Atg 14, forma um
complexo que regula o processo de nucleacéo e formacdo de vesicula, isto €, a formacdo do
fagoforo no inicio do processo e que pode ser inibido pela familia Bcl-2, Bcl2/Bcl-XL
(proteinas anti-apoptoticas) na auséncia de estimulos estressantes. A beclina 1 pode ser
considerada marcador do processo de autofagia conforme figura 39 (UCHIYAMA;
SHIBATA; KOIKE; YOSHIMURA et al., 2008).

10
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Figura 39: Um esquema simplificado das vias de macroautofagia no figado. A iniciagdo comeca com
a ativacdo do complexo quinase 1 tipo unc-51 (ULK1, Atgl em levedura) seguido por beclin 1 (Atg6
em levedura) e uma cascata subsequente de proteinas Atg levando a formacéo de autofagossomo onde
LC3 (Atg8 em levedura) esta implicado . LC3 é posteriormente processado para formar inicialmente
LC3-I e depois LC3-II. A fusdo dos autofagossomos com os lisossomos forma o autolisossomo, onde
as proteases acidas (entre as quais as catepsinas sdo importantes) e as lipases degradam proteinas e
lipidios. O inicio da autofagia é controlado por dois sensores metabolicos, o alvo do complexo 1 de
rapamicina em mamiferos (MTORCL1) e a proteina quinase ativada por AMP (AMPK). mTORCL1
regula negativamente a autofagia inibindo ULK1. A AMPK suprime a atividade do mTORC1. A
regulacdo em longo prazo da autofagia é realizada pelo fator de transcricdo EB (TFEB), principal
regulador da biogénese lisossomal e da autofagia. Sob condigdes ricas em nutrientes, 0 mTORC1
fosforila 0 TFEB e retém o TFEB no citosol. Setas laranja: Inibigdo. Setas verdes: Regulacdo positiva.
mTORCL1: alvo mamifero do complexo 1 de rapamicina; TFEB: Fator de transcricdo EB; ULKI1:
Complexo quinase 1 semelhante a Unc-51 complex. Adaptado de KOUROUMALLIS;
VOUMVOURAKI; AUGOUSTAKI e SAMONAKIS (2021).

8.3.1 Autofagia dos hepatdcitos

A autofagia ocupa uma posicdo chave na regulacdo de multiplas funcBes hepaticas,
bem como na preservacdo da homeostase do figado. Embora os hepatécitos geralmente
permanecam em repouso, eles podem proliferar rapidamente em resposta a lesdes,
aumentando o risco de transformagdo maligna na auséncia de autofagia eficiente. Além disso,

as fungdes hepaticas essenciais no metabolismo de glicose e lipidios estdo intimamente
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ligadas a autofagia (GALLUZZI; PIETROCOLA; BRAVO-SAN PEDRO; AMARAVADI et
al., 2015).

A autofagia basal no figado € significativamente maior do que em outros 6rgaos, como
o0 cérebro. E os hepatdcitos tém renovacao limitada, o que os torna suscetiveis a acumulacdo
de subprodutos celulares prejudiciais sem uma autofagia eficiente (UENO; KOMATSU,
2017).

A autofagia no figado desempenha um papel fundamental ao fornecer importantes
efeitos citoprotetores e anti-inflamatorios, especialmente em resposta a exposicdo a
xenobidticos e mediadores inflamatdrios. Além disso, atua como uma linha de defesa primaria
contra infeccBes por virus hepatotropicos, os quais sdo a principal causa de distdrbios
hepaticos em escala global. No entanto, é essencial notar que varios virus, incluindo o virus
da hepatite B, desenvolveram estratégias para explorar a maquinaria autofagica, visando

promover sua replicacéo e disseminacéo, figura 40 (GALLUZZI; GREEN, 2019).
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Figura 40: Principais fungfes da autofagia na fisiologia e patologia do figado. (A) A autofagia ocupa
um papel central na preservacdo da homeostase do figado, porque apoia o elevado potencial
regenerativo do ¢6rgdo, (B) limpa os hepatdcitos de subprodutos potencialmente citotoxicos do
metabolismo celular normal, (C) limita as respostas inflamatérias potencialmente prejudiciais as
toxinas e antigenos da circulagdo portal, (D) apoia respostas imunes contra patdgenos invasores e (E)
desempenha um papel critico na manutengdo do metabolismo local e sistémico. (F) No entanto, varios
virus hepatotropicos adquiriram a capacidade de aproveitar a maquinaria autofagica para seu proprio
beneficio. Adaptado de KOUROUMALIS; VOUMVOURAKI; AUGOUSTAKI e SAMONAKIS
(2021).
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8.3.2 Autofagia no rim

A autofagia é claramente necessaria para manter a saide do rim. Varias injurias renais
comuns tém sido mostradas para causar alteracfes na autofagia, incluindo isquemia, leséo
toxica e inflamacdo. A autofagia desregulada, excessiva e defeituosa esta implicada em uma
variedade de estados patologicos. Por exemplo, a autofagia excessiva contribui para a
expansao de coldnias de células malignas no cancer de células renais; a autofagia insuficiente,
um resultado da isquemia renal, facilita a morte celular; e a autofagia desregulada leva a
inflamacgdo cronica, doengas autoimunes e modifica o ambiente inflamatério intra-renal,
potencialmente prevenindo a infiltracdo de células imunes. Muitas injurias renais comuns,
como isquemia e lesdo toxica, principalmente afetam as células epiteliais tubulares,
especialmente o segmento tubular proximal altamente metabolicamente ativo. Os tubulos séo
responsaveis pela reabsorcdo e secrecao de varios solutos e o dano a essa parte do néfron é um
mediador chave da les&o renal aguda, definida como uma rapida deteriora¢do da fungéo renal.
(JIANG; WEI; DONG; KOMATSU et al., 2012), (LEVENTHAL; HE; ROSS, 2014),
(DECUYPERE; CEULEMANS; AGOSTINIS; MONBALIU et al., 2015).

Disturbios na autofagia renal, como isquemia, lesdo toxica e inflamacgéo, sdo comuns e
contribuem para varias doencas. A regulacdo inadequada da autofagia pode levar a vérias
doencas. A autofagia desregulada causa inflamacdo cronica e doengas autoimunes, quando
excessiva pode contribuir para a expansao de células malignas no cancer de células renais e
autofagia insuficiente é resultado de isquemia renal e facilita a morte celular. A taxa de morte
celular renal pode variar em diferentes nefropatias, promovendo a perda celular em condicdes
como a necrose tubular aguda, rejeicdo aguda, glomerulonefrite necrotizante ou atrofia renal,
enquanto pode diminuir em glomerulonefrite proliferativa, doenca renal policistica e
neoplasias (HAVASI; DONG, 2016).

8.4 Estresse Oxidativo

O termo "estresse oxidativo" é usado para descrever o dano oxidativo em
macromoléculas biologicamente relevantes, como acidos nucleicos, proteinas, lipidios e
carboidratos, quando as moléculas relacionadas excedem as defesas antioxidantes celulares.
ERO importantes, como peroxido de hidrogénio (H.O.) e anion superdxido (O2-), além de
aldeidos relacionados a peroxidacdo lipidica, atuam como mediadores que afetam vias de

sinalizacdo celular e a resposta de células-alvo, figura 41. A concentragdo de moléculas
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relacionadas ao estresse oxidativo afeta a citotoxicidade, apoptose e a progressao da fibrose
no nivel tecidual, celular e molecular, podendo ser influenciada por diferentes condigdes,

incluindo fatores de crescimento, citocinas e outros mediadores (CADENAS, 1989).
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Figura 41: Homeostase redox no figado. Adaptado de LI; TAN; WANG; ZHANG et al. (2015)

8.4.1 Estresse oxidativo hepatico

O estresse oxidativo desempenha um papel fundamental na iniciacdo e progresséo de
varias doencas hepaticas, incluindo hepatite viral crénica, doencas hepaticas alcodlicas e
esteato-hepatite ndo alcoodlica. Ele ndo apenas causa danos diretos ao figado, mas também
modula diversas vias bioldgicas normais, como transcricdo génica, expressdo de proteinas,
apoptose celular e ativacdo de células estreladas hepaticas. Esse mecanismo patologico
complexo envolve interactes entre fatores patoldgicos, inflamacéo, radicais livres e respostas
imunolodgicas. O estresse oxidativo sistémico decorrente de doencas hepaticas também pode
afetar 6rgdos extra-hepaticos, como o cérebro e os rins, contribuindo para a patofisiologia de
varias doencas renais (FENG; WANG; YE; LI et al., 2011)

A fibrose hepatica, por sua vez, é uma resposta celular dinamica e integrada a leséo
hepética cronica, caracterizada pela necrose parenquimatosa, hepatite crénica e alteracdes na
matriz extracelular. Moléculas relacionadas ao estresse oxidativo desempenham um papel
patogenético nesse processo, modulando eventos celulares e teciduais envolvidos na

progressdo da fibrose hepéatica, em um processo semelhante ao observado em outras doengas
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cronicas, como a aterosclerose e doencas degenerativas do sistema nervoso central (SINGAL,;
JAMPANA; WEINMAN, 2011)

O figado é um 6rgdo altamente afetado pelas espécies reativas de oxigénio (ROS). As células
parenquimatosas do figado sdo particularmente suscetiveis a danos causados pelo estresse oxidativo.
Estruturas como mitocéndrias, microsomas e peroxissomos nessas células podem gerar ROS,
regulando o PPAR, que desempenha um papel central na expressao génica relacionada a oxidagdo de
acidos graxos hepaticos. Além disso, células como Kupffer, estreladas hepaticas e endoteliais sdo mais
expostas ou sensiveis a moléculas relacionadas ao estresse oxidativo. Durante o estresse oxidativo,
células de Kupffer podem produzir citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, aumentando a
inflamacdo e a apoptose (SANCHEZ-VALLE; C CHAVEZ-TAPIA; URIBE; MENDEZ-
SANCHEZ, 2012).

No caso das células estreladas hepaticas, a peroxidacdo lipidica causada pelo estresse
oxidativo desencadeia sua proliferacdo e sintese de coldgeno. Os mamiferos desenvolveram um
sistema antioxidante complexo para manter a homeostase redox no figado, (figura 42), no entanto, um
excesso de ROS pode perturbar essa homeostase, levando ao estresse oxidativo, que desempenha um

papel critico em doencas hepaticas e outros distrbios crénicos e degenerativos (CICHOZ-LACH;
MICHALAK, 2014).
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Figura 42: O esquema geral do mecanismo de estresse oxidativo induzido por varios fatores na
doenca hepética. Adaptado de LI; TAN; WANG; ZHANG et al. (2015).
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8.4.2 Estresse oxidativo renal

O estresse oxidativo desempenha um papel crucial na fisiopatologia tanto da Lesé&o
Renal Aguda (LRA) quanto da Doenca Renal Cronica (DRC) figura 43. Na LRA, ocorre uma
perda abrupta da funcdo renal, levando ao acimulo de produtos téxicos no sangue e a
diminuigdo da producéo de urina. Pode se manifestar de forma pré-renal, como consequéncia
da diminuicéo do fluxo sanguineo renal, a nivel renal, devido a danos no parénquima renal ou
pos-renal, causada pela obstrucdo do fluxo de urina do sistema coletor (RIM) e ureteres
(VIAS URINARIAS). Em nivel celular, a fisiopatologia da LRA envolve interagtes
complexas entre células imunes e renais, resultando em inflamagéo. O processo de reparacdo
pode levar a restauracdo da funcdo renal ou ao desenvolvimento de fibrose renal crénica
(PAVLAKOU; LIAKOPOULOS; ELEFTHERIADIS; MITSIS et al., 2017).

A hipoperfusdo renal, causada pela diminui¢do do fluxo sanguineo para os rins, é a
principal causa de Lesdo Renal Aguda (LRA). Isso pode levar a necrose tubular aguda
isquémica, afetando principalmente as ceélulas tubulares proximais e da alca ascendente
espessa medular, devido as suas altas demandas de oxigénio. Apos a les@o, ocorrem alteragdes
estruturais ou morte celular, desencadeando inflamacéo e estresse oxidativo, principalmente
nas mitocondrias, que sdo a principal fonte de espécies reativas de oxigénio (ROS). As
enzimas antioxidantes, como superéxido dismutase, catalase e glutationa redutase, podem ser
esgotadas. Essas alteragdes ocorrem tanto em casos de isquemia renal quanto de
nefrotoxicidade. Além disso, a lesdo isquémica aumenta a expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias e atrai fagocitos, que também produzem ROS, influenciando a vasoconstricéo e
a resisténcia vascular renal (DENNIS; WITTING, 2017).

A lesdo renal causada pela sepse é resultado de causas tanto pré-renais (alteracdes
hemodinamicas, disfuncdo endotelial) quanto intrarrenais (inflamacgédo e dano ao tecido renal,
trombose nos glomérulos e obstrucdo tubular), embora a sequéncia exata de eventos ainda nao
seja completamente compreendida. Espécies reativas de oxigénio (ROS) estdo envolvidas no
desenvolvimento dessa lesdo em mudltiplos niveis. A inducdo inflamatéria do Oxido nitrico
sintase induzivel leva a producdo excessiva de 6xido nitrico (NO), que, por sua vez, desacopla
a oxido nitrico sintase endotelial, gerando superédxidos altamente reativos pela oxidacdo do
oxigénio. O NO excessivo compete com a superéxido dismutase (SOD) e reage com 0S
radicais superdxido, criando peroxinitrito, que tem um efeito danoso direto nas células

tubulares. Além disso, como a expressao do 6xido nitrico sintase induzivel é heterogénea, as
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concentragbes de NO variam, resultando em perfusdo desigual. (PAVLAKOU,;
LIAKOPOULOQOS; ELEFTHERIADIS; MITSIS et al., 2017).

As celulas inflamatdrias, como as células dendriticas e os neutrdfilos, utilizam
espécies reativas de oxigénio (ROS) como parte de sua acdo durante a Lesdo Renal Aguda
(LRA) séptica. As celulas dendriticas contribuem para o estresse oxidativo indiretamente,
recrutando e ativando neutrofilos. Por sua vez, os neutrdfilos ativados empregam dois
mecanismos dependentes de ROS para combater ameagas imediatas: fagocitose e NETose.
Ambos 0s processos requerem a ativacdo da NADPH oxidase 2 (NOX2) e a producdo de
superoxido. Estudos recentes demonstraram que o bloqueio da NOX2 e do 6xido nitrico
sintase induzivel em neutrdfilos reduz a lesdo renal em modelos de camundongos com LRA
induzida por sepse (AL-HARBI; NADEEM; AHMAD; ALANAZI et al., 2019).

A necrose tubular induzida por drogas é uma forma aguda intrinseca de Lesdo Renal
Aguda (LRA) que resulta do efeito toxico direto das drogas nas células tubulares renais. Um
exemplo comum € a cisplatina, uma droga usada na quimioterapia contra varios tipos de
cancer. A cisplatina desencadeia um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) apos ser ativada em uma forma altamente reativa, ao reagir com moléculas contendo
tiol, como a glutationa (GSH), e esgotando-as. A reducdo nos antioxidantes celulares pode
levar ao acumulo de ROS enddgenos, ativando vias de sinalizacdo que resultam na morte das
células tubulares renais. Além disso, a cisplatina pode causar disfungdo mitocondrial,
aumentando ainda mais a producdo de ROS, e induzir a formacdo de ROS nos microssomos
por meio de enzimas do citocromo P450. Estudos em pacientes gravemente enfermos com
sepse e LRA mostraram uma correlacdo entre niveis elevados de produtos oxidativos
proteicos e lipidicos circulantes e mediadores pré-inflamatorios, pro-oxidativos e citocinas. A
relacdo entre LRA e estresse oxidativo € bidirecional em pacientes gravemente enfermos, ja
que o estresse oxidativo induzido na LRA contribui para danos adicionais (HANIF; BALLI,
RAMPHUL, 2023).
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Figura 43: Causas e possiveis consequéncias do estresse oxidativo nas doencas renais agudas e
crbnicas. O aumento do estresse oxidativo ocorre como consequéncia de fatores comportamentais e
processos fisiologicos e fisiopatoldgicos no corpo humano (painel esquerdo). Por sua vez, o estresse
oxidativo contribui para o desenvolvimento de uma variedade de lesdes (painel direito), que podem
promover ainda mais o estresse oxidativo e agravar a causa inicial, criando um "circulo vicioso" entre
estresse oxidativo e lesdo tecidual. Adaptado de GYURASZOVA; GURECKA; BABICKOVA e
TOTHOVA (2020).

O gene OSGIN1, também conhecido como OKL38 (Ovary, Kidney And Liver Protein
38) no rim e figado esta localizado no cromossomo 16 e foi descrito para codificar uma
proteina que regula a resposta ao estresse oxidativo e morte celular. Em células normais, a
expressdo de OSGIN1 é mediada pelo fator de transcri¢do relacionado ao fator nuclear E2
(NRF2), onde a proteina OSGIN1 pode entdo inibir a proliferacdo de células expostas a
estresse oxidativo (LI; CHEN; YANES; LEE et al., 2007)

Além disso, a OSGIN1 também pode ser regulada pelo supressor tumoral p53, que
pode alterar a atividade do gene do nucleo para a mitocéndria, forcando a OSGINL1 a induzir
apoptose (YAO; LI; VENTERS; ZHENG et al., 2008) e (HU; YAO; GAN; TOKARSKI et
al., 2012). Portanto, a perda ou downregulation de OSGIN1 foi relatada para promover o
crescimento do tumor em diferentes tecidos, principalmente no figado (ONG; LEONG; TAN;
VAN et al., 2007).

A expressao da proteina OKL38 é importante na verificacdo da seguranca e toxicidade
causadas em sistemas biologicos, principalmente quando se envolve o estresse oxidativo
induzido por multiplos fatores tais como: radiacdo ionizante, xenobidticos, etc (HOSSY; DA
COSTA LEITAO; DOS SANTOS; MATSUDA et al., 2017).
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8.5 Estudos sobre a toxicidade subcrdnica da forma leuco do AM. O uso de

camundongos como modelo de estudo in vivo

Os modelos de estudos toxicoldgicos in vivo abordam ensaios de toxicidade aguda,
subcrbnica e cronica, onde estes devem tratar da mutagenicidade, embriofetotoxicidade,
alteracbes de fertilidade, carcinogenicidade, e inducdo de dependéncia. Nos testes de
toxicidade subcrdnica, ou de curta duragdo, o experimento dura, geralmente, entre 21 e 90
dias, permitindo identificar se o efeito é cumulativo ou ndo. Desta forma, é possivel detectar
0s Orgaos afetados apds serem submetidos a doses multiplas (VALADARES, 2006).

Assim, a escolha de camundongos hairless para este experimento baseou-se em estudo
anterior do nosso grupo e no de outros autores que mostraram grande sucesso na utilizagao
destes animais nos modelos de inducdo da carcinogénese mostrando-se perfeitamente
adaptavel ao estudo da toxicologia (HOSSY; DA COSTA LEITAO; DOS SANTOS;
MATSUDA et al., 2017).

Em 1924, a mutacdo hairless (Hrhr) foi encontrada em um camundongo que estava em
um aviario em Londres, o qual foi levado ao The Jackson Laboratory em 1956, onde o Dr.
Green cruzou este animal com uma fémea BALB/c. Posteriormente, 0os descendentes foram
cruzados entre si e em 1964, na geracdo F24, a espécie foi nomeada HRS/J (The Jackson
Laboratory. JAX ® Mice Data Sheet [text on line]; Disponivel em:
http://jaxmice.jax.org/strain/000673.html).

Esses camundongos homozigotos apresentam, além da falta de pelos, um timo
rudimentar ou a total auséncia dele, o que faz com que os animais tenham deficiéncia na
producdo de linfocitos T (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2006).

Neste contexto, a escolha do animal com baixa imunidade permitiu avaliar 0s
possiveis danos causados pela molécula do AM nas suas formas leuco e oxidada, em
baixissimas concentragdes, fazendo com que tais efeitos possam ser mais facilmente

detectados.
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8.6 OBJETIVOS ESPECIFICOS DO CAPITULO 3

1. Analisar através da técnica de coloragdo por hematoxilina-eosina a morfologia no rim e
figado de animais submetidos a ingestdo de &gua tratada ou ndo pelo método AM/SODIS;

2. Analisar através da técnica de imuno-fluorescéncia as expressdes de caspase-3, beclina-1
e OKL-38 no rim e figado de animais submetidos a ingesta de agua tratada ou ndo pelo
método AM/SODIS; e

3. Realizar a quantificagdo da fluorescéncia através do GraphPad Prism obtida com a
expressao dos marcadores caspase-3, beclina-1 e OKL-38 através do programa Leica
Application Suite X (LAS X) da Leica Microsystems.

8.7 MATERIAL E METODOLOGIA in vivo

Foram utilizados camundongos machos e fémeas todos adultos (HRS/J — UFRJ)
(n=60), provenientes do biotério do Laboratorio de Farmacologia Experimental - LEFEX do
Departamento de Farmacos da Faculdade de Farmacia da UFRJ. Os animais foram mantidos
em gaiolas de polipropileno medindo 41 x 34 x 16 cm, com capacidade para até 15
camundongos, as mesmas foram forradas com serragem. Os animais foram mantidos a
temperatura de 25°C a 28°C, em fotoperiodo de 12/12 horas com iluminacgdo artificial. Os
animais receberam racdo para roedores e a substancia foi adicionada a agua filtrada ou a agua
de pocgo e colocada em frascos de beber que foram acoplados as gaiolas dos animais, e
oferecidos ad libitum, até completar as 13 semanas, (HEJTMANCIK; RYAN; TOFT,;
PERSING et al., 2002) apresentados na figura 44. Os procedimentos adotados no estudo estdo
registrados sob Protocolo CEUA DAHEICB No. 65.
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13 semanas de exposi¢ao

Figura 44: Esquema da metodologia in vivo utilizada adaptada de HEJTMAN~CIK; RYAN; TOFT;
PERSING et al. (2002); CARMO (2007); HOSSY; DA COSTA LEITAO; DOS SANTOS;
MATSUDA et al. (2017).

Os camundongos foram distribuidos em 6 grupos: metade (10) bebeu agua de poco e a
outra (10), como controle, agua filtrada. No primeiro grupo, denominado G1, os animais
beberam agua de poco irradiada com luz solar (SODIS); no segundo grupo (G2), 0s animais
beberam agua de pogo adicionada de AM (100 ng/ml) (AM/SODIS) e submetida a luz solar.
No terceiro grupo (G3), os animais beberam agua de poco adicionada de AM que nédo foi
submetida a radiacdo solar (ESCURO). A outra metade do grupo, que foi usada como
controle, seguiu 0 mesmo desenho experimental proposto (G4, G5 e G6 respectivamente),
porém, com agua filtrada (Quadro 3) e figura 45.

Figura 45: Imagem ilustrativa referente ao alojamento dos animais durante o periodo do experimento,
realizado no biotério do Laboratoério de Farmacologia Experimental — LEFEX/FF.
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Quadro 3: Desenho experimental dos grupos em estudo:

G1 G2 G3 G4 G5 G6
i i _ i Agua .
Agua de Agua de poc¢o Agua de Agua ) Agua
) filtrada )
pogo + pogo filtrada filtrada
+
Caracteristicas irradiada AM + irradiada AM +
dos grupos com luz (100ng/ml) AM com luz AM
L (200ng/ml)
solar irradiada com | (100ng/ml) solar o (200ng/ml)
irradiada com
(controle) luz solar no escuro (controle) Nno escuro
luz solar
Numero de 10 10 10 10 10 10
animais e sexo mista fémeas fémeas mista machos machos

8.7.1 Procedimentos cirargicos e microscopia optica de rotina do figado e rim
em (HE)

Para realizacao das biopsias dos 6rgéos alvos do estudo, os animais foram submetidos
a camera de CO, para eutanasia. Posteriormente as visceras (rim e figado) foram removidas
para analise. Em sequéncia estes 6rgdos foram submetidos a fixacdo em solucdo de
paraformaldeido 4,0%, pH 7,4. Estas visceras foram crio protegidas em solugcdes crescentes
de sacarose até 30% para montagem dos blocos. Os cortes histolégicos (7,0 um) em criostato
(Leica CM1850 UV) foram submetidos a técnica de coloracdo de rotina [coloracdo por
hematoxilina e eosina (HE)]. Apos lavagem em tampéo fosfato pH 7.4 por trés minutos, as
laminas contendo os cortes foram hidratadas em solucGes de alcool etilico 100%, 90%, 80% e
70%, sendo cada imersdo de um minuto. Apos lavagem com agua destilada, foram imersas na
hematoxilina por 2-3 minutos, e posteriormente imersas em um Becker contendo agua. Foram
entdo submersas em eosina por 5 minutos. Por fim, as laminas foram montadas utilizando
entellan e analisadas ao microscépio Gptico (Zeiss Axioskop 2 Plus, Carl Zeiss, Baltimore,
Maryland, USA) (HOSSY; DA COSTA LEITAO; LUZ; DOS SANTOS et al., 2013).

Na avaliacdo das diversas alteracbes histopatologicas, foram consideradas as
ocorréncias das seguintes caracteristicas: degeneracdo hidropica e gordurosa (esteatose),

necrose, fibrose, infiltrado inflamat6rio e lesdes vasculares.
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8.7.2 Imunofluorescéncia através de microscopia confocal a laser. Anélise das

respostas celulares com marcadores de apoptose, autofagia e estresse oxidativo

Os marcadores de morte celular por apoptose, autofagia e estresse oxidativo foram
avaliados através da expressdo das proteinas caspase-3, beclina-1 e OKL-38, respectivamente,
no figado e rim dos camundongos hairless, por meio da técnica de imunofluorescéncia. A
pele de camundongos hairless alterada por radiagéo solar e em fase de cicatricial foi utilizada
como controle positivo e negativo. A partir da das imagens obtidas de amostras dos figados e
rins dos grupos estudados captadas através da técnica de microscopia confocal, foi realizada a
quantificacdo da fluorescéncia para caspase-3, beclina-1 e OKL-38 através do programa Leica
Application Suite X (LAS X) da Leica Microsystems.

Para evidenciar a expressao da caspase-3, beclina-1 e OKL-38 os cortes histologicos
foram permeabilizados com 3 lavagens consecutivas, com duracdo de 5 minutos cada, de uma
solugdo de Triton a 0,3% em tampdo fosfato (PBS). O antigeno inespecifico foi bloqueado
utilizando solucéo de soro fetal bovino (BSA) (Sigma) 10% por 30 minutos. Apos o bloqueio
o material foi submetido a 3 lavagens, com duracdo de 5 minutos cada, com solucdo Triton a
0,3% em PBS e em seguida recebeu o anticorpo-primario policlonal anti-caspase 3
(FINETEST), anticorpo-primario policlonal anti-beclina 1 (FINETEST) e anticorpo-primario
policlonal anti-OSGIN1 (FINETEST). Cada um dos anticorpos foi diluido em PBS em
proporcbes de acordo com as indicacbes dos fabricantes (1:100, 1:50 e 1:100
respectivamente), deixando overnight em camara imida a temperatura 4 graus Celsius.

No dia seguinte, apds 3 lavagens com PBS com duracdo de 5 minutos cada, o
anticorpo secundario foi adicionado e permaneceu nos cortes por duas horas. O anticorpo
utilizado para revelacdo da marcacdo priméaria para caspase-3, beclina-1 e OKL-38 foi o
Alexa 488 (Donkey anti-Rabbit), na diluicdo 1:300, 1:400 e 1:400 respectivamente pelo
tempo de 2h. Depois da incubacdo, trés lavagens consecutivas com PBS foram realizadas por
5 min cada, e posteriormente o material foi imerso em solucdo DAPI (corante nuclear) na
diluicdo 1:1000 por 30 segundos. Em seguida, os cortes foram lavados com solucdo PBS e
montados com Fluoromount™ (Fluoromount Aqueous Mounting Medium; Sigma-Aldrich
Corp) para a observacdo no microscépio confocal a laser (LEICA TCS SPE). As imagens

foram obtidas utilizando o software Fiji.



Pagina | 125

8.8 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas dos resultados foram realizadas usando o GraphPad Prism
version 6.00 para Windows.

A estatistica do peso desses 6rgdos foi obtida através do método “One-way ANOVA”
sendo os valores de p < 0,05. O método de Tukey para compara¢cdes multiplas foi utilizado
como poés-teste.

Foi realizada a quantificacdo da fluorescéncia para caspase-3, beclina-1 e OKL-38
através do programa Leica Application Suite X (LAS X) da Leica Microsystems. Os resultados
para apoptose, autofagia e estresse oxidativo foram obtidos em triplicatas e expressos como
média £ desvio padrdo. As diferencas entre 0s grupos (agua de pogo e agua filtrada) no que
diz respeito ao SODIS, AM/SODIS, AM/ESCURO foram analisadas com One-way ANOVA
seguido do pds-teste Tukey para comparacdes multiplas. As diferencas dentro de cada grupo
(G1.....G6) foram analisadas com t student test e o Mann-Whitney test. O nivel de relevancia

significativa foi p<0,05.

89 RESULTADOS in vivo

8.9.1 Pesagem

A andlise de peso das visceras foi realizada para investigar possiveis disparidades
entre 0s grupos de animais (machos e fémeas) e aqueles que mimetizam uma prole, as quais
sd0 comuns na natureza. Embora tenha sido observada uma variacdo entre 0s grupos
experimentais, esta variacdo provavelmente decorreu das diferencas naturais entre 0s sexos
dos animais. Os graficos A, B e C (representados na figura 46) demonstraram que 0S pesos
dos rins esquerdos, rins direitos e figados foram semelhantes entre 0s grupos.
Consequentemente, quando aplicado o pds-teste, ndo foi observada uma diferenca
significativa entre os grupos. Nesse contexto, é plausivel que a variacdo observada
inicialmente, através da analise de variancia unidirecional, possa ter sido um resultado
aleatorio (figura 47). Todos os resultados foram obtidos a partir de seis grupos independentes,

cada um contendo no minimo dez animais.
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Figura 46: Peso médio das visceras (figado e rim) de camundongos hairless dos grupos de estudo
apo6s o tratamento. Grupos de estudo: G1 (MISTA) agua de poco/SODIS; G2 (MISTA) agua de
poco/SODIS; G3 (FEMEA) 4gua de pogco/AM/Escuro; G4 (FEMEA) 4gua filtrada; G5 (MISTA) 4gua
filtrada/AM/SODIS e G6 (MACHO)agua filtrada/AM/Escuro. Para a analise macroscdpica em
relagdo ao peso desses Orgdos, foi feita a analise estatistica através do método “One-way ANOVA”.
Os valores de p foram significativos para todas as analises, ficando abaixo de 0,05
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Figura 47: Peso médio das visceras (figado e rim) de camundongos hairless entre os grupos testados:
tanto para agua de pogo quanto para agua filtrada apds o tratamento indicado no Quadro 3: [ G1 (Agua
de poco irradiada com luz solar (controle)), G2 (Agua de poco +AM (100ng/ml) irradiada com luz
solar), G3 (Agua de poco AM (100ng/ml) no escuro), G4 (Agua filtrada irradiada com luz solar
(controle)), G5 (Agua filtrada + AM (100ng/ml) irradiada com luz solar) e G6 (Agua filtrada + AM
(100ng/ml) no escuro)]. Pos teste 0 método de Tukey para comparagdes multiplas.
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8.9.2 Anélises histologicas de figado e rim em camundongos hairless

Foram analisadas imagens provenientes de cortes transversais e coradas com HE. Na
leitura das laminas, considerou-se padrdo de normalidade para o figado o bom estado de
conservacao, homogeneidade de aspecto, identificacdo de I6bulo hepéticos integros, espaco
porta integro e veias hepaticas bem definidas além de capilares sinusoidais presentes integros,
confluindo para veia centro-lobular.

Nos rins, a normalidade obedeceu aos quesitos: bem conservados, apresentando
corpusculos de Malpighi, tdbulos renais proximais e distais integros e 0s glomérulos
formados por capilares, sem alteragdes histologicas.

Assim, de acordo com o tratamento descrito nas figuras 48 e 49, todos os animais dos
grupos citados apresentaram aspectos histoldgicos do figado e rim dentro dos padrdes da
normalidade. Nos figados foram facilmente visualizados I6bulos hepaticos, espagos porta e
veias hepaticas bem delineadas. Os hepatdcitos formavam corddes confluentes para a veia
centro-lobular (Figura 48). Esse quadro morfologico esteve presente em todas as laminas dos
animais dos grupos estudados.

O aspecto morfoldgico dos rins apresentou-se muito semelhante em todos os grupos
estudados, nos quais se observaram corpusculos renais e tabulos contorcidos proximais e
distais dentro dos padrbes de normalidade mostrando tanto no cortex quanto na medula, sem
sinais de alteracao celular (Figura 49).

O figado e rim dos animais também foram avaliados ao microscopio quanto a presenca
ou auséncia de degeneracdo hidropica e gordurosa, necrose, fibrose, infiltracdo inflamatéria e
lesdo vascular. A observacdo das imagens histoldgicas dos figados e rins ndo mostrou
alteracdes morfoldgicas induzidas pelo xenobidtico AM ou algum dos seus metabolitos dos

grupos estudados conforme tabela 6.
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Tabela 6: Resumo da avaliacdo histoldgica do figado e rim de grupos de cinco camundongos

hairless submetidos aos tratamentos.

Grupos  Tratamento Degeneracdo  Esteatose  Necrose Fibrose Infiltrado Lesdo
Hidropica Inflamatério  Vascular

G1 Agua pogo Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente Ausente
iluminada

G2 Agua pogo + Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente Ausente
AM iluminada

G3 Agua pogo + Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente Ausente
AM no escuro

G4 Agua filtrada Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente Ausente
iluminada
(controle)

G5 Agua filtrada +  Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente Ausente

AM (controle)

G6 Agua filtrada +  Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente Ausente
AM no escuro
(controle)
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Figura 48 (A): (Agua de poco) Cortes histoldgicos do figado de grupos de camundongos hairless
apos tratamentos: grupo G1- tratamento com SODIS; grupo G2 - tratamento com AM-SODIS na
concentragdo de 100ng/ml e grupo G3 — tratamento com AM na concentracdo de 100ng/ml
acondicionada no escuro. As garrafas PET foram irradiadas sob a luz solar por 3 horas. Aumentos 25X,
100x, 200x e 400x mostram o parénquima hepatico dividido em Iébulos por septos de tecido
conjuntivo (estroma), a veia centrolobular em torno do qual se dispdem os hepatdcitos e, entre estes,
capilares sinusdides e o espaco porta. Parénquima hepético apresentando aspecto normal em nenhum
dos tratamentos. Hepatécitos setas amarelas; (HE).
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Figura 48 (B): (Agua filtrada) Cortes histologicos do figado de grupos de camundongos hairless
apos tratamentos: grupo G4 - tratamento com SODIS; grupo G5 - tratamento com AM-SODIS na
concentragdo de 100ng/ml e grupo G6 - tratamento com AM na concentracdo de 100ng/ml
acondicionada no escuro. As garrafas PET foram irradiadas sob a luz solar por 3 horas. Aumentos 25X,
100x, 200x e 400x mostram o parénquima hepatico dividido em Iébulos por septos de tecido
conjuntivo (estroma), a veia centrolobular em torno do qual se dispdem os hepatdcitos e, entre estes,
capilares sinuséides e o0 espago porta. Parénquima hepatico apresentando aspecto normal em nenhum
dos tratamentos. Hepatécitos setas amarelas; (HE).
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Figura 49 (A): (Agua de pogo) Cortes histologicas do rim de grupos de camundongos hairless
apos tratamentos: grupo G1 - tratamento com SODIS; grupo G2 - tratamento com AM-SODIS na
concentragdo de 100ng/ml e grupo G3 — tratamento com AM na concentracdo de 100ng/ml
acondicionada no escuro. As garrafas PET foram irradiadas sob a luz solar por 3 horas. Aumentos
25x, 100x, 200x e 400x mostrando o cértex e medula renais, (corpusculo de Malpighi e tabulos
renais). Rim apresentando aspecto histol6gico normal. Corpusculos renais linhas tracejadas; (HE).
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Figura 49 (B): (Agua filtrada) Cortes histologicas do rim de grupos de camundongos hairless
apos tratamentos: grupos G4 - tratamento com SODIS; grupo G5 - tratamento com AM-SODIS na
concentragdo de 100ng/ml e grupo G5 - tratamento com AM na concentracdo de 100ng/ml
acondicionada no escuro. As garrafas PET foram irradiadas sob a luz solar por 3 horas. Aumentos
25x, 100x, 200x e 400x mostrando o cértex e medula renais, (corpusculo de Malpighi e tabulos
renais). Rim apresentando aspecto histolégico normal. Corpusculos renais linhas tracejadas; (HE).
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8.9.3 Analises dos marcadores para imunofluorescéncia associados a apoptose,

autofagia e estresse oxidativo em pele, figado e rim de camundongos hairless.

8.9.31 Controles

Para as analises moleculares associados a apoptose, autofagia e estresse oxidativo foi
utilizada como controle positivo para a expressdo de caspase-3, beclina-1 e OKL-38
respectivamente, para todos os grupos estudados, a pele de camundongos hairless submetida a
radiacdo solar e em fase de cicatricial, assim como também foi realizado um controle negativo

utilizando a mesma pele.

8.9.3.2 Caspase-3

Conforme as fotomicrografias obtidas das amostras dos orgdos em estudo, ndo foi
observada a expressdo significativa do marcador para caspase-3 nos grupos testados, quando
comparados com o controle positivo, conforme imagens apresentadas na figura 50 (figado (A)
e rim (B)).

E possivel perceber uma marcacdo positiva para a caspase-3 no controle positivo e
uma expressao basal nos grupos estudados. Ndo houve nenhuma expressdo acentuada, tanto
na presenca quanto na auséncia do AM e que ndo existe diferenca causada pela presenca do
AM tanto na forma azul quanto leuco, indiferentemente do tipo de agua utilizada.

Os graficos da figura 51 representam as médias e seus desvios padrdo das marcagdes
obtidas em triplicatas, sendo o valor da intensidade da marcacao do anticorpo anti-caspase-3

em relacdo ao marcador nuclear DAPI.
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(A)

Controle Positivo - Pele Figado

Figura 50(A): Fotomicrografias confocal a laser mostrando expressdo do marcador caspase-3 (seta vermelha) em amostras de figado nos diferentes grupos de
estudo tendo como controle positivo uma lesdo de pele em estagio de cicatrizagdo. A seta aponta para o perfil de marcacdo do antigeno pesquisado. Os nicleos
celulares foram corados com DAPI (azul). Barra de calibragéo- 54.9 pm

Controle Negativo — Pele
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Rim
. .
Controle Negativo — Pele

Figura 50(B): Fotomicrografias confocal a laser mostrando expressdo do marcador caspase-3 (seta vermelha) em amostras de rim nos diferentes grupos de
estudo tendo como controle positivo uma lesdo de pele em estagio de cicatrizacdo. A seta aponta para o perfil de marcacéo do antigeno pesquisado. Os nlcleos
celulares foram corados com DAPI (azul). Barra de calibragio- 54.9 pm.
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Figura 51: Gréaficos de barras mostrando a quantificacdo da intensidade relativa da marcacéo do anticorpo anti-
caspase-3 por imunofluorescéncia no figado (A) e rim (B) dos grupos de camundongos hairless. Os valores
representam a razdo entre fluorescéncia do marcador em relagdo a marcacdo com DAPI. Os resultados foram
obtidos em triplicata e expressos como média + desvio padrdo p < 0,05.

8.9.3.3 Beclina-1

A observacéo das fotomicrografias dos 6rgdos em estudo mostrou a fraca expressao do
marcador para beclina-1 nos grupos estudados (G1, G2, G3, G4, G5 e G6), conforme imagens
apresentadas na figura 52 (figado (A) e rim (B)). Essas marcac¢des ndo se apresentam intensas
o suficiente para serem consideradas como uma expressao significativa. Os graficos da Figura
53 representam as médias e seus desvios padrdo das marcacdes obtidas em triplicatas, sendo
considerado o valor relativo da intensidade da marcacdo do anticorpo anti-beclina-1 em
relacdo ao marcador nuclear DAPI. Os resultados da quantificacdo da imunofluorescéncia do
marcador beclina-1 representados na figura 53, sugerem a auséncia de alteracdes pela
introducdo do AM tanto na sua forma azul quanto leuco quando comparado a marcacao

observada nas provenientes do grupo tratado somente com o SODIS padréo.
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Controle Positivo - Pele Figado
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Figura 52(A): Fotomicrografias confocal a laser mostrando expressdo do marcador beclina-1 (seta vermelha) em amostras de figado nos diferentes grupos de
estudo tendo como controle positivo uma lesdo de pele em estagio de cicatrizagdo. A seta aponta para o perfil de marcacdo do antigeno pesquisado. Os ndcleos
celulares foram corados com DAPI (azul). Barra de calibragdo- 54.9 pm
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(B)

Controle Positivo - Pele

Controle Negativo — Pele

Figura 52 (B): Fotomicrografias confocal a laser mostrando expressdo do marcador beclina-1 (seta vermelha) em amostras de rim nos diferentes grupos de estudo tendo como
controle positivo uma lesdo de pele em estagio de cicatrizacdo. A seta aponta para o perfil de marcacdo do antigeno pesquisado. Os nucleos celulares foram corados com
DAPI (azul). Barra de calibragdo- 54.9 um
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Figura 53: Gréaficos de barras mostrando a quantificacdo da intensidade relativa da marcacéo do anticorpo anti-
beclina-1 por imunofluorescéncia no figado (A) e rim (B) dos grupos de camundongos hairless. Os valores
representam a razao entre fluorescéncia do marcador em relacdo a marcacdo com DAPI. Os resultados foram
obtidos em triplicata e expressos como média + desvio padrdo. p < 0,05.

8.9.34 OKL-38

A expressdo do marcador OKL-38, foi avaliada através da mesma técnica de
imunofluorescéncia, analisando a ocorréncia de estresse oxidativo no figado e rim dos grupos
estudados. Nas fotomicrografias dos 6rgaos em estudo ndo foi observada a expressao desse
marcador nos grupos de camundongos hairless quando comparados com o controle positivo
de pele em cicatrizacéo (figuras 54 (figado (A) e rim (B)).

Os graficos da figura 55 representam os resultados das médias e seus desvios padrao
das quantificacGes obtidas em triplicata sendo o valor relativo da intensidade da marcacédo do
anticorpo anti-OKL-38 calculada em relacdo ao marcador nuclear DAPI.

Os resultados da quantificacdo da marcacdo de OKL-38 sugerem a auséncia de
alteracdes pela introducdo do AM tanto na sua forma azul, quanto leuco quando comparado a

marcacdo obtida nas amostras provenientes do grupo tratado somente com o SODIS padrao.
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Controle Negativo — Pele

Figura 54(A) Fotomicrografias confocal a laser mostrando expressao do marcador OKL-38 (seta vermelha) em amostras de figado nos diferentes grupos de
estudo tendo como controle positivo uma lesdo de pele em estagio de cicatrizagdo. A seta aponta para o perfil de marcacdo do antigeno pesquisado. Os nicleos
celulares foram corados com DAPI (azul). Barra de calibragéo- 54.9 pm
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(B)

Controle Positivo - Pele Rim
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Figura 54(B) Fotomicrografias confocal a laser mostrando expressao do marcador OKL-38 (seta vermelha) em amostras de rim nos diferentes grupos de
estudo tendo como controle positivo uma lesdo de pele em estagio de cicatrizagdo. A seta aponta para o perfil de marcacéo do antigeno pesquisado. Os nucleos
celulares foram corados com DAPI (azul). Barra de calibragdo- 54.9 pm.

Controle Negativo — Pele
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Figura 55: Gréaficos de barras mostrando a quantificacdo da intensidade relativa da marcacao do
anticorpo OKL-38 por imunofluorescéncia no figado (A) e rim (B) dos grupos de camundongos
hairless. Os valores representam a razao entre fluorescéncia do marcador em relacdo a marcacédo
com DAPI. Os resultados foram obtidos em triplicata e expressos como média + desvio padrao.
p < 0,05.

9 DISCUSSAO in vivo

Resultados sugerem que a utilizagdo do AM como sensibilizador associado ao
tratamento SODIS, permitiu a reducéo drastica do tempo necessario para a desinfec¢édo
solar. A fotocatalise aumenta a eficiéncia da descontaminacdo por bactérias e virus
presentes na agua mesmo em condi¢Oes adversas de temperatura e radiacdo solar,
durante diferentes épocas do ano, fator de extrema relevancia em populacfes que nédo
tém acesso a agua potavel (CARDOSO-RURR; DE PAIVA; PAULINO-LIMA; DE
ALENCAR et al., 2019).

O AM oxidado é bem absorvido, reduzido e 75% excretado pela urina na forma
reduzida (leuco). E seguro quando utilizado em doses terapéuticas de até 2 mg/kg,
entretanto doses superiores podem provocar sinais e sintomas de toxicidade
(GINIMUGE; JYOTHI, 2010). Para esse estudo, a quantidade utilizada foi 1500 vezes
menor (considerando gue seja ingerido 2 litros de agua tratada com AM por dia) do que
o minimo para deflagrar efeitos adversos importantes. Durante a revisdo bibliogréafica,
ndo foram encontrados dados em relacdo a toxicidade do AM administrado em sua
forma leuco originada de uma acéo fotoquimica e ndo metabdlica.

Logo, o resultado histologico esperado foi ndo encontrar qualquer indicio de

toxicidade ou degeneracdo acentuada pelo uso da agua tratada em nenhum grupo,
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incluindo o grupo que ingeriu AM de forma leuco. Certificando que o protocolo
AM/SODIS encontra-se dentro de uma margem de segurancga para uso humano.

Como o principal 6rgdo de metabolizagdo e de excre¢do das substancias
ingeridas sdo o figado e o rim, realizamos algumas analises que permitiram avaliar as
possiveis toxicidades hepéticas ou renais.

O figado é o principal 6rgdo para metabolizagdo de drogas e detoxificacao,
portanto a hepatotoxicidade em estudos pré-clinicos é um desafio para uso terapéutico
de novas drogas, uma vez que as lesdes neste 6rgéo vital inviabilizam a adogdo de novas
terapias. O rim é um 6rgdo estruturalmente complexo que evoluiu para desenvolver o
papel de depuracdo importante no organismo: excrecdo de residuos metabdlicos e a
osmorregulacdo (controle das concentraces de sais nos tecidos e células)
(FOLGUEIRA; BRENTANI, 2004) e (MIDDENDORF; WILLIAMS, 2000).

Nas analises histopatologicas dos grupos estudados, a primeira manifestacéo
estrutural de quase todas as formas de dano celular é o acimulo intracelular de dgua ou
degeneracdo hidrépica. Quando ocorre em um 0Orgdo inteiro, este pode se apresentar
palido. Outro desequilibrio histoldgico é a esteatose hepatica ou degeneracdo gordurosa
do figado que é a condicdo na qual ocorre acimulo de triglicerideos dentro dos
hepatocitos, mas também pode ocorrer no cora¢do, no masculo e nos rins (KUMAR,;
ABBAS; JON, 2015).

Fibrose é uma condicdo histopatoldgica que acontece quando o figado em
resposta a lesdo celular hepatica cronica e repetida resulta de uma resposta cicatricial
substituindo as células mortas. A necrose é a morte da célula que ocorre devido a uma
lesdo exdgena irreversivel. Assim, as células necroticas sdo incapazes de manter a
integridade da membrana resultando em perda do padrdo lobular do figado.
Consequentemente, observam-se agrupamentos de hepatocitos (pseudo lébulos)
separados por tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério crénico inespecifico e
proliferacdo de células dos ductos biliares (KUMAR; ABBAS; JON, 2015).

Com relacdo aos resultados histopatoldgicos obtidos nos grupos estudados nao
se observaram quaisquer alteracdes morfologicas sendo considerada a normalidade das
estruturas, sem alteracdes visiveis e os dados obtidos colaboram com a hipdtese de que
a ingesta do AM na forma leuco néo é toxico, certificando que o protocolo AM/SODIS
encontra-se dentro de uma margem de seguranca para uso humano confirmado na

coloragdo de rotina (HE).
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Somando a esses resultados, foi investigada através da técnica de imuno-
fluorescéncia, as expressdes de caspase-3, beclina-1 e OKL38 no rim e figado de
camundongos hairless submetidos a ingesta de &gua tratada ou ndo pelo método
AM/SODIS. Avaliacdo de mecanismos de morte celular programada envolvido na
toxicidade de xenobidticos consiste numa cascata de eventos bem definidos a nivel
celular. E um processo fundamental na manutencéo e fisiologia normal de diferentes
tecidos e 6rgdos, havendo, para tanto, um equilibrio homeostético entre as taxas de
crescimento e morte celular. Todavia, as falhas neste equilibrio podem estar
relacionadas com o desenvolvimento de mecanismos toxicos (FEDERICO;
CARDAIOLI; DA POZZO; FORMICHI et al.2012); (CHEN; KANG; FU, 2018).

Modelos animais empregados em pesquisas e no ensino em geral podem ser
ferramentas muito poderosas e representacdes muito aplicaveis dos seres humanos
(ANDREOLLO; SANTOS; ARAUJO; LOPES, 2012).

Neste estudo, 0 modelo animal utilizado possui uma mutacdo no gene HR, que
codifica uma proteina que esta envolvida no desenvolvimento de pelagem normal
durante os primeiros dias de vida do animal. Esses camundongos ndo pigmentados
permitem pronta manipulacdo da pele, aplicacdo de agentes tdpicos e exposicdo UV,
bem como facil visualizacdo da resposta cutanea.

Assim, a escolha de camundongos hairless baseou-se em estudo anterior do
nosso grupo e nos de outros autores que mostraram grande sucesso na utilizacdo destes
animais nos modelos de inducdo da carcinogénese mostrando-se perfeitamente
adaptavel ao estudo da toxicologia (NONCHEV; BRANCAZ; FOLCO; ROMERO et
al., 2006); (BENAVIDES; OBERYSZYN; VANBUSKIRK; REEVE et al., 2009);
(HOSSY; DA COSTA LEITAO; LUZ; DOS SANTOS et al., 2013).

Durante 13 semanas ad libidum, foi administrado agua conforme o protocolo
estabelecido e baseado no estudo de HEJTMANCIK; RYAN; TOFT; PERSING et al
(2002) no qual foi estudado a toxicologia do AM em ratos e camundongos durante 13
semanas. Entdo o que tudo isso significa? Neste caso podemos fazer uma comparagéo
direta simples entre a vida Gtil dos ratos/camundongos e 0s humanos mesmo sabendo
que ndo significa que ele viva uma vida humana em miniatura dentro desses trés anos
(QUINN, 2005).

Assim:

1 O camundongo de laboratério médio vive aproximadamente 3 anos;

2 O ser humano médio vive aproximadamente 80 anos;
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3 (80 x 365) + (3 x 365) = 26,7 dias humanos = 1 dia de rato;

4 365 + 26,7 = 13,7 dias de rato = 1 ano humano

Desta forma, o estudo da toxicidade da ingesta dos tratamentos AM/SODIS por
13 semanas de rato equivalem ha aproximadamente 5,4 anos humano. A maior
incognita para o experimento foi a possibilidade de o metabdlito reduzido produzir
algum tipo de toxicidade, considerando a auséncia de dados relevantes na literatura
sobre a forma leuco, no entanto, os resultados demonstraram que ndo houve diferenca
entre 0s grupos que fizeram uso do AM tanto na forma azul quanto leuco. Por isso, 0s
resultados em relacdo a sua forma azul se tornam apenas uma confirmacdo do que ja é
observado pela literatura (KHAN; SAEED; ZEKKER; ZHANG et al., 2022).

O AM pode ser usado como um farmaco eficaz para a doenca de Alzheimer e,
seus efeitos farmacoldgicos e toxicologicos no sistema nervoso central sdo de particular
interesse. Assim, a caspase-6 ativada (Casp6) esta associada ao comprometimento
cognitivo dependente da idade e a doenca de Alzheimer. Camundongos idosos com
superexpressdo de Casp-6 com deficiéncia cognitiva foram tratados com AM na agua
potavel por 1 més. O tratamento com AM né&o alterou os niveis de caspase-6, mas inibiu
a atividade de caspase-6 marcada com fluorescéncia em neurdnios intactos (ZHAO;
LIANG; XU; YAN et al., 2016).

Além disso, o AM inibiu a atividade de Casp3 em um modelo agudo de
toxicidade hepatica em ratos (PAKAVATHKUMAR; SHARMA; KAUSHAL;
FOVEAU et al., 2015). Isso levanta o seu potencial como substancia anti apoptdtica,
por sua capacidade de inibir caspases efetoras, interrompendo 0 processo de apoptose.
Neste estudo, os resultados na imunofluorescéncia para a expressdo de Caspase-3, um
marcador para a apoptose, sugeriu somente uma expressao basal deste marcador nos
grupos de camundongos hairless testados, quando comparados com o controle positivo.

A beclina-1 (o ortélogo mamifero da funcdo codificada pelo gene ATG6 de
levedura) foi bem caracterizada por desempenhar um papel fundamental como
regulador chave na autofagia, que é um importante processo catabolico no qual a célula
degrada macromoléculas e organelas danificadas em vactolos autofagicos. Ocorre
continuamente em niveis baixos, e pode ser ativada por uma variedade de eventos
celulares, incluindo a diferenciacdo celular (NOGUCHI; HONDA; SAITOH;
MATSUMURA et al.,, 2019). Portanto, conforme as fotomicrografias obtidas das
amostras dos 6rgaos em estudo mostraram pequena expressdao do marcador beclina-1.

Interpretamos que isso pode significar a sinalizacdo do processo de autofagia fisiologico
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na renovacao natural de organelas, e ndo a morte celular por autofagia induzida pelo
tratamento AM/SODIS.

E por fim, foi analisada a expressdo da proteina de resposta ao estresse oxidativo
em eucariotos, a OSGIN1 (OKL-38). Na literatura relacionada a outros 6rgdos além do
pulmao, foi demonstrado que a expressao desta proteina é normalmente baixa. Danos no
DNA a regulam positivamente, provavelmente por meio de um processo associado a
ativacdo de p53. Como consequéncia da expressdao de OKL-38, as células sofrem
apoptose, provavelmente através da sua translocacdo para as mitocdndrias, com
consequente liberagdo de citocromo C e morte celular. Assim, a OKL-38 participa de
uma via pré-apoptética relacionada a mitocéndria e genes alvo de p53 (YAO; LI;
VENTERS; ZHENG et al., 2008), (HU; YAO; GAN; TOKARSKI et al., 2012) e (LIU;
LI; CHEN; CHAN et al., 2014).

O figado e o principal 6rgédo de metabolismo dos xenobidticos e onde ocorre
extenso metabolismo aerdbico, levando a formacgédo de ERO e com alta possibilidade de
estresse oxidativo (ABDELHALIM; JARRAR, 2011). Os rins sdo 0rgédos responsaveis
pela excrecdo de residuos metabdlicos e controle da homeostase, que por sua vez,
consiste em regular o volume extracelular, metabolismo do célcio, balango eletrolitico e
controle do balanco acido-basico. Lesdes severas nestes 6rgaos promovem hipotenséo e
faléncia irreversiveis (MIDDENDORF; WILLIAMS, 2000).

Entretanto, conforme os resultados obtidos dos 6rgdos estudados, ndo foram
observados a expressdo de uma das principais proteinas que regulam a resposta ao
estresse oxidativo nos grupos de camundongos hairless estudados quando comparados

com o controle positivo de pele em cicatrizacéo.

10 CONCLUSAO DAS ANALISES in vivo

Os resultados do modelo experimental indicaram que a ingestdo da forma leuco
do AM ndo causou alteracdes histopatoldgicas no figado e nos rins dos camundongos
hairless, conforme observado pela coloracdo HE. N&o foram encontrados sinais de
infiltracGes celulares, vacuolizacBes, necroses ou outros indicadores de toxicidade
relacionados a forma leuco do AM. Além disso, as analises por microscopia confocal a
laser revelou que ndo houve morte celular por apoptose, autofagia ou estresse oxidativo
nos 6rgdos avaliados, conforme demonstrado pela auséncia de expressao das proteinas

caspase-3, beclina-1 e OKL-38. Os valores de fluorescéncia das proteinas estudadas
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estavam dentro dos limites esperados, indicando a auséncia de atividades exacerbadas

de morte celular programada por apoptose, autofagia ou estresse oxidativo.

11  CONCLUSOES GERAIS

A combinacgdo de parametros in silico e in vitro para estimar as propriedades
TOXICOLOGICAS dos compostos como 0s xenobidticos sdo abordagens valiosas e
podem ser Uteis para imitar o comportamento in vivo. A combinacdo de multiplas
abordagens aumenta o desempenho dessas previsdes, em comparagdo com os resultados
relacionados com um Gnico modelo de estudo.

Neste contexto, em um conjunto de ensaios in silico, in vitro e in vivo, nos
encontramos evidéncias de que a forma leuco do AM néo foi citotdxico, genotdxico e
mutagénico nos organismos procariotos e eucariotos mesmo na presenca de ativacao
metabolica.

Este estudo representou um passo importante na validacdo de tecnologias
alternativas de tratamento de agua, visando contribuir para o alcance dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel da ONU, especialmente no que diz respeito as: 3-SAUDE
e BEM-ESTAR, 4- EDUCACAO DE QUALIDADE, 6- AGUA POTAVEL e
SANEAMENTO, 10- REDUCAO DAS DESIGUALDADES.

|————ql————
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Figura 56: Os 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da ONU.
https://brasil.un.org/pt-br

3 2

Os resultados discutidos nesta tese fazem parte de um manuscrito em
desenvolvimento intitulado “Safety Evaluation of Methylene Blue/Solar Disinfection
(SODIS) in Water Treatment with alternative methods: In Silico, In Vitro, and In Vivo
Studie’s, que pode ser encontrado no Anexo B.
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12 PERSPECTIVAS

o Evidentemente os resultados sugerem que a forma leuco do AM na concentragéo de
100 ng/ml ndo causou qualquer efeito tdxico nas metodologias aplicadas;

o A aplicacdo da técnica de Desinfec¢cdo Solar + AM pode ter seu uso potencialmente
estratégico principalmente durante calamidades publicas, como alagamentos e
enchentes;

e A capacitacdo de jovens (escolas e comunidades) para disseminar a técnica
AM/SODIS em regibes carentes, desta forma, diminuindo os problemas associados
ao consumo de dguas contaminadas;

e O uso do método SODIS com AM ¢ de extrema relevancia, principalmente, para as
regibes que ndo dispdem de intensidade solar suficiente. Essa adicdo de AM
reduziria o tempo de espera drasticamente, e com apenas 1 hora de Sol pleno, a &gua
estaria completamente descontaminada. Na figura 57 encontra-se 0 esquema pratico

para a utilizacdo doméstica do AM.

O método consiste em 6 etapas simples representadas na “Cartilha AM-SODIS”
(Fig 57).

1. Lave as garrafas de plastico: As garrafas devem estar limpas, transparente,
incolor, com volume de 2 litros ou menor, e ter todos os rétulos de plastico ou papel
removidos. Recomendamos usar garrafas PET e lava-las com sabdo antes do primeiro
uso.

2. Filtre a dgua com uma peneira ou um pano limpo para retirada de folhas, terra ou
qualquer residuo solido. A agua ndo deve ser muito turva.

3. Adicione uma gota de azul de metileno (1%) para 10 litros de agua. A agua
potencialmente contaminada é colocada em garrafas PET transparentes e incolores de
até 2 litros.

4. Encha as garrafas com agua, feche-as e agite-as bem.

5. Exponha as garrafas ao sol: As garrafas sdo expostas a luz solar direta por no
minimo 3 horas em dias principalmente ensolarados, ou 1 dias quando o céu estiver
mais de 50% nublado.

6. Armazene agua: A agua tratada é armazenada nas garrafas até o consumo. As

garrafas PET sdo eficientes até 30 dias de exposicdo ao sol
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Cartilha AM-SODIS "

Figura 57 — Esquema proposto para o uso doméstico do AM na técnica SODIS para 10 litros de 4gua e logomarca por Yasmin Bessa/2024.
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Abstract

Consuming microbiologically-contaminated water is the primary cause of many
water-borne diseases and deaths worldwide. Governments aim at providing
drinking water for vulnerable populations, especially through low-cost interven-
tions. Therefore, the solar disinfection (SODIS) of such pathogens provides a sim-
ple and cost-effective way to obtain good quality water. In this procedure, PET
bottles are filled with contaminated water and exposed to sunlight for 1-2days.
To accelerate decontamination, methylene blue (MB) dye added as a photocata-
lyst, boosts singlet oxygen generation upon absorbing red-band sunlight. This
study explores the use of a Sunlight Simulator (SSL) device to research and stand-
ardize the SODIS method with a vital dye as MB. PET bottles were filled with
artificially-contaminated water with Streptococcus epidermidis and Deinococcus
radiodurans Gram-positive bacteria, Escherichia coli and Salmonella typhimu-
rium Gram-negative bacteria, or bacteriophage A as well. In all experiments,
50ng/mLMB ensued a synergistic lethal effect after SSL exposure. The results
indicate that bacterial and bacteriophage inactivation can be achieved in shorter
times with MB-SSL treatment compared to SSL without MB. In this sense, when
compared to previous sunlight-SODIS results, the SSL source is a reliable tool to
study the parameters of both SODIS and MB-SODIS protocols, and also a feasible
tool to afford assays whenever there are unfavorable climate conditions.

KEYWORDS

methylene blue, simulated sunlight, SODIS, water decontamination, water-borne
microorganisms
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Abbreviations: MB, methylene blue; ROS, reactive oxygen species; SODIS, solar disinfection; SSL, simulated solar light.
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ABSTRACT

Microbiologically contaminated water is a major health issue in developing countries,
leading to significant child mortality in Brazil. The SODIS method, using sunlight for
water disinfection, is effective but limited on cloudy days. To enhance its efficacy,
photocatalysis with Methylene Blue (MB) was studied, focusing on the safety of both
oxidized (blue) and reduced (leuco) forms of MB. The study included in silico, in vitro,
and in vivo analyses. In silico predictions indicated slight toxicity for both forms, with
mutagenic activity observed only in some strains for oxidized MB. In vitro,
metagenomic analyses confirmed the MB/SODIS treatment's effectiveness in reducing
pathogens, with no mutagenic activity observed in the Ames test. Cytotoxicity tests in
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) showed no significant differences between
treated and control strains. In vivo, mice ingesting treated water for 13 weeks showed no
histopathological changes or signs of apoptosis, autophagy, or oxidative stress. The
study concluded that the leuco form of MB is non-cytotoxic, non-genotoxic, and non-
mutagenic, making the MB/SODIS method safe for human consumption and effective

in water sterilization.
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INTRODUCTION

Water resources are currently abundant on Earth. However, besides quantity, water
quality is also being compromised due to excess human and animal waste, chemical
pollutants, and higher temperatures, which lead to reduced dissolved oxygen. In this
context, water reuse (or recycled water) is a reliable alternative to conventional water
resources for various human uses, provided it is treated and used safely (KONCAGUL;
TRAN; CONNOR, 2020). According to the WHO, approximately 50 liters of water per
person per day are needed to meet basic needs while maintaining a low risk to public
health (ORGANIZATION, 2017), (MEDLICOTT; WESTER; GORDON;
MONTGOMERY et al., 2020). In the global context of untreated water, 149 million
children under five who survive diarrhea suffer from some form of growth delay. The
lack of access to water, sanitation, and hygiene services contributes to malnutrition
through the transmission of pathogens, as gastrointestinal infections inhibit the
absorption of essential nutrients for full physical and mental development in children
(ORGANIZATION, 2019a) e (ORGANIZATION, 2019b). The SODIS method is a
widely used, low-cost, and easy-to-implement tool for water decontamination.
However, it has two significant limitations: longer exposure to sunlight is required on
cloudy or winter days for adequate disinfection, and microorganisms' resistance to
radiation (FISHER; KEENAN; NELSON; VOELKER, 2008). Previous studies have
shown that using a low-cost additive, such as MB, can accelerate the SODIS process,
making it immensely important for application in communities lacking potable water
and relying on the Sun for water disinfection throughout the year (CARDOSO-RURR;
DE PAIVA; PAULINO-LIMA; DE ALENCAR et al., 2019). The transformation of
MB to its leuco form (colorless) occurs because MB undergoes reduction reactions after
electronic excitation when illuminated at 660 nm, generating a semi-reduced radical.
Thus, the aim of this study was to investigate the safety and toxicity (hepatic and renal)
of orally administered water treated by the MB/SODIS process in its normal (blue) and
reduced (leuco) forms through in silico, in vitro, and in vivo analyses.
METHODOLOGY

To understand the application of the MB/SODIS process for human consumption, this
study explored the safety of the method through three chapters:

In Silico analysis: The first chapter involved a predictive study of mutagenesis for the

chemical compounds MB and MB/leuco.
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In Vitro analysis: The second chapter analyzed the microbial composition of water
samples from an artesian well in Rio de Janeiro using metagenomic analysis before and
after SODIS and MB/SODIS treatments. This included UV radiation dosimetry and
temperature measurements. Additionally, mutagenicity and cytotoxicity were assessed
using the bacterium Salmonella typhimurium (S. typhimurium) in the Ames Test, the
gold standard for monitoring cellular damage in water (ISO, 2012). The yeast S.
cerevisiae was also used as a eukaryotic model due to its DNA repair similarities with
human systems (GIRARD; BOITEUX, 1997).

In Vivo analysis: The third chapter involved in vivo analyses using hairless mice to
study carcinogenicity. Tissue morphology (liver and kidney) was examined via routine
optical microscopy with hematoxylin staining. Molecular analyses focused on markers
of apoptosis, autophagy, and oxidative stress, quantifying the expressions of caspase-3,
beclin-1, and OKL-38 in the kidney and liver of untreated and MB/SODIS-treated
groups. Scar tissue skin was used as positive and negative controls.

CHAPTER 1: IN SILICO ANALYSIS

INTRODUCTION The in silico toxicology analysis in this study provides essential
insights that complement in vitro investigations, reducing the need for in vivo assays.
Using mathematical and statistical models, such as QSAR and rule-based structural
alerts, these methods predict specific toxicological parameters based on experimental
data and scientific knowledge (MYATT; AHLBERG; AKAHORI; ALLEN et al.,
2018). The ADMET Predictor™ software, which estimates ADMET properties, was
employed to assess the toxic and mutagenic potential of MB in both its oxidized (blue)
and reduced (leuco) forms. This computational approach offers a reliable strategy for
initial safety assessments of xenobiotics, crucial for evaluating drinking water safety.
The primary aim of Chapter 1 was to generate in silico predictions of the mutagenicity
and acute toxicity of MB using the ADMET Predictor™ software.

MATERIALS AND METHODS: Utilizing ADMET Predictor™ version 9.5
(Simulations Plus, Inc., Lancaster, CA, USA), mutagenicity was assessed using a
bacterial mutagenicity model with four strains of S. typhimurium, with or without
metabolic activation by rat liver S9 extract (MARON; AMES, 1983). Acute toxicity in
rats was evaluated based on the lethal dose in mg/kg administered orally, causing
lethality in 50% of test animals within 24 hours (ADMET Predictor Manual 9.5).
RESULTS
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In silico toxicity studies on the leuco form of MB: This study assessed the acute
toxicity and mutagenicity of the leuco form of MB using in silico methods. For acute
toxicity, the median lethal dose (LD50) was determined for both the oxidized (blue) and
reduced (leuco) forms of MB. The LD50 values were 773.36 mg/kg for the oxidized
form and 823.43 mg/kg for the reduced form, indicating that the leuco form is slightly
less toxic. Additionally, the tumor-inducing dose (TD50) was higher for the reduced
form, suggesting a lower carcinogenic potential compared to the oxidized form.
Mutagenicity was evaluated using the Ames Test with different strains of S.
typhimurium. The results showed that both forms were negative for mutagenicity in the
TOX_MUT_98 (frameshift mutations) and TOX_MUT _100 (base substitutions) tests,
with higher reliability for the reduced form. However, the oxidized form tested positive
for mutagenicity in the TOX_MUT_102 strain, while the reduced form remained
negative. When metabolic activation was simulated, the oxidized form exhibited
mutagenic potential in several strains, whereas the reduced form showed fewer positive
results. Overall, these findings suggest that the leuco form of MB has a lower acute
toxicity and mutagenic potential than the oxidized form, suggesting a less concerning
toxicological safety profile, particularly in contexts of human consumption as presented
in Table 1.

<TABLE1>
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Table 1: In silico qualitative assessment of acute toxicity of oxidized and reduced
(leuco) forms of MB in rats, and mutagenicity with and without metabolic activation

using rat liver microsomal fraction in S. typhimurium (Ames Test).

Oxidized MB || Reduced MB
In silico assay Parameter (blue) (leuco)
o Recommended maximum||  Above 3.1 Above 3.1
Acute Toxicity .
therapeutic dose (mg/kg/day) (96%) (96%)
LD50 for acute lethal toxicity in
) 773.36 823.43
rats, all mechanisms (mg/kg)
TD50 - oral dose inducing tumors in
3.67 8.56
50% of rats (mg/kg/day)
TD50 - oral dose inducing tumors in
_ 9.46 11.17
50% of mice (mg/kg/day)
o TOX_MUT_98 (frameshift — G:C _ Negative
Mutagenicity ] ) Negative (73%)
pair deletion) (87%)
TOX_MUT_100 (base substitution _ Negative
Negative (74%)
—G:Cto AT) (84%)
TOX_MUT _102 (base substitution - Negative
Positive (63%)
—A:T to G:C) (98%)
TOX_MUT_m98 (with metabolic - -
S Positive (60%) || Positive (88%)
activation)
TOX_MUT_m100 (with metabolic - Negative
S Positive (59%)
activation) (61%)
TOX_MUT_m102 (with metabolic _ Negative
S Negative (86%)
activation) (93%)

Note: 'm' in strain identification signifies the presence of metabolic activation.
Frameshift mutation reverts the existing mutation by adding 1 G:C base pair, restarting
the synthesis of the enzyme involved in histidine biosynthesis, or by substituting G:C
nitrogenous bases of the triplet -GGG-, which encodes the amino acid proline, for the
AT base pair, restoring the original triplet -GAG- that encodes leucine (transition and

transversion) (AMES; MCCANN; YAMASAKI, 1975).
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CHAPTER 2: IN VITRO ANALYSIS

INTRODUCTION

Metagenomics: Metagenomics allows for the direct analysis of genetic material from
microbial communities in their natural habitats. This involves sequencing the DNA
from environmental samples to study the microbial population composition. Using the
MG-RAST program, the bacterial microbiota of artesian well water was characterized in
terms of taxonomic identification and microbiological contamination (WOOLEY;
GODZIK; FRIEDBERG, 2010) and (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005).
Cytotoxicity and Mutagenicity Studies Using S. typhimurium: In vitro tests with
model microorganisms, such as S. typhimurium, are crucial for detecting the toxicity of
substances before human application. The Ames test, using S. typhimurium strains with
specific mutations, is a gold standard for evaluating mutagenic and carcinogenic
potential. These strains, deficient in DNA repair and capable of reverting mutations,
help assess the mutagenic effects of chemicals through the formation of revertant
colonies. The test includes the addition of the S9 fraction to simulate eukaryotic cell
metabolism (MARON; AMES, 1983), (ISO, 2012), (MORTELMANS; ZEIGER, 2000)
and (AMES; DURSTON; YAMASAKI; LEE, 1973).

Cytotoxicity and Mutagenicity Studies Using S. cerevisiae: The yeast S. cerevisiae
serves as an effective eukaryotic model for genetic research due to its ease of genetic
manipulation and rapid growth. It shares significant DNA repair mechanisms with
humans. The wild-type strain FF18733, proficient in DNA repair, and the mutant strain
AWPO001 (ynol), deficient in the YNO1 gene, were used to study cellular responses to
genotoxic stress. The Canavanine resistance system was employed to detect mutations
in the CAN1 gene, indicating the effectiveness of mutagenic treatments (GIRARD;
BOITEUX, 1997), (GOFFEAU; BARRELL; BUSSEY; DAVIS et al., 1996),
(LAURENT; YOUNG; KACHROO; MARCOTTE, 2016), (RINNERTHALER,;
BUTTNER; LAUN; HEEREN et al., 2012), (PINTO; DEODATO; CARDOSO;
OLIVEIRA et al., 2010), (PAIVA; SANTOS; KIBWILA; GONCALVES et al., 2014),
(HOSSY; DA COSTA LEITAO; DOS SANTOS; MATSUDA et al., 2017), (DINIZ;
PAIVA; AQUINO; GONGCALVES et al., 2019), (PAIVA; DINIZ; LEITAO; CABRAL
et al., 2020). Thus, the specific objectives of Chapter 2 were: to analyze the microbial
composition of real water samples (from an artesian well) before and after SODIS and
MB/SODIS treatments using metagenomics; to determine the cytotoxicity and

mutagenicity of MB in both its blue and leuco (sunlight-decolorized) forms through the
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Ames Test in S. typhimurium strains; and to determine the cytotoxicity and
mutagenicity of the leuco form of MB (sunlight-decolorized) in bioindicator strains of
S. cerevisiae.

<TABLE 2>

MATERIALS AND METHODS

Table 2 List of S. typhimurium and S. cerevisiae strains used in in vitro mutagenicity
and cytotoxicity studies as well as specific mutations relevant to the study

TA 98 S. typhimurium uvrB rfa pkKM101 amp® (20 pug/ml). Mutation hisD3052, sensitive to
frameshift at the his locus by deletion of a G:C pair (P. Quillardet and B. Ames)

S. typhimurium uvrB rfa pkKM101 amp® (20 ug/ml). Mutation hisG46, sensitive to base
TA 100 exchange at the his locus by substitution of nitrogenous bases - G:C to A:T
(P. Quillardet and B. Ames).

S. typhimurium wild type rfa amp™(20 pg/ml) tet® (12.5 ug/ml) pKM101 pAQ1. Mutation
TA 102 hisG428, sensitive to base exchange at the his locus by substitution of nitrogenous bases -
A:T to G:C (P. Quillardet and B. Ames).

S. cerevisiae wild-type, MATa, leu2-3-112, trp1-289, his7-2, ura3-52, lysl-1

FF18733 (F. Fabre).

AWP001 S. cerevisiae Aynol, FF18733 with ynol::KanMX6 (Aquino, Wilmart e Padula)

P. Quillardet — Pasteur Institute, Paris (France) and B. Ames — University of California,
Berkeley (USA). F. Fabre - CEA, Fontenay-aux-Roses (France). Aquino, Wilmart, and
Padula UFRJ: Federal University of Rio de Janeiro (Brazil). Source: (DINIZ; PAIVA;
AQUINO; GONCALVES et al., 2019).

Bacteria Media and growth conditions: S. typhimurium strains were grown overnight
in in fresh liquid Lysogeny-Broth (LB) medium (Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ) at 37 °C in a shaking incubator (Innova/USA, New Brunswick
Scientific, Edison, NJ) to a density of 1 x 10°-2 x 10° colony forming units (CFU)/mL
(MARON; AMES, 1983).

Yeast media and growth conditions: Yeast strains were grown at 30 °C in YPD
medium (1% yeast extract, 1% bactopeptone, 2% glucose, with 2% agar for plates) or
YNBD medium (2% glucose, 0.7% yeast nitrogen base without amino acids with 2%
agar for plates) supplemented with appropriate amino acids and bases. Supplemented
YNBD medium lacking arginine but containing canavanine (Sigma) at 60 mg/l was
used for the selective growth of canavanine-resistant (Can”) mutants

Location and Sample Collection: This study analyzed water samples from an artesian
well located in Campo Grande (22°52°27.5”S 43°31°23.8”W)  (-22.8986321,-
43.6230277) Rio de Janeiro, RJ, Brazil. The samples were collected in 2-liter PET
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bottles, which were pre-cleaned with distilled water and 70% alcohol, followed by air
drying at room temperature.

Water Sample Analysis - Determination of Microbiological Contamination:
Chromocult® is a selective culture medium that differentiates fecal and total coliforms
by detecting two enzymes: B-glucuronidase and p-galactosidase. It contains Tergitol 7,
which inhibits the growth of other bacteria, and SALMON-GAL, a substrate for -
galactosidase that turns coliform colonies salmon to red after hydrolysis. It also contains
X-GLUC, a substrate for B-glucuronidase, which causes E. coli colonies to turn light
blue to turquoise. Since E. coli produces both enzymes, it cleaves both substrates,
resulting in dark blue to violet colonies, making fecal coliforms easily distinguishable.
To determine microbiological contamination of well water before and after sun
exposure, 100 ml samples were filtered, and the filters were placed on Chromocult®
agar in Petri dishes.

Sample Processing: A volume of 100 mL of water was filtered, ground with liquid
nitrogen, and stored at room temperature. The total DNA from the microbial community
was extracted using the PowerSoil™ DNA Isolation Kit (QIAGEN) and quantified with
the Qubit® Fluorometer (Invitrogen®). Amplification was performed using primers
from the gene panel developed by the Laboratory of Macromolecular Metabolism
Firmino Torres de Castro (LMMFTC-UFRJ), using the Multiplex PCR Kit
(QIAGEN®). The PCR product was purified with Agencourt AMPure XP magnetic
beads (Beckman Coulter) and analyzed by agarose gel electrophoresis.

Sequencing: The library for sequencing was prepared using the lon Xpress Plus
Fragment Library Kit (ThermoFisher Scientific®). Clonal amplification was performed
using the Ion OneTouch™ 2 System and the Ion PGM™ Hi-Q™ OT2 Kit
(ThermoFisher Scientific®). Sequencing was carried out on the lon Torrent PGM
platform at LMMFTC-UFRJ.

Treatments and Microbial Composition Analysis: The collected water was divided
into three groups: untreated (ST), SODIS treatment (SO), and MB/SODIS treatment
(MBSO). After filtration, the samples were ground, and DNA was extracted using the
ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (Zymo Research). Quantification was performed
with the Qubit® Fluorometer (Invitrogen). NGS sequencing was conducted for the
V6V7V8 region of the 16S rRNA gene, using the Ion S5™ System.

Preparation of Concentrated MB-blue or MB-leuco Solutions for Cytotoxicity and

Mutagenesis Assays and irradiation: A 1 mM stock solution of MB (Sigma-Aldrich
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M9140) was prepared in sterile deionized water and stored at room temperature,
protected from light. The SODIS or MB/SODIS methodology was applied to these
solutions at a concentration equivalent to 200 pg of AM in 2 liters of water, simulating
daily human consumption. Sunlight in Rio de Janeiro was used for the SODIS process,
with UV-A and UV-B radiation dosimetry measured using the BLAK-RAY — J-221 and
VILBER LOURMAT — VLX — 3 W dosimeters, respectively. After sun exposure, 100
mL samples were frozen at -80°C and lyophilized for four days to remove all water. The
concentrated residues were then dissolved in 0.5 ml of sterile distilled water and applied
to S. typhimurium and S. cerevisiae cultures to assess the mutagenic and cytotoxic
effects of AM in its blue (oxidized) and leuco (reduced) forms.

Mutagenicity studies

Ames test: The methodology of pre-incubation in a water bath for 20 minutes at 37°C,
was done as described by Maron and Ames (1983). S. typhimurium strains TA 98, TA
100, and TA 102 were exposed to 0.5 mL of each tested treatment (200ug/plate)various
treatments, including SODIS, MB combined with SODIS (MB/SODIS), MB in the dark
(MB/DARK), and MB in the dark with heat (MB/DARK/HEAT). The treatments were
performed with and without the addition of the S9 fraction, which simulates metabolic
activation. The Mutagenesis Index (MI) was calculated by comparing the number of
revertants per plate in the treated groups to those in the negative control group. Percent
survival was also measured to assess cytotoxicity.

Canavanine-resistant: The methodology was adapted from (DINIZ; PAIVA;
AQUINO; GONGCALVES et al., 2019) e (DINIZ; DOMINGOS; PINTO; CABRAL et
al., 2023). The study assessed cytotoxicity by measuring the survival fraction (N/NO) in
both FF18733 (wt) and AWP001 (ynol) yeast strains after exposure to 200 ug/L of the
leuco form of MB for 180 minutes. Mutagenicity was evaluated by counting the number
of Can® mutants per 10’ cells (Can"/107 cells) in both strains under the same conditions.
The results were compared against the negative control (untreated cells) to determine
any statistically significant differences. The colonies of survivors and Can® mutants
were counted after approximately 96 hours. The average results were plotted in graphs
of survival fraction (N/NO) (plus or minus the standard error) x time, where NO
represents the initial number of cells and N is the number of cells after each treatment,
and in graphs of the number of mutants/107 cells x time. All experiments were

conducted independently at least three times.
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Statistical Analysis: Statistical analyses of the results were performed using GraphPad
Prism version 6.00 for Windows. Data with nonparametric distribution of cytotoxicity
and mutagenesis (His- — His+) were obtained through the One-way ANOVA method
followed by the Kruskal-Wallis test and, as a post-test, the Dunn's Multiple Comparison
Test, in which p < 0.05 means that the results are different from each other with 95%
confidence (significant). For data with nonparametric distribution of cytotoxicity and
direct mutagenesis (Can®), the Student's t-test followed by the Mann-Whitney test were
used, adopting a significant difference when p < 0.05.

RESULT

Metagenomic Analysis of Water Samples before MB/SODIS treatment: Using the
membrane filtration technique, the presence of 70 colonies of fecal coliforms and
countless total coliforms was detected in 100 mL of artesian well water. The extracted
genomic DNA from these samples was amplified, and the PCR products were analyzed
by agarose gel electrophoresis, revealing an amplified product of approximately 250 bp.
Metagenomic analysis, performed using MG-RAST with a dataset containing 333,762
sequences, showed the predominance of the Bacteria domain (99.97%) in the well water
sample (Fig 1). The main bacterial groups identified were Bacteroidetes, Proteobacteria,
Actinobacteria, Gemmatimonadetes, Firmicutes, and Cyanobacteria. These groups
include constituents of the intestinal microbiota in humans and animals, as well as
significant pathogens such as Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium leprae.
<FIGURE 1>

Domain Phylum
|

B Bacteria - 229,966 (99.97%)

B Eukaryota - 55 (0.02%) >

M unclassified sequences - 4 (0.00%) -

Figure 1: Distribution of phylogenetic domains found in the well water sample.

M Bacteroidetes - 84,936 (53.66%)

B unclassified (derived from Bacteria) - 40,651 (25.68%)
1 Proteobacteria - 14,134 (8.93%)

B Actinobacteria - 13,931 (8.80%)

B Gemmatimonadetes - 3,802 (2.40%)

B Firmicutes - 576 (0.36%)

B Cyanobacteria - 94 (0.06%)

W Arthropoda - 40 (0.03%)

M Deinococcus- Thermus - 28 (0.02%)

B Acidobacteria - 18 (0.01%)

B Synergistetes - 10 (0.01%)

M Streptophyta - 10 (0.01%)

M Planctomycetes - 9 (0.01%)

W Verucomicrobia - 7 (0.00%)

DNA fragments after MB/SODIS treatment: A comparison of DNA fragments

before and after MB/SODIS treatment revealed significant differences. In the untreated
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sample (ST), DNA fragments ranged between 50 bp and 100 bp, and from 248 bp or
more. The SODIS-treated sample (SO) showed DNA fragments of 50 bp and from 221
bp, indicating DNA fragmentation due to solar radiation. The MB/SODIS-treated
sample (MBSO) displayed DNA fragments between 50 and 150 bp, suggesting greater
DNA fragmentation and microorganism death (Table 3). These results demonstrate the
effectiveness of MB/SODIS treatment in microbiological sterilization of water,
corroborating previous studies that reported significant microbiological inactivation.
<TABLE 3>

Table 3: Distribution of the average sizes of the amplified fragments after amplification
of the genomic material obtained after each experimental situation. ST: no treatment;
SO: SODIS treatment; MBSO: MB/SODIS treatment.

lonXpress 023  Sample ST 2489 220 10 248 bp ! Sol ol Ii l i§

0 50 100 150 200 259§ 300
lonXpress 024  Samplo SO 1109 1,012 § 21bp 1 i

150 200 250 300

-

0 0 10
lonXpress 026  SampleAMSO 5402853 4,766,302 51865  104bp J 1

Comparative Study of Results: In strain TA 98, none of the treatments (SODIS,
MB/SODIS, MB/DARK, or MB/DARK/HEAT) produced a Mutagenesis Index (MI)
comparable to that of the positive controls. The highest MI observed was 1.19
(MB/DARK/HEAT without S9), significantly lower than the MI of 11 for 4NQO and
7.8 for BaP in the positive controls. The percent survival was generally high across
treatments, indicating low cytotoxicity. For strain TA 100, a slight increase in MI was
observed with the SODIS treatment in the presence of S9 (MI=1.8), but this was still
much lower than the MI of 18.6 for BaP. The other treatments showed minimal
increases in MlI, with values ranging from 0.8 to 1.33. Percent survival remained high,
with only minor reductions observed in the MB/DARK/HEAT treatment. Strain TA 102
showed similar trends, with Mls ranging from 0.97 to 1.5 across all treatments, none of
which approached the MI of 3.59 (4NQO) or 18.6 (MitC) seen in the positive controls.
Survival rates were generally high, indicating low levels of cytotoxicity.

<TABLE 4>

Table 4: Mutagenic activity expressed by the Mutagenesis Index (MI), average number of
revertants per plate of S. typhimurium strains TA 98, TA 100, and TA 102 exposed to positive
control treatments, SODIS, MB/SODIS, MB/DARK, or MB/DARK/HEAT with or without
addition of the S9 fraction and percentage of survivors.
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Strain Treatments - S9 Fraction + S9 Fraction
IM@ | His"® % M@ His™® %
Survival® Survival®
Water -negative 1 74 100
control 1 37 100
Positive control 11 7,8 (BaP) | 575 33
TA 98 (4NQO) | 403 17
SODIS 0,84 31 104 1,2 88 123
MB/SODIS 0,95 35 97 1,3 98 108
MB/DARK 1,06 39 86 1,3 99 78
MB/DARK/HEAT 1,19 44 94 1,3 94 98
Water -negative 1 109 100
control 1 259 100
Positive control 8,53 18,6(BaP) | 2030 36
TA 100 (4NQO) | 2213 27
SODIS 1,08 280 117 1,8 199 122
MB/SODIS 1,10 284 114 0,8 89 142
MB/DARK 1,33 344 98 0,8 93 109
MB/DARK/HEAT 1,32 344 103 0,8 90 84
Water -negative 1 104 100
control 1 373 100
Positive control 3,59 18,6 1940 38
TA 102 (4NQO) | 1341 109 (MitC)
SODIS 1,07 399 84 11 116 138
MB/SODIS 1,00 376 85 11 112 139
MB/DARK 1,07 399 91 15 160 142
MB/DARK/HEAT 0,97 362 98 1,1 118 134

(a) Mutagenesis Index (number of His+ colonies induced in the treated sample/number of spontaneous
His+ colonies in the negative control); (b) revertant colonies/plate; (c) percentage of survival calculated in
relation to the negative control. The dose was considered toxic when the percentage of survivors was <
70%. The positive control in the absence of metabolic activation with all strains was 4-NQO [4-
nitroquinoline 1-oxide (0.5 pg/plate)]. The positive controls for metabolic activation at a final
concentration of (1 pg/plate) were B(a)P (Benzo[a]pyrene) for strains TA 98 and TA 100, and MitC
(Mitomycin C) for strain TA 102. The compounds used as positive controls were dissolved in DMSO
(dimethyl sulfoxide). The numbers in bold correspond to the mutagenic and cytotoxic effects observed
above the recommended limits for the Ames test with and without S9 metabolic activation (*p < 0.05).

Cytotoxicity of the leuco form of MB tested on strains FF18733 and AWP001: The
graphs depict the survival fraction (N/NO) over time for two different strains: FF18733
(wild type, wt) and AWP001 (ynol mutant). Both graphs show the survival of these
strains after being subjected to treatments with MB-leuco (200 pg/l) for 1 minute and
180 minutes. The survival fraction (N/NO) of both FF18733 (wt) and AWP001 (ynol)
remains stable at approximately 1.00 across the entire 180-minute time frame, showing
no significant reduction in survival compared to the untreated control.

<FIGURE 2>
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Figure 2: Graphs representing the survival fraction (N/NO) of the FF18733 (wt) and
AWPOQ01 (ynol) strains. These results represent the mean * standard error of at least
three independent experiments. All strains that were subjected to MB-leuco treatments
(200 pg/L) at 1 minute and 180 minutes did not show statistical difference in relation to
the untreated control (p < 0.05) — non-parametric Mann-Whitney test.

Mutagenicidade da forma leuco do MB testada nas cepas FF18733 e AWP001: The
graphs illustrate the rate of mutagenesis, expressed as the number of Can® mutants per
10" cells, for the strains FF18733 (wild type, wt) and AWP001 (ynol mutant) at
different time points: 0 minutes (control), 1 minute, and 180 minutes following
treatment with MB-leuco (200 pg/L). The number of Can® mutants per 10’ cells did not
significantly increase in either strain (FF18733 or AWPO001) after treatment with the
leuco form of AM. There was no statistical difference in the number of Can® mutants
between treated and untreated cells, suggesting that the leuco form of AM does not

exhibit mutagenic potential under the tested conditions.

<FIGURE 3>

30.0 4 FF18733 (wt) 30.0 1 AWP001 (ynol)
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Figure 3: Graphs representing the mutagenesis (CanR/107 cells) of strains FF18733 (wt)
and AWP001 (ynol). All strains that were subjected to MB-leuco treatments (200 pg/l)

at 1 minute and 180 minutes. These results represent the mean * standard error of at



235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268

Pagina | 177

least three independent experiments. There was no statistical difference in relation to the

untreated control (p < 0.05) — non-parametric Mann-Whitney test.

CHAPTER 3: IN VIVO ANALYSIS

INTRODUCTION

Ethical constraints on controlled human exposure to hazardous substances necessitate
the use of animal models to study the comparative effects of these substances on
humans (POCHMANN; AMORIM, 2003). The liver and kidneys are the primary
organs involved in xenobiotic elimination. The liver, due to its metabolic role and
connection with the gastrointestinal tract, is especially susceptible to drug-induced
toxicity and oxidative stress, leading to cellular injuries such as hydropic degeneration,
steatosis, hepatitis, necrosis, and apoptosis (JAKUBOWSKI; AMBROSE; PARR;
LINCECUM et al., 2005) and (ZIMMERMAN, 2000). The liver, one of the body's
largest organs, weighs about 1.5 kg and is divided into functional units called hepatic
lobules (VOLLMAR; MENGER, 2009). These lobules consist of hepatocyte cords,
sinusoidal vessels, and the portal triad, which together facilitate blood filtration and bile
secretion (WISSE, 1970).

The kidneys, crucial for homeostasis, also play a key role in eliminating toxic
substances, excreting various metabolites, toxins, and byproducts through urine (HALL,
2021). Each kidney, located in the retroperitoneal space, is composed of a dense
connective tissue capsule, cortical and medullary zones, and nephrons, which are
responsible for blood filtration and waste elimination (ROSS; PAWLINA; BARNASH,
2016). The glomerular capillaries, made of fenestrated endothelial cells, and the
glomerular basement membrane are essential for filtration, blocking large molecules
and blood cells from entering the filtrate. The glomerular basement membrane is
comprised of three distinct layers: lamina rara interna, lamina densa, and lamina rara
externa, which together regulate filtration (OGOBUIRO; TUMA, 2020).. Mesangial
cells provide structural support to the glomerulus and can contract under ischemic
conditions. Given the continuous exposure of humans and animals to xenobiotics,
evaluating liver and kidney function is crucial to understanding the toxicity levels
induced by various substances (HALL, 2021).

Analysis of Cell Death Markers and Toxicity in Human Cells: In riverine
communities lacking access to potable water, the SODIS method has proven effective.

To enhance microorganism inactivation, including bacteria and viruses, the use of
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methylene blue (MB) as a photosensitizer was investigated. MB absorbs visible light,
generating singlet oxygen that inactivates microorganisms, creating a synergistic lethal
effect when combined with traditional SODIS. Therefore, the MB/SODIS method
appears promising as a disinfection process, especially in regions with limited exposure
to temperature and solar radiation, offering a viable option for microbiological water
decontamination in household settings (CARDOSO-RURR; DE PAIVA; PAULINO-
LIMA; DE ALENCAR et al., 2019). Given concerns about potential health risks of
MB's leuco form, this study evaluated its possible side effects through cell viability
assays and identification of molecules involved in cell death.

Animals: Male and female adult hairless mice (HRS /J - UFRJ) (n = 60) were obtained
from the colony of the Laboratory of Experimental Pharmacology - LEFEX of the
Pharmaceuticals Department of the Faculty of Pharmacy of the Federal University of
Rio de Janeiro / Brazil. The animals were kept in polypropylene cages measuring: 41 x
34 x 16 cm, with capacity for up to 15 mice, were covered with sawdust and kept at a
temperature of 25 to 28°C, in a 12/12 hour photoperiod with artificial lighting. The
animals received feed and the substance was added to the filtered water or well water
and offered ad libitu for 13 weeks, until the time of sacrifice (HEJTMANCIK et al.,
2002). They were placed in boxes according to the study design (Table 1), which was
approved by the Evaluation Committee for the Use of Animals in Research at the
Health Sciences Center of UFRJ, Rio de Janeiro, Brazil, DAHEICB, protocol 65. The
choice of hairless mice for this experiment was based on a previous study by our group
and on that of other authors who showed great success in the use of these animals in
models of induction of carcinogenesis, showing themselves perfectly adaptable to the
study of toxicology (CARMO, 2007) and (HOSSY; DA COSTA LEITAO; DOS
SANTOS; MATSUDA et al., 2017).

Experimental design in vivo: According to the study groups shown in Table 5, six
groups, with 10 animals each (females and males), ingested the following water samples
in test until sacrifice: Half of the mice were exposed to contaminated well water and the
other half, filtered water. They were separated as G1 (well water treated with SODIS),
G2 (well water treated with MB-SODIS (100ng/mL) and G3 (well water-MB
(100ng/mL), non-irradiated). The same procedure was performed with groups G4, G5
and G6 with filtered water. The animals were euthanized with CO2 and had their organs
(liver and kidney) removed for analysis. The fixation of the biological material was

performed in a 4% paraformaldehyde solution, pH 7.4. The viscera were cryo-protected
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303  in growing solutions of sucrose up to 30% for subsequent preparation of the blocks with
304 OCT Compound — TissueTek. Histological sections (10 pm) made in cryostat (Leica
305 CM1850 UV) and stained using the hematoxylin and eosin (HE) technique. They were
306 analyzed using an optical microscope (Zeiss Axioskop 2 Plus, Carl Zeiss) (HOSSY; DA
307 COSTALEITAO; LUZ; DOS SANTOS et al., 2013).

308 In the evaluation of the various histopathological alterations, the occurrence of the
309 following characteristics was considered: hydropic and fatty degeneration (steatosis),
310  necrosis, fibrosis, inflammatory infiltrate and vascular lesions.

311 <TABLE 5>

312 Table 5: Study design

G1 G2 G3 G4 G5 G6
Filtered .
Well Well water Filtered water Filtered
+ Well water water
o water MB 4 water + +
Characteristics irradiated irradiated MB
of groups with  (100ng/mi) M8 with  (100ng / ml) MB
group . irradiated ~ (100ng / ml) . Y (100ng / ml)
sunlight . ! sunlight irradiated .
with in the dark - in the dark
(control) : (control) with
sunlight .
sunlight
Number of
animals and Mixed 10  Female 10  Female 10 Mixed 10 Male 10 Male 10
Sex

313

314 Confocal Laser Scanning Microscopy: Analysis of Cellular Responses Using
315  Apoptosis, Autophagy, and Oxidative Stress Markers: The study evaluated cell
316 death markers for apoptosis, autophagy, and oxidative stress by analyzing the
317  expression of caspase-3, beclin-1, and OKL-38 proteins, respectively, in the liver and
318  kidneys of hairless mice. Immunofluorescence was used to detect these markers. Skin
319  samples from hairless mice exposed to solar radiation and at a healing stage were used
320  as positive and negative controls. Histological sections were permeabilized using Triton
321 X-100 and blocked with 10% bovine serum albumin (BSA). The primary antibodies
322 used were anti-caspase 3 (FINETEST), anti-beclin 1 (FINETEST), and anti-OSGIN1
323  (FINETEST), applied overnight at 4°C. After washing, secondary antibodies conjugated
324  with Alexa 488 (Donkey anti-Rabbit), at dilution 1:300, 1:400 and 1:400 respectively
325  were applied for 2 hours. Following further washes, the sections were stained with

326  DAPI, at dilution 1:1000 and mounted for observation using confocal laser scanning
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microscopy (LEICA TCS SPE). Fluorescence quantification was performed using the
Leica Application Suite X (LAS X) software.

Statistical Analysis Summary: Statistical analyses were conducted using GraphPad
Prism version 6.00 for Windows. Organ weight statistics were obtained using the "One-
way ANOVA" method, with p-values < 0.05 considered significant. Tukey's multiple
comparisons test was used as a post-test. Fluorescence quantification for caspase-3,
beclin-1, and OKL-38 was performed using the Leica Application Suite X (LAS X)
software from Leica Microsystems. Results for apoptosis, autophagy, and oxidative
stress were obtained in triplicates and expressed as mean + standard deviation.
Differences between groups (well water and filtered water) with respect to SODIS,
MB/SODIS, and MB/DARK were analyzed using One-way ANOVA followed by
Tukey's multiple comparisons post-test. Differences within each group (G1...G6) were
analyzed using the Student'’s t-test and the Mann-Whitney test, with a significance level
set at p < 0.05

Controls Summary: For molecular analyses associated with apoptosis, autophagy, and
oxidative stress, positive controls for the expression of caspase-3, beclin-1, and OKL-
38, respectively, were used for all studied groups. The positive control consisted of the
skin from hairless mice that were exposed to solar radiation and in the scarring phase.
Additionally, a negative control was conducted using the same type of skin.

Histological Analysis of Liver and Kidney in Hairless Mice: Images from transverse
sections stained with HE were examined to assess liver and kidney morphology in
hairless mice.

Liver: Normal patterns included good preservation, homogeneity, intact hepatic
lobules, well-defined portal spaces, and intact hepatic veins with sinusoidal capillaries
converging into the central vein. All animals displayed these normal features, with
clearly visible hepatic lobules and veins, and hepatocytes forming appropriate cords.
Kidney: Normality was observed in the Malpighian corpuscles, intact proximal and
distal renal tubules, and glomeruli composed of capillaries without histological
alterations. The morphological aspect of the kidneys was consistent across groups, with
well-preserved renal corpuscles and tubules in both cortex and medulla, and no cellular
changes. No signs of hydropic or fatty degeneration, necrosis, fibrosis, inflammatory
infiltration, or vascular injury were observed in the livers and kidneys, indicating that
the xenobiotic MB and its metabolites did not induce significant morphological changes

in the studied animals.
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Table 6: Summary of Histological Evaluation of Liver and Kidney in Groups of Five

Hairless Mice Subjected to Treatments
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Groups  Treatment Hydropic Steatosis  Necrosis  Fibrosis  Inflammatory  Vascular
Degeneration Infiltrate Injury

Gl illuminated Absent Absent Absent Absent Absent Absent
well water

G2 IHluminated Absent Absent Absent Absent Absent Absent
well water
+ MB

G3 dark well Absent Absent Absent Absent Absent Absent
water + MB

G4 illuminated Absent Absent Absent Absent Absent Absent
filtered
water
(control)

G5 filtered Absent Absent Absent Absent Absent Absent
water + MB
(control)

G6 dark well Absent Absent Absent Absent Absent Absent
water + MB
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A - Liver
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Figure 4: (Well water and filtered water) Histological sections of the liver (A) and
kidney (B) of groups of hairless mice after treatments: groups G1 and G4 - treatment
with SODIS; groups G2 and G5 - treatments with MB/SODIS at a concentration of
100ng/mL and groups G3 and G6 - treatments with MB at a concentration of 200ng/mL
stored in the dark. The PET bottles were irradiated under sunlight for 3 hours.
Magnifications of 100 x and 400 x showing (A): the hepatic parenchyma divided into
lobules by connective tissue septa (stroma), the centrilobular vein around which the
hepatocytes are arranged and, between these, sinusoidal capillaries and the portal space.
Hepatic parenchyma presenting a normal appearance in none of the treatments.
Hepatocytes arrows. (B) showing the renal cortex and medulla (Malpighian corpuscle
and renal tubules). Kidney showing normal histological appearance. Renal corpuscles
dashed lines; (HE).

Analysis of immunofluorescence markers associated with apoptosis, autophagy,
and oxidative stress in the skin, liver, and kidney of hairless mice

Controls: For molecular analyses related to apoptosis, autophagy, and oxidative stress,
positive controls for the expression of caspase-3, beclin-1, and OKL-38, respectively,

were utilized. The positive control was the skin of hairless mice subjected to solar
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radiation and in the scarring phase. A negative control was also performed using the
same skin samples. The graphics presents the mean values and standard deviations of
the antibody staining intensity relative to the nuclear marker DAPI.

Caspase-3: The photomicrographs of the studied organs showed no significant
expression of the caspase-3 marker in the test groups compared to the positive control,
as shown in Figure 5 (liver (A) and kidney (B)). Positive caspase-3 staining was
observed in the positive control and basal expression in the studied groups. No
significant expression was detected, regardless of the presence of the MB in either its
blue or leuco form, or the type of water used.

Beclin-1: Photomicrographs of the studied organs revealed weak expression of the
beclin-1 marker in all test groups (G1, G2, G3, G4, G5, and G6), as shown in Figure 6
(liver (A) and kidney (B)). The staining was not intense enough to be considered
significant. The quantification results suggest no alterations due to the introduction of
AM, in either its blue or leuco form, when compared to the staining observed in the
group treated only with standard SODIS.

OKL-38: OKL-38 expression, indicative of oxidative stress, was assessed using the
same immunofluorescence technique in the liver and kidney of the studied groups. The
photomicrographs showed no expression of this marker in the hairless mouse groups
when compared to the positive control of healing skin (Figures 7 (liver (A) and Kidney
(B))). The graphics showed that the introduction of MB, in either its blue or leuco form,
did not alter the expression compared to the standard SODIS-treated group.

<FIGURE 5>

<FIGURE 6>

<FIGURE 7>
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Kidney
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(A)

(B)

Negative Control - Skin

Relative fluorescence intensity of
Caspase 3/DAPI (Gy)

18 -

16 -

14 -

12 -

0.8 -

0.6 -

0.4 -

0.2 -

* Kk

G4 G5

Groups (liver)

G6

CTRL- CTRL+

Relative fluorescence intensity of

Caspase 3/DAPI (Gy)

1.8 |

1.6 |

1.4 -

1.2

0.8 -

0.6 -

0.4 -
0.2

G1

G2

G3

G4 G5

Groups (kidney)

G6 CTRL- CTRL+

Figure 5: Confocal laser photomicrographs showing
caspase-3 marker expression (red arrow) in liver and
in kidney samples from different study groups, with a
healing skin lesion as a positive control. The arrow
points to the antigen staining profile. Cell nuclei were
stained with DAPI (blue). Calibration bar - 54.9 um.
Bar graphs showing the quantification of the relative
intensity of anti-caspase-3 antibody staining by
immunofluorescence in the liver (A) and kidney (B)
of hairless mice groups. The values represent the ratio
of marker fluorescence to DAPI staining. The results
were obtained in triplicate and expressed as mean +
standard deviation p < 0.05.
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Kidney

Figure 6: Confocal laser photomicrographs showing
beclina-1 marker expression (red arrow) in liver and
in kidney samples from different study groups, with
a healing skin lesion as a positive control. The arrow
points to the antigen staining profile. Cell nuclei
were stained with DAPI (blue). Calibration bar - 54.9
um. Bar graphs showing the quantification of the
relative intensity of anti-beclin-1 antibody staining
by immunofluorescence in the liver (A) and kidney
(B) of hairless mice groups. The values represent the
ratio of marker fluorescence to DAPI staining. The
results were obtained in triplicate and expressed as
mean * standard deviation. p < 0.05.
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Kidney

Figure 5: Confocal laser photomicrographs showing
OKL-38 marker expression (red arrow) in liver and
in kidney samples from different study groups, with
a healing skin lesion as a positive control. The arrow
points to the antigen staining profile. Cell nuclei
were stained with DAPI (blue). Calibration bar -
54.9 um. Bar graphs showing the quantification of
the relative intensity of OKL-38 antibody staining by
immunofluorescence in the liver (A) and kidney (B)
of hairless mice groups. The values represent the
ratio of marker fluorescence to DAPI staining. The
results were obtained in triplicate and expressed as
mean * standard deviation. p < 0.05.
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DISCUSSION

Discussion in silico: The MB molecule can transform into its reduced leuco form
(colorless) through liver metabolism or sunlight irradiation in the red region of visible
radiation (GAUDETTE; LODGE, 2005). Evaluating the safety of MB/SODIS for water
decontamination required toxicological assays to determine safe ingestion levels. In
silico methods predict molecular properties and activities in xenobiotic toxicological
processes (GAO; CHEN; CAI; XU, 2017), (WANG; YANG; WU; WANG et al., 2018),
(SAXENA; SHARMA,; SIDDIQUI; KUMAR, 2019), (MIAO; XIA; CHEN; HUANG et
al., 2019), (SINGH; DIVAKARAN; KONDA; KRISTAM, 2020) and (DHAR;
FALCONE; CHEN; HAMZEHLOO et al., 2020) using computational tools.
Specifically, in silico toxicology organizes, analyzes, models, simulates, visualizes, or
predicts chemical toxicity (RAIES; BAJIC, 2016). This study focused on in silico
analyses of acute toxicity and mutagenicity of the leuco form of MB. Acute toxicity was
assessed by determining the LD50, showing both forms of MB (oxidized and reduced)
as slightly toxic according to HODGE e STERNER (1949), indicating low acute
toxicity. Interestingly, the oxidized form showed even lower toxicity. Mutagenicity was
investigated using the Ames test on S. typhimurium strains TA98, TA100, and TA102,
with and without metabolic activation. TA98 and TA100 strains detect mutagens
inducing frame-shift mutations and base pair substitutions at G-C sites. The hisD3052
mutation in TA98 results from a frame-shift due to a G-C base pair loss. Reversion can
occur with polycyclic carcinogens or intercalating agents (MARON; AMES, 1983). The
leuco form indicated mutagenic action in S. typhimurium mTA98 strain, though it is
unclear if these were induced by the compound or are spontaneous (ISONO; YOURNO,
1974) and (MARON; AMES, 1983). TA98 and TA100 strains complement each other
in characterizing different mutation types and are used to assess the mutagenic potential
of surface waters (OHE; WATANABE; WAKABAYASHI, 2004). TA102 detects
mutations at A-T sites and is sensitive to oxidative damage or DNA cross-linking
agents, owing to its intact DNA excision repair mechanism (MORTELMANS;
ZEIGER, 2000). Positive results with TA102 suggest the compound may induce
oxidative damage or act as a DNA cross-linking agent.

In silico analysis conclusion: A compound is considered positive in the Ames test if it
results in a significant increase in revertant colony growth in at least one of the typically

five tested strains, regardless of the presence or absence of the S9 mix. Conversely, a
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compound is classified as negative if it does not cause a significant increase in revertant
colony growth in any of the tested strains, both with and without the S9 mix.

This definition suggests that compounds initially classified as negative in the reference
dataset for the Ames test may eventually reveal reverse mutations when tested in
additional strains. Consequently, compounds classified as positive in the reference
dataset for the Ames test are more precisely defined, as this classification remains
unchanged with additional testing. In a genotoxic risk analysis, the use of different in
silico models as complementary and/or independent methods can strengthen the
evidence for the analyzed toxicological outcome. It is important to emphasize that
critical evaluation post-analysis and even conducting additional experimental assays are
necessary strategies when one or more results are discordant.

Discussion in vitro: The in vitro discussion of this study focused on evaluating the
microbiological quality and toxicological safety of water treated using the MB/SODIS
method, which combines solar disinfection (SODIS) with photocatalysis using MB. The
use of groundwater as a source of water supply is common in urban areas, especially in
regions with irregular access to public water networks. While these waters are
traditionally considered to be of high quality, the study revealed that they often fail to
meet the microbiological standards established by Brazilian legislation (BRAZIL, 2011)
primarily due to the presence of pathogenic microorganisms. The metagenomic
approach employed was crucial in identifying the taxonomic structure of the microbiota
present in the water before and after MB/SODIS treatment. Pathogenic microorganisms
were detected that are part of the human and animal intestinal microbiota, some of
which are responsible for severe infections such as gastroenteritis, tuberculosis, and
leprosy, as well as Acinetobacter, which is known for causing hospital-acquired
infections. These results indicated that the well water analyzed was outside the
potability standards defined by Brazilian legislation, which mandates the absence of
these microorganisms (BRAZIL, 2011).

Following MB/SODIS treatment, a significant degradation of the microbiome was
observed, confirmed by the sequencing of the hypervariable region of the 16S rRNA
gene. The effectiveness of the treatment in eliminating microorganisms was further
validated by DNA degradation, leading to the death of these organisms, consistent with
findings from previous studies (CARDOSO-RURR; DE PAIVA; PAULINO-LIMA;
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DE ALENCAR et al., 2019). These findings reinforce the effectiveness of MB/SODIS
as a safe and efficient method for microbiological water sterilization.

Moreover, concerns regarding the potential migration of plasticizers such as DEHA and
DEHP from PET bottles into the water during the SODIS process were addressed. The
concentrations of DEHA and DEHP detected were well below the limits established by
the WHO, even after solar exposure, indicating minimal leaching of these compounds
(JAGANATHAN, SENTHILNATHAN & PHILIP, LIGY, 2009) and (WHO, 2011).
These results are particularly relevant as they confirm that the use of PET bottles in the
SODIS process does not pose a significant chemical contamination risk.

Regarding mutagenicity, the study employed the Ames Test, widely recognized as the
gold standard for in vitro mutagenicity assessment due to its sensitivity and cost-
effectiveness (ISO, 2012) and (OECD, 2020). The results indicated that the SODIS,
MB/SODIS, MB/DARK, and MB/DARK/HEAT treatments, at concentrations of 200
pg/L of MB, did not induce mutagenic activity in S. typhimurium strains (TA 98, TA
100, and TA 102), regardless of the presence of metabolic activation. The number of
spontaneous His+ revertant colonies was statistically consistent, with no significant
increase compared to negative controls, while only the positive control exhibited
toxicity, reducing bacterial survival to less than 70% (GATEHOUSE; HAWORTH,;
CEBULA; GOCKE et al., 1994).

In addition to the prokaryotic tests, the yeast S. cerevisiae was used as a model to
evaluate cytotoxicity and mutagenicity in a eukaryotic system. Yeast is a robust
biological model, particularly in genetic toxicology, due to the similarity between its
DNA repair genes and those of higher eukaryotes (EKI, 2018) and (GIRARD;
BOITEUX, 1997). In the experiment, treatment with 200 pg/l of the leuco form of MB
was not cytotoxic to yeast after 180 minutes of incubation, and no statistical difference
was observed in the number of Can*/10" mutant cells between treated and untreated
(control) strains, suggesting that the MB/leuco treatment is safe.

In vitro analysis conclusion: Based on the in vitro results, it can be inferred that daily
consumption of 2 liters of water treated with MB/SODIS is safe, as no risk of
cytotoxicity or mutagenicity was observed in both prokaryotic and eukaryotic systems.
The effectiveness of the MB/SODIS method in microbiological water sterilization and

the safety of using PET bottles were confirmed, making this method a viable and safe
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solution for water disinfection in regions with limited access to treated potable water
sources.

Discussion in vivo: The results suggest that the use of MB as a photosensitizer in
combination with the SODIS treatment significantly reduced the time required for solar
disinfection. Photocatalysis enhances the efficiency of bacterial and viral
decontamination in water, even under adverse temperature and solar radiation
conditions throughout different seasons. This is crucial for populations lacking access to
potable water (CARDOSO-RURR; DE PAIVA; PAULINO-LIMA; DE ALENCAR et
al., 2019). MB is well absorbed, reduced, and 75% excreted in urine as the leuco form.
It is considered safe at therapeutic doses up to 2 mg/kg, but higher doses can cause
toxicity (GINIMUGE; JYOTHI, 2010). In this study, the amount used was 1500 times
lower than the minimum dose known to cause adverse effects, assuming the
consumption of 2 liters of MB-treated water per day. No data on the toxicity of MB in
its leuco form, derived from a photochemical rather than metabolic process, were found
in the literature. Histological results showed no signs of toxicity or significant
degeneration in any group, including the one ingesting the leuco form of MB. This
confirms that the MB/SODIS protocol remains within a safe margin for human use. As
the liver and kidneys are the primary organs involved in the metabolism and excretion
of ingested substances, we conducted analyses to evaluate potential hepatic or renal
toxicities. The liver, being the main organ for drug metabolism and detoxification, is
critical in preclinical studies to avoid hepatotoxicity, which can prevent the adoption of
new therapies. The Kidneys, responsible for excreting metabolic waste and
osmoregulation, are structurally complex and crucial for maintaining the body's
homeostasis (FOLGUEIRA; BRENTANI, 2004) and (MIDDENDORF; WILLIAMS,
2000). Histopathological analyses of the studied groups showed no morphological
alterations, indicating normal tissue structure. This supports the hypothesis that MB in
its leuco form is non-toxic, confirmed by routine hematoxylin-eosin staining (HE).
Additionally, immunofluorescence was used to investigate the expression of caspase-3,
beclin-1, and OKL-38 in the liver and kidneys of hairless mice. Programmed cell death
mechanisms involved in xenobiotic toxicity are crucial for maintaining tissue
homeostasis, and any imbalance may contribute to toxicological mechanisms
(FEDERICO; CARDAIOLI; DA POZZO; FORMICHI et al., 2012) and (CHEN;
KANG; FU, 2018). The animal model used, with a mutation in the HR gene, allows for
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easy manipulation of the skin, application of topical agents, and UV exposure, making it
ideal for toxicological studies (ANDREOLLO; SANTOS; ARAUJO; LOPES, 2012).
Previous studies by our group and others have shown the effectiveness of these models
in carcinogenesis studies (NONCHEV; BRANCAZ; FOLCO; ROMERO et al., 2006),
(BENAVIDES; OBERYSZYN; VANBUSKIRK; REEVE et al., 2009) and (HOSSY;
DA COSTA LEITAO; LUZ; DOS SANTOS et al., 2013). Water was administered ad
libitum according to the protocol established by HEJTMANCIK; RYAN; TOFT,;
PERSING et al. (2002), which evaluated the toxicity of MB in rats and mice over 13
weeks. Considering the lifespan of mice and humans, this corresponds to approximately
5.4 human years (QUINN, 2005). The main concern was whether the reduced
metabolite might produce toxicity, given the lack of relevant data on the leuco form.
However, results showed no difference between the groups using MB in its blue or
leuco forms. Therefore, these results confirm the known safety of the blue form
(KHAN; SAEED; ZEKKER; ZHANG et al., 2022). MB has potential as an anti-
apoptotic agent due to its ability to inhibit effector caspases, interrupting the apoptosis
process. In this study, immunofluorescence results for caspase-3, a marker of apoptosis,
indicated only basal expression in the tested hairless mouse groups compared to the
positive control. Beclin-1, a key regulator of autophagy, is involved in the degradation
of damaged macromolecules and organelles. The weak expression of beclin-1 observed
in this study likely indicates physiological autophagy for organelle renewal rather than
autophagic cell death induced by MB/SODIS treatment (NOGUCHI; HONDA;
SAITOH; MATSUMURA et al., 2019). Finally, the expression of OKL-38, a protein
involved in the oxidative stress response, was analyzed. Normally expressed at low
levels, OKL-38 is upregulated by DNA damage and associated with mitochondrial
apoptosis via p53 activation (YAO; LI; VENTERS; ZHENG et al., 2008), (HU; YAO;
GAN; TOKARSKI et al., 2012) and (LIU; LI; CHEN; CHAN et al., 2014). However,
no significant expression of OKL-38 was observed in the liver and kidneys of the
treated hairless mice, indicating that MB/SODIS treatment did not induce oxidative
stress in these organs. In summary, the study demonstrates the safety of the MB/SODIS
protocol, with no observed toxic effects in the tested animal model, supporting its
potential for safe human use.

In vivo analysis conclusion: The experimental model results indicated that ingestion of

the leuco form of MB did not cause histopathological alterations in the liver and
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kidneys of hairless mice, as observed through HE staining. No signs of cellular
infiltration, vacuolization, necrosis, or other indicators of toxicity related to the leuco
form of MB were detected. Furthermore, laser confocal microscopy analyses revealed
no evidence of cell death by apoptosis, autophagy, or oxidative stress in the evaluated
organs, as demonstrated by the absence of caspase-3, beclin-1, and OKL-38 protein
expression. Fluorescence values for the studied proteins were within expected limits,
indicating no excessive activity of programmed cell death through apoptosis,
autophagy, or oxidative stress.

General Conclusions: The integration of in silico and in vitro approaches to estimate
the toxicological properties of compounds, such as xenobiotics, proves to be valuable
and can effectively mimic in vivo behavior. Combining multiple approaches enhances
the accuracy of these predictions compared to results obtained from a single study
model. In this context, through a series of in silico, in vitro, and in vivo assays, we
found that the leuco form of MB was neither cytotoxic, genotoxic, nor mutagenic in
prokaryotic and eukaryotic organisms, even in the presence of metabolic activation.

This study represents a significant step in validating alternative water treatment
technologies, contributing to the achievement of the United Nations' Sustainable

Development Goals, particularly in the areas of clean water and sanitation.
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