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RESUMO

Com a crescente demanda de farmacos ao longo dos anos, concentracdes dessas
substancias tém sido detectadas em recursos hidricos resultando em uma exposi¢cao
continua no meio ambiente, podendo ocasionar a sua bioacumulacdo devido a
ineficiéncia das estacbes de tratamento de &guas para degrada-las totalmente.
Sendo assim, a biorremediacdo vem se mostrando uma forma bastante promissora
para a eliminacdo de poluentes. Desta forma, o objetivo deste projeto foi de realizar
tratamentos biolégicos alternativos baseado no uso de fungos da podriddo branca
para a degradacdo do tamoxifeno (TAM) e compara-lo com o tratamento de
fitorremediacdo em wetland construido. O fungo T. versicolor apresentou melhor
desempenho no cultivo em meio sélido contendo TAM, e foi utilizado nos cultivos em
meio liguido com diferentes concentracdes do farmaco. A atividade elevada da
lacase e a deplecdo da fonte de acucar foram obtidas no quarto dia de incubacao
nos cultivos com menores concentracées de TAM. A degradacédo do farmaco em
ambos os tratamentos foi analisada pela técnica de ATR-FTIR.

INTRODUCAO

Os farmacos entram em estacdes de tratamento de aguas residuais (ETAR) através
de efluentes hospitalares e industriais e, a partir de esgotos domésticos, no entanto,
essas ETAR ndo sdo eficazes para a remocdo completa dos residuos desses
medicamentos, e em razdo disso, sdo encontrados em Aaguas de superficie,
ambientes marinhos e aguas de consumo. O tamoxifeno (TAM), indicado para o
tratamento de cancer de mama, ndo possui uma facil eliminacdo nas ETAR, a
presenca deste farmaco na natureza é algo preocupante devido a sua toxicidade,
seus efeitos de desregulacdo enddcrina e seu potencial de bioacumulacéo
(FERRANDO-CLIMENT et al., 2015), sendo necessario estudar meios para remover
esses poluentes da natureza ou, até mesmo, inativar sua funcdo biologica. Um
procedimento muito visado para o tratamento ambiental, atualmente, € a
biorremediacéo, pois é uma técnica mais sustentavel e de baixo custo, que consiste
no uso de agentes bioldgicos, geralmente plantas, microrganismos ou enzimas
microbianas, com a finalidade de eliminar ou neutralizar os efeitos nocivos dos
contaminantes (SAEED et al., 2022). Um dos métodos de biorremediacdo consiste
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no uso de fungos para metabolizar os residuos toxicos presentes em ambientes
contaminados, em especial os fungos da podriddo branca (FPB) que possuem uma
capacidade Unica de degradar moléculas complexas devido a producdo de enzimas
extracelulares ndo especificas, como a lacase, manganés peroxidase e lignina
peroxidase (AUST, BENSON, 1993). Outro método consiste na utilizagdo de plantas
para a remediacdo, assim, uma tecnologia que tem mostrado eficiéncia para o
tratamento de efluentes é o sistema wetland construido (WC), que busca imitar a
natureza, composto por lagoas ou canais artificiais rasos com leito filtrante, onde sao
povoadas plantas aquaticas capazes de promover a diminuicdo ou remocdo dos
contaminantes dos efluentes industriais que séo injetados para dentro desse sistema
(SILVA et al., 2022). Assim, devido a importdncia e a complexidade da
descontaminacdo de farmacos por apresentarem resisténcia a degradacao, este
trabalho tem como objetivo avaliar o potencial da utilizagdo de fungos da podridéao
branca e plantas da espécie Typha domingensis em WCs para a degradacdo do
tamoxifeno.

MATERIAIS E METODOS

Os fungos foram obtidos na colecdo de culturas do Laboratério de Bioquimica de
Microrganismos e Alimentos da UEM e o citrato de tamoxifeno em uma farmacia
local.

Para os testes preliminares foram selecionados 3 fungos da podriddo branca, sendo
eles Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus e Ganoderma lucidum, os quais foram
cultivados em meio BDA preparado com batata, agar bacteriologico a 1,8%,
suplementado com glicose e extrato de levedura a 1%. Todos os materiais utilizados
passaram por esterilizacdo a 121 °C e 1 atm por 20 minutos antes do uso. O teste foi
feito em duplicata e discos miceliais (@ 2 cm) foram inoculados nas placas com BDA
contendo O (controle) e 200 pg/mL de TAM para comparar o desempenho dos
fungos na presenca e na auséncia do farmaco, e todos os cultivos foram incubados
a 28 °C por 10 dias.

O fungo que apresentou melhor resultado foi utilizado para o cultivo em meio liquido,
preparado com meio mineral suplementado com glicose a 0,5% e extrato de
levedura a 0,2%, em frascos de 125 mL contendo 25 mL de meio. Foram feitos com
diferentes concentracbes 0 (controle), 20, 110 e 200 ug/mL de TAM. Dois discos
miceliais foram inoculados nos frascos e deixados em condi¢des agitadas a 110 rpm
e 28 °C por 7 dias, sendo coletadas amostras diariamente para analises posteriores.
A atividade da lacase (EC 1.10.3.2) foi medida com ABTS em tampao acetato de
sédio 50 mM (pH 5) a 40 °C. A leitura das absorbancias foi feita a 420 nm para
verificar a atividade enzimatica.

A dosagem de acucares redutores foi realizada pelo método do 3,5-dinitrosalicilico
(DNS), onde a glicose foi utilizada como padrao.

Amostras com 20 e 200 pg/mL foram preparadas para o tratamento de
fitorremediacdo utilizando o sistema Wetland Construido com Typha domingensis,
em parceria com o Laboratério de Genética Molecular e Citogenética de Peixes da
Universidade Estadual de Maring4. Para avaliar e comparar a degradacdo do
tamoxifeno nos dois tipos de tratamentos foi utilizada a técnica de ATR-FTIR para
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determinar os diferentes picos de absorbancia, realizada em parceria com o
Departamento de Ciéncias da Universidade Estadual de Maringa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apb6s 10 dias de incubacdo nos cultivos em meio solido BDA, o fungo T. versicolor
apresentou melhor desempenho frente a uma alta concentragéo de tamoxifeno (200
Mg/mL), enquanto que P. ostreatus e G. lucidum apresentaram maiores dificuldades
para seu crescimento. Com isso, T. versicolor foi selecionado para o cultivo em meio
liquido.

A partir das amostras coletadas do meio liquido, a atividade da lacase foi encontrada
ao longo do tempo de incubacgao nos cultivos de T. versicolor (Figura 1). O pico da
atividade da lacase foi atingido no quarto dia nos cultivos contendo 20 e 110 yg/mL
de TAM, e quanto ao cultivo com 200 pg/mL, devido a uma alta concentracédo do
farmaco, o fungo pode ter tido um tempo maior para se adaptar ao meio e conseguir
produzir lacase comparado com a sua atuacdo em concentragdes menores.

Atividade da Lacase (U/L)
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Figura 1 — Atividade da lacase do T. versicolor em diferentes concentracfes de tamoxifeno.

Com base na analise de acucares redutores (Figura 2), os cultivos contendo 20 e
110 pyg/mL de TAM apresentaram uma reducdo consideravel na quantidade de
acucar quando houve um aumento na atividade da lacase no quarto dia de
incubagéo, enquanto que no cultivo contendo 200 pug/mL, o fungo apresentou um
consumo significativo somente no sétimo dia.

60

50

Dosagem de actcar redutor
(umoles/mL)

BN oW B

s 8 &8 8

o

0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (dias)

—d—Controle =@=20pg/mL =—@=110pg/mL ====200 pg/mL

Figura 2 — Dosagem de acgUcares redutores no cultivo em meio liquido do T. versicolor

Os espectros de ATR-FTIR para analisar degradagcdo do TAM em ambos o0s
tratamentos (Tabela 1) mostram que houve modificagcbes da area da banda de
alguns grupamentos quimicos dos cultivos tratados e ndo tratados, indicando que
ocorreu degradacdo do TAM. Nos espetros do tratamento em wetland construido foi
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encontrado uma mudanca no grupamento C-H em 2350 cm™, o que ndo foi
observado no tratamento com T. versicolor.

Tabela 1 — Comparacéo realizada com tamoxifeno puro e a alteracao baseada na
area da banda

, T. versicolor Wetland Contruido
glr:Jdn;e(rcomdﬁ) q(jl'rrwi)(?o TAM 20 TAM 200 TAM 20 TAM 200
pg/mL Hg/mL Hg/mL Hg/mL
1095 NH 60% 10% 20% 70%
1660 CcoO 10% o* 30% 20%
1910 (6{0) 60% 15% 20% o*
1925 CcocC 70% o* 15% o*
2045 (6{0) 20% 15% 30% o*
2135 CcoO 40% o* 20% 30%
2350 CH - - 70% 50%
*ndo houve alteragdo
CONCLUSOES

Os dados obtidos mostram que o fungo T. versicolor foi capaz de degradar
parcialmente o tamoxifeno, no entanto, € necessario realizar mais pesquisas para
analisar se realmente houve uma diminuicdo da toxicidade. E em relacdo ao
tratamento de fitorremediacdo em wetland construido, a alteragdo quimica ocorreu
em menor quantidade comparado ao tratamento com fungo.
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