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RESUMO

CARVALHO, Viviane da Silva. Identificacédo e avaliacao toxicologica dos subprodutos de
desinfec¢do da clorexidina. 2022. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em Sustentabilidade) — Escola
de Artes, Ciéncias e Humanidades, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2022. Versdo
corrigida.

O biocida clorexidina é amplamente empregado como desinfetante e conservante em diversos
produtos de uso humano e veterinario e ja foi detectado em sedimentos, dguas superficiais e
subterraneas, bem como, em efluentes de estacdes de tratamento. Por ser uma base catibnica, a
clorexidina tem potencial de interagir com o cloro usado durante o tratamento das aguas
convertendo-se a subprodutos de desinfec¢do (DBPs, do inglés Disinfection By-Products), os
quais podem ser mais toxicos do que a molécula precursora. Com base nisso, esse trabalho teve
como objetivo estudar o comportamento deste biocida em meio clorado e avaliar a toxicidade
dos eventuais DBPs formados. Para isso, foram realizados experimentos com uma solucao de
clorexidina a 5 mgL™, a qual foi submetida a diferentes condigGes: concentragéo de cloro, pH,
temperatura, tempo reacional e auséncia/presenca de luz. As anélises das solugdes foram feitas
por HPLC-MS, com o uso de uma coluna Shim-pack XR-ODS |1 (100 x 3,0 mm x 2,2 um) e
fase movel composta por agua e acetonitrila, ambos com 0,1% de &cido formico. Os testes
toxicoldgicos foram realizados pelos modelos preditivos de Relagdes Estrutura-Atividade
Quantitativas (QSAR) presentes na plataforma VEGA. Os experimentos de degradacdo
mostraram que a molécula de clorexidina interagiu com o cloro formando 30 DBPs, sendo que
alguns se formam em condi¢des especificas, enquanto outros se formam em diferentes faixas
de pH, concentracdo de cloro e tempo reacional. Constatou-se que tais variaveis (pH,
concentracdo de cloro e tempo reacional) influenciam no comportamento da clorexidina e na
formacédo dos DBPs, enquanto a temperatura e a presenca/auséncia de luz foram variaveis ndo
significativas. A avaliagdo toxicologica dos DBPs da clorexidina por meio dos modelos
preditivos mostraram que alguns desses DBPs podem apresentar efeitos de mutagenicidade,
carcinogenicidade e toxicidade para organismos aquaticos. Destes 30 DBPs avaliados,
destacam-se os DBPs 6, 8 e 17 que apresentaram atividade em muitos dos modelos preditivos
e se formam em diversas condi¢des de clora¢do. Contudo, muitos DBPs ficaram fora do
dominio de aplicabilidade dos modelos, evidenciando a necessidade de mais estudos

ecotoxicoldgicos acerca do biocida clorexidina e seus subprodutos.

Palavras-chave: Biocidas. DBPs. Cloragdo. Contaminantes emergentes. QSAR.



ABSTRACT

CARVALHO, Viviane da Silva. Identification and toxicological evaluation of chlorhexidine
disinfection by-products. 2022. 80 p. Dissertation (Master of Sustainability) — School of Arts,
Sciences and Humanities, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2022. Corrected version.

The chlorhexidine biocide is widely used as a disinfectant and preservative in several products
for human and veterinary use and has already been detected in sediments, surface and
groundwater, as well as in effluents from treatment plants. As a cationic base, chlorhexidine
has the potential to interact with the chlorine used during water treatment, converting it to
Disinfection By-Products (DBPs), which can be more toxic than the precursor molecule. Based
on this, this work aimed to study the behavior of this biocide in chlorinated medium and
evaluate the toxicity of any DBPs formed. For this, experiments were carried out with a 5 mgL"
! chlorhexidine solution, which was subjected to different conditions: chlorine concentration,
pH, temperature, reaction time and absence/presence of light. The analyzes of the solutions
were performed by HPLC-MS, using a Shim-pack XR-ODS Il column (100 x 3.0 mm x 2.2
pm) and a mobile phase composed of water and acetonitrile, both with 0.1% formic acid.
Toxicological tests were performed by predictive models of Quantitative Structure-Activity
Relationships (QSAR) present in the VEGA platform. The degradation experiments showed
that the chlorhexidine molecule interacted with chlorine forming 30 DBPs, some of which are
formed under specific conditions, while others are formed in different ranges of pH, chlorine
concentration and reaction time. It was found that such variables (pH, chlorine concentration
and reaction time) influence the behavior of chlorhexidine and the formation of DBPs, while
temperature and the presence/absence of light were non-significant variables. The toxicological
evaluation of chlorhexidine DBPs through predictive models showed that some of these DBPs
may have mutagenicity, carcinogenicity and toxicity effects for aquatic organisms. Of these 30
DBPs evaluated, DBPs 6, 8 and 17 stand out, which showed activity in many of the predictive
models and formed under different chlorination conditions. However, many DBPs were outside
the domain of applicability of the models, highlighting the need for more ecotoxicological

studies on the biocide chlorhexidine and its by-products.

Keywords: Biocides. DBPs. Chlorination. Emerging contaminants. QSAR.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTAMINANTES EMERGENTES

As questBes ambientais comecaram a ganhar destaque a partir da Conferéncia das
Nacdes Unidas sobre o Desenvolvimento e Meio Ambiente, ocorrida em 1972 em Estocolmo.
Nesta conferéncia foram discutidos temas como poluicdo atmosférica, poluicdo da agua e do
solo, além da criacdo do Programa das Nacdes Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA)
(CETESB, 2022). A partir deste marco e de perspectivas cientificas sobre a interdependéncia
da sociedade e do meio ambiente, na década de 1980, surgiu o conceito de Desenvolvimento
Sustentavel e diversos outros tratados visando a preservacdo ambiental e a sustentabilidade
passaram a ser estabelecidos (KATES, 2011). Entre eles estad a Conferéncia da ONU sobre meio
ambiente e desenvolvimento, conhecida como Ri0-92, ocorrida no Rio de Janeiro no ano de
1992. Nesta conferéncia foi criada a Agenda 21, posteriormente reformulada para a Agenda
2030, na qual constam os 17 Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS), como pode ser
observado na Figura 1 (ODS BRASIL, 2022; MMA, 2022).

Figura 1: 17 Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel

ERRADICACAO ) FOME ZERO SAUDE E EDUCAGAO DE IGUALDADE AGUA POTAVEL
DA POBREZA E AGRICULTURA BEM-ESTAR QUALIDADE DE GENERO E SANEAVENTO

< | v~ | M v

TRABALHO DECENTE INDUSTI}IA, ‘I REDUGAO DAS 11 CIDADES E 1 2 CONSUMO E
E CRESCIMENTO INOVAGAO E DESIGUALDADES COMUNIDADES PRODUGAO

ECONOMICO INFRAESTRUTURA A SUSTENTAVEIS RESPONSAVEIS

i > || CO

1 5 VIDA ‘I PAZ JUSTICA E ‘I 7 PARCERIAS
TERRESTRE INSTITUIGOES E MEIOS DE

EFICAZES Y IMPLEMENTAGAO OBJ ETI\F'%S

DE DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL

Dentre os objetivos da Agenda 2030, o objetivo 3 se relaciona com a saude e qualidade

‘I AGAO CONTRA A ‘I 4 VIDA NA

MUDANGA GLOBAL AGUA

DO CLIMA

Fonte: ODS BRASIL (2022).

de vida buscando assegurar uma vida saudavel e promover o bem-estar para toda a populacéo,
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sendo que um de seus pontos € reduzir o nimero de mortes e doengas causadas por produtos
quimicos perigosos, contaminacao e poluicdo do ar, da &gua e do solo (ODS BRASIL, 2022).

O objetivo 6 se relaciona com agua potavel e saneamento buscando garantir
disponibilidade da agua e saneamento para todos. Tem como base alcancar o acesso universal
e equitativo a agua potavel e segura, bem como melhorar a qualidade da agua, reduzir a
poluicdo, eliminar o despejo e minimizar a liberacdo de produtos quimicos e materiais
perigosos, reduzindo a proporcao de aguas residuais ndo tratadas e aumentando a reciclagem e
reutilizacdo (ODS BRASIL, 2022).

Em relacdo a contaminacdo das aguas, os contaminantes emergentes tém levantado
preocupacOes acerca de seus riscos para a salude humana e os ambientes aquaticos. Esses
compostos sdo substancias quimicas, sintéticas ou naturais, presentes nos produtos de uso
cotidiano e englobam tanto moléculas que estdo sendo comercializadas recentemente quanto
moléculas ja empregadas hd muitas décadas, mas que ainda ndo possuem regulamentacdo
(CAREGHINI et al., 2015).

Apesar de todas as matrizes ambientais estarem suscetiveis a contaminacao por estas
substancias, 0 ambiente aquético € o mais afetado. O langcamento dessas substancias nos corpos
d’agua ocorrem por diversas vias de descarte, tais como, lancamento de efluentes e esgotos
domeésticos, industriais e hospitalares diretamente nas aguas e descarte de embalagens e/ou
produtos no solo que pelo do processo de escoamento e infiltracdo alcangam o meio aquatico
(LIU; WONG, 2013; CORSELLAS, 2015; HAMZA, 2016).

Nas ultimas décadas avaliacbes sobre a seguranca do uso e eliminacdo destas
substancias vém ganhando destaque, devido a sua persisténcia em ambientes aquaticos e seus
efeitos nocivos, tais como, desregulacéo enddcrina, carcinogenicidade, citotoxicidade e inducao
de resisténcia bacteriana (LIU; WONG, 2013; HE et al., 2016; YANG et al., 2017).

Além da nocividade destas substancias para o meio ambiente, dados da literatura
mostram ainda que muitos destes poluentes ndo sdo removidos completamente das aguas pelos
atuais métodos empregados nas estacOes de tratamento de agua e esgoto. Apds as etapas de
tratamento muitas destas substancias sdo detectadas com suas estruturas originais ou
convertidas em subprodutos (LIU et al., 2017; YANG et al., 2017).

Ha diversas classes de substancias detectadas como poluentes em matrizes ambientais
entre elas farmacos, produtos de higiene pessoal e os biocidas.

Os biocidas sdo substancias utilizadas em produtos comerciais para destruir ou inibir
quaisquer organismos indesejados, podendo ser classificados, de acordo com seu padréo de uso,

como: desinfetantes, conservantes, controle de pragas e outros produtos biocidas (LIU et al.,
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2017). Apesar de sua utilizacéo estar regulamentada por legislagdes nacionais e internacionais,
como a regulamentacdo n°® 34/2010 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria)
que trata sobre produtos saneantes desinfetantes e a resolucdo n° 528/2012 da Unido Europeia
que trata sobre produtos biocidas, dados sobre sua rota de transporte e comportamento nas aguas
ainda sdo escassos (ECHA, 2012).

Os biocidas tém despertado interesse nos ultimos anos devido aos seus efeitos na biota
de ambientes em que estao presentes, visto que podem atuar sobre 0s microrganismos aquaticos
da mesma forma que agem sobre os patégenos humanos (ALENCAR et al., 2019). Um dos
microrganismos comprovadamente afetado pelos antimicrobianos s&o as cianobactérias. Estudo
desenvolvido por Alencar et al. (2019) mostrou os potenciais efeitos dos residuos biocidas nas
cianobactérias em virtude da semelhanca morfoldgica e bioquimica desses organismos com
outras bactérias. Apesar de serem as principais responsaveis pelo processo de eutrofizacdo, a
alteracdo da populacdo de cianobactérias, ocasionada por compostos antimicrobianos, pode
interferir negativamente no equilibrio do ecossistema aquético. As cianobactérias sdo parte
fundamental do ecossistema aquatico, estando presentes na base das cadeias tréficas como
produtores primarios. Além disso, participam de importantes ciclos biogeoguimicos, como o
ciclo do carbono, onde atuam como fixadoras de carbono pelo processo de fotossintese e do
ciclo do nitrogénio, no qual as cianobactérias fixam o nitrogénio atmosférico convertendo-o em
amonio que sera utilizado nas reacfes bioldgicas, podendo também associarem-se a outros
organismos para realizar este processo de fixacdo de nitrogénio (PINOTTI; SEGATO, 1991;
FERRAO-FILHO; BRANDAO, 2008; MOLICA; AZEVEDO, 2009).

Dentre esses biocidas, cuja presenga tem sido frequentemente relatada no ambiente
aquatico e que tem levado a alteracGes nas populagdes de microrganismos e cianobactérias, esta

a clorexidina.

1.2 CLOREXIDINA

Caracterizada pela presenca de dois anéis de clorofenol e dois grupos bisguanidas
ligados por uma cadeia de hexametileno (Figura 2), a clorexidina é um biocida que possui um
amplo espectro de acdo, atuando em microrganismos gram-positivos e em gram-negativos,
sendo que 0s gram-positivos sdo mais suscetiveis a sua acdo. (BARBIN, 2008; HORTENSE et
al. 2010).
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Figura 2 - Molécula de Clorexidina
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Fonte: Autoria propria.

Em virtude da sua consideravel atuacao antibacteriana de amplo espectro, a clorexidina
vem sendo um dos principais biocidas regulamentado a ser utilizado no Brasil e no mundo e
estd na lista de Medicamentos Essenciais da Organizacdo Mundial da Salde (ZANATTA;
ROSING, 2007; HORTENSE et al., 2010; WHO, 2019).

Por ser praticamente insolGvel em &gua, geralmente é utilizada na forma de sal, sendo o
digluconato de clorexidina a forma mais utilizada (LIM; KAM, 2008; HORTENSE et al., 2010;
KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ, 2015).

Seu emprego é feito na forma de formulacbes desinfetantes e antissépticas para
desinfecdo e esterilizacdo de superficies inanimadas e tecidos vivos, respectivamente, com
aplicacdo em especial para ambientes hospitalares e odontoldgicos. E utilizada também na
forma de conservante de diversos produtos comerciais (cremes, pastas de dentes, desodorantes,
shampoo, preservativos, entre outros) (AZEVEDO et al., 2019; BESCOS et al., 2020).
Recentemente, a Organizacdo Mundial da Saude recomendou o uso de gel antisséptico a base
de clorexidina para aplicacdo em cordao umbilical (DRAIKO et al., 2021).

Devido a seu uso em diferentes aplicagdes esse composto é amplamente descartado por
industrias, hospitais e por usos domésticos, podendo chegar aos ambientes aquaticos em sua
forma livre ou como metabolitos (AZEVEDO et al., 2019).

Estudos em diferentes locais tém mostrado a presenca de clorexidina em aguas
superficiais e efluentes. Alguns desses estudos indicaram ainda que os procedimentos utilizados
nas estagbes de tratamento ndo removem completamente este biocida (YAVUZ, 2013,

OSTMAN et al., 2017; AZEVEDO et al., 2019). A Tabela 1 relne tais estudos, bem como as

concentragdes de clorexidina encontradas em cada um deles.
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Tabela 1 - Deteccdo da clorexidina em diferentes matrizes aquéticas

Local estudado  Tipo de amostra Concentragao de Referéncia
clorexidina detectada
(Ho/L)

Canada Estacdo de 0,0339 a 4,470 (dgua que ECCC, 2019
tratamento de entra para o tratamento)
agua 0,0188 a 0,448 (agua que

sai do tratamento)

Argentina Efluentes 382 AZEVEDO et
hospitalares al., 2019
tratados

Suécia Estacdo de 1,305 (4gua que entra ~ OSTMAN et al.,
tratamento de para o tratamento) 2017
agua 0,028 (agua que sai do

tratamento)

Turquia Aguas 0,0014 a 0,01
superficiais YAVUZ, 2013
Estacédo de 0,0016 a 0,0024

tratamento de
agua residuais

Japéo Estacédo de 85a 1940 MATSUSHIMA;
tratamento de SAKURALI, 1984
aguas

hospitalares

Fonte: Autoria prdpria.

Apesar de ser considerada atoxica para 0s seres humanos, por possui baixa toxicidade
sistémica, € classificada como ambientalmente perigosa para o ambiente aquéatico (BARBIN,
2008; HORTENSE et al., 2010; SARKAR et al., 2014).

O Artigo 19° do Regulamento para Produtos Biocidas da Unido Europeia n° 528/2012
dispde de uma série de critérios que o produto biocida deve contemplar, dentre eles: ndo
apresentar efeitos de resisténcia ou resisténcia cruzada nos organismos alvo; nem o produto
biocida e nem seus residuos devem apresentar efeitos adversos na salde dos seres humanos e
dos animais, seja de forma direta ou por meio da agua potavel, alimentos ou pelo ar; tanto o
biocida quanto seus residuos ndo devem apresentar efeitos nocivos ao meio ambiente, levando-
se em conta: o destino e a distribuicdo do produto no ambiente, a contaminagdo das aguas
superficiais, subterraneas e agua potavel, o seu impacto nos organismos nao alvos, na
biodiversidade e no ecossistema (ECHA, 2012).
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Dados divulgados pela Environment and Climate Change Canada (ECCC), pelo
documento Screening Assessment Chlorhexidine and its Salts, mostram que a clorexidina pode
ser persistente em agua, sedimento e solo. Além disso, esse documento apresenta dados de
estudos toxicoldgicos agudos e crbénicos sobre os efeitos da clorexidina em organismos
aquaticos. Os dados toxicoldgicos agudos indicam que essa substancia é toxica para algas e
microcrustaceos e pode causar efeitos adversos em peixes. Quanto aos estudos toxicoldgicos
crénicos, os dados indicam que a clorexidina pode levar a eliminagéo de protozoarios, além de
mudancas na biomassa de algas, cianobacterias e bactérias (ECCC, 2019).

Além desse documento da ECCC, outros estudos também verificaram os efeitos da
clorexidina sobre organismos aquaticos. Nufiez e Moretton (2007) desenvolveram um estudo
acerca da resisténcia bacteriana a produtos desinfetantes em aguas residuais de um hospital em
Buenos Aires e concluiram que a clorexidina pode desencadear uma resisténcia em diversas
familias de bactérias.

Um estudo sobre os efeitos letais e sub letais da clorexidina sobre organismos aquaticos
foi desenvolvido por Jesus et al. (2013). Nesse estudo, utilizou-se 0s organismos modelo: a
bactéria Vibrio fischeri, a alga Pseudokirchneriella subcapitata, o crustdceo Daphnia magna e
0s embrides do peixe Danio rerio, onde foi verificado que a clorexidina apresentou alta
toxicidade para os espécimes de algas e crustaceos testados e baixa toxicidade para peixes e
bactérias. Os autores alertam para a necessidade de mais estudos sobre a toxicidade da
clorexidina, pois seus efeitos sobre algas e crustdceos sdo preocupantes, visto que estes
organismos estdo na base das cadeias alimentares aquaticas.

Azevedo et al. (2019) realizaram um estudo acerca dos efeitos da clorexidina sobre o
crescimento e producédo de clorofila em algumas cepas de cianobactérias. Nesse estudo, 0s
autores isolaram duas cepas de cianobactérias presentes em um lago localizado em uma éarea de
protecdo ambiental em Minas Gerais e utilizaram solucdo padréo de clorexidina para a
realizacdo dos experimentos. A partir disso, constatou-se que, dependendo da concentracdo de
clorexidina, algumas espécies de cianobactérias podem ter sua producéo de clorofila inibida.
Além disso, esse estudo ressalta que a escassez de dados sobre a concentragdo de clorexidina
no meio ambiente é preocupante do ponto de vista do impacto ambiental que essa substancia

pode causar.

1.3 PROCESSO DE CLORACAO
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Para a remocdo de organismos patogénicos e de moléculas organicas indesejaveis,
durante o processo de desinfecao nas estacGes de tratamento de aguas, o gas cloro e o hipoclorito
sdo agentes mais comumente aplicados em todo o mundo, devido aos seus altos potenciais de
oxidacdo (1,36 e 1,49 Volts, respectivamente) (TOMINAGA; MIDIO, 1999; MEYER, 1994;
PINTO; BALTAZAR, 2020).

A reacdo destes agentes com as aguas de abastecimento (que apresentam valores de pH
entre 5 a 10) d&o origem ao acido hipocloroso (HOCI) e ao ion hipoclorito (OCI) (DEBORDE;
GUNTEN, 2008).

O HOCI é a principal espécie de cloro reativa atuante durante o processo de desinfecc¢éo.
As reacdes desta espécie com 0s compostos organicos presentes nas dguas, especialmente as de
oxidacdo, adicdo e substituicdo eletrofilica, sdo as responsaveis pela degradacéo dos poluentes
durante o processo de desinfeccdo (DEBORDE; GUNTEN, 2008).

A reatividade do cloro é condicionada e limitada pelos grupos funcionais presentes nas
moléculas organicas, podendo gerar oxidagcdo completa da molécula ou degradacdo parcial da
mesma (DEBORDE; GUNTEN, 2008).

Quando a oxidacdo é completa sdo gerados como subprodutos o gas carbonico, ions
diversos (provenientes das estruturas destas moléculas) e espécies de cloro (HOCI e OCIY)
excedentes, definidas como cloro residual livre (MEYER, 1994; DEBORDE; GUNTEN, 2008).

As legislacbes de potabilidade de aguas nacional e internacional preconizam que o
processo de desinfecgdo seja realizado com teores de cloro na faixa de 0,2 a 2 mgL™ e que, apds
o tratamento, a agua deve conter, em qualquer ponto do sistema de abastecimento, um teor
minimo de cloro residual livre de 0,2 mgL™? e um méaximo de 5 mgL? (WHO, 2011;
MINITERIO DA SAUDE, 2017).

Quando a oxidacdo € parcial, as espécies de cloro podem reagir com 0s compostos
organicos gerando subprodutos (MEYER, 1994).

Quando aménia e/ou compostos nitrogenados estdo presentes nas aguas pode ocorrer a
formacdo de cloraminas (monocloramina, dicloramina e tricloramina) ou tricloreto de
nitrogénio. Estas substancias cloradas sdo denominadas de cloro residual combinado e por
serem extremamente toxicas seus teores maximos em daguas tratadas sdo regulamentados
(MEYER, 1994).

No entanto, dependendo da estrutura dos compostos organicos naturais e/ou poluentes
presentes nas aguas outras substancias derivadas podem ser formadas, sendo denominadas de
subprodutos de desinfeccdo (DBPs). Os DBPs mais frequentemente relatados sdo os

trihalometanos (THMs) e &cidos haloacéticos (HAAS), no entanto, dados da literatura mostram
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que vérios outros DBPs podem se formar a partir da reagdo entre o cloro e os diferentes
poluentes encontrados em aguas (DEBORDE; GUNTEN, 2008).

Deborde e Gunten (2008) descreveram as reagdes e os DBPs formados pelo cloro com
diversos compostos organicos e inorganicos, dentre eles alguns desreguladores enddcrinos e
produtos farmacéuticos. Esses autores relataram a possibilidade de o cloro reagir com a
molécula de poluente por diferentes vias, dependendo dos grupos funcionais presentes no
composto. Além disso, os autores alertam para a necessidade de investigar se a cloracdo da agua
potavel é benéfica para minimizar a exposi¢do humana a esses compostos.

Estudos mostram que os DBPs estdo associados a doencas e disfungfes nos organismos
Vivos e por isso nos ultimos anos a concentracdo maxima permitida destes subprodutos em
aguas potaveis tem sido estabelecida por agéncias regulamentadoras de diversos paises
(MEYER, 1994). Meyer (1994) relatou a formacdo de THM e seus efeitos carcinogénicos em
animais e em humanos. Neste estudo é apontada a relagdo entre THM e a ocorréncia de cancer
de estdbmago e cancer de cdlon em humanos. Pinto e Baltazar (2020) alem de descreverem o
desenvolvimento de cancer associado aos niveis de THMs na agua, também apontaram alguns
estudos que indicam que a exposi¢cdo a THMSs pode ser associada a infertilidade de homens.

Hamidin et al. (2008) analisaram as concentracdes de exposi¢do e os efeitos adversos
de 6 DBPs presentes em &gua potavel clorada. Dentre esses DBPs estédo triclorometano (TCM),
bromodiclorometano (BDCM), dibromoclorometano (DBCM) e tribromometano (TBM). Esses
autores determinaram que alguns desses DBPs estudados sdo detectados em concentracdes
maiores que a permitida pela Organizacdo Mundial da Saude, sendo sua formacéo influenciada
por caracteristicas fisicas e quimicas da agua, como pH e temperatura, bem como pelo processo
de cloracdo da agua nas estacOes de tratamento. Os testes toxicoldgicos realizados em animais
mostraram que todos esses DBPs causam efeitos adversos na reproducdo e desenvolvimento
dos organismos testados, sendo que alguns DBPs podem ser carcinogénicos, como o TCM. Para
humanos o resultado foi semelhante, mostrando que esses compostos podem desencadear
diversos tipos de doencas dependendo de sua concentracdo e do tempo de exposicao a esses
DBPs (HAMIDIN et al., 2008).

Em relagdo a clorexidina, estudos mostram que ela é extremamente reativa, sofrendo
degradacéo parcial pelo processo de hidrolise quando exposta por longos periodos (7-14 dias)
em uma ampla faixa de temperatura (36,5 — 90°C) e pH entre 0,5 e 9,0. Sob condic6es de
cloracéo, a sua degradacéo tem como principal DBP a p-cloroanilina (PCA) (ZONG; KIRSCH,
2012). A PCA é rapidamente absorvida e metabolizada pelo organismo, sendo considerada
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carcinogénica, pois ha interagdo do PCA com a hemoglobina e as proteinas do figado e do rim
por meio de ligacGes covalentes (ZONG; KIRSCH, 2012).

Apesar dos DBPs ja serem relatados em amostras de aguas ha décadas, ainda ndo ha
estudos sobre a reacdo da clorexidina com cloro nas condicdes aplicadas nas estacGes de
tratamento de &gua.

A andlise desses DBPs pode ser feita por diversas técnicas analiticas e 0 avan¢o da
sensibilidade de tais técnicas, como a cromatografia liquida, tem permitido a sua deteccéo

mesmo em baixas concentracdes.

1.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA

A cromatografia liquida teve seu inicio na década de 1950 e desde entdo essa técnica
tem avancado sendo impulsionada pelo desenvolvimento de colunas mais eficientes, seletivas
e estaveis. Esses avancos possibilitaram também o desenvolvimento da cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), ou High Performance Liquid Cromatography (HPLC), que € uma
técnica muito utilizada para andlises quimicas ambientais. Por se tratar de uma técnica de
analise muito sensivel e precisa, a CLAE é muito empregada no monitoramento de poluentes
em agua, tendo em vista que estes poluentes se encontram em baixas concentragdes (na ordem
de pgLt e ngt). A CLAE atua separando compostos organicos em misturas complexas, sendo
gue essa separacdo ocorre com base nas propriedades fisico-quimicas dos compostos
(MALDANER; JARDIM, 2009; SILVA; COLLINS, 2011)

A separacdo dos compostos ocorre pela sua interacdo com a fase estacionaria (presente
na coluna) e a fase movel (solventes). A coluna geralmente é composta por microparticulas de
silica ou silica modificada com grupos organicos, como cadeias de carbono (denominadas de
coluna Cg e C1sg), grupo ciano e grupo fenila. As fases moveis mais comumente empregadas nas
analises séo misturas de metanol e agua (MeOH:H20) ou acetonitrila e agua (ACN:H20), puras
ou com adicéo de modificadores, como acido formico, acetato de amoénio, amdnia, entre outros.
A adicdo desses modificadores na fase mdvel tem como objetivo favorecer o processo de
ionizacdo dos analitos pelo ajuste de pH do meio, assim, as interagdes da amostra com a fase
movel e a fase estacionaria € melhorada (SILVA; COLLINS, 2011). Quando os compostos da
amostra entram em contato com microparticulas da fase estacionaria, 0s que possuem maior
interacdo ficam mais tempo retidos na coluna e os que possuem menos interacdo fluem mais

rapidamente com a fase mével (COLLINS et al., 2006).
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A CLAE pode ser utilizada individualmente ou acoplada a outras técnicas de anélise,
sendo que o espectrdmetro de massas (EM) ou Mass Spectrometry (MS) é uma das técnicas
mais utilizadas no acoplamento devido aos bons limites de deteccdo, aléem da possibilidade de
confirmacéo estrutural dos compostos analisados (SILVA; COLLINS, 2011). Os componentes
da mistura que foram separados pela CLAE séo introduzidos no espectrOmetro de massas, em
seguida sdo ionizados e separados na relacdo massa/carga (m/z). O método de ioniza¢do mais
utilizado é a ionizacéo por eletronebulizacdo (ESI, do termo em inglés Electrospray ionization)
por se tratar de uma forma de ionizacdo mais versatil para analitos com polaridade mediana a
muito polares e pouco volateis, como é o caso da maioria dos farmacos. Nesse método as
moléculas da amostra, eluidas da coluna do cromatdgrafo, séo direcionadas para um capilar
mantido numa voltagem de 3 a 6 kV, onde o liquido é nebulizado e forma goticulas. A aplicacdo
de um forte campo elétrico na superficie destas goticulas leva a ionizacdo da molécula.
Posteriormente, as moléculas da amostra perdem um elétron, gerando um radical molecular
(M), ou se ionizam de modo positivo/negativo pela adi¢do ou remogdo de protons, gerando um
fon molecular ([M+H]* ou ([M-H]") (SILVERSTEIN et al., 2005; SILVA; COLLINS, 2011).

A partir da analise por LC-MS sequencial (tandem mass spectrometry, em inglés) a
molécula de interesse pode ser submetida a maltiplas fragmentaces para determinacdo de
estruturas desconhecidas. Com base nisto, os ions que foram formados inicialmente sdo
separados pela relacdo massa-carga na primeira etapa da espectrometria de massas (MS1). Os
ions de interesse sdo selecionados (ions precursores) e fragmentados gerando seus ions
produtos. Por fim, os ions produtos séo entdo separados e detectados em uma segunda fase de
espectrometria de massas (MS2). Este segundo processo de ionizacdo pode ser feito por
diferentes processos, como dissociacdo induzida por colisdo, reacdo ibnica-molécula,
fotodissociacdo, entre outros. H& diferentes maneiras de se fazer a sele¢do e o monitoramento
dos ions quando o espectrémetro de massas € do tipo quadrupolo. No modo de varredura (full
scan, em inglés), o primeiro quadrupolo Q1 é configurado para selecionar um ion de uma massa
conhecida, que é fragmentada em Q2. O terceiro quadrupolo Q3 é entdo configurado para
escanear todo o intervalo m/z e fornece informagcOes sobre os fragmentos gerados
(SILVERSTEIN et al., 2005; COLLINS et al., 2006).

Diversos estudos tém sido apresentados na literatura para a determinacdo de poluentes
emergentes em matrizes aquosas, utilizando métodos analiticos por CLAE com detecc¢éo por
ESI-MS (YAVUZ et al., 2015; ZHANG et al., 2015; OSTMAN et al., 2017; FERNANDES,
2018). Os métodos analiticos utilizando HPLC-ESI-MS/MS podem atingir limites de deteccéo
e quantificacio na ordem de ngL* (SILVA; COLLINS, 2011).
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De acordo com Zhang et al. (2015), a combinacdo dessas técnicas com tal modo de
ionizacdo é normalmente empregado para determinar tracos de compostos quaternarios de
amonio em amostras ambientais. Esta técnica vem sendo empregada também para determinacgéo
de clorexidina em aguas residuais e efluentes tratados, como pode ser visto nos estudos de
YAVUZ et al. (2015) e OSTMAN et al. (2017), mencionados na Tabela 1.

A determinacdo desses poluentes em amostras ambientais, pelas técnicas analiticas
mencionadas, possibilita a analise de suas caracteristicas e riscos para 0 meio ambiente e 0s

organismos por meio dos testes toxicologicos.

1.6 TESTES TOXICOLOGICOS

A regulamentacdo de uma substancia quimica como poluente em um compartimento
ambiental é realizada a partir da avaliacdo de risco a saide humana e ao meio ambiente, bem
como seu potencial de bioacumulagéo, seu transporte e destino nos diferentes compartimentos
ambientais e sua concentracao no ambiente. Esses estudos envolvem diferentes areas da ciéncia
e sdo fundamentais para se conhecer o0s riscos associados a exposi¢cdo de novos compostos
(MONTAGNER et al., 2017).

O efeito nocivo que uma determinada substancia, presente no meio ambiente, exerce
sobre individuos, popula¢des e comunidade de organismos (plantas, animais, peixes, bactérias,
etc.), além do ser humano, é determinado por meio dos estudos toxicoldgicos. Neste estudo o
causador do efeito toxico é denominado de agente quimico, 0 meio onde ocorre a interacdo do
agente quimico € denominado de sistema organico e as consequéncias resultantes desse
processo para 0 meio ambiente € a nocividade. Testes toxicologicos sdo exigidos atualmente
por diversos 6rgdos ambientais nacionais e internacionais visando determinar a qualidade de
aguas e efluentes (COSTA et al., 2008).

Os testes que empregam organismos vivos sdao denominados de bioensaios. Os
bioensaios determinam o grau ou o efeito bioldgico da substancia teste em uma cultura de
células vivas ou em um organismo-teste. Dependendo do tempo de exposicdo do organismo-
teste a substancia testada, o bioensaio pode ser classificado como agudo ou crdnico. Os testes
de toxicidade aguda séo realizados com a utilizacdo de uma Unica dose da substancia testada
ou ap6s maltiplas dosagens em até 24 horas; a resposta negativa eventualmente obtida durante
este teste ndo significa, no entanto, que a substancia nao seja toxica para este organismo. Testes
de exposicdo prolongada, denominados de ensaio de ecotoxicidade crbnica, sdo entdo

executados, visando confirmar estes resultados de seguranca. Os testes de toxicidade cronica
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séo realizados em fungdo do tempo de vida do organismo e mostra CENO (concentragéo de
efeito ndo observado) e CEO (concentragéo de efeito observado) (COSTA et al., 2008).

A escolha dos seres vivos utilizados durante os bioensaios é definida pelos parametros
como: se 0s mesmos sao de grande representacdo ecologica, se sua constituicdo bioldgica é bem
definida e se apresentam facilidade de cultivo em laboratorio. Roedores, bactérias, algas,
crustaceos e peixes sdo 0s organismos mais comumente utilizados. No entanto, a fim de evitar
0 Uuso excessivo e aleatorio de testes em animais, agéncias reguladoras tém incentivado o
desenvolvimento e uso de métodos alternativos para a determinacdo de informacdes sobre a
seguranca de substancias quimicas. O uso de métodos de testes alternativos ndo baseados em
animais foi previsto no Regulamento de Produtos de Biocidas N° 528/2012 UE (ECHA, 2012).

Um dos métodos alternativos que vém ganhando destaque sdo os modelos preditivos.
Os modelos baseados na relacdo estrutura-atividade (SAR, do termo em inglés Structure-
Activity Relationship), sdo alternativas amplamente reconhecidas aos métodos classicos in vivo.
A SAR ¢ baseada no conceito em que a atividade biol6gica de uma substancia quimica alvo
pode estar relacionada a sua estrutura molecular. Quando essa atividade é quantificavel, esta
relacdo é determinada pelo método QSAR (do termo inglés, Quantitative Structure-Activity
Relationship). Um modelo QSAR usa os dados reais e conhecidos de toxicidade experimental
de varias substancias quimicas para construir uma estrutura de modelo que vincula a toxicidade
observada experimentalmente com detalhes moleculares, a fim de prever a toxicidade das
substancias em estudo (CASSANO et al., 2014; CAPPELLLI et al., 2015; BENFENATI et al.,
2020; BLAZQUEZ et al., 2020; BOUHEDJAR et al., 2020).

Diversas plataformas estdo disponiveis atualmente para a aplicacdo dos modelos SAR e
QSAR, incluindo a VEGA-QSAR. O VEGA ¢ uma plataforma gratuita que rene diferentes
modelos, os quais avaliam o grau de toxicidade dos compostos. Para cada modelo, um conjunto
de caracteristicas quimicas (fragmentos moleculares ou grupos funcionais) que exibem uma
correlacdo estatisticamente relevante com o modelo selecionado é usado para avaliar as
informacdes de toxicidade da substancia alvo (BENFENATI et al., 2020).

Um modelo QSAR é considerado valido se: i) o modelo for reconhecido como
cientificamente valido; ii) a substancia testada estiver dentro do dominio de aplicabilidade do
modelo; iii) os resultados estiverem adequados para classificacdo, rotulagem e para avaliacéo
de risco; e iv) a documentacdo adequada dos metodos for fornecida (CAPPELLI et al., 2015;
BLAZQUEZ et al., 2020).

Dentro do conceito dos biocidas, considerando o impacto destas substancias e dos seus

metabolitos, produtos de degradacéo e transformacéo que séo liberados para o meio ambiente,
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modelos computacionais especificos que permitem estimar o impacto deste tipo de substancias
nos organismos de agua doce j& existem. Estes modelos estdo implementados em ferramentas

consolidadas na area de toxicologia computacional, como a plataforma VEGA e 0 ToxRead.



30

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo geral desse estudo foi verificar o comportamento e a rota de degradacao do

biocida clorexidina em meio clorado, bem como avaliar a toxicidade dos subprodutos formados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- determinar a rota de transformacdo da clorexidina em meio clorado, mediante
simulacdo das condicGes aplicadas nas estacfes de tratamento agua;

- detectar e elucidar a estrutura dos subprodutos de degradacéo da clorexidina formados
em meio clorado;

- avaliar a toxicologia desses subprodutos, pelos modelos preditivos QSAR.
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3 METODOS

3.1 REAGENTES E PADROES

Para os experimentos da clorexidina em meio clorado foram utilizados: padrdao de
digluconato de clorexidina, grau de pureza 98%, da marca Fagron (solucao a 20%); hipoclorito
de sodio, grau P.A., da marca Nalgon (teor de cloro livre de 10-12%); 4gua ultrapura, obtida
pelo sistema de purificacdo de dgua da marca Megapurity (resistividade 18.2 MQ cm);
hidroxido de sédio, grau P.A., da marca Quimica Nova.

Para as andlises do LC-MS foram utilizados acido férmico, grau HPLC, da marca

Sigma-Aldrich e acetonitrila, grau HPLC, da marca J.T. Baker.

3.2 INSTRUMENTOS

As analises foram realizadas em um cromatografo liquido acoplado a um espectrometro
de massas. O cromatdgrafo ¢ da marca Shimadzu, consistindo de: duas bombas, modelo LC-
20AD XR; um injetor automatico, modelo SIL-20AXR; um forno, modelo CTO-20A; uma
controladora, modelo CBM-20A e¢ um detector UVVis/ DAD, modelo SPD-M20A. O

espectrometro de massas também ¢ da marca Shimadzu, modelo LCMS 8030.

3.3 SOLUCAO DE CLOREXIDINA

Para os experimentos de clorexidina em meio clorado foi utilizada uma solucdo de
digluconato de clorexidina na concentragdo de 5,0 mgL"' para facilitar a detec¢io no
equipamento, pois com concentragdes menores ha dificuldade de detecg¢do. Essa solugdo foi
obtida a partir da dilui¢ao de 100 pL do padrao de digluconato de clorexidina a 20% para 100
mL de 4gua deionizada (gerando uma solucio estoque de 200 mgL™'). Posteriormente foi
realizada uma dilui¢do a partir de 500 pL desta solucdo estoque (200 mgL™') para 20 mL de

dgua deionizada, obtendo-se a concentracio desejada (5,0 mgL™).

3.4 EXPERIMENTOS DE CLOREXIDINA EM MEIO CLORADO

Todos os experimentos acerca do comportamento da clorexidina em meio clorado foram

realizados utilizando 20 mL da solu¢do de digluconato de clorexidina (5,0 mgL™). Esta solugio
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teve seu pH corrigido para os intervalos definidos neste estudo (6, 7, 8 € 9), pela adicdo de uma
solu¢do de hidroxido de soédio 0,03 molL™!. Posteriormente, foram adicionados diferentes
volumes de hipoclorito de sodio até a obten¢ao das concentragdes de cloro livre definidos neste
estudo (0,2; 1,8; 3,4 e 5,0 mgL!). A mistura foi entdo submetida a diferentes temperaturas (12,
20, 27 e 40 °C) na presenca e auséncia de luz.

Os valores estudados para cada varidvel foram definidos de acordo com o intervalo
previsto na legislacdo sobre tratamento e parametros de qualidade de agua (concentracao de
cloro livre na faixa de 0,2 a 5,0 mgL!, temperatura do sistema entre 12 e 40 °C e pH de 6 a 9)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017). A presen¢a ¢ auséncia de luz natural foram avaliadas
visando simular as condi¢des das dguas quando expostas a luz natural (nos tanques de
tratamento e reservatorios naturais durante o dia) e na auséncia de luz natural (redes
subterraneas de distribui¢do e reservatorios naturais no periodo noturno). Todos os

experimentos elaborados estdo apresentados no fluxograma da Figura 3.

Figura 3 — Condigdes utilizadas para realizagdo dos experimentos de degradagdo da clorexidina

A Luz A Temperatura ApH A [Cloro Livre] A Tempo
— - 12°C > pH 6 . 0,2 mg/L . 0 min
Com Luz 1
= 20°C pH 7 1,8 mg/L
30 min
0,
— 27°C > pH 8 . 3,4 mg/L > 2 horas
Sem Luz —
- 40°C
. PH - 5,0 me/L - 4 horas

Fonte: Autoria propria.

Para obter as concentragdes de cloro livre estudadas, uma aliquota de 0,1 mL da solucao
de hipoclorito de sddio concentrado (11%) foi diluida para 10 mL de 4gua deionizada (gerando
uma solugdo a 1100 mgL™!"). Em seguida uma aliquota de 1 mL desta solugio (1100 mgL™!) foi
diluida para 10 mL de 4gua deionizada, gerando uma solu¢do a 110 mgL . Diferentes volumes
desta solugdo a 110 mgL! foram entdo adicionados a solugio de clorexidina. Cada condigio
estudada foi monitorada por um tempo reacional de 4 horas sendo que em 0 min e ap6s 30 min,
2 ¢ 4 horas, foram retiradas aliquotas de 1 mL, realizada a filtragdo destas aliquotas em

membranas de 0,45 pm e analisadas imediatamente por LC-MS. Uma solu¢do de clorexidina
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nas condic¢des de cada experimento sem a adi¢ao do hipoclorito de sédio (aliquota de 0 minutos)

foi utilizada como referéncia (branco da amostra).

3.5 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSA (LC-MS)

As analises de monitoramento da clorexidina e seus derivados formados, foram
realizadas de acordo com a metodologia otimizada. Nas Tabelas 2 e 3 estdo descritas as

condicGes cromatograficas e espectrométricas empregadas nas analises.

Tabela 2 - CondicGes cromatograficas empregadas na andlise da clorexidina e dos derivados

formados.
Parametro Condigdes
Coluna Shim-pack XR-ODS II (100 x 3,0 mm x 2,2 um)
Fase Movel Agua (A) e acetonitrila (B), ambos com 0,1% de &cido
férmico
Modo de Eluicédo Gradiente (0-5 min: 60-100% B; 5-8 min: 100% B)
Fluxo da fase movel 0,6 mL.min'*
Temperatura do forno 40°C

Fonte: Autoria propria.

Tabela 3 - Condigdes espectrométricas empregadas na anélise da clorexidina e dos derivados

formados.
Parametro Condicoes
Método de ionizacao Eletrospray (ESI)
Modo ionizagéo positivo
Modo de Varredura Varredura (full scan), intervalo m/z 100-
1000 Da
Temperatura da interface (DL) 250 °C
Temperatura do bloco de aquecimento 400°C
Gas secante e de nebulizacao nitrogénio
Fluxo do gas de nebulizacio 3 L mint
Fluxo do gas secante 15 L min'?

Fonte: Autoria propria.
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3.6 ELUCIDACAO DAS ESTRUTURAS DOS DBPs DA CLOREXIDINA

Todas as aliquotas analisadas por LC-MS tiveram os seus resultados devidamente
processados. Inicialmente foi analisado o cromatograma de ions totais (TIC) visando verificar
a existéncia e/ou desaparecimento do pico referente a clorexidina e o aparecimento de demais
picos referentes ao surgimento dos derivados. Cada um dos picos observados foi registrado em
funcdo do seu tempo de retengdo (TR), ion molecular e fragmentos, sendo os dois ultimos
parametros obtidos por meio dos espectros de massas. Devido a baixa sensibilidade do
equipamento para a detecg¢do das substancias em questdo foi realizado um processamento dos
dados utilizando recursos disponiveis no software LabSolution® do equipamento. Um destes
recursos permite a exclusao da linha de base, eliminando parte do ruido e permitindo a
visualizacdo mais precisa dos picos das substancias. Outro recurso utilizado foi o de
confirmagdo do ion molecular e dos fragmentos, obtidos para cada substancia, em relagdo ao
seu respectivo pico no TIC. Apds estes tratamentos dos dados deu-se inicio a etapa de
elucidacao estrutural destas substancias. Para a elaboragdo das estruturas, simulagdo das
fragmentacdes, bem como confirma¢do das massas molares das estruturas propostas, utilizou-

se o software ACD/ChemSketch®, versao gratuita C10E41, ano 2015.

3.7 PREDICAO TOXICOLOGICA DOS DBPs DA CLOREXIDINA

Os possiveis efeitos adversos dos DBPs identificados a salide e ao meio ambiente foram
preditados utilizando modelos de Relagbes Estrutura-Atividade Quantitativas (QSAR) e a
plataforma VEGA.

Para avaliar a toxicidade dos DBPs sete parametros foram utilizados: Mutagenicidade,
Carcinogenicidade, Receptor de Estrogénio, Receptor de Androgénio, Receptor de Tiroide A,
Receptor de tiroide B e Hepatotoxicidade. Para prever essas atividades foram empregados
quatro modelos para mutagenicidade (CAESAR, SarPy/IRFMN, ISS, KNN/Read-Across); seis
modelos de carcinogenicidade (CAESAR, ISS, IRFMN/Antares, IRFMN/ISSCAN-CGX,
IRFMN/carcinogenicidade oral, IRFMN/carcinogenicidade por inalagdo), dois modelos de
receptor de estrogénio (IRFMN, IRFMN/CERAPP), um modelo de receptor de androgénio
(IRFMN/COMPARA), um modelo de receptor de tiroide A (NRMEA), um modelo de receptor
de tiroide B (NRMEA) e um modelo de hepatoxicidade (IRFMN). Tais parametros foram
escolhidos por estarem contemplados no Artigo 19° do Regulamento para produtos biocidas da

Unido Europeia n® 528/2012. Dentre os critérios estabelecidos neste regulamento constam 0s
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parametros que devem ser avaliados nos produtos para que estes sejam considerados seguros.
Desse modo, devem ser considerados dados referentes a mutagenicidade do produto, a
carcinogenicidade, a toxicidade e deve-se avaliar se o produto apresenta propriedades que
possam ser prejudiciais ao sistema endocrino (ECHA, 2012).

Em relacdo a avaliacdo de ecotoxicidade utilizou-se modelos preditivos para toxicidade
em peixes, em Daphnia magna e em algas. Esses organismos foram escolhidos para a avaliagéo
de ecotoxicidade porgue as algas, a Daphnia e os peixes sdo organismos modelos considerados
representativos para o ecossistema aquatico, pois pertencem a diferentes niveis troficos
(LUNGHINI et al., 2020).

Para os testes de ecotoxicidade foram empregados cinco modelos para peixes, estando
todos eles presentes na plataforma VEGA: SarPy/IRFMN, KNN/Read-Across, NIC, IRFMN e
IRFMN/Combase. Para Daphnia magna foram utilizados quatro modelos: EPA, DEMETRA,
IRFMN E IRFMN/Combase. Para algas utilizou-se trés modelos: IRFMN e duas versdes do
ProtoQSAR/Combase.

Os modelos de toxicidade e ecotoxicidade empregados abrangem avalia¢des qualitativas
guanto quantitativas. Para os modelos de respostas quantitativas foi realizada uma validagédo
dos valores preditos pela plataforma VEGA pela comparacdo destes valores com valores
determinados por testes in vivo.

Esta validagéo foi feita comparando os valores de LCso para peixe e Daphnia magna e
os valores de ECsp para Daphnia magna e alga, obtidos para a clorexidina, com os valores dos

testes com organismos vivos amplamente disponiveis na literatura cientifica e em legislacdes.
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4.1 EXPERIMENTOS DE DEGRADACAO DA CLOREXIDINA EM MEIO CLORADO E
ANALISES POR LC-MS

As andlises por LC-MS iniciaram-se pelas aliquotas 0 min (branco da amostra) de cada

experimento. Nestas analises foi observado apenas o pico da clorexidina, sem nenhum

contaminante e/ou substancia derivada.

Nas Figuras 4 e 5 estdo apresentados, respectivamente, o TIC (cromatograma de ions

totais) e o espectro de massas da solugdo de clorexidina, representativo do branco da amostra.

Com as condigdes espectrométricas definidas no método foi possivel a obtencdo do ion

molecular da clorexidina e seu respectivo isotopo de cloro (m/z 505 ¢ 507) e também o

fragmento majoritario m/z 253 (e seu isotopo m/z 255), referente ao ion molecular duplamente

carregado. Estes resultados corroboram com outros estudos ja apresentados na literatura sobre

analise da clorexidina por LC-MS (HISHINUMA et al., 2006; BARBIN, 2008).

Figura 4 - Cromatograma TIC da solu¢do de digluconato de clorexidina (5 mgL™!, 0 minutos de

degradagédo, pH 9, 20 °C e na presenca de luz natural)
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Figura 5 - Espectro de massas da solucdo de digluconato de clorexidina (5 mgL!, 0 minutos de

degradacdo, pH 9, 20 °C e na presenga de luz natural).
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Apos a avaliagdo preliminar do branco da amostra, foram realizadas as andlises das
aliquotas dos experimentos de cloragdo apresentados na Figura 3 do item 3.4, descritos na parte
experimental.

As analises mostraram que a molécula de clorexidina reage com as espécies livres de
cloro, quando exposta as condi¢Bes nas quais as &guas sdo submetidas nas estacdes de
tratamento de &gua e na rede de distribuigao.

A interacdo da clorexidina com as espécies ativas de cloro ocorreu por diferentes rotas
e com intensidades variaveis, em funcdo das condi¢bes do meio. Em algumas das condicdes
testadas foi possivel constatar que a interacdo ocorrida mantém parte das moléculas de
clorexidina sem alteragdo como, por exemplo, na condigio de 0,2 mgL™ de cloro livre, pH 6,
apos 30 minutos de degradacdo, na presenca de luz e a 20°C. No entanto, em outras condicdes
constatou-se que a molécula de clorexidina é totalmente degradada e ocorre a formacao de
DBPs.

As andlises por LC-MS das fragdes (30 min, 2 e 4 horas) de cada experimento permitiu
a determinagdo de 30 DBPs derivados. Na Tabela 4 estdo apresentados os dados
cromatograficos (tempo de retencdo) e espectrométricos (ion molecular e fragmentos) dos

DBPs detectados nos experimentos realizados.

Tabela 4 - Dados cromatograficos e espectrométricos dos compostos identificados em cada

um dos experimentos realizados. (continua)

DBPs Rt (min) [M+H]* Fragmentos (m/z)
1 10.4 429 385; 297; 217; 173; 150 e 124
2 10.0 383 279; 217; 146; 136 € 122
3 7.9 313 217 e 146
4 10.3 301 279; 217; 145; 136 e 122
5 6.5 284 146 e 122
6 5.0 256 208; 167; 146 e 122
7 10.7 217 173 e 122
8 0.9 208 167; 146; 122 e 106
9 4.1 332 214; 208; 183; 173; 162; 146 e 122
10 55 304 162; 146 e 122
11 51 290 217; 162 e 122
12 7.2 167 122 e 105
13 7.2 146 115; 105 e 102
14 8.1 289 146
15 9.8 537 507; 449; 419; 405; 361; 217 e 146
16 6.9 633 374; 277 e 146
17 114 473 429; 341, 297; 217; 173

18 10.0 354 150; 146 e 115
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Tabela 4 - Dados cromatogréficos e espectrométricos dos compostos identificados em cada

um dos experimentos realizados. (continuacao)

19 8.4 337 312 e 146

20 13.7 413 217;162; 136 e 115
21 8.6 359 217 e 162

22 5.2 274 208; 162 e 122

23 9.7 249 217 e 136

24 10.2 575 493; 449; 383; 355; 279 e 128
25 11.8 425 355; 217; 173; 145
26 9.8 493 449; 361; 236 e 145
27 10.1 494 383; 281; 217 e 146
28 9.9 449 405; 217, 173; 146 e 105
29 12.9 610 217, 150; 145 e 136;
30 10.9 548 463; 425, 419; 375 e 145

Fonte: Autoria propria.

Dos subprodutos de desinfeccdo detectados observou-se que alguns se formaram em
todos (ou praticamente todos) os experimentos realizados enquanto outros foram especificos
para determinadas condicdes.

Em relacdo aos DBPs que se formaram em todas, ou quase todas as condicdes testadas,
estdo os DBPs 1 e 25. Com excecdo do experimento contendo 0,2 mgL™ de cloro, o DBP 25
foi detectado em todas as concentracdes de cloro a pH 7, ap6s 2 e 4 horas de degradacédo e nas

temperaturas de 20 e 40°C. Ja o DBP 1 foi formado em todas as condicdes (Figura 6).

Figura 6 - Cromatograma TIC da solucéo de clorexidina na concentracdo de 5 mgL™, ap6s 2 horas de

degradacdo com 1,8 mgL* de NaOClI, pH 7, 20 °C e na presenca de luz natural.
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Fonte: Autoria prépria.

Todos os demais DBPs se formaram em condi¢fes mais especificas. Os DBPs 3, 16 e
27 foram formados apenas nos experimentos contendo 0,2 mgL™* de cloro livre, pH 8, ap6s 30

minutos de degradacédo na presenca de luz e temperaturas de 20 e 40°C e os DBPs 2 e 15 foram
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detectados apenas nos experimentos contendo 0,2 mgL™ de cloro livre, pH 7, ap6s 4 horas de
degradacéo, na presenca de luz e temperaturas de 20 e 40°C (Figuras 7 e 8).

Figura 7 - Cromatograma TIC da solucéo de clorexidina na concentragéo de 5 mgL™, apés 4 horas de
degradacdo com 0,2 mgL* de NaOCI, pH 7, 20 °C e na presenca de luz natural.
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Fonte: Autoria prépria.

Figura 8 - Cromatograma TIC da solucéo de clorexidina na concentracdo de 5 mgL™, apds 30 minutos
de degradagdo com 0,2 mgL™ de NaOCI, pH 8, 20 °C e na presenca de luz natural.
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Fonte: Autoria propria.

O DBP 5 foi detectado nos experimentos de 0,2 mgL? de cloro livre, pH 8, apds 30
minutos e 4 horas de degradacdo, na presenca de luz e temperaturas de 20 a 40°C (Figura 9).

Figura 9 - Cromatograma TIC da solugéo de clorexidina na concentracéo de 5 mgL™, apés 4 horas de

degradacdo com 0,2 mgL de NaOCI, pH 8, 20 °C e na presenca de luz natural.
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Fonte: Autoria prdpria.
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A detecgdo do DBP 7 ocorreu apenas nos experimentos contendo 3,4 mgL™ de cloro
livre, pH 9, ap6s 2 horas de degradacao, na presenca de luz e temperaturas de 20 e 40°C (Figura
10).

Figura 10 - Cromatograma TIC da solucdo de clorexidina na concentragdo de 5 mgL™, apés 2 horas de

degradacgdo com 3,4 mgL de NaOCI, pH 9 e 20 °C e na presenca de luz natural.
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Fonte: Autoria prépria.

Os DBPs 9, 18 e 22 foram formados apenas nos experimentos contendo 0,2 mgL™* de
cloro livre, pH 7, apds 30 minutos de degradacdo, na presenca de luz e temperaturas de 20 e
40°C (Figuras 11 e 12).

Figura 11 - Cromatograma TIC da solucéo de clorexidina na concentracdo de 5 mgL™, ap6s 30

minutos de degradacdo com 0,2 mgL* de NaOCI, pH 7, 40 °C e na presenca de luz natural.
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 12 - Cromatograma TIC da solucéo de clorexidina na concentragdo de 5 mgL™, apés 30

minutos de degradagdo com 0,2 mgL* de NaOCI, pH 7 e 20 °C e na presenca de luz natural.
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Fonte: Autoria propria.

Os DBPs 10 e 11 se formaram nos experimentos de 0,2 mgL* de cloro livre, pH 8 e 9,
apo6s 30 minutos e 4 horas de degradacdo, na presenca de luz e temperaturas de 20 a 40°C
(Figuras 13 e 14).

Figura 13 - Cromatograma TIC da solucéo de clorexidina na concentracdo de 5 mgL ™, ap6s 30

minutos de degradacdo com 0,2 mgL* de NaOCI, pH 8, 20 °C e na presenca de luz natural.

2500000
2000000 3
1500000 — 10
1000000

500000 3

':l—: . o a gt ettt
h LN BN S B S e N B S S B LI [ s B S S S S S B S RN S B S —
25 50 75 1002 125 150 min

Fonte: Autoria propria.

Figura 14 - Cromatograma TIC da solugéo de clorexidina na concentracéo de 5 mgL™, apés 4 horas

de degradacgdo com 0,2 mgL de NaOCI, pH 8, 20 °C e na presenca de luz natural.
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Fonte: Autoria propria.
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Em relacéo ao DBP 14, este foi detectado nos experimentos de 0,2 mgL™* de cloro livre,
pH 8, apds 4 horas de degradacéo, na condigdo de 1,8 mgL™ de cloro livre, pH 9, ap6s 2 e 4
horas de degradagdo e na condicdo de 3,4 mgL™ de cloro livre, pH 7, ap6s 4 horas de
degradacdo, todos na presenca de luz e temperatura de 20 a 40°C. Na Figura 15, além do DBP
14 ha também a presenca dos DBPs 17 e 23. O DBP 17 se formou nos experimentos contendo
0,2 mgL* de cloro livre, pH 7 e 8, apds 2 e 4 horas de degradago e nos experimentos com 3,4
mgL* de cloro livre, pH 7, apds 2 horas de degradacio, todos a 20 e 40°C. J4 o DBP 23 se

formou em todas as condicdes.

Figura 15 - Cromatograma TIC da solucdo de clorexidina na concentragdo de 5 mgL™, apés 4 horas de
degradacdo com 0,2 mgL* de NaOCI, pH 8, 20 °C e na presenca de luz natural.
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Fonte: Autoria propria.

O DBP 26 se formou especificamente nos experimentos contendo 0,2 mgL™ de cloro
livre, pH 6, apds 4 horas de degradacgéo, na presenca de luz e temperaturas de 20 e 40°C. Na
Figura 16 é possivel observar que nesta condi¢cdo também ocorre a formagdo do DBP 19,
contudo, ao contrario do DBP 26 que se forma em experimentos especificos, o DBP 19 se forma
em diversas condigBes. Dentre essas condigdes estdo: 0,2 mgL* de cloro livre, pH 6 e 7, apds
4 horas de degradacdo; 3,4 mgL* de cloro livre, pH 6, apos 4 horas de degradagio, todos na

presenca de luz e temperatura de 20 a 40°C.
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Figura 16 - Cromatograma TIC da solucdo de clorexidina na concentragdo de 5 mgL™, apés 4 horas de

degradacgdo com 0,2 mgL de NaOCI, pH 6 e 20 °C e na presenca de luz natural.
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Fonte: Autoria propria.

O DBP 24 foi formado apenas nos experimentos contendo 0,2 mgL* de cloro livre, pH
6, apo6s 30 minutos de degradacao, na presenca de luz e temperaturas de 20 e 40°C. Além deste
DBP, nessa condicdo também se nota a presenca da clorexidina e dos DBPs 6, 8, 12 e 21, como
é possivel observar na Figura 17. Os DBPs 8 e 21 foram detectados em todas as condicBes
avaliadas. O DBP 6 foi detectado nos experimentos de 0,2 mgL de cloro livre, pH 6, apos 30
minutos de degradacdo, na presenca de luz, todos a 20 e 40°C e nos experimentos de 3,4 mgL-
1 de cloro livre, pH 9, apds 30 minutos de degradagdo, na presenca de luz, a 20 e 40°C. Ja o
DBP 12 se formou nas condi¢des de 0,2 mgL™ de cloro livre, pH 6, ap6s 30 minutos de
degradacio; nos experimentos de 1,8 mgL™ de cloro livre, pH 7, ap6s 30 minutos de
degradacéo; e nos experimentos de 3,4 e 5,0 mgL? de cloro livre, ambos com pH 9 e ap6s 30

minutos de degradacdo, todos na presenca de luz e temperatura de 20 a 40°C.

Figura 17 - Cromatograma TIC da solucéo de clorexidina na concentracdo de 5 mgL ™, apés 30

minutos de degradacdo com 0,2 mgL* de NaOCI, pH 6, 20°C e na presenca de luz natural.
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Fonte: Autoria propria.
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O DBP 20 foi detectado apenas nos experimentos contendo 5,0 mgL de cloro livre, pH
9, apds 4 horas de degradacgdo, na presenga de luz e temperaturas de 20 e 40°C (Figura 18).

Figura 18 - Cromatograma TIC da solucdo de clorexidina na concentragdo de 5 mgL™, apés 4 horas de
degradagdo com 5,0 mgL* de NaOCI, pH 9, 20°C e na presenca de luz natural.
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Fonte: Autoria propria.

A deteccéo do DBP 29 ocorreu nos experimentos de 5,0 mgL™ de cloro livre, pH 7, ap6s
4 horas de degradacdo, na presenca de luz e temperaturas de 20 e 40°C. Na Figura 19 observa-
se que nesta condicdo também ocorreu a formacdo dos DBPs 4, 8, 13, 21 e 28. Além dessa
condicdo, o DBP 13 foi formado nas condi¢Ges de 1,8 mgL de cloro livre, pH 9, ap6s 2 e 4
horas de degradacdo e na condicdo de 5,0 mgL™? de cloro livre, pH 9, ap6s 2 horas de
degradacéo, todos na presenca de luz e temperaturas de 20 a 40°C. Os DBPs 4, 21 e 28 foram
detectados em todas as condicGes analisadas, assim como o DBP 8.

Figura 19 - Cromatograma TIC da solucdo de clorexidina na concentragdo de 5 mgL™, apés 4 horas de

degradacdo com 5,0 mgL™ de NaOClI, pH 7, 20 °C e na auséncia de luz natural.
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Fonte: Autoria prdpria.

A formagcéo do DBP 30 ocorreu nos experimentos de 0,2 mgL™ de cloro livre, pH 6 e 7,
ap6s 30 minutos de degradac&o e nos experimentos contendo 3,4 mgL™ de cloro livre, pH 7,

apos 4 horas na presenca de luz, todos a 20 e 40°C (Figura 20).
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Figura 20 - Cromatograma TIC da solucdo de clorexidina na concentragdo de 5 mgL™, apés 30

minutos de degradagdo com 0,2 mgL* de NaOCI, pH 6 e 20 °C e na presenca de luz natural.
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Fonte: Autoria prdpria.

Dentre as variaveis avaliadas, constatou-se que o pH, a concentragdo de cloro e o tempo
de reacao sdo as que mais influenciam no comportamento da clorexidina, bem como a formagao
de DBPs.

Em relagdo ao pH, nota-se que a degradacao da clorexidina foi maior em pH levemente
acido, o que pode ser explicado pelas propor¢cdes de OCIl™ (hipoclorito) e HOCI (acido
hipocloroso) presentes, visto que, a um pH 6, a forma HOCI ¢ a espécie de cloro que estd em
maior propor¢ao. Além disso, o acido hipocloroso ¢ mais reativo que o hipoclorito e, em meio
acido, o grupo amina da clorexidina esta presente na forma protonada, favorecendo sua
reatividade com o HOCI. A degradagdo da clorexidina também foi favorecida com a maior
dosagem de cloro e tempo de reagdo.

Por outro lado, a temperatura foi um parametro que mostrou ndo ser significante na

formacao desses compostos.

4.2 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS DERIVADOS DE CLOREXIDINA

Pelos dados obtidos por LC-MS (ion molecular e fragmentos), bem como dos conceitos
tedricos sobre reagdes, fragmentagado e rearranjo de moléculas organicas, descritos em literatura
(ALLINGER, 1978; MCLAFFERTY; TURECEK, 1993; CAREY, 2011) ¢ em outros trabalhos
relatando a reacdo de iminas e a formacdo de cloroaminas e de derivados de degradacdo da
clorexidina (LAYER, 1963; BARBIN, 2008; ROCHA, 2008; HU, 2010; YANG, 2012), foi
possivel propor a féormula estrutural dos 30 subprodutos detectados nos experimentos.

Nas Figuras 21 a 50 estdo apresentadas as formulas estruturais, na forma protonada,
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propostas para os DBPs identificados e para alguns de seus fragmentos. O processo de formagao
das moléculas propostas foi baseado na fragmentacao e cloragdo da molécula de clorexidina,
bem como nas diversas reagdes organicas possiveis de ocorrerem nos grupos funcionais
presentes e¢/ou formados nesta molécula. Entre estas reagdes destacam-se: i) protonacao dos
grupos aminas, que ocorreram especialmente em meios acidos; ii) protonagdo dos grupos
iminas, formando sais iminio que sdo estaveis na presenca de ions estabilizadores como o OCI
; 7ii) hidrdlise do grupo imina (catalisada pela presenga do OCI") gerando grupos carbonilas; iv)
hidratacdao das carbonilas formadas pela hidrélise das iminas; v) cloragdo no anel aromatico,
preferencialmente na posicao orto que ¢ orientada pelo grupo amina; vi) cloracdo no grupo
amina com a perda de um ou mais hidrogénios; vii) cloragdo do grupo imida (formado pela
hidrolise de 2 grupos imina); viii) rea¢des de oxidagdo formando grupos ciano ix) oxidagdo de
amina clorinada por OCI e x) perda de H dos nitrogénios ligados a cadeia de 6 carbonos devido
a presenca de OCI".

O DBP 1 se forma pelas perdas das duas unidades de cloro, ligados aos anéis aromaticos;
pela provavel hidrolise dos quatro grupos iminas, sendo que em dois deles ocorre a hidratacdo

da carbonila e posterior saida de hidroxilas (Figura 21).

Figura 21: Molécula proposta para o DBP 1 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-MS.
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Fonte: Autoria propria.

O DBP 2 é formado a partir da saida de cloroanilina e hidrélise dos trés grupos iminas
(Figura 22).
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Figura 22 - Molécula proposta para o DBP 2 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS.
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Fonte: Autoria propria.

A formacéo dos DBPs 3 e 12 é proposta a partir do rompimento de uma ligacéo carbono-
nitrogénio e da hidrolise de 2 grupos imina (Figura 23). Para 0 DBP 12 propde-se a perda de
uma unidade de cloro do anel benzénico, a hidratacdo de uma das carbonilas do grupo imida e

a perda sequencial de uma das hidroxilas proveniente desta hidratacdo (Figura 24).

Figura 23 - Molécula proposta para o DBP 3 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS.
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 24 - Molécula proposta para 0 DBP 12 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS.
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Fonte: Autoria propria.

O DBP 4 ¢ formado pela quebra de uma ligacdo carbono-nitrogénio (em uma das
extremidades da molécula); provavel hidrélise de dois grupos iminas com subsequente

hidratacdo das duas carbonilas e perda de uma unidade de hidroxila (Figura 25).

Figura 25 - Molécula proposta para 0 DBP 4 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS.
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Fonte: Autoria propria.
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A proposta de formagao dos DBPs 5, 6, 8-11 ocorre pelo rompimento da cadeia de
carbonos ¢ a hidrélise dos grupos iminas (reacdo catalisada pela presenga do OCI’), gerando
grupos imidas (Figuras 26-31). No DBP 8 ocorre a saida adicional de uma unidade de cloro do
anel benzénico (Figura 28). J4 nos DBPs 9, 10 e 11 ocorre a entrada de uma unidade de cloro

no anel benzénico (Figuras 29-31).

Figura 26 - Molécula proposta para 0 DBP 5 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-
MS.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 27 - Molécula proposta para o0 DBP 6 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-
MS.
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 28 - Molécula proposta para o DBP 8 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 29 - Molécula proposta para 0 DBP 9 e para o0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-
MS.
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 30 - Molécula proposta para 0 DBP 10 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 31 - Molécula proposta para 0 DBP 11 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS.
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Fonte: Autoria propria.

Na formacao do DBP 7 ocorre a fragmentacdo de uma das ligagdes carbono-nitrogénio
e hidrélise dos dois grupos iminas. Um dos grupos sofre o processo de hidratacdo da carbonila

gerando duas unidades de hidroxila (Figura 32).
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Figura 32 - Molécula proposta para 0 DBP 7 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-
MS.
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Fonte: Autoria propria.

Para o DBP 13 é sugerido que ocorra a quebra na cadeia de carbono, seguida da perda
do anel benzénico. Posteriormente ocorre a hidrélise dos grupos iminas dando origem a grupos

imidas (Figura 33).

Figura 33 - Molécula proposta para 0 DBP 13 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS.
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Fonte: Autoria propria.

Para o0 DBP 14 propde-se a perda das duas unidades de clorobenzeno juntamente com a

hidrolise dos quatro grupos iminas (Figura 34).
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Figura 34 - Molécula proposta 0 DBP 14 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-MS.
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Fonte: Autoria propria.

O DBP 15 se forma pela saida da cloroanilina em uma das extremidades da molécula;
da cloracdo do anel benzénico restante (nas posi¢des orto e para) e da hidrélise dos quatro
grupos iminas, sendo que em um deles ocorre a posterior hidratacao da carbonila e formacéo

de uma hidroxila (Figura 35).

Figura 35 - Molécula proposta para 0 DBP 15 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS.
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Fonte: Autoria propria.

O DBP 16 ¢ proposto de ser formado pela cloracdo dos dois anéis aromaticos (na
posi¢do orto, orientada pelo grupo amina) e da hidrélise dos quatro grupos iminas, sendo que

em um deles ocorre a posterior hidratagdo da carbonila e saida da hidroxila (Figura 36).
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Figura 36 - Molécula proposta para 0 DBP 16 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS.
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Fonte: Autoria propria.

O DBP 17 é provavelmente originado pela perda de uma unidade de cloro ligado ao anel

aromatico e a hidrolise de dois grupos iminas (Figura 37).

Figura 37 - Molécula proposta para 0 DBP 17 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-
MS.
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Fonte: Autoria propria.
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A proposta de formacdo do DBP 18 é por meio do rompimento de uma ligac&o carbono-
nitrogénio em uma das extremidades e hidrélise de um dos grupos iminas (Figura 38).

Figura 38 - Molécula proposta para 0 DBP 18 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-
MS.
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Fonte: Autoria propria.

A formacdo do DBP 19 ocorre a partir da hidrélise de um dos grupos iminas, o
rompimento de uma ligagdo carbono-nitrogénio com consequente formacdo de grupo ciano
(Figura 39). Estruturas semelhantes séo propostas na literatura como produtos de degradacéo
da clorexidina (MUSTEATA; PAWLISZYN, 2005).

Figura 39 - Molécula proposta para 0 DBP 19 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-
MS.
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Fonte: Autoria propria.
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O DBP 20 foi formado a partir da saida de cloroanilina de uma das extremidades da
molécula com formacdo de grupo ciano, a entrada de uma unidade de cloro no anel benzénico

e a hidrolise de um dos grupos iminas (Figura 40).

Figura 40 - Molécula proposta para 0 DBP 20 e para o0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-
MS.
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Fonte: Autoria propria.

Para o0 DBP 21 é proposto que tenha ocorrido a quebra da ligacdo carbono-nitrogénio
em uma das extremidades da molécula, seguida da hidrolise de um dos grupos imina, formando
uma carbonila. Esta carbonila passa pelo processo de hidratacdo, formando uma hidroxila que

posteriormente € perdida (Figura 41).
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Figura 41 - Molécula proposta para 0 DBP 21 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS.
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Fonte: Autoria propria.

O DBP 22 ¢ formado apenas pela cloracdo do anel benzénico (na posicdo orto) e

clivagem da cadeia de carbono (Figura 42).

Figura 42 - Molécula proposta para 0 DBP 22 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-
MS.

OH

NH NH  CHj m/z = 208

HN ONH  NH,

NH NHJkNHJkNH
cl M
lorexid © cl [M+H* = 274 e
Clorexidina e DBP 22 \CI
o]
Cl Cl \ J
HoN

m/z = 162
C

m/z =122

Fonte: Autoria propria.

O DBP 23 se forma pela quebra de uma ligacdo carbono-nitrogénio (em uma das
extremidades) e a entrada sequencial de uma unidade de cloro no nitrogénio. Posteriormente

ocorre a perda do clorobenzeno na outra extremidade da molécula de clorexidina (Figura 43).
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Figura 43 - Molécula proposta para 0 DBP 23 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-
MS.
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Fonte: Autoria propria.

O DBP 24 é formado a partir da cloracdo de dois grupos iminas e a hidrélise dos outros
dois grupos iminas (Figura 44).

Figura 44 - Molécula proposta para 0 DBP 24 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-
MS.
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Fonte: Autoria propria.

A proposta de formacdo o DBP 25 se da pela saida de duas unidades de cloroanilina
com a entrada subsequente de um grupo hidroxila em uma das iminas, a hidrolise de um dos

grupos imina e a cloragdo dos outros quatro grupos iminas (Figura 45).
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Figura 45 - Molécula proposta para 0 DBP 25 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS.
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Fonte: Autoria propria.

No DBP 26 somente um grupo imina sofre o processo de hidrolise seguida de hidratacdo
com perda da hidroxila formada durante a hidrdlise. Esse mecanismo ocorre em meio acido
onde a presenca de hidrogénios no meio reacional favorecem a hidrélise do grupo imina e a

perda das hidroxilas na forma de agua (Figura 46).

Figura 46 - Molécula proposta para 0 DBP 26 e para o0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-
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Fonte: Autoria propria.
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Na formacdo do DBP 27 ocorre a hidrolise de trés grupos iminas sendo que uma das
carbonilas formada sofre o processo de hidratagdo com perda sequencial das hidroxilas

formadas durante a hidrolise (Figura 47).

Figura 47 - Molécula proposta para 0 DBP 27 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS.
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Fonte: Autoria propria.

Na formagdo do DBP 28 também ocorre a perda das unidades de cloro de um dos anéis
benzénicos e adicionalmente a hidrolise dos quatro grupos iminas. Trés destas carbonilas
sofrem processo de hidratagdo da carbonila, sendo que em duas delas ocorre a perda sequencial

das hidroxilas formadas durante a hidrolise (Figura 48).



61

Figura 48 - Molécula proposta para 0 DBP 28 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-
MS.
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Fonte: Autoria propria.

O DBP 29 foi formado pela entrada de duas unidades de cloro uma em cada um dos
anéis benzénicos, a hidrolise de trés grupos iminas e a cloracao de um dos grupos imina (Figura
49).

Figura 49 - Molécula proposta para 0 DBP 29 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-
MS.
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Fonte: Autoria propria.
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A formacdo do DBP 30 ocorre pela proposta de clora¢do do grupo amina e hidrélise de
trés grupos iminas, com subsequente hidratacdo das carbonilas e saida de algumas das

hidroxilas formadas (Figura 50).

Figura 50 - Molécula proposta para 0 DBP 30 e para 0s seus respectivos fragmentos obtidos por LC-
MS.
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Fonte: Autoria propria.

Tais mecanismos de formagdo dos DBPs ja estdo descritos na literatura, tanto para
formacdo de cloroaminas, quanto para derivados de degradagdo da clorexidina. Contudo,
estudos sobre reagdes da clorexidina submetida a tais condigdes de concentragdo de cloro, pH,

tempo reacional e temperatura ainda ndo foram relatados.
4.3 PREDICAO (ECO)TOXICOLOGICA DOS DBPs

As avaliagdes da toxicologia e ecotoxicologia dos DPBs foram realizadas utilizando
modelos preditivos. Estes métodos preditivos foram empregados visando contribuir com as
perspectivas das agéncias regulatdrias quanto a criacdo e utilizagdo de ensaios alternativos ao
de uso em animais para a avaliacdo da nocividade de substancias para a satide humana e o meio
ambiente.

O programa VEGA foi escolhido por ser uma plataforma que contém uma ampla gama
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de modelos preditivos, além disso, alguns dos seus modelos tém sido citados nos relatorios da
Agéncia Europeia de Produtos Quimicos (ECHA) (ECHA, 2016). Outra razdo ¢ que se trata de
um dos sistemas que fornecem informacdes mais detalhadas sobre os modelos e critérios a
serem utilizados para avaliar o resultado.

O VEGA usa os dados de toxicidade experimentais reais e conhecidos de diversos
produtos quimicos para construir um modelo que relaciona a toxicidade experimentalmente
observada com detalhes moleculares dos compostos, a fim de prever a toxicidade de outros
produtos quimicos (BENFENATI, 2020; GALIMBERTT et al., 2020).

A confiabilidade de cada predigo é avaliada pelo indice de Dominio de Aplicabilidade
(IDA). O IDA é calculado agrupando varios outros indices: indice semelhante (verifica a
semelhanca entre moléculas parecidas, com valor experimental conhecido, e 0 composto
predito); indice de precisao (verifica a precisdo da predi¢do para moléculas semelhantes); indice
de concordancia (leva em consideragdo a concordancia entre o valor predito e os valores
experimentais dos compostos mais semelhantes) e indice ACF (verifica a similaridade de um
ou mais fragmentos centrados em atomos). O agrupamente destes indices fornece uma
avaliacdo global geral sobre o dominio de aplicabilidade para o composto predito (CASSANO
et al., 2014; CAPPELLI et al., 2015; BLACK et al., 2019; BENFENATI et al., 2020;
GALIMBERTI et al., 2020).

O indice global varia de 0 a 1, sendo que quanto mais préximo de 1 mais confidvel é a
predicdo. Valores de IDA superiores a 0,7 indicam que o DBP previsto esta dentro do Dominio
de Aplicabilidade do modelo, enquanto que os resultados que apresentam IDA abaixo deste
valor néo sdo considerados confiaveis por estarem fora do dominio de aplicabilidade do modelo.

Desta forma, neste item serdo apresentados e discutidos os resultados das predigdes
toxicoldgicas e ecotoxicoldgicas para os DBPs que apresentaram IDA maior ou igual a 0,7 nos
diferentes modelos testados. As predi¢cdes dos demais modelos ndo serdo apresentadas por
estarem fora do Dominio de Aplicabilidade do modelo.

De acordo com Lunghini et al. (2020), a falta de aderéncia de algumas substancias alvos
aos modelos preditivos se deve a auséncia e qualidade dos dados experimentais com organismos
Vivos, 0 que remete a necessidade de mais dados experimentais acerca das substancias presentes

nos produtos comerciais e seus derivados.
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4.3.1 RESULTADOS DA PREDICAO TOXICOLOGICA

Os modelos empregados na avaliacédo toxicoldgica previram apenas a provavel atividade
dos DBPs (ativos ou inativos) sem uma relacao dose-resposta. No quadro 1 estdo apresentados
0s resultados obtidos pelo VEGA-QSAR para os DBPs que apresentaram IDA maior ou igual
a 0,7 nos diferentes modelos testados.

Quadro 1 — Predicdo de toxicidade dos DBPs da clorexidina por modelos QSAR pela
plataforma VEGA-QSAR. (continua)

DBP Predicdo de toxicidade (IDA)
2 N&o mutagénico? (0,71), mutagénico* (0,81), ndo carcinogénico”*1° (0,75-
0,78), inativo para receptor de estrogénio e androgénio***?*3 (0,75-0,89),
inativo para receptor de tiroide A e B**1°(0,89), hepatotdxico®® (0,89).
3 N&o mutagénico®* (0,88), carcinogénico® (0,74), ndo carcinogénico®° (0,9),
inativo para receptor de estrogénio e androgénio'?13 (0,9), inativo para
receptor de tiroide A e B*41°(0,91), hepatotdxico® (0,76)

5 N&o mutagenico®* (0,74-0,91), carcinogénico® (0,76), ndo carcinogénico®©
(0,91), inativo para receptor de estrogénio e androgénio**?3 (0,91), inativo
para receptor de tiroide A e B**°(0,92), hepatotoxico®® (0,77)

6 Mutagénico? (0,70), ndo mutagénico®* (0,75-0,92), carcinogénico® (0,78),
n&o carcinogénico®? (0,92), inativo para receptor de estrogénio'>*213 (0,91),
inativo para receptor de tiroide A e B (0,93), hepatotdxico®® (0,92)

8 N&o mutagénico®* (0,86-0,92), carcinogénico® (0,75), ndo carcinogénico®©
(0,90), inativo para receptor de estrogénio e androgénio*?13 (0,92), inativo
para receptor de tiroide A e B**°(0,93), hepatotoxico*® (0,76)

9 Mutagénico? (0,81), ndo mutagénico®* (0,78-0,89), ndo carcinogénico®%10
(0,75-0,91), carcinogénico® (0,72), inativo para receptor de estrogénio e
androgénio**1212 (0,77-0,91), inativo para receptor de tiroide A e B141°
(0,91), hepatotoxico*® (0,76)

10 N&o mutagénico®* (0,74-0,90), ndo carcinogénico®*1° (0,76-0,92), inativo
para receptor de estrogénio e androgénio**212 (0,92), inativo para receptor
de tiroide A e B*°(0,92), hepatotoxico'® (0,90)

11 Mutagénico? (0,70), ndo mutagénico®* (0,74-0,91), ndo carcinogenico® 10

(0,73-0,93), inativo para receptor de estrogénio e androgénio'**213 (0,93),
inativo para receptor de tiroide A e B**15(0,92), hepatotoxico®® (0,91)
12 | N&o mutagénico®3* (0,89-0,93), carcinogénico® (0,75), ndo carcinogenico®*°
(0,76), inativo para receptor de estrogénio e androgénio?*® (0,93), inativo
para receptor de tiroide A e B#1°(0,93)

13 N&o mutagénico® (0,77), mutagénico? (0,78), inativo para receptor de
estrogénio e androgénio**?13 (0,87-0,93), inativo para receptor de tiroide A
e B1415(0,93)

14 N&o mutagénico>2# (0,72-0,80), ndo carcinogénico®%1? (0,74), inativo para
receptor de estrogénio®**213(0,73-0,88), inativo para receptor de tiroide A e
Bl4,15 (0,89)
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Quadro 1 — Predicdo de toxicidade dos DBPs da clorexidina por modelos QSAR pela
plataforma VEGA-QSAR. (continuagéo)

17 N&o mutagénico® (0,85), mutagénico* (0,86), ndo carcinogénico®”*1° (0,72-
0,85), carcinogénico® (0,71), inativo para receptor de estrogénio!!2 (0,72-
0,88), ativo para receptor de androgénio®® (0,78), inativo para receptor de
tiroide A e B!*15(0,88)
18 N&o mutagénico®? (0,70-0,86), carcinogénico® (0,72), ndo carcinogénico®©
(0,74-0,87), inativo para receptor de estrogénio**? (0,74-0,88), ativo para
receptor de androgénio®® (0,77), inativo para receptor de tiroide A e B4
(0,89)

19 N&o mutagénico®* (0,87), carcinogénico® (0,73), inativo para receptor de
estrogénio'? (0,89), ativo para receptor de androgénio®® (0,76), inativo para
receptor de tiroide A e B¥4%°(0,90)

20 N&o mutagénico® (0,84), mutagénico* (0,80), ndo carcinogénico® (0,84),
inativo para receptor de estrogénio e androgénio?*3 (0,74-0,88), inativo para
receptor de tiroide A e B} (0,87)

21 N&o mutagénico®* (0,72-0,86), ndo carcinogénico®’%1° (0,73-0,86), inativo
para receptor de estrogénio®!*? (0,73-0,88), ativo para receptor de
androgénio®3 (0,77), inativo para receptor de tiroide A e B#1°(0,88)

22 N&o mutagénico®* (0,72-0,90), n&o carcinogénico®’%1° (0,72-0,90), inativo
para receptor de estrogénio!*? (0,76-0,90), inativo para receptor de tiroide A
e B*15(093), hepatotdxico'® (0,95)

23 N&o mutagénico®? (0,79), mutagénico* (0,74), ndo carcinogénico’ (0,79),
inativo para receptor de androgénio®® (0,86), inativo para receptor de tiroide
A e B¥*1(0,90)

26 N&o mutagénico® (0,71), mutagénico* (0,86), ndo carcinogénico®” %1 (0,72-
0,79), carcinogénico® (0,70), inativo para receptor de estrogénio e
androgénio*?*? (0,73-0,88), inativo para receptor de tiroide A e B**15(0,79-
0,87)

27 N&o mutagénico® (0,72), mutagénico* (0,87), ndo carcinogénico®”%1 (0,71-
0,79), carcinogénico® (0,71), inativo para receptor de estrogénio e
androgénio'?®? (0,74-0,89), inativo para receptor de tiroide A e B*1°(0,79-
0,88)

Fonte: Autoria propria.

Modelos de mutagenicidade: 'CAESAR; 2SarPy/IRFMN; 3ISS; *KNN/Read-Across.

Modelos de carcinogenicidade: SCAESAR; °ISS; ’IRFMN/Antares; SIRFMN/ISSCAN-CGX;
’IRFMN/carcinogenicidade oral; °°lRFMN/carcinogenicidade por inalacéo.

Modelo de receptor de estrogénio: *IRFMN e ?IRFMN/CERAPP.

Modelo de receptor de androgénio: *IRFMN/COMPARA.

Modelo de receptor de tiroide Alfa: Y“NRMEA.

Modelo de receptor de tiroide Beta: >NRMEA.

Modelo de hepatoxicidade: *IRFMN.

Analisando os resultados dos pardmetros de mutagenicidade, carcinogenicidade e
receptor de estrogénio, constatou-se que houve divergéncia de resultados para alguns DBPs
entre os diferentes modelos avaliados. Isso provavelmente se deve ao pardmetro adotado por
cada modelo para realizar a predi¢do da atividade da molécula alvo (DBP). Em alguns modelos

esta atividade é predita com base em fragmentos e/ou estruturas existente na molécula alvo que
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ja foi experimentalmente correlacionada com a atividade predita. Em outros modelos a
atividade é predita com base na similaridade da molécula alvo com moléculas do banco de
dados da plataforma identificadas como tendo alto indice de similaridade com a molécula alvo.

Em relacdo a mutagenicidade, os DBPs que apresentaram atividade em pelo menos um
dos modelos testados foram: 2, 6, 9, 11, 13, 17, 20, 23, 26 e 27.

Quanto ao DBP 2, o mesmo foi previsto como ndo mutagénico pelo modelo
SarPy/IRFMN e como mutagénico pelo modelo KNN/Read-across. Ao observar as moléculas
utilizadas para descrever a atividade do DBP 2 no modelo KNN/Read-across, nota-se que existe
a presenca de um anel aroméatico com dois radicais de nitrogénios na posicdo orto, sendo esta
estrutura a responsavel pela atividade mutagénica destas moléculas do modelo. Contudo, apesar
da similaridade da molécula do DBP 2 com as moléculas modelos, 0 DBP 2 ndo apresenta essa
estrutura entdo considerou-se a predicdo obtida pelo modelo SarPy/IRFMN como a mais
adequada e, portanto, que este DBP pode ser considerado como ndo mutagénico.

Os DBPs 6, 9 e 11 foram preditos como mutagénicos pelo modelo CAESAR e como
ndo mutagénicos pelos demais modelos. A atividade mutagénica no modelo CAESAR é
atribuida a estrutura O=C(NC1CCC(C(C1)CHCI)N(C)C. Esta estrutura esta presente nas
moléculas dos DBPs 6, 9 e 11 e, portanto, considera-se que a predi¢do de mutagenicidade obtida
pelo modelo CAESAR pode ser considerada para estes DBPs.

O modelo ISS previu os DBPs 13, 17, 20, 23, 26 e 27 como ndo mutagénicos, enquanto
0 modelo KNN/Read-across previu estes DBPs como mutagénicos. No caso dos DBPs 13 e 23,
a previsao de mutagenicidade provavelmente ocorreu devido a presenca da estrutura O=NN nos
compostos semelhantes, contudo, esta estrutura ndo esta presente nestes DBPs, logo podem ser
considerados como ndo mutagénicos. Em relacdo aos DBPs 17, 20, 26 e 27, observa-se que as
estruturas dos compostos utilizados para comparacdo sdo muito diferentes destes DBPs, logo
esta predicdo pode ndo ser confiavel.

Em relacédo a carcinogenicidade, os DBPs 3, 5, 6, 8, 9, 12, 17, 18, 19, 26 e 27 foram
previstos como tendo atividade em pelo menos um dos modelos preditivos.

Os DBPs 3, 5, 6, 17, 18, 19, 26 e 27 foram previstos como carcinogénicos pelo modelo
ISS, tendo como destaque o alerta estrutural 31a, que esta relacionado a presenca de benzeno
halogenado, sendo que essa estrutura esta presente nestes DBPs. J4 0 modelo IRFMN/ISSCAN-
CGX previu os DBPs 8, 9 e 12 como carcinogénicos devido ao alerta estrutural 42, que se refere
a presenca da estrutura NC1CCCCCL1 que também esta presente na estrutura dos referidos
DBPs.
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Considerando os efeitos disruptores enddcrinos avaliados, todos os DBPs avaliados
(Quadro 1) ndo apresentaram atividade como receptor de estrogénio e de tiroide A e B. Como
receptor de androgénio, os DBPs 17-19 e 21 se demonstraram ativos pelo modelo
IRFMN/COMPARA. A atividade prevista por este modelo foi correlacionada a presenca da
estrutura NC1CCC(CI)CC1 nos DBPs, sendo que esse fragmento também estd presente nas
moléculas de referéncia que foram utilizadas para avaliar a atividade dos DBPs alvo, neste caso,
a predicdo da atividade destes DBPs pode ser considerada.

OsDBPs 2, 3, 5, 6, 8-11 e 22 foram previstos como hepatotdxicos pelo modelo IRFMN.
Para estes DBPs o alerta estrutural destacado foi NCNC1CCCCC1, sendo que alguns
compostos do modelo também possuem essa estrutura, o que permite uma maior confiabilidade

na predicdo da atividade desta molécula.
4.3.2 RESULTADOS DA PREDICAO ECOTOXICOLOGICA

Nas Tabelas 5-7 estdo representados os resultados da predicdo de ecotoxicidade aquatica
aguda (de curto prazo) da clorexidina e dos DBPs (com IDA > 0,7) para algas (ECso), Daphnia

magna (LCso e ECso) e peixes (LCsp), respectivamente.

Tabela 5 - Resultados dos testes de ecotoxicidade aguda em algas (ECso) obtidos pela

plataforma VEGA
Toxicidade em alga — ECso (mgL™1)

Composto ProtoQSAR/Combase
Clorexidina -

DBP 3 0,2777

DBP 5 0,3155

DBP 6 0,3586

DBP 8 0,4643

DBP 9 0,2481

DBP 10 0,2824

DBP 11 0,3014

DBP 13 295,75

DBP 14 0,4131

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 6 - Resultados dos testes de ecotoxicidade em Daphnia magna (LCso e ECso) obtidos
pela plataforma VEGA

Toxicidade D. magna — L.Cso Toxicidade D. magna — ECso
(mgL?) (mgL?)

Composto EPA DEMETRA IFRMN/Combase
Clorexidina 0,0071 0,0380 0,2105

DBP 3 0,1547 - 0,0088

DBP 5 0,2111 - 0,0176

DBP 6 0,2727 6,97 0,03

DBP 8 1,11 11,05 0,2793

DBP 9 0,1344 - 0,0193

DBP 10 0,1774 - 0,0389

DBP 11 0,1986 - 0,0552

DBP 13 19,34 - 23,57

DBP 14 2,44 24,87 -

DBP 17 - 0,0467 -

Fonte: Autoria propria.

Tabela 7 - Resultados dos testes de ecotoxicidade em peixes (LCso) obtidos pela plataforma

VEGA
Toxicidade peixe - LCso (mgL™)
Composto  Sarpy/IRFMN KNN/Read- NIC IRFMN/Combase
across

Clorexidina 1-10 - 0,1248 1,95
DBP 3 1-10 41,65 1,78 0,1624
DBP 5 10-100 41,65 1,15 0,6251
DBP 6 10-100 17,93 3,67 1,69
DBP 8 10-100 102,62 2,98 2,86
DBP 9 1-10 22,82 2,97 0,2019
DBP 10 1-10 23,34 0,3804 0,5545
DBP 11 1-10 14,47 0,3629 0,9161
DBP 12 10-100 360,15 218,86 20,68
DBP 13 >100 3371,7 8,93 9,64
DBP 14 1-10 41,61 21,06 -

Fonte: Autoria propria.

Os dados de toxicidade aguda da clorexidina, realizados com organismos Vvivos e
divulgados na literatura, mostram que ela é tdxica para organismos aquaticos, com efeitos
adversos observados em baixas concentragdes (< 0,1 mgL™?) (ECCC, 2019). Nestes estudos 0s
valores de ECso para algas ficaram na faixa de 0,0062-0,038 mgL™, para Daphnia magna no
intervalo de 0,025-0,42 mgL™ e os valores de LCso para peixes foram da ordem de 0,29-2,08
mgL™.
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Apesar dos estudos ecotoxicoldgicos da clorexidina j& estarem amplamente divulgados
na literatura, neste estudo a determinagéo do ECso e LCso da clorexidina foi realizada visando
verificar se os resultados dos modelos QSAR, utilizados para avaliacdo dos DBPs, apresentam
confiabilidade.

O resultado obtido por ProtoQSAR/Combase para algas ndo se mostrou adequado
estando fora do dominio de aplicabilidade do modelo e 0 modelo KNN/Read-across nao
conseguiu gerar avaliacdo para peixes. Os dados preditivos dos modelos EPA e DEMETRA
ndo puderam ser avaliados, pois ndo foram encontrados na literatura dados de LCso para
Daphnia magna obtidos por meio dos ensaios com organismos Vivos.

Os dados preditivos obtidos para a clorexidina com os demais modelos QSAR (ECsp =
0,21 mgL™ para Daphnia magna; LCso = 0,13-1,95 mgL™* para peixes) corroboraram com o0s
resultados ja divulgados na literatura a partir de ensaios com organismos vivos, confirmando a
confiabilidade da relacdo dose-resposta predita por estes modelos.

Uma vez que os DBPs identificados neste trabalho n&o possuem LCsg e ECso de ensaios
com organismos Vvivos publicados na literatura e/ou padrdes disponiveis comercialmente para
a realizacdo destes ensaios, a confiabilidade da relacdo dose-resposta obtidas pelo modelo
QSAR para os DBPs ndo pode ser verificada. No entanto, considerando que a atividade
(eco)toxicoldgica de uma substancia esta diretamente relacionada as estruturas (fragmentos)
presentes em sua molécula, os resultados preditivos do DBP 17 foram comparados com a da
clorexidina, pois possuem estruturas semelhantes. O Unico modelo que forneceu dado preditivo
para este DBP foi 0 DEMETRA (LCso = 0,0467 mgL™ para Daphnia magna). Devido a

auséncia de dados de LCso da clorexidina a partir de organismos vivos, a concentracédo letal

predita foi comparada com a LCso da clorexidina, predita pelo préprio DEMETRA (LCso
0,038 mgL ™) constatando-se que os valores s&o similares.

Comparando os resultados de ECso e LCso dos modelos EPA, DEMETRA e
IFRMN/Combase para Daphnia magna e o0s modelos KNN/Read-across, NIC e
IRFMN/Combase para peixes constatou-se diferenca de cerca de uma a duas ordens de
grandezas nas predicOes. Estas divergéncias sdo provenientes do procedimento adotado para a
geracdo dos dados com organismos Vvivos que, por sua vez, posteriormente séo utilizados como
modelo/base para a construcdo do modelo computacional. Uma vez que estes procedimentos
experimentais geram variagdes nos valores obtidos com organismos vivos (como pode ser
observada na faixa de valores de ECso e LCso para a clorexidina), os modelos disponiveis na
plataforma VEGA também geram respostas distintas.
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Os dados de ecotoxicidade aguda (ECsp) preditos para os DBPs permitiram obter a
classificacdo de risco destes compostos. Com base na Diretiva da Comissdo Europeia sobre
Seguranca de Produtos Quimicos (03/67/EC) (KIZEK et al., 2017) (Tabela 8), os DBPs 3, 5, 6
e 8-11 se enquadram como substancias muito toxicas para algas e para Daphnia magna.

Para 0 DBP 14 ndo foi possivel obter a predi¢do de ECso para Daphnia magna com o
modelo IFRMN/Combase utilizado, mas o resultado de ECso obtido pelo modelo
ProtoQSAR/Combase enquadrou este subproduto como muito toxico para algas.

Para o DBP 13, o valor de ECso = 295,75 mgL™ categoriza que este DBP pode causar
efeitos adversos a longo prazo para algas e 0 ECso = 23,57 mgL! para Daphnia magna mostra
que este DBP é perigoso para este organismo aquatico.

Tabela 8 — Classificacao de perigo de substancias perigosas de acordo com a Diretiva

93/67/EC
ECso ou LCso Classificacao de Risco Pontuacdo de Perigo
<1mgL? Muito toxico para organismos aquaticos 1
1-10 mgL* Téxico para organismos aquaticos 2
11-100 mgL* Perigoso para organismos aquaticos 3
> 100 mgL* Pode causar efeitos adversos a longo prazo 4

aos organismos aquaticos

Fonte: KIZEK et al. (2017).

Os dados de toxicidade preditos para os DBPs indicam também que estas substancias
causam efeitos adversos agudos em peixes. Os peixes parecem ser menos sensiveis aos efeitos
dos DBPs do que os dafnideos, conforme pode ser observado pelo LCso apresentados nas
Tabelas6e 7.

Com relagdo a toxicidade para Daphnia magna o DBP 17 se demonstrou ser o
subproduto mais toxico entre eles, apresentando uma concentracéo letal na ordem de 0,05 mgL-
!, Dentre os demais subprodutos avaliados, os DBPs 3, 5, 6, 9-11 apresentam toxicidade
intermediaria com concentrag@es letais na faixa de 0,1 a 0,3 mgL™?, seguidos pelo DBPs 8 e 14
que apresentam concentracdes letais com uma ordem de grandeza superior (1,1 a 2,4 mgL™Y),
demonstrando que sdo ligeiramente menos toxicos. O DBP 13 foi 0 que se demonstrou menos
toxico, com concentracéo letal de 19,3 mgL™.

Para determinagdo da concentracédo letal em peixes, quatro modelos foram avaliados
(Sarpy/IRFMN, KNN/Read-across, NIC e IRFMN/Combase). Todos os modelos se
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demonstraram adequados para a determinagéo do LCsodos DBPs 3, 5, 6, 8-14 (com excecdo do
modelo IRFMN/Combase que ndo apresentou resultado para o DBP 14), no entanto as
diferencas de valores preditos ndo permitiram agrupar cada um destes DBPs em uma Unica
classificacéo de risco. De uma forma geral, os DBPs 12, 13 e 14 foram 0s que se demonstraram
menos toxicos, apresentando concentracéo letal na faixa de 20,68-360,15 mgL™?, 8,93-3371,7
mgL? e 21,06-41,61 mgL™t, respectivamente.
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5 CONCLUSOES

Os testes de cloracdo realizados, mostraram que a molécula de clorexidina é
extremamente reativa a presenca de cloro, quando exposta a condi¢des nas quais as dguas sdo
submetidas nas estacdes de tratamento e na rede de distribui¢do. Dentre as variaveis avaliadas,
constatou-se que o pH, a concentracdo de cloro e o tempo de reacdo influenciam no
comportamento da clorexidina gerando fragmentacdo da molécula e formacdo de DBPs por
diferentes rotas. Ja as diferentes temperaturas testadas ndo influenciaram na formacao desses
compostos. Apds elucidagdo estrutural dos subprodutos formados, notou-se que parte deles
pertence ao grupo das cloraminas, relatadas na literatura como tdxicas aos seres humanos e ao
meio ambiente. Até o presente momento, os DBPs identificados neste estudo ndo estdo
relatados na literatura.

Com relacdo as predicGes, de uma forma geral, os modelos descritos no VEGA foram
adequados para prever as possiveis atividades toxicoldgicas dos DBPs identificados bem como
sua ecotoxicidade para peixes, Daphnia magna e algas. Vinte dos trinta DBPs identificados
apresentaram valores de IDA superiores a 0,7 indicando que os resultados obtidos estavam
dentro do Dominio de Aplicabilidade dos modelos de mutagenicidade, carcinogenicidade,
modelos para as atividades de disruptor enddcrino (receptor de estrogénio, androgénio e tiroide
A e B) e hepatotoxicidade utilizados. Para os modelos de ecotoxicidade o Dominio de
Aplicabilidade de dez dos trinta DBPs identificados ficaram dentro deste limite aceitavel (IDA
>0,7).

Os resultados da plataforma QSAR mostraram que alguns dos DBPs identificados se
destacam por apresentar diferentes atividades toxicoldgicas e ecotoxicoldgicas, tais como, 0s
DBPs 3 e 5 (carcinogénicos, hepatotoxicos e toxicos para peixes, Daphnia magna e alga); o
DBP 6 (mutagénico, carcinogénico, hepatotoxico e toxico para D. magna e alga); o DBP 8
(carcinogénico, hepatotdxico e toxico para D. magna e alga); o DBP 9 (mutagénico,
carcinogeénico, hepatotoxico e toxico para peixes, D. magna e alga); o DBP 11 (mutagénico,
hepatotdxico e toxico para peixe, D. magna e alga); o DBP 17 (mutagénico, carcinogénico,
ativo para receptor de androgénio e toxico para D. magna e alga) e o DBP 18 (carcinogénico,
ativo para receptor de androgénio e toxico para alga). Dentre estes DBPs, destacam-se 0os DBPs
6, 8 e 17 que, além de apresentarem diversas atividades tdxicas, foram gerados em muitas das
condicdes testadas.

Os resultados obtidos por este estudo podem servir de base para outros estudos de

monitoramento ambiental, assim como para o aperfeicoamento da etapa de cloragdo nas
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estacOes de tratamento de dguas e como resultados preliminares para a futura regulamentacéo
destes compostos.
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