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RESUMO 
 

Com o passar do tempo, o crescimento da produção de produtos 

farmacêuticos vem aumentando gradativamente e consequentemente, os resíduos 

destes produtos de forma inadequada no ambiente aquático também. Neste 

contexto, destaca-se a escassez de estudos Ecotoxicológicos sobre os 

medicamentos da classe dos tuberculostáticos no meio aquático. Sendo assim, o 

presente estudo teve como objetivo avaliar toxicidade ambiental dos fármacos 

tuberculostáticos utilizados como esquema padronizado pelo Ministério da Saúde 

para o tratamento de tuberculose, através do cálculo da concentração ambiental 

estimada em águas superficiais do município de Cubatão/SP, assim como foram 

avaliados os efeitos biológicos adversos nos organismos-testes Daphnia similis e 

Echinometra lucunter. As concentrações ambientais previstas (CAE) foram 

calculadas entre os quatro fármacos tuberculostáticos (Rifampicina, Isoniazida, 

Pirazinamida e Etambutol) de acordo com a diretriz da Agência Europeia de 

Medicamentos (EMEA) (CHMP, 2006). Após, foram realizados ensaios de toxicidade 

em D. similis e E. lucunter com os fármacos Isoniazida e Pirazinamida. Os 

resultados das CAE para todos os fármacos tuberculostáticos incluídos no presente 

estudo apresentaram valores que superaram o limite máximo considerado pela 

EMEA de 0,01 µg.L-1. Para o ensaio de toxicidade com D. similis, os fármacos 

Isoniazida e Pirazinamida apresentaram valores de CE50 respectivamente 69,97 

mg.L-1 e 44,49 mg.L-1 sendo estes classificados como “nocivos” de acordo com a 

Diretiva da Comunidade Econômica Europeia (CEE) 93/67/CEE. Já para o ensaio de 

toxicidade com E. lucunter, os mesmos fármacos foram selecionados onde 

apresentaram valores de CI50, classificando-os como “nocivos” de acordo com a 

Diretiva 93/67/CEE, são eles: Isoniazida (CI50 23,66 mg.L-1); Pirazinamida (CI50 

17,21 mg.L-1). Os resultados desta pesquisa poderão servir como subsídios a novas 

legislações e a criação de programas governamentais que buscam soluções 

promovendo redução e até mesmo a eliminação de fármacos no ambiente aquático. 

 
Palavras-Chave: Isoniazida. Pirazinamida. Fármacos no meio ambiente. 

Ecotoxicologia. Concentração Ambiental Estimada. 

 
 



ABSTRACT 
 

ECOTOXICOLOGICAL EVALUATION OF TUBERCULOSTATIC MEDICINES: 
PREDICTED ENVIRONMENTAL CONCENTRATIONS IN THE CUBATÃO (ETE 

LAGOA AND CASQUEIRO) AND BIOLOGICAL EFFECTS IN DAPHNIA SIMILIS 
AND ECHINOMETRA LUCUNTER 

 
Over time, the growth in the production of pharmaceutical products is 

gradually increasing and, consequently, the residues of these products 

inappropriately in the aquatic environment as well. In this context, the scarcity of 

Ecotoxicological studies on drugs of the tuberculostatic class in the aquatic 

environment is highlighted. Thus, the present study aimed to assess the 

environmental toxicity of tuberculostatic drugs used as a standardized scheme by the 

Ministry of Health for the treatment of tuberculosis, by calculating the estimated 

environmental concentration in surface waters of the municipality of Cubatão / SP, as 

well as being recovered. the adverse biological effects on the testis organisms 

Daphnia similis and Echinometra lucunter. The predicted environmental conditions 

(CAE) were calculated among the four tuberculostatic drugs (Rifampicin, Isoniazid, 

Pyrazinamide and Etambutol) according to the European Medicines Agency (EMEA) 

Directive (CHMP, 2006). Afterwards, toxicity tests were carried out on D. similis and 

E. lucunter with the drugs Isoniazida and Pirazinamida. The results of the PPAs for 

all tuberculostatic drugs included in the present study evaluate values that exceeded 

the maximum limit considered by the EMEA of 0.01 µg.L-1. For the toxicity test with D. 

similis, the drugs Isoniazid and Pyrazinamide values of EC50 values respectively 

69.97 mg.L-1 and 44.49 mg.L-1, being classified as “harmful” according to the 

Directive of the European Economic Community (EEC) 93/67 / EEC. As for the 

toxicity test with E. lucunter, the same drugs were selected where higher IC50 values, 

classifying them as “harmful” according to Directive 93/67 / EEC, are: Isoniazid (IC50 

23.66 mg.L-1); Pyrazinamide (IC50 17.21 mg.L-1). The results of this research can 

serve as subsidies to new legislation and the creation of government programs that 

seek solutions promoting reduction and even elimination of drugs in the aquatic 

environment. 

Keywords: Isoniazid. Pyrazinamide. Drugs in the environment. Ecotoxicological. 

Predicted Environmental Concentration. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Poluição Aquática 
 

A água é um recurso essencial para a manutenção da vida na Terra, mas 

esse recurso não tem sido cuidado na mesma proporção de sua importância 

(BARSZCZ et al., 2019). A degradação dos corpos hídricos é um grave problema 

que está se agravando por conta das práticas de atividades potencialmente 

poluidoras (BARSZCZ et al., 2019). 

Devido ao crescimento populacional de centros urbanos, a poluição aquática 

tem se tornado um problema cada vez mais alarmante, principalmente a partir do 

século XX com o uso abusivo da água (YAMAMOTO, 2014). 

Como consequência deste crescimento populacional, avanços tecnológicos e 

industriais têm sido observados a contaminação do ambiente aquático, que se dá a 

partir dos efluentes liberados na água, sem passar por um tratamento adequado 

antes (YAMAMOTO et al., 2012; CORTEZ, 2011). 

Os problemas como escassez de água bem como a poluição, são 

constantemente noticiados, mas as reais providências para minimizar os impactos 

são poucas ou ineficazes onde a grande diversidade de compostos identificados e 

quantificados no ambiente denota essa situação. 

Dentre as principais fontes de poluição dos ecossistemas aquáticos, 

encontram-se os lançamentos de efluentes líquidos domésticos e industriais sem o 

devido tratamento. Aliados a esses fatos, a quantidade, a diversidade e o consumo 

crescente de produtos químicos aumentam a probabilidade dos riscos nesses 

ambientes (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008). 

No Brasil, o tratamento de esgotos realizados pelas Estações de Tratamento 

(ETE), possuem inúmeras vantagens, como menor consumo de energia e menor 

custo de operação, sendo muito eficiente na remoção de poluentes em 

concentrações da ordem de mg.L-1. Porém, torna-se mais difícil a remoção de 

contaminantes orgânicos em μg.L-1 ou ng.L-1 (LEITE et al., 2010). 

Diante de todos estes fatos, a Ecotoxicologia aquática ganha relevância como 

uma análise complementar destes compostos potencialmente poluidores, a fim da 

identificação de comportamento no ambiente em diversos organismos aquáticos. 
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1.2. Ecotoxicologia aquática 
 

A ecotoxicologia surgiu pela junção das ciências de toxicologia clássica e 

ecologia, para complementar uma à outra (SOUZA, 2016). O termo ecotoxicologia 

ou Toxicologia Ambiental foi sugerido pela primeira vez em 1969, durante uma 

reunião do Committe of the International Council os Scientifc Unions (ICSU), em 

Estocolmo, pelo toxicologista francês René Truhaunt (CORTEZ, 2011) que definiu a 

ecotoxicologia como ciência que estuda os efeitos das interações de substâncias 

naturais ou sintéticas sobre organismos vivos e o meio em que vivem (SOUZA, 

2016). 

Ao longo dos anos, essa definição foi recebendo complementos, porém, com 

o mesmo princípio, como é o exemplo da definição mais recente de NEWMAN et al. 

(2002) que definiram a Ecotoxicologia como a ciência dos contaminantes e seus 

efeitos sobre os constituintes da biosfera, incluindo o homem (CORTEZ, 2011). 

No Brasil, os ensaios Ecotoxicológicos deram início em 1975 pelo Comitê 

Técnico de Qualidade das Águas da International Organization for Standardization 

(ISO), com auxílio da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do 

Estado de São Paulo (CETESB) a partir de ensaios com peixes, que foram expostos 

a concentrações diferentes de efluentes líquidos liberados por uma indústria em 

Atibaia/SP (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008). 

Contudo, as primeiras normas de testes Ecotoxicológicos só começaram a ser 

publicadas a partir de 1987 pela Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) 

(ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008). 

A CETESB e a ABNT instituíram as primeiras normas relativas a testes de 

toxicidade que utilizam organismos aquáticos que serviram de apoio para diversos 

institutos de pesquisas, indústrias, laboratórios particulares e governamentais, que 

realizam e têm intensificado ensaios Ecotoxicológicos para diversas finalidades 

(ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008). 

Dentro da ecotoxicologia, os ensaios de toxicidade são consagrados como 

importantes métodos de controle ambiental, fornecendo dados qualitativos e 

quantitativos sobre os efeitos adversos de contaminantes (COONEY, 1995), 

proporcionando uma evidência direta das consequências de contaminação, podendo 

ser utilizada para estimar a toxicidade de misturas complexas em diferentes matrizes 
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ambientais (LOURENÇO, 2019). 

Estudos Ecotoxicológicos podem ser utilizados para determinar efeitos 

biológicos em diferentes níveis de organização biológica, desde moleculares e 

bioquímicos, até comunidades e ecossistemas (Figura 1) (WALKER et al., 1996; 

CORTEZ, 2011) e têm sido empregados com a finalidade de se avaliar os efeitos da 

introdução de xenobióticos no ambiente aquático, sendo que alguns parâmetros 

como toxicidade aguda e crônica já são previstos na Legislação Brasileira, e um 

exemplo disso é a Resolução CONAMA 357/2005 (PEREIRA, 2008). 

 

 
Figura 1. Níveis de organização biológica e respostas a poluentes. 

Fonte: WALKER et al., 1996; CORTEZ, 2011 
 

Os testes em geral, contemplam ensaios de efeito agudo no qual é possível 

observar efeitos deletérios e mortalidade em um curto período e efeito crônico, em 

que os efeitos da substância são observados em parte do ciclo de vida de um 

organismo ou seus descendentes por um tempo maior. Nos ensaios 

Ecotoxicológicos, os organismos bioindicadores padronizados são utilizados para 

garantir a confiabilidade dos resultados obtidos (SOUZA, 2016). 

A Ecotoxicologia Aquática, como os demais campos de estudo da 
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Ecotoxicologia, envolve o conhecimento de outras áreas da ciência caracterizando 

um estudo multidisciplinar (RAND et al., 1995; CORTEZ, 2011). 

Rand et al. (1995) relatou que os primeiros ensaios de toxicidade com organismos 

aquáticos foram implementados a partir de 1930, com o objetivo de estabelecer a 

relação causa/efeito de substâncias químicas e despejos líquidos (CORTEZ, 2011). 

Diferentes métodos de ensaios com organismos de águas continentais, 

estuarinas e marinhas, têm sido utilizadas para identificar os efeitos de xenobióticos 

no ambiente (COONEY, 1995), proporcionando uma evidência direta das 

consequências da contaminação (CESAR et al., 2002). 

Os ensaios de toxicidade aquática possuem uma série de vantagens como 

baixo custo, obtenção de respostas rápidas, simplicidade da maior parte dos 

métodos e fácil interpretação dos resultados (CORTEZ, 2011), e por este motivo, 

ganha espaço no campo da toxicologia ambiental. 

 

1.3. Fármacos no Meio Ambiente 
 

Com o passar do tempo, a revolução industrial impulsionou o aumento 

significativo (toneladas) da produção de substâncias químicas sintéticas 

(xenobióticos), e em grande parte com efeito biológico ou fins terapêuticos 

(medicamentos). Em adição, desenvolveu-se não só o potencial terapêutico e tóxico 

dos compostos, mas também, o quantitativo da produção de resíduos destes 

resultantes, com elevado impacto no ambiente, nas mais variadas espécies de 

organismos (PAIVA, 2009). 

Fármacos, assim como novos pesticidas, produtos de cuidado/higiene 

pessoal, suplementos nutricionais, agentes de diagnóstico, entre outros compostos 

que têm sido detectados no ambiente e para os quais não há legislação 

estabelecendo padrões ou limites ambientais, são considerados contaminantes 

emergentes (BIRCH et al., 2015). Os produtos farmacêuticos e os de higiene 

pessoal têm recebido atenção de pesquisadores nos últimos anos por causa da 

intensa produção e, principalmente, do uso generalizado e contínuo em humanos e 

animais (DAUGHTON, 2007). 

A presença de fármacos no ambiente foi relatada pela primeira vez por 

Garrison et al. (1976), que identificaram o ácido clofíbrico em efluente tratado nos 

Estados Unidos, na faixa de 0,8 a 2,0 μg/L. Os estudos sobre a ocorrência desses 
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contaminantes no meio ambiente vêm crescendo e alertam sobre o seu possível 

risco tóxico (ESCHER, 2019). 

Algumas substâncias farmacológicas, como medicamentos terapêuticos, 

fitoterápicos, produtos biotecnológicos, medicamentos veterinários, que são 

excretadas na forma não metabolizada ou de um metabólito, são classificadas como 

emergentes por serem ativas e causarem transformações no meio em que estão 

inseridas ou trazerem malefícios aos organismos presentes no local de descarte 

(FILHO et al., 2007, PETROVIĆ et al., 2005, JIMENEZ et al., 2012). 

Há preocupação com os possíveis efeitos desses compostos em organismos 

aquáticos, bem como com os elos da cadeia trófica que podem alimentar-se desses 

seres vivos contaminados, especialmente porque o ser humano se encontra no topo 

dessa cadeia (TORRES et al., 2012). Em concentrações na ordem de ng/L, os 

fármacos podem alterar o sistema endócrino dos organismos aquáticos, 

desencadeando efeitos adversos como a interferência no crescimento, 

desenvolvimento e/ou reprodução (CUNHA et al., 2017). 

Os mecanismos de ação dos fármacos são diversificados, variando de acordo 

com a classe pertencente. Uma vez administradas, essas substâncias são 

absorvidas no organismo, sendo parcialmente metabolizadas e então excretadas 

nas formas original, associada ou como metabólitos. Quando essas substâncias são 

excretadas pela urina e fezes de seres humanos e animais, alcançam o esgoto 

doméstico e/ou os corpos d’água (BILA; DEZOTTI, 2003; MELO et al., 2009). 

Os fármacos não são completamente degradados após sua utilização e 

atingem o ciclo da água por meio de distintas rotas. As Estações de Tratamento de 

Esgoto (ETEs) são as principais vias de entrada dos fármacos nos corpos d’água, 

existem diversas rotas para os produtos farmacêuticos chegarem ao meio ambiente, 

conforme a Figura 2. A principal porta de entrada de fármacos na água é através de 

efluentes vindos das estações de tratamento de esgotos, pois as tecnologias 

convencionais de tratamento (ETEs) apresentam limitações na remoção de uma 

variedade de fármacos (CARVALHO et al., 2009). 
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Figura 2. Possíveis rotas de fármacos no meio ambiente  

Fonte: Adaptada BILA e DEZOTTI, 2003; 
 

Dados de monitoramento ambiental realizados no Brasil (LIMA et al., 2017) 

indicam que fármacos são encontrados em mananciais superficiais, principalmente 

aqueles pouco preservados, em concentrações que variam de dezenas a centenas 

de nanogramas por litro (ng.L-1) (SOUZA, 2020). 

Por outro lado, a OMS (2012) salienta no documento Pharmaceuticals in 

Drinking-Waterque que há lacunas no conhecimento da avaliação de riscos 

associados à exposição em longo prazo a fármacos em baixas concentrações e ao 

possível efeito combinado de misturas de substâncias químicas, incluindo os 

fármacos. 

Na mesma linha, outros documentos da OMS (BERGMAN et al., 2013; OMS, 

2014) reconhecem a preocupação ambiental que se deve ter com fármacos que 

exibem atividade endócrina (desreguladores endócrinos) ou que induzam à 

resistência antimicrobiana (antibióticos) (SOUZA, 2020). 

No ambiente aquático, a ocorrência e destino dos compostos 

farmaceuticamente ativos têm sido reconhecidos como um dos maiores problemas 

emergentes na química ambiental (PAIVA, 2009), porém, os relatos sobre os 

impactos ambientais de fármacos ainda são bem escassos no Brasil (ESCHER, 

2019). 
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Em investigações desenvolvidas em países como Áustria, Brasil, Canadá, 

Croácia, Inglaterra, Alemanha, Grécia, Itália, Espanha, Suíça, Holanda e Estados 

Unidos da América, mais de 80 compostos, medicamentos e imensos metabólitos de 

drogas, têm sido detectados no ambiente aquático. 

Muitos medicamentos de várias classes terapêuticas são encontrados em 

concentrações acima de valores ug.L-1 em amostras de afluentes e efluentes de 

águas residuais e em amostras de águas superficiais localizadas de ETARs (PAIVA, 

2009). 

Em um estudo paralelo a este, Pereira et al. (2016) e colaboradores 

analisaram águas superficiais e de fundo no entorno do lançamento de esgoto pelo 

emissário submarino de Santos, SP, e evidenciaram pela primeira vez a presença de 

fármacos e drogas ilícitas em águas marinhas no litoral do Brasil onde foram 

detectadas a presença de acetaminofeno (34,6 ng.L-1), losartan (32,0 ng.L-1), 

valsartan (75,0 ng.L-1) e diclofenaco (19,4 ng.L-1), além de cocaína (537,0 ng.L-1).  

Neste contexto, é levando em consideração a escassez de estudos 

publicados sobre os medicamentos da classe dos tuberculostáticos no meio aquático 

(tanto em água doce, quanto em água marinha), que essa dissertação se torna 

relevante para a área da ecotoxicologia.  

 

1.4. Município de Cubatão 
 

O litoral paulista possui 880 km de extensão, sendo 16 municípios com uma 

área de 7.759 km², incluindo o município de Cubatão. 
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Figura 3. Localização do município de Cubatão na Região Metropolitana da Baixada Santista. 

Fonte: Adaptada da Malha Digital dos Municípios Brasileiros. 
Fonte: IBGE (2019). 

 

Cercada pela Serra do Mar, Cubatão tornou-se essencialmente um lugar de 

passagem, obtendo um papel de destaque no cenário da Baixada Santista, do 

Estado de São Paulo e até mesmo do Brasil (IBGE, 2018). 

Tudo isso aconteceu, pois com a Via Anchieta, o transporte rodoviário foi 

dinamizado entre São Paulo e a Baixada Santista, tornando Cubatão um grande 

centro de tráfego de veículos de passagem e de carga, fortalecendo ainda mais o 

desenvolvimento industrial na cidade (IBGE, 2018). 

Com o passar dos anos, Cubatão se transformou e ganhou complexos 

industriais favorecendo a economia e o desenvolvimento paulistano, porém, 

começaram a surgir diversos problemas ambientais, como a poluição do ar, água e 

solo (IBGE, 2018). 

O município de Cubatão já foi considerado uma das cidades mais poluídas do 

mundo; e danos à saúde, como carcinogênese, anencefalia fetal e problemas 

respiratórios foram relatados ao longo dos anos (IBGE, 2018). 

E por conta desse histórico, muitos estudos foram realizados em água e 

sedimento para verificar a quantidade de metais, PBCs e danos remanescentes aos 

organismos do sistema estuarino e marinho (CETESB, 2014). 

Além dos dados citados acima, segundo o IBGE, o município de Cubatão 
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apresenta apenas 62.7% de domicílios com esgotamento sanitário adequado, ou 

seja, aproximadamente 38% da população não possui sistema completo de esgoto 

que deve ser constituído com uma boa infraestrutura operacional além de um 

tratamento eficaz para o lançamento adequado no meio ambiente. 

Apesar de termos essas informações quanto aos domicílios com esgotamento 

sanitário adequado, não é correto afirmar que está sendo adequado para o 

tratamento de substâncias como fármacos, pois a tecnologia adequada para a 

redução/eliminação de fármacos em águas envolve processos de alto custo a serem 

implementados nas estações de tratamento de esgotos (ETEs).  

E por este motivo, levando em consideração o histórico de poluição de 

Cubatão e a não eficácia do sistema completo de esgoto em alguns bairros do 

município torna-se relevante o entendimento das estações de tratamento de 

efluentes responsáveis pelo município. 

 

1.4.1. ETE – Cubatão 
 

Segundo o IBGE, há 129.760 habitantes no município de Cubatão, sendo 

estes divididos em 37 bairros conforme Figura 4. 

 

 
Figura 4. Divisão de bairros do município de Cubatão/São Paulo. 

Fonte: Arquivo da prefeitura municipal de Cubatão. 
 

Para a realização do saneamento básico do município, Cubatão possui como 



22 
 

prestadora de serviço a empresa SABESP, porém, nem todos os bairros são 

atendidos com o saneamento básico adequado, uma vez que a cidade possui muitos 

bairros periféricos, de difícil acesso. 

A cidade de Cubatão possui duas Estações de Tratamento de Efluentes 

(ETE), sendo: ETE Casqueiro e ETE Lagoa Cubatão (Figura 5), e destas, cada uma 

possui características peculiares de tratamento. 

 

 
Figura 5. Estações de Tratamento de Esgoto (ETEs) existentes do município de Cubatão. 

Fonte: BRASIL, 2017 
 

A ETE Casqueiro atende 18.851 habitantes, possuindo como corpo receptor o 

Rio Santana, com eficiência aproximada de 90%. A ETE Casqueiro realiza seus 

tratamentos a partir de Lodos Ativados em Batelada, um tratamento biológico que é 

utilizado nas estações de maior capacidade de tratamento. 

O processo convencional tem como objetivo a remoção da matéria orgânica e 

consistem em duas fases: líquida e sólida. A fase líquida consiste em após o 

processo de degradação da matéria orgânica nos tanques de aeração e do processo 

de sedimentação que ocorre nos decantadores secundários, o efluente clarificado é 

devolvido ao meio ambiente (SABESP, 2020). 

Já a fase sólida, diz respeito ao tratamento e disposição da massa biológica, 

chamada de lodo gerada durante o tratamento. Nesta etapa, são adicionados 

produtos químicos ao lodo para condicionamento e desaguamento e disposição em 

centrífugas ou filtros prensas para aumentar o teor de sólidos para transporte e 

disposição final em aterros sanitários aprovados pelo órgão ambiental.  
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A ETE Lagoa Cubatão atende 42.513 habitantes, possuindo como corpo 

receptor o Rio Cubatão (o mais importante da região), com eficiência aproximada de 

82%. A ETE Lagoa Cubatão realiza seus tratamentos a partir de Lagoa Aerada e 

Lagoa Facultativa/Decantação. 

O tratamento de Lagoa Aerada necessita de oxigênio e a profundidade das 

lagoas varia de 2,5 a 4,0 metros. Os aeradores servem para garantir oxigênio no 

meio e manter os sólidos bem separados do líquido. A qualidade do esgoto que vem 

da lagoa aerada não é adequada para lançamento direto, pelo fato de conter uma 

grande quantidade de sódios e por este motivo é seguida do tratamento de 

decantação (SABESP, 2020). 

O tratamento de Lagoa Facultativa/Decantação possui de 1,5 a 3 metros de 

profundidade, e há uma mistura de condições aeróbias e anaeróbias onde as 

condições aeróbias são mantidas nas camadas superiores das águas, e as 

condições anaeróbias predominam em camadas próximas ao fundo da lagoa 

(SABESP,2020). 

Embora parte do oxigênio necessário para manter as camadas superiores 

aeróbias seja fornecida pelo ambiente externo, a maior parte vem da fotossíntese 

das algas, que crescem naturalmente em águas com grandes quantidades de 

nutrientes e energia da luz solar, onde as bactérias que vivem nas lagoas utilizam 

este oxigênio produzido para oxidar a matéria orgânica (SABESP, 2020). 

Apesar das ETEs possuírem tratamentos, não é possível afirmar que são 

tratamentos adequados para substâncias em ng.L-1 (como os fármacos), 

principalmente, se tratando de fármacos em grande quantidade, como é o caso dos 

tuberculostáticos, uma vez que a Tuberculose é um problema de saúde pública do 

município de Cubatão e por este motivo, foi definido como alvo para esta pesquisa. 

 

1.4.2 O município de Cubatão no contexto da contaminação aquática 
 

Partindo do princípio da contaminação marinha, o município de Cubatão que 

é proveniente de rios (água doce) faz parte do Sistema Estuarino de Santos, que se 

localiza na Região Metropolitana da Baixada Santista (RMBS) onde juntamente com 

o porto de santos, são fatores relevantes para a degradação ambiental por poluição 

hídrica em ambientes costeiros (ROVERSI, 2016). 

O sistema estuarino de Santos constitui uma zona de transição entre o 
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Oceano Atlântico e as águas doces pertencentes da bacia hidrográfica dos cinco 

municípios que fazem parte do RMBS, incluindo o município de Cubatão, onde 

podemos destacar o Canal de Piaçaguera que possui 5 km de extensão e faz esta 

ligação entre os Rios Cubatão/Santana (onde estão localizadas as estações de 

tratamento de efluentes) e o ambiente marinho, na cidade de Santos/SP (ROVERSI, 

2016). 

 

 
Figura 6. Localização do sistema estuarino de Santos/SP. 

Fonte: ROVERSI, 2016 
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Figura 7. Canal de Piaçaguera inserido no sistema estuarino de Santos/SP, com ligação do município 

de Cubatão/SP. 
Fonte: PARREIRA, 2012 

 

Esta informação torna-se relevante pois a situação do ambiente estuarino 

ligado com Cubatão também pode ser considerado um agravamento do problema de 

contaminação marinha, uma vez que Cubatão não possui saneamento básico 

adequado para substâncias como fármacos e ele possui ligação ao ambiente 

marinho, podendo contaminar organismos como é o caso do ouriço-do-mar 

(AMBROZEVICIUS, 2011). 

 

1.5. Tuberculose 
 

A tuberculose é uma das doenças mais antigas da humanidade. O gênero 

Mycobacterium tem origem estimada em 150 milhões de anos, tendo provavelmente, 

durante o período de contato humano, matado mais pessoas do que qualquer outro 

microrganismo patogênico. 

Há registros da doença em múmias egípcias, em trechos de livros hebraicos 

bíblicos, em antigos escritos chineses, e em estudos de Hipócrates na Grécia antiga, 

revelando a presença letal do patógeno nas principais civilizações (SILVA et al., 

2019). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a tuberculose é a principal 
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causa de morte por um único agente infeccioso em todo o mundo. Em 2018, havia 

um número estimado de 10 milhões de novos casos de tuberculose em todo o 

mundo e 1,5 milhão de pessoas morreram devido à doença. 

No Brasil, levando em consideração os anos de 2017 e 2018, de acordo com 

o DataSus houve 186.660 novos casos de tuberculose, divididos nos 27 estados do 

país (Figura 8).  

 

 
Figura 8. Incidência de casos de TB no Brasil por 100 mil habitantes. 

Fonte: MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020. 
 

Já no município de Cubatão, no mesmo período, houve de acordo com o 

DataSus, 232 novos casos de tuberculose. 

A tuberculose é uma doença infecciosa, causada por qualquer uma das sete 

espécies que integram o complexo Mycobacterium tuberculosis: M. tuberculosis, M. 

bovis, M. africanum, M. canetti, M. microti, M. pinnipedi e M. caprae. 

Em saúde pública, a espécie mais importante é a M. tuberculosis, conhecida 

também como bacilo de Koch (BK). O M. tuberculosis é fino, ligeiramente curvo e 

mede de 0,5 a 3 μm. É um bacilo álcool-ácido resistente (BAAR), aeróbio, com 

parede celular rica em lipídios (ácidos micólicos e arabinogalactano), o que lhe 

confere baixa permeabilidade, reduz a efetividade da maioria dos antibióticos e 

facilita sua sobrevida nos macrófagos, uma vez que sua parede forma uma barreira 

hidrofóbica resistente (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). 
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A M. tuberculosis possui tempo de duplicação em 18 a 48 horas, sendo um 

parasita intracelular facultativo, com preferência pela infecção de macrófagos (Figura 

9) (SEGRETTI, 2016). 

 

 
Figura 9. Expressão da imunidade protetora nos pulmões. Interação macrófago-linfócito e formação 

do granuloma da tuberculose. 
Fonte: SAUNDERS, COOPER, SEGRETI, 2000 

 

M. tuberculosis não é encontrado livre na natureza, sendo transmitido 

principalmente por via aerógena. Sua infecção possui baixa morbidade, o que, aliado 

a seu crescimento lento, proporciona uma manifestação patológica de curso lento e 

crônico em indivíduos de baixa imunidade. Tem preferência pela colonização dos 

pulmões conforme a Figura 10, já que sendo um aeróbico estrito encontra neste 

órgão melhores condições de crescimento e transmissão (PRIMI, 2018). 
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Figura 10. Transmissão e patologia do M. tuberculosis. 

Fonte: GENTENBACHER, KAUFMANN, 2012. 
 

A tuberculose normalmente se apresenta como uma doença de curso 

subagudo ou crônico. Logo, é comum a demora na procura por assistência médica, 

com 66% dos acometidos levando uma média de três meses para entrarem em 

contato com algum serviço de saúde.  

Dentre a diversidade sintomatológica que pode ser manifestada durante a 

infecção, certos sinais e sintomas são mais comumente referidos pelo paciente 

como quadros envolvendo tosse, hemoptise, dispneia, dor torácica, rouquidão, febre, 

sudorese, perda ponderal, são parte importante e clássica da imensa gama de 

manifestações possíveis.  

A tosse está presente em praticamente todos os pacientes, resultando do 

estímulo inflamatório das vias aéreas. Inicialmente apresenta-se como tosse seca, 

evoluindo para produtiva com expectoração mucosa ou purulenta, geralmente em 

pequena quantidade, e ocasionalmente associada à hemoptise (SILVA et al., 2019). 
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1.5.1. Esquema terapêutico da Tuberculose 
 

O tratamento da tuberculose tem como objetivo a cura e a rápida redução da 

transmissão da doença. Para que isso ocorra, os fármacos utilizados devem ser 

capazes de reduzir rapidamente a população bacilar (interrompendo a transmissão), 

prevenir a seleção de cepas naturalmente resistentes (impedindo o surgimento de 

resistência durante a terapia) e esterilizar a lesão (prevenindo a recidiva de doença) 

(SOTGIU et al., 2016). 

O tratamento da tuberculose dura no mínimo seis meses e visando o aumento da 

adesão ao tratamento, desde o início da década de 90, a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) recomenda a adoção da estratégia DOTS (Directlly observed 

treatment, short course) que é o tratamento diretamente observado de curta 

duração. 

Essa estratégia possui cinco elementos, sendo (LIENHARDT et al., 2004): a) 

Compromisso político e apoio financeiro para a manutenção das atividades de 

controle da tuberculose. b) Identificação dos casos de tuberculose através da 

baciloscopia do escarro de sintomáticos respiratórios; c) Esquema de fármacos 

antituberculose padronizado e administrado através de programas de tratamento 

diretamente observado (TDO) pelo menos nos dois primeiros meses de tratamento; 

d) Garantia do suprimento regular dos medicamentos antituberculose; e) Sistema de 

notificação e avaliação dos resultados do tratamento de cada paciente e do 

programa de controle de tuberculose como um todo. 

Nos anos 1960, foram iniciadas as padronizações de esquema terapêutico e foi 

padronizado o uso de Isoniazida (H), Estreptomicina (S) e Pirazinamida (Z) por 18 

meses (esquema HSZ). Em meados dos anos 70, desenvolveu-se a quimioterapia 

antituberculose de curta duração, com Rifampicina (R), Isoniazida (H) e Pirazinamida 

(Z) por 6 meses (esquema RHZ) (RABAHI et al., 2017). 

O Brasil foi o primeiro país do mundo a padronizar o esquema de 6 meses na 

rede pública com o fornecimento de medicamentos antituberculose gratuito, onde 

tais padrões continuam até hoje, sendo estes garantidos pelo PNCT (Programa 

Nacional de Controle à Tuberculose), e não estando disponíveis comercialmente.  

Em 2010, o Programa Nacional de Controle da Tuberculose propôs uma 

mudança no esquema terapêutico até então adotado no país. A decisão foi tomada 

em virtude do aumento da resistência primária à Rifampicina e à Isoniazida 
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(BRASIL, 2011; FERREIRA et al., 2013). 

O esquema de tratamento da tuberculose é padronizado, deve ser realizado de 

acordo com as recomendações do Ministério da Saúde e compreende duas fases: a 

intensiva (ou de ataque), e a de manutenção.  

A fase intensiva tem o objetivo de reduzir rapidamente a população bacilar e a 

eliminação dos bacilos com resistência natural a algum medicamento. Uma 

consequência da redução rápida da população bacilar é a diminuição da 

contagiosidade. Para tal, são associados medicamentos com alto poder bactericida 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). 

A fase de manutenção tem o objetivo de eliminar os bacilos latentes ou 

persistentes e a redução da possibilidade de recidiva da doença. Nessa fase, são 

associados dois medicamentos com maior poder bactericida e esterilizante, ou seja, 

com boa atuação em todas as populações bacilares (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2019). 

No Brasil, o esquema básico para tratamento da TB em adultos e adolescentes é 

composto por quatro fármacos na fase intensiva e dois na fase de manutenção. A 

apresentação farmacológica dos medicamentos, atualmente em uso, para o 

esquema básico é de comprimidos em doses fixas combinadas com a apresentação 

tipo 4 em 1 (RHZE – Rifampicina, Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol) ou 2 em 1 

(RH – Rifampicina e Isoniazida) (Tabela 1) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). 

 
Tabela 1 - Esquema básico para o tratamento da TB em adultos e adolescentes. 

 
RHZE – Rifampicina, Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol. RH – Rifampicina e Isoniazida. 

Fonte: MINISTÉRO DA SAÚDE (2019). 
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No Brasil, pacientes com menos de 10 anos de idade são tratados com três 

medicamentos: Rifampicina (10 mg/kg), Isoniazida (10 mg/kg) e Pirazinamida (35 

mg/kg) e esta decisão se baseia no menor risco de resistência à Isoniazida em 

pacientes com pequena carga bacilar, como é mais comum na tuberculose infantil, e 

no risco de alterações visuais causadas pelo uso do Etambutol, cujo diagnóstico 

pode ser difícil em crianças (RABAHI et al., 2017). 

 

1.5.1.1. Rifampicina 
 

A Rifampicina é utilizada desde 1966 e é um fármaco bactericida que atua 

tanto no bacilo em crescimento e metabolicamente ativo, quanto na fase 

estacionária, com metabolismo reduzido (ARBEX et al., 2010). Tem como 

mecanismo de ação a inibição da atividade RNA polimerase, bloqueando a síntese 

de RNA mensageiro que produz proteínas essenciais para a informação genética da 

bactéria, o DNA. 

Este medicamento (Figura 11), tem como metabolito ativo o 

desacetilrifampicina, transformado rapidamente e liberado na circulação entero-

hepática, com meia vida de aproximadamente 3 horas (FIOCRUZ, 2017). Tais 

características e associações com a pirazinamida permitem o encurtamento do 

tratamento da tuberculose para seis meses (ARBEX et al., 2010). 

 

 
Figura 11. Estrutura química do fármaco Rifampicina. 

Fonte: MEIRELLES, 2019. 
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1.5.1.2. Isoniazida 
 

A Isoniazida é utilizada desde 1952 e é um dos fármacos mais importantes no 

tratamento da tuberculose tem estrutura química considerada simples (Figura 12), 

constituída de um anel piridina e um grupo hidrazida. 

 

 
Figura 12. Estrutura química do fármaco Isoniazida. 

Fonte: GRAEF, 2007. 
 

Tem função bactericida sobre os bacilos de multiplicação rápida, mas tem 

ação restrita sobre os bacilos de crescimento lento (geralmente intracelulares) e 

aqueles de multiplicação intermitente (geralmente extracelulares) (ARBEX, et al. 

2010). 

A isoniazida é uma pró-droga que necessita ser ativada pela enzima 

catalase/peroxidase (KatG) do M. tuberculosis, consequentemente produzindo 

radicais reativos de oxigênio (superóxido, peróxido de hidrogênio e peroxinitrato) e 

radicais orgânicos que inibem a formação de ácido micólico da parede celular, 

causando danos ao DNA e subsequente morte do bacilo (FIOCRUZ, 2017). 

 

1.5.1.3. Pirazinamida 
 

A Pirazinamida é um fármaco que foi sintetizado em 1936 e é utilizada como 

droga tuberculostática desde 1952 (ARBEX et al., 2010). É bactericida e tem uma 

potente ação esterilizante, onde na lesão pulmonar por tuberculose, os bacilos 

fagocitados pelos macrófagos apresentam seu crescimento inibido pelo ambiente 

ácido e são esses bacilos, que são denominados persistentes e em fase de 

multiplicação, que são os responsáveis pela recaída bacteriológica da tuberculose. E 

foi esta atividade esterilizante da Pirazinamida que, juntamente com a Rifampicina, 

permitiu a redução do esquema de tratamento para seis meses (ARBEX et al., 
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2010). 

 

 
Figura 13. Estrutura química do fármaco Pirazinamida. 

Fonte: GRAEF, 2007. 
 

O mecanismo de ação da Pirazinamida não é conhecido, supondo-se que 

esta droga penetre no bacilo, seja convertida em ácido pirazinoico e atinja altas 

concentrações no citoplasma bacteriano. O acúmulo de ácido pirazinóico diminui o 

pH intracelular causando a inativação de enzimas e em consequência, prejudicando 

a biossíntese do ácido micólico causando danos ao DNA e subsequente morte do 

bacilo (FIOCRUZ, 2017). 

 

1.5.1.4. Etambutol 
 

 
Figura 14. Estrutura química do fármaco Etambutol. 

Fonte: Adaptada Meirelles, 2019. 
 

O Etambutol foi sintetizado em 1961 e é utilizado no tratamento da 

tuberculose desde 1966 (ARBEX et al., 2010).Este fármaco atua sobre os bacilos 

intra e extracelulares, principalmente os de multiplicação rápida onde interfere na 

biossíntese de arabinogalactano, que é o principal polissacarídeo da parede celular 

da micobactéria, (ARBEX et al., 2010)causando comprometimento do metabolismo 

celular, a detenção de multiplicação e morte celular (FIOCRUZ, 2017). 

E diante das informações apresentadas à cima, quanto do município de 

Cubatão, quanto dos tuberculostáticos, é de extrema importância a busca da 

avaliação de exposição dos fármacos, e esta avaliação inicia-se através do cálculo 
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da Concentração Ambiental Estimada (CAE). 

 

1.6. Legislações 
 

Há uma crescente mundial quanto à fabricação e consumo de produtos 

farmacêuticos, e consequentemente, o quanto destes produtos é inserido no meio 

ambiente.  

No Brasil, não há registros de programas ou legislações que relatem sobre a 

problemática dos fármacos no meio ambiente, e o mais preocupante é que também 

não há uma legislação determinante quanto ao limite de lançamento de fármacos, ou 

de uma estrutura de ETE na qual consiga eliminar substâncias em ng.L-1. 

Na União Europeia, a aprovação do registro de novos medicamentos requer a 

avaliação dos potenciais riscos ambientais associados à sua utilização, além dos 

padrões mínimos já exigidos como segurança, estabilidade e eficácia, e essa 

exigência ambiental se deve a Diretiva 2004/27/CE. 

Além disso, a Diretiva 2013/39 da União Europeia, implementa programas de 

monitoramento para os contaminantes emergentes com a finalidade de priorizar as 

substâncias que apresentem risco para o ambiente aquático e um exemplo disso é o 

Diclofenaco que foi inserido na lista de vigilância de substâncias que devem ser 

recolhidos, em toda a União Europeia, dados de monitoramento já que ele pode 

apresentar risco significativo para o meio aquático (PARLAMENTO EUROPEU, 

2013). 

Neste contexto, o presente estudo visou estimar a CAE de quatro fármacos da 

classe dos tuberculostáticos em águas superficiais no município de Cubatão (São 

Paulo, Brasil) e avaliar os efeitos biológicos adversos por meio de ensaios de 

toxicidade, a fim de obter dados relevantes para o monitoramento dos 

contaminantes, sendo um possível subsídio para atualizações e criações de 

legislações brasileiras. 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1. Objetivo Geral 
 

O presente estudo teve como objetivo principal obter as concentrações 

ambientais estimadas (CAE) dos quatro fármacos da classe dos tuberculostáticos 

utilizados como esquema de tratamento para a tuberculose padronizado pelo 

Ministério da Saúde em águas superficiais no município de Cubatão (São Paulo, 

Brasil). Foram também avaliados os efeitos biológicos adversos dos fármacos 

Isoniazida e Pirazinamida por meio de ensaios de toxicidade nos organismos-teste 

Daphnia similis e Echinometra lucunter. 

 

2.2. Objetivos específicos 
 

• Estimar as concentrações dos fármacos tuberculostáticos Isoniazida, Pirazinamida, 

Rifampicina e Etambutol, em águas doces superficiais do município de Cubatão 

através do cálculo da Concentração Ambiental Estimada (CAE). 

• Por meio de ensaios ecotoxicológicos, avaliar a toxicidade dos fármacos Isoniazida e 

Pirazinamida nos organismos-teste D. similis e E. lucunter. 

 

3. METODOLOGIA 
 

3.1. Cálculo da Concentração Ambiental Prevista (CAE)  
 

A CAE (Concentração Ambiental Estimada) busca avaliar a exposição de uma 

substância química, nos diferentes fatores ambientais onde são lançados devido a 

sua produção, processamento, uso e distribuição. Este cálculo pode ser estimado 

com base em concentrações medidas no ambiente de determinada substância, ou 

modelagem matemática (PAIVA, 2009). 

A estimativa de tal exposição deve ser realizada somente com base nas 

características da substância ativa (medicamento), independentemente de sua via 

de administração, metabolismo (biotransformação), excreção e forma farmacêutica. 

O cálculo da CAE segue a diretriz da EMEA (2006), que estabelece como avaliar os 

potenciais riscos dos fármacos no ambiente com o intuito de fundamentar ainda 
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mais o potencial ecotoxicológico do manuseio dos medicamentos, estes que são 

constituídos em duas fases. 

Na primeira fase da avaliação, o cálculo da CAE é restrito ao meio aquático 

onde seu cálculo inicial em águas superficiais assume que o cálculo é restrito a 

obtenção de uma estimativa da exposição do fármaco, sendo nesta parte, utilizados 

estudos epidemiológicos publicados e/ou dados coletados, não levando em 

consideração a biotransformação (metabolismo) nos organismos dos pacientes 

(PAIVA, 2009). 

Quando os valores de CAE são inferiores a 0,01 ug.L-1, e quando, 

aparentemente, não há questões ambientais paralelas, assume-se que o fármaco na 

dose terapêutica em que se encontra prescrito não representa risco ao meio 

ambiente.  

Se os valores de CAE são iguais ou superiores a 0,01 ug.L-1, então deve-se 

desenvolver, segundo o que está descrito na CHMP (Comittee for Medicinal 

Products for Human Use) de 2006, a segunda fase da avaliação na qual se 

caracteriza o destino ambiental e se realiza a análise de efeitos. 

Em determinados casos, o limite de ação não se aplica. Algumas substâncias 

podem afetar a reprodução de vertebrados e invertebrados em concentrações 

menores que 0,01 ug.L-1, por este motivo, as mesmas devem ser incluídas na 

segunda fase da avaliação (PAIVA, 2009). 

A Fase II é uma avaliação realizada a partir de dados gerados em avaliações 

ecotoxicologicas com o objetivo do estudo das substâncias e do compartimento 

específico com base em um conjunto de dados, sendo sua emissão, destinos e 

efeitos do composto. Nesta fase podemos levar em consideração o metabolismo do 

paciente (GRUNG et al., 2008). 

 
3.1.1. Acesso às informações para os cálculos da CAE 

 
Para a obtenção das informações dos medicamentos tuberculostáticos 

dispensados no município de Cubatão/SP, a fim de desenvolver os Cálculos da 

CAE, foi necessário protocolar um requerimento na Prefeitura Municipal de Cubatão, 

destinado ao Departamento de Vigilância em Saúde Epidemiológica. 

Após o deferimento deste requerimento, a Vigilância em Saúde forneceu para 

este projeto, relatórios (ANEXO) que foram retirados do controle de estoque do 
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Programa de Controle de Tuberculose de Cubatão, do período de Julho/2017 à 

Julho/2018. 

Os medicamentos tuberculostáticos são dispensados gratuitamente pelo 

governo (de acordo com o RENAME) e não há opção de compra, com exceção do 

fármaco Rifampicina. 

A Rifampicina por ser um antibiótico com potencial para tratamento de outras 

patologias podem ser comercializado; no entanto, para este projeto, foi realizado o 

contato com as drogarias e farmácias de manipulação do município de Cubatão, e 

foi informado pelos farmacêuticos responsáveis técnicos que neste período 

(Julho/2017 à Julho/2018) não houve entrada deste medicamento, assim como, 

também não houve saída, tendo estes com estoque zerado em todas as drogarias 

do município. 

 

3.1.2. Cálculos da Concentração Ambiental Estimada (CAE)  
 

Após compilação do relatório fornecido pela Vigilância em Saúde – Programa 

de Controle de Tuberculose de Cubatão foi realizado então, os cálculos da CAE em 

águas doce superficiais. 

O cálculo da CAE das águas superficiais foi realizado de acordo com a diretriz 

da EMEA (CHMP, 2006), através da seguinte equação (1):  

 

(1) 
 

 

Sendo que: 

Fpen = fator de penetração no mercado 

 

O Fpen (CHPM, 2006), foi calculado de acordo com a equação (2): 

(2) 

 
Sendo que:  

DDD = dose diária definida (segundo OMS) 
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Pop = número de habitantes da cidade 

 

Os valores de CAE foram calculados separadamente, considerando as duas 

ETEs do município de Cubatão (ETE Lagoa e ETE Casqueiro). 

Cabe ainda destacar que a Dose Definida Diária (DDD) pode ser definida 

como uma unidade de medida de consumo de medicamentos, elaborada  para 

solucionar as dificuldades originadas da utilização de mais de um tipo de unidade 

em estudos de utilização de medicamentos. Esta unidade é recomendada pelo 

Grupo de Estudos de Utilização de Medicamentos da OMS (WHO Drug Utilization 

Research Group) (ANVISA, 2021).  

 

3.1.3. Avaliação ecotoxicológica 
 

A avaliação dos efeitos biológicos foi realizada por meio de ensaios de 

toxicidade para avaliação da toxicidade com Daphnia similis e Echinometra lucunter. 

 
3.2. ENSAIOS ECOTOXICOLÓGICOS 

 
3.2.1. Organismos-teste 

 
Para garantir uma melhor avaliação dos resultados em relação aos ensaios 

ecotoxicológicos, foi necessária a escolha de organismos-teste sensíveis às 

mudanças do ambiente e que não sofram mudanças repentinas de habitat; sendo 

assim, foram realizados os ensaios com as espécies de Daphnia similis 

considerando o despejo dos esgotos em águas doces no município de Cubatão e 

Echinometra lucunter considerando a possibilidade de contaminação de ambientes 

marinhos através da ligação via Canal de Piaçaguera (Figura 7).  

 

3.2.1.1. Organismo-teste Daphnia similis 
 

A Daphnia similis, vulgarmente conhecida como “pulga d’água”, foi implantada 

em testes de toxidade aguda pela CETESB devido a sua adaptação em águas de 

baixa dureza, que são características das águas superficiais do Estado de São 

Paulo (LAMEIRA, 2008). Pertencente à Família Daphnidae, Ordem Cladocera, esse 
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microcrustáceo, de comprimento máximo 3,5 mm (Figura 15) é uma espécie 

planctônica filtradora de material orgânico em suspensão (ABNT, 2016). 

 

 
Figura 15. Fêmea embrionada de Daphnia similis, organismo utilizado nos ensaios de toxicidade. 

Fonte: BEATRICI, 2004. 
 

Em ambiente favorável, se reproduz por partenogênese, originando apenas 

fêmeas; porém, em ambiente desfavorável, originam-se machos e 

consequentemente efípios, espessamento de coloração escura, contendo ovos de 

resistência, que são resultantes de reprodução sexuada (KNIE e LOPES, 2004). 

Para a realização de ensaios ou novos cultivos, são utilizados organismos 

neonatos com idade entre 6h e 24h, obtidos através de fêmeas com idade entre 7 a 

28 dias (ABNT, 2016). 

 

3.2.1.2. Organismo-teste Echinometra lucunter 
 

O Echinometra lucunter, também chamado de “ouriço-do-mar” é um 

organismo herbívoro, encontrado em ecossistema oceânico, especialmente em 

regiões costeiras e rasas, em substrato rochoso ou fundo arenoso (HILL e 

LAWRENCE, 2003). 

Possuem grande quantidade de espinhos móveis (Figura 16) e uma estratégia 

de proteção e camuflagem, para a realização do comportamento de cobertura ou 

“covering behavior” (VERLING et al., 2004). 
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Figura 16. Echinometra lucunter, organismo utilizado nos ensaios de toxicidade. 

Fonte: LOURENÇO, 2019. 
 

Os ouriços-do-mar, por conta de sua alta sensibilidade às mudanças 

ambientais, são considerados ótimos bioindicadores e por este motivo, foi utilizado 

nesta pesquisa. 

Os organismos utilizados neste ensaio foram coletados através de mergulho 

livre, na Ilha das Palmas – Guarujá/SP (Figura 17). 

 

 
Figura 17. Mapa da baía de Santos representando o local de coleta (Ilha das Palmas – 

Guarujá/Santos). 
Fonte: HENRIQUES, 2009 

 

Estes, após coletados, foram armazenados em caixas térmicas recobertos 

com algas do gênero Ulva no intuito de preservar a temperatura até o laboratório de 

Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecília, onde foram mantidos em tanque, 

conforme Figura 18, sob forte aeração, com condições ideais para este organismo 

até a realização dos ensaios. 
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Figura 18. Tanque com condições ideais para os ouriços-do-mar utilizados no ensaio. 

Fonte: Arquivo pessoal. 
 

 

3.2.2. Manutenção dos organismos 
 

3.2.2.1. Manutenção Daphnia similis 
 

A manutenção de D. similis deve ser realizada frequentemente, ou seja, 

filtragem e troca de água e alimentação dos organismos. 

Para a alimentação destes microcrustáceos, várias espécies de algas verdes 

unicelulares podem ser utilizadas, mas geralmente usa-se a Pseudokirchneriella 

subcaptata, complementando com ração a base de peixe, propiciando assim, um 

ambiente favorável para a reprodução (ABNT, 2016). 

Estes organismos são cultivados em recipientes, com até 25 organismos por 

litro de água reconstituída com alguns requisitos adequados para o cultivo da 

espécie, sendo eles: dureza total mgCO3/L de 40 a 48 e pH de 7,0 a 7,6; e deverão 

ser mantidas em câmara de germinação com a temperatura variante entre 18ºC e 

22ºC (ABNT, 2016). 
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3.2.2.2. Manutenção Echinometra lucunter 
 

A manutenção de E. lucunter deve ser realizada frequentemente, obedecendo 

rigorosamente as condições ideais para estes organismos, de acordo com a norma 

NBR 15350 (ABNT, 2012); ou seja, deve-se observar os seus parâmetros físico-

químicos de acordo com o citado na Tabela 2. 

Além dos parâmetros físico-químicos, importante ressaltar que a água 

utilizada para a manutenção destes organismos é de fonte natural e coletada na Ilha 

das Palmas – Guarujá/SP. 

 

3.2.3. Substâncias teste 
 

Para a realização dos ensaios ecotoxicológicos, foram utilizados os fármacos 

tuberculostáticos Isoniazida e Pirazinamida, de acordo com os cálculos da CAE e 

seus respectivos resultados, identificados na primeira parte desta pesquisa. 

Os princípios ativos utilizados nos ensaios foram obtidos através da doação 

pelo LFM – Laboratório Farmacêutico da Marinha (Rio de Janeiro, Brasil) (Tabela 3).  

 
Tabela 3 – Fármacos tuberculostáticos utilizados nos ensaios. 

PRINCÍPIO 
ATIVO 

FÓRMULA 
QUÍMICA CAS FORNECEDOR FABRICANTE CERTIFICAÇÕES 

Isoniazida C6H7N3O 54-88-3 
LMF - Laboratório 
Farmacêutico da 

Marinha 
Anuh Pharma GMP 

Pirazinamida C5H5N3O 98-6-4 
LMF - Laboratório 
Farmacêutico da 

Marinha 
Anuh Pharma CEP / GMP / Eu-

GMP / WHO - PQ 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Tais princípios ativos foram conservados no Laboratório de Ecotoxicologia da 

Universidade Santa Cecília, sob temperatura ambiente, até a realização dos testes. 
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3.2.4. Preparação da água de diluição nos ensaios Ecotoxicológicos. 
 

3.2.4.1. Preparação da água de diluição para ensaios com Daphnia similis 
 

A água utilizada para o preparo das amostras com as substâncias-testes para 

os ensaios com Daphnia similis é de fonte mineral, onde para manter suas 

condições adequadas é necessário o ajuste dos parâmetros físico-químicos de 

acordo com a exigência da NBR 12713, como por exemplo, dureza entre 40 e 48 mg 

CaCO3/L e pH entre 7,0 e 7,6 (ABNT, 2016). 

 
3.2.4.2. Preparação da água de diluição para ensaios com Echinometra lucunter 

 
A água utilizada para o preparo das amostras com as substâncias-testes para 

os ensaios com Echinometra lucunter foi reconstituída a partir de uma mistura de sal 

CORAL PRO SALT marca (RED SEA) em água processada, que foi mantida sob 

constante agitação. Após, esta solução foi filtrada com o auxílio de uma membrana 

de celulose Millipore 0,45µm e, a água mantida com os padrões físico-químicos 

recomendados pela ABNT, tais como pH 7,8 a 8,4 e salinidade entre 30 e 37 (g.L-1), 

todo o processo conforme Figura 19 (ABNT, 2012). 

 

 
Figura 19. Materiais utilizados na preparação da água utilizada nas amostras do ensaio. 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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3.2.5. Controle dos ensaios e preparação da solução estoque 
 

Para a realização do preparo da solução estoque, foi necessária a análise de 

parâmetros físico-químicos para que não houvesse alterações que 

comprometessem os resultados do ensaio ecotoxicológico. 

Cada substância possui uma característica físico-química peculiar, onde com 

a ajuda do software EPI Suíte, essas informações foram obtidas de formas precisas 

e estudadas para a realização dos testes. 

Um fator importante que foi observado em todos os princípios ativos foi o 

valor de Log Kow, que é o coeficiente de repartição octanol/água, tratando-se assim, 

da solubilização das substâncias testes em relação à solubilidade da água. O Log 

Kow das substâncias testes era de valores baixos, e por este motivo, foi utilizada 

apenas solubilização direta com água, não sendo necessário o uso de DMSO. 

Na realização dos ensaios, foi utilizado o valor proporcionalmente exato para 

as diluições e concentrações estudadas, para evitar sobras da solução estoque e 

para obtenção de resultados mais precisos. 

Além disso, para os ensaios, foram utilizadas pipetas eletrônicas devidamente 

calibradas, e o preparo de solução estoque e água de diluição foram preparadas no 

ato do ensaio, para evitar a degradação das substâncias e comprometimento dos 

resultados. 

 
3.2.6. Condições físico-químicas para a realização dos ensaios 

ecotoxicológicos 
 

Para manter um meio parecido com o habitat natural dos organismos-testes, a 

fim de buscar maior precisão dos resultados dos ensaios, os fatores físico-químicos 

foram realizados de acordo com as condições exigidas pela ABNT (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Condições físico-químicas exigidas pela ABNT, para realização de ensaios com Daphnia 
similis e Echinometra lucunter. 

CONDIÇÕES FÍSICO-QUÍMICAS Daphnia similis Echinometra lucunter 
Temperatura 18 a 22ºC 24 a 28ºC 
Salinidade 0 30 e 37 (g/L) 
pH da água 7,0 a 7,6 7,8 a 8,4 
Fotoperíodo 12h à 16h 12h à 16h 

Idade dos organismos 6h à 24h (neonatos) Embriões com 2h a partir da 
fecundação 

Tempo do ensaio 48h 36h à 42h 
Número de soluções-teste 6 6 

Volume das soluções-testes 10mL 10mL 

Efeito observado Imobilidade e Mortalidade Desenvolvimento embriolarval 

Número de réplicas 4 4 
Água de diluição Natural Reconstituída 

Validade do ensaio Máximo de 20% de morte ou 
imobilidade 

Mínimo de 80% de larvas pluteus 
normais 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

3.2.7. Realização dos ensaios 
 

Os ensaios de toxicidade aguda com Daphnia similis e Echinometra lucunter 

foram realizados no Laboratório de Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecília, 

entre os meses de Julho a Setembro/2019 e após, Agosto/2020 a Novembro/2020, 

seguindo todas as exigências da ABNT NBR 12713. 

 
3.2.7.1. Ensaio de toxicidade com D.similis 

 

Para o ensaio com Daphnia similis, foram realizadas três amostragens para 

cada substância-teste, como garantia dos resultados; sendo quatro réplicas para 

cada concentração (controle; 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 mg.L-1). Em cada réplica, foi 

pesado na balança analítica devidamente calibrada 0,01g de cada substância teste, 

que foram diluídas em 100mL de água. 

Após as diluições, com auxílio de uma pipeta Pasteur, foi submetido em cada 

tubo, cinco neonatas (6 à 24h) evitando a passagem de gotas de água para o tubo 

de ensaio (1 a 2 gotas) a fim de não alterar a concentração final, totalizando assim, 

20 organismos por concentração. 
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As amostras foram mantidas por 48h em câmara incubadora, com 

temperatura entre 18 e 22ºC, sem alimentação e em ambiente com fotoperíodo. 

Após 48 horas, a olho nu e com auxílio de lâmpada fluorescente, foi realizada 

a leitura e contagem dos organismos por concentração de cada amostra (FÍGURA 

20), assim como, o cálculo das concentrações que causaram morte e/ou imobilidade 

em 50% dos organismos (CE50). 

 

 
Figura 20. Leitura e contagem dos organismos por concentração, com auxílio de lâmpada 

fluorescente. 
Fonte: Arquivo pessoal. 

 

3.2.7.2. Ensaio de toxicidade com E.lucunter 
 

Para o ensaio com Echinometra lucunter, foram realizadas três amostragens 

para cada substância-teste, como garantia dos resultados; sendo quatro réplicas 

para cada concentração (controle; 200, 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 mg.L-1). Em cada 

réplica, foi pesado na balança analítica devidamente calibrada 0,02g de cada 

substância teste, que foram diluídas em 100mL de água. 

Por conta do organismo Echinometra lucunter não possuir dimorfismo sexual 

externo, é necessário à diferenciação de gênero através da coloração dos gametas, 

ou seja, gametas com coloração alaranjada são indícios do gênero feminino, e 

gametas com coloração branca, do gênero masculino (Figura 21). 
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Figura 21. Diferenciação de gênero através da coloração dos gametas dos ouriços-do-mar – à 

esquerda, gênero feminino (coloração alaranjada) e à direita, gênero masculino (coloração branca). 
Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Para obtenção dos gametas, o ouriço-do-mar foi estimulado por impulsos 

elétricos de 35V (Figura 22), porém, nem todos os organismos liberaram os 

gametas, tendo que assim, realizar a aplicação de 2,5 mL de KCl 0,5M em cada lado 

da região perioral (Figura 23). 

 

 
Figura 22. Obtenção dos gametas através de estímulo por impulsos elétricos de 35V. 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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Figura 23. Obtenção dos gametas através de aplicação de KCL. 

Fonte: Arquivo pessoal. 
 

Após esta liberação, de acordo com cada gênero, houve a coleta – gênero 

feminino foram apoiadas em um béquer, com a superfície aboral virada para baixo 

(Figura 24). 

 

 
Figura 24. Coleta dos gametas do gênero feminino. 

Fonte: Arquivo pessoal. 
 

E gênero masculino coletados com uma pipeta Pasteur de ponta fina, e 

transferidos para um béquer que estava sendo resfriado com o auxílio de gelo até o 

momento da fecundação (Figura 25). 
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Figura 25. Coleta dos gametas do gênero masculino. 

Fonte: Arquivo pessoal. 
 

Para o gênero feminino, foi necessário esperar a decantação dos ovócitos a 

fim de descartar o sobrenadante, filtrando a solução através de uma malha de 

350μm, acrescentando água de diluição, onde este processo foi realizado três vezes 

de acordo com a ABNT/NBR 15350/2012. 

Para os gametas do gênero masculino, foi acrescentado água de diluição, 

mantendo sempre a proporção de 0,5 mL de gametas/25mL de água. 

Para ocorrer a fecundação, foi inserido 1mL de esperma ao béquer contendo os 

óvulos, esperando de 5-10 minutos para a obtenção dos zigotos. 

Após esta obtenção, foi retirado aproximadamente 1mL dessa solução para 

realizar a contagem através da câmara de Sedgwick-Rafter (Figura 26), que é 

especializada para contagem e análise, possibilitando uma maior identificação e 

quantificação dos zigotos, onde estes devem obter um valor mínimo de 80% de 

fecundação para dar prosseguimento ao ensaio. Este procedimento foi realizado e 

calculado a média e o volume da solução que após duas horas da fecundação sob 

constante agitação, foram transferidos para os tubos de ensaio das soluções-testes. 

Ao final do ensaio, as substâncias-testes foram mantidas em câmara 

incubadora, devidamente identificadas, por um período de 42 horas. 

Seguidamente do tempo estipulado, foi retirado um percentual para avaliar a 

formação de pelo menos 80% de Pluteus; após essa confirmação, o ensaio foi 

finalizado com a inserção de 0,5mL de formol tamponado com bórax (em cada tubo 

de ensaio) a fim de bloquear o desenvolvimento dos Pluteus. 
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Figura 26. Câmara de Sedgwick-Rafter. 

Fonte: Arquivo pessoal. 
 

Finalizado o teste, foi realizada a leitura dos resultados de cada solução-teste, 

novamente com o auxílio da câmara de Sedgwink-Rafter, avaliando assim, o grau de 

desenvolvimento de Pluteus (Figura 27) diferenciando os organismos normais e os 

anormais (que apresentaram estágios anteriores aos Pluteus, sendo ovo, mórula, 

blástula ou gástrula; que tiveram atraso no desenvolvimento comparando com os 

demais e os que apresentarem deformações) através da contagem dos 100 

primeiros zigotos. 

 

 
Figura 27. Pluteus, larva de Echnometra lucunter. 

Fonte: Arquivo pessoal. 
 

3.2.7.3. Métodos estatísticos para avaliação dos resultados 
 

Os resultados dos ensaios de toxicidade foram registrados para o 

estabelecimento da média, desvio padrão (DP) e Coeficiente de variação (CV) dos 

resultados obtidos. Para estimativa dos valores de toxicidade, foi seguido o protocolo 

da United States Environmental Protection Agency (USEPA, 2002). 
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Para estimativa da toxicidade aguda observada nos ensaios com Daphnia 

similis, foi utilizado o método estatístico Trimmed Speramn Karber (HAMILTON et 

al., 1977), através do Software Trimmed Spearman-Karber (versão 1.5), que tem a 

capacidade de calcular o valor pontual da CE50 e os intervalos de confiança. 

Com relação aos ensaios para avaliação da toxicidade crônica sobre o 

desenvolvimento embriolarval de Echinometra lucunter, foram estabelecidos os 

valores CI50 (concentração de inibição a 50% dos organismos expostos), CENO 

(concentração de efeito não observado) e CEO (concentração de efeito observado). 

A determinação da CI50 foi calculada através do método de interpolação linear 

(NORBERG-KING, 1988). Para o estabelecimento de CENO e CEO foi utilizado o 

programa estatístico Graphpad Prism® versão 5.3, no qual os dados foram 

analisados quanto a normalidade e homogeneidade de variância através dos 

métodos Chi-square e Barllett, respectivamente. Posteriormente foi empregada a 

análise de variância (ANOVA) com pos hoc de Dunnett, com diferenças estatísticas 

sendo consideradas significantes quando p < 0,05. 

 

4. RESULTADOS 
 

4.1. Cálculo da Concentração Ambiental Estimada (CAE) 
 

A partir dos dados de consumo coletados e outras informações para o município 

de Cubatão, foram empregados os cálculos para a obtenção da Fpen dos fármacos 

Rifampicina, Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol (Tabela 4).  

 
Tabela 4. Valores obtidos para o consumo anual e fator de penetração no mercado para as ETEs 

Lagoa e Casqueiro. 
Tuberculostático (mg) DDD Consumo anual* (mg) Fpen ETE (%) 

Rifampicina 750 6.115.200 17,215,344 

Isoniazida 375 3.057.600 17,215,344 

Pirazinamida 2 8.598.400 9,077,243 

Etambutol 1.375 5.911.400 9,077,243 
*consumo anual no município de Cubatão no período de Julho/2017 à Julho/2018. DDD, Dose Diária 

Definida. Fpen, fator de penetração no mercado. 
 

A partir dos cálculos realizados para Fpen, foram então estimados valores para a 

Concentração Ambiental Estimada (CAE) para os tuberculostáticos, referentes à 
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quantidade dispensada no período de Julho/2017 à Julho/2018. 

Para o cálculo da CAE das águas de superfície no município de Cubatão, foi 

necessária a separação por área de influência de ETEs e a quantidade de resíduos 

líquidos/habitantes/dia é de 413 L para a ETE Lagoa e 392 L para a ETE Casqueiro, 

sendo 10 o fator de diluição utilizado em ambas as estações de tratamento de 

efluentes. Tais dados seguem apresentados na Tabela 5.  

 
Tabela 5 – Valores obtidos para as CAE dos tuberculostáticos nas águas de superfície de 

Cubatão/SP, separados por ETE Lagoa e ETE Casqueiro. 
Tuberculostático CAE ETE Lagoa* (µg.L-1) CAE ETE Casqueiro* (µg.L-1) 

Rifampicina 3,12 3,29 

Isoniazida 1,56 1,64 

Pirazinamida 4,39 4,62 

Etambutol 3,01 3,18 

 
Para a área de influência da ETE Lagoa, os 4 fármacos tuberculostáticos 

(Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol e Isoniazida) apresentaram valor de CAE 

superior ao limite do documento EMEA (0,01 µg.L-1) indicando que todos os 

tuberculostáticos inclusos neste estudo, da área da ETE Lagoa precisam ser 

avaliados quanto ao destino e o efeito ambiental dos compostos (EMEA,2006). 

Para a área de influência da ETE Casqueiro, os 4 fármacos tuberculostáticos 

(Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol e Isoniazida) também apresentaram valor de 

CAE superior ao limite do documento EMEA (0,01 µg.L-1) indicando que todos os 

tuberculostáticos inclusos neste estudo, da área da ETE Lagoa também precisam 

ser avaliados quanto ao destino e o efeito ambiental dos compostos (EMEA,2006). 

 

4.2. Resultados dos ensaios ecotoxicológicos 
 

As análises foram realizadas individualmente para cada fármaco (Isoniazida e 

Pirzinamida), mantendo primeiramente os resultados das análises de efeitos 

biológicos adversos nas neonatas de Daphnia similis com os fármacos selecionados 

e, após, as análises de inibição do desenvolvimento embriolarval dos Pluteus de 

Echinometra lucunter. 
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4.2.1. Resultados dos ensaios ecotoxicológicos com Daphnia similis 
 

As análises de toxicidade com Daphnia similis (n=3) com os fármacos 

Isoniazida e Pirazinamida foram realizadas através da observação dos organismos 

que apresentaram imobilidade/mortalidade quando foram expostos às diferentes 

concentrações destes fármacos (6,25 a 100 mg.L-1) , e após, realizado o cálculo 

para encontrar a CE50. Os resultados das substâncias analisadas nos ensaios de 

toxicidade com Daphnia similis estão apresentados nas Figuras 28 e 29. 

 

 
Figura 28. Resultado do ensaio de toxicidade com Daphnia similis quanto à exposição em diferentes 
concentrações de Isoniazida. Os valores expressados no gráfico representam a média± erro padrão 

de cada concentração testada. ANOVA com teste posterior de Dunnett: *p<0,05. 
 

Tabela 6 – Resultados dos ensaios de toxicidade com Daphnia similis referente ao fármaco 
Isoniazida. 

 
CE50- Concentração efetiva que induz efeito em 50% dos organismos expostos; IC- Intervalo de 

confiança; DP- Desvio Padrão; CV- Coeficiente de Variação. 
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Figura 29. Resultado do ensaio de toxicidade com Daphnia similis quanto à exposição em diferentes 

concentrações de Pirazinamida. Os valores expressados no gráfico representam a média ± erro 
padrão de cada concentração testada. ANOVA com teste posterior de Dunnett: *p<0,05. 

 
Tabela 7 – Resultados dos ensaios de toxicidade com Daphnia similis referente ao fármaco 

Pirazinamida. 

 
CE50- Concentração efetiva que induz efeito em 50% dos organismos expostos; IC- Intervalo de 

confiança; DP- Desvio Padrão; CV- Coeficiente de Variação. 
 

4.2.2. Resultados dos ensaios ecotoxicológicos com Echinometra lucunter 
 

Os resultados dos ensaios de toxicidade com Echinometra lucunter avaliaram 

o desenvolvimento embriolarval e a formação de larvas Pluteus, a partir da 

exposição dos embriões com as substâncias-teste e em determinadas 

concentrações, simulando assim, o efeito dos efluentes lançados incorretamente ao 

ambiente aquático. 

Os dados das substâncias analisadas nos ensaios de toxicidade com 

Echinometra lucunter referente ao fármaco Isoniazida (n=3) estão representados na 

Figura 30, onde o organismo-teste foi exposto a diferentes concentrações de 

Isoniazida (200,100,50,25,12.5 e 6,25 mg.L-1), e foram observados valores de CEO e 
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CENO. 

 
Figura 30. Resultado do ensaio de toxicidade com Echinometra lucunter quanto à exposição em 

diferentes concentrações de Isoniazida. Os valores expressados no gráfico representam a média ± 
erro padrão de cada concentração testada. ANOVA com teste posterior de Dunnett: *p<0,05. 

 
Quanto aos ensaios de toxidade com Echinometra lucunter referente ao 

fármaco Pirazinamida (n=3), foram utilizadas as mesmas concentrações e foram 

observados valores de CEO e CENO, onde eles estão representados na Figura 31. 
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Figura 31. Resultado do ensaio de toxicidade com Echinometra lucunter quanto à exposição em 

diferentes concentrações de Pirazinamida. Os valores expressados no gráfico representam a média ± 
erro padrão de cada concentração testada. ANOVA com teste posterior de Dunnett: *p<0,05. 

 
E para melhor visualização dos resultados, a Tabela 7 demonstra a copilação 

de CEO e CENO dos fármacos Isoniazida e Pirazinamida. 

 
Tabela 8 – Resultados dos ensaios de toxicidade crônica com os fármacos tuberculostáticos com o 

organismo-teste Echinometra lucunter. 

 
 

CEO – Menor concentração de efeito observado; CENO – Concentração de efeito não observado; 
CI50 – Concentração inibitória média 
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5. DISCUSSÃO 
 

Há uma década, a Organização Mundial da Saúde (OMS) declarou a 

tuberculose (TB) em estado de emergência no mundo, onde ainda é a maior causa 

de morte por doença infecciosa em adultos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). 

Segundo estimativas da OMS, dois bilhões de pessoas correspondendo a um 

terço da população mundial está infectada pelo Mycobacterium tuberculosis. Destes, 

8 milhões desenvolverão a doença e 2 milhões morrerão a cada ano (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2019). 

O Brasil ocupa o 15º lugar entre os 22 países responsáveis por 80% do total de 

casos de tuberculose no mundo. Estima-se uma prevalência de 50 milhões de 

infectados com cerca de 111.000 casos novos e 6.000 óbitos, ocorrendo anualmente 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). 

Esses dados estatísticos da Tuberculose no Brasil levam ao aumento da 

produção e do uso de tuberculostáticos, onde estes podem ocasionar uma liberação 

inadequada ao meio ambiente através de sistemas de esgotos ineficazes em seu 

tratamento. 

Por conta destes tratamentos ineficazes para a remoção dos fármacos, a 

identificação deles no meio ambiente é importante e possuem alguns métodos, 

como por exemplo, o cálculo da Concentração Ambiental Estimada (CAE) que foi 

utilizado neste estudo. 

Os resultados obtidos de CAE demonstram valores superiores ao limite 

estimado de 0,01 ug.L-1 para todos os fármacos tuberculostáticos desta pesquisa, 

onde, dessa forma, verifica-se a importância de um monitoramento ambiental eficaz 

para os fármacos, em especial, aos tuberculostáticos, pois pode tratar-se de 

substâncias com potencial alto risco ao ambiente aquático. 

Diante deste resultado, se faz necessário o conhecimento sobre o destino 

destes fármacos, onde no município de Cubatão existem duas estações de 

tratamento de efluentes por responsabilidade da Sabesp, sendo ETE Lagoa e ETE 

Casqueiro; tais ETEs são destinadas há alguns bairros, porém, nem todos os 

habitantes possuem o saneamento adequado, principalmente quando estamos 

tratando de bairros periféricos. 

Uma vez que há falha no sistema de saneamento básico adequado, se faz 

necessário também ensaios ecotoxicológicos para verificar o risco dessas 
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substâncias em organismos-teste, como por exemplo, Daphnia similis e Echinometra 

lucunter. 

Devido à alta sensibilidade aos poluentes, os ensaios de toxicidade com 

Daphnia similis tiveram resultados rápidos, nas quais diz respeito à imobilidade e 

mortalidade dos organismos. 

A média dos três ensaios com Daphnia similis para a CE50 do fármaco 

Isoniazida foi 69,97 mg.L-1; e em relação ao fármaco Pirazinamida, a média dos três 

ensaios com Daphnia similis para a CE50 foi 44,49 mg.L-1. 

A avaliação toxicológica no organismo-teste Echinometra lucunter foi baseada 

na inibição do desenvolvimento embriolarval, onde este está diretamente 

relacionado ao seu sucesso reprodutivo. Deste modo, foram observados valores de 

CEO, CENO e CI50 para os fármacos tuberculostáticos, onde: i) Isoniazida 

apresentou CEO 12,5; CENO 6,25 e CI50 23,66 mg.L-1 e ii) Pirazinamida apresentou 

CEO 12,5; CENO 6,25 e CI 5017,21 mg.L-1. 

Baumann et al. (2020) relata em seu estudo que a Isoniazida induziu 

significativamente uma leve necrose de célula única de hepatócitos e alterações de 

genes marcadores que são relacionados à hepatotoxicidade, onde confirmam os 

efeitos hepatotóxicos do fármaco. Além disso, Baumann et al. (2020) também 

complementa que a correlação da hepatotoxicidade e a síntese hepática reduzida de 

VTG não foi observada, sugerindo uma improvável interferência com o sistema 

endócrino.  

Quanto ao fármaco Pirazinamida, não foram encontrados estudos deste 

fármaco em organismos aquáticos, porém, existem dados com roedores como do 

estudo em que Zhao et al., (2017) apresenta resultados do fármaco Pirazinamida em 

alguns aspectos, como por exemplo, no metabolismo de purina onde os ratos 

fêmeas dosados com o fármaco houve diminuições significativas de AMP hepático 

como inosina e xantina, além do aumento de ácido úrico sérico que pode ser um 

indicativo de hiperuricemia. Zhao (2017) também destacou questões quanto ao 

estresse oxidativo, onde a Pirazinamida foi relatada como possível causadora de 

danos hepáticos oxidativos em ratos machos e fêmeas, pois houve o aumento de 

GSH e GSSG enquanto o glutamato e a glicina diminuíram acentuadamente. 

Neste mesmo estudo, também foi relatado que a Pirazinamida produziu danos 

ao DNA mais graves em ratos, que podem estar associados à formação de radicais 

livres hepatotóxicos e genotóxicos. 
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Quintino et al. (2003) estudou o fármaco Pirazinamida em ratas gestantes onde 

identificou uma sequência comum de crescimento celular em todos os órgãos além 

de uma redução do peso da placenta no grupo tratado com doses mais altas de 

Pirazinamida; porém, nenhuma malformação fetal foi registrada além de efeitos 

colaterais como náusea e anorexia, o que vai de encontro com a bula do fabricante 

onde relata que a Pirazinamida não foi mutagênica. 

Tais dados, apesar de serem baseados em roedores, podem estimar e 

conduzir como os efeitos ocorrem nos organismos aquáticos, uma vez que tais 

fármacos possuem similaridades com algumas enzimas. Por exemplo, o ouriço-do-

mar apresenta 120 CYP genes, e os que são relacionados às famílias CYP1 a 4 

constituem 80% deste total (YAMAMOTO, 2014); o tuberculostático Isoniazida inibe 

as isoenzimas e enzimas do citocromo CYP2C19 e CYP3A4 (família CYP2 e CYP3) 

in vitro, aumentando assim, a exposição deste fármaco nos organismos aquáticos 

(FIOCRUZ, 2017). 

Ainda existe uma lacuna quanto à presença de metabólitos gerados e a 

porcentagem excretada inalterada dos fármacos tuberculostáticos, onde eles podem 

variar de 30-70% de sua forma inalterada, onde estes também são lançados nos 

sistemas de esgoto através da urina e das fezes e que também deve ser levado em 

consideração no que diz respeito a uma possível contaminação nos organismos de 

ambiente aquático, induzindo novos estudos. 

Por fim, os dados de toxicidade segundo a diretiva 93/67/CEE (CEE Conselho 

da Comunidade Europeia) quanto à classificação das substâncias de acordo com as 

concentrações e efeito estimadas foram observadas e encontram-se na Tabela 9. 
 

Tabela 9 – Classificação dos fármacos tuberculostáticos baseados na diretiva 93/67/CEE da União 
Europeia levando em consideração ensaios com organismos-teste D. similis e E. lucunter. 

 
 

Para os ensaios com Daphnia similis, os fármacos Isoniazida e Pirazinamida 
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podem ser classificados como “nocivo” de acordo com a diretiva européia 93/67/CEE 

(CEE Conselho da Comunidade Europeia). 

Para os ensaios toxicológicos com Echinometra lucunter, os fármacos 

Isoniazida e Pirazinamida também foram classificados como “nocivos” de acordo 

com a diretiva européia 93/67/CEE. 

 

 

6. CONCLUSÃO 
 

Considerando os resultados obtidos no presente estudo, que avaliou os efeitos 

ecotoxicológicos dos fármacos tuberculostáticos em águas superficiais do município 

de Cubatão/SP, através da CAE e dos ensaios toxicológicos em organismos-teste 

Daphnia similis e Echinometra lucunter, concluímos que: 

• Foi calculada a Concentração Ambiental Estimada (CAE) dos fármacos 

tuberculostáticos dispensados/consumidos no município de Cubatão, onde os dois 

fármacos precisam ser avaliados quanto ao seu efeito ambiental (ensaios 

ecotoxicologicos) já que ultrapassaram o valor limite de 0,01 µg.L-1 de acordo com a 

diretriz da EMEA (CHMP, 2006). 

• Os organismos-teste estudados (D. similis e E. lucunter) apresentaram sensibilidade 

após exposição dos fármacos Isonizaida e Pirazinamida, onde, em ambos os 

organismos e testes os fármacos foram considerados como “nocivos” de acordo com 

a diretiva européia 93/67/CEE (CEE Conselho da Comunidade Européia). 

• São necessários estudos com biomarcadores para o melhor conhecimento dos 

efeitos dos tuberculostáticos Isoniazida e Pirazinamida no ambiente aquático. 

Considerando a escassez de estudos ecotoxicológicos em ambiente aquático 

do fármaco Isoniazida e considerando que não há estudos ecotoxicológicos em 

organismos-aquáticos do fármaco Pirazinamida publicados, havendo esta lacuna de 

rastreabilidade destes fármacos no meio ambiente, os resultados desta pesquisa 

poderão servir como subsídios a novas legislações referentes aos produtos 

farmacêuticos e também, a criação de programas governamentais que visem o 

monitoramento dos fármacos desde o seu registro em órgãos reguladores até a 

criação de adequados tratamentos das Estações de Tratamento de Efluentes (ETE) 

em busca de soluções que promovam redução e até mesmo a eliminação de 

fármacos no ambiente aquático. 
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Além disso, este estudo servirá como iniciativa para a avaliação dos demais 

fármacos tuberculostáticos em vários organismos aquáticos, podendo servir como 

comparação em demais trabalhos científicos. 
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ANEXOS 
 

Anexo A –Relatório fornecido pelo Departamento de Saúde Epidemiológica do 

município de Cubatão referente à dispensação dos medicamentos tuberculostáticos. 
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