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RESUMO

Com o passar do tempo, o crescimento da producdo de produtos
farmacéuticos vem aumentando gradativamente e consequentemente, os residuos
destes produtos de forma inadequada no ambiente aquatico também. Neste
contexto, destaca-se a escassez de estudos Ecotoxicologicos sobre os
medicamentos da classe dos tuberculostaticos no meio aquatico. Sendo assim, o
presente estudo teve como objetivo avaliar toxicidade ambiental dos farmacos
tuberculostaticos utilizados como esquema padronizado pelo Ministério da Saude
para o tratamento de tuberculose, através do calculo da concentragcdo ambiental
estimada em aguas superficiais do municipio de Cubatdo/SP, assim como foram
avaliados os efeitos biolégicos adversos nos organismos-testes Daphnia similis e
Echinometra lucunter. As concentragdes ambientais previstas (CAE) foram
calculadas entre os quatro farmacos tuberculostaticos (Rifampicina, lIsoniazida,
Pirazinamida e Etambutol) de acordo com a diretriz da Agéncia Europeia de
Medicamentos (EMEA) (CHMP, 2006). Apos, foram realizados ensaios de toxicidade
em D. similis e E. lucunter com os farmacos lIsoniazida e Pirazinamida. Os
resultados das CAE para todos os farmacos tuberculostaticos incluidos no presente
estudo apresentaram valores que superaram o limite maximo considerado pela
EMEA de 0,01 pg.L'. Para o ensaio de toxicidade com D. similis, os farmacos
Isoniazida e Pirazinamida apresentaram valores de CEsp respectivamente 69,97
mg.L " e 44,49 mg.L"! sendo estes classificados como “nocivos” de acordo com a
Diretiva da Comunidade Econémica Europeia (CEE) 93/67/CEE. Ja para o ensaio de
toxicidade com E. lucunter, os mesmos farmacos foram selecionados onde
apresentaram valores de Clso, classificando-os como “nocivos” de acordo com a
Diretiva 93/67/CEE, sao eles: Isoniazida (Clso 23,66 mg.L™"); Pirazinamida (Clso
17,21 mg.L"). Os resultados desta pesquisa poderéo servir como subsidios a novas
legislacbes e a criacdo de programas governamentais que buscam solugdes

promovendo reducdo e até mesmo a eliminacado de farmacos no ambiente aquatico.

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

Ecotoxicologia. Concentragdo Ambiental Estimada.



ABSTRACT

ECOTOXICOLOGICAL EVALUATION OF TUBERCULOSTATIC MEDICINES:
PREDICTED ENVIRONMENTAL CONCENTRATIONS IN THE CUBATAO (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 Cubatdo / 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 ug.L™. For the toxicity test with D.
similis, the drugs Isoniazid and Pyrazinamide values of ECso values respectively
69.97 mg.L" and 44.49 mg.L"', 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 ICso values,
classifying them as “harmful” according to Directive 93/67 / EEC, are: Isoniazid (ICso
23.66 mg.L"); Pyrazinamide (IC50 17.21 mg.L™"). 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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INTRODUGCAO

Poluigdo Aquatica

A agua é um recurso essencial para a manutengao da vida na Terra, mas
esse recurso nao tem sido cuidado na mesma propor¢do de sua importancia
(BARSZCZ et al., 2019). A degradacao dos corpos hidricos € um grave problema
que esta se agravando por conta das praticas de atividades potencialmente
poluidoras (BARSZCZ et al., 2019).

Devido ao crescimento populacional de centros urbanos, a poluicdo aquatica
tem se tornado um problema cada vez mais alarmante, principalmente a partir do
século XX com o uso abusivo da agua (YAMAMOTO, 2014).

Como consequéncia deste crescimento populacional, avangos tecnoldgicos e
industriais tém sido observados a contaminacdo do ambiente aquatico, que se da a
partir dos efluentes liberados na agua, sem passar por um tratamento adequado
antes (YAMAMOTO et al., 2012; CORTEZ, 2011).

Os problemas como escassez de agua bem como a poluicdo, sao
constantemente noticiados, mas as reais providéncias para minimizar os impactos
sdo poucas ou ineficazes onde a grande diversidade de compostos identificados e
quantificados no ambiente denota essa situacao.

Dentre as principais fontes de poluicdo dos ecossistemas aquaticos,
encontram-se os langamentos de efluentes liquidos domésticos e industriais sem o
devido tratamento. Aliados a esses fatos, a quantidade, a diversidade e o consumo
crescente de produtos quimicos aumentam a probabilidade dos riscos nesses
ambientes (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

No Brasil, o tratamento de esgotos realizados pelas Estagbes de Tratamento
(ETE), possuem inumeras vantagens, como menor consumo de energia e menor
custo de operagdo, sendo muito eficiente na remogdo de poluentes em
concentragbes da ordem de mg.L"'. Porém, torna-se mais dificil a remogéo de
contaminantes organicos em ug.L™" ou ng.L™" (LEITE et al., 2010).

Diante de todos estes fatos, a Ecotoxicologia aquatica ganha relevancia como
uma analise complementar destes compostos potencialmente poluidores, a fim da

identificacdo de comportamento no ambiente em diversos organismos aquaticos.
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Ecotoxicologia aquatica

A ecotoxicologia surgiu pela juncdo das ciéncias de toxicologia classica e
ecologia, para complementar uma a outra (SOUZA, 2016). O termo ecotoxicologia
ou Toxicologia Ambiental foi sugerido pela primeira vez em 1969, durante uma
reunido do Committe of the International Council os Scientifc Unions (ICSU), em
Estocolmo, pelo toxicologista francés René Truhaunt (CORTEZ, 2011) que definiu a
ecotoxicologia como ciéncia que estuda os efeitos das interagdes de substancias
naturais ou sintéticas sobre organismos vivos e o meio em que vivem (SOUZA,
2016).

Ao longo dos anos, essa definicao foi recebendo complementos, porém, com
0 mesmo principio, como € o exemplo da definicdo mais recente de NEWMAN et al.
(2002) que definiram a Ecotoxicologia como a ciéncia dos contaminantes e seus
efeitos sobre os constituintes da biosfera, incluindo o homem (CORTEZ, 2011).

No Brasil, os ensaios Ecotoxicolégicos deram inicio em 1975 pelo Comité
Técnico de Qualidade das Aguas da International Organization for Standardization
(ISO), com auxilio da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do
Estado de S&o Paulo (CETESB) a partir de ensaios com peixes, que foram expostos
a concentracdes diferentes de efluentes liquidos liberados por uma industria em
Atibaia/SP (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

Contudo, as primeiras normas de testes Ecotoxicolégicos sé comegaram a ser
publicadas a partir de 1987 pela Associagao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)
(ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

A CETESB e a ABNT instituiram as primeiras normas relativas a testes de
toxicidade que utilizam organismos aquaticos que serviram de apoio para diversos
institutos de pesquisas, industrias, laboratérios particulares e governamentais, que
realizam e tém intensificado ensaios Ecotoxicolégicos para diversas finalidades
(ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

Dentro da ecotoxicologia, os ensaios de toxicidade s&o consagrados como
importantes meétodos de controle ambiental, fornecendo dados qualitativos e
quantitativos sobre os efeitos adversos de contaminantes (COONEY, 1995),
proporcionando uma evidéncia direta das consequéncias de contaminagao, podendo

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

Estudos Ecotoxicolégicos podem ser utilizados para determinar efeitos
biolégicos em diferentes niveis de organizagao bioldgica, desde moleculares e
bioquimicos, até comunidades e ecossistemas (Figura 1) (WALKER et al., 1996;
CORTEZ, 2011) e tém sido empregados com a finalidade de se avaliar os efeitos da
introdugdo de xenobidticos no ambiente aquatico, sendo que alguns parametros
como toxicidade aguda e crbnica ja sao previstos na Legislacdo Brasileira, e um
exemplo disso é a Resolugcdo CONAMA 357/2005 (PEREIRA, 2008).

Poluente
Ecossistemas
/' A
Comunidades
Populagtes
Organismo
Fisiolégicas
v

Citolégicas " -
Bioquimicas | teragbes

Tempo crescente de resposta

v

Crescente dificuldade de associacdo com contaminantes especificos

v

Crescente relevancia ecoldgica

»
»

Figura 1. Niveis de organizacédo biolégica e respostas a poluentes.
Fonte: WALKER et al., 1996; CORTEZ, 2011

Os testes em geral, contemplam ensaios de efeito agudo no qual € possivel
observar efeitos deletérios e mortalidade em um curto periodo e efeito crénico, em
que os efeitos da substancia sdo observados em parte do ciclo de vida de um
organismo ou seus descendentes por um tempo maior. Nos ensaios
Ecotoxicoldégicos, os organismos bioindicadores padronizados sdo utilizados para
garantir a confiabilidade dos resultados obtidos (SOUZA, 2016).

A Ecotoxicologia Aquatica, como os demais campos de estudo da
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Ecotoxicologia, envolve o conhecimento de outras areas da ciéncia caracterizando
um estudo multidisciplinar (RAND et al., 1995; CORTEZ, 2011).
Rand et al. (1995) relatou que os primeiros ensaios de toxicidade com organismos
aquaticos foram implementados a partir de 1930, com o objetivo de estabelecer a
relagdo causalefeito de substancias quimicas e despejos liquidos (CORTEZ, 2011).
Diferentes métodos de ensaios com organismos de aguas continentais,
estuarinas e marinhas, tém sido utilizadas para identificar os efeitos de xenobidticos
no ambiente (COONEY, 1995), proporcionando uma evidéncia direta das
consequéncias da contaminacéo (CESAR et al., 2002).
Os ensaios de toxicidade aquatica possuem uma série de vantagens como
baixo custo, obtencdo de respostas rapidas, simplicidade da maior parte dos
meétodos e facil interpretacdo dos resultados (CORTEZ, 2011), e por este motivo,

ganha espago no campo da toxicologia ambiental.

Farmacos no Meio Ambiente

Com o passar do tempo, a revolugdo industrial impulsionou o aumento
significativo (toneladas) da produgdo de substadncias quimicas sintéticas
(xenobidticos), e em grande parte com efeito bioldgico ou fins terapéuticos
(medicamentos). Em adicdo, desenvolveu-se ndo s6 o potencial terapéutico e toxico
dos compostos, mas também, o quantitativo da producdo de residuos destes
resultantes, com elevado impacto no ambiente, nas mais variadas espécies de
organismos (PAIVA, 2009).

Farmacos, assim como novos pesticidas, produtos de cuidado/higiene
pessoal, suplementos nutricionais, agentes de diagndstico, entre outros compostos
que tém sido detectados no ambiente e para os quais ndo ha legislagcéo
estabelecendo padrdées ou limites ambientais, sdao considerados contaminantes
emergentes (BIRCH et al., 2015). Os produtos farmacéuticos e os de higiene
pessoal tém recebido atencdo de pesquisadores nos ultimos anos por causa da
intensa producéo e, principalmente, do uso generalizado e continuo em humanos e
animais (DAUGHTON, 2007).

A presenga de farmacos no ambiente foi relatada pela primeira vez por
Garrison et al. (1976), que identificaram o acido clofibrico em efluente tratado nos
Estados Unidos, na faixa de 0,8 a 2,0 ug/L. Os estudos sobre a ocorréncia desses
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contaminantes no meio ambiente vém crescendo e alertam sobre o seu possivel
risco téxico (ESCHER, 2019).

Algumas substéncias farmacologicas, como medicamentos terapéuticos,
fitoterapicos, produtos biotecnolégicos, medicamentos veterinarios, que séao
excretadas na forma ndo metabolizada ou de um metabdlito, sdo classificadas como
emergentes por serem ativas e causarem transformagdes no meio em que estdo
inseridas ou trazerem maleficios aos organismos presentes no local de descarte
(FILHO et al., 2007, PETROVIC et al., 2005, JIMENEZ et al., 2012).

Ha preocupagédo com os possiveis efeitos desses compostos em organismos
aquaticos, bem como com os elos da cadeia tréfica que podem alimentar-se desses
seres vivos contaminados, especialmente porque o ser humano se encontra no topo
dessa cadeia (TORRES et al., 2012). Em concentragées na ordem de ng/L, os
farmacos podem alterar o sistema enddcrino dos organismos aquaticos,
desencadeando efeitos adversos como a interferéncia no crescimento,
desenvolvimento e/ou reprodugéo (CUNHA et al., 2017).

Os mecanismos de acao dos farmacos sao diversificados, variando de acordo
com a classe pertencente. Uma vez administradas, essas substancias s&o
absorvidas no organismo, sendo parcialmente metabolizadas e entdo excretadas
nas formas original, associada ou como metabdlitos. Quando essas substéncias sao
excretadas pela urina e fezes de seres humanos e animais, alcangam o esgoto
domeéstico e/ou os corpos d’agua (BILA; DEZOTTI, 2003; MELO et al., 2009).

Os farmacos n&o sdo completamente degradados apds sua utilizagdo e
atingem o ciclo da agua por meio de distintas rotas. As Estacdes de Tratamento de
Esgoto (ETEs) sdo as principais vias de entrada dos farmacos nos corpos d’agua,
existem diversas rotas para os produtos farmacéuticos chegarem ao meio ambiente,
conforme a Figura 2. A principal porta de entrada de farmacos na agua é através de
efluentes vindos das estagbes de tratamento de esgotos, pois as tecnologias
convencionais de tratamento (ETEs) apresentam limitagbes na remogdo de uma
variedade de farmacos (CARVALHO et al., 2009).



18

APLICACAD
Medicina Medicina Aquicultura
Veterinaria Humana
¥ ¥
Excrecao
¥ & !
Esterco Esgoto = | sedimento
3 L
Solo E.T.E.
A 4 b 4 b 4 Y b 4
Agua de Subsolo  |e> Aguas Superficiais
i I
Estacdo de Tratamento de Agua » | Agua Potavel

Figura 2. Possiveis rotas de farmacos no meio ambiente
Fonte: Adaptada BILA e DEZOTTI, 2003;

Dados de monitoramento ambiental realizados no Brasil (LIMA et al., 2017)
indicam que farmacos s&o encontrados em mananciais superficiais, principalmente
aqueles pouco preservados, em concentragdes que variam de dezenas a centenas
de nanogramas por litro (ng.L™") (SOUZA, 2020).

Por outro lado, a OMS (2012) salienta no documento Pharmaceuticals in
Drinking-Waterque que ha lacunas no conhecimento da avaliagcdo de riscos
associados a exposi¢cdo em longo prazo a farmacos em baixas concentragdes e ao
possivel efeito combinado de misturas de substancias quimicas, incluindo os
farmacos.

Na mesma linha, outros documentos da OMS (BERGMAN et al., 2013; OMS,
2014) reconhecem a preocupagao ambiental que se deve ter com farmacos que
exibem atividade endocrina (desreguladores endocrinos) ou que induzam a
resisténcia antimicrobiana (antibioticos) (SOUZA, 2020).

No ambiente aquatico, a ocorréncia e destino dos compostos
farmaceuticamente ativos tém sido reconhecidos como um dos maiores problemas
emergentes na quimica ambiental (PAIVA, 2009), porém, os relatos sobre os
impactos ambientais de farmacos ainda sdo bem escassos no Brasil (ESCHER,
2019).
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Em investigagdes desenvolvidas em paises como Austria, Brasil, Canada,
Croacia, Inglaterra, Alemanha, Grécia, Italia, Espanha, Suiga, Holanda e Estados
Unidos da América, mais de 80 compostos, medicamentos e imensos metabdlitos de
drogas, tém sido detectados no ambiente aquatico.

Muitos medicamentos de varias classes terapéuticas sdo encontrados em
concentragdes acima de valores ug.L"' em amostras de afluentes e efluentes de
aguas residuais e em amostras de aguas superficiais localizadas de ETARs (PAIVA,
20009).

Em um estudo paralelo a este, Pereira et al. (2016) e colaboradores
analisaram aguas superficiais e de fundo no entorno do langamento de esgoto pelo
emissario submarino de Santos, SP, e evidenciaram pela primeira vez a presenca de
farmacos e drogas ilicitas em aguas marinhas no litoral do Brasil onde foram
detectadas a presenga de acetaminofeno (34,6 ng.L"), losartan (32,0 ng.L"),
valsartan (75,0 ng.L'") e diclofenaco (19,4 ng.L™"), além de cocaina (537,0 ng.L™").

Neste contexto, € levando em consideracdo a escassez de estudos
publicados sobre os medicamentos da classe dos tuberculostaticos no meio aquatico
(tanto em agua doce, quanto em agua marinha), que essa dissertagdo se torna

relevante para a area da ecotoxicologia.

Municipio de Cubatao

O litoral paulista possui 880 km de extensdo, sendo 16 municipios com uma

area de 7.759 km?, incluindo o municipio de Cubatao.
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Figura 3. Localizagado do municipio de Cubatdo na Regido Metropolitana da Baixada Santista.
Fonte: Adaptada da Malha Digital dos Municipios Brasileiros.
Fonte: IBGE (2019).

Cercada pela Serra do Mar, Cubatao tornou-se essencialmente um lugar de
passagem, obtendo um papel de destaque no cenario da Baixada Santista, do
Estado de Sao Paulo e até mesmo do Brasil (IBGE, 2018).

Tudo isso aconteceu, pois com a Via Anchieta, o transporte rodoviario foi
dinamizado entre S&o Paulo e a Baixada Santista, tornando Cubatdo um grande
centro de trafego de veiculos de passagem e de carga, fortalecendo ainda mais o
desenvolvimento industrial na cidade (IBGE, 2018).

Com o passar dos anos, Cubatdo se transformou e ganhou complexos
industriais favorecendo a economia e o0 desenvolvimento paulistano, porém,
comecgaram a surgir diversos problemas ambientais, como a poluigdo do ar, agua e
solo (IBGE, 2018).

O municipio de Cubatéo ja foi considerado uma das cidades mais poluidas do
mundo; e danos a saude, como carcinogénese, anencefalia fetal e problemas
respiratérios foram relatados ao longo dos anos (IBGE, 2018).

E por conta desse historico, muitos estudos foram realizados em agua 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 municipio de Cubat&o
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apresenta apenas 62.7% de domicilios com esgotamento sanitario adequado, ou
seja, aproximadamente 38% da populagdo n&o possui sistema completo de esgoto
que deve ser constituido com uma boa infraestrutura operacional além de um
tratamento eficaz para o langamento adequado no meio ambiente.

Apesar de termos essas informagdes quanto aos domicilios com esgotamento
sanitario adequado, nado € correto afirmar que esta sendo adequado para o
tratamento de substéncias como farmacos, pois a tecnologia adequada para a
reducao/eliminacédo de farmacos em aguas envolve processos de alto custo a serem
implementados nas estagdes de tratamento de esgotos (ETES).

E por este motivo, levando em consideragdo o historico de poluicido de
Cubatédo e a nédo eficacia do sistema completo de esgoto em alguns bairros do
municipio torna-se relevante o entendimento das estagbes de tratamento de

efluentes responsaveis pelo municipio.

ETE - Cubatao

Segundo o IBGE, ha 129.760 habitantes no municipio de Cubatdo, sendo

estes divididos em 37 bairros conforme Figura 4.
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Figura 4. Divisao de bairros do municipio de Cubatdo/S&o Paulo.
Fonte: Arquivo da prefeitura municipal de Cubatao.

Para a realizagdo do saneamento basico do municipio, Cubatdo possui como
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prestadora de servico a empresa SABESP, porém, nem todos os bairros sao
atendidos com o saneamento basico adequado, uma vez que a cidade possui muitos
bairros periféricos, de dificil acesso.

A cidade de Cubatdo possui duas Estacdes de Tratamento de Efluentes
(ETE), sendo: ETE Casqueiro e ETE Lagoa Cubatao (Figura 5), e destas, cada uma

possui caracteristicas peculiares de tratamento.

SP

Cubatao

EIE LAGOA GUBATAO
L

L _otpems S
Figura 5. Estagdes de Tratamento de Esgoto (ETEs) existentes do municipio de Cubatéo.
Fonte: BRASIL, 2017

A ETE Casqueiro atende 18.851 habitantes, possuindo como corpo receptor o
Rio Santana, com eficiéncia aproximada de 90%. A ETE Casqueiro realiza seus
tratamentos a partir de Lodos Ativados em Batelada, um tratamento bioldgico que é
utilizado nas estacdes de maior capacidade de tratamento.

O processo convencional tem como objetivo a remog&o da matéria organica e
consistem em duas fases: liquida e sdélida. A fase liquida consiste em apds o
processo de degradagao da matéria organica nos tanques de aeragao e do processo
de sedimentagdo que ocorre nos decantadores secundarios, o efluente clarificado €
devolvido ao meio ambiente (SABESP, 2020).

Ja a fase solida, diz respeito ao tratamento e disposigdo da massa bioldgica,
chamada de lodo gerada durante o tratamento. Nesta etapa, s&o adicionados
produtos quimicos ao lodo para condicionamento e desaguamento e disposi¢ao em
centrifugas ou filtros prensas para aumentar o teor de sdélidos para transporte e
disposigéo final em aterros sanitarios aprovados pelo 6rgao ambiental.
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A ETE Lagoa Cubatdo atende 42.513 habitantes, possuindo como corpo
receptor o Rio Cubat&o (o mais importante da regido), com eficiéncia aproximada de
82%. A ETE Lagoa Cubatéo realiza seus tratamentos a partir de Lagoa Aerada e
Lagoa Facultativa/Decantagéao.

O tratamento de Lagoa Aerada necessita de oxigénio e a profundidade das
lagoas varia de 2,5 a 4,0 metros. Os aeradores servem para garantir oxigénio no
meio e manter os soélidos bem separados do liquido. A qualidade do esgoto que vem
da lagoa aerada ndo € adequada para langamento direto, pelo fato de conter uma
grande quantidade de sodios e por este motivo € seguida do tratamento de
decantac&o (SABESP, 2020).

O tratamento de Lagoa Facultativa/Decantagao possui de 1,5 a 3 metros de
profundidade, e ha uma mistura de condigbes aerdobias e anaerobias onde as
condigbes aerObias sdo mantidas nas camadas superiores das aguas, e as
condigbes anaerdbias predominam em camadas proximas ao fundo da lagoa
(SABESP,2020).

Embora parte do oxigénio necessario para manter as camadas superiores
aeroObias seja fornecida pelo ambiente externo, a maior parte vem da fotossintese
das algas, que crescem naturalmente em aguas com grandes quantidades de
nutrientes e energia da luz solar, onde as bactérias que vivem nas lagoas utilizam
este oxigénio produzido para oxidar a matéria organica (SABESP, 2020).

Apesar das ETEs possuirem tratamentos, ndo € possivel afirmar que sao
tratamentos adequados para substancias em ng.L”' (como os farmacos),
principalmente, se tratando de farmacos em grande quantidade, como € o caso dos
tuberculostaticos, uma vez que a Tuberculose € um problema de saude publica do
municipio de Cubatao e por este motivo, foi definido como alvo para esta pesquisa.

1.4.2 O municipio de Cubatao no contexto da contaminagao aquatica

Partindo do principio da contaminagdo marinha, o municipio de Cubatao que
€ proveniente de rios (agua doce) faz parte do Sistema Estuarino de Santos, que se
localiza na Regido Metropolitana da Baixada Santista (RMBS) onde juntamente com
o porto de santos, s&o fatores relevantes para a degradagdo ambiental por poluicdo
hidrica em ambientes costeiros (ROVERSI, 2016).

O sistema estuarino de Santos constitui uma zona de transicdo entre o
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Oceano Atlantico e as aguas doces pertencentes da bacia hidrografica dos cinco
municipios que fazem parte do RMBS, incluindo o municipio de Cubatdo, onde
podemos destacar o Canal de Piagaguera que possui 5 km de extenséo e faz esta
ligagcdo entre os Rios Cubatdo/Santana (onde estdo localizadas as estagdes de
tratamento de efluentes) e o ambiente marinho, na cidade de Santos/SP (ROVERSI,
2016).
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Figura 6. Localizagéo do sistema estuarino de Santos/SP.
Fonte: ROVERSI, 2016
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Figura 7. Canal de Piagaguera inserido no sistema estuarino de Santos/SP, com ligagdo do municipio
de Cubatéo/SP.
Fonte: PARREIRA, 2012

Esta informacdo torna-se relevante pois a situacdo do ambiente estuarino
ligado com Cubatao também pode ser considerado um agravamento do problema de
contaminagdo marinha, uma vez que Cubatdo nao possui saneamento basico
adequado para substéncias como farmacos e ele possui ligagdo ao ambiente
marinho, podendo contaminar organismos como é o caso do ourigo-do-mar
(AMBROZEVICIUS, 2011).

Tuberculose

A tuberculose € uma das doengas mais antigas da humanidade. O género
Mpycobacterium tem origem estimada em 150 milhdes de anos, tendo provavelmente,
durante o periodo de contato humano, matado mais pessoas do que qualquer outro
microrganismo patogénico.

Ha registros da doenga em mumias egipcias, em trechos de livros hebraicos
biblicos, em antigos escritos chineses, e em estudos de Hipocrates na Grécia antiga,
revelando a presenca letal do patégeno nas principais civilizagbes (SILVA et al.,
2019).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a tuberculose é a principal
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causa de morte por um unico agente infeccioso em todo o mundo. Em 2018, havia
um numero estimado de 10 milhdes de novos casos de tuberculose em todo o
mundo e 1,5 milhdo de pessoas morreram devido a doenca.

No Brasil, levando em consideracido os anos de 2017 e 2018, de acordo com
o DataSus houve 186.660 novos casos de tuberculose, divididos nos 27 estados do

pais (Figura 8).

Casos por 100 mil hab.

£J10-30
B 31-50

EN51-75 3008 iy

Figura 8. Incidéncia de casos de TB no Brasil por 100 mil habitantes.
Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2020.

Ja no municipio de Cubatdo, no mesmo periodo, houve de acordo com o
DataSus, 232 novos casos de tuberculose.

A tuberculose € uma doenca 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 saude publica, a espécie mais importante € a M. tuberculosis, conhecida
também como bacilo de Koch (BK). O M. tuberculosis é fino, ligeiramente curvo e
mede de 0,5 a 3 um. E um bacilo &lcool-acido resistente (BAAR), aerdbio, com
parede celular rica em lipidios (acidos micodlicos e arabinogalactano), o que lhe
confere baixa permeabilidade, reduz a efetividade da maioria dos antibidticos e
facilita sua sobrevida nos macrofagos, uma vez que sua parede forma uma barreira
hidrofébica resistente (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).
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A M. tuberculosis possui tempo de duplicagdo em 18 a 48 horas, sendo um
parasita intracelular facultativo, com preferéncia pela infec¢do de macréfagos (Figura
9) (SEGRETTI, 2016).

(a) Recrutamento celular (b) Migracio celular (c) Interacdo célula T (d) Formacio de granuloma
-macréfago Conteddo bacteriano

Figura 9. Expresséo da imunidade protetora nos pulmdes. Interagdo macroéfago-linfocito e formagao
do granuloma da tuberculose.
Fonte: SAUNDERS, COOPER, SEGRETI, 2000

M. tuberculosis ndao €& encontrado livre na natureza, sendo transmitido
principalmente por via aerégena. Sua infecgado possui baixa morbidade, o que, aliado
a seu crescimento lento, proporciona uma manifestagéo patologica de curso lento e
crbnico em individuos de baixa imunidade. Tem preferéncia pela colonizagdo dos
pulmdes conforme a Figura 10, ja que sendo um aerodbico estrito encontra neste

orgao melhores condi¢cdes de crescimento e transmissao (PRIMI, 2018).
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Figura 10. Transmissao e patologia do M. tuberculosis.
Fonte: GENTENBACHER, KAUFMANN, 2012.

A tuberculose normalmente se apresenta como uma doenga de curso
subagudo ou crénico. Logo, é comum a demora na procura por assisténcia meédica,
com 66% dos acometidos levando uma média de trés meses para entrarem em
contato com algum servigo de saude.

Dentre a diversidade sintomatoldgica que pode ser manifestada durante a
infeccado, certos sinais e sintomas sdo mais comumente referidos pelo paciente
como quadros envolvendo tosse, hemoptise, dispneia, dor toracica, rouquidao, febre,
sudorese, perda ponderal, sdo parte importante e classica da imensa gama de
manifestacdes possiveis.

A tosse estd presente em praticamente todos os pacientes, resultando do
estimulo inflamatério das vias aéreas. Inicialmente apresenta-se como tosse seca,
evoluindo para produtiva com expectoragdo mucosa ou purulenta, geralmente em

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

O tratamento da tuberculose tem como objetivo a cura e a rapida redugao da
transmissdo da doenca. Para que isso ocorra, os farmacos utilizados devem ser
capazes de reduzir rapidamente a populagéo bacilar (interrompendo a transmissao),
prevenir a selegdo de cepas naturalmente resistentes (impedindo o surgimento de
resisténcia durante a terapia) e esterilizar a lesdo (prevenindo a recidiva de doenga)
(SOTGIU et al., 2016).

O tratamento da tuberculose dura no minimo seis meses e visando o aumento da
adesao ao tratamento, desde o inicio da década de 90, a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) recomenda a adogdo da estratéegia DOTS (Directlly observed
treatment, short course) que é o tratamento diretamente observado de curta
duracgao.

Essa estratégia possui cinco elementos, sendo (LIENHARDT et al.,, 2004): a)
Compromisso politico e apoio financeiro para a manutengcdo das atividades de
controle da tuberculose. b) Identificagdo dos casos de tuberculose através da
baciloscopia do escarro de sintomaticos respiratérios; c) Esquema de farmacos
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
notificagdo e avaliagdo dos resultados do tratamento de cada paciente e do
programa de controle de tuberculose como um todo.

Nos anos 1960, foram iniciadas as padronizacdes de esquema terapéutico 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 duragao, com Rifampicina (R), Isoniazida (H) e Pirazinamida
(Z) por 6 meses (esquema RHZ) (RABAHI et al., 2017).

O Brasil foi o primeiro pais do mundo a padronizar o esquema de 6 meses na
rede publica com o fornecimento de medicamentos antituberculose gratuito, onde
tais padrdes continuam até hoje, sendo estes garantidos pelo PNCT (Programa
Nacional de Controle a Tuberculose), e ndo estando disponiveis comercialmente.

Em 2010, o Programa Nacional de Controle da Tuberculose propés uma
mudang¢a no esquema terapéutico até entdo adotado no pais. A deciséo foi tomada

em virtude do aumento da resisténcia primaria a Rifampicina e a Isoniazida
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(BRASIL, 2011; FERREIRA et al., 2013).

O esquema de tratamento da tuberculose € padronizado, deve ser realizado de
acordo com as recomendacdes do Ministério da Saude e compreende duas fases: a
intensiva (ou de ataque), e a de manutengao.

A fase intensiva tem o objetivo de reduzir rapidamente a populagdo bacilar e a
eliminacdo dos bacilos com resisténcia natural a algum medicamento. Uma
consequéncia da reducdo rapida da populacdo bacilar € a diminuicdo da
contagiosidade. Para tal, sdo associados medicamentos com alto poder bactericida
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

A fase de manutengdo tem o objetivo de eliminar os bacilos latentes ou
persistentes e a reducdo da possibilidade de recidiva da doenca. Nessa fase, séo
associados dois medicamentos com maior poder bactericida e esterilizante, ou seja,
com boa atuacdo em todas as populagdes bacilares (MINISTERIO DA SAUDE,
2019).

No Brasil, 0 esquema basico para tratamento da TB em adultos e adolescentes é
composto por quatro farmacos na fase intensiva e dois na fase de manutengdo. A
apresentacdo farmacolégica dos medicamentos, atualmente em uso, para o
esquema basico € de comprimidos em doses fixas combinadas com a apresentagao
tipo 4 em 1 (RHZE — Rifampicina, Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol) ou 2 em 1
(RH — Rifampicina e Isoniazida) (Tabela 1) (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

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

ESQUEMA FAIXAS DE PESO UNIDADE/DOSE buU RA(;AO
RHZE 20a35Keg 2 comprimidos
150/75/400/275 mg 36 a 50 Kg 3 comprimidos 2 pIases
(comprimidos . fase intensiva
am doses fixas 51a70 Kg 4 comprimidos ( )
combinadas) Acimade70Kg  5comprimidos
1 comp 300/150 mg ou

20a35kg 2 comp 150/75 mg

RH
1 1 comp 300/150 mg + 1 comp de
300/150 mg" ou 26250Kg 150/75 mg ou 3 comp 150/75 mg 10 meses
150/75 mg (fase de
(comprimidos 2 comp 300/150 mg ou manutenca
cdo)

em doses fixas Hla kg 4 comp 150/75 mg

combinadas)
2 comp 300/150 mg + 1 comp de

Acimade 70K 150/75 mg ou 5 comp 150/75 mg

RHZE - Rifampicina, Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol. RH — Rifampicina e Isoniazida.
Fonte: MINISTERO DA SAUDE (2019).
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No Brasil, pacientes com menos de 10 anos de idade sdo tratados com trés
medicamentos: Rifampicina (10 mg/kg), Isoniazida (10 mg/kg) e Pirazinamida (35
mg/kg) e esta decisdo se baseia no menor risco de resisténcia a Isoniazida em
pacientes com pequena carga bacilar, como é mais comum na tuberculose infantil, e
no risco de alteragbes visuais causadas pelo uso do Etambutol, cujo diagnéstico
pode ser dificil em criangcas (RABAHI et al., 2017).

1.5.1.1. Rifampicina

A Rifampicina é utilizada desde 1966 e € um farmaco bactericida que atua
tanto no bacilo em crescimento e metabolicamente ativo, quanto na fase
estacionaria, com metabolismo reduzido (ARBEX et al, 2010). Tem como
mecanismo de acgdo a inibicdo da atividade RNA polimerase, bloqueando a sintese
de RNA mensageiro que produz proteinas essenciais para a informagao genética da
bactéria, o DNA.

Este medicamento (Figura 11), tem como metabolito ativo o
desacetilrifampicina, transformado rapidamente e liberado na circulacdo entero-
hepatica, com meia vida de aproximadamente 3 horas (FIOCRUZ, 2017). Tais
caracteristicas e associagdbes com a pirazinamida permitem o encurtamento do

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

Figura 11. Estrutura quimica do farmaco Rifampicina.
Fonte: MEIRELLES, 2019.
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1.5.1.2. Isoniazida

A Isoniazida é utilizada desde 1952 e € um dos farmacos mais importantes no
tratamento da tuberculose tem estrutura quimica considerada simples (Figura 12),

constituida de um anel piridina e um grupo hidrazida.

A/

Figura 12. Estrutura quimica do farmaco Isoniazida.
Fonte: GRAEF, 2007.

Tem fungdo bactericida sobre os bacilos de multiplicacdo rapida, mas tem
acao restrita sobre os bacilos de crescimento lento (geralmente intracelulares) e
aqueles de multiplicacdo intermitente (geralmente extracelulares) (ARBEX, et al.
2010).

A isoniazida € uma pro-droga que necessita ser ativada pela enzima
catalase/peroxidase (KatG) do M. tuberculosis, consequentemente produzindo
radicais reativos de oxigénio (superéxido, peréxido de hidrogénio e peroxinitrato) e
radicais orgénicos que inibem a formagdo de acido micdlico da parede celular,
causando danos ao DNA e subsequente morte do bacilo (FIOCRUZ, 2017).

1.5.1.3. Pirazinamida

A Pirazinamida € um farmaco que foi sintetizado em 1936 e € utilizada como
droga tuberculostatica desde 1952 (ARBEX et al., 2010). E bactericida e tem uma
potente acdo esterilizante, onde na lesdo pulmonar por tuberculose, os bacilos
fagocitados pelos macrofagos apresentam seu crescimento inibido pelo ambiente
acido e sao esses bacilos, que sao denominados persistentes e em fase de
multiplicagdo, que sao os responsaveis pela recaida bacterioldgica da tuberculose. E
foi esta atividade esterilizante da Pirazinamida que, juntamente com a Rifampicina,

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

N
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N

Figura 13. Estrutura quimica do farmaco Pirazinamida.
Fonte: GRAEF, 2007.

O mecanismo de acado da Pirazinamida ndo é conhecido, supondo-se que
esta droga penetre no bacilo, seja convertida em acido pirazinoico e atinja altas
concentragcdes no citoplasma bacteriano. O acumulo de acido pirazindico diminui o
pH intracelular causando a inativagdo de enzimas e em consequéncia, prejudicando
a biossintese do acido micélico causando danos ao DNA e subsequente morte do
bacilo (FIOCRUZ, 2017).

Etambutol

HO
NH
e

Figura 14. Estrutura quimica do farmaco 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 farmaco atua sobre os bacilos
intra e extracelulares, principalmente os de multiplicacdo rapida onde interfere na
biossintese de arabinogalactano, que é o principal polissacarideo da parede celular
da micobactéria, (ARBEX et al., 2010)causando comprometimento do metabolismo
celular, a detengdo de multiplicagdo e morte celular (FIOCRUZ, 2017).

E diante das informacbes apresentadas a cima, quanto do municipio de
Cubatdo, quanto dos tuberculostaticos, é de extrema importancia a busca da

avaliacdo de exposicédo dos farmacos, e esta avaliagao inicia-se através do calculo
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da Concentragdo Ambiental Estimada (CAE).

Legislacoes

Ha uma crescente mundial quanto a fabricacdo e consumo de produtos
farmacéuticos, e consequentemente, o quanto destes produtos € inserido no meio
ambiente.

No Brasil, ndo ha registros de programas ou legislagbes que relatem sobre a
problematica dos farmacos no meio ambiente, e 0 mais preocupante € que também
nao ha uma legislagcado determinante quanto ao limite de langamento de farmacos, ou
de uma estrutura de ETE na qual consiga eliminar substancias em ng.L™".

Na Uni&do Europeia, a aprovagao do registro de novos medicamentos requer a
avaliacdo dos potenciais riscos ambientais associados a sua utilizacdo, além dos
padrées minimos ja exigidos como seguranca, estabilidade e eficacia, e essa
exigéncia ambiental se deve a Diretiva 2004/27/CE.

Além disso, a Diretiva 2013/39 da Unido Europeia, implementa programas de
monitoramento para os contaminantes emergentes com a finalidade de priorizar as
substancias que apresentem risco para o ambiente aquatico e um exemplo disso é o
Diclofenaco que foi inserido na lista de vigilancia de substancias que devem ser
recolhidos, em toda a Unido Europeia, dados de monitoramento ja que ele pode
apresentar risco significativo para o meio aquatico (PARLAMENTO EUROPEU,
2013).

Neste contexto, o presente estudo visou estimar a CAE de quatro farmacos da
classe dos tuberculostaticos em aguas superficiais no municipio de Cubatdo (S&o
Paulo, Brasil) e avaliar os efeitos biologicos adversos por meio de ensaios de
toxicidade, a fim de obter dados relevantes para o monitoramento dos
contaminantes, sendo um possivel subsidio para atualizacbes e criagdes de

legislagbes brasileiras.
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. OBJETIVOS

Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo principal obter as concentragbes
ambientais estimadas (CAE) dos quatro farmacos da classe dos tuberculostaticos
utilizados como esquema de tratamento para a tuberculose padronizado pelo
Ministério da Saude em aguas superficiais no municipio de Cubatdo (Sdo Paulo,
Brasil). Foram também avaliados os efeitos bioldgicos adversos dos farmacos
Isoniazida e Pirazinamida por meio de ensaios de toxicidade nos organismos-teste

Daphnia similis e Echinometra lucunter.

Objetivos especificos

Estimar as concentragbes dos farmacos tuberculostaticos Isoniazida, Pirazinamida,
Rifampicina e Etambutol, em aguas doces superficiais do municipio de Cubatéo
através do calculo da Concentracdo Ambiental Estimada (CAE).

Por meio de ensaios ecotoxicoldgicos, avaliar a toxicidade dos farmacos Isoniazida e

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

METODOLOGIA

Calculo da Concentragcdao Ambiental Prevista (CAE)

A CAE (Concentragdo Ambiental Estimada) busca avaliar a exposigdo de uma
substancia quimica, nos diferentes fatores ambientais onde sdo langados devido a
sua produgao, processamento, uso e distribuicdo. Este calculo pode ser estimado
com base em concentragdes medidas no ambiente de determinada substancia, ou
modelagem matematica (PAIVA, 2009).

A estimativa de tal exposigcdo deve ser realizada somente com base nas
caracteristicas da substancia ativa (medicamento), independentemente de sua via
de administragdo, metabolismo (biotransformacéo), excregcéo e forma farmacéutica.
O calculo da CAE segue a diretriz da EMEA (2006), que estabelece como avaliar os

potenciais riscos dos farmacos no ambiente com o intuito de fundamentar ainda
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mais o potencial ecotoxicolégico do manuseio dos medicamentos, estes que sao
constituidos em duas fases.

Na primeira fase da avaliagao, o calculo da CAE é restrito ao meio aquatico
onde seu calculo inicial em aguas superficiais assume que o calculo é restrito a
obtencdo de uma estimativa da exposi¢cao do farmaco, sendo nesta parte, utilizados
estudos epidemiologicos publicados e/ou dados coletados, ndo levando em
consideragdo a biotransformacédo (metabolismo) nos organismos dos pacientes
(PAIVA, 2009).

Quando os valores de CAE sao inferiores a 0,01 ug.L', e quando,
aparentemente, ndo ha questdes ambientais paralelas, assume-se que o farmaco na
dose terapéutica em que se encontra prescrito ndo representa risco ao meio
ambiente.

Se os valores de CAE sao iguais ou superiores a 0,01 ug.L", entdo deve-se
desenvolver, segundo o que esta descrito na CHMP (Comittee for Medicinal
Products for Human Use) de 2006, a segunda fase da avaliagdo na qual se
caracteriza o destino ambiental e se realiza a analise de efeitos.

Em determinados casos, o limite de ac&o nao se aplica. Algumas substancias
podem afetar a reproducdo de vertebrados e invertebrados em concentragdes
menores que 0,01 ug.L', por este motivo, as mesmas devem ser incluidas na
segunda fase da avaliagao (PAIVA, 2009).

A Fase Il é uma avaliagao realizada a partir de dados gerados em avaliagdes
ecotoxicologicas com o objetivo do estudo das substéncias e do compartimento
especifico com base em um conjunto de dados, sendo sua emissao, destinos e
efeitos do composto. Nesta fase podemos levar em consideragédo o metabolismo do
paciente (GRUNG et al., 2008).

Acesso as informagdes para os calculos da CAE

Para a obtengdo das informagdes dos medicamentos tuberculostaticos
dispensados no municipio de Cubatdo/SP, a fim de desenvolver os Calculos da
CAE, foi necessario protocolar um requerimento na Prefeitura Municipal de Cubatao,
destinado ao Departamento de Vigilancia em Saude Epidemioldgica.

Apos o deferimento deste requerimento, a Vigilancia em Saude forneceu para
este projeto, relatérios (ANEXO) que foram retirados do controle de estoque do
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Programa de Controle de Tuberculose de Cubatdo, do periodo de Julho/2017 a
Julho/2018.

Os medicamentos tuberculostaticos sao dispensados gratuitamente pelo
governo (de acordo com o RENAME) e ndo ha opgédo de compra, com excec¢éo do
farmaco Rifampicina.

A Rifampicina por ser um antibiético com potencial para tratamento de outras
patologias podem ser comercializado; no entanto, para este projeto, foi realizado o
contato com as drogarias e farmacias de manipulagdo do municipio de Cubatao, e
foi informado pelos farmacéuticos responsaveis técnicos que neste periodo
(Julho/2017 a Julho/2018) n&o houve entrada deste medicamento, assim como,
também nao houve saida, tendo estes com estoque zerado em todas as drogarias

do municipio.

Calculos da Concentragcdao Ambiental Estimada (CAE)

Apo6s compilagao do relatério fornecido pela Vigilancia em Saude — Programa
de Controle de Tuberculose de Cubatéo foi realizado entédo, os calculos da CAE em
aguas doce superficiais.

O calculo da CAE das aguas superficiais foi realizado de acordo com a diretriz
da EMEA (CHMP, 2006), através da seguinte equagao (1):

(1)

CAE aguas superficiais=Dose maxima consumida por habitante(mg)xFpen

residuos liquidos (L)/habitante x fator de diluigio

Sendo que:
Fpen = fator de penetracdo no mercado

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

Fpen [%] =  consumo (mg/ano) X 100
DDD (mg/dxhab) X Pop X 365 dias

Sendo que:
DDD = dose diaria definida (segundo OMS)
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Pop = numero de habitantes da cidade

Os valores de CAE foram calculados separadamente, considerando as duas
ETEs do municipio de Cubatédo (ETE Lagoa e ETE Casqueiro).

Cabe ainda destacar que a Dose Definida Diaria (DDD) pode ser definida
como uma unidade de medida de consumo de medicamentos, elaborada para
solucionar as dificuldades originadas da utilizagdo de mais de um tipo de unidade
em estudos de utilizacdo de medicamentos. Esta unidade é recomendada pelo
Grupo de Estudos de Utilizagcdo de Medicamentos da OMS (WHO Drug Utilization
Research Group) (ANVISA, 2021).

Avaliacao ecotoxicolégica

A avaliacdo dos efeitos biolégicos foi realizada por meio de ensaios de
toxicidade para avaliacdo da toxicidade com Daphnia similis € Echinometra lucunter.

ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS

Organismos-teste

Para garantir uma melhor avaliagdo dos resultados em relagdo aos ensaios
ecotoxicolégicos, foi necessaria a escolha de organismos-teste sensiveis as
mudang¢as do ambiente e que ndo sofram mudancas repentinas de habitat; sendo
assim, foram realizados os ensaios com as espécies de Daphnia similis
considerando o despejo dos esgotos em aguas doces no municipio de Cubatdo e
Echinometra lucunter considerando a possibilidade de contaminagcdo de ambientes

marinhos através da ligagao via Canal de Piagaguera (Figura 7).

3.21.1. Organismo-teste Daphnia similis

A Daphnia similis, vulgarmente conhecida como “pulga d’agua”, foi implantada
em testes de toxidade aguda pela CETESB devido a sua adaptacdo em aguas de
baixa dureza, que s&o caracteristicas das aguas superficiais do Estado de Sao
Paulo (LAMEIRA, 2008). Pertencente a Familia Daphnidae, Ordem Cladocera, esse
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microcrustaceo, de comprimento maximo 3,5 mm (Figura 15) é uma espécie

plancténica filtradora de material organico em suspens&o (ABNT, 2016).

Figura 15. Fémea embrionada de Daphnia similis, organismo utilizado nos ensaios de toxicidade.
Fonte: BEATRICI, 2004.

Em ambiente favoravel, se reproduz por partenogénese, originando apenas
fémeas; porém, em ambiente desfavoravel, originam-se machos e
consequentemente efipios, espessamento de coloracdo escura, contendo ovos de
resisténcia, que sao resultantes de reproducéo sexuada (KNIE e LOPES, 2004).

Para a realizagdo de ensaios ou novos cultivos, sdo utilizados organismos
neonatos com idade entre 6h e 24h, obtidos através de fémeas com idade entre 7 a
28 dias (ABNT, 2016).

Organismo-teste Echinometra lucunter

O Echinometra lucunter, também chamado de “ourico-do-mar” €& um
organismo herbivoro, encontrado em ecossistema oceanico, especialmente em
regibes costeiras e rasas, em substrato rochoso ou fundo arenoso (HILL e
LAWRENCE, 2003).

Possuem grande quantidade de espinhos méveis (Figura 16) e uma estratégia
de protecdo e camuflagem, para a realizagdo 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: LOURENCO, 2019.

Os ourigos-do-mar, por conta de sua alta sensibilidade as mudancas
ambientais, sdo considerados 6timos bioindicadores e por este motivo, foi utilizado
nesta pesquisa.

Os organismos utilizados neste ensaio foram coletados através de mergulho
livre, na llha das Palmas — Guaruja/SP (Figura 17).
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Figura 17. Mapa da baia de Santos representando o local de coleta (llha das Palmas —
Guaruja/Santos).
Fonte: HENRIQUES, 2009

Estes, apds coletados, foram armazenados em caixas térmicas recobertos
com algas do género Ulva no intuito de preservar a temperatura até o laboratorio de
Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecilia, onde foram mantidos em tanque,
conforme Figura 18, sob forte aeragdo, com condigdes ideais para este organismo

até a realizacdo dos ensaios.
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Figura 18. Tanque com condigdes ideais para os ourigos-do-mar utilizados no ensaio.
Fonte: Arquivo pessoal.

3.2.2. Manutengao dos organismos

Manutencao Daphnia similis

A manutengdo de D. similis deve ser realizada frequentemente, ou seja,
filtragem e troca de agua e alimentagdo dos organismos.

Para a alimentacdo destes microcrustaceos, varias espécies de algas verdes
unicelulares podem ser utilizadas, mas geralmente usa-se a Pseudokirchneriella
subcaptata, complementando com racdo a base de peixe, propiciando assim, um
ambiente favoravel para a reproducéo (ABNT, 2016).

Estes organismos séo cultivados em recipientes, com até 25 organismos por
litro de agua reconstituida com alguns requisitos adequados para o cultivo da
espécie, sendo eles: dureza total mgCOs/L de 40 a 48 e pH de 7,0 a 7,6; e deveréo
ser mantidas em cédmara de germinagdo com a temperatura variante entre 18°C e
22°C (ABNT, 2016).
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Manutencao Echinometra lucunter

A manutengao de E. lucunter deve ser realizada frequentemente, obedecendo
rigorosamente as condi¢des ideais para estes organismos, de acordo com a norma
NBR 15350 (ABNT, 2012); ou seja, deve-se observar os seus parametros fisico-
quimicos de acordo com o citado na Tabela 2.

Além dos parametros fisico-quimicos, importante ressaltar que a agua
utilizada para a manutencéo destes organismos € de fonte natural e coletada na llha

das Palmas — Guaruja/SP.

3.2.3. Substancias teste

Para a realizagao dos ensaios ecotoxicoldgicos, foram utilizados os farmacos
tuberculostaticos Isoniazida e Pirazinamida, de acordo com os calculos da CAE e
seus respectivos resultados, identificados na primeira parte desta pesquisa.

Os principios ativos utilizados nos ensaios foram obtidos através da doagao

pelo LFM — Laboratério Farmacéutico da Marinha (Rio de Janeiro, Brasil) (Tabela 3).

Tabela 3 — Farmacos tuberculostaticos utilizados nos ensaios.

PRINCIPIO | FORMULA x
ATIVO QUIMICA CAS FORNECEDOR | FABRICANTE | CERTIFICAGOES

LMF - Laboratdrio

Isoniazida C6H7N30 | 54-88-3 Farmacéutico da Anuh Pharma GMP
Marinha
LMF - Laboratdrio
Pirazinamida C5H5N30 98-6-4 Farmacéutico da Anuh Pharma CEP / GMP / Eu-
Marinha GMP / WHO - PQ

Fonte: Arquivo pessoal.

Tais principios ativos foram conservados no Laboratério de Ecotoxicologia da

Universidade Santa Cecilia, sob temperatura ambiente, até a realizagao dos testes.
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Preparagao da agua de diluicao nos ensaios Ecotoxicoloégicos.

Preparagao da agua de diluicao para ensaios com Daphnia similis

A agua utilizada para o preparo das amostras com as substancias-testes para
os ensaios com Daphnia similis € de fonte mineral, onde para manter suas
condigbes adequadas € necessario o ajuste dos parametros fisico-quimicos de
acordo com a exigéncia da NBR 12713, como por exemplo, dureza entre 40 e 48 mg
CaCOs/L e pH entre 7,0 e 7,6 (ABNT, 2016).

Preparagao da agua de diluicao para ensaios com Echinometra lucunter

A agua utilizada para o preparo das amostras com as substancias-testes para
0s ensaios com Echinometra lucunter foi reconstituida a partir de uma mistura de sal
CORAL PRO SALT marca (RED SEA) em agua processada, que foi mantida sob
constante agitacdo. Apds, esta solugdo foi filtrada com o auxilio de uma membrana
de celulose Millipore 0,45um e, a agua mantida com os padrdes fisico-quimicos
recomendados pela ABNT, tais como pH 7,8 a 8,4 e salinidade entre 30 e 37 (g.L™"),
todo o processo conforme Figura 19 (ABNT, 2012).

Figura 19. Materiais utilizados na preparac¢ao da agua utilizada nas amostras do ensaio.
Fonte: Arquivo pessoal.
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Controle dos ensaios e preparagao da solugao estoque

Para a realizagao do preparo da solugao estoque, foi necessaria a analise de
parametros fisico-quimicos para que nao houvesse alteracbes que
comprometessem os resultados do ensaio ecotoxicologico.

Cada substancia possui uma caracteristica fisico-quimica peculiar, onde com
a ajuda do software EPI Suite, essas informagdes foram obtidas de formas precisas
e estudadas para a realizacio dos testes.

Um fator importante que foi observado em todos os principios ativos foi o
valor de Log Kow, que é o coeficiente de reparticdo octanol/agua, tratando-se assim,
da solubilizagdo das substancias testes em relagdo a solubilidade da agua. O Log
Kow das substancias testes era de valores baixos, e por este motivo, foi utilizada
apenas solubilizagdo direta com agua, ndo sendo necessario o uso de DMSO.

Na realizacdo dos ensaios, foi utilizado o valor proporcionalmente exato para
as diluicdes e concentragdes estudadas, para evitar sobras da solugcdo estoque e
para obtencdo de resultados mais precisos.

Além disso, para os ensaios, foram utilizadas pipetas eletrénicas devidamente
calibradas, e o preparo de solugdo estoque e agua de diluicdo foram preparadas no
ato do ensaio, para evitar a degradagao das substancias e comprometimento dos
resultados.

3.2.6. Condicoes fisico-quimicas para a realizagdo dos ensaios

ecotoxicolégicos

Para manter um meio parecido com o habitat natural dos organismos-testes, a
fim de buscar maior precisdo dos resultados dos ensaios, os fatores fisico-quimicos

foram realizados de acordo com as condigdes exigidas pela ABNT (Tabela 2).
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Tabela 2 - Condigbes fisico-quimicas exigidas pela ABNT, para realizagéo de ensaios com Daphnia

similis e Echinometra lucunter.

CONDIGOES FiSICO-QUIMICAS

Daphnia similis

Echinometra lucunter

Temperatura 18 a 22°C 24 a 28°C
Salinidade 0 30 e 37 (g/L)
pH da agua 70a7,6 7,8a8,4
Fotoperiodo 12h a 16h 12h a 16h
Idade dos organismos 6h a 24h (neonatos) Embrloefsetéﬁrr? digéa(\)partlr da
Tempo do ensaio 48h 36h a42h
Numero de solugdes-teste 6 6
Volume das solugbes-testes 10mL 10mL

Efeito observado

Imobilidade e Mortalidade

Desenvolvimento embriolarval

Numero de réplicas

4

4

Agua de diluigao

Natural

Reconstituida

Validade do ensaio

Maximo de 20% de morte ou
imobilidade

Minimo de 80% de larvas pluteus
normais

Realizagao dos ensaios

Fonte: Arquivo pessoal.

Os ensaios de toxicidade aguda com Daphnia similis e Echinometra lucunter

foram realizados no Laboratorio de Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecilia,
entre os meses de Julho a Setembro/2019 e apds, Agosto/2020 a Novembro/2020,
seguindo todas as exigéncias da ABNT NBR 12713.

3.2.7.1. Ensaio de toxicidade com D.similis

Para o ensaio com Daphnia similis, foram realizadas trés amostragens para
cada substéncia-teste, como garantia dos resultados; sendo quatro réplicas para
cada concentragdo (controle; 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 mg.L™"). Em cada réplica, foi
pesado na balanga analitica devidamente calibrada 0,01g de cada substancia teste,
que foram diluidas em 100mL de agua.

Apos as diluigdes, com auxilio de uma pipeta Pasteur, foi submetido em cada
tubo, cinco neonatas (6 a 24h) evitando a passagem de gotas de agua para o tubo
de ensaio (1 a 2 gotas) a fim de n&o alterar a concentragao final, totalizando assim,
20 organismos por concentragao.
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As amostras foram mantidas por 48h em céamara incubadora, com
temperatura entre 18 e 22°C, sem alimentacdo e em ambiente com fotoperiodo.

Apos 48 horas, a olho nu e com auxilio de lampada fluorescente, foi realizada
a leitura e contagem dos organismos por concentracdo de cada amostra (FIGURA
20), assim como, o calculo das concentragdes que causaram morte e/ou imobilidade

em 50% dos organismos (CEso).

Figura 20. Leitura e contagem dos organismos por concentragdo, com auxilio de ldampada
fluorescente.
Fonte: Arquivo pessoal.

3.2.7.2. Ensaio de toxicidade com E.lucunter

Para o ensaio com Echinometra lucunter, foram realizadas trés amostragens
para cada substéncia-teste, como garantia dos resultados; sendo quatro réplicas
para cada concentragdo (controle; 200, 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 mg.L"'). Em cada
réplica, foi pesado na balanga analitica devidamente calibrada 0,02g de cada
substancia teste, que foram diluidas em 100mL de agua.

Por conta do organismo Echinometra lucunter ndo possuir dimorfismo sexual
externo, € necessario a diferenciagdo de género através da coloragdo dos gametas,
ou seja, gametas com coloragdo alaranjada sdo indicios do género feminino, e

gametas com coloragao branca, do género masculino (Figura 21).
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Figura 21. Diferenciagdo de género através da coloragao dos gametas dos ourigos-do-mar — a
esquerda, género feminino (coloragao alaranjada) e a direita, género masculino (coloragéo branca).
Fonte: Arquivo pessoal.

Para obtencdo dos gametas, o ourigo-do-mar foi estimulado por impulsos
elétricos de 35V (Figura 22), porém, nem todos os organismos liberaram os
gametas, tendo que assim, realizar a aplicagéo de 2,5 mL de KCI 0,5M em cada lado
da regido perioral (Figura 23).

Figura 22. Obteng&o dos gametas através de estimulo por impulsos elétricos de 35V.
Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 23. Obtengao dos gametas através de aplicagao de KCL.
Fonte: Arquivo pessoal.

ApOs esta liberagédo, de acordo com cada género, houve a coleta — género
feminino foram apoiadas em um béquer, com a superficie aboral virada para baixo
(Figura 24).

Figura 24. Coleta dos gametas do género feminino.
Fonte: Arquivo pessoal.

E género masculino coletados com uma pipeta Pasteur de ponta fina, e
transferidos para um béquer que estava sendo resfriado com o auxilio de gelo até o
momento da fecundagao (Figura 25).
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Figura 25. Cleta dos gametas do género masculino.
Fonte: Arquivo pessoal.

Para o género feminino, foi necessario esperar a decantagéo dos ovdcitos a
fim de descartar o sobrenadante, filirando a solugcdo através de uma malha de
350um, acrescentando agua de diluigdo, onde este processo foi realizado trés vezes
de acordo com a ABNT/NBR 15350/2012.

Para os gametas do género masculino, foi acrescentado agua de diluigéo,
mantendo sempre a proporgdo de 0,5 mL de gametas/25mL de agua.
Para ocorrer a fecundagao, foi inserido 1mL de esperma ao béquer contendo os
ovulos, esperando de 5-10 minutos para a obtencéo dos zigotos.

Apos esta obtencao, foi retirado aproximadamente 1mL dessa solucao para
realizar a contagem através da camara de Sedgwick-Rafter (Figura 26), que é
especializada para contagem e analise, possibilitando uma maior identificagdo e
quantificacdo dos zigotos, onde estes devem obter um valor minimo de 80% de
fecundagao para dar prosseguimento ao ensaio. Este procedimento foi realizado e
calculado a média e o volume da solugcao que apds duas horas da fecundagao sob
constante agitagao, foram transferidos para os tubos de ensaio das solugdes-testes.

Ao final do ensaio, as substancias-testes foram mantidas em céamara

incubadora, devidamente identificadas, por um periodo de 42 horas.
Seguidamente do tempo estipulado, foi retirado um percentual para avaliar a
formacao de pelo menos 80% de Pluteus; apés essa confirmacdo, o ensaio foi
finalizado com a insergédo de 0,5mL de formol tamponado com bérax (em cada tubo
de ensaio) a fim de bloquear o desenvolvimento dos Pluteus.
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Figura 26. Camara de Sedgwick-Rafter.
Fonte: Arquivo pessoal.
Finalizado o teste, foi realizada a leitura dos resultados de cada solucao-teste,

novamente com o auxilio da camara de Sedgwink-Rafter, avaliando assim, o grau de

desenvolvimento de Pluteus (Figura 27) diferenciando os organismos normais e os
anormais (que apresentaram estagios anteriores aos Pluteus, sendo ovo, morula,
blastula ou gastrula; que tiveram atraso no desenvolvimento comparando com os

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

primeiros zigotos.

Figura 27. Pluteus, larva de Echnometra lucunter.
Fonte: Arquivo pessoal.

Métodos estatisticos para avaliagao dos resultados

Os resultados dos ensaios de toxicidade foram registrados para o
estabelecimento da média, desvio padrao (DP) e Coeficiente de variagdo (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 estatistico Trimmed Speramn Karber (HAMILTON et
al., 1977), através do Software Trimmed Spearman-Karber (verséo 1.5), que tem a
capacidade de calcular o valor pontual da CEso e os intervalos de confianca.

Com relagdo aos ensaios para avaliagcdo da toxicidade crbnica sobre o
desenvolvimento embriolarval de Echinometra lucunter, foram estabelecidos os
valores CI50 (concentragao de inibicdo a 50% dos organismos expostos), CENO
(concentragao de efeito ndo observado) e CEO (concentracéo de efeito observado).

A determinacdo da CI50 foi calculada através do método de interpolacéo linear
(NORBERG-KING, 1988). Para o estabelecimento de CENO e CEO foi utilizado o
programa estatistico Graphpad Prism® versdo 5.3, no qual os dados foram
analisados quanto a normalidade e homogeneidade de variancia através dos
meétodos Chi-square e Barllett, respectivamente. Posteriormente foi empregada a
analise de variancia (ANOVA) com pos hoc de Dunnett, com diferencas estatisticas
sendo consideradas significantes quando p < 0,05.

RESULTADOS

Calculo da Concentragcdao Ambiental Estimada (CAE)

A partir dos dados de consumo coletados e outras informag¢des para o municipio
de Cubatado, foram empregados os calculos para a obten¢do da Fpen dos farmacos

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

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

Tuberculostatico (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 municipio de Cubatao no periodo de Julho/2017 a Julho/2018. DDD, Dose Diaria
Definida. Fpen, fator de penetracdo no mercado.

A partir dos calculos realizados para Fpen, foram entdo estimados valores para a
Concentragdo Ambiental Estimada (CAE) para os tuberculostaticos, referentes a
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guantidade dispensada no periodo de Julho/2017 a Julho/2018.

Para o calculo da CAE das aguas de superficie no municipio de Cubatao, foi
necessaria a separagao por area de influéncia de ETEs e a quantidade de residuos
liquidos/habitantes/dia é de 413 L para a ETE Lagoa e 392 L para a ETE Casqueiro,
sendo 10 o fator de diluigdo utilizado em ambas as estagdes de tratamento de

efluentes. Tais dados seguem apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores obtidos para as CAE dos tuberculostaticos nas aguas de superficie de
Cubatéo/SP, separados por ETE Lagoa e ETE Casqueiro.

Tuberculostatico| CAE ETE Lagoa* (ug.L")|CAE ETE Casqueiro* (ug.L™")
Rifampicina 3,12 3,29
Isoniazida 1,56 1,64
Pirazinamida 4,39 4,62
Etambutol 3,01 3,18

Para a area de influéncia da ETE Lagoa, os 4 farmacos tuberculostaticos
(Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol e Isoniazida) apresentaram valor de CAE
superior ao limite do documento EMEA (0,01 ug.L") indicando que todos os
tuberculostaticos inclusos neste estudo, da area da ETE Lagoa precisam ser
avaliados quanto ao destino e o efeito ambiental dos compostos (EMEA,2006).

Para a area de influéncia da ETE Casqueiro, os 4 farmacos tuberculostaticos
(Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol e Isoniazida) também apresentaram valor de
CAE superior ao limite do documento EMEA (0,01 ug.L") indicando que todos os
tuberculostaticos inclusos neste estudo, da area da ETE Lagoa também precisam

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

Resultados dos ensaios ecotoxicolégicos

As analises foram realizadas individualmente para cada farmaco (Isoniazida e
Pirzinamida), mantendo primeiramente os resultados das analises de efeitos
biolégicos adversos nas neonatas de Daphnia similis com os farmacos selecionados
e, apos, as analises de inibicdo do desenvolvimento embriolarval dos Pluteus de

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

As analises de toxicidade com Daphnia similis (n=3) com os farmacos
Isoniazida e Pirazinamida foram realizadas através da observacdo dos organismos
que apresentaram imobilidade/mortalidade quando foram expostos as diferentes
concentragdes destes farmacos (6,25 a 100 mg.L") , e apos, realizado o célculo
para encontrar a CEsp. Os resultados das substancias analisadas nos ensaios de
toxicidade com Daphnia similis estdo apresentados nas Figuras 28 e 29.
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Figura 28. Resultado do ensaio de toxicidade com Daphnia similis quanto a exposigao em diferentes
concentragdes de Isoniazida. Os valores expressados no grafico representam a médiat erro padrao
de cada concentragdo testada. ANOVA com teste posterior de Dunnett: *p<0,05.

Tabela 6 — Resultados dos ensaios de toxicidade com Daphnia similis referente ao farmaco

Isoniazida.
Isoniazida CES0 (mg.L-1) Intervalo de confianga

1 100 -—-

2 83,12 62,99 - 109,69

3 26,79 19,41 - 36,98
Média 63,97 -—-
DP 38,33559573 -—-
CV (%) 54,78861759 ---

CEso- Concentragao efetiva que induz efeito em 50% dos organismos expostos; IC- Intervalo de
confianga; DP- Desvio Padréo; CV- Coeficiente de Variagao.
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Figura 29. Resultado do ensaio de toxicidade com Daphnia similis quanto a exposigao em diferentes
concentragdes de Pirazinamida. Os valores expressados no grafico representam a média + erro
padrdo de cada concentragao testada. ANOVA com teste posterior de Dunnett: *p<0,05.

Tabela 7 — Resultados dos ensaios de toxicidade com Daphnia similis referente ao farmaco
Pirazinamida.

Pirazinamida CES50(mg.L-1) Intervalo de confianca

1 62,19 43,05 - 89,34

2 18,32 13,95 - 24,07

3 52,97 30,72- 91,35
Média 44,49333333
DP 23,13081567
CV (%) 51,98714938

CES50- Concentragao efetiva que induz efeito em 50% dos organismos expostos; IC- Intervalo de
confianga; DP- Desvio Padrao; CV- Coeficiente de Variagao.

4.2.2. Resultados dos ensaios ecotoxicolégicos com Echinometra lucunter

Os resultados dos ensaios de toxicidade com Echinometra lucunter avaliaram
o desenvolvimento embriolarval e a formacdo de larvas Pluteus, a partir da
exposicdo dos embribes com as substancias-teste e em determinadas
concentragdes, simulando assim, o efeito dos efluentes langados incorretamente ao
ambiente aquatico.

Os dados das substéncias analisadas nos ensaios de toxicidade com
Echinometra lucunter referente ao farmaco Isoniazida (n=3) estao representados na
Figura 30, onde o organismo-teste foi exposto a diferentes concentracbes de
Isoniazida (200,100,50,25,12.5 e 6,25 mg.L™"), e foram observados valores de CEO e
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Figura 30. Resultado do ensaio de toxicidade com Echinometra lucunter quanto a exposi¢céo em
diferentes concentragdes de Isoniazida. Os valores expressados no grafico representam a média +
erro padrao de cada concentragdo testada. ANOVA com teste posterior de Dunnett: *p<0,05.

Quanto aos ensaios de toxidade com Echinometra lucunter referente ao
farmaco Pirazinamida (n=3), foram utilizadas as mesmas concentra¢cées e foram
observados valores de CEO e CENO, onde eles est&o representados na Figura 31.
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Figura 31. Resultado do ensaio de toxicidade com Echinometra lucunter quanto a exposi¢céo em
diferentes concentragdes de Pirazinamida. Os valores expressados no grafico representam a média +
erro padrao de cada concentracgdo testada. ANOVA com teste posterior de Dunnett: *p<0,05.

E para melhor visualizagdo dos resultados, a Tabela 7 demonstra a copilagéo
de CEO e CENO dos farmacos Isoniazida e Pirazinamida.

Tabela 8 — Resultados dos ensaios de toxicidade crénica com os farmacos tuberculostaticos com o
organismo-teste Echinometra lucunter.

Medicamento  CEO (mg.L’) CENO(mg.L™) CI50 (mg.L?)
Isoniazida 12,5 6,25 23,66 (22,69 - 25,62)
Pirazinamida 12,5 6,25 17,21 (16,33 - 18,33)

CEO - Menor concentragéo de efeito observado; CENO — Concentragéo de efeito ndo observado;
Clso — Concentragao inibitéria média
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DISCUSSAO

Ha uma década, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou a
tuberculose (TB) em estado de emergéncia no mundo, onde ainda é a maior causa
de morte por doenca infecciosa em adultos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Segundo estimativas da OMS, dois bilhdes de pessoas correspondendo a um
terco da populagdo mundial esta infectada pelo Mycobacterium tuberculosis. Destes,
8 milhdes desenvolverdo a doenga e 2 milhdes morreréo a cada ano (MINISTERIO
DA SAUDE, 2019).

O Brasil ocupa o 15° lugar entre os 22 paises responsaveis por 80% do total de
casos de tuberculose no mundo. Estima-se uma prevaléncia de 50 milhdes de
infectados com cerca de 111.000 casos novos e 6.000 6bitos, ocorrendo anualmente
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Esses dados estatisticos da Tuberculose no Brasil levam ao aumento da
producao e do uso de tuberculostaticos, onde estes podem ocasionar uma liberagéo
inadequada ao meio ambiente através de sistemas de esgotos ineficazes em seu
tratamento.

Por conta destes tratamentos ineficazes para a remocédo dos farmacos, a
identificacdo deles no meio ambiente € importante e possuem alguns métodos,
como por exemplo, o calculo da Concentragdo Ambiental Estimada (CAE) que foi
utilizado neste estudo.

Os resultados obtidos de CAE demonstram valores superiores ao limite
estimado de 0,01 ug.L! para todos os farmacos tuberculostaticos desta pesquisa,
onde, dessa forma, verifica-se a importancia de um monitoramento ambiental eficaz
para os farmacos, em especial, aos tuberculostaticos, pois pode tratar-se de
substancias com potencial alto risco ao ambiente aquatico.

Diante deste resultado, se faz necessario o conhecimento sobre o destino
destes farmacos, onde no municipio de Cubatido existem duas estagdes de
tratamento de efluentes por responsabilidade da Sabesp, sendo ETE Lagoa e ETE
Casqueiro; tais ETEs s&o destinadas ha alguns bairros, porém, nem todos os
habitantes possuem o saneamento adequado, principalmente quando estamos
tratando de bairros periféricos.

Uma vez que ha falha no sistema de saneamento basico adequado, se faz

necessario também ensaios ecotoxicoldégicos para verificar o risco dessas
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substancias em organismos-teste, como por exemplo, Daphnia similis e Echinometra
lucunter.

Devido a alta sensibilidade aos poluentes, os ensaios de toxicidade com
Daphnia similis tiveram resultados rapidos, nas quais diz respeito a imobilidade e
mortalidade dos organismos.

A média dos trés ensaios com Daphnia similis para a CEso do farmaco
Isoniazida foi 69,97 mg.L™"; e em relagédo ao farmaco Pirazinamida, a média dos trés
ensaios com Daphnia similis para a CEso foi 44,49 mg.L™".

A avaliagdo toxicologica no organismo-teste Echinometra lucunter foi baseada
na inibicdo do desenvolvimento embriolarval, onde este esta diretamente
relacionado ao seu sucesso reprodutivo. Deste modo, foram observados valores de
CEO, CENO e Clso para os farmacos tuberculostaticos, onde: i) Isoniazida
apresentou CEO 12,5; CENO 6,25 e CI50 23,66 mg.L™" e ii) Pirazinamida apresentou
CEO 12,5; CENO 6,25 e Cl 5017,21 mg.L™".

Baumann et al. (2020) relata em seu estudo que a Isoniazida induziu
significativamente uma leve necrose de célula unica de hepatdcitos e alteragdes de
genes marcadores que s&o relacionados a hepatotoxicidade, onde confirmam os
efeitos hepatotoxicos do farmaco. Além disso, Baumann et al. (2020) também
complementa que a correlacdo da hepatotoxicidade e a sintese hepatica reduzida de
VTG nao foi observada, sugerindo uma improvavel interferéncia com o sistema
endocrino.

Quanto ao farmaco Pirazinamida, ndo foram encontrados estudos deste
farmaco em organismos aquaticos, porém, existem dados com roedores como do
estudo em que Zhao et al., (2017) apresenta resultados do farmaco Pirazinamida em
alguns aspectos, como por exemplo, no metabolismo de purina onde os ratos
fémeas dosados com o farmaco houve diminui¢des significativas de AMP hepatico
como inosina e xantina, além do aumento de acido urico sérico que pode ser um
indicativo de hiperuricemia. Zhao (2017) também destacou questbes quanto ao
estresse oxidativo, onde a Pirazinamida foi relatada como possivel causadora de
danos hepaticos oxidativos em ratos machos e fémeas, pois houve o aumento de
GSH e GSSG enquanto o glutamato e a glicina diminuiram acentuadamente.

Neste mesmo estudo, também foi relatado que a Pirazinamida produziu danos
ao DNA mais graves em ratos, que podem estar associados a formacéo de radicais
livres hepatotdxicos e genotoxicos.
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Quintino et al. (2003) estudou o farmaco Pirazinamida em ratas gestantes onde
identificou uma sequéncia comum de crescimento celular em todos os 6rgaos além
de uma redugédo do peso da placenta no grupo tratado com doses mais altas de
Pirazinamida; porém, nenhuma malformacéo fetal foi registrada além de efeitos
colaterais como nausea e anorexia, o que vai de encontro com a bula do fabricante
onde relata que a Pirazinamida ndo foi mutagénica.

Tais dados, apesar de serem baseados em roedores, podem estimar e
conduzir como os efeitos ocorrem nos organismos aquaticos, uma vez que tais
farmacos possuem similaridades com algumas enzimas. Por exemplo, o ourigo-do-
mar apresenta 120 CYP genes, e os que sao relacionados as familias CYP1 a 4
constituem 80% deste total (YAMAMOTO, 2014); o tuberculostatico Isoniazida inibe
as isoenzimas e enzimas do citocromo CYP2C19 e CYP3A4 (familia CYP2 e CYP3)
in vitro, aumentando assim, a exposigdo deste farmaco nos organismos aquaticos
(FIOCRUZ, 2017).

Ainda existe uma lacuna quanto a presenca de metabdlitos gerados e a
porcentagem excretada inalterada dos farmacos tuberculostaticos, onde eles podem
variar de 30-70% de sua forma inalterada, onde estes também sio langcados nos
sistemas de esgoto através da urina e das fezes e que também deve ser levado em
consideragao no que diz respeito a uma possivel contaminagdo nos organismos de
ambiente aquatico, induzindo novos estudos.

Por fim, os dados de toxicidade segundo a diretiva 93/67/CEE (CEE Conselho
da Comunidade Europeia) quanto a classificacdo das substancias de acordo com as
concentracgdes e efeito estimadas foram observadas e encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9 — Classificagdo dos farmacos tuberculostaticos baseados na diretiva 93/67/CEE da Unido
Europeia levando em consideragédo ensaios com organismos-teste D. similis e E. lucunter.

Organismo-teste D. similis
Medicamento  CE;,(mg/L™") Classificacdo

Isoniazida 69,97 Nocivo
Pirazinamida 44,49 Nocivo

Organismo-teste E. lucunter
Medicamento (s, (mg/L™") Classificacdo

Isoniazida 23,66 Nocivo
Pirazinamida 17,21 Nocivo

Para os ensaios com Daphnia similis, os farmacos 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 toxicolégicos com Echinometra lucunter, os farmacos
Isoniazida e Pirazinamida também foram classificados como “nocivos” de acordo

com a diretiva européia 93/67/CEE.

CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos no presente estudo, que avaliou os efeitos
ecotoxicolégicos dos farmacos tuberculostaticos em aguas superficiais do municipio
de Cubatao/SP, através da CAE e dos ensaios toxicoldgicos em organismos-teste
Daphnia similis e Echinometra lucunter, concluimos que:

Foi calculada a Concentragdo Ambiental Estimada (CAE) dos farmacos
tuberculostaticos dispensados/consumidos no municipio de Cubatdo, onde os dois
farmacos precisam ser avaliados quanto ao seu efeito ambiental (ensaios
ecotoxicologicos) ja que ultrapassaram o valor limite de 0,01 ug.L™! de acordo com a
diretriz da EMEA (CHMP, 2006).

Os organismos-teste estudados (D. similis e E. lucunter) apresentaram sensibilidade
apds exposi¢cao dos farmacos lIsonizaida e Pirazinamida, onde, em ambos o0s
organismos e testes os farmacos foram considerados como “nocivos” de acordo com
a diretiva européia 93/67/CEE (CEE Conselho da Comunidade Européia).

Sa0 necessarios estudos com biomarcadores para o melhor conhecimento dos
efeitos dos tuberculostaticos Isoniazida e Pirazinamida no ambiente aquatico.

Considerando a escassez de estudos ecotoxicologicos em ambiente aquatico
do farmaco Isoniazida e considerando que n&o ha estudos ecotoxicoldégicos em
organismos-aquaticos do farmaco Pirazinamida publicados, havendo esta lacuna de
rastreabilidade destes farmacos no meio ambiente, os resultados desta pesquisa
poderdo servir como subsidios a novas legislagbes referentes aos produtos
farmacéuticos e também, a criacdo de programas governamentais que visem o
monitoramento dos farmacos desde o seu registro em érgéos reguladores até a
criacdo de adequados tratamentos das Estacbes de Tratamento de Efluentes (ETE)
em busca de solugdes que promovam reducdo e até mesmo a eliminagao de

farmacos no ambiente aquatico.
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Além disso, este estudo servira como iniciativa para a avaliagdo dos demais
farmacos tuberculostaticos em varios organismos aquaticos, podendo servir como

comparagao em demais trabalhos cientificos.
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Eesumo

Com o passar do tempo, ¢ cescimento da produgio de produtos fammaceuticos vem awnentsndo gradstivamente &
consequentemente. 05 Iesiduos destes produtos de forma inadequads mo ambiente aquatico tambem. Neste combexto,
anm&EMEammmMMmmmmm&-smmm
aquatico. Sendo assim o presente estudo teve como objetivo avaliar a presenca dos frmacos tuberculestiticos
utilizados como esquems padronizade pelo Ministério da Sande para o tmtamento de tuberculose (Rifampicina,
Isomiazids, Pirazinamids e Etambutol) em dguas superficisis do municipio de Cubatio (540 Paulo, Brasil), stmavés do
calculo da concentracio ambiental estimads (CAE). Adicionalmente. foram svaliados os efeitos biologicos adversos
nos orpanismos-testes Daphmig similis e Echinometra lucumier para os farmacos Isoniazida e Poazinamada As
concentraches ambientais estimadas foram calouladas pam os quatte fAmmacos toberculostaticos de acordo com a
diretriz da Agzéncis Europeis de Medicamentos (EMEA) (CEMP, 2008). Apos, foram realizados ensaios de toxicidads
em D simelis e E jucunter de acorde com as normas ABNT MBE 12713:2016 « ABNT NBE 15350:2012,
respectivamente. Og esultados das CAE para todos os firmacos tuberculostaticos inchiidos neste estudo apresentaram
valores superiores ao limite considerado pela EMEA de 0,01 pe L. Para 0 ensaio de toxicdade com D. similis, os
farmaces lsonisrids e Pirazinamids apresentarsm valores de CEs respectivaments 60,97 me L' o 44 40 mg 1.7 sendo
estes classificados comoe “nocives™ de acordo com a Diretiva da Comunidade Econdmica Europeia (CEE) 93/67/CEE.
Iamnmmdemmmmumgmmm&mmlmw oz farmacos Isoniazids e Pirszinamida
apresentaram valores de Clss 23,66 mel” e 1721 mgl”', mspectivamente, msultados que os também como
“nocves” de acondo com a Diretiva 93/67/CEE. Gsmtﬂﬂsdﬁsﬁpesqnimpodﬂi}sﬂ'ﬁ:tﬂmsﬁdﬂiﬂsnm
legislagoes e a criagao de progmmas governamentais gue buscam schopbes promovendo reducio e ate mesmo a
eliminacio de fArmacos no ambiente aquatico.

Palavraschave: Isomiazids; Pirarinarids; Farmacos no meio ambiente; Concentracio ambiemtsl estimada;
Ecotoxicologia.

Abstract

The increase in the production of pharmacewfical products has been gradually increasing and, consequenty, the
residoes of these prodocts inappropristely m the aguatic emviromment zs well In this comfext, the scarcity of
ecotoxicological smdies on dmgs of the twberoulestatic class in the aquatic enviromment is highlighted Thuos, the
present study simed to evalnate the presence of tobermulostatic drugs wsed as a standardized scheme by the Brazlian
Ministry of Health for the trestment of mberculosis (Rifampicing Isomiazid Pyrazinamide snd Eambutol), by
calculating the predicted emvironmental concentration (PEC) in surfsce waters of the nmmicipality from Cubatio (530
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Panlo, Brazil). In addition, adverse biclegical effects on the test organisms Dhaphmia similis and Eckhmometra lncumser
for the dmps Isoniazid and Pyrazinamide were evalnated The PEC values were calculated among the four
tuberculostatic dmgs according to the guideline of the Europesn Medicines Apency (EMEA) (CHMP, 200d).
Afierwarnds, fomicity tests were performed om [ simolis and E Jucwser according o Brazilism Association of
Technical Standards ABMT MBE 1271322016 & ABNT NBE 15350:2012, respectively. PEC walues for all four
tubenculostatic drugs inchaded in the present sudy showed values that exceeded the Imit considered by the EMEA of
0.01 pgL-1. For the toodcity test with 0. similis, the dmgs Isoniazid and Pyrazinamide presented EC50 valoes of
6297 meg 1" and 44.49 mg 1" respectively, being classified as “harmfnl” sccording to the Directive of the Europesn
Economic Commumity (EEC) 93/67 / EEC. As for the toxicity test with E lucunser, the dmgs Isomiazid and
Pyrazinamide showed ICxy valoes of 23.66 mg 1! and 1721 me1"', respectively, results that ame slso considered
“harmiul™ according to with Directive 93/67 / EEC. The resulis of this research may serve as subsidies to new
legislation and the creation of government programs that seek solutions promoting reduction and even the elimimation
of pharmacewticals in the agoatic environment.

Keywords: Isomisrid; Pyrazinamide; Phammaceuticals in the emvironment; Predicted Emvironmental Concentration;
Ecotxicology.

Eesumen

Con el tiempo, el crecimients en la produccion de productos farmacéuticos ha ido sumentando pradualmente v, en
consecuencia, los residnes de estos productes de maners inspropisda también en el medio scuatice. En este contexto,
s8 destaca la escasez de esmdios ecotoxicologicos sobre farmacos de la clase tuberculostatica en el medio aoatico.
Asi el presemte estudio tovo come objetivo evaloar la presencia de farmacos tuberculostatices wutlizados como
esquema estandarizado por el Mimisteric de Salud de Brasil para el tatamients de la mberculosis (Rifsmpicina
Isomiazids, Pirazmarmids ¥ Etambutol), mediante el calculo de la Concentracion Ambienta] Estimada (CAFE) en aguas
m‘ﬁmls{hlmnmmﬂ&ﬂuham (S0 Paulo, Brasil). Ademss, se evaluaron los efectos biologicos adversos
submlnsorpnmdepmehD@Mﬂmﬂmy&himm!mmhsmﬂskmamhyham
CAFE se calcularon entre los costro farmacos mberculostaticos de acuerdo con las ditectrices de la Agencia Furopea de

Medicamentos (EMEA) (CHMP, 2004). Postericrmente se realizaron pruehas de toxicidad en 1. similis v E. lncuméer

segim la Asociacion Brasilefia de Mormas Tecmicas (ABMT). Los resnlmdos de las CAFs pama todos los farmacos

tubenculostatices incluidos en el presente estudio mostraron valores superiores al Emite considersdo por la EMEA de

0,01 pgI-1. Mdmw&muﬂdtm&mfmhsﬁnnmkmanﬂaymmmmwhmh

CESD de 6297 meL" v 44,49 mg 1", respectivamente, siendo clasificados comeo “nocives” segim la Ditectiva de 1a

Economia Europea. EDmnﬁthd{CEE}ﬂWfEEE.EnmanﬁnalmdehmicﬁaﬂmE.fchﬂ,hs

medicamentos Isoniarida ¥ Pimzinamida mostraron valores de IC50 de 23,66 mg L™ ¥ 17,21 mg L', respectivamente,

resnltados que tambien se consideran “mocives” segim la Directiva 93/67/ CEE. Los resultados de esta investizacion
pueden servir como swbsidicos a la mueva legislacion ¥ también a la creacion de programas gubernsmentsles gque
busquen soluciones gue prommevan la reduccion e incloso la eliminscion de las drogas en el medio aomatico.

Palabras clave: Isomiarids; Pirazinamids; Drogas en el medio ambiente; Concentracion ambiental estimada;
1. Introducio

A tuberculose & wma das doengas mais antigas da henamidsde, onde estima-se sua origem em 150 milhdes de anos,
tendo provavelmente matado mais pessoas do que qualquer outro mEcTOrFanismo patogenico. Segundo 3 Organizacio Mundial
da Saade (OMS), 2 taberculase & 3 principal causs de morte por wm Umice spente infeccioso em todo o mumdo. Ha ums decads,
a Organizacio Mundisl da Saade (OMS) declaron a tuberulese (TB) em estado de emergencia no mundo, onde ainda € a
maior cansa de morte por doenca infecciosa em adultos. Em 2018, havia wn mmero estimado de 10 milhdes de novos casos de
tuberculose em todo o mundo e 1,5 milhie de pessoas mormeram devido 4 doenga. (O Brasil ocapa o 157 Inzar entre os 22 paises
responsaveis por 80% do total de casos de tuberculose no mumdo. Estima-se uma prevaléncia de 50 milhdes de infectsdos com
cerca de 111 000 casos novos e §.000 obitos, ocommendo amoalmente (Ministério da sande, 2019).

O tratamento da mbercolose tem como objetive a cura e 3 rapida redugio da transmissio da dosnca. Sen tbmento
dura no minime sis messs & 2 recomendscio & a adocio da estratégia DOTS (Directlly oboerved treatment, short course). Mo
Brasil o esquems de tratamento da tubenculose & padromizade, e deve seguit recomendapfes do Ministerio da Sande que
compreende em duss fases: a infensiva (ou de ataque), e 3 de manmtengio. O esquema basico para tratamento da toberculose
em adultos e adolescentes & composto por quatro farmaces na fse infensiva e dois na fase de mamuencio. A apresentacio
farmacologica dos medicamentos, amalments em use, pars o esquems basico & de comprimidos em doses fixas combinadas
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com @ spresentacio tipo 4 em 1 (RHZE — Rifsmpicing Isoniszids, Pirazinamids e Enmbutol) ou 2 em 1 (RH — Rifampicina e
Isonizzids) (Mimistério da sande, 2019).

Mo contexto do alto consumo de medicamentos tuberculostiticos @ pecessario considerar também os destimos
ambientsis destes Sirmacos e a sua influéncia sobre a vids aguatica, viste que as principais rotas de excrecio humans (wrina &
fozes) resultard no despejo destes farmaces (g sens metsbolitos) em aguas por meio do lancamento de espotos sanitarios. Os
efluentes procedentes de estagoes de tratsmento de agnas residuais s30 considerados a fonte mais Importante para mirodugas
de produtes farmacéuticos no meio ambiente (Feis-filho ef al | 2007) pois as tecnologias convencionais de tratamento (ETEs)
apresentam limitagtes na remogio de wma variedsds de farmacos (Carvalho et al | 2009).

Nos nltimos vinte anos, tem side dads uma stencio especisl 3 contaminacio ambients]l por firmacos por cansa do
potencial destss substincizs de indurir efeitos biologicos adversps, particularments sos ecossistemas aquaticos, e vem sendo
classificadios como polusntes emerpentes ambientaiz. A presenca desses mltiplos compostos no ambiente implica tambeém em
multipdas wizs de agse, poedendo interferir significativamente na fsiologia, no metabolismo & 0o comportamento das especies
(Fent et al., 2006).

A poluigSo por fimmacos no ambiente pode ocommer em concentragpies de partes por bilhdo (pph) ou ainda em partes
por trilkdo (ppt), embora estes miveis ji tenham side considerados muite baixos para causar danos ambientais, muitas destas
substincias tém demonstrado afetsr a3 vids aquitica em concentragfes similares (Jones et al |, 2007). A existéncia de frmacos
no ambiente foi relatads pels primeira vez por Garmson of al. (1976), que identificaram o scidoe clofibrico em efluente tratado
nos Estados Unidos, na faixa de 0.8 2 2,0 pg L. Os esindos sobre a ocomencia desses contaminantes no meio ambiente vem
crescendo e alertam sobre o seu possivel risco taxico (ESCHER, 201%). Em um esmdo coordenade por Pereim of al (2016)
foram realizadas analizes de frmacos em aguas superficiais e de fundo oo entorne do lancamento de esgoto pelo emissaro
submarine do municipic de Santos (530 Paulo, Brasil), & evidenciamam pela primeira vez a pressnca de farmaces e drogas
ilicitas em guss merinhas mo litorsl do Brasil onde foram detectadss a presencs de acemminofenc (34,6 mgL'),
losartams (32,0 nz 1), valsartana (75,0 nz L) & diclofenace (19,4 ng L), além de cocsina (537,0nz L)

Difesentes agéncias regulatorias tim publicado diretrizes detalhadas acerca da avaliscio dos possiveis efeitos adversos
de firmacos no ambiente. Ma Unifo Europeis, 3 aprovagio do mgisto de noves medicamentos requer a avaliagio dos
potenciais riscos ambientsis asseciados 4 sua wilizacio, além dos padrdes minimos ja exizidos como seguranga, estabilidade &
eficécia, e essa exigéncis ambientsl se deve a Dimetiva 2004/27/CE. Além disso, a Diretiva 2013/39 da UniSie Eropaia
implements programas de mondtoramento paTa oF CONTRMINENTES SMergentes COm O Proposiin de prionizar as substinciss que
apresemiemn risco para o ambiente aquatico &, um exemplo disso e o diclofenaco gue fol mserido na lista de vigilancia de
substincias para o monitoramento do lancamento em aguss, em tods 2 Unifo Europeia. O U5, Food and Dz Administration
(FDA) publicou wn guia de awvaliagio de medicamentos de use hmsno e, conforme o documento, testes de svaliacio
ecotoxicologicas devem ser realizados pam os medicamentos cujo principio ativoe que serd introduzido no ambiente aquatico
em concentraghes superiorss 3 1pg 1 (Samtos et al, 2010). No Brasil, 2 Resohgio do Consslho Nacional do Meio Ambiens
(CONAMA) Res. 3572005 (e suss alteragfes) (Brazil, 2005), que estsbelece as condighes e padrdes de lancamento de
eflusntes, ndo contempls limites para a presenca de farmacos &m dguas & consequentements A Sua Presenca 160 & monitorada.

Meste cenario, levando em consideragso o alio consumo de tuberculostaticos no Brasil, juntamente com a escassez da
estados quanto 3 presenca destes fitmaces e os seus efeitos biolégicos em meio aquatico, o presente esmdo propas-se estimar a
presenca de tubesculostaticos em dguas superficiais do mumicipio de Cubatio (S&o Peulo, Brasil) por meio do caloulo da
Concentragio Ambients] Estimada (CAE) e avaliar os efsites biologicos adversos por meio de ensaios de toxicidade, com o
infuite de obter dados relevamtes par o monitoramento dos contaminantes, semndo um possivel subsidio para stualizacies das
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legislagdes brasileiras que dispbem sobme a qualidade das aguas, assim come 3 crisgio de programas de monitorsmento
ambiental de farmacos.

2. Materiais e Métodos

21 Calcule da Concentracio Ambiental Estimada — CAE
O calculo da CAE para o5 Smacos Rifampicina [soniazida, Pimzinamida e Etambutol em aguas superficiais foi
realizado de acordo com a diretriz da EMEA (CHMP, 2006), através da seguinte equagio (1):

CAE dguas supestiolals=Dose mesdma consusilds por habitanto{mglxFpen
residuos uldos (Lihabitante X tator de dilulgio

Sendo que:

Fpen = fator de penetraio no mercado

0 Fpen (CHPM, 2006), foi caloulado de acordo com a equacso (2):

FpeR %] —  CODSUMO(mZano) X 1l
L Cgroahk) & Fop & 565 dias

Sendo que:

DIDD = dose didria definids (segundo OMS)

Pop = nimero de habitantes da cidade

Para a obiencio das informagdes dos medicamenios tuberculostaticos dispensades em Cubatio (S0 Paule, Brasil)
para os caloulos da CAE, foi necessario o profocolo junto 3 Prefeitura Municipal de Cubatio, destinado ao Departamento da
Vigilincia Epidemiclégica onde a mesma fornecen o relatfrio retirado do Programa de Contrale de Tuberculose de Cubatiio,
0o periodo de Julho2017 & Tulho/201 8.

O moberculostaticos sio dispensados pramitaments pelo governo brasileiro {de acordo com 3 Relagio MNacional de
Medicamentos Essencisis, RENAME) e nfo ba opio de compra, com excegio do firmaco Rifsmpicing, pois o mesmoe & mm
antibidtico com potencial para tratemento de outras pamlogizs. Mo enfanto, pam sste estudo, a5 farmacias de mamipulacdo &
drogariss do municipio de Cubatio forsm contatadas, e foi infrmade pelos firmacéuticos responsaveis técnicos gue no
periodo de Fulho2017 4 Fulho/2018 nio howve entrads deste medicamento, assim come, também oo howve saids, tendo estes
com estoque zetado em todas as farmacias o mumicipio.

1.2 Avaliacio Ecotoricoldgica

Sepundo o EMEA (2006), s2 o valor de CAE for ipml ou superor a 0,01 pgl ' | a avaliagio do destino e efeito
ambients] deve ser realizads. Sendo assim_houve a necessidade de realizacio de testes de toxicidade, onde, pars garansT ums
melhor avaliagio dos resultados em relagio aos ensaios ecotoxicologicos, foi necessirio a escolha de organismos-tesse
sensiveis &s mudangas do ambiente & que ndo sofram mmdancas repentings de habitat. Além disso, 2 escolha dos oTzanismOS
levou em consideragio o ambiente relacionado ao despejo do esgoto samitirio em iguas doces de Cubatdo/SE, onde foi
utilizade o crgamizme-tests Daphmia similis. Adicionalmente se foz pecessirio a escolha do oIganismo-teste Echmomeira
Iucwrwer dade que Cubatio compartilhs do ambiente estoaring com a cidade de Samtes/SP, loo, os lancamentos de
tuberculostaticos nas gwas do municipio de Cubatio podem tembem representar rsco pars 05 OTEANisMOes marninhos.

Para avaliar os efeitos em Daphmia similis e em Echinometra lucunter, dois fammacos foram selecionados, sendo eles
Tsonizzida {Anuh Pharma®) e Pirazinamida (Anuh Pharma®) onde axibos apresentaram CAE acima de 0,01 pzL .
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2.2.1 Teste de toxicidade agnda em Daphnia similis

Para a realizacio do ensaio de tomicidade aguda em Daphmig similis, foi wilizado organismos neonatos com idade
entre Gh & 24h, obtides araves de fBmeas com idade entre 7 e 28 diss em concordincia com a ABNT 1271322016 (ABNT,
2018).

Foi realizado manutentio frequente destes organismos como filtragem e troca de pua, slém da alimentscio com
varias especies de algss verdes, mas geralmente usada a Prendokirchneriells subcapiata, propicisndo wn ambiente favoravel
pam 3 reproducio (ABNT, 2016). Além da slimentacin, tsmbém howve sdaptacio de ambients Sivorivel com té 25
orgamismes por litro de dgua reconstituida (de scordo com a NER 12713, ABNT 2016) com algums requisites sdequados para
o cultivo da espécie, sendo eles: dureza total mgCOWL de 40 a 48 & pH de 7.0 a 7,6; e 05 mesmos foram acondicionados em
cimara de penminacio com 3 femMperatura variante entre 18°C e 22°C (ABNT, 20146).

Para o ensaio com Dapdmia similiz, foram realizadas trés amostragens para cada substincia-tests, como gamntia dos
resultados; sendo quatto replicas para cada concenfracao (comtrole; 100; 50; 25; 12,5 e §25 mgL-"). Em cada replica, fod
pesado na balanga anslitics devidamense calibrada 0,01z de cada substincia teste, que foram dihidas em 100 mL de &z,
Apds as dilnigdes, com uma pipeta Pastenr, foi submetido em cada tubo, cinco neonatas (6 4 24h). As amostras foram meantidas
por 48 b em cimara incubadors, com temperats entre 18 & 22°C, sem alimentacio & em ambiente com fotoperiodo.

Apds 48 horas, a olho oo & com anxilio de limpads fluorescente, foi realizads a leitura & contagem dos OTEANGSIOS
por concentracio de cada amostra, as5im como, o caloulo das concentragdes que causaram morte &/on imobilidade em 50% dos
organismos (CEsq).

2.2.2 Teste de toxicidade cromica em Echimomerra Incunier

Para a realizacio do ensaio de toxicidade cromica em Echinometra lucunter, o organismo-teste fod coletsdo atraveés de
mergulho lvre, na Iha das Palmas — Guamja (S3o Panlo, Brasil), armazensdo em caixs térmica recoberto com slgas do género
Uva sp. para manter a5 condigdes idesis de tempersturs ate o lsboratorio de Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecilia,
onde foram mantidos em tanque sob constante aeracio e condigdes ideais, como agua natural e parsmeitos Asico-qumices em
concordincia com 3 norma ABNT KEBE: 15350 (ABNT, 2012) até a idealizacio do ensaio. A Agua utilizads pata o preparo
das amestras com as substincss-testes pam o5 ensaios com Echinomerra lucunrer foi reconstinada a partir de mma mistara de
sal CORAL PRO SALT marca (RED SEA) em agua processada, que fod mantida sob constante agitagio. Apos, esta solugio
foi filtrada com ¢ amalio de wma membrana de celulose Millipore 0,45um e, 2 3gua mantids com os padries sico-guimicos
recomendados pela ABNT, tais como pH 7,2 a 8.4 & salinidade entre 30 e 37 (/L) (ABNT, 2012).

Embrides de owigo-do-mar mcém-ferilizades foram exposios a diferentes concentragies de Isoniarids e
Pirazinamids, ssndo quatro réplicas para cada concentragio (controle; 200; 100; 50; 25; 12,5 & 6,25 mz L) onde os mesmos
foram expostos durante o periodo de desemvolvimento embriolarval (36h a 42h) conforme a nomma técnica ABWT NBE: 15350
(2012).

Sepuidaments do tempo estipalado, foi retirado wm percenmal para avaliar 2 formacio de 80% de Plurews; spos essa
confirmacio, o teste foi finalizado com = insercio de 0 5ml de formol tamponado com bomx (em cads tubo de enszic) 3 fm
de bloquesr o desemvolvimento dos Plutens. Finalizado o teste, foi realizada a leifura dos resultados de cada solugio-teste, com
o awalio da camara de Sedgwink-Rafier, svaliando assim o gran de desenvolvimento de Pluteus diferencisndo os organismos
nommais e 05 an0Tmais araves da contagem dos 100 primeiros Hgotos.
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2.3 Analice estatistica

Os resultados dos ensaios de toxicidsde foram registados pam o estmbelecimento da média, desvie padric (DF) &
Coeficiente de variagio (CV) dos resultados obtidos. Para estimativa dos valores de towicidade, foi sepuido o protocol da
United States Environments] Protection Agency (USEPA, 2002).

Para estimativa da toeddidsde agnds observada nos enszics com Daphmig similis, foi utilizado o meétodo estatistico
Trimmed Spersmn Farber (Hamilton et s, 1977), stmavés do Software Trimmed Spearmsan-Farber (versio 1.5), que fem a
capacidade de calcular o valor pontual da CE s e 0s intervalos de confianga.

Com relagio aos enssios para avaliagio da toxicidade cronica sobre o desenvalvimento embriolarval de Echinometra
Iucurwer, foram estabslecidos os valores Cls (concentracio de indbicio a 50% dos organismes expostos), CENO (concentrag o
de efeitn o observads) e CEO (concentragio de efit observada).

A determinacio da Cly, foi calonlada stravés do método de interpolacio linesr (NORBERG-EING, 1088). Para o
estabelecimento de CENO e CEQ foi ufiizado o programa estatistico Graphpad Prism® versao 5.3, no qual os dados foram
analisados quanto a normalidade e homogeneidade de variincia atraves dos métodos Chi-square e Barilett, respectivaments.
Posteriormente foi empregada a analise de varinca (ANOVA) com pos hoc de Dumnett, com diferencas estatisticas sendo
consideradas sipnificantss quando p = 0,05.

3. Resultados e Discussio
A partir dos dados de consumo coletados e outras informagdes para a cidade de Cubatio, foram empregados os caloulos

para a obtencio da Fpen dos farmacos Rifimpicina, Isoniazids, Pirezinamida e Etambutol (tzbela 1.

Tabela 1. Valores obtidos para o comsumo aneal & Fpen

Tuberculostatice DDD Comsumo anmal® Fpen (%)
me) me)

Rifampicina 750 6.115200 0017215344

Isoniarida 375 3.057.600 0017215344

Pirarinamida 2.000 £.508 400 0000077243

Etambutol 1375 5.911 400 0000077243

*consumo anoal em Cubatio/SP no decorrer de Fulbo2017 & Julbo2012. DDD, Dose Diaria
Diefinida. Fpen, fator de penstracio ne mercade. Foote Autares.

A partit dos calculos realizados para Fpen foram entio estimados os valores pars a Concentracio Ambiental
Estimada (CAE) pam estes tuberculostiticos, Teferenses i quantidade dispenssda no periode de Fulbo/2017 & Julho/2018
{tabela 2). Para o caloulo da CAE das dguas de superficie no mumicipie de Cubatio, foi necessdria 3 separacio por &rea de
inflnéncia de ETEs & a quantidade de residucs Houides/habitantes/dia & de 413 L para a ETE Lagoa = 392 L para a ETE
Casqueiro, sendo 10 o fator de dilnicio whilizade em ambas as estagoes de iratamento de eflnentes.

Para 2 res de influéncia da ETE Lagoa, os 4 firmaces tuberculostiticos (Rifsmpicine, Pirazinamids, Emmbuatol
Isoniazida) apresentaram valor de CAE superior ao limite do docamento EMEA (0,01 pel ™) indicando que todos os
tuberculostaticos inclusos neste esmdo, da area da ETE Lagoa precisam ser avaliados quanto ao desting e o efieito ambiental
dos compostos (Emea, 2006)

Para a area de influencia da ETE Casqueiro, os 4 firmaces tuberculostatices (Rifsmpicing, Pirazinamida, Etambutel &
Isonizrids)) tambsém spresentaram walor de CAE superior ao limite do documento EMEA (0,01 pz 1) indicando que todos os
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tuberculostaticos inclwsos neste estudo, da ires da ETE Lagoa tambem precisam ser avaliados quanto ao destine e o efeito
ambiental dos compostos (Emea, 2006).

Diante destes resultados, se fiz pecessaro o conbecimento sobre o desting destes frmacos, onde no pmmicipio de
Cubatio existem duas estagdes de tratamento de effluentes por responsabilidade da Sabesp, sendo ETE Lagoa e ETE Casqueiro;
tais ETEs 50 destinadas b alguns bairmos, porém, nem todos o5 habitantes possuem o sanesmento adequado, principabnents
quando estamos tratando de baimes perifericos. A falha no sistemes de saneamento basico adequado no municipio reforga a
necessidads de encaios ecotoxicologicos para verificar o potencisl toxico desses firmaces em organismoes aquaticos.

Tabela 2. Valores obtidos para as Concentragies Ambientsis Estimadas dos toberculostaticos nas aguas de superficie de
Cubat3o/SP, separados por ETE Lagoa e ETE Casgueiro.

Tuberculostatico CAE CAE

ETE Lagoa*™ ETE Casqueiro™

(rgL?) (rgl?)
Rifampicina 3,12 329
Tsoniazida 1,56 1,64
Pirazinamida 4,39 462
Etambutol im 3,18

Fomnte: Amores.

Mo presente estudo ensaios ecotoxicoldgicos foram realizados com os farmacos Isoniszids e Pimzinamids amalisando
05 efeitos biologicos adversos nss peonatas de Daphnig similic e, spos, a5 anslises de imibigio do desenvolvimento
embriolarval de Echmomerra lucunser.

As analises de toxicidade com D). srmilis (0=3) com os farmacos [sonisrida e Piazinamida foram realizadas atraves da
observacio dos organismos que apresemtsram imobilidade/mortslidsde quando foram expostos s diferentes concentragbes
destes fammacos (6,25 a 100 meg L"), e apds, foi realizado o calcule para encontrar a CEs para as substancias analizadas. Os
resultsdos das substincias analisadas nos ensaics de tocidade com D). simifis com a Isoniazida estio expostos na Figora 1 e
Tabela 3. Os resultados obtidos para o firmace Pirazinamids estio expostos na Fizura 2 e Tabela 4.

=]
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Figura 1 Fesultados do encsio de toxicidade com Daplmia similis quanto 3 exposigio em diferentes concentragtes de
Isoniazida Os valores relatados no grafico representam a média+ emo padrio de cada concentragio testada. AMOVA com teste
posterior de Dunnett *p=0,05.

ISOMIAZIDA

150
B Esimos 1
B Ensain 2
1 Eoiaio 1
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Concentragoes (mg.L7)

Fonte: Amfores.

Tabela 3 — Valor de CEsy obtido dos enssios para o farmaco Isoniazids com D, similis.

Tsomiazida CEs(me L) Intervalo de confianca
1 100 —

2 B3.12 £2,99-109 69

3 26,78 10.41-36 88

Media 60,87 —

DF 38,33 —

CV (%) 54,78 —

CEse- Concentraco efotiva que induz efeito em 50% dos erganismos expostos
IC- Intervalo de confianca; OP- Desvio Padrde; CV- Coeficiente de Variagdo.
Fanie: Autores.



70

Eesearch Society and Development v. 10, n. 5, e42310514823, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2523-3409 | DOL: http://dx=.doi.org/10.23448 /rsd-w10i5.14825

Figura 2. Resultado do enssio de toxicidade com I similis quanto 3 exposicio em diferentes concentragies de Pirazinamida.
Os valores expressados oo grafico representam a meédia = emro padric de cada concenfracio testads. ANOVA com teste
posterior de Dunnett *p=0,05.
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Fonte: Amfores.

Tabela 4. Valor de CEsy obtido dos ensaios para o farmaco Pirazinamida com D). similis.

Pirazinamida CEw{meg L") Intervalo de confianca
1 62,19 43,05-89.84

2 1832 13.95-24,07

3 52,87 30,72-91,35

Média 44,40 —

DP 23.13 —

CV (%) 51,98 —

CEs Concentraco efetiva que induz efeito em 50% dos organismos expostos
IC- Intervalo de confianca; DP- Desvio Padrde; CV- Coeficente de Variagdo.
Fanie: Aufores.

0= resultsdos dos ensaios de toxicidade com Echmomerra lncunter svalistam o desemvolimento embriolarval e a
formacio de larvas Plusews, 3 panir da exposicio dos embrides com as substincias-teste e em determinadas concemtragdes,
simmlando assim, o efeito dos effuentes lancados incorretamente a0 ambiente aquatico.

Oz dados das substincias analisadas nos enszios de tosdcidsde com E. Jucunser referente a0 farmaco Isoniazida (p=3)
estio representados na Figura 3, onde o arganismo-tests foi exposto a diferentes concentragies de Isoninzida (5,25 3 200 mg 1
13, & foram observados valores de CEQ e CEMO (Tabela 5). Os resultados obtidos para os farmaco Pirazinamida estio expostos
na Figura 4 e Tabela 5.
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Figura 3. Resultado do ensaio de toxicidade com E. Jucunder quanto 3 exposigio em diferentes concentragbes de Isoniazida.
Os valores demonstrados no grafico representam a media = emo padrio de cada concentracio testada. ANOVA com teste

pasterior de Dunnett *p=0,05.
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Figura 4. Resulizdo do ensaio de texdcidade com E Jucumier quanio 3 exposigao em diferentes conceniragoes de Pirarinamida,
Os valores spresentados no grafico representsm a média + emmo padrio de cada concentracio testada ANOVA com teste

posterior de Dunnett: *p=<0,05.
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Tabela 5. Remltados de CEOQ, CENO e Cliy dos ensaios de toxicidade cromica com os firmaces mubercolostiticos com o
organisme-teste Echinomerra lucunter.

Medicamento CEO [mgLlY) CEND [mg.L'Y) Clsg (meglY)
Isoniazida 12,5 6,25 23,66 | 22,69 - 25,62)
Pirazinamida 12,5 6,25 17,21 |16,33 - 18,33}

CEO - Menor concentragio de efeito observado; CENQ — Cancemtragio de efiito nio observade; Clo —
Concentragao imbitoria media. Fomie: Auteres.

Cabe destacar que poucos si0 os estudos que avalism os efeitos de tuberculostiticos em organismos aquaticos.
Bammann e al, (2020) relatsm que a Isomiazids induzin alterscdes em hepatbcitos de zebrafich (Damio reric), onde
posteriormente confirmaram os efeitos hepatotoxicos do frmaco ns espécie estdada.

Quanto ao farmace Piazinamida, nie ha evidencias cienhificas quanio aos esindos deste em orzanismos aguaticos,
porem, existern dados de estudos com roedores. Zhao e sl (2017) cbservaram que em ratos Fmeas howve dimimnicse
significativa de AMP hepatico, assim como inosing e xanting quands tratados com Pirsrinamida, além do sumento de acido
Trico serico podendo ser um indicativo de hipemumicemia Zhao et al. (2017) também destscaram questies quanto ao estresse
oxidativo, onde a Pirazinamida foi relatsda como possivel causadora de danos hepaticos oxidativos em ratos machos e ffmeas,
pois houve o aumento de GSH e G55G enquanto o ghatamato e a glicing diminuiram scenmsdsments Neste mesmo estudo,
tambeém foi relatsdo que 3 Pirazinamids produrin danos a0 DA mais praves em ratos, que podem estar associsdos 3 formacso
de radicais livres hepatotosices e genotoxices. Ja Cuintine et. al | (2003) estodarem o firmaco Pirazinamids em ratas gestantes
onde nenbnm efeito deletério foi observado em relagio a grandes malformagbes fetsis, mortes intrauterines ou mortalidade
materna.

Tais dados obtides para a Pirazinamida apesar de serem baseados em roedores, podem estimar e conduzir como os
efpitos oCOITem BOS OfEamismos aguaticos, visto que alvos para farmacos utilizados em seres memanos podem spresemtsr
similaridades com algumas enzimas presentes em organismoes aquaticos. Podemos flustrar come exemplo o fato do ourige-do-
mar Strongylocenirons purpuraius apresentar 120 CYTP genes (citocromo P450, CYT), e os que sdo relscionados as familiss
CYP1 a 4 constimem 2% deste total (Sea wrchin penome sequencing consortium, 2006; Yamamoto, 2014). Cabe destacar
ainds que o mberculostatice Isoniazids (um dos farmacos analisados peste estudo) indbe as CYP2C19 e CYP3A4 humanas
(familia CYP2 e CYP3) in virro, sumentsndo assim 3 chance deste firmaco inferferir na atividsde das CYPs nos olganismos
aquaticos (Fiocuz, 2017).

Dor fim_ 0s resultados obtidos neste esmdo quando classificados segundo a ditetiva 93/67/CEE (CEE, Conselho da
Commidade Europeis) (CEC, 1906), onde ss substinciss sp avalisdss de scordo com os resultados ponmmis de sm
toxicidade, enconiram-s= na Tabela §.
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Tabela 6. Classificacio dos firmaces tuberculostiticos bassados na diretiva 93/67/CEE da UniSo Europeia levando em
consideTacio ensaios Com oTganismos-teste D, similis e E. hicunter.

Organismo-teste D). smilis

Medicamento Clsa (mgL™) Classificaciio
Isomiazida 69,97 Hocivo
Pirazinamida 44,40 Mocive

_Organismo-teste E. lrennter

Medicamento Clsa (mg L") Classificacio
Isomiazida 23 66 Kocive
Pirazinamida 17,21 Mocive

Fonte: Amfores.

Para 05 ensaios com Dimmlis, os SBrmaces [soniszida e Pirazinamida podem ser classificados como “nocive™ em
concordincia com a diretiva enropeia 93/67/CEE. Para os enszios toxicologices com E. Jucumrer, os firmaces Tsonizrida e
Pirazinammida tambem foram classificades como “nocives™ em concordincia com a diretiva europeia 93/87/CEE.

4. Conclusio

Levando em consideraciio os resultados encomfrados no presemte estudo conclui-se que o5 qustto Srmacos
(Rifampicing, Isoniazida, Pirazinamids & Etambutol) precisam ser avaliados quanto 3o seu efeito ambientsl viste que os
valores das CAFs destes firmacos nltrapassaram o valor limite estsbelecido pela diretriz da EMEA de 0,01 pel- (CHMD,
2004). Além disso, os olganismos-teste analisados neste esmdo (0. similic ¢ E. lucunter) spresentarsm sensibilidade apos
exposicdo dos Brmaces Isoniazids e Pirazinamida, onde, em ambos 05 organismes os fammacos foram considerados como
“nocivos” de acordo com a ditetiva europeia 93/67/CEE (CEE Conselho da Conmmidade Europeis).

Por fim, considerando 2 escassez de estudos ecotoxicologicos em ambiente aquatico do fBrmace Isoniarida alem do
fato de ndo haver estudos ecofoxicologicos em orpanismos-aquaticos do SArmaco Pimzinamida, os resultados destn pesquiza
poderdo servir comoe subsidios a novas legislagbes referentes aos produtes farmaceuticos e tambem 3 riacao de programas
Zovernamentsis que pretendam realizar o monitoramento dos farmaces desde o seun registro em OrgEos reguladores ate a
criagao de adequados tammentos das Estagdes de Tratamento de Effluentes em busca de solupdes que promovam redugio e ae
mesmo 3 eliminacio de farmacos no ambiente aquatico.
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ANEXOS

Anexo A -Relatorio fornecido pelo Departamento de Saude Epidemiolégica do
municipio de Cubatio referente a dispensag¢ao dos medicamentos tuberculostaticos.

PREFEITURA MUNICIPAL DE CUBATAO |
ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE

Oficio n® 059/2019/SMS/GS/wps

Cubatdo, 15 de janeiro de 2019

A

DRA. LUCIANA LOPES GUIMARAES
Universidade Santa Cecllia

Ref.: PA 13183/2018

Em atengdo a vossa solicitagéo através do processo supra citado, encaminhamos
em anexo, relatérios elaborados pelo Departamento de Vigilancia em Satde.

tenciosamente,

<

Av. Pedro José Cardoso, n° 567, altos, VI Paulista - Cubatdo/SP - Tel. (13) 3362-7811 smsaude.cubatao@gmail.com



84

] bw Bw -dwop —
c¢ecc | SLIL _ B80lC | ovcl c66 88¥1 88v1L vocl aLLl ooclt 861 096 S + 41051 J

epizeiuos! + euidwepy
bws/z+00v+5/+0G1L
| ‘dwon
S3vic | edlz | 08T o¥ct ceee 79gL oglll 861 [45:1% 88yl ovcL orvL [ANAA 096 | - loinquels sp ojelpuold
! _ + eplweuizend +
| | [ epIZeiuosi + eunidwe)iy
I¥IO0L | 817100 [ 8L/NNP | 8LV | 8L/H8Y | 8L/YVIN | 8L/ATH [ LNV | Z1/Z3A | ZLIAON | ZL/INO | Z1/13S | Z1/09Y 2anr SO.ININVIIAIN

| S3AVAINN W3 SYAVSN3IdSIA S3avalLNvNd

R
0
w

-

OEjEqN) 3s0[NdJaqn] ap djouo0Y ap eweibolid — sojusweslpajy ap 0213s1607 8jouo) ap ewa)SIS

eaibojolwapid3 eouglibiA ep odineg
3ANVS W3 VIONY1IOIA 3a OLNINYIYYd3d
3aNVS 30 VdIDINNN VIYV.LIHO3S
OY1v8NnO 3d TVdIDINNN YN LIF434d

) ")




