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RESUMO

Nas ultimas duas décadas, especial atencao tem sido dada a contaminacédo ambiental
por farmacos. Classificados como poluentes ambientais de preocupacédo emergente,
estas substancias apresentam consideravel potencial de inducao a efeitos bioldgicos
adversos, especialmente em ecossistemas aquaticos. A presenca dessas substancias
no ambiente aquatico pode interferir significativamente na fisiologia, metabolismo e
comportamento das espécies, sendo de extrema importancia o conhecimento dos
possiveis danos ambientais causados por estas substancias. O presente trabalho teve
como objetivo estimar a concentracdo de farmacos antirretrovirais (ARVS) utilizados
no tratamento de HIV/AIDS nas &guas superficiais no entorno do emissario submarino
de Santos, litoral do Estado de Sdo Paulo, bem como avaliar os possiveis efeitos
biolégicos adversos por meio de ensaios de toxicidade para avaliacdo de efeitos
agudo e crénico, empregando como organismo modelo o ourigco-do-mar (Echinometra
lucunter). Foram calculadas as concentra¢cdes ambientais estimadas (CAE) para treze
antirretrovirais, de acordo com a diretriz da EMEA (CHMP, 2006). Foram realizados
ensaios de toxicidade aguda e crOnica para trés antirretrovirais selecionados:
atazanavir (ATZ), efavirenz (EFV) e nevirapina (NEV), de acordo com os protocolos
da USEPA (2002) e a norma ABNT NBR 15350 (2012). Os resultados obtidos no
presente estudo revelaram valores de CAE superiores ao limite (0,01 pg/L) imposto
pela diretriz da EMEA (CHMP, 2006) para 92,3% dos ARVs estudados. Os resultados
dos ensaios de toxicidade aguda demonstraram valores médios de Clso de 73,04 mg/L
para ATZ; 11,46 mg/L para EFV; 84,61 mg/L para NEV, sendo entéo os trés farmacos
classificados como “nocivos” de acordo com a Diretiva 93/67/CEE. Na avaliagdo do
efeito crénico, foram observados valores médios de CEO, CENO e Clso
respectivamente de 0,78 mg/L, 0,39 mg/L e 0,63 mg/L para o ATZ; 0,195 mg/L, 0,0975
mg/L e 0,52 mg/L para o EFV; 0,39 mg/L, 0,195 mg/L e 0,97 mg/L para a NEV, sendo
as trés substancias classificadas como “muito téxico”, de acordo com a Diretiva
93/67/CEE. Os dados obtidos poderado fornecer subsidios para avaliacdes de risco
ambiental e para a ado¢ao de programas governamentais e regulamentacéo desses
farmacos que visem o monitoramento dos niveis desses farmacos em Estacdes de
Tratamento de Efluentes e corpos receptores, buscando solugbes que propiciem a
reducdo/eliminacéo da carga poluidora em ecossistemas costeiros e marinhos.

Palavras Chave: Antirretrovirais, Avaliacdo ecotoxicologica, Farmacos no ambiente;
Echinometra lucunter; Concentragdo Ambiental Estimada.



ABSTRACT

In the last two decades, special attention has been given to environmental
contamination by drugs. Classified as environmental pollutants of emerging concern,
these substances have considerable potential for inducing adverse biological effects,
especially in aquatic ecosystems. The presence of these substances in the aquatic
environment can significantly interfere in the physiology, metabolism and behavior of
the species, being extremely important the knowledge of the possible environmental
damages caused by these substances. The present study aimed to estimate the
concentration of antiretroviral drugs (ARVS) used in the treatment of HIV / AIDS in the
surface waters around the Santos submarine outfall, on the coast of the State of Sdo
Paulo, as well as to evaluate the possible adverse biological effects through of toxicity
tests to evaluate acute and chronic effects, using the sea urchin (Echinometra lucunter)
as a model organism. Predicted Environmental Concentration (PEC) were calculated
for thirteen antiretrovirals, according to the EMEA guideline (CHMP, 2006). Acute and
chronic toxicity tests were performed for three selected antiretrovirals: atazanavir
(ATZ), efavirenz (EFV) and nevirapine (NEV), according to the USEPA protocols
(2002) and the ABNT NBR 15350 (2012) standard. The results obtained in the present
study revealed PEC values above the limit (0.01 pg / L) imposed by the EMEA
guideline (CHMP, 2006) for 92.3% of the studied ARVs. The results of the acute toxicity
tests demonstrated mean ICso values of 73.04 mg / L for ATZ; 11.46 mg / L for EFV,
84.61 mg / L for NEV, so the three drugs are classified as “harmful” according to
Directive 93/67 / EEC. In the evaluation of the chronic effect, mean values of CEO,
CENO and ICso, respectively, were 0.78 mg /L, 0.39 mg /L and 0.63 mg / L for ATZ;
0.195mg /L, 0.0975 mg /L and 0.52 mg /L for EFV; 0.39 mg /L, 0.195 mg /L and
0.97 mg / L for NEV, the three substances being classified as “very toxic”, according
to Directive 93/67 / EEC. The data obtained may provide subsidies for environmental
risk assessments and for the adoption of governmental programs and regulation of
these compounds aimed at monitoring the levels of these drugs in Effluent Treatment
Plants and receiving bodies, seeking solutions that provide for the reduction /
elimination of the load. pollutant in coastal and marine ecosystems.

Keywords: Antiretrovirals, ecotoxicological assessment, drugs in the environment;
Echinometra lucunter; Predicted Environmental Concentration
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento humano vem influenciando e interferindo nos processos
naturais de forma que a humanidade tem exercido um forte dominio sobre o meio
ambiente para satisfazer as suas necessidades. O aumento da densidade
demogréfica e o desenvolvimento industrial e tecnolégico dos ultimos anos vém
ocupando os espacos desordenadamente com a exploracéo dos recursos naturais de
forma intensiva, sem a devida preocupacdo com os impactos gerados pelos seus atos
(CASARIN, 2011).

Uma das consequéncias desse avanco € a poluicdo direta e indireta do
ambiente marinho. Dentre as principais fontes de poluicdo deste ambiente, podemos
destacar o despejo de efluentes industriais e domésticos sem o devido tratamento ou
controle de qualidade, perda e destruicdo das bacias de captacdo, a localizacdo
errdbnea de unidades industriais e préaticas agricolas deficientes (ABESSA et al.,2005,
MORAES e JORDAO, 2002, MONTEIRO e BOXALL, 2010)

A sintese e o0 uso de substancias quimicas se difundiram pelo mundo, sem a
devida preocupacdo com seus possiveis impactos. Os efeitos adversos dessas
substancias em longo prazo e risco potencial para a biota aquética se tornaram
preocupantes a partir de 1960, principalmente ap6s a publicacdo do livro Primavera
Silenciosa (CARSON, 1962), o que deu inicio ao movimento ambientalista que deu
inicio a consciéncia ecoldgica. Este foi o primeiro alerta sobre os possiveis efeitos
ambientais dos praguicidas como o Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT), sugerindo que
a exposicao do ambiente a este agente quimico poderia causar declinio da populacao

de algumas espécies de aves.

1.1Farmacos no meio ambiente

Nas ultimas duas décadas, especial atencdo tem sido dada a contaminacéo
ambiental por farmacos. Devido ao seu consideravel potencial de inducéo a efeitos
biolégicos adversos, especialmente em ecossistemas aquaticos, esta classe de
substancias vem sendo classificada como poluente de preocupacdo emergente.
(FENT et al.,, 2006). Diversos pesquisadores passaram a investigar questbes
relacionadas a identificacdo e a quantificacdo desses poluentes em ecossistemas

naturais, os efeitos fisiol6gicos em organismos ndo alvos, os seus produtos de



degradacéo e o desenvolvimento de tecnologias para remoc¢éo desses compostos em
efluentes industriais (FATTA-KASSINOS, 2011; MERIC et al. 2011).

O termo Poluente de preocupacgédo emergente refere-se a qualquer composto
quimico que pode ser encontrado em matrizes ambientais ou biolégicas e que ainda
nao sdo monitorados, nem estdo contemplados na legislacdo regulatoria, mas
apresentam risco potencial a salude humana e ao meio ambiente. Estdo presentes
numa variedade de produtos comerciais como medicamentos, produtos de uso
veterinério, embalagens de alimentos, produtos de higiene, agrotoxicos, entre outros
(SILVA e CONFORTI, 2013; PONTELLI et. al., 2016).

Classificam-se como micropoluentes emergentes os farmacos e o0s
agrotoxicos, amplamente utilizados nas lavouras brasileiras, os aceleradores de
vulcanizagdo, os repelentes, hormoénios naturais e sintéticos, os compostos quimicos
presentes em produtos de higiene pessoal, de limpeza, e outros diversos produtos
guimicos utilizados hoje em dia pela sociedade, aumentando cada vez mais a sua
quantidade no ecossistema aquatico devido a sua ampla utilizacéo (REIS et al., 2007,
SOARES e LEAO, 2015).

Por apresentarem risco potencial a saude dos seres humanos e ao meio
ambiente, os efluentes que apresentam estas substancias, devem receber tratamento
adequado, evitando assim, problemas ambientais e de saude publica. Nas dltimas
décadas o estudo de Processos Oxidativos Avancados (POAs) tém se destacado na
pesquisa e desenvolvimento de tecnologias de tratamento de aguas residuais, por se
tratar de métodos eficientes que reduzem os impactos ambientais. A eficacia dos
POAs depende da geracdo de radicais livres reativos, sendo o mais importante o
radical hidroxila (HO"). Estes processos (como a quimica de Fenton, fotodlise,
fotocatalise, sondlise e as tecnologias de oxidacéao eletroquimica) tém sido aplicados
com éxito para a remoc¢do ou a degradacao de poluentes recalcitrantes (ARAUJO et
al., 2016).

A industria farmacéutica se destaca como uma das maiores e mais lucrativas
no mundo, arrecadando bilhdes de reais anualmente (SOUZA, 2015). Produzidos em
larga escala, os farmacos podem chegar aos ecossistemas aquaticos através do
descarte inadequado em rede de esgoto e aterros sanitarios, excregdo humana,
aplicacéo na medicina veterinaria, efluentes hospitalares, dentre outros. O sistema de
tratamento de esgoto convencional é ineficaz na remocao completa dos farmacos, que

sao inseridos continuamente em ambiente aquatico (MONTEIRO e BOXALL, 2010).
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Figura 1 - Possiveis rotas de farmacos no meio ambiente
Fonte: O Eco

Estudos recentes mostraram que 0s processos de tratamento de efluentes nao
sao suficientes para remover alguns produtos farmacéuticos. Em um estudo preliminar
realizado na Espanha, Rodriguez et. al. (2003) utilizaram cromatografia gasosa com
espectrometro de massa para avaliar a eficiéncia de remocao quimica dos farmacos
ibuprofeno e naproxeno, tendo obtido como resultado 65% e 45% respectivamente.
Heberer (2002) verificou que o0s niveis de carbamazepina aumentavam
consideravelmente apos a descarga de efluentes em um canal em Berlim. Ferrari et.
al. (2003) detectaram carbamazepina em efluentes de esgoto alemdo com
concentracéo entre 0,87 a 1,20 pg/L e eficiéncia de remocéo de apenas 7%.

Devido a frequente deteccdo em matrizes ambientais, como solos, efluentes,
aguas superficiais e subterraneas, sedimentos e biota, os farmacos tém sido foco de
diversas pesquisas sobre o seu destino e efeito a biota (MONTEIRO e BOXALL, 2010;
JUNIOR et al., 2014). Embora diversos autores que identificaram e quantificaram

esses poluentes ndo tenham detectado concentracdes elevadas o suficiente para



ocorréncia de efeito agudo no ambiente, ha evidéncias de que estes compostos
estejam presentes em concentracdes suficientes para causar efeitos cronicos na biota
(CRANE et al., 2006).

O impacto ambiental de tais substancias tém sido descrito como sendo
semelhante ao de pesticidas, principalmente porque os farmacos sédo desenvolvidos
para apresentar carater de resisténcia, sendo usualmente lipofilicos e frequentemente
apresentam uma baixa biodegradacdo (SPONCHIADO, 2008). Esta propriedade
intrinseca faz com que estes tenham um maior potencial de bioacumulacdo e
persisténcia no ambiente (CHRISTENSEN, 1998).

Outro problema relacionado a presenca de farmacos no ambiente é o
desenvolvimento da resisténcia microbiana. A pressao seletiva exercida pelos
antimicrobianos nos efluentes hospitalares propicia a disseminagdo de linhagens
resistentes (MEIRELES, 2008). Estima-se que 55% de todos os microrganismos
apresentem resisténcia a pelo menos um antibiético (RODRIGUES, 2009).

O Parlamento Europeu e o Conselho da Comunidade Europeia elaboraram um
sistema integrado sobre o registro, autorizacdo, avaliacdo e restricdo de substancias
guimicas denominadas REACH. Esse sistema criou a Agéncia Europeia de Produtos
Quimicos (ABIQUIM, 2007). Conforme estabelece mencionada legislacdo, os dados
obtidos em estudos de toxicidade podem ser interpretados de acordo com a Diretiva
93/67/CEE, a qual classifica as substancias quimicas de acordo com as
concentracdes de efeito estimadas (QUINN et al.,, 2008). As substancias quimicas
podem ser classificadas como extremamente toxico, muito toéxico, toxico, nocivo e nao

téxico (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificacéo baseada na diretiva 93/67/CEE da Unido Europeia.

Nao _ o o Extremamente
o Nocivo Toxico Muito toxico o
toxico toxico
mg.L*
Clso>100 Clsoentre 10e 100 Clsoentre 1,0e10 Clsoentre0,1e1,0 Clso < 0,1

Fonte: Quinn et al., 2008
LIMITES EMEA para FASE Il (avalicdo ECOTOX)



1.2 Medicamentos Antirretrovirais

Os antirretrovirais surgiram no final da década de 1980, quando houve um
evento sociocultural marcado pelo aparecimento de uma epidemia que rapidamente
se alastrou e se disseminou pelos cinco continentes: A Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS). Infec¢do causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV),
sendo a subclasse do HIV-1 e do HIV-2 responsaveis por essa Sindrome, que tem
como principal caracteristica o comprometimento do sistema imunoldgico do
hospedeiro (BROOKS, 2000).

Segundo dados do UNAIDS (2019), aproximadamente 37.1 milhdes de
pessoas no mundo viviam com HIV / AIDS em 2018. De acordo com 0s nUmeros
publicados pelo Ministério da Saude e SINAN, de 1980 até junho de 2019, foram
registrados no Brasil um total de 966.058 casos de contaminacdo pelo virus HIV,
havendo uma predominancia de casos nas regides sudeste e sul.

No periodo que compreende os anos de 2007 a 2018, o municipio de Santos
apresentou uma taxa de deteccéo de casos de AIDS superior ao municipio de Séo

Paulo e também superior a média do sudeste (Figura 2) (BRASIL, 2019b).
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Figura 2 - Taxa de deteccao de individuos contaminados por HIV (Brasil, 2019b).
Fonte: MS/SVS/DCCI — Departamento de Doencgas de Condi¢des Crdnicas e Infec¢des Sexualmente
Transmissiveis

Em relacdo ao contexto da infeccdo pelo HIV, percebe-se que as evolucgdes
técnico-cientificas e, principalmente farmacoldgicas, tém oportunizado aos individuos
com AIDS um viver com a doenga, e ndo para a doenga como nos anos iniciais; isto
€, 0 tratamento antirretroviral, essencialmente apos o desenvolvimento da Terapia
Antirretroviral Altamente Ativa (HAART), tem possibilitado, entre outros aspectos,

transformar uma sindrome que anteriormente era percebida culturalmente como um



resultado de morte anunciada em uma doenca com perspectivas de cronicidade
(BRASIL, 2006).

Desde 1996, o Brasil distribui gratuitamente pelo SUS (Sistema Unico de
Saude) o coquetel antiaids para todos que necessitam do tratamento. Segundo dados
de dezembro de 2018, 353 mil pessoas recebem regularmente os remédios para tratar
a doenca, sendo que o Ministério da Saude estima que cerca de 966 mil pessoas
vivam com HIV/Aids no Brasil. Atualmente, existem 22 medicamentos divididos em
cinco classes (BRASIL, 2019a).

Conforme Rang et al. (2011) medicamentos antirretrovirais, principalmente o
anti-VIH podem ser classificados em diferentes classes, baseado no estagio do ciclo
de vida viral que eles atuam:

i. Inibidores da transcriptase reversa (analogos e ndo-andlogos da TR)
bloqueiam a atividade da enzima transcriptase reversa, impedindo assim a construcao
do DNA viral (exs. Zidovudina, Lamivudina e Efavirenz);

il Inibidores da protease, incluindo o Saquinavir, Lopinavir e Nelfinavir,
interferem com a montagem viral, bloqueando a enzima protease necessdria para
clivar as proteinas para a montagem final em novas cépias de virus;

ii. Inibidores da fusédo (ex. Enfuvirtida) bloqueiam a fusdo do virus com a
membrana celular e subsequente entrada em células do hospedeiro;

iv. inibidores da integrase (ex. Raltegravir) bloqueiam a integracdo do DNA viral
no DNA da célula hospedeira;

v. Inibidores de Entrada (ex. Maraviroc) ligam-se a receptores CCR5, um co-
receptor na superficie da membrana viral utilizado na entrada do virus na célula
hospedeira.

Para que seja possivel entender os mecanismos dos possiveis efeitos toxicos
dos medicamentos no ambiente, é importante conhecer suas caracteristicas fisico-
guimicas. A Tabela 2 descreve as principais caracteristicas fisico-quimicas de alguns

farmacos antirretrovirais, conforme descrito no Drug Bank.



Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas estimadatis dos principais antirretrovirais.
Farmaco Solubilidade (H20) pKa Log Kwo Estrutura
Efavirenz 12.52 (s.a.)
0.00855 mg/mL 15 (s.b) 4.46
. 11.92 (s.a.)
Atazanavir 4-5 mg/mL 4.42 (s.b.) 4.54
o}
H,C
HN
"'-.._._._‘ \
Nevirapina 0,105 mg/mL 10.37(s.a) 2.5 \ /
2.49 (s.a.) Y/
N —
N | N
NH,
N—
N
1.35(s.a) 4§ ) :§
. .35(s.a N

. -1. N o

Tenofovir 1.87 mg/mL 3.74(s.b.) 1.5 i
o P

N Non
z OH
CH;

continua




Farmaco

Solubilidade
(H20) pKa

Log Kwo Estrutura

Abacavir

1.21 mg/mL

15.41
(s.a.)
5.77
(s.b.)

0,61

Darunavir

0.0668 mg/mL

13.59
(s.a.)
2.39
(s.b.)

1.76

Zidovudina

11.3 mg/mL

9.96
(s.a.)

(s.b.)

Lamivudina

70 mg/ml

14.29
(s.a.)
0.16
(s.b.)

-1.1

HO

Ritonavir

0.00126 mg/mL

13.68
(s.a.)
2.84
(s.b.)




13.39 - .o
(s.a.) HN)LNI’(H : N)j\/O
0.00192 mg/mL s 4.69 ¢ h

Lopinavir
* o e OH
(s.b.) b
NH,
N\\\©\ Br
N |
12.49 N)\\N 0
H
Etravirina 0.0169 mg/mL (:.;1.3) 5.54 H;C CHs
(s.b.)
Il
N
5
:
.
5.92
. . (s.a.)
Tipranavir 0.000205 mg/mL 33 7.14
(s.b.)
7
6.94 OG
Didanosina (s.a.) \
Entérica 15.8 mg/mlL 2.75 035 |\T:

H
N

(S.b.) N(HI N/>
O

1 Fonte: Drugbank
s.a., strongest acid; s.b., strongest base
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Assim como a maioria dos farmacos, os antirretrovirais podem sofrer
biotransformacdo no organismo humano. Esse processo consiste em reacdes
quimicas que modificam a estrutura das moléculas que foram administradas, o que,
em geral, resulta em mudancas nas propriedades fisico-quimicas e
farmacodinamicas, resultando em reducdo ou aumento da atividade bioldgica e/ou
aumento da solubilidade em agua, com o intuito de facilitar a sua excrecéo
(especialmente pela via urinéria). No entanto, existem casos em que a metabolizacédo
se d& de maneira incompleta, resultando em taxas de excrecao que variam de 0 a
100% (KUMMERER, 2008).

Existem duas fases importantes do metabolismo de farmacos: (i) Fase | que
gera metabdlitos a partir do farmaco ativo, através de reacdes de hidrolise, oxidacao,
reducdo, alquilacdo e desalquilacéo; (ii) Fase Il que gera metabdlitos modificados a
partir de reacdes de conjugacéo (ex. glicuronilacao e sulfatacédo), para a formacao de
compostos mais hidrossollveis e de maior peso molecular, aumentando a taxa de
excrecdo destas moléculas (KUMMERER, 2008).

Sendo assim, os farmacos podem ser encontrados no ambiente de forma
inalterada ou biotransformados, sendo que estes metabdlitos também merecem
atencao especial, uma vez que a presenca dos produtos resultantes do metabolismo
pode acarretar em diferentes efeitos bioldgicos téxicos em organismos nao alvos,
especialmente organismos aquaticos, uma vez que sdo expostos aos residuos Apesar
dos estudos que abordam as questdes dos efeitos toxicos de farmacos em
organismos marinhos por meio de ensaios ecotoxicolégicos, e as quantificacdes
destes em matrizes ambientais, poucos e esparsos sédo os dados na literatura relativos
a classe dos antirretrovirais (PRASSE et al., 2010, WOOD et al., 2016).

1.3 Estudos ecotoxicoldgicos no controle ambiental

Diversos ensaios, que possuem énfase nas respostas bioldgicas dos
organismos para a avaliacao da qualidade dos ecossistemas, tém sido desenvolvidos.
Nesse contexto, a Ecotoxicologia estuda os efeitos dos contaminantes sobre os seres
Vivos e 0s ecossistemas, alertando para os riscos de substancias quimicas e
sugerindo a aplicacdo de medidas preventivas de graves danos aos ecossistemas
naturais (NEWMAN, 2002).

Os estudos ecotoxicolégicos podem avaliar os efeitos agudos e crénicos da
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exposicdo dos seres vivos a estes agentes. Sendo assim, devem ser realizadas
avaliacoes de seus efeitos em diferentes organismos, em diferentes matrizes (agua,
sedimento etc.) para se produzir dados suficientes para avaliagdes de risco (CINIGLIA
et al., 2005).

Varias espécies de organismos vém sendo empregadas internacionalmente em
testes de toxicidade, gerando subsidios importantissimos para uma melhor avaliacéo
e caracterizacao dos efeitos agudos e crénicos de diversos agentes toxicos e corpos
receptores. Dentre os principais organismos, utilizados em ensaios laboratoriais,
destacam-se os representantes do Filo Echinodermata, principalmente os membros
da Classe Echinoidea (ouricos-do-mar) (ABNT 15.350, 2012).

Para a escolha do organismo-teste € importante selecionar modelos de
significativa representacao ecoldgica dentro das biocenoses, com cosmopolizacéo da
espécie, estabilidade genética e uniformidade das populacfes, baixo indice de
sazonalidade e sensibilidade constante e apurada. Além disso, se faz necessario o
conhecimento da biologia, fisiologia e habitos alimentares destes, além de se
considerar o tipo de teste a ser realizado (RANG, 1995).

Os ouricos-do-mar (Echinometra lucunter) sdo considerados bons
bioindicadores ambientais por terem alta sensibilidade as mudancas que ocorrem no
ambiente. A utilizacdo de suas larvas e gametas vem sendo amplamente explorada
por pesquisadores desde que descrito por Kobayashi (1971), por ser considerada a
fase critica para o crescimento normal, na qual ha maior sensibilidade para detectar
alteracdes em ambientes marinhos (NASCIMENTO, 1999; MAZO, 2004; BELLAS,
2007, VEZZONE, 2019).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo estimar a concentragdo dos farmacos
antirretrovirais abacavir, atazanavir, darunavir, didanosina entérica, efavirenz,
etravirina, lamivudina, lopinavir, nevirapina, ritonavir, tenofovir, tripanavir e zidovudina,
no entorno do emissario submarino, bem como avaliar os efeitos bioldgicos adversos

por meio de ensaios de toxicidade, empregando ouricos-do-mar (Echinometra
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lucunter) como organismo teste.

2.2 Objetivos especificos

Estimar as concentragfes dos farmacos antirretrovirais das classes dos inibidores da
transcriptase reversa e protease em aguas superficiais marinhas da baia de Santos
através do calculo da Concentracdo Ambiental Estimada - CAE;

Estimar a toxicidade dos farmacos Efavirenz, Nevirapina e Atazanavir em ourico-do-
mar (Echinometra lucunter), por meio de ensaios de toxicidade para avaliacdo de
efeito agudo e croénico;

Estimar os valores de efeito observados (Clso, CENO e CEO).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1Calculo da Concentracdo Ambiental Estimada (CAE)

Foi realizada uma avaliacdo, com objetivo de obter uma estimativa da
exposicdo para a selecao dos farmacos com maior potencial de toxicidade, a fim de
selecionar quais seriam destinados aos estudos para avaliacdo dos efeitos agudo e
cronico. Paraisso, se verificou o valor do CAE utilizando como limite 0,01 pg/L imposto
pela EMEA (2006). Substancias que apresentaram valores abaixo deste foram
assumidos como representantes de baixo risco ao meio ambiente. No entanto, foram
selecionados para a realizagcdo de avaliagdo de destino e efeito ambiental, trés
farmacos (atazanavir, efavirenz e nevirapina) que apresentaram valores superiores a
esse limite (EMEA, 2006).

Os estudos para avaliacdo do efeito ambiental foram divididos em Nivel A, no
qual foi realizada uma pré-avaliacdo com base em dados ecotoxicoldgicos e no risco,
e Nivel B, onde foi realizado o estudo da substancia e do compartimento especifico
com base em um conjunto de dados estendidos em emisséo, destinos e efeitos do
farmaco (GRUNG et al., 2008).

O calculo da CAE das aguas superficiais foi realizado de acordo com a diretriz
da EMEA (CHMP, 2006), através da seguinte equacao (1):
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1
CAE aguas superficiais=Dose maxima consumida por habitante(mg)xFpen @)
residuos liquidos (L)/habitante x fator de diluigdo
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) X100

DDD (mg/dxhab) X Pop X 365 dias

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

As informacdes referentes ao numero de medicamentos dispensados foram
acesso ao site do Governo Federal

obtidas através de

(http://www.acessoainformacao.gov.br/), onde através da Lei de Acesso a Informacao

(LAI) n° 12.527/2011, foi solicitada a saida anual dos medicamentos antirretrovirais
dispensados nos municipios de Santos e Sao Vicente, que sdo as cidades que
possuem o esgoto pré-condicionado pelo Emissario Submarino de Santos. Dados

referentes & geragdo de residuos liquidos foram levantados juntamente as
publicacdes disponiveis online da SABESP e CETESB.

3.2 Substancias-teste

Trés substancias foram selecionadas para a realizacdo dos ensaios de
toxicidade para avaliacdo dos efeitos agudo e crénico, conforme descritas na Tabela
3.

Tabela 3 - Caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos atazanavir, efavirenz e nevirapina

Caracteristicas Atazanavir Efavirenz Nevirapina
Fabricante Nortec quimica Nortec quimica Farmanguinhos
S.A S.A Fiocruz
Caracterizagao Sulfato de Efavi N
- ) avirenz Nevirapina
guimica atazanavir
Numero CAS 198904-31-3 154598-52-4 129618-40-2
Férmula molecular C3sH52N6O7 C14H9C|F3N02 C15H14N4O
Peso molecular 704,86 g/mol 315,68 g/mol 266,30 g/mol
Forma Po cristalino PO cristalino P¢ cristalino

Cor

Branco a amarelo

Branco ou rosado

Branco ou amarelo
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Para a realizacdo dos ensaios foi necessario adicionar DMSO em até 3% da
solucéo final para a solubilizacdo dos farmacos, considerando a baixa solubilidade
destes em agua. Foram realizados ensaios ecotoxicolégicos agudos e crénicos com

0 grupo controle DMSO 3%.

3.3. Avaliacédo ecotoxicolégica

Foram realizados ensaios de toxicidade para avaliacao dos efeitos agudo (taxa
de fertilizagdo) e cronico (desenvolvimento embriolarval) utilizando ourigo-do-mar
(Echinometra lucunter), com trés dos farmacos que apresentaram concentracdes
ambientais previstas acima de 0,01 ug/L (atazanavir, nevirapina e efavirenz),
conforme a EMEA (2006).

Os organismos foram coletados através de mergulho livre, na Ilha das Palmas,
no municipio de Guaruja, S&o Paulo, armazenados em caixa térmica, recobertos com
algas do género Ulva sp., mantendo as condi¢cdes de temperatura até o seu transporte
ao laboratério, onde foram mantidos em um tanque, sob forte aeracdo e condi¢des
ideais para estes organismos até o momento da realizacdo dos ensaios.

A 4gua utilizada nos tanques € natural, originalmente coletada na llha das
Palmas. Para manutencéo destes organismos, seus parametros fisico-quimicos, tais
como temperatura, salinidade, pH e oxigénio dissolvido foram diariamente
observados, obedecendo as condigdes ideais, conforme a norma NBR 15350 (ABNT,
2012).

Para a diluicdo das substancias-teste, manuseio dos gametas e preparacao do
controle, foi utilizada dgua reconstituida, a partir da mistura de sal comercial da marca
CORAL PRO SALT (RED SEA®) em agua processada, mantida sob agitacao para
solubilizac&o total e preservacéo das caracteristicas encontradas no ambiente natural
dos organismos. A solucdo foi filtrada, com auxilio de um suporte de filtracdo e
membrana de celulose Millipore® de 0,45 pym e, a agua mantida nos padrdes fisico-
quimicos conforme norma 15350 (pH entre 7,8 e 8,4 e salinidade entre 30 e 37(g/L))
(ABNT, 2012).
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3.3.1 Ensaio de toxicidade para avaliagéo de efeito agudo

Os ensaios de toxicidade para avaliacdo do efeito agudo sdo definidos
como a avaliacéo de efeitos severos e rapidos resultantes da exposi¢éo do organismo-
teste a substancias quimicas em um curto periodo. Esses critérios de avaliacéo
normalmente se baseiam em funcdo da mortalidade e da imobilidade do organismo-
teste (ARAGAO e ARAUJO, 2006: MAGALHAES e FILHO, 2008). As avaliacdes de
efeitos agudos sdo importantes para evidenciar os efeitos letais em curtos intervalos
de tempo, fornecendo dados fundamentais para o desenvolvimento e adocdo de
critérios para melhoria da qualidade ambiental (FONSECA,1991).

Neste estudo, espermatozoides de ourigco-do-mar foram expostos a diferentes
concentracfes (3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 mg/L) dos farmacos a serem testados
(atazanavir, nevirapina e efavirenz) durante o periodo de 1 hora. Apés este periodo, a
solucdo contendo 6vulos foi adicionada aos frascos-teste. Vinte minutos apos a adicéo
dos 6vulos, o ensaio foi encerrado com a adigéo de 0,5 mL de formol tamponado com
borax em todas as réplicas. Os procedimentos foram baseados no protocolo USEPA
(2009), adaptado para a espécie Echinometra lucunter.

Apbs o periodo de exposicao, o0 ensaio foi encerrado com a adi¢do de formol
tamponado. Posteriormente foi realizada a leitura e estimada a concentragéo de efeito.

Ao final do ensaio, as larvas foram divididas em dois grupos conforme seu
aspecto morfolégico, para identificacdo das larvas normais e anormais. A leitura do
ensaio foi realizada através de contagem dos 100 primeiros organismos conforme o
estagio de desenvolvimento. Nestes ensaios, os resultados sdo expressos como Clso
(concentragao inibitéria média) (ABNT, 2012).

3.3.2 Ensaio de toxicidade para avaliacéo de efeito crénico

Os ensaios de toxicidade para avaliacdo do efeito crénico sdo Uteis na
avaliacdo dos poluentes cujo efeito traduz-se pela resposta a um estimulo que
continua por longo tempo, geralmente por periodo que varia desde 1/10 do ciclo vital
até a totalidade da vida do organismo (APRANGUE, 1973; RAND, 1980; RAND e
PETROCELI, 1985). De modo geral, porém nao exclusivo, esses efeitos séo sub-letais
e observados em situagfes em que as concentracdes do agente toxico, as quais ficam

expostos 0s organismos, permitem sua sobrevivéncia, mas afetam uma ou varias de
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suas funcdes biologicas, interferindo, por exemplo, na reproducéo, desenvolvimento
de ovos, crescimento, maturagcdo e comportamento em geral.

No ambiente aquatico, observam-se os efeitos cronicos, quando os efluentes
industriais tratados sdo langcados continuamente nos corpos receptores. Dessa forma,
0s organismos sdo desafiados em um ambiente cronicamente contaminado,
ocasionando efeitos cronicos a niveis sub-letais ou letais ao longo do tempo
(STEPHAN e MOUNT, 1973).

Neste estudo, embrides recém-fertilizados de ourico-do-mar foram expostos a
diferentes concentracdes (0,195, 0,39, 0,78, 1,56 e 3,12 mg/L) dos farmacos a serem
testados (atazanavir, nevirapina e efavirenz) durante o periodo de desenvolvimento
embriolarval, ou seja, de 36h a 42h para Echinometra lucunter, de acordo com a norma
técnica ABNT/NBR 15350 (2012). Ao final do ensaio, as larvas foram divididas em
dois grupos conforme seu aspecto morfologico, para identificacéo das larvas normais
e anormais. A leitura do ensaio foi realizada através de contagem dos 100 primeiros
organismos conforme o estagio de desenvolvimento.

Os estudos para avaliagao de efeito cronico normalmente sao empregados nas
fases mais sensiveis do ciclo de vida dos organismos-teste, ou seja, nas fases
embrionaria e larval (ADAMS e ROWLAND, 2002). Nestes ensaios, os resultados sédo
expressos como Clsp (concentracdo inibitéria média), CENO (a maior concentragcao
gue nao causa efeito ao organismo-teste) e CEO (menor concentragdo que causa
efeito estatisticamente significativo aos organismos-teste) (ABNT, 2012).

3.4 Andlise estatistica

Apoés os experimentos, foi possivel empregar diferentes métodos estatisticos
para calcular a concentracdo mediana causadora de efeito adverso em 50% dos
organismos expostos durante o periodo de ensaio, sendo os valores de toxicidade
expressos em Clso (concentracdo inibitéria média), calculada por interpolagéo linear
utilizando o programa ICPin.

Os resultados dos ensaios crbnicos, apds passarem nos pré-requisitos para
aplicacdo da andlise de variancia (ANOVA), foram empregados o teste de Dunnett,
utilizando o software Prisma, a fim de identificar as concentracdes que apresentaram
diferenca estatistica significativa com o controle. Para todas as analises diferencas

significativas foram determinadas quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Calculo da Concentracdo Ambiental Estimada — CAE

Os calculos da CAE foram empregados para treze farmacos com base em
dados do Ministério da Saude (2018), referentes a quantidade anual de ARVs
dispensada nos municipios de Santos e Sao Vicente, no periodo de julho de 2017 a
julho de 2018 conforme apresentados na Figura 3. A Figura 4 mostra a Dose Diéaria
Definida (DDD) para estes farmacos.

Quantidade de ARVs dispensados em Santos e Sao
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180000

160000

140000
C
5 120000
8
= 100000
B
S 80000
=
[
S 60000
35
g

40000

20000

RS RS RS > Q& 2 2 RS 2 RS RS RS >
> & & & & & S FS S S S &S
& & & & & & 650 & & &S &
> ) X < 2 .
v R 3 (}& < %) \/’b@ V@ T KL KR ,\>E>
(o)
&

Antirretrovirais

Figura 3 - Quantidade de ARVs dispensados/consumidos nas cidades de Santos e S&o Vicente no
ano de 2017.
Fonte: Brasil? (2018)
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Figura 4 - Dose diéria definida para os principais ARVs dispensados anualmente nos municipios de

Santos e Sao Vicente.
Fonte: Brasil?> (2018)

Segundo dados do IBGE (2018), a populagédo de Santos em 2018 era de

432.957 habitantes, e a popula¢éo de Sao Vicente de 363.173 habitantes, totalizando

796.130 habitantes. Conforme a Sabesp (2018), a quantidade de residuos

liquidos/habitante/dia € de 575 L. O fator de diluicdo utilizado é de 10, obtendo os

seguintes valores de Fpen e CAE.

Tabela 4 - Valores de Fpen e CAE para os principais ARVSs.

Antirretroviral Fpen (%) CAE pg/L
Didanosina Entérica 2,064780500 0,001436
Tipranavir 0,00018583 0,032318
Etravirina 0,003923088 0,27291
Tenofovir 0,011051751 0,576613
Abacavir 0,008388525 0,875324
Nevirapina 0,015434252 1,073687
Lopinavir 0,006170718 1,143997
Ritonavir 0,01837132 3,834015
Efavirenz 0,037645122 3,928187
Lamivudina 0,10874833 5,673826
Atazanavir 0,091816852 6,387259
Darunavir 0,091082736 9,504285
Zidovudina 0,09736025 10,15933

*Fpen = fator de penetracdo no mercado

*CAE, concentracdo ambiental prevista



19

Farmacos que apresentaram valores abaixo do limite (0,01pg/L) foram
assumidos como representantes de baixo risco ao meio ambiente. Entretanto,
Atazanavir, Efavirenz e Nevirapina, farmacos com valores superiores, foram
selecionados para a realizacao de avaliacéo de destino e efeito ambiental-do presente

estudo.

4.2 Controle positivo de solvente Dimetilsufoxido DMSO

Com o propésito de avaliagdo de possiveis efeitos nos organismos-teste
relacionados ao solvente DMSO (3%) utilizado nas diluicdes do atazanavir, efavirenz
e nevirapina, foi realizado um controle positivo do solvente com a maior concentracao
utilizada em cada ensaio. Os resultados demonstram que ndo houve diferencga
estatistica significativa entre o controle de agua e a maior concentracao do solvente
DMSO (Teste t de Student(p=< 0,05)) (Tabela 5).

Tabela 5 - Controle positivo de solvente Dimetilsuféxido DMSO.
Desenvolvimento Desvio

Tratamentos _ o B P
embriolarval médio (%) Padrao

Avaliacao de efeito agudo

Controle de agua 98,25 3,0 -
DMSO 3% 97,5 1,5 0,110

Avaliacao de efeito crbénico
Controle de agua 97,5 3,2 -
DMSO 3% 96,75 1,25 0,122

4.3 Ensaio de toxicidade para avaliacéo de efeito agudo

Nos ensaios realizados para avaliacdo da toxicidade aguda (n=3) foram
utilizadas as concentracdes de 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 mg/L, além dos controles
(agua e DMSO). A Clso observada foi de 73,04 mg/L para o medicamento atazanavir,
11,46 mg/L para o medicamento efavirenz e 84,61 mg/L para a nevirapina conforme
apresentado na Tabela 3.

Os dados de toxicidade aguda estao expressos como a média das concentracdes
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efetivas (Clso em mg/L) dos medicamentos Efavirenz, Nevirapina e Atazanavir estao

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados dos ensaios de toxicidade aguda com os medicamentos antirretrovirais
empregando Echinometra lucunter.

Medicamento Clso (mg/L)
Atazanavir 73,04 (1,06 — 0,86)
Efavirenz 11,46 (0,28 — 0,35)

Nevirapina 84,61 (3,82 —4,74)

*Clsp = Concentragéo inibitéria média (n=3)

4.4 Ensaio de toxicidade para avaliacéo de efeito cronico

Nos experimentos realizados para avaliacdo do efeito crénico (n=3), apés a
exposicao dos embrides de ourico-do-mar as diferentes concentracdes de atazanavir
(0,195, 0,39, 0,78, 1,56 e 3,12 mg/L), foram observados valores de CEO e CENO de
0,78mg/L e 0,039mg/L, respectivamente, conforme apresentado na Figura 5.
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Figura 5 - Resultado do ensaio de toxicidade cronica com E. lucunter frente a exposicao de diferentes
concentracdes de atazanavir.
Os valores expressados representam a média + erro padrdo para cada concentragdo testada. ANOVA
com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05

Em relacdo a exposicdo dos embribes de ourigco-do-mar ao efavirenz (n=3),
utilizando as mesmas concentracdes, para avaliacdo dos efeitos crénicos, o valor
obtido para o CEO foi 0,195mg/L, enquanto o CENO foi de 0,0975mg/L, conforme



demonstrado na Figura 6.
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Figura 6 - Resultado do ensaio de toxicidade crénica com E. lucunter frente a exposi¢ao de diferentes

concentracdes de efavirenz.

Os valores expressados representam a média + erro padréo para cada concentracdo testada. ANOVA
com teste posteriori de Dunnett: *p<0. 05

A Figura 7 mostra os valores de CEO e CENO apés a exposicdo dos

organismos-teste (E. lucunter) ao farmaco nevirapina (n=3), nas concentracdes
(0,195, 0,39, 0,78, 1,56 e 3,12 mg/L). Como observado, o valor de CEO foi 0,39 e 0

CENO 0,195 mg/L.
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Figura 7 - Resultado do ensaio de toxicidade crdonica com E. lucunter frente a exposicéo de diferentes
concentracdes de nevirapina.
Os valores expressados representam a média + erro padréo para cada concentragdo testada. ANOVA
com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05

Tabela 7 - Resultados dos ensaios de toxicidade crbnica com os medicamentos antirretrovirais
empregando Echinometra lucunter.

Medicamento CEO (mg/L) CENO (mg/L) Clso (mg/L)
Atazanavir 0,78 0,39 0,63 (0,62 — 0,64)
Efavirenz 0,195 0,0975 0,52 (0,50 — 0,53)
Nevirapina 0,39 0,195 0,97 (0,95 - 0,98)

*CEO = Menor concentragdo de efeito observado
*CENO= Concentracéo de efeito ndo observada

*Clso= Concentracao Inibitéria Média
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5. DISCUSSAO

O governo federal brasileiro desenvolveu politicas publicas e protocolos para
prevencdo e controle da AIDS, dentre os quais podemos citar o fornecimento de
coquetéis que devem ser utilizados, inclusive como profilaxia, para pacientes expostos
a risco (BRASIL, 2016). Farmacos anti-HIV, como nucleosideo e ndo nucleosideo,
inibidores da transcriptase reversa, inibidores de protease, inibidores de fus&o,
inibidores de entrada e inibidores de transferéncia de fita de integrase, sdo usados
para tratar o HIV e para impedir transmissao vertical (MOFENSON, 2010).

O municipio de Santos tem implementado estas diretrizes, o que tem
contribuido para a reducao no nimero de novos casos, entretanto, a quantidade de
ARVs dispensada ainda é consideravel, como foi demonstrado nos dados referentes
a dispensacao obtidos (Brasil, 2018), o que torna extremamente relevante a realizacao
de estudos sobre o impacto ambiental ocasionado por esta classe de farmacos.

Os micropoluentes vém sendo foco de atencdo por longa data. Nos ultimos
anos, este problema vem sendo agravado, devido ao crescente nimero de novos
farmacos produzidos e consumidos, assim como a presenca dos seus residuos em
diferentes ecossistemas (NIKOLAOU et al., 2007; MOMPELAT et al., 2009).

Devido a limitacao das técnicas para remocao e identificacdo destes produtos
no ambiente, se faz necesséria a utilizacdo de métodos, como o célculo da CAE, para
gue seja possivel a avaliacao de risco. Oosterhuis (2012) demonstrou em seu trabalho
a importancia na avaliacdo dos dados nacionais e regionais de consumo dos farmacos
para monitoramento ambiental. Pode-se argumentar que seria 0 método mais simples
e seguro para aplicar o pior cenario possivel, principalmente quando se trata de novas
substancias.

Os resultados obtidos no presente estudo apontam um valor da CAE superior
ao limite (0,01 pg/L) para 92,3% dos ARVs estudados, expondo a necessidade de
monitoramento ambiental desta classe de farmacos que podem ser assumidos como
representantes de alto risco ao meio ambiente. Sendo assim, se torna imprescindivel
a coleta de dados sobre o destino ambiental e a realizagéo de testes ecotoxicologicos
para exposicao de curto e longo prazo.

Diversos estudos foram realizados a fim de investigar a correlacdo entre
concentracbes ambientais estimadas e mensuradas, como Bound (2006), que

demonstrou em seu estudo haver uma pequena divergéncia entre as duas
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concentracfes e que essas variacdes podem estar relacionadas aos processos de
tratamento envolvidos e das condi¢des climaticas da regido. Também € possivel que
metabdlitos humanos, possam sofrer altera¢cdes, sendo hidrolisados durante o
tratamento de Aaguas residuais ou mesmo no meio ambiente (BOUND e
VOULVOULIS, 2005). Apesar disso, os valores de CAE para os ARV estudados estao
muito acima do limite (0,01 ug/L), o que torna irrelevante esta possivel variacao.

Os medicamentos, mesmo sendo utilizados com finalidade benéfica, podem
interferir, em maior ou menor extensao, em uma variedade de espécies, alterando
assim, algumas das suas biomoléculas e vias metabdlicas essenciais que em ultima
instancia, podem resultar em danos agudos e/ou permanentes sobre essas espécies
(SUMPTER, 2005).

Diversas pesquisas em ambientes aquaticos tém demonstrado que o0s
farmacos antineoplasicos, hormonios sexuais e antibioticos, sdo capazes de causar
efeitos bioldgicos adversos em organismos aquaticos (ZAPPAROLI et al, 2011). As
consequéncias nocivas de restos de medicamentos tém sido verificadas analisando
as biotas aquéticas.

No estudo realizado por Bila e Dezotti (2003), foram avaliados os efeitos do
antibiotico sulfonamida na contaminacédo de um sistema terrestre com trés espécies
de plantas, fornecendo informacfGes da alteracdo no desenvolvimento normal,
crescimento e a bioacumulacdo em diferentes compartimentos da planta. Outros
problemas observados foram as alteragdes da comunidade microbiana do solo,
detectando o desenvolvimento de resisténcia bacteriana e o impedimento do
mecanismo natural de descontaminag¢do para pesticidas e outros xenobidticos. No
entanto, existe uma lacuna acentuada na literatura, a respeito dos impactos
ambientais e avaliacao da toxicidade causada pela presenca de antirretrovirais e seus
produtos de degradag¢ao no ambiente.

Os farmacos, incluindo os antivirais, foram frequentemente detectados em
efluentes e aguas superficiais. Buchberger (2007) resumiu em seu artigo a analise
avancada de residuos de produtos farmacéuticos por cromatografia e eletroforese.
Singer et al. (2008) descreveram o risco ambiental do oseltamavir. Ghosh et al., 2010
mostraram a presenca de metabolitos ativos de fosfato de oseltamivir em aguas de
um rio do Japao.

Um estudo conduzido por Prasse (2010) quantificou nove drogas antivirais em

aguas residuais marinhas com e sem tratamento (aciclovir, abacavir, lamivudina,
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nevirapina, oseltamivir, penciclovir, ribavirina, estavudina, zidovudina). Todos os
medicamentos antivirais, exceto ribavirina, foram detectadas em aguas residuais sem
tratamento, tendo sido observada uma reducado significativa nas concentracdes de
aciclovir, lamivudina e abacavir em aguas residuais tratadas, enquanto nevirapina,
zidovudina e oseltamivir foram encontrados em concentracfes semelhantes nas
aguas com e sem tratamento.

Estudo realizado por Wood et al. (2015), para deteccdo de antirretrovirais em
aguas superficiais mostrou que a Nevirapina foi detectada em todas as amostras. O
farmaco € um inibidor da transcriptase reversa nao nucleésidio que € amplamente
utilizado para o tratamento do HIV, bem como para a prevencdo da transmissao
vertical (COOVADIA et al., 2012). A prevaléncia dessa substancia pode estar atribuida
nao apenas seu uso terapéutico frequente, mas também a persisténcia do farmaco no
ambiente. Vankova et al. (2010) demonstraram, em um sistema in vitro, que a
Nevirapina € um farmaco pouco biodegradavel (apenas 3%). O atazanavir e 0
efavirenz, ndo apresentam taxa de biodegradacao rapida, de acordo com o modelo
empregado pela estimativa de biodegradacdo BIOWIN v4.10.

Conforme Sanderson et al. (2004), medicamentos antivirais estavam entre 0s
medicamentos terapéuticos mais perigosos no que diz respeito a sua toxicidade para
algas e peixe. Assim, é necessario conhecer os caminhos da transformacao de
medicamentos antivirais no ambiente aquatico.

De acordo com os resultados dos ensaios para avaliagdo do efeito agudo
obtidos no presente trabalho, € improvavel que estes ocorram no ambiente aquatico,
devido a diferenca entre a CAE e a Clso (confome a Tabela 8) uma vez que as
concentracbes ambientais previstas (ug/L) dos trés farmacos estudados (atazanavir,
efavirenz e nevirapina) ocorrem em ordem de grandeza menor que as concentracdes
de efeito observadas (mg/L). Apesar disso, ndo se pode descartar a hipotese da
ocorréncia de efeitos sinérgicos de misturas destes farmacos no ambiente, que

possam potencializar o efeito destes, pois 0os ensaios foram realizados de forma

isolada.
Tabela 8 - Comparativo dos valores de CAE e Clso (ensaio agudo) dos ARVSs.
Medicamento CAE (mg/L) Clso (mg/L)
Atazanavir 0,0063 73,04 (1,06 - 0,86)
Efavirenz 0,0039 11,46 (0,28 — 0,35)

Nevirapina 0,0010 84,61 (3,82 —4,74)
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Além disso, efeitos agudos podem ocorrer com a exposicdo dos organismos a
concentracfes mais elevadas do farmaco em caso de vazamento em plantas de
producdo ou acidentes com o transporte e, de forma indireta, ja que o farmaco tem a
capacidade de bioacumular e ser transferido pelos diferentes niveis troficos da cadeia
alimentar.

No presente estudo, a avaliacdo de efeito cronico dos farmacos atazanavir,
efavirenz e nevirapina foi baseada na inibicdo do desenvolvimento embriolarval com
0 ourico-do-mar Echinometra lucunter. Estes organismos tém sido utilizados em
ensaios de toxicidade cronica com base na verificacdo de que o desenvolvimento
embriolarval, por ser uma fase critica para o crescimento normal da espécie, esta
relacionado ao seu sucesso reprodutivo. Foram observados valores de CEO, CENO
e Clso respectivamente de 0,78 mg/L, 0,39 mg/L e 0,63 mg/L para o ATZ; 0,195 mg/L,
0,0975 mg/L e 0,52 mg/L para o EFV; e 0,39 mg/L, 0,195 mg/L e 0,97 mg/L para a
NEV.

Apesar disso, as concentracbes ambientais previstas destes farmacos em
aguas superficiais marinhas, estdo abaixo das concentracdes de efeito crénico para a

espécie (conforme Tabela 9).

Tabela 9 - Comparativo dos valores de CAE e Clso (ensaio crénico) dos ARVS.

Medicamento CAE (mg/L) Clso (mg/L)
Atazanavir 0,0063 0,63 (0,62 — 0,64)
Efavirenz 0,0039 0,52 (0,50 - 0,53)
Nevirapina 0,0010 0,97 (0,95 - 0,98)

Com relacdo aos ensaios para avaliacdo dos efeitos cronicos, mesmo
presentes em baixas concentracdes, os farmacos apresentam capacidade de
persisténcia no ambiente, o que aumenta a possibilidade de ocorréncia de efeitos
cronicos, uma vez que muitas espécies aqguaticas sdo continuamente expostas a estes
poluentes durante longos periodos de tempo ou durante todo o ciclo de vida (JONES
et al., 2007). Segundo Daouk et al. (2015) os antirretrovirais podem ser vistos como
pseudo-poluentes persistentes no ambiente por causa de sua liberacao continua.

Algumas caracteristicas fisico-quimicas dos medicamentos sdo importantes
para avaliar sua acdo no ecossistema como a sua lipossolubilidade, pois demonstra a

sua capacidade de bioacumulacao.
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De acordo com o sistema de classificacdo biofarmacéutica, o efavirenz é um
farmaco classe Il, apresentando baixa solubilidade em agua (cerca de 4 microgramas.
mL™1), o que justifica o efeito mais significativo de Clsono E. lucunter para este farmaco
guando em comparacao ao atazanavir e a nevirapia (STORPITIS et al., 2011)

Apesar de terem sido observados efeitos nos ensaios agudos e crénicos nos
organismos testados, torna-se importante a continuidade de estudos de
monitoramento de compostos emergentes nos ambientes aquaticos, seguidos de
ensaios de quantificacédo e avaliacédo da toxicidade, com vistas na identificacdo dessas
substancias capazes de induzir efeitos na biota aquatica.

De acordo com Robson et al. (2017), a exposicado de peixes da espécie O.
mossambicus por 96 horas a 20,6 ng.L-1 de efavirenz provocou sérios danos ao figado
bem como um maior niumero de mortes de peixes em comparagdo ao controle. A
nevirapina também teve efeitos ecotoxicolégicos potenciais nas algas, dafnias e
peixes, sendo as algas mais afetadas (NGUMBA et al., 2016).

Os dados de toxicidade obtidos podem ser interpretados usando a diretiva
93/67/CEE (QUINN et al., 2008), que classifica as substancias de acordo com as
concentracdes de efeito estimadas (CEC, 1996). Considerando os dados obtidos com
todas as substancias analisadas, foi aplicada essa abordagem e o atazanavir, a
nevirapina e o efavirenz, foram classificados como “Nocivos” quando contemplado os
resultados dos ensaios de toxicidade aguda. Considerando os dados dos ensaios
cronicos, as trés substancias foram classificadas como “Muito Toxico” conforme

descrito na Tabela 10.

Tabela 10 - Classificagdo dos fdrmacos atazanavir, efavirenz e nevirapina baseado na diretiva
93/67/CEE da Unido Européia.

Experimento agudo

Medicamento Clso mg/L Classificacao
Atazanavir 73,04 (1,06 - 0,86) Nocivo
Efavirenz 11,46 (0,28 — 0,35) Nocivo
Nevirapina 84,61 (3,82 —4,74) Nocivo

Experimento crbnico

Medicamento Clso mg/L Classificacao
Atazanavir 0,63 (0,62 — 0,64) Muito téxico
Efavirenz 0,52 (0,50 — 0,53) Muito téxico

Nevirapina 0,97 (0,95 - 0,98) Muito téxico
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A comunidade cientifica reconhece os farmacos como compostos organicos
bioativos que podem sofrer bioacumulacdo numa grande variedade de organismos.
De fato, embora a maioria dos farmacos possa sofrer biotransformacéo, ainda podem
ser excretados na forma ativa, podendo acumular-se em outros organismos ou no
ambiente (MOMPELAT et al., 2009; KNACKER et al., 2010).

Dentre os farmacos encontrados no ambiente, podemos citar os ARVs. Embora
sua concentracdo ambiental seja vestigial, sua liberacdo continua pode impor riscos
aos organismos presentes (SINGER et al., 2008).

Com base no coeficiente de particAo carbono organico no solo-agua (Koc)
estimado, espera-se que 0 atazanavir, efavirenz e nevirapina adsorvam em solidos e
sedimentos em suspensao (MEYLAN, 1992). Ndo é esperado que a volatilizacdo
das superficies da 4gua seja um processo de destino importante com base na
constante estimada da Lei de Henry destas substancias, porém pode haver um baixo
potencial de bioconcentracdo em organismos aquaticos para o atazanavir, porém alto
para o efavirenz (MEYLAN, 1999). Pode ocorrer hidrélise, no entanto, a taxa prevista
indica que a reagao seria muito lenta com meia-vida correspondente a 10.000 e
100.000 anos para pH 8 e 7, respectivamente.

Devido a importancia da questédo da geracao de metabdlitos de farmacos para
uma avaliacdo ecotoxicolégica mais préxima da realidade, foram reunidos na Tabela

11, dados referentes a metabolizacdo dos antirretrovirais incluidos no presente

estudo.
Tabela 11 - Metabolismo humano dos antirretrovirais.
Antiretroviral Metabdlitos gerados
Efavirenz 8-OH-efavirenz
Nevirapina hidroxidrato de nevirapina
Atazanavir sulfato de atazanavir

1 Fonte: Pubchem e Drugbank

Faz-se necesséaria a realizacao da avaliacdo dos efeitos dos seus metabalitos,
pois estes produtos podem sofrer fotodegradacédo quando em ambientes aquaticos.
Isidori et al. (2005), demonstraram que o0s produtos de fototransformacdo do
naproxeno eram consideravelmente mais toxicos que o proprio medicamento.

Recomenda-se, ainda, avaliar a toxicidade dos excipientes, além dos produtos
de metabolismo destes farmacos para maior elucidacéo dos efeitos ecotoxicologicos,
pois eles podem ser possiveis causadores da toxicidade adicional apresentada nos
resultados.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/water
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/atazanavir%20sulfate
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6. CONCLUSAO

Este estudo avaliou os efeitos ecotoxicologicos de antirretrovirais
apos estimar a provavel concentracdo destes farmacos em aguas superficiais do
municipio de Santos com a finalidade de avaliar os reflexos ambientais em ourico-do-
mar. Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que:
Foram calculadas as CAE dos 13 farmacos dispensados nos municipios de Santos e
Séo Vicente, sendo que 12 destes precisam ser avaliados quanto ao destino e do
efeito ambiental da substancia, de acordo com a diretriz da EMEA (CHMP, 2006).
Foram selecionados apds o calculo da CAE os farmacos efavirenz, atazanavir e
nevirapina, cujos valores estavam superiores a 0,01 pg/L
A espécie estudada apresentou sensibilidade apds exposicdo aos trés farmacos
estudados (Nevirapina, Atazanavir e Efavirenz), sendo os trés farmacos considerados
Nocivos nos ensaios agudos e classificados muito toxicos nos ensaios croénicos, de
acordo com a Diretiva 93/67/CEE.

A espécie Echinometra lucunter demonstrou maior sensibilidade ao farmaco efavirenz
quando em comparac¢do aos demais farmacos estudados;

Os dados gerados a partir desta pesquisa poderao fornecer subsidios a adocéo
de programas governamentais regulares que visem o monitoramento dos niveis de
farmacos em Estacdes de Tratamento de Efluentes, buscando solu¢des que propiciem

a reducéo/eliminacéo da carga de produtos farmacéuticos para 0 meio ambiente.
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