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RESUMO

A ocorréncia de farmacos em ambientes aquaticos € na agua para consumo humano tem
preocupado a comunidade cientifica em relagdo aos possiveis efeitos ao meio ambiente e a
saude publica. Apesar disso, ainda sdo escassos dados ecotoxicoldgicos consistentes para esses
compostos, principalmente relacionados aos efeitos cronicos. Adicionalmente, grande parte dos
estudos concentram-se na avaliacdo do risco individual dos compostos e, apenas recentemente,
sd0 observados esforcos para avaliar os efeitos da combinagdo desses farmacos. Pelo exposto,
o objetivo desta tese foi avaliar e modelar o risco ecotoxicoldgico individual e da mistura de
farmacos frequentemente detectados em ambientes aquaticos. Buscando facilitar a apreciacao
dos dados, a tese foi dividida em capitulos. O desenvolvimento dos capitulos II e III consistiu
em selecionar, por meio de uma avaliagdo preliminar do risco ecotoxicologico e a saide humana
dos farmacos detectados na Regido Metropolitana de Belo Horizonte (RMBH), cinco farmacos
para a realizacdo de ensaios ecotoxicoldgicos. Ja no capitulo IV, os farmacos selecionados —
atorvastatina, valerato de betametasona, loratadina, fenofibrato e prednisona - foram
submetidos as analises de toxicidade aguda e cronica com o organismo Ceriodaphnia dubia.
Além disso, as misturas bindrias entre os farmacos escolhidos tiveram a toxicidade aguda
estudada, com o objetivo de avaliar a previsibilidade dos modelos de Adicao de Concentragao
e Acao Independente, além de avaliar as possiveis interagdes nas misturas binarias pelo modelo
Indice de Combinagdo. A partir de tal anélise, buscou-se avaliar possiveis efeitos sinérgicos e
antagdnicos. Os demais capitulos objetivaram introduzir e encerrar a tese, respectivamente, em
uma abordagem integradora. Através deste trabalho, evidenciou-se o potencial risco aos
organismos aquaticos e a saude humana pela exposicao aos farmacos detectados nos ambientes
aquaticos brasileiros. A metodologia de priorizagdo aplicada, baseada nas propriedades fisico-
quimica dos farmacos, demonstrou aplicabilidade para o gerenciamento de risco, visto que os
farmacos apontados pela metodologia (atorvastatina, fenofibrato, loratadina, betametasona,
claritromicina, fluconazol, prednisona e gemfibrozil) foram responséaveis por mais de 75% do
risco ecotoxicologico da mistura em grande parte dos cenarios avaliados. Nos ensaios de
toxicidade aguda, o farmaco loratadina apresentou maior toxicidade (2,33 mg/L) e, nos testes
de toxicidade cronica, o farmaco mais toxico foi o fenofibrato (0,16 mg/L). Os resultados dos
testes com as misturas binarias permitiram concluir que os modelos de Adi¢dao de Concentragao
e Acdo Independente ndo foram adequados para prever a toxicidade da mistura, especialmente
em baixas concentra¢des. O modelo do Indice de Combinacio mostrou-se uma ferramenta util
para descrever a natureza das interacdes toxicoldgicas que ocorrem entre os farmacos. Mesmo
concentragdes em que nenhum efeito foi observado nos ensaios com os farmacos isolados,
causaram efeitos adversos quando em misturas (something from nothing). Concluiu-se que a
avaliacdo de risco ecotoxicologico baseada na concentragdo individual dos farmacos pode
subestimar o real impacto desses compostos em ecossistemas aquaticos. Os ensaios com a
mistura dos fArmacos em concentracdes ambientalmente relevantes (0,16 pg/L — 100 pg/L)
sugerem que efeitos adversos na sobrevivéncia e reprodugao da C. dubia ndo sao induzidos nas
concentracdes em que esses farmacos sdo detectados nos ambientes aquaticos.

Palavras-chave: Adigdo de Concentragdo; A¢do Independente; Indice de Combinagio;
Ceriodaphnia dubia; Modelagem.
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ABSTRACT

The occurrence of pharmaceuticals in aquatic environments and in water for human
consumption has worried the scientific community in relation to possible effects on the
environment and public health. Despite that, consistent ecotoxicological data for these
compounds are still scarce, mainly related to chronic effects. Additionally, most studies are
focused on evaluating the individual risk of compounds and, only recently, efforts to assess the
effects of the combination of these drugs on non-target organisms have been observed. For
these reasons, the objective of this thesis was to evaluate and model the individual
ecotoxicological risk and the mixture of pharmaceuticals frequently detected in aquatic
environments. In order to facilitate data appreciation, the thesis is developed in chapters. Thus,
the development of chapters 2 and 3 consists of selecting, through a preliminary assessment of
the ecotoxicological risk and human health of the drugs detected in the Metropolitan Region of
Belo Horizonte (RMBH), five drugs which had their toxicity tested. In chapter IV, the selected
drugs — atorvastatin, betamethasone valerate, loratadine, fenofibrate and prednisone — were
submitted to acute and chronic toxicity tests using the organism Ceriodaphnia dubia.
Additionally, the possible binary mixtures of pharmaceutical compounds had their acute
toxicity tested, in order to evaluate the predictability of the Concentration Addition models and
Independent Action, in addition to evaluating the possible interactions in binary mixtures using
the Combination Index model. It also aimed to assess possible synergistic and antagonistic
effects. The other chapters intend to respectively introduce and close the thesis with an
integrative approach. The results indicate a potential risk to aquatic organisms and human health
from the exposure to pharmaceuticals detected in the Brazilian aquatic environments. The
pharmaceuticals identified by the applied prioritization methodology (atorvastatin, fenofibrate,
loratadine, betamethasone, clarithromycin, fluconazole, prednisone and gemfibrozil) accounted
for more than 75% of the ecotoxicological risk of the mixture in most of the evaluated scenarios,
indicating the applicability of these methodologies for the management of risk. Regarding the
acute toxicity tests, the most toxic pharmaceutical was loratadine (2.33 mg/L) and, in the
chronic toxicity tests, the most toxic drug was fenofibrate (0.16 mg/L). The test results with the
binary mixtures allowed us to conclude that the concentration addition and independent action
models were not adequate to predict the toxicity of the mixture, especially at low
concentrations. The combination index model has proved to be a useful tool to describe the
nature of toxicological interactions that occur between drugs. Even concentrations where no
effect was observed in the trials with the drugs alone, caused adverse effects when in mixtures
(something from nothing). It was concluded that the ecotoxicological risk assessment based on
the individual concentration of pharmaceuticals may underestimate the real impact of these
compounds on aquatic ecosystems. Tests with the mixture of pharmaceuticals at
environmentally relevant concentrations suggest that adverse effects on survival and
reproduction of C. dubia are not induced at concentrations where these pharmaceuticals are
detected in aquatic environments.

Keywords: Concentration Addition; Independent Action; Combination Index; Ceriodaphnia
dubia; Modeling.
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1 INTRODUGAO E CONTEXTUALIZAGCAO
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1.1 CONTEXTUALIZAGAO

Os farmacos sao amplamente utilizados na medicina humana e animal para a recuperagdo e
manuten¢do da qualidade de vida. Segundo uma estimativa do IQVIA Institute, o gasto global
com medicamentos atingiu 1,2 trilhdes de dolares em 2018 e vai superar 1,5 trilhdes de dolares
em 2023. Nesse sentido, o Brasil atingiu a 7° posi¢do no ranking do mercado mundial de
medicamentos em 2018 e a expectativa ¢ que em 2023 assuma a 5° posi¢ao, atras apenas dos
Estados Unidos, China, Japao e Alemanha (IQVIA, 2019). Em 2019, o setor industrial
farmacéutico brasileiro cresceu 7,9%, aumentando seu faturamento de R$ 79,6 bilhdes para R$

85,9 bilhoes de reais (ANVISA, 2020).

Apds o consumo, esses compostos sdo excretados e passam a compor os esgotos domésticos e,
assim, deveriam ser removidos nas Estacdes de Tratamento de Esgotos (ETEs). No entanto, as
ETEs, especialmente as que utilizam processos convencionais de tratamento, ndo sao capazes
de remover esses compostos completamente (LIU ef al., 2017) e, portanto, as ETEs tém sido
apontadas como as principais fontes de contaminagdo ambiental por farmacos (FOCAZIO et
al.,2008). Diante desse cenério, estudos em todo o mundo relatam a presenca desses compostos
em diferentes ambientes aquaticos, em concentracdes que variam de nanograma a micrograma
por litro (ASHFAQ et al., 2019; CAO et al., 2020; NANTABA et al., 2020; PAPAGIANNAKI
et al.,2021). Como grande parte dos ambientes aquaticos sdo mananciais de abastecimento, os
farmacos atingem as Estagdes de Tratamento de Agua (ETAs) e sdo submetidos as diversas
etapas do tratamento. Assim como as ETEs, as ETAs ndo sao projetadas para a remogao desses
compostos, e, considerando principalmente a variedade de compostos existentes, elas ndo
removem os farmacos completamente. Dessa forma, a presenga de fairmacos na dgua tratada
também tem sido relatada por muitos autores (JIANG et al., 2019; PAI et al., 2020;
PRAVEENA et al., 2019).

Nesse contexto, destaca-se a importancia da ecotoxicologia, ciéncia que estuda “as modalidades
de contaminagdo do ambiente pelos poluentes naturais ou sintéticos, produzidos por atividades
humanas, seus mecanismos de a¢@o e seus efeitos sobre o conjunto de seres vivos que habitam
a biosfera” (RADAME, 1977). Diferentemente da toxicologia classica, cujo principal objetivo
¢ a protecao do ser humano, a ecotoxicologia visa proteger as populacdes ¢ comunidades de
seres vivos nos ecossistemas. A ecotoxicologia aquatica, portanto, objetiva a prote¢ao da vida
aquatica e tem por pratica ensaios de toxicidade aguda e de toxicidade cronica. Entende-se por

ensaios de toxicidade aguda aqueles que avaliam os efeitos, geralmente rapidos e severos, nos
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organismos expostos a um determinado composto em um curto periodo de tempo. Nos ensaios
de toxicidade cronica, no entanto, sdo observados os efeitos adversos ndo detectados nos
ensaios de toxicidade aguda, quando os organismos sao expostos a niveis subletais dos agentes

quimicos (ZAGATTO E BERTOLETTI, 2008).

Dados ecotoxicologicos para a maioria dos farmacos ainda sdo escassos, principalmente em
relagdo aos efeitos cronicos (COORS et al., 2018). Os farmacos sdo constantemente emitidos
por diferentes fontes no meio ambiente e, embora seja improvavel que baixas concentragdes
apresentem efeitos toxicos agudos, a exposi¢cdo a longo prazo pode provocar efeitos cronicos
no crescimento, comportamento e reprodu¢do dos organismos (BECKERS et al., 2018).
Importante destacar, ainda, que diferentemente de muitos outros contaminantes ambientais, 0s
farmacos sao produzidos para provocarem alteragdes fisiologicas em humanos e animais e que,
portanto, € possivel que os mesmos permanegam biologicamente ativos para outras espécies no

meio ambiente (VASQUEZ et al., 2014).

Ademais, ressalta-se que grande parte da avaliagdo de risco de fdrmacos detectados em
ambientes aquaticos considera as concentragdes individuais dos compostos (BOPP et al., 2018).
Sabe-se, contudo, que essa ndo ¢ a realidade presente nos corpos d’agua, em que inumeros
compostos ocorrem simultaneamente. Assim, ¢ fundamental a realizacdo de estudos mais

consistentes que considerem a avaliag@o de risco para as misturas ambientais.

Ante o exposto, apresenta-se essa tese de doutorado pela qual se objetiva avaliar ¢ modelar o
risco ecotoxicoldgico individual e da mistura de farmacos frequentemente detectados nos

ambientes aquaticos.
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1.2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Durante a realizacdo do mestrado da autora, monitorou-se mensalmente a ocorréncia de 28
farmacos em seis ETAs da RMBH entre os meses de agosto/2016 e agosto/2017. As amostras
foram coletadas nos mananciais de abastecimento e na agua tratada das ETAs e foram
analisadas por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas. Dos farmacos monitorados, 18 farmacos foram detectados nos mananciais de
abastecimento e 10 foram detectados na agua tratada (REIS et al., 2019). As concentragdes
reportadas no estudo, muitas vezes superiores as concentracdes detectadas em outros paises,
levantou o questionamento sobre os possiveis riscos ecotoxicoldgicos e a sade humana

resultantes da exposi¢ao a esses compostos.

Nesse contexto, a avaliagdo de risco surge como um instrumento importante para o
gerenciamento ambiental. A sua utilizagdo muitas vezes ¢ dificultada pela limitacdo de dados,
sendo que muitos trabalhos na literatura estimam a exposi¢ao a partir de dados de consumo, o
que ndo retrata a concentracao real no ambiente aquatico. Dessa forma, a utilizagdo de um banco
de dados resultante de uma extensa investigagdo na RMBH garante maior confiabilidade e

importancia ao trabalho.

Além disso, conforme mencionado anteriormente, dados ecotoxicoldgicos para grande parte
dos farmacos ainda sdo escassos, especialmente relativos aos efeitos cronicos. Assim, o
presente trabalho, traz uma contribuigdo para a determinacdo da toxicidade aguda e cronica dos
farmacos atorvastatina, loratadina, fenofibrato, prednisona e valerato de betametasona. No
processo de sele¢dao dos farmacos, além da avaliagdo preliminar do risco ecotoxicologico e a
saude humana, priorizou-se farmacos que, apesar de seu elevado consumo, ainda ndo foram

investigados ou sdo pouco investigados.

Ressalta-se, ainda, que os farmacos selecionados nesse estudo nao ocorrem isoladamente nos
ambientes aquaticos. Portanto, ¢ essencial identificar os possiveis efeitos resultantes da
combinagdo desses compostos. Grande parte dos trabalhos publicados e as principais diretrizes
internacionais para a avaliacao de risco consideram o calculo do risco a partir das concentragdes
individuais dos farmacos. Quando consideram a mistura, normalmente modelos aditivos sdo
adotados e a possibilidade de interagdo entre os compostos ndo ¢ considerada. Nesse sentido, o

presente trabalho buscou avaliar os efeitos das misturas bindrias dos farmacos selecionados,
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considerando 3 diferentes modelos: adicdo de concentracdo, agcdo independente e indice de

combinacao.

Por fim, ressalta-se que a maioria dos estudos de ecotoxicidade baseiam-se em concentragdes
superiores as concentracdes detectadas em ambientes aquaticos, normalmente nas
concentracoes de efeito (BEGHIN et al., 2021). A toxicidade aguda e cronica da mistura dos
farmacos em concentragdes ambientalmente relevantes também foi avaliada em testes com o
organismo Ceriodaphnia dubia. O presente trabalho entende como concentragdes
ambientalmente relevantes aquelas detectadas nos ambientes aquaticos brasileiros (REIS et al.,

2019), delimitadas entre 0,16 ¢ 100 pg/L.

Portanto, esse trabalho configura-se como uma inovagdo em termos da avaliagdo de risco e
contribui ndo somente com a expansao da fronteira do conhecimento, mas também com as
futuras aplicagdes da avaliacdo de risco, buscando regulamentagdes mais realistas e que possam

contribuir com a protecao do meio ambiente.
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1.3 HIPOTESES

A seguir, apresentam-se as hipoteses testadas nesse trabalho:

= Metodologias de priorizagdo baseadas nas propriedades fisico-quimicas dos farmacos
podem fornecer subsidios para o gerenciamento ambiental do risco ecotoxicologico;
* A mistura entre fArmacos resulta em interagdes sinérgicas € antagonicas que nem sempre

podem ser previstas pelo modelo de adigdao de concentragdo e acao independente.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo Geral

Avaliar e modelar o risco ecotoxicologico individual e da mistura de farmacos detectados em

ambientes aquaticos, bem como o risco a saide humana.

1.4.2 Objetivos Especificos

Determinar, em termos de toxicidade cronica e aguda, a toxicidade dos farmacos

atorvastatina, loratadina, prednisona, fenofibrato e valerato de betametasona;

Avaliar a toxicidade aguda da mistura bindria dos farmacos atorvastatina, loratadina,
prednisona, fenofibrato, e comparar os efeitos observados com os previstos pelos modelos de

adi¢do de concentracdo (CA) e a¢do independente (I1A);

Identificar e descrever as interagdes toxicoldgicas que ocorrem entre os farmacos nas

combinagdes binrias usando o método do Indice de Combinagio (CI);
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1.5 REVISAO DE LITERATURA

1.5.1 Ocorréncia de farmacos nos ambientes aquaticos brasileiros

No Brasil, o cenario de contaminag¢ao ambiental por firmacos ¢ agravado devido aos problemas
de saneamento enfrentados pelo pais. Segundo dados do Sistema Nacional de Informagdes
sobre Saneamento (SNIS), 54,08% da populacdo urbana e rural brasileira foi efetivamente
atendida por rede coletora de esgoto em 2019. Contudo, somente 49,09% do volume de esgoto
gerado foi submetido ao tratamento e, portanto, na maioria das vezes, os efluentes domésticos
sdo lancados diretamente nos corpos d’agua (SNIS, 2019). Além disso, medicamentos em
desuso ou vencidos sdo comumente descartados no lixo comum ou em pias € sanitarios,
agravando o cendrio de contaminacdo. Dados estimados por Quadra e colaboradores (2019),
por meio de formularios eletronicos distribuidos nas diferentes regides brasileiras, revelaram
que 66% dos entrevistados destinam medicamentos para o lixo comum. Outras formas de
descarte sdo devolucdo para as farmacias (24%), descarte na pia ou sanitario (7%),
compartilhamento (2%) e queima (1%). Na cidade de Belo Horizonte, embora o percentual de
descarte na lixeira seja menor (52%), observa-se que uma menor porcentagem dos entrevistados
devolve os residuos para pontos de coleta (9%), sendo que aproximadamente um tergo dispoe

os residuos na pia ou sanitario (32%) (FERREIRA, RODRIGUES e SANTOS, 2015).

Por fim, ressalta-se o elevado consumo de medicamentos no pais. Em um estudo que envolveu
540 brasileiros das 5 regides, Quadra e colaboradores (2019) reportaram que 64% dos
entrevistados praticam a automedicagdo, principalmente de analgésicos. Analgésicos sdo
comumente vendidos sem prescri¢do nas farmacias brasileiras e ha a veiculagdo de propagandas
incentivando o consumo dessa classe de medicamentos. Em 2019, o principio ativo mais
comercializado foi o cloreto de sddio, utilizado como descongestionante, para limpeza de
ferimentos e como veiculo para medicamentos injetaveis. Em segundo lugar destaca-se a
losartana potéssica, utilizada principalmente no tratamento para hipertensdo. Em seguida,
destacam-se, entre outros, o antidiabético cloridrato de metformina e os analgésicos e anti-

inflamatérios nimesulida, ibuprofeno, dipirona, paracetamol (ANVISA, 2020).

A Tabela 1-1 apresenta 26 estudos que relataram a ocorréncia de 59 farmacos detectados nas

aguas superficiais brasileiras. O estado de Sdo Paulo concentra o maior numero de estudos (10),
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seguido por Minas Gerais (4), Rio de Janeiro (3), Parana (3), Rio Grande do Sul (2), Maranhao
(1) e Amazonas (1).
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Grupo Terapéutico Farmaco Concentracio maxima reportada (ng/L)
Ibuprofeno 744 254¢, 1307, 333¢, 373"
Naproxeno 655°, 3408, 1007, 145", 50"
Nimesulida 730*
Paracetamol 30421°, 1716¢, 13440™, 6860", 130"

Acido acetilsalicilico

930¢, 20960™, 5978"

Analgésico/ Anti-inflamatorio Betametasona 701%, 11960¢, 32007
Diclofenaco 386°, 463¢, 115™, 106", 507, 364", 60%, 785%
Cetoprofeno 620¢, 1020
Fenazona 33t
Fenilbutazona 133f, 275, 130~
Acido salicilico 51708
Amoxicilina 12841 8n
Ampicilina 0.45' 1"
Cefalexina 24221 220
Ciprofloxacino 119, 7
Claritromicina 199¢
Antibisticos Danoﬂox?cino 272
Enoxacino 386
Enrofloxacino 71t 147
Norfloxacino 514 31", 285¢, 1307
Sulfametoxazol 120¢, 106!, 46"
Tetraciclina 11
Trimetoprima 4841, 100"
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Analgésico Lidocaina 41¢
Etinilestradiol <0.16°, 14808, 4530k, 4390™, 777", 54°, 647, 25", 150¥
17-B-estradiol 155, 14208, 319, 13450k, 6806™, 969", 37°, 63P, 7", 87Y
Estriol 7" 38", 24 46Y
. Estrona 155, 940¢, 600/, 1040%, 5°, 394, 29, 14¥
Horménios
Levonorgestrel 663™, 133"
Progesterona 47" 450%, 195™, 73"
Progesterona 26Y, 77°, 48", 26X
Testosterona 25"
Antidiabéticos Glibenclamida 120°
Diuréticos Furosemida 112¢
Antifingicos Fluconazol 574%, 1413%, 4200*
Citalopram 79
Anmitriptilina 1964, 22%
Bromazepam 42¢
Bupropiona 18804
Carbamazepina 215°, 83¢, 5434, 35309, 659V, 652
Psiquiatricos Clonazepam 198¢
Diazepam 6264, 335¢
Escitalopram 5201
Fluoxetina 904
Sertralina 164*
Trazodona 2301
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Tabela 1-1 (continuagio)

Atenolol 8199°, 665Y
Atorvastatina 1020, 5107
o Propranolol 77°, 48", 26*
Reguladores lipidicos
Fenofibrato 40¢, 1388t
Gemfibrozil 708, 2591¢, 899", 177
Metformina 361, 2031, 36*
Imunossupressantes Prednisona 50f, 8105¢, 3600~
] ) Albendazol 22¢
Anti-helmintico
Mebendazol 18°
Estimulante Cafeina 1295855, 13798¢, 27000¢, 18828, 127092™, 4823", 1385', 24961"
) Loratadina 486", 2500
Antagonista do receptor Hz . .
Cimetidina 120#
Antiulcerosos Omeprazol 117

2 Canal Sdo Gongalo (Rio Grande do Sul) (CALDAS et al. 2018); ®Rio Monjolinho (Sdo Paulo) (CAMPANHA et al. 2015); ©Estuarios Anil e Bacanga (Maranh#o) (CHAVES et al.
2020); ¢ Curso d’agua receptor de efluente hospitalar (Rio Grande do Sul) (de ALMEIDA ef al. 2015); ¢Rio Guandu (Rio de Janeiro) (FERREIRA, 2018); f Rio Doce (Minas Gerais)
(FOUREAUX et al. 2019); ¢ Rio Iguagu (Parand) (IDE et al. 2017); " Diversos cursos d’dgua no estado do Rio de Janeiro (KUSTER et al. 2009); ‘Bacia hidrografica do rio Atibaia
(Sdo Paulo) (LOCATELLI et al. 2011); I Cérrego Rico (Sdo Paulo) (LOPES et al. 2010); ¥ Rio Iguagu (Parand) (MACHADO et al. 2014); ' Amostras coletadas de cursos d’aguas de
22 estados brasileiros (MACHADO et al. 2016); ™ Bacia hidrografica do rio Atibaia (Sdo Paulo) (MONTAGNER e JARDIM, 2011); " Cursos d’agua do estado de Sdo Paulo
(MONTAGNER et al. 2019); ° Regido metropolitana de Belo Horizonte (Minas Gerais) (MOREIRA et al. 2009); P Rio das Velhas (Minas Gerais) (MOREIRA et al. 2011); ¢ Rio
Atibaia e Ribeirdo Anhumas (Sao Paulo) (PIVETTA et al. 2020); " Reservatorio Lobo (Sao Paulo) (POMPEI et al. 2019); 5 Cursos d’agua do estado do Parana (REICHERT et al. 2020);
‘Regido metropolitana de Belo Horizonte (Minas Gerais) (REIS ef al. 2019); " Rio Atibaia (Sdo Paulo) (SODRE ez al. 2010)b; ¥ Ribeirdo Pirai e Rio Jundiai (Sdo Paulo) (SOUZA et

al. 2018); ¥ Rio Paraiba do Sul (Rio de Janeiro) (STUMPF et al. 1999); *Rio Negro, Igarapé Mindu e Igarapé do 40 (Amazonas) (THOMAS et al. 2014); ¥ Rio Piracicaba (Sao Paulo)
(TORRES et al. 2015); “SANTOS et al. (2020).

Programa de Pos-graduagdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos



30

Conforme pode ser observado na Tabela 1-1, os compostos mais estudados foram a cafeina, o
diclofenaco e os hormdnios 17B-estradiol, etinilestradiol e estrona, além do anticonvulsivante
carbamazepina. As maiores concentragdes estdo associadas aos compostos cafeina (129.585
ng/L), paracetamol (30.421 ng/L), &cido acetilsalicilico (20.960 ng/L) e 17B-estradiol (13.450
ng/L), sendo essas concentragdes superiores as reportadas em outros estudos da China (WANG
et al. 2010; LIN et al. 2016; ASGHAR et al. 2018; WANG et al. 2018), Estados Unidos da
América (PADHYE et al. 2014; BAI et al. 2018), Europa (LOPEZ-SERNA et al. 2010;
AZZOUZ AND BALLESTEROS 2013; MILIC et al. 2018) e América Latina (PENA-
GUZMAN et al. 2019). De fato, muitos autores destacaram que as concentragdes dos firmacos
detectadas no Brasil sdo superiores as reportadas em paises desenvolvidos (CHAVES et al.,

2020; REIS et al.,2019; POMPEIl et al.,2019; SANTOS et al., 2020; STARLING et al., 2019).

Em relagdo a agua tratada, 14 estudos investigaram a ocorréncia de fArmacos na dgua distribuida
a populacdo brasileira (CALDAS ef al. 2013; CALDAS et al. 2018; FURTADO ¢ VON
MUHLEN 2015; JARDIM et al. 2012; LOPES et al. 2010; MACHADO et al. 2016;
MALDANER E JARDIM 2012; MELO e BRITO 2014; MONTAGNER et al. 2019; REIS et
al. 2019; SODRE et al. 2010; SOLANO et al. 2015; TORRES et al. 2015; SANTOS et al.
2020). No total, 28 farmacos foram monitorados, sendo que a maioria dos estudos foram
concentrados nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul. A maior
concentracao foi reportada para o farmaco ibuprofeno (625.000 ng/L), seguido pelo atenolol
(300.000 ng/L) e paracetamol (200.000 ng/L) (MALDANER e JARDIM, 2012). Os autores

investigaram diferentes ETAs da regido de Campinas, abastecidas pelos rios Atibaia e Capivari.

Esse cenario de contaminag@o tem aumentado a preocupagdo com 0s riscos potenciais para os
organismos aquaticos e para a salde humana decorrentes da exposi¢do indesejada aos

compostos farmacéuticos.

1.5.2 Avaliagéao de risco ecotoxicolégico e a saude humana

O processo de aprovagao para a produgdo de farmacos requer avaliagdes rigorosas que levam
em consideracdo a segurancga e o risco-beneficio relacionado ao consumo do medicamento, a
fim de demonstrar sua eficiéncia e seguranca. Assim, comparado a outros poluentes ambientais,
a caracterizagdo ¢ o controle dos farmacos sao melhor efetuados (WHO, 2012). Ao mesmo
tempo, esses compostos sdo projetados para promover efeitos bioldgicos em baixas

concentragdes € para serem persistentes no corpo até que atinjam seus objetivos terapéuticos.
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Essas propriedades muitas vezes sdo responsaveis pela sua bioacumulagao e pelo seu potencial
para causar efeitos toxicos nos ecossistemas (FENT et al., 2006). A exposi¢ao continua a baixas
concentragdes de farmacos pode estar associada a diferentes efeitos nos organismos nao-alvo,
de acordo com as caracteristicas dos compostos (LI et al., 2020). Entende-se por organismos
ndo-alvo aqueles organismos expostos aos farmacos nos ambientes aquaticos de forma nao

intencional.

Nesse sentido, a avaliagdo de risco consiste em uma importante ferramenta para o
gerenciamento ambiental, pois € possivel comparar as concentragdes ambientais dos compostos
com as concentragdes de efeito determinadas em ensaios de toxicidade aguda e cronica. Nos
ensaios de toxicidade aguda, sdo avaliados os efeitos rapidos e severos do agente quimico nos
organismos expostos em um curto periodo de tempo, tais como mortalidade, no caso dos peixes,
ou imobilidade, no caso dos invertebrados (ZAGATTO E BERTOLETTI, 2008). Os ensaios de
toxicidade aguda apresentam menor custo e duracdo em comparacdo com os testes de

toxicidade cronica, além de maior facilidade de execugao.

Apesar dessas vantagens, muitas vezes os testes de toxicidade aguda ndo representam o que
ocorre nos ambientes aquaticos, visto que, devido a diluigdo, os agentes quimicos normalmente
estdo presentes em concentragdes subletais. Assim, embora ndo causem mortalidade, a
exposi¢do prolongada a esses agentes quimicos pode causar disturbios fisiologicos e/ou
comportamentais. Beckers et al. (2018) destacaram a importincia de considerar os efeitos
subletais ao avaliar o risco de farmacos presentes em corpos d’dgua. Ao investigar a toxicidade
de efluentes de ETEs contendo diversos compostos orgéanicos, inclusive farmacos, os autores
reportaram que, para peixes, somente os resultados de toxicidade aguda subestimariam o risco
associado aos compostos farmacéuticos. Dessa forma, os ensaios de toxicidade cronica surgem
como um complemento aos testes de toxicidade aguda. Esses ensaios consideram parte ou todo
o ciclo de vida dos organismos e, portanto, ¢ possivel avaliar, por exemplo, efeitos no

crescimento, reproducdo e comportamento dos organismos (COONEY, 1995).

Além do tipo de ensaio, a escolha do organismo-teste ¢ fundamental para resultados mais
confidveis e precisos. Os organismos selecionados devem ser representativos do ambiente e
sensiveis aos agentes quimicos testados. Alguns dos organismos mais utilizados nos ensaios de

toxicidade com farmacos sdo as algas Pseudokirchneriella subcapitata, os microcrustaceos
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Daphnia magna e Ceriodaphnia dubia, o peixe Danio renio, e a bactéria Aliivibrio fischeri

(VASQUEZ et al., 2014).

Nesse sentido, a Ceriodaphnia dubia (Figura 1-1), também conhecida como pulga-d ’agua,
pertence a ordem Cladocera ¢ ¢ um organismo amplamente utilizado em ensaios
ecotoxicologicos para a avaliagdo da qualidade de 4guas e efluentes, devido a sua sensibilidade
e facilidade de cultivo em laboratorio. Possuem ciclo de vida curto e elevada taxa de
reproducdo. Os cladoceros sdo consumidores primarios de ambientes dulcicolas e alimentam-
se por filtragao, sendo uma importante fonte de alimento para peixes. Nos ensaios de toxicidade,
os efeitos observados sdo a sobrevivéncia ¢ a inibicdo da reproducdo em um periodo de
exposicao de sete dias, podendo ser estendido até o oitavo dia (ABNT, 2017; ANSELMO et
al., 2018; ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). Atualmente o microcrustaceo Ceriodaphnia
dubia ¢ utilizado no monitoramento da qualidade das aguas do Instituto Mineiro de Gestdo das

Aguas (IGAM) (IGAM, 2021).

Figura 1-1 Microcrustaceo Ceriodaphnia dubia.

200 pm

Fonte: HANEY et al. (2019)

De acordo com as diretrizes europeias, a avaliagdo de risco ecotoxicologico € realizada pelo
calculo do coeficiente de risco (RQ, do inglés Risk Quotient), que consiste na razao entre a
concentra¢cdo ambiental prevista ou medida (PEC e MEC, do inglés Predicted Environmental
Concentration e Measured Environmental Concentration, respectivamente) € a concentracao
de efeito nao observado (PNEC, do inglés Predicted Non-Effect Concentration). O valor de
PNEC considera os dados de toxicidade aguda, CE50 ou CL50 (Effect ou Lethal
Concentration), e cronica do composto, NOEC (No Observed Effect Concentration),

determinados a partir de ensaios com diferentes espécies. Para a protecao do ambiente aquatico,
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assume-se que a prote¢do da espécie mais sensivel garante a prote¢ao da estrutura e, portanto,
da fun¢ao do ecossistema. Assim, ao determinar qual espécie ¢ mais sensivel aos efeitos de um
dado composto em estudo, ¢ possivel extrapolar, a partir dos dados de laboratorio dessa espécie,
o valor de PNEC para multiplas espécies no ecossistema (EUROPEAN COMMISSION, 2003;
EMEA, 2018).

Contudo, para grande parte dos compostos, a existéncia de dados de toxicidade ¢ limitada e, em
geral, somente dados de toxicidade aguda estdo disponiveis. Assim, € necessario a utilizagao de
um fator de incerteza (AF, do inglés Assessment Factor) no calculo de PNEC, visando
determinar a concentragdo abaixo da qual ¢ improvavel a ocorréncia de algum efeito no
ambiente aquatico. O valor de AF depende dos dados de toxicidade disponiveis e visa
compensar as variacdes laboratoriais, entre espécies, a extrapolagdo dos dados de toxicidade
aguda para toxicidade cronica, bem como a extrapolagdo dos dados laboratoriais para as

condi¢des reais do ecossistema (EUROPEAN COMMISSION, 2003).

Quando dados de toxicidade ndo estdo disponiveis, dados gerados a partir de modelos QSAR
(Quantitative Structure-Activity Relationships) sdo frequentemente utilizados para substituir e
complementar dados experimentais, especialmente do modelo ECOSAR (Ecological Structure-
Activity Relationships). Tais modelos assumem que a estrutura molecular do composto contém
informagdes que determinam suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas e que, portanto,
¢ possivel estimar a toxicidade a partir do conhecimento da sua estrutura (LI et al., 2020;
PAVAN et al., 2006). Dessa forma, dados originados nos modelos tém sido frequentemente
utilizados na avaliagdo de risco ecotoxicoldgico, especialmente em metodologias de priorizagao

(SANDERSON et al., 2004; ROOS et al., 2012; DONG et al., 2013; LI et al., 2020).

A respeito dos métodos de avaliacao de risco a saude humana para substincias encontradas em
alimentos e na 4gua, os mesmos envolvem o estabelecimento de doses aceitaveis ou toleraveis
de ingestdo diaria (ADI e TDI, do inglés Acceptable Daily Intake e Tolerable Daily Intake,
respectivamente). Esses valores representam a quantidade segura do composto que pode ser
ingerida diariamente por um longo periodo de tempo. Sao baseados em diferentes pontos de
partida, tais como o nivel de efeito adverso ndo observado (NOAEL, do inglés No-Observed-
Adverse-Effect Level) ou nivel de menor efeito observado (LOAEL, do inglés Lowest-
Observed-Adverse-Effect Level), obtidos em testes realizados com humanos e outros mamiferos

(WEN et al., 2014).
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Além desses, pode-se estabelecer doses de referéncia a partir de estudos estatisticos da curva
dose-resposta. Todos esses pontos de partidas baseiam-se em estudos toxicologicos e
epidemiologicos e, a eles, sdo aplicados fatores de incerteza que visam garantir que nao ocorra
nenhum efeito deletério, caso a exposi¢do exceda os valores estabelecidos de ADI e TDI por
algum periodo de tempo. Como nem sempre existem valores para o NOAEL/LOAEL
disponiveis, pode-se considerar nos calculos o valor da dose terapéutica minima (MTD, do
inglés Minimum Therapeutic Dose), que ¢ a menor quantidade do medicamento que € capaz de
produzir efeito terapéutico em uma determinada populacdo. Esses valores sdo determinados a
partir da ponderacdo entre eficiéncia e seguranga do fAirmaco e a eles também sdo aplicados

fatores de incerteza (WHO, 2012).

Um critério comumente utilizado na interpretagdo do risco ecotoxicoldgico e a satide humana
¢: RQ <0,01 (Risco insignificante), 0,01 <RQ < 0,1 (Baixo Risco), 0,1 <RQ <I (Risco médio)
e RQ>1 (Risco elevado) (HERNANDO et al., 2006; GAFFNEY et al., 2015; LIN et al., 2016).

Outra aproximagao utilizada na avaliacdo de risco a saide humana ¢ o célculo da margem de
exposicao (MOE, do inglés Margin of exposure), que consiste na razao entre a concentragao de
exposicao segura (ADI, TDI ou MTD) e a concentragcao ambiental (MEC ou PEC). As diretrizes
da Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos da América (USEPA) sugerem que

valores de MOE maiores que 100 indicam baixo risco a saude humana (WHO, 2012).

Um numero crescente de estudos tem sido publicado sobre a avaliagdo de risco ecotoxicologico
de farmacos detectados em ambientes aquaticos, como ETEs (AL AUKIDY et al., 2012;
VERLICCHI et al., 2012; CHEN et al., 2016; ARCHANA et al., 2017), ETAs (LIN et al.,
2016) e aguas superficiais (ARCHANA et al., 2017; MUTIYAR et al., 2018; GURUGE et al.,
2019). A Tabela 1-2 e a Tabela 1-3 apresentam alguns estudos publicados sobre avaliacao de
risco ecotoxicoldgico e a saude humana para concentracdes de farmacos detectadas em

ambientes aquaticos e na agua tratada, respectivamente.
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NO

Ambiente

Concentracao

Localizacio Férmacos Aquitico adotada PNEC AF Principais resultados Referéncia
Efluente de ETE Os antibidticos claritromicina, azitromicina e
Italia 19 e corbos d”Aeta Max. CES0 1000 sulfametoxazol foram relacionados a alto e médiorisco AL AUKIDY
rercpe toresgu MEC ecotoxicologico nos dois efluentes das ETEs ¢ nos e al (2012)
P ' corpos d'agua receptores.
B ETE hospitalar Max. CES0 Arlto risco ecotoxicologico foi rc?portado ’para 9 VERLICCHI
Italia 33 ETE municipal MEC ou 1000 farmacos detectados no efluente hospitalar ¢ 4 farmacos ¢ al (2012
P CL50 detectados no afluente e efluente da ETE. etal. ( )
Ching 14 ETA Max  CO 10 e b riseo cotonicolsgio, onquanto oo LN €1
(Agua bruta) MEC CENO 1000 outros compostos apresentaram riscos insignificantes. (2016)
CE50 O ibuprofeno apresentou risco ecotoxicologico
Republica Efluente de Média moderado a alto e o paracetamol apresentou risco ~ CHEN et al.
8 ou 1000 . \ . .
Tcheca wetlands MEC CL50 moderado a baixo. Para os outros farmacos, o risco foi (2016)
insignificante.
ETE (A B e
. : ARCHANA et
India 5 eiuir;‘[:) MEC CES0 1000  Microcystis aeruginosa no esgoto bruto e tratado. Risco 1 (2017 ¢
guas insignificante foi reportado para os outros compostos al. ( )
superficiais . .
detectados na agua superficial.
Lo , . Média Baseado nos resultados, os farmacos detectados no rio  MUTIYAR et
India ? Agua superficial MEC CESO 1000 Yamuna estdo associados a um risco insignificante. al. (2018)
As concentragdes detectadas dos farmacos ibuprofeno,
diclofenaco de so6dio, sulfametoxazol, acido
. ‘ . - . . ’ L RUGE
Sri Lanka 23 Agua superficial MEC CENO 10 mefenamico, triclosan, tramadol, claritromicina, GURUGE et
1000 al. (2019)

ciprofloxacino e triclocarban foram associadas a médio
e alto risco para organismos aquaticos.
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. N° Abordagem Concentracio Base do e A
Localizacdo , . . . Principais resultados Referéncia
farmacos. metodoldgica adotada calculo
Arlr\llérica do “ 90° percentil  NOAEL e Os resultadqs mqstrggam ~que os fér’rgac}(is nao CUNNINGHAM
orte e RQ PEC LOAEL representam~rlqu signi 1c’at1V0 para a saide humana et al. (2009)
Europa pela exposi¢do a agua potavel.
LOAEL
Portugal 6 RQ Max. (quando O célculo do risco indicou risco insignificante para GAFFNEY et al.
MEC disponivel) todos os farmacos considerados (RQ < 0,001). (2015)
MTD
N Max. Baseado no calculo da MOE, o risco a satde humana  SIMAZAKI et
Japao 8 MOE MEC MITD associado a ingestdo dos fArmacos foi insignificante. al. (2015)
As concentragdes detectadas dos farmacos nao
representam risco a saude humana. No entanto, os
farmacos triiodotironina, tiroxina, ramipril e seu
, MEC metabolito  ramiprilat, candesartan,  lisinopril, KHAN e
Canada 355 MOE PEC MID atorvastatina, lorazepam, fentanil, atenolol, NICELL (2015)
metformina, enalaprilat, morfina e irbesartan foram
considerados prioritarios para avaliagdo posterior
devido aos seus valores de MOE.
O risco foi considerado muito baixo para 13 farmacos
detectados. Os farmacos dimetridazol, tiamfenicol,
China 17 RQ Max. CENO e  sulfametazina e claritromicina foram re}aciona@os ao LEUNGetal
MEC CES0 RQ > 0,01 em pelo menos um estagio da vida e, (2013)
portanto, foram considerados prioritarios para o
monitoramento.
Mal4sia 9 RQ Média ADI Os riscos foram considerados baixos em todos os PRAVEENA et
MEC grupos de idade. al. (2019)
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Como pode ser observado na Tabela 1-2 e na Tabela 1-3, os estudos de avaliagdo de risco
geralmente assumem o pior cendrio, adotando concentragdes maximas € a menor concentragao
de efeito nao observado (PNEC). O objetivo ¢ representar um cenario conservador, ou seja, o
risco maximo possivel para os organismos aquaticos, considerando o farmaco em estudo

(GAFFNEY et al., 2015).

Além disso, a maioria dos estudos utilizam os valores de MEC no calculo do coeficiente de
risco (RQ) e o conceito de margem de exposi¢cao (MOE). No entanto, também existem estudos
nos quais o valor de PEC foi utilizado, principalmente devido a falta de dados disponiveis
(GAMARRA et al., 2015; NEVES e MOL, 2019). Roos ef al. (2012), compararam diferentes
metodologias, baseadas no calculo do risco, para a priorizagdo de compostos para
monitoramento e relataram que, em relagao ao paracetamol, o uso de PEC resultou em maiores
riscos quando comparado ao MEC. A partir disso, eles destacaram a importancia de uma
estimativa adequada de PEC, incluindo dados de remogao, degradacdo e bioconcentragdo nas

ETEs.

Além disso, a diretriz europeia exige o uso de dados de toxicidade cronica para avaliar os riscos
ambientais (EMEA, 2018). Contudo, devido a falta de dados de toxicidade cronica disponiveis,
a maioria dos estudos adota parametros agudos. Os valores de PNEC derivados de dados de
toxicidade aguda diferem dos valores derivados de dados de toxicidade cronica (VESTEL et
al.,2016; COORS et al., 2018) e, portanto, a falta de dados de toxicidade cronica ¢ apontada
como um grande desafio para estimar adequadamente os riscos (BACKHAUS e KARLSSON,
2014).

A legislagdo europeia também recomenda a adogao de fatores de incerteza (AF) iguais a 100
ou menores (EMEA, 2018). No entanto, a maioria dos estudos publicados adota valores de AF
iguais a 1000, considerando a auséncia de dados de toxicidade cronica e seguindo
recomendacgdes anteriores (ECHA, 2008). Em relagdo a avaliacdo de risco a saide humana,
valores da dose minima terapéutica (MTD) também sao utilizados quando ndo ha dados
toxicoldgicos disponiveis para determinar as concentragcdes seguras de ingestdo didria dos
farmacos (ADI ou TDI). No entanto, a adog¢do dos valores de ATI ou TDI ¢ preferivel aos
valores de MTD, visto que a determinacdo de MTD também leva em consideracdo razdes

praticas, tais como efici€éncia versus segurancga para os pacientes (GAFFNEY et al., 2015).
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Também ¢ possivel observar na Tabela 1-2 e na Tabela 1-3 que muitos estudos reportaram
riscos ecotoxicologicos e a saide humana insignificantes, considerando os farmacos detectados
nos ambientes aquaticos e na dgua tratada em outros paises. No Brasil, no entanto, Gamarra et
al. (2015) avaliaram, a partir de dados demograficos e de consumo, o risco ecotoxicoldgico dos
farmacos diclofenaco e ibuprofeno em diferentes cidades do Parand e reportaram a existéncia

de risco em 51 cidades para o ibuprofeno e 12 cidades para o diclofenaco.

Além desse, De Souza et al. (2009) reportaram alto risco ecotoxicoldgico para 8 antibidticos
presentes no efluente de um hospital em Curitiba (PR). Neves e Mol (2019) reportaram os
valores de RQ entre 1,26 (clonazepam) e 5457,45 (losartana) ao avaliar o risco ecotoxicologico
dos 10 farmacos mais consumidos no Sistema de Satde Unico (SUS) de Belo Horizonte. Os
autores se basearam na concentragao prevista em corpos d’agua receptores de efluente de ETEs
da cidade de Belo Horizonte. Em todos estes estudos brasileiros, os autores se basearam em

dados de consumo de medicamentos para estimar as concentragcdes ambientais dos farmacos.

Em relagdo aos estudos que utilizaram concentragdes detectadas em ambientes aquaticos
brasileiros, Montagner et al. (2014) avaliaram o risco ecotoxicoldgico da ocorréncia do agente
bactericida triclosan em 6 rios da cidade de S@o Paulo. Triclosan ¢ encontrado em uma
variedade de produtos cosméticos, como detergentes, pastas de dente, sabonetes, dentre outros.
Os resultados mostraram que o valor de PNEC foi excedido em 86% das amostras. Além desse,
Santos et al. (2020) reportaram a ocorréncia de risco ecotoxicologico para os farmacos
norfloxacino, atorvastatina, fluconazol e loratadina detectados nos mananciais de
abastecimento de ETAs localizadas em 4 regides brasileiras (nordeste, sudeste, sul e nordeste).
Em relagdo a saide humana, os autores também reportaram risco relacionado ao farmaco
atorvastatina detectado na agua tratada. O Brasil, no entanto, ainda nio possui nenhuma
regulamentacdo no que diz respeito a ocorréncia de fArmacos em ambientes aquaticos e na agua

tratada.

1.5.3 Ocorréncia de misturas no meio ambiente

Grande parte dos estudos sobre avaliacdo de risco de farmacos detectados em ambientes
aquaticos consideram as concentragoes individuais dos farmacos (BOPP et al., 2018) e
baseiam-se em dados de toxicidade aguda (COORS et al., 2018). Sabe-se, contudo, que essa
ndo ¢ a realidade presente nos corpos d’dgua, em que inimeros compostos ocorrem

simultaneamente e, além disso, ¢ necessario considerar a exposi¢do nao intencional a esses
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compostos durante longos periodos de tempo. E importante destacar, ainda, que diferentemente
de muitos outros contaminantes ambientais, os farmacos sdo produzidos para provocarem
alteracoes fisiologicas em humanos e animais e que, portanto, ¢ possivel que eles permanecam
biologicamente ativos para outras espécies no meio ambiente (VASQUEZ et al., 2014). Assim,
¢ fundamental a realizagdo de estudos mais consistentes que considerem a avaliagdo de risco
para as misturas ambientais, a toxicidade cronica dos compostos, além de considerar a

susceptibilidade dos individuos (WHO, 2012).

Existem 3 grupos de misturas quimicas importantes do ponto de vista ambiental: intencionais,
nao intencionais e coincidentes. As misturas intencionais referem-se aos produtos constituidos
por diferentes compostos, tais como os farmacos, que correspondem a uma mistura de
principios ativos, excipientes e aditivos. Nesse sentido, estudos relatam que os excipientes,
apesar de em muitos casos serem considerados inertes, também podem apresentar toxicidade.
Jacob et al. (2016), ao avaliarem a toxicidade aguda de dez farmacos em 3 diferentes
formulagdes para a espécie Aliivibrio fischeri, verificaram efeitos agudos relacionados a
exposicado dos organismos aos excipientes, ressaltando o seu potencial ecotoxicologico.
Adicionalmente, existem as misturas ndo intencionais, que correspondem aquelas emitidas por
uma fonte especifica, como os efluentes das ETEs das industrias farmacéuticas. Por fim, as
misturas originadas de diferentes fontes sdo chamadas de misturas coincidentes e correspondem
a realidade dos ambientes aquaticos. No caso dos farmacos, os mesmos podem ocorrer
simultaneamente com outros compostos organicos e inorganicos em um determinado

compartimento ambiental (KORTENKAMP et al., 2009; KIENZLER et al., 2016).

A avaliacdo do risco de exposi¢do as misturas ambientais ndo ¢ uma tarefa facil de ser realizada.
Normalmente, essa avaliagdo ¢ feita a partir de compostos pré-selecionados e, portanto,
influenciada pela capacidade dos métodos analiticos de cada laboratorio. Devido as inimeras
possibilidades de componentes e condi¢des ambientais, as misturas existentes nos ambientes
aquaticos ndo sdo completamente delimitadas. A auséncia de dados de ecotoxicidade para
muitos fArmacos humanos e veterinarios, especialmente quando comparados a outros poluentes,
como agrotoxicos (MUNZ et al., 2017), constitui-se também como um desafio a ser superado.

Nesse contexto, destaca-se a caréncia de dados de toxicidade cronica (BECKERS et al., 2018).

Faltam ainda informagdes sobre a toxicidade resultante da combinagdo e interagcdo entre os

compostos, modos de acdo e critérios para agrupa-los (VASQUEZ et al. 2014, BOOP et al.,
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2018; ALTENBURGER et al., 2019). O modo de a¢do ¢ definido como um conjunto comum
de fatores fisiologicos e sinais comportamentais que caracterizam um tipo de efeito biologico
adverso. O mecanismo de agdo, por sua vez, corresponde a um processo bioquimico e/ou
interagdo xenobiotica-bioldgica subjacente a um determinado modo de agdo (ESCHER e
HERMENS, 2002). O conhecimento do modo de acdo ecotoxicoldgico dos compostos ¢ uma
questao crucial para a previsao da toxicidade. No caso das misturas, esse conhecimento facilita
a aplica¢ao dos modelos de previsao de toxicidade, permitindo agrupa-los de acordo com as

premissas dos modelos (BOOP et al., 2015).

Nesse sentido, Verhaar e colaboradores desenvolveram uma metodologia para classificar os
compostos de acordo com os seus modos de agdo. A metodologia € baseada na estrutura quimica
dos compostos, possibilitando sua classificagdo em 5 categorias que representam um ou mais
modos de acdo: Classe 1 (narcose ou toxicidade de linha de base), Classe 2 (compostos menos
inertes), Classe 3 (compostos reativos), Classe 4 (compostos e grupos de compostos atuando
por um modo de agdo especifico) e Classe 5 (compostos que ndo podem ser classificados
utilizando a metodologia proposta por Verhaar) (VERHAAR et al., 1992). Assim, a toxicidade
dos compostos das Classes 1 e 2, por exemplo, pode ser prevista utilizando apenas informagdes
sobre a hidrofobicidade do composto e testes adicionais podem ndo ser necessarios. Para as
Classes 3 e 4, no entanto, a metodologia proposta por Verhaar permite destacar, de forma
simples e eficiente, que podem ser necessarios ensaios adicionais para determinar a toxicidade
dos compostos (ELLISON et al., 2015). A metodologia proposta por Verhaar tem sido
amplamente aplicada para a previsdo da toxicidade de diversos compostos para organismos

aquaticos (BAKIRE et al., 2018).

Além da indisponibilidade de dados, Agerstrand et al. (2011) destacaram a necessidade de
avaliar a confiabilidade e a relevancia dos dados existentes, visando garantir a qualidade da
avaliacdo de risco. A padronizagdao dos ensaios ecotoxicologicos também € importante, pois,
especialmente para andlises baseadas nos componentes individuais da mistura, diferentes
metodologias podem originar resultados incertos e inconsistentes (MENZ et al., 2017). Além
disso, muitos estudos avaliaram o risco associado a combinacao de farmacos baseando-se em
dados de toxicidade originados de ensaios nas quais as concentracgdes testadas foram proximas
ou muito superiores as concentragdes de efeito, extrapolando os resultados para concentracdes

comumente detectadas nos ambientes aquaticos (BOOBIS ef al., 2011). Portanto, a avaliagao
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dos efeitos e interagdes em concentragcdes ambientalmente relevantes € essencial para

avaliacdes de risco mais precisas.

1.5.3.1 Modelos de previsao da toxicidade das misturas

Dois classicos modelos sdo aplicados para a avaliagdo de risco de misturas de compostos
quimicos: o modelo de adi¢do de concentragdo e o de acdo independente. O modelo de adi¢ao
de concentragdo (Equacao 1) baseia-se no conceito de unidade téxica (TU), que € a razao entre
a concentracdo de um composto e a concentragdo que provoca um efeito de x% no organismo

teste.

mls Z Equagdo 1
ECXpis Xmis L E C,a

Cmis € a concentragdo total da mistura, ECx mis € a concentra¢do da mistura que provoca x% de
efeito, Ci sdo as concentragdes individuais dos compostos, € ECi sdo as concentragdes de efeito

individuais dos compostos.

Ao adotar o modelo de adi¢do de concentragdo, assume-se que os farmacos compartilham o
mesmo modo de agdo, isto €, que os compostos farmacéuticos interagem bioquimicamente do
mesmo modo. Assim, a toxicidade de uma mistura pode ser estimada a partir da soma das
unidades toxicas de seus componentes individuais, o que significa que se um dos compostos
fosse substituido por outro que causa o mesmo efeito, a toxicidade da mistura permaneceria

constante (BERENBAUM, 1985; BACKHAUS, 2016).

A utilizagdo do conceito de unidade toxica depende da disponibilidade de dados
ecotoxicologicos determinados para a mesma espécie em ensaios padronizados, para os
diferentes componentes da mistura. Na auséncia dos mesmos, uma aproximagao bastante
utilizada ¢ a soma dos coeficientes de risco (RQ). Essa aproxima¢do normalmente ¢ mais
conservadora que o calculo por espécie e, portanto, o modelo de adi¢ao de concentracao poderia
ser utilizado como uma etapa de aperfeigoamento dos resultados quando os mesmos indicarem
a ocorréncia de risco ambiental (BACKHAUS e FAUST, 2012; COORS et al., 2018).
Atualmente, a Europa utiliza a soma dos coeficientes de risco para a regulamentacao de

produtos farmacéuticos veterinarios (EMEA, 2016).
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O modelo de agdo independente (Equacdo 2), por sua vez, assume que todos os componentes
da mistura resultam em uma resposta toxicoldogica comum, mas fazem isso de maneira
independente, com modos diferentes de agdo, o que sugere que o efeito de um componente da
mistura ndo ¢ alterado pela presenca do outro (BERENBAUM, 1985; BACKHAUS, 2016;
BREZOVSEK et al., 2014). O modelo de adi¢do de concentragdo é considerado mais
conservador que o modelo de acdo independente (HOUTMAN et al., 2014; KIENZLER et al.,
2016).

n

ECxpys =1 — 1_[ [1-E(C)]

i=1

Equacao 2

Em que: Em que: E (c1), E (¢2) e E (cn) sdo os efeitos dos compostos individuais.

Os modelos de adi¢ao de concentragdao e¢ agdao independente assumem que, na mistura, os
farmacos ndo interagem entre si. Sabe-se, no entanto, que os farmacos podem interagir
biologicamente do mesmo modo com outras moléculas, tais como receptores de proteinas ou
enzinas, ou podem atuar por uma combinacao de modos de a¢ao. No primeiro caso, os firmacos
agem, portanto, de um modo aditivo. Na combinacdo de modos de agdo, todavia, os efeitos
podem resultar de mecanismos mais complexos, como a alteracdo da expressao génica de
reguladores celulares, a alteracdo dos niveis de concentragdes intracelulares de ions ou a
alteracdo do metabolismo celular. O efeito resultante dessas interagdes dependera das misturas
envolvidas, sendo que as misturas podem ter efeitos distintos nos diferentes tecidos e 6rgaos e,
portanto, em diferentes sistemas biologicos ou organismos (CARPENTER et al., 2002;
VASQUEZ et al., 2014).

A combina¢do dos fAirmacos na mistura pode resultar em efeitos antagonicos, sinérgicos ou
aditivos. O sinergismo ocorre quando a interagdo dos compostos resulta em uma toxicidade
maior que a prevista pelo modelo aditivo, em que interacdes entre 0os compostos nao sdo
consideradas. No caso do antagonismo, o efeito resultante ¢ menor (BOOBIS et al., 2011;
BACKHAUS, 2016). Na literatura encontra-se, ainda, trabalhos nos quais a combinacdo de
farmacos apresentou toxicidade mesmo quando seus componentes ndao induziram efeitos

isoladamente (BACKHAUS et al., 2000; BACKHAUS et al., 2008; THRUPP et al., 2018).
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Nesse sentido, o modelo Indice de Combinagdo (Equagdo 3) permite a quantificagdo do
sinergismo, efeito aditivo e antagonismo, independentemente do modo de acao dos compostos.
O modelo considera a forma das curvas dose-resposta dos compostos, bem como a proporgao,

em termos de massa, dos componentes da mistura (CHOU, 2006).

n P -1
l
ECy.. = Z Equagdo 3
s < 1 ECx,i X Clx comp) A
1=

Em que: ECy;i € a concentracao de cada componente da mistura que individualmente provoca o
mesmo efeito (x%) na mistura, Clx é o valor do Indice de Combinagdo (CI, do inglés

Combination Index) e P; € a propor¢ao de massa relativa dos componentes na mistura.

O método proposto por Chou (2006) permite quantificar o sinergismo (CI <1), antagonismo (CI
> 1) e os efeitos aditivos (CI = 1) nas misturas, independentemente do modo de a¢do. O modelo
indice de combinagdo tem sido frequentemente utilizado na previsao da toxicidade das misturas

de farmacos (GEIGER et al., 2016; GODOY et al., 2019; TROMBINI et al., 2016).

1.5.4 Caracteristicas dos farmacos selecionados

A atorvastatina (Figura 1-2) ¢ um regulador lipidico e de colesterol pertencente ao grupo das
estatinas sintéticas. A classe das estatinas atua no controle de doencas corondrias, promovendo
a reducdo dos niveis plasmaticos de colesterol por meio da inibi¢do da enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril Coenzima A (HMG-CoA) redutase, uma enzima fundamental para a biossintese
do colesterol. A atorvastatina e outros inibidores da HMG-CoA redutase sao amplamente
prescritos com o objetivo de diminuir a mortalidade e morbidade em pacientes com doenca
cardiovascular aterosclerotica (BAKKER-ARKEMA et al., 1996). Comercializada como
Lipitor® pela Pfizer, laboratorio aonde foi primeiramente produzida, foi a marca farmacéutica
mais vendida no ano de 2008 (PFIZER, 2008). E administrada na forma de sal calcico

(atorvastatina cdlcica).
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Figura 1-2 Estrutura molecular do farmaco atorvastatina.
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O farmaco fenofibrato (Figura 1-3) pertence ao grupo dos fibratos e ¢ conhecido por sua
capacidade de reduzir os niveis de colesterol e triglicérides no sangue. Os fibratos sdo
responsaveis por ativar os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma, que
desempenham um papel importante no metabolismo de acidos graxos e colesterol (FAQI,

2013).

Figura 1-3 Estrutura molecular do farmaco fenofibrato.

pe¥osae

A prednisona (Figura 1-4) ¢ um medicamento anti-inflamatoério glicocorticoide que ¢
convertido em prednisolona no figado apdés a administragdo. Atua inibindo as células
inflamatoérias e suprimindo a expressao de mediadores inflamatorios por meio da ligagdo aos
receptores celulares de glicocorticoides. A prednisona ¢ usada para tratar alergias graves, artrite,
asma e doencas da pele, do sangue, dos rins, dos olhos, da tireoide e do intestino. O farmaco
também pode ser usado para tratar certos tipos de cancer e prevenir a rejeigdo de Orgaos

transplantados (PAPICH, 2016; ENNA e BYLUND, 2008).
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Figura 1-4 Estrutura molecular do farmaco prednisona.

OH

O farmaco loratadina (Figura 1-5) ¢ um anti-histaminico ndo sedativo usado no manejo e
tratamento da rinite alérgica e urticaria. A loratadina se liga aos receptores H1 em diferentes
células e causa diminui¢do da permeabilidade vascular, do tonus da musculatura lisa ¢ da
ativacao dos receptores nociceptivos periféricos, evitando edema e rubor, broncodilatagcdo, dor

e prurido, respectivamente (NEGRO-ALVAREZ et al., 1996).

Figura 1-5 Estrutura molecular do farmaco loratadina.
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O farmaco valerato de betametasona (Figura 1-6) ¢ um glicocorticoide topico com agao
imunossupressora e anti-inflamatéria amplamente utilizado no tratamento de dermatoses e
outras doencas cutdneas. O modo de a¢do nao € claro, mas parece agir de forma semelhante aos
inibidores da enzima de conversdo da angiotensina para produzir uma inibicao das respostas de
fluxo na pele. Esse efeito ¢ provavelmente provocado pela interferéncia na agcdo de peptideos

ou proteinas vasodilatadoras (AHLUWALIA e FLOWER, 1993).
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1.6 ESTRUTURA DA TESE

Diante do exposto nessa revisao de literatura, considera-se que a avaliagdo de risco € uma
importante ferramenta de gerenciamento ambiental, e que a sua aplicacdo pode fornecer
diretrizes para a priorizagdo dos firmacos que podem representar risco ecotoxicologico e a
satide humana. Com o objetivo de avaliar os riscos de exposi¢do a multiplos compostos, foram
propostas metodologias cuja avaliacao de risco ocorre em diferentes niveis (MEEK et al., 2011;
PRICE et al., 2012; BACKHAUS e FAUST, 2012; BACKHAUS, 2016). Essas metodologias
objetivam uma avaliagdo pratica e realista dos riscos, considerando os compostos detectados
no meio ambiente, especialmente em um contexto regulatorio. Nessa abordagem em niveis, em
primeiro lugar, sdo utilizadas as informagdes disponiveis e as premissas sdo conservadoras. Em
seguida, se houver indicagdo de riscos ambientais, a avaliacdo de risco ¢ refinada a partir do

levantamento de novas informagdes e da utilizacdo de metodologias mais consistentes.

Dessa forma, no desenvolvimento da tese, os capitulos 2 e 3 apresentam uma avaliagao
preliminar do risco ecotoxicoldgico e a satide humana dos fArmacos previamente detectados na
RMBH. A partir dos resultados desses capitulos, foram selecionados cinco farmacos —
atorvastatina, betametasona, loratadina, fenofibrato e prednisona — para a realiza¢ao de ensaios
de toxicidade, visando o refinamento da andlise. Assim, no capitulo 4, a toxicidade cronica e
aguda dos farmacos selecionados foram comparadas. Além disso, os efeitos agudos observados
nos testes com as misturas binarias dos farmacos foram comparados com os efeitos previstos
pelos classicos modelos de adi¢cao de concentragdo e acao independente, e com o modelo indice
de combinagdo. Na sequéncia, ainda no capitulo 4, a toxicidade aguda e cronica da mistura dos
farmacos selecionados foi avaliada, considerando suas concentracdes ambientais (Figura 1-7).
Finalmente, o capitulo 5 contém o apéndice e o capitulo 6 contém as referéncias utilizadas no

desenvolvimento do trabalho.

Figura 1-7 Fluxograma da estrutura da tese: avaliacdo de risco em niveis.
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2 PRIORIZAGAO E AVALIAGAO PRELIMINAR DO RISCO
ECOTOXICOLOGICO DOS FARMACOS DETECTADOS NA REGIAO
METROPOLITANA DE BELO HORIZONTE
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2.1 INTRODUGAO

A diretriz europeia de avaliagdo do risco ecotoxicoldgico de farmacos utilizados na medicina
humana requer que essa avaliagdo seja realizada em duas etapas. A primeira fase consiste em
uma avaliagdo preliminar da exposi¢do ambiental do fArmaco e ¢ baseada nas suas propriedades
de persisténcia, bioacumula¢do e toxicidade (PBT), além de sua concentracdo ambiental
prevista (PEC). Todos os compostos devem ser avaliados preliminarmente quanto as
propriedades PBT, independentemente de seu valor de PEC. Caso o logaritmo do coeficiente
de particdo octanol-agua (logKow) > 4,5, uma avaliagdo mais detalhada ¢ necessaria.
Adicionalmente, de acordo com a diretriz, se o valor de PEC for abaixo de 0,01 ug/L, a
metodologia pressupde que o farmaco ndo apresenta risco para o meio ambiente. Contudo, se o
valor de PEC for igual ou superior a 0,01 pg/L, deve-se prosseguir para a segunda fase, que
consiste no calculo do coeficiente de risco (EMEA, 2018). Essa diretriz refere-se ao risco

individual dos farmacos. No entanto, os fArmacos ocorrem como misturas no meio ambiente.

Nesse sentido, Backhaus e Faust (2012) propuseram duas abordagens para o calculo do risco
ecotoxicologico de misturas quimicas, baseadas na soma das unidades toxicas e na soma do
coeficiente de risco dos compostos individuais. Ambas as abordagens sdo baseadas no conceito
classico de adi¢do de concentrag@o. No presente estudo, essas abordagens foram utilizadas para
a realizacdo de uma avaliagdo preliminar do risco ecotoxicoldgico dos farmacos previamente
detectados em aguas superficiais brasileiras, visando também subsidiar a sele¢cao dos compostos
a serem estudados durante o desenvolvimento da pesquisa. O trabalho foi baseado nas
concentragdes de dezoito farmacos detectados em seis ETAs da Regido Metropolitana de Belo
Horizonte (RMBH) publicados anteriormente por Reis et al. (2019). Também foi aplicada uma
metodologia de priorizacdo dos compostos baseada nas propriedades fisico-quimicas dos

farmacos.

Para tanto, os objetivos especificos deste capitulo foram (a) estimar a toxicidade da mistura dos
farmacos nos trés principais niveis troficos (algas, invertebrados e peixes); (b) avaliar o risco
que a mistura dos farmacos representa para os organismos aqudticos; (c) determinar a
contribuicdo individual dos fairmacos para o risco da mistura; e (d) avaliar a aplicabilidade de
uma metodologia de priorizacdo dos farmacos em misturas complexas, visando subsidiar o

monitoramento e gestao de risco.
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2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Concentragao ambiental dos farmacos

As concentragdes ambientais dos farmacos foram obtidas em um estudo publicado por Reis e
colaboradores, no qual os autores investigaram mensalmente a ocorréncia de 28 farmacos nos
mananciais de abastecimento e na agua tratada de seis ETAs localizadas na RMBH durante os
meses de agosto de 2016 e agosto de 2017 (Reis et al., 2019). No presente estudo, 18 farmacos
detectados nos mananciais de abastecimento foram considerados: betametasona, fenazona,
fenilbutazona, cetoprofeno, ibuprofeno, metformina, fluconazol, prednisona, danofloxacino,
enoxacino, enrofloxacino, norfloxacino, loratadina, atorvastatina, fenofibrato, gemfibrozil,
claritromicina e cafeina. Mais informagdes sobre as propriedades fisico-quimicas dos farmacos

e das ETAs sao apresentadas no Apéndice (Tabela 5-1 e Tabela 5-2).

2.2.2 Metodologia de priorizagao dos farmacos

A metodologia utilizada para a priorizagdo dos farmacos foi baseada na diretriz da European
Medicines Agency (EMEA) e foi aplicada primeiramente por Li ef al. (2020). Os farmacos
foram caracterizados quanto aos parametros: Ocorréncia, Persisténcia, Bioacumulagdo e
Toxicidade (OPBT). A partir dessa caracterizacdo, foram atribuidas 4 notas a cada farmaco
variando de 1 a 4, conforme Tabela 2-1. A classifica¢do final corresponde a soma das notas

obtidas nos quatro critérios (DAOUK et al., 2015).
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Tabela 2-1 Classificagdo dos farmacos de acordo com os valores de ocorréncia, persisténcia,
bioacumulagao ¢ toxicidade.

Critérios Parimetro Classificacao
MEC > 100 4
. 10 < MEC £ 100 3
Ocorréncia® (ug/L) 1 < MEC < 10 )
MEC <1 1
BIOWIN2 < 0,5 or BIOWING6 < 0,5 and BIOWIN3 < 2,2 4
a3 2.2 < BIOWIN3 < 3,0 3
Persistencia 3,0 < BIOWIN3 < 3.5 2
BIOWIN3 = 3,5 1
BCF > 2000 4
) . 1500 < BCF < 2000 3
Bioacumulagao* 1000 < BCF < 1500 2
BCF < 1000 1
ChV <0,1 4
. S 0,1 < ChV<l 3
Toxicidade’ (mg/L) 1 < ChV < 10 5
ChVv 210 1

Adaptado de Li et al. (2020); > Méaxima Concentragio Ambiental Detectada (MEC) (Reis et al., 2019); SBIOWIN3 (BioWin
v4.10); “BCF (BCFBAF v3.10); *Toxicidade Cronica (ECOSAR V2.0).

Os valores dos parametros Persisténcia, Bioacumulacdo e Toxicidade foram gerados pelo
modelo Quantitative Structure-Activity Relationships (QSAR) no software Estimation Program
Interface Suite (EP1), utilizando como entrada a estrutura quimica Simplified Molecular Input
Line Entry System (SMILES). Ha na literatura uma auséncia de dados de PBT dos farmacos e,
portanto, dados do QSAR tém sido muito utilizados especialmente em metodologias de

priorizacdo (SANDERSON et al., 2004; ROOS et al., 2012; DONG et al., 2013; L1 et al., 2020).

Para o critério persisténcia, os valores de biodegradagao final foram estimados usando o modelo
BIOWINS3, que estima o tempo necessario para a biodegradagdo completa do composto (em
semanas). Também foram utilizados os dados gerados pelo modelo BIOWIN2 ¢ BIOWING,
que utilizam modelos ndo lineares para determinar a probabilidade de degradagdo rapida do
composto. Para ambos os modelos, valores menores que 0,5 indicam que o composto ndo sofre
biodegradacao rapidamente. Para o critério de bioacumulacao, o modelo BCFBAF foi utilizado
para obter o fator de bioconcentragao (BCF) para os farmacos selecionados. Esse modelo estima

o BCF de compostos organicos a partir do logKow.

Em relacdo a toxicidade, o modelo Ecological Structure-Activity Relationships (ECOSAR) foi

utilizado para estimar a toxicidade cronica para algas, invertebrados e peixes. O valor de
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toxicidade mais baixo foi assumido para atribuir a classificagdo. O ECOSAR ¢ um programa
desenvolvido pela agéncia de protegao ambiental dos Estados Unidos da América (EPA, do
inglés Environmental Protection Agency) com objetivo de avaliar preliminarmente a toxicidade
de compostos organicos. A principio, dados estimados pelo ECOSAR nao devem ser utilizados
quando dados experimentais estdo disponiveis. Nesse trabalho, para alguns poucos farmacos,
havia dados experimentais na literatura (Tabela 5-4). Contudo, optou-se por utilizar dados
estimados pelo ECOSAR na metodologia de priorizagdo visando representar um cendrio em
que esses dados estariam indisponiveis, cendrio comum especialmente considerando dados de

toxicidade cronica.

Por fim, o critério ocorréncia baseou-se na concentragdo maxima ambiental medida (MEC) do

farmaco nos mananciais de abastecimento (REIS ez al., 2019).
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2.2.3 Risco ecotoxicolégico individual dos farmacos

O risco ecotoxicoldgico individual dos farmacos foi calculado a partir do coeficiente de risco

(RQ) (Equagao 4):

R MEC Equacao 4
¢ =PNEC

Visando representar o pior cenario, o valor de MEC adotado foi a maior concentracdo do
farmaco detectada nos mananciais de abastecimento. Além disso, a concentrag¢do de efeito nao
observado (PNEC) foi estimada a partir das menores concentragdes de efeito agudo (EC) e
cronico (NOEC), conforme Equagdo 5 e Equacdo 6. A diretriz da EMEA afirma que a avaliagao
de risco ecotoxicoldgico deve ser baseada em dados cronicos (EMEA, 2018). Neste trabalho, o

uso de dados cronicos e agudos teve como objetivo avaliar a relagdo entre os dois cenarios.

EC50 ou LC50 .

PNECygua0 = 1F Equagao 5
NOEC ~

PNECcronico = AF Equagdo 6

Os dados de toxicidade aguda e cronica dos 18 farmacos para trés niveis troficos (algas,
invertebrados e peixes) foram selecionados da literatura e do banco de dados US ECOTOX. Os
dados selecionados sdo apresentados no Apéndice (Tabela 5-3 e Tabela 5-4). Para a protecao
do ambiente aquatico, assume-se que a prote¢ao da espécie mais sensivel garante a protecao da
estrutura e, portanto, da fungdo do ecossistema. Assim, nos casos de disponibilidade de mais de

um dado de toxicidade para um determinado composto, foi utilizado o menor valor.

Para grande parte dos compostos, a existéncia de dados de toxicidade ¢ limitada e, em geral,
somente dados de toxicidade aguda estdo disponiveis. Dessa forma, ¢ necessaria a utilizacao de
um fator de incerteza (AF) no calculo de PNEC, que visa levar em consideracao as incertezas
ao extrapolar os resultados de dados de laboratorio de uma tinica espécie para um ecossistema.
Assumiu-se o valor de AF como 1000 para toxicidade aguda e 10 para toxicidade cronica

(EUROPEAN COMISSION, 2003; SANTOS et al., 2020).
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O RQ foi classificado em quatro categorias: insignificante (RQ < 0,01), baixo (0,01 <RQ <0,1),
médio (0,1 <RQ <I) e elevado (RQ > 1) (LIN et al., 2016; LI et al., 2020).

2.2.4 Risco ecotoxicolégico da mistura de farmacos

O risco ecotoxicologico da mistura dos farmacos foi calculado utilizando os conceitos de
Unidade Toxica (TU, do inglés toxic units) e Coeficiente de Risco (RQ). A utilizacdo do
conceito de TU permite avaliar os riscos para os principais niveis troéficos (algas, invertebrados
e peixes). Por outro lado, o calculo do RQ avalia o risco considerando o nivel tréfico mais
sensivel. Ambas as abordagens sao baseadas nos mesmos dados de entrada (BACKHAUS e

KARLSSON, 2014).

2.2.4.1 Soma das Unidades Toxicas (STU)

A TU de um composto individual para uma determinada espécie pode ser calculada de acordo

com a Equacao 7:

MEC

TU =
E(L)C50 or NOEC Equacgao 7

No célculo do risco ecotoxicologico da mistura, MEC representa a concentracdo de cada
farmaco nos mananciais de abastecimento durante todo o periodo de amostragem (12 meses).
Os dados de toxicidade aguda e cronica sdo apresentados na Tabela 5-3 e Tabela 5-4. A soma
das unidades toxicas (STU) para uma dada espécie foi calculada somando as TU individual dos
os farmacos, assumindo efeitos aditivos (Equacao 8). A soma das unidades toxicas foi calculada
para cada grupo de organismos (algas, invertebrados, peixes) nos 6 pontos de coleta ao longo

de todo o periodo de amostragem, considerando dados agudos e cronicos.

n

STU = E TU
- Equacao 8
1=

A contribui¢do de cada farmaco para a STU foi calculada a partir da Equacao 9:

TUi
%i= ﬁ X 100 Equagido 9
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Por fim, o coeficiente de risco (RQstu) para a mistura corresponde a soma das unidades toxica
(STU) do nivel troéfico mais sensivel (com base nos dados agudos) multiplicado por um fator
de incerteza igual a 1000 (Equacao 10) (BACKHAUS e FAUST, 2012; BACKHAUS e
KARLSSON, 2014).

RQsry = (STUqigae, STUinvert, STUfisp, ) X 1000 Equacdo 10

2.2.4.2 Soma dos Coeficientes de Risco (SRQ)

O RQ de um composto individual foi calculado de acordo com a Equagdo 4, enquanto o risco
da mistura de farmacos foi calculado somando o RQ individual dos farmacos (BACKHAUS e

FAUST, 2012) (Equacao 11).

o _Z": MECi
Q= L PNECi Equacdo 11
l=

MEC representa a concentragdo de cada fArmaco nos mananciais de abastecimento durante o

periodo de amostragem (12 meses). A contribui¢do de cada farmaco foi calculada de acordo

com a Equagdo 12.

. RQi
%i= % x 100 Equagdo 12
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Ocorréncia de farmacos nos mananciais de abastecimento

A concentracdo méxima ¢ a frequéncia de deteccdo dos farmacos nos mananciais de
abastecimento das ETAs sdo apresentadas na Tabela 2-2. Os resultados completos foram
reportados por Reis ef al. (2019), onde 18 dos 28 farmacos investigados foram detectados nos
mananciais de abastecimento. A maior concentragdo observada foi do analgésico e anti-
inflamatério betametasona, seguido pela prednisona. As maiores frequéncias de detecgao foram
relacionadas aos farmacos atorvastatina, prednisona e fluconazol. A betametasona também

apresentou frequéncia de detecgdo acima de 50% na ETAL.

Tabela 2-2 Frequéncia de detec¢do (FD) (%) e concentragdes méaximas (ng/L) detectadas dos
farmacos nos mananciais de abastecimento da Regido Metropolitana de Belo Horizonte.

ETA 123 ETA 22 ETA 3° ETA 4 ETA 5° ETA 6°
FD Max. FD Max. FD Max. FD Max. FD. Max. FD. Max.
BET 52% 6371 17% 4.109 42% 11960 33% 4.354 25% 7.836 33% 3.662

CLA - nd 8% 168 - nd 8% 199 - nd - nd
FNZ - nd - nd - nd - nd 33% 33 - nd
FNB 10% 275 - nd - nd - nd - nd - nd
FEN nd nd - nd 8% 290 8% 119 8% 1.388

FLU 90% 1413 58% 583 - nd 75% 763  50% 1.294 8% 62
LOR 10% 123 - nd 8% 56 25% 214 - nd 17% 486
PRE 81% 2.632 33% 2444 17% 2.085 83% 2329 83% 8105 25% 855

ATO 57% 639 42% 455 8% 109 67% 608 75% 1.020 - nd
CAF - nd 8%  1.385 - nd - nd - nd - nd
DAN 14% 68 17% 35 - nd 17% 61 33% 272 8% 23
ENO 5% 386 17% 354 - nd 33% 257 17% 240 - nd
ENR 10% 28 8% 64 - nd 8% 13 50% 71 - nd

MET 19% 203 - nd - nd 8% 167 - nd - nd
NOR 29% 156 33% 146 17% 89 33% 136 42% 285

- nd

CET 38% 546 33% 298 - nd 25% 1.020 42% 959 8% 22
GEM 29% 899 33% 475 8% 220 17% 211  50% 948 8% 12
IBU 5% 333 - nd - nd 8% 302 - nd - nd

Reis et al. (2019); *Rio; *Reservatorio; nd: ndo detectado. Abreviagdes: betametasona (BET), fenazona (FNZ),
fenilbutazona (FNB), cetoprofeno (CET), ibuprofeno (IBU), metformina (MET), fluconazol (FLU), prednisona
(PRE), danofloxacino (DAN), enoxacino (ENO), enrofloxacino (ENR), norfloxacino (NOR), loratadina (LOR),
atorvastatina (ATO), fenofibrato (FEN), gemfibrozil (GEM), claritromicina (CLA) e cafeina (CAF).

2.3.2 Priorizagao dos farmacos quanto a ocorréncia, persisténcia,
bioacumulacgao e toxicidade

A Tabela 2-3 apresenta a classificacdo dos farmacos de acordo com os critérios ocorréncia,

persisténcia, bioacumulagao e toxicidade, bem como sua classificacao final.
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Tabela 2-3 Classificagdo dos farmacos detectados na Regido Metropolitana de Belo Horizonte quanto a ocorréncia, persisténcia, bioacumulagao e
toxicidade cronica.

s on . < Toxicidade Cronica’ ; 3
Persisténcia’ Nivel Bioacumulagio? Nivel [mg/L] Nivel B)\Z(;l:"élilgc/ilaj Nivel Clas;;gi;ilcao
BIOWIN2 BIOWIN3 BIOWING6 BCF Peixes Daphnia Algas

Atorvastatina 0,0033 2,1572 0,0000 4 56,23 1 0,009 0,014 0,120 4 1.020 2 11
Cafeina 0,5625 2,7700 0,0521 3 3,16 1 577,393 209,991 228,425 1 1.385 2 7
Danofloxacino 0,0000 1,5802 0,0000 4 3,16 1 607,157 236,514 282,747 1 0,272 1 7
Enoxacino 0,0000 1,7271 0,0001 4 3,16 1 1953,508 650,519 626,876 1 0,386 1 7
Enrofloxacino 0,0000 1,5757 0,0000 4 3,16 1 367,321 152,294 198,357 1 0,071 1 7
Metformina 0,7642 2,9137 0,2379 3 3,16 1 91933,688 17071,402 7371,292 1 0,203 1 6
Norfloxacino -0,3916 1,9435 0,0001 4 3,16 1 2349,069 764,451 713,737 1 0,285 1 7
Betametasona 0,0003 1,7584 0,0015 4 8,85 1 54,467 28,852 52,626 1 11.96 3 9
Claritromicina 0,0000 1,2007 0,0000 4 56,49 1 5,980 4,496 13,271 2 0,199 1 8
Fenazona 0,8943 2,8052 0,0962 3 3,16 1 238,313 96,244 120,908 1 0,033 1 6
Fenilbutazona 0,9832 2,8600 0,0180 3 56,49 1 1,252 1,023 3,386 2 0,275 1 7
Fenofibrato 0,5052 2,0426 0,1025 4 322,20 1 0,056 0,068 0,390 4 1.388 2 11
Fluconazol 0,0000 1,4963 0,0000 4 3,16 1 752,456 280,142 314,701 1 1.413 2 8
Loratadina 0,0195 1,7358 0,0010 4 1253,00 2 0,024 0,032 0,217 4 0.486 1 11
Prednisona 0,0006 1,8632 0,1452 4 4,27 1 63,884 32,817 57,384 1 8.105 2 8
Cetoprofeno 0,0770 2,9265 0,1848 3 3,16 1 28,783 20,737 57,725 1 1.020 2 7
Gemfibrozil 0,8552 2,5906 0,6123 3 3,16 1 0,889 0,979 4,889 3 0,899 1 8
Ibuprofeno 0,8672 2,9582 0,1521 3 3,16 1 4,939 4,305 15,574 2 0,333 1 7

'BIOWIN3 (BioWin v4.10); 2BCF (BCFBAF v3.10); 3Toxicidade cronica (ECOSAR V2.0). Valores em negrito sdo os menores valores de toxicidade cronica que foram utilizados para a classificagao;
“Maximo MEC (Reis et al., 2019); 3A classificacio final corresponde a soma das classificagdes nos 4 critérios.
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Em relacdo a persisténcia, com exce¢do dos farmacos cafeina, metformina, fenazona,
fenilbutazona, cetoprofeno e gemfibrozil, todos os farmacos foram classificados como nivel 4
porque se enquadram nos critérios BIOWING6 <0,5 ¢ BIOWIN3 <2,2. Os demais farmacos
foram classificados como nivel 3, uma vez que 2,2 < BIOWIN3 <3. Os niveis 3 e 4 sdo os que
representam maior preocupacao, o que demonstra a caracteristica de persisténcia dos compostos
farmacéuticos. A persisténcia de um composto ¢ definida por sua capacidade de permanecer
estavel no meio ambiente e ¢ governada por suas propriedades e pelas condigdes ambientais,
sendo um parametro importante para identificar compostos persistentes, bioacumulativos e
toxicos. Os farmacos sdo projetados para serem resistentes a biodegradagdo com o objetivo de
melhorar seus efeitos biologicos. Além disso, os fAirmacos sdo frequentemente detectados em
ambientes aquaticos pois 0os mesmos sdo continuamente langados no meio ambiente por meio
das ETEs mais rapidamente do que suas taxas de remog¢ao ambiental (FATTA-KASSINOS et
al., 2011; BU et al., 2016).

A tendéncia a bioconcentragdo de uma substancia em organismos aquaticos ¢ geralmente
expressa por meio do fator de bioconcentragao (BCF), que consiste na razio de equilibrio entre
a concentracdo da substancia no organismo exposto e a concentragcdo da substancia dissolvida
no ambiente (BARRON, 1990). De acordo com o BCF, apenas a loratadina foi classificada
como nivel 2, enquanto os outros 17 farmacos foram classificados como nivel 1. Além do BCF,
o logaritmo do coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow > 3) também ¢ um critério util
para identificar uma tendéncia de acumulagdo. Esse coeficiente descreve a magnitude da
diferencga entre a solubilidade de um composto na dgua e sua solubilidade no solvente organico
octanol, o que gera uma estimativa do seu potencial de bioacumulagdo e bioconcentracao
(ZAGATTO E BERTOLETTI, 2008). Neste estudo, o log Kow dos farmacos claritromicina,
gemfibrozil, fenofibrato, atorvastatina e loratadina ¢ superior a 3, o que indica um potencial de

bioacumulagao e bioconcentragdo (Tabela 5-2) (ZENKER et al., 2014).

A partir dos resultados de toxicidade cronica, 14 farmacos foram classificados nos niveis 1 e 2.
Os farmacos atorvastatina, fenofibrato e loratadina foram classificados como nivel 4 ¢ o
farmaco gemfibrozil foi classificado como nivel 3. Como mencionado anteriormente, 0 menor

valor de toxicidade cronica foi utilizado na classificagao.

Em relacdo a ocorréncia, com exce¢do da betametasona (nivel 3), todos os farmacos foram

classificados nos niveis 1 e 2. Apesar disso, todos os farmacos foram detectados pelo menos
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uma vez em concentragdes superiores a 0,01 ug/L, o que indica que a segunda fase da avaliagao

de risco ecotoxicoldgico deve ser realizada, conforme mencionado anteriormente (EMEA,

2018).

A classificacdo final indicou que as maiores pontuagdes em relagdo as propriedades fisico-
quimicas foram apresentadas pelos farmacos atorvastatina, fenofibrato, loratadina (pontuagao
11), betametasona (pontuacdo 9) e claritromicina, fluconazol, prednisona e gemfibrozil

(pontuagdo 8).

2.3.3 Risco ecotoxicolégico individual dos farmacos

O risco ecotoxicologico individual dos farmacos é apresentado na Figura 2-1. Os resultados
completos sdao apresentados no Apéndice (Tabela 5-5). Nao foram encontrados dados de
toxicidade para os farmacos danofloxacino, enoxacino, fenazona, fenilbutazona, loratadina e
cetoprofeno. Os dados de toxicidade foram incompletos para grande parte dos farmacos e,

nesses casos, a toxicidade foi estimada pelo ECOSAR (Tabela 5-3 e Tabela 5-4).

Figura 2-1 Méximo coeficiente de risco ecotoxicologico dos farmacos detectados nos
mananciais de abastecimento da Regido Metropolitana de Belo Horizonte.
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Dos 18 farmacos, apenas 4 apresentaram PNEC agudo maior que PNEC cronico (Tabela 5-5),
indicando que, em geral, as estimativas utilizando PNEC agudo foram mais conservadoras,

especialmente devido ao maior valor de AF (Figura 2-1). As 4 excegdes sdo os reguladores
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lipidicos atorvastatina e gemfibrozil, a cafeina e o antidiabético metformina. Esses resultados
estdo em acordo com Vestel et al. (2016), que comparou a toxicidade cronica e aguda de 102

principios ativos.

Os maiores coeficientes de risco foram apresentados pelos farmacos cafeina (RQ Cronico =
1385) e atorvastatina (RQ Cronico = 784). Esses farmacos também foram associados a riscos
elevados (RQ > 1) para efeitos agudos. Os farmacos norfloxacino e ibuprofeno apresentaram
risco elevado (RQ > 1), tanto para efeitos cronicos quanto agudos, e também os farmacos
enrofloxacino, claritromicina, gemfibrozil, loratadina e fenofibrato, considerando apenas os
efeitos agudos. Os farmacos fenofibrato, loratadina e gemfibrozil foram associados a risco

médio considerando efeitos cronicos.

Os farmacos cafeina e ibuprofeno também foram associados a risco elevado quando detectados
em aguas superficiais do nordeste do Brasil (CHAVES et. al, 2020). O enrofloxacino, por sua
vez, € um antibiotico muito utilizado na medicina veterinaria. Estudos anteriores relacionaram
esse antibidtico a baixo risco ecotoxicologico nas concentracdes detectadas em efluentes de

ETEs (ZHANG et al., 2017) e aguas superficiais (TONG et al., 2011).

O farmaco fenofibrato, utilizado no tratamento de colesterol elevado, também foi associado a
médio risco ecotoxicologico por Verlicchi ef al. (2012), que investigaram a ocorréncia desse e
outros compostos em efluentes de hospitais € em ETEs no norte da Italia. Em 2017, foram
comercializadas no Brasil entre 1 a 10 milhdes de doses dos farmacos fenofibrato (ANVISA,

2018). O consumo estimado dos outros farmacos ¢ apresentado no Apéndice (Tabela 5-2).

Os farmacos danofloxacino, enoxacino, metformina, cetoprofeno, fenazona, betametasona e
fenilbutazona apresentaram risco insignificante (RQ < 0,01) ou baixo (0,01 < RQ <0,1),
considerando efeitos agudos e cronicos. Os farmacos enrofloxacino, fluconazol, claritromicina

e prednisona também apresentarem risco insignificante, considerando apenas efeitos cronicos.

Neste estudo, em geral, os menores valores de PNEC resultaram nos maiores valores do
coeficiente de risco (cafeina, atorvastatina, ibuprofeno, gemfibrozil e norfloxacino). Em relagao
aos efeitos agudos, essa tendéncia também foi observada para os farmacos claritromicina e
enrofloxacino. Como o célculo do coeficiente de risco depende da concentragdo de efeito e da

concentracdo ambiental do farmaco (MEC), baixos valores de PNEC ndo resultam
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necessariamente em riscos elevados. Como exemplo, os farmacos loratadina, fenofibrato,
metformina e fluconazol apresentaram risco baixo ou insignificante, apesar dos baixos valores
de PNEC cronico (Tabela 5-5). Em relagdo a concentracao ambiental, as maiores concentragdes

foram reportadas para os farmacos betametasona (11.960 ng/L) e prednisona (8.105 ng/L).
2.3.4 Risco ecotoxicolégico das misturas de farmacos
2.3.4.1 Soma das Unidades Toxicas (STU)

A Figura 2-2 apresenta a STU dos farmacos detectados nos mananciais de abastecimento das

ETAs da RMBH.

Figura 2-2 Soma das unidades toxicas dos farmacos detectados nos mananciais de
abastecimento da Regido Metropolitana de Belo Horizonte
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Apesar da variagdo ao longo do ano de monitoramento, considerando os dados de toxicidade
aguda, os resultados indicaram uma maior sensibilidade pelo grupo das algas. Esse padrao ¢
consistente com outros estudos que estimaram a toxicidade a partir de dados agudos
(BACKHAUS e KARLSSON, 2014; SANTOS et al., 2020;). Considerando os dados de
toxicidade cronica, os organismos mais sensiveis foram os peixes. Esses resultados demonstram
a importancia de considerar os efeitos cronicos na avaliagdo de risco. Os farmacos sdo
desenvolvidos com base em atividades bioldgicas especificas em um grupo de animais,

especialmente mamiferos. Como muitos desses sistemas sdo conservados entre os vertebrados,
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as semelhancas nos processos fisioldgicos tornam os peixes suscetiveis aos efeitos provocados

por farmacos nos ambientes aquaticos (BECKERS et al., 2018; CORCORAN et al., 2010).

A TU dos farmacos atorvastatina, norfloxacino e fluconazol frequentemente excedeu 107
(Apéndice Tabela 5-6). Consequentemente, a STU foi superior a 10 para aproximadamente
50% dos cenarios avaliados. STU variou de 0 a 1,4 x 102 (Tabela 5-6, Figura 2-2). De acordo
com a diretriz da agéncia dos Estados Unidos Food and Drug Administration (FDA), 107 ¢é o
valor critico para o primeiro nivel da avaliagdo de risco (baseado em dados de toxicidade aguda

de 1 espécie) (FDA, 1998).

A contribuicao individual dos farmacos para a STU ¢ apresentada na Figura 2-3. Os resultados

completos sdo apresentados na Tabela 5-6.

Figura 2-3 Contribuicdo média individual dos fArmacos para a soma das unidades toxicas para
algas, invertebrados e peixes.
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5 ATO ®mBET =CLA FEN mFLU ®=LOR ®PRE ®=GEM mQutros

Abreviagdes: ATO (atorvastatina); CLA (claritromicina); BET (betametasona); FEN (fenofibrato); FLU
(fluconazol); LOR (loratadina); PRE (prednisona) e GEM (gemfibrozil).

Em geral, o risco ecotoxicologico foi impulsionado principalmente pelo fArmaco atorvastatina.
A atorvastatina ¢ frequentemente usada para a reducao do colesterol e sua contribuicao para o

risco ecotoxicoldgico foi estudada anteriormente. Rocco et al. (2012) destacou a necessidade
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de monitoramento desse regulador lipidico nos ambientes aquaticos, ao destacar seu potencial
de provocar efeitos genotdxicos ao peixe Danio renio nas concentracdes detectadas em
efluentes domésticos da Italia. Resultado similar foi reportado por Gros et al. (2010), na qual a
atorvastatina foi associada a elevado risco ecotoxicologico na concentragdo detectada em
efluentes de ETEs no nordeste da Espanha. No mesmo estudo, o risco foi considerado baixo
para a concentragao detectada em aguas superficiais. Segundo dados da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), foram comercializadas no Brasil entre 1 a 10 milhdes de doses

do farmaco atorvastatina em 2017 (ANVISA, 2018).

A contribui¢ao média dos oito fArmacos classificados como prioritarios para a STU foi superior
a 80% para todos os grupos de organismos, exceto para as algas (cerca de 60%). Em relagdo as
algas, o risco ecotoxicoldégico da mistura também foi impulsionado pelo antibidtico
norfloxacino. Backhaus e Karlsson (2014) destacaram a toxicidade desse antibidtico para o
grupo das algas devido ao seu modo de agdo biocida, especialmente para as cianobactérias. Para
esse grupo de organismos, a TU dos antibidticos norfloxacino e enrofloxacino frequentemente
excedeu 107, Apesar de sua elevada toxicidade, esses antibidticos apresentaram baixa

frequéncia de deteccao no monitoramento realizado (Tabela 2-2).

2.3.4.2 Soma dos coeficientes de risco (SRQ)

A Tabela 2-4 apresenta o resumo da avaliagao do risco ecotoxicologico da mistura de farmacos
detectados nos mananciais de abastecimento da Regido Metropolitana de Belo Horizonte. Os
resultados apresentados na Tabela 2-4 indicaram elevado risco ecotoxicoldgico da mistura dos
farmacos detectados nos mananciais de abastecimento da ETA1, ETA2, ETA4 ¢ ETAS. Na
ETA3 e na ETAG6, elevado risco ecotoxicoldgico foi indicado somente no pior cenario, isto ¢,
considerando as concentragdes maximas dos fairmacos. A diferenga entre a qualidade da agua
dos mananciais de abastecimento foi destacada por Reis et al. (2019), e estd relacionada

principalmente ao grau de influéncia antrdpica nos diferentes pontos de amostragem.
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Tabela 2-4 Resumo da avaliagdo do risco ecotoxicologico da mistura de farmacos detectados
nos mananciais de abastecimento da Regido Metropolitana de Belo Horizonte.

ETA1 ETA2 ETA3 ETA4 ETAS ETAG6

Média 8,7 3,5 0,0 10,3 10,8 0,0
Agudo Contribuicio’ 88% 87% 100% 99% 78% 100%
SRQ Maiximo 18,5 84,2 4,1 99,9 23,5 11,9
Contribuigio* 40% 100% 46% 100% 73% 100%

Média 306,1 50,9 0,0 298,5 4278 0,0
Cronico Contribuigio* 100% 100% 100% 100% 100% 100%

SRQ Miximo 491,5 1385,0 84,4 468,1 786,2 0,8
Contribuigio’ 100% 0% 99% 100% 100% 100%

Média 7,2 3,6 0,0 9,9 10,3 0,0

RQstu L .

Miximo 11,5 84,0 2,9 99,5 18,2 11,2

SRQ/ RQstu 1,2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

!Contribui¢do dos farmacos prioritdrios: atorvastatina, claritromicina, betametasona, fenofibrato, fluconazol,
loratadina, prednisona e gemfibrozil.

Considerando SRQ, os oito farmacos classificados como prioritarios contribuiram em mais de
75% do risco ecotoxicologico na maioria dos cendrios. As excegdes foram o pior cendrio das
ETA 1, ETA3 e ETA 5 (agudo), e da ETA2 (cronico). Nesses casos, o antibiotico norfloxacino
foi responsavel por 54% e 27% do risco ecotoxicologico da mistura na ETA3 e na ETAS,
respectivamente, e o analgésico e anti-inflamatdrio ibuprofeno contribuiu com 60% do risco na
ETAIl. Em relagdo a ETA2, a cafeina foi responsavel por 100% do risco da mistura no pior
cenario, considerando efeitos cronicos. Apesar desses resultados, esses farmacos apresentaram
uma baixa frequéncia de detec¢do ao longo do ano de monitoramento (< 50%). Nos meses de
outubro de 2016 e margo de 2017, o antibidtico claritromicina foi responsavel por 100% do
risco ecotoxicoldgico na ETA 2 e na ETA 4. Contudo, esse farmaco foi detectado somente
nessas duas amostras ao longo do ano de monitoramento, o que indica que farmacos com baixa

frequéncia de deteccao podem ter grande influéncia no risco ecotoxicoldgico da mistura.

Apesar das excegdes apresentadas, considerando a dificuldade e os custos para o
monitoramento desses compostos nos ambientes aquaticos, bem como da realizacao de ensaios
ecotoxicologicos, os resultados demonstraram que metodologias de priorizagao baseadas nas
propriedades fisico-quimicas dos fdrmacos podem ser utilizadas como um guia para o
gerenciamento de risco de misturas complexas. Em geral, alguns fdrmacos contribuiram mais
para o risco da mistura, enquanto os farmacos danofloxacino, enoxacino, metformina, fenazona,

fenilbutazona e cetoprofeno tiveram apenas uma contribui¢do insignificante. Esses resultados
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sdo consistentes com outros estudos, em que também poucos compostos foram responsaveis
por grande parte do risco ecotoxicoldgico da mistura (BACKHAUS e KARLSSON, 2014;
BECKERS et al., 2018).

A Tabela 2-4 também apresenta os valores de RQsrtu. Os valores de RQstu foram semelhantes
aos de SRQ, conforme demonstrado pelo célculo da razao entre SRQ e RQsrtu. O calculo de
RQstu € baseado nos conceitos do modelo de adi¢cdo de concentragdo, uma vez que as unidades
toxicas dos farmacos sdo calculadas para o mesmo grupo de espécies. Por outro lado, a soma
dos coeficientes de risco (SRQ) ¢ conceitualmente diferente do modelo, pois € baseada nos
menores valores do RQ, calculados utilizando dados de ecotoxicidade para espécies diferentes.
No entanto, SRQ pode ser considerada uma estimativa pratica do modelo de adicdo de
concentragdo, sendo frequentemente utilizada como o primeiro nivel da avaliagdo de risco

ecotoxicologico de misturas (BACKHAUS, 2016; KIENZLER et al., 2019).

Os resultados apresentados neste estudo evidenciam um cenario preocupante e desafiador para
o Brasil. O pais enfrenta muitos problemas de saneamento, visto que muitas cidades ndo tém
estagcdes de tratamento de esgoto e, portanto, o reuso ndo planejado e indireto da agua ¢ uma
realidade. Muitos cursos d’agua no Brasil recebem lancamento de esgotos domésticos sem
tratamento, e sdo utilizados como mananciais de abastecimento, o que pode acarretar também
riscos a saide humana (MONTAGNER et al. 2019; REIS ef al. 2019). Além disso, o pais
apresenta desigualdades em relagdo a distribui¢do da populagdo, desenvolvimento econdmico,
clima e condigdes de saneamento e, portanto, a ocorréncia dos fairmacos pode variar nas
diferentes regidoes geograficas. Assim, considerando os recursos financeiros e de tempo
limitados, a metodologia de priorizagdo discutida neste estudo poderia ser aplicada para

selecionar os farmacos de maior importancia em cada regido.

Programa de Pos-graduagdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos



66

2.4 CONCLUSAO

A presenca de farmacos nas aguas superficiais brasileiras ¢ uma realidade. Com o objetivo de
determinar o risco ambiental das misturas farmacéuticas detectadas na RMBH, foi aplicada uma
metodologia de priorizacdo e a avaliagdo do risco ecotoxicologico, utilizando o calculo das

unidades toxicas e do coeficiente de risco.

O risco da mistura dos farmacos detectados nos mananciais de abastecimento da RMBH variou
de 0 a 1385. As algas foram os organismos mais sensiveis quanto aos efeitos agudos, enquanto
os peixes foram os mais afetados pelos efeitos cronicos. Esses resultados destacam a
importancia de se considerar os efeitos cronicos na avaliagao de risco, embora a falta de dados
de toxicidade cronica ainda seja um grande desafio nesse contexto. O coeficiente de risco das
misturas de farmacos frequentemente excedeu 1, indicando potencial risco para o meio

ambiente. O regulador lipidico atorvastatina foi responsavel por grande parte do risco.

A aplicagdo da metodologia de priorizagdo baseada nas propriedades fisico-quimicas dos
compostos ressaltou o potencial toxicologico dos farmacos, nessa ordem: atorvastatina,
fenofibrato, loratadina, betametasona, claritromicina, fluconazol, prednisona e gemfibrozil.
Esses farmacos foram responsaveis por mais de 75% do risco da mistura em grande parte dos
cenarios avaliados. Assim, a metodologia de priorizacdo proposta pode ser uma ferramenta
valiosa para o gerenciamento de risco, especialmente no Brasil, onde a ocorréncia de fArmacos

varia significativamente nas regides geograficas e os recursos financeiros sdo limitados.
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3 AVALIACAO PRELIMINAR DO RISCO A SAUDE HUMANA DOS
FARMACOS DETECTADOS NA REGIAO METROPOLITANA DE BELO
HORIZONTE
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3.1 INTRODUGAO

A exposi¢do continua as baixas concentracdes de farmacos pode aumentar a probabilidade de
riscos a saude humana (LARSSON, 2014) e a ingestdo de agua constitui a principal via de
exposicao ndo intencional aos farmacos (WEN et al., 2014). Nesse sentido, a avalia¢ao de risco
surge como uma ferramenta que auxilia na prevencao e redu¢do dos possiveis impactos dessa
exposi¢ao, a medida que, a partir de sua utilizagdo, ¢ possivel avaliar o risco associado aos
diferentes cendrios de exposi¢ao. A avaliacdo de risco pode ser utilizada também pelos 6rgaos
regulamentadores para fundamentar as legislagdes de protecao ambiental e de qualidade da
agua. Essa ferramenta tem sido frequentemente utilizada na avalia¢do do risco a saide humana

(CAO et al., 2020; PRAVEENA ef al. 2019; SHARMA et al., 2019).

Diante desse cendrio, os objetivos especificos deste capitulo foram avaliar o risco a saude
humana dos farmacos detectados na RMBH, considerando: (a) a concentracao individual dos
farmacos; (b) diferentes faixas etarias da populacao; (c¢) a remogao pelas ETAs monitoradas; e

a (d) sazonalidade.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Concentragao dos farmacos

Assim como no Capitulo 2, a concentragdo dos farmacos foi obtida no estudo publicado por
Reis et al. (2019). Para avaliagdo do risco a saude humana, foram consideradas as concentragdes
detectadas nos mananciais de abastecimento e agua tratada da RMBH, visto que alguns dos
mananciais estudados abastecem comunidades por meio de captacao direta. Mais informagdes
sobre as propriedades fisico-quimicas dos farmacos e das ETAs sdo apresentadas no Apéndice

(Tabela 5 1 e Tabela 5 2).

3.2.2 Risco a saude humana dos farmacos

A avaliagdo de risco a saude humana foi realizada para identificar os riscos potenciais dos
farmacos detectados nas ETAs em diferentes fases da vida. O calculo coeficiente de risco
consistiu na razao entre a concentracao ambiental medida (MEC) e valores orientadores na qual
acredita-se que nenhum efeito adverso ocorrera pela ingestdo dos compostos durante o tempo
de vida do individuo (DWEL, do inglés Drinking Water Equivalent Level), conforme a Equagao
13:

_ MEC
~ DWEL Equagdo 13

RQ

Neste estudo, o valor de MEC corresponde a concentragao dos farmacos detectados nas aguas
dos mananciais e na agua tratada, permitindo assim a avaliagdo do processo de tratamento para
reducdo do risco para a saude humana. O valor do DWEL foi estimado conforme proposto por

Gaftney ef al. (2015) (Equagdo 14):

DWEL ADIxBWxHQ
" DWIxABxFOE Equagdo 14

Em que: ADI ¢ a dose aceitavel de ingestdo (pg/kd.dia), BW representa a mediana da massa
corporal dos individuos nos diferentes estagios da vida (kg), HQ ¢ o coeficiente de risco, DWI
¢ a ingestdo didria de agua (L.dia'), AB representa a taxa de absor¢io intestinal e FOE ¢ a
frequéncia de exposi¢do ao farmaco. Conforme proposto por Gaffney et al. (2015), o valor dos
indices HQ e AB foi considerado 1 e FOE foi considerado 0,96, o que representa uma exposi¢ao

de 350 dias por ano. Os valores de BW e DWI foram adotados de acordo com a Tabela 3-1.
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Tabela 3-1 Grupos etarios selecionados e respectivos valores de massa corporal e ingestdo de

agua (CDC, 2002; EPA, 2011)1

Grupos de idade Massa Corporal (kg) Drinking Water Intake Level (L/day)

0 - 3 meses 5,6 1,15

3 - 6 meses 7,2 1,14

6 — 12 meses 9.4 1,18
1 -2 anos 12 0,85

2 - 3 anos 13 0,83

3 -6 anos 19 1,16

6 -11 anos 36 1,55

11 - 16 anos 56 1,9
16 - 18 anos 57 1,77
Adultos (>18 anos) 60 2,04

IGaffney et al. (2015)

O risco da mistura de farmacos foi calculado somando o coeficiente de risco individual dos
farmacos. Assim como no Capitulo 2, o RQ foi classificado em quatro categorias: insignificante
(RQ < 0,01), baixo (0,01 <RQ < 0,1), médio (0,1 <RQ <I) e elevado (RQ > 1) (LIN et al.,
2016; L1 et al., 2020).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Ocorréncia de farmacos nos mananciais de abastecimento e na
agua tratada

A concentragdo maxima e a frequéncia de detec¢do dos farmacos nos mananciais de
abastecimento das ETAs foram anteriormente apresentadas na Tabela 2-2. A Tabela 3-2
apresenta essas informagdes para a agua tratada. 10 dos 28 farmacos investigados foram
detectados na agua tratada, sendo que as maiores frequéncias de detec¢ao foram relacionadas
aos farmacos fluconazol e prednisona, enquanto as maiores concentragdes referem-se aos
farmacos betametasona e prednisona. Os resultados completos foram reportados por Reis ef al.

(2019).

Tabela 3-2 Frequéncia de detec¢do (FD) (%) e concentragdes maximas (ng/L) detectadas dos
farmacos na agua tratadas das Esta¢des de Tratamento de Agua da Regido Metropolitana de
Belo Horizonte.

ETA 1 ETA 2 ETA 3 ETA 4 ETAS ETA 6
Max. FD Max. FD Max. FD Max. FD Max. FD Max. FD

ATO 515 25 363 8 nd - 439 42 657 50 nd -
DAN 19 17 nd - nd - nd - 42 8 nd -
ENR nd - nd - nd - nd - 17 8 nd -
NOR 13 8 43 17 nd - nd - 210 33 nd -
BET 2164 33 950 17 1961 17 1615 17 2620 17 564 8
FLU 629 83 278 42 nd - 601 67 750 50 nd -
LOR 67 8 nd - nd - nd - nd - 55 8
PRE 1113 67 1083 25 1305 17 829 58 6323 83 20 8
CET 392 25 nd - nd - 450 17 561 17 nd -
GEM 43 17 85 8 nd - 62 17 293 50 nd -

Reis et al. (2019); 2Rio; 3Reservatorio; nd: ndo detectado. Abreviagdes: betametasona (BET),
cetoprofeno (CET), fluconazol (FLU), prednisona (PRE), danofloxacino (DAN), enrofloxacino (ENR),
norfloxacino (NOR), loratadina (LOR), atorvastatina (ATO), gemfibrozil (GEM).

3.3.2 Avaliagéao do risco a saude humana

3.3.2.1 Risco individual dos farmacos

A Tabela 3-3 apresenta os valores de ADI (ng/kg.dia) reportados na literatura e os valores
calculados de DWEL nas diferentes faixas etarias para os farmacos detectados na RMBH. Nao
foram encontrados os valores de ADI na literatura para os farmacos fenazona, fenilbutazona,

danofloxacino e enoxacino.
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Tabela 3-3 Valores de Acceptable Daily Intake (ADI) (ng/kg day) reportados na literatura e valores do Drinking Water Equivalent Level (DWEL) nas

diferentes faixas etdrias para os farmacos detectados nos mananciais de abastecimento e na agua tratada da Regido Metro

Drinking Water Equivalent Level (DWEL)

, ADI o 0-3 3-6 6-12 1-2 2-3 3-6 6-11 11-16 16-18 ~dultos
Farmaco Referéncia (>18
(ug/Kg,day) meses meses meses anos anos anos anos anos anos anos)
Atorvastatina 0,014 KHAN e NICELL, 2015 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,3 0,4 0,5 0,4
Cafeina 150 GAFFNEY et al. (2015) 760,9  986,8 1244,7 22059 24473 25593 3629,0 46053 5031,8 4595,6
Enrofloxacino 50 FAO/WHO (1995) 253,6 3289 4149 7353 8158 8531 1209,7 15351 16773 1531,9
Enoxacino 2857 SENGAR E VIJAYANANDAN (2022)  14492,0 18796,1 23707,5 42014,7 46612,7 487455 69121,0 87714,9 95838,6  87530,6
Metformina 1,1 KHAN e NICELL, 2015 56 7,2 9,1 16,2 17,9 18,8 26,6 33,8 36,9 33,7
Norfloxacino 2,9 KHAN e NICELL, 2015 14,7 19,1 24,1 42,6 473 49,5 70,2 89,0 97,3 88,8
Betametasona 0,015 EMEA, 1999 ap‘;%FSHAN ¢ NICELL, 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 03 0,4 0,5 0,5 0,5
Claritromicina 1,4 KHAN e NICELL, 2015 7,1 9,2 11,6 20,6 22,8 23,9 33,9 43,0 47,0 42,9
Fenofibrato 0,57 KHAN e NICELL, 2015 2,9 3,8 4,7 8,4 9,3 9,7 13,8 17,5 19,1 17,5
Fluconazol 0,29 KHAN e NICELL, 2015 1,5 1,9 2,4 43 4,7 4,9 7,0 8,9 9,7 8,9
Loratadina 0,14 KHAN e NICELL, 2015 0,7 0,9 1,2 2,1 2,3 2,4 3.4 43 4,7 43
Prednisona 0,0071 KHAN e NICELL, 2015 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
Cetoprofeno 1 EMEA, 1999 ap‘;%ﬁHAN ¢ NICELL, 5.1 6,6 8,3 147 163 17,1 242 307 33,5 30,6
Gemfibrozil 1,4 KHAN e NICELL, 2015 7,1 9,2 11,6 20,6 22,8 23,9 33,9 43,0 47,0 42,9
Ibuprofeno 0,29 KHAN e NICELL, 2015 1,5 1,9 2,4 43 4,7 4,9 7,0 8,9 9,7 8,9
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Conforme pode ser observado na Tabela 3-3, grande parte dos valores de ADI adotados foram
utilizados anteriormente por Khan e Nicell (2015) em um estudo que investigou o risco a saude
humana de 355 farmacos detectados na adgua tratada, baseando-se nas concentragdes previstas
¢ medidas no Canada. Como ressaltam os proprios autores, os valores de ADI utilizados pelos
mesmos foram conservadores, visando evitar resultados falso negativos. Assim, foram

utilizados fatores de incerteza elevados, variando de 10 a 10000.

O risco a saide humana individual dos farmacos ¢ apresentado na Figura 3-1. Os resultados
completos sao apresentados no Apéndice (Tabela 5-7). Os resultados destacados na Figura 3-1
representam o pior cenario para a faixa etaria dos adultos, visto que foram consideradas as

concentragdes maximas para o calculo do coeficiente de risco.

Figura 3-1 Méximo coeficiente do risco a saide humana dos fairmacos detectados nos
mananciais de abastecimento e na agua tratada da Regido Metropolitana de Belo Horizonte.
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Como pode ser observado na Figura 3-1, os farmacos atorvastatina, betametasona e prednisona
foram associados a risco elevado para a saide humana, considerando o célculo do coeficiente
de risco para os mananciais de abastecimento e para a agua tratada. Em relacdo ao regulador
lipidico e de colesterol atorvastatina, Houtman et al. (2014) anteriormente havia destacado o
baixo valor de ADI e seu potencial carcinogénico. Khan e Nicell (2015) também recomendaram
a priorizagdo no monitoramento e o aprofundamento na avaliagdo de risco desse farmaco.

Estudos que avaliaram a presenga e a ocorréncia dos farmacos prednisona e betametasona nao
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reportaram risco, pois os mesmos nado foram detectados nas amostras analisadas (GAFFNEY et

al.,2015; KHAN e NICELL, 2015).

Os valores do coeficiente de risco, considerando as concentragdes maximas detectadas,
variaram de 1,1 x 107 (Enrofloxacino, dgua tratada) a 3,7 x 10! (Prednisona, manancial de
abastecimento), valores superiores aos reportados por muitos estudos (PRAVEENA et al.,
2019; CAO et al., 2020; SIMAZAKI et al., 2015). Sengar e Vijayanandan (2021), no entanto,
reportaram valores de RQ superiores a 100 nas dguas superficiais e na agua subterranea da India

para as faixas etarias de 1 -2 anos e 16 — 21 anos.

Assim como no calculo do risco ecotoxicoldgico, os baixos valores de ADI foram responsaveis
pelos elevados valores do coeficiente de risco a saide humana. Apesar da elevada concentragao
dos farmacos detectados nos ambientes aquaticos e na agua tratada da RMBH (REIS ef al.,
2019), na ordem de pug/L, os valores de ADI para os farmacos atorvastatina, prednisona e
betametasona s3o pelo menos 10 vezes inferiores aos valores de ADI aos demais farmacos
estudados, e estdo na ordem de ng/L. No caso da atorvastatina, o baixo valor de ADI esta
relacionado a sua contraindicacdo para mulheres gravidas (FDA, 2021). Resultados similares
foram reportados por Dai ef al. (2021). Entre os 20 farmacos estudados, os autores reportaram
que os baixos valores de ADI dos hormonios 17f-estradiol, estriol e estrona explicam os
maiores valores do coeficiente de risco apresentados por esses farmacos, considerando todas as

faixas etarias avaliadas.

3.3.2.2 Risco nas diferentes faixas etarias

A Figura 3-2 apresenta a soma dos valores de RQ para todas as faixas etérias, considerando
para o calculo a concentragio média detectada dos farmacos durante o periodo de
monitoramento. O uso de diferentes grupos etarios no calculo de RQ ¢ util para reduzir as
incertezas envolvidas na avaliagcdo de risco a saude humana e para identificar grupos de idade

mais vulneraveis (SHARMA et al., 2019).
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Figura 3-2 Soma dos coeficientes de risco (RQ) médio dos principais farmacos detectados nos mananciais de abastecimento (a esquerda) e na agua
tratada (a direita) de seis Estagdes de Tratamento de Agua (ETA) da Regido Metropolitana de Belo Horizonte em diferentes
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Conforme pode ser observado na Figura 3-2, a soma dos coeficientes de risco foi superior a 1
(risco elevado) em todos os cenarios considerados, com excecdo da agua tratada da ETA6. Os
farmacos atorvastatina, betametasona e prednisona foram responsaveis pelo risco elevado em
todas as ETAs, sendo que, com exce¢do desses farmacos, todos os outros apresentaram risco

insignificante a satide humana (RQ < 0,01).

Além disso, ¢é possivel observar que, devido a menor massa corporal, o coeficiente de risco foi
superior nas menores faixas etdrias e diminuiu ao longo da vida do individuo. Na faixa etaria
de 0 a 3 meses, o coeficiente de risco foi aproximadamente 6 vezes maior em comparagao com
os adultos. Esse resultado ¢ similar aos resultados de outros estudos que utilizaram os valores
de referéncia de massa corporal e ingestdo de dgua da USEPA (GAFFNEY et al., 2015;
SHARMA et al., 2019; WEN et al., 2014). Diferencas entre a massa corporal e a ingestdo de
agua entre os paises pode afetar diretamente essa andlise. Estudos que consideraram dados sobre
a populagdo chinesa, por exemplo, reportaram que o maior risco foi associado a faixa etaria dos
9 meses a 2 anos (CAO et al.,2020). No Brasil, a pesquisa de or¢amentos familiares do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) disponibiliza dados sobre a massa corporal dos
brasileiros (IBGE, 2010), contudo ndo foram encontrados dados sobre a média de ingestdo de
agua nas diferentes faixas etarias. Portanto, a considera¢do dos dados da populacdo dos Estados
Unidos da América representa uma limitacdo do presente estudo. Apesar dessa limitagao, os
resultados apresentados nesse estudo podem ser utilizados como uma referéncia para o

gerenciamento de risco no Brasil.

3.3.2.3 Reducio do risco nas Estacées de Tratamento de Agua

Com o objetivo de avaliar o desempenho das ETAS na redu¢do do risco a satide humana, a
Figura 3-3 apresenta a soma dos coeficientes de risco dos farmacos detectados (considerando a
concentracdo média dos farmacos e faixa etdria adultos) e a eficiéncia de remocgao do risco pelas
ETAs (%). O processo de tratamento adotado pelas ETAs estudadas ¢ apresentado na Tabela
5-1 (Apéndice).
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Figura 3-3 Coeficiente de risco calculado para a mistura de farmacos detectados nos
mananciais de abastecimento e na agua tratada das Estacdes de Tratamento de Agua (ETAs)
da Regido Metropolitana de Belo Horizonte, e eficiéncia de remog¢ao do risco pelo tratamento
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Em geral, a concentragdo dos fAirmacos detectados na 4gua tratada das ETAs da RMBH foi
superior as reportadas em outros paises (CAO et al., 2020; PRAVEENA ef al., 2019), mas
similar a outros estudos brasileiros (MALDANER e JARDIM, 2012; SODRE et al., 2010).
Montagner et al. (2019) avaliaram o risco a saude humana de farmacos detectados nas aguas
superficiais e na dgua tratada do estado de Sao Paulo por 10 anos. Os autores reportaram risco
somente para o hormodnio 17-B-estradiol. Moreira et al. (2011) também reportaram a
possibilidade de risco a satide humana para os hormoénios 17-a-etinilestradiol e 17-B-estradiol,

detectados nos mananciais de abastecimento da RMBH.

Grande parte das ETAs brasileiras adotam o sistema convencional de tratamento de dgua, que
inclui as etapas de coagulacdo/floculagdo, sedimentagdo, filtracio e desinfeccdo. Tal
configuragdo muitas vezes ¢ ineficaz na remog¢do completa dos farmacos (HUERTA-
FONTELA et al. 2011; PAI et al., 2020), visto que tais ETAs sdo prioritariamente projetadas
para a remocdo de solidos e patogenos. Além disso, conforme discutido anteriormente, a
qualidade dos mananciais de abastecimento brasileiros muitas vezes estd comprometida

devidos as condigdes precarias de saneamento no pais.

Observa-se que os maiores valores do coeficiente de risco € menor redu¢do do risco estdo
associados a ETAS. Em geral, a eficiéncia de remocao dos fArmacos na ETAS foi inferior as
outras ETAs (Reis et al., 2019). Contudo, esse resultado esta diretamente relacionado a baixa

eficiéncia de remogdo do farmaco prednisona, que foi responsavel por 90% do risco. Conforme
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discutido por Reis ef al. (2019), em comparagdo aos outros mananciais de abastecimento
estudados, a qualidade da agua do manancial de abastecimento da ETAS encontra-se
comprometida devido a influéncia antropica. Diferentemente das outras ETAs, a ETAS adota
estrategicamente uma etapa de flotacdo de ar dissolvido como uma alternativa a sedimentacao

e utiliza carvao ativado em p6 devido a frequente floracdo de algas.

Na ETA6 e na ETA3, o risco associado ao consumo de agua reduziu da categoria elevado (RQ
> 1) para médio (0,1 <RQ <1). Na ETA6, houve reducdo de aproximadamente 95% do risco
apos o tratamento, devido a elevada remocdo dos farmacos betametasona (91 + 18%) e
prednisona (99 £ 1%). Na ETA3, a redu¢do do risco estd associada principalmente a remocao
do farmaco betametasona no tratamento (70 £ 10%) (Reis et al., 2019). Nas ETAs 1, 2 ¢ 4,
houve redugdo de aproximadamente 70% do risco, devido principalmente a remog¢do dos
farmacos betametasona, atorvastatina e prednisona. A contribui¢ao desses farmacos para o risco
apos o tratamento variou entre as ETAs: atorvastatina (0 - 19%), betametasona (4 — 90%) e

prednisona (9 — 90%).

3.3.2.4 Sazonalidade

A Figura 3-4 apresenta a variagdo mensal do risco a saide humana e da precipitagdo (mm) ao
longo do ano de monitoramento. Os resultados apresentados representam a soma do risco nos

mananciais de abastecimento das ETAs monitoradas.
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Figura 3-4 Variagdo mensal da precipitacdo total (mm) e do risco da mistura dos farmacos.
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A avaliagdo da sazonalidade do risco a satide humana nos mananciais de abastecimento pode
fornecer informagdes que auxiliem as companhias de saneamento no gerenciamento do risco,
como por exemplo informar sobre a necessidade de reforgar o tratamento em épocas do ano em
que o risco ¢ maior. A variagdo da concentragdo dos farmacos ao longo das estacdes do ano tem
sido avaliada por diversos autores, que reportaram que essa variagdo pode ocorrer devido a
sazonalidade no uso dos farmacos e, principalmente, as condi¢des ambientais, como
precipitacdo, radiagdo solar e temperatura (PADHYE et al., 2014; MENDOZA et al., 2014;
LINDHOLM-LEHTO et al., 2016). E possivel observar na Figura 3-4 que o risco a satude
humana nas ETAs avaliadas foi maior entre os meses de agosto e outubro de 2016, e a partir de
abril de 2017, periodos relacionados a menor precipitacdo. A diluigdo tem um papel importante
na concentracao dos fArmacos e, normalmente, periodos mais secos sdo associados as maiores
concentracdes (AZZOUZ e BALLESTEROS, 2013). Além da precipitacdo, o verdo brasileiro,
periodo de dezembro a margo, ¢ caracterizado por altas temperatura e maior incidéncia de luz,
0 que contribui para a degradacdo dos farmacos nos mananciais de abastecimento

(VALCARCEL et al., 2013; VIENO et al., 2005).

Apesar da relacao entre a concentragdo dos farmacos e o risco a saude humana, ¢ importante
ressaltar que o calculo do risco também considera as caracteristicas toxicologicas do farmaco

em analise e, portanto, nem sempre maiores concentragdes indicam risco mais elevado. Ao
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longo dessa discussdo, foi possivel perceber que, apesar dos farmacos betametasona e
prednisona terem sido detectados em elevadas concentragdes no monitoramento realizado na
RMBH (REIS et al., 2019), os baixos valores de ADI foram determinantes para o elevado risco
associado a esses compostos. Esse padrao também foi observado para o farmaco atorvastatina.
Nesse sentido, apesar de no més de setembro de 2016 a concentragao total dos farmacos ter sido
maior que em agosto de 2016 (REIS et al., 2019), o risco a saide humana no més de agosto foi
maior. A maior concentragao total dos farmacos em setembro de 2016 reportada anteriormente
por Reis et al. (2019) esta relacionada, principalmente, a deteccdo dos farmacos gemfibrozil
(ADI = 1,4 pg/kg.dia) e fluconazol (ADI = 0,29 pg/kg.dia) nas ETAs 1, 2, 4 e 5. Contudo, o
valor de ADI para esses farmacos €, pelo menos, 19 vezes maior que dos farmacos prednisona
(ADI=0,0071 pg/kg.dia), atorvastatina (ADI = 0,014 pg/kg.dia) e betametasona (ADI = 0,015
ng/kg.dia). Esses resultados sugerem que, além do foco na remogao dos compostos nas ETEs e
ETAs, as ferramentas de gerenciamento de risco devem considerar a toxicidade dos farmacos

detectados, a fim de priorizar aqueles que podem representar maior risco a saude humana.
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3.4 CONCLUSAO

O risco a saide humana dos farmacos detectados nos mananciais de abastecimento e agua
tratada da RMBH foi calculado por meio da determinagdo do coeficiente do risco, considerando
a concentragdo dos farmacos e dados de toxicidade reportados na literatura. A partir dessa
analise, ¢ possivel investigar, de forma preliminar, se tais firmacos podem acarretar impactos
para a saude humana. Dos farmacos detectados nos mananciais de abastecimento e na agua
tratada, o regulador lipidico e de colesterol atorvastatina, o anti-inflamatorio e analgésico
betametasona e o imunossupressante prednisona destacaram-se pelo seu elevado risco, em todas
as ETAs avaliadas. Tais resultados, portanto, apontam o potencial toxicoldgico relacionado a
esses farmacos nas concentragdes detectadas nos ambientes aquaticos e na dgua tratada. Além
disso, as menores faixas etarias foram consideradas mais vulneraveis ao risco, que diminui ao
longo da vida do individuo. As ETAs avaliadas contribuiram para a remogao de 52 a 94% do
risco a saude humana, no entanto, somente em duas ETAs a classificagdo do risco foi alterada
de elevado para médio apos o tratamento. Nas outras ETAs, a redug¢ao ndo foi suficiente para
alterar a classificacdo do risco. Os maiores valores de risco foram associados aos periodos de

menor precipitacao.
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4 RISCO ECOTOXICOLOGICO INDIVIDUAL E DA MISTURA DOS
FARMACOS ATORVASTATINA, BETAMETASONA, LORATADINA,
PREDNISONA E FENOFIBRATO
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4.1 INTRODUGAO

Nos ambientes aquaticos, os organismos sdo simultaneamente expostos a uma variedade de
compostos e, portanto, a avaliacao de risco ecotoxicologico baseada na toxicidade individual

dos compostos pode subestimar o real impacto ambiental dos contaminantes.

Estimar o risco resultante da combinagao dos compostos presentes no meio ambiente ndo € uma
tarefa simples, devido as intimeras possibilidades de misturas, concentracdes e condigdes
ambientais existentes. Dessa forma, a literatura apresenta modelos com o objetivo de prever a
toxicidade das misturas, como os modelos de adi¢ao de concentragdo, acdo independente e
indice de combinagdo. Os modelos de adigdo de concentragdao e agao independente assumem
que os farmacos nao interagem entre si (BACKHAUS, 2016). Ao utilizar o modelo de indice
de combinagdo, no entanto, ¢ possivel prever a ocorréncia dos fenomenos de sinergismo ou
antagonismo na mistura (GEIGER et al., 2016). Ressalta-se, ainda, que em grande parte dos
ensaios ecotoxicoldgicos, as concentracdes testadas sdo muito superiores as concentragdes em
que os compostos sao normalmente detectados nos ambientes aquaticos (BEGHIN ez al., 2021).

Portanto, é necessario a realizacdo de ensaios em concentra¢des ambientalmente relevantes.

Nesse sentido, o presente capitulo buscou avaliar a toxicidade individual e da mistura dos
farmacos atorvastatina, fenofibrato, loratadina, prednisona e valerato de betametasona. A
selecdo dos compostos baseou-se na avaliacdo de risco ecotoxicoldgico e a saude humana,
abordadas nos Capitulos 2 e 3. Primeiramente, foram realizados ensaios com o organismo
Ceriodaphnia dubia para determinar a toxicidade aguda e cronica dos farmacos estudados. Em
seguida, a mistura binaria desses compostos foi avaliada em diferentes concentragoes, € os
resultados experimentais foram comparados com os modelos de adicdo de concentracdo, agao
independente e indice de combinacdo. Por fim, os ensaios de toxicidade aguda e cronica foram

realizados em concentragdes ambientalmente relevantes.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Farmacos testados

Cinco farmacos foram selecionados nesse estudo: atorvastatina, valerato de betametasona,
fenofibrato, loratadina e prednisona. Conforme mencionado anteriormente, a selecdo desses
compostos levou em consideracdo a ocorréncia dos mesmos nas aguas superficiais brasileiras,
bem como a indicacao de risco ecotoxicoldgico (REIS et al., 2021; REIS et al., 2019; SANTOS
etal.,2020). As solucdes estoque foram preparadas em adgua de diluigdo considerando os limites
de solubilidade de cada composto: atorvastatina (100 mg/L), fenofibrato (10 mg/L), loratadina
(20 mg/L), valerato de betametasona (1 mg/L) e prednisona (10 mg / L).. Para a solubilizagao,
foram utilizados os procedimentos estabelecidos guia de orientagdo para ensaios de toxicidade
aquatica com compostos dificeis da Organisation for Economic Co-operation and Development
(OECD, 2018). Quando necessario, os farmacos foram dissolvidos em metanol (solvente J.T.
Baker ™ HPLC) e foi utilizado o ultrassom. Uma concentragdo final de metanol (0,2% v/v) foi
usada como controle do solvente. As solugdes estoque foram armazenadas no escuro a 4°C para

evitar a fotodegradacao.

4.2.2 Ensaios de toxicidade

Os testes de toxicidade aguda do composto individual e da mistura foram realizados utilizando
o organismo Ceriodaphnia dubia (USEPA, 2002). Neonatos com idade entre seis e vinte e
quatro horas foram expostos as diferentes diluigdes da amostra, com dez réplicas para cada uma
das dilui¢des e para o controle (dgua de cultivo), cada uma contendo 15 mL de solugdo-teste e
um organismo. Apos 48 horas, o niimero de organismos imobilizados nas solugdes-teste foi
comparado com o grupo controle. Os resultados dos ensaios agudos foram expressos por meio
da concentracdo de efeito média (EC50, 48h), calculada pelo método de Spearman-Karber,
utilizando o software CETIS (Comprehensive Environmental Toxicity Information System ™,

Tidepool Scientific, McKinleyville, CA, EUA).

A avaliacdo da toxicidade cronica para a Ceriodaphnia dubia foi realizada de acordo com a
norma ABNT NBR 13373 (ABNT, 2017). Neonatos (< 24 horas) foram transferidos para
frascos contendo 15 mL da solugdo teste, € foram mantidos cobertos na temperatura de 24°C,
com fotoperiodo de 12 h de luz difusa. Cinco concentragdes (dez repeticoes cada) foram

testadas junto aos controles. Durante o ensaio, o organismo C. dubia foi alimentado diariamente
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com uma suspensao da microalga Raphidocelis subcapitata e as solugdes-teste foram renovadas
duas vezes. Para a avaliagdo da sobrevivéncia e reproducao, o nimero de adultos sobreviventes
e o numero total de neonatos produzidos por fémea adulta foi quantificado a cada renovagao do
meio ¢ ao final do tempo de exposi¢ao, respectivamente. Os resultados foram comparados com
o controle para a obten¢do da EC50, concentracdo em que se observa efeito de imobilizagdo em
50% dos organismos, ou IC50, concentracdo que inibe a reproducdo em 50% dos organismos,
juntamente do intervalo de confianca (95%). Foram empregados os métodos de Spearman-

Karber e interpolagao linear com o uso do software CETIS.

4.2.3 Ensaios de sensibilidade

A sensibilidade do organismo de teste foi avaliada em paralelo com os ensaios de toxicidade
usando cloreto de so6dio (NaCl) como substancia de referéncia. As concentragdes de NaCl
utilizadas para C. dubia foram 0; 0,188; 0,375; 0,75;1,5 e 3 g/L, preparadas utilizando agua de
cultivo. O resultado foi expresso em EC50-7 dias, conforme recomendado pela norma ABNT

NBR 13373 (ABNT, 2017).

4.2.4 Avaliagao da toxicidade dos farmacos

4.2.4.1 Individual

Para a avaliacdo da toxicidade individual dos farmacos, foram realizados ensaios de toxicidade
aguda e cronica. Primeiramente, foram realizados ensaios preliminares para determinar a faixa
de concentragdo dos farmacos a ser adotada nos ensaios definitivos. Os ensaios definitivos
foram realizados utilizando cinco concentra¢des igualmente espagadas do farmaco, além dos
controles. Foram testados os seguintes intervalos de concentracdo: atorvastatina (0,0625 - 100
mg/L), fenofibrato (0,00625 - 10 mg/L), loratadina (0,0625 - 20 mg/L), valerato de
betametasona (0,0625 - 1 mg/L) e prednisona (0,625 - 10 mg / L).

Ademais, os farmacos foram classificados de acordo com o seu modo de agdo utilizando a
metodologia proposta por Verhaar et al. (1992). Para isso, foi utilizado o software Toxtree,

disponivel gratuitamente (https://apps.ideaconsult.net/data/ui/toxtree).

4.2.4.2 Misturas binarias

A avaliagdo da toxicidade das misturas binarias foi realizada por meio de testes de toxicidade

aguda. Os ensaios de toxicidade aguda das misturas binarias foram realizados utilizando
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proporcdes iguais das respectivas IC50 (= 1 unidade toéxica (TU)), com as seguintes
concentracdes: » 0,125 TU, > 0,25 TU, >0,5 TU, > 1 TU e >2 TU. As concentragdes dos
farmacos utilizadas nos ensaios com as misturas binarias sdo apresentadas na Tabela 4-1. Todas
as solugdes foram preparadas a partir da diluigdo das solugdes estoque, utilizando agua de

diluicao.

Tabela 4-1 Concentragdo dos farmacos utilizada nos ensaios com as misturas binarias.

Unidade Atorvastatina Loratadina Fenofibrato Prednisona
Toxica (TU) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

Controle 0,0 0,0 0,0 0,0

0,2 6,2 0,5 0,8 1,1

0,4 12,3 0,9 1,7 2.3

0,6 18,4 1,4 2,5 34

0,8 24,6 1,9 3.4 4,6

1,2 36,9 2,8 5,0 6,8

Os dados experimentais nos ensaios foram comparados com a previsdo dos modelos de adi¢dao
de concentracdo (Equacdo 1) e acdo independente (Equacdo 2) (BERENBAUM, 1985;
BACKHAUS, 2016).

O célculo do Model Deviation Ratio (MDR) foi utilizado para a comparagao entre a toxicidade
da mistura prevista pelos modelos e a toxicidade observada experimentalmente (BELDEN et
al., 2007). O MDR consiste na razao entre a concentracdo de efeito prevista e observada.
Valores de MDR acima de 1 indica que a toxicidade da mistura foi subestimada, enquanto
valores de MDR abaixo de 1 indicam que a mesma foi superestimada pelo modelo. Devido a
variabilidade inerente dos ensaios biologicos, valores de 0,5 < MDR < 2 indicam aderéncia ao

modelo em anélise (GEIGER et al., 2016; COORS et al., 2018; WIECZERZAK et al., 2016).

O modelo indice de combinagado (Equagao 3) foi utilizado para prever e quantificar as possiveis
interacdes toxicologicas entre os farmacos nas misturas binarias. O método proposto por Chou
(2006) permite quantificar o sinergismo (CI <1), antagonismo (CI > 1) e os efeitos aditivos (CI
= 1) nas misturas, independentemente do modo de agdo. Os pardmetros da curva dose-resposta
e os valores do indice de combinacdo foram derivados do Software Compusyn

(www.combosyn.com/) (CHOU e MARTIN, 2005).
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4.2.4.3 Mistura dos 5 farmacos

Também foi avaliada a toxicidade aguda e cronica da mistura dos cinco fairmacos (atorvastatina,
loratadina, prednisona, valerato de betametasona e fenofibrato) em concentragdes
ambientalmente relevantes. A mistura foi preparada a partir da dilui¢ao das solucdes estoque,
utilizando agua de diluigdo, sendo a concentracao final de cada farmaco igual a 0,16 pg/L, 0,8
png/L, 4 ng/L, 20 pg/L e 100 pg/L. O objetivo foi representar as concentragdes nas quais os

farmacos foram detectados nos ambientes aquaticos brasileiros (REIS et al., 2019).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Ensaios de sensibilidade

Os valores de EC50 (7 d) e seus intervalos de confianga para o ensaio de sensibilidade ao cloreto
de sodio (NaCl) com a C. dubia foram 0,94 g/L (0,74 — 1,11), similar ao reportado por Silva et
al. (2021), que foi 1,05 g/L (0,71 — 1,15).

4.3.2 Toxicidade individual dos farmacos

A Tabela 4-2 apresenta as concentracdes de efeito e os respectivos intervalos de confianca dos

farmacos testados individualmente.

Tabela 4-2 Concentragdes de efeito e seus respectivos intervalos de confianca dos farmacos
atorvastatina, valerato de betametasona, fenofibrato, loratadina e prednisona obtidas a partir
dos ensaios de toxicidade aguda e cronica com o organismo Ceriodaphnia dubia.

Sobrevivéncia Sobrevivéncia

ECS50 Reproducgio
) Log 3 (48 h) (168 h) 0
Firmaco o (FCOSARY  peoosy,  peqos 0o
g (CL)mgL  (CL)mgL ) me
‘ 30,78 15,39 1,69
Atorvastatina 6,36 0.048 (2583 36,68) (1291 1834) (1,21-228)
Valerato de 3,93 4,855 > 1,00! > 1,00! > 1,00!
Betametasona
4,20 0,66 0,16
Fenofibrato 5,19 0,307 (2,77-6,38)  (0,40—1,09)  (0,15—0,23)
. 2,33 1,77 0,91
Loratadina 5,66 0,130 (1,88 -2,89)  (1,42-220) (0,66 —0,91)
5,74 2,68 0,93

Prednisona 1,59 373,610 (4577 701)  (2.09-343) (0,53 - 1.53)

'Concentragio de efeito maior que a solubilidade do formaco em agua; 2Coeficiente de parti¢cdo octanol-dgua
(logKow) (BCFBAF v3.01); 3Toxicidade Aguda (ECOSAR V2.0).

Em relagdo aos efeitos agudos, todos os compostos foram classificados como tdxicos para o
meio aquatico, de acordo com o Globally Harmonized System para classificacdo e rotulagem
de produtos quimicos, exceto o valerato de betametasona (GHS, 2011). Ainda de acordo com
essa classificagdo, os farmacos fenofibrato, loratadina e prednisona foram classificados na
categoria agudo II (1 <EC50 48h < 10 mg/L), e a atorvastatina foi classificada como agudo III
(10 <EC50 48h < 100 mg/L). De acordo com os valores de EC50 obtidos, a classificacdo dos

farmacos em relagdo a toxicidade aguda para o organismo C. dubia foi: LOR > FEN > PRE >
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ATO. Nao foi possivel determinar a concentracdo de efeito do farmaco valerato de

betametasona devido a sua baixa solubilidade em agua.

E importante ressaltar que as concentragdes dos farmacos utilizadas nos ensaios de toxicidade
aguda sao muito superiores as normalmente detectadas nos ambientes aquaticos (ng ou pug/L)
(REIS et al., 2019; SANTOS et al., 2020). No entanto, esses valores fornecem uma indicacao
preliminar das concentragdes de efeitos dos farmacos e pode ser util para determinar as

concentragdes testadas nos ensaios de toxicidade cronica.

Em relacdo aos efeitos cronicos, os farmacos loratadina e fenofibrato foram classificados como
toxicos para o meio aquatico na categoria cronico II (crustaceos) (1 < EC50 48h < 10 mg/L,
logKow > 4), e a atorvastatina foi classificada como cronico III (10 < EC50 48h < 100 mg/L,
logKow > 4). Os farmacos prednisona e valerato de betametasona ndo foram classificados em
relacdo a sua toxicidade cronica pois os valores do logaritmo do coeficiente de particao octanol-
agua (logKow) desses farmacos sao inferiores ao valor 4. Este critério visa reconhecer apenas
aqueles compostos com alto potencial de bioconcentracdo (GHS, 2011). A classificacdo dos
farmacos em relagdo a toxicidade cronica para o organismo C. dubia foi: FEN > LOR > PRE >

ATO.

Existem poucos dados de toxicidade publicados relativos aos fdrmacos estudados. Assim, o
presente estudo contribuiu para o preenchimento dessa lacuna na literatura. Embora nos tltimos
anos o numero de trabalhos sobre os efeitos ecotoxicologicos dos farmacos tenham aumentado,
devido a grande variedade de compostos produzidos, as informagdes disponiveis sobre
toxicidade ainda sdo escassas ou ausentes para a maioria deles. Em relag¢do ao fenofibrato, foi
encontrado apenas um estudo que analisou a toxicidade para o organismo Ceriodaphnia dubia,
e nesse estudo o fenofibrato apresentou um valor de EC50 (7 dias) 0,76 mg/L, similar ao valor
de 0,66 mg/L encontrado pelo presente estudo (ISIDORI ef al., 2007). Em relagdo ao fArmaco
atorvastatina, Dussault et al. (2007) reportaram o valor de 14,3 mg/L (LC50 — 10 d) para o
invertebrado Chironomus tentans e 1,5 mg/L para o invertebrado Hyalella azteca. Além desses,
Al-Aidaroos et al. (2017) reportaram um valor de LC50 (96 h) de 2,6 mg/L para o crustaceo
Amphibalanus amphitrite. Em relagdo ao farmaco prednisona, DELLAGRECA et al. (2002)
reportaram a LC50 (96h) de 54,60 mg/L para o invertebrado Brachionus calyciflorus. Para o
farmaco loratadina, Iesce et al. (2019) reportaram valores de toxicidade aguda (LC50, 24h) e

cronica (EC50, reproducao) de 0,6 mg/l e 0,3 mg/L para o organismo C. dubia, respectivamente.

Programa de Pos-graduagdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos



92

Outros dados de toxicidade para crustaceos e outros invertebrados nao foram encontrados no

banco de dados ECOTOX (USEPA).

A Tabela 4-3 apresenta a classificagao dos farmacos estudados, de acordo com o modo de agdo.

Tabela 4-3 Classificagao dos farmacos estudados de acordo com o modo de agdo

Farmaco Modo de ac¢io!
Atorvastatina Classe 5 — Nao pode ser classificado de acordo com a metodologia
Fenofibrato Classe 1 - Narcose
Loratadina Classe 4 — Modo de agdo especifico
Prednisona Classe 1 — Narcose
Valerato de betametasona Classe 3 — Reativos

IClassifica¢do dada pelo software ToxTree de acordo com a metodologia proposta por (Vehraar et al., 1992)

De acordo com a Tabela 4-3, os farmacos fenofibrato e prednisona apresentam modo de agao
inespecifico, chamado de narcose, em que a toxicidade ¢ governada pela hidrofobicidade.
Assim, na auséncia de modos de agdo especificos de toxicidade, um composto serd, dentro de
certos limites, sempre tdo toxico quanto indica sua hidrofobicidade (logKow). O logKow
descreve o potencial de bioacumulacdo de um composto e ¢ frequentemente utilizado para
descrever a sua toxicidade. No presente estudo, com excegao da atorvastatina, essa tendéncia
foi observada para dados de toxicidade aguda. A toxicidade do tipo narcose também ¢ chamada
de toxicidade de "linha de base" (baseline toxicity) ou toxicidade minima (VERHAAR et al.,
1992), pois todos os compostos tém o potencial de agir como narcéticos, mas 0os compostos
podem apresentar excesso de toxicidade por conterem subestruturas quimicas que facilitam
mecanismos especificos (ELLISON et al., 2015). Sandersom ¢ Thomsen (2009) analisaram o
modo de agdo de 275 farmacos de diferentes classes terapéuticas e concluiram que narcose € o
modo de acdo ecotoxicologico agudo em aproximadamente 70% dos farmacos avaliados.
Considerando dados cronicos, existem muitas incertezas sobre o modo de acao dos farmacos
nas diferentes espécies, pois diferentes metabolismos, vias enzimdticas e similaridade de
sistemas receptores podem desempenhar papéis importantes na expressao de toxicidade

(SANDERSON e THOMSEN, 2009).

Segundo a metodologia de Verhaar, o firmaco loratadina apresenta modo de acao especifico, o
que significa que esse composto apresenta toxicidade devido a uma interacdo especifica com
certas moléculas receptoras (VERHAAR et al., 1992). Exemplos de compostos dessa classe

incluem ésteres de fosfato organicos e compostos que possuem grupos aromaticos, como a
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loratadina (SCHULTZ e CRONIN, 1997). O farmaco valerato de betametasona, por sua vez,
foi classificado como reativo, o que indica compostos com uma maior toxicidade que a de linha
de base (VERHAAR et al., 1992). Devido a baixa solubilidade desse farmaco, nao foi possivel
comparar sua concentragdo de efeito com os dados do ECOSAR, que corresponde a previsdo
da toxicidade do composto considerando o modo de acdo narcose. Por fim, devido a sua
estrutura molecular, ndo foi possivel classificar o farmaco atorvastatina pela metodologia

utilizada.

Nao foram encontrados na literatura estudos que descrevam o mecanismo de agdo
ecotoxicologico dos farmacos avaliados nesse estudo. De fato, o exato mecanismo de acdo
ecotoxicologico de grande parte dos farmacos para organismos nao-alvo ainda € desconhecido,
e ndo ¢ considerado pelos QSARs. A especificidade da atividade farmacodinamica e do modo
de acdo dos farmacos ndo se traduz facilmente em um mecanismo de acdo ecotoxicologico.
Primeiramente, a concentra¢ao necessaria do farmaco para obter a resposta farmacodindmica
pretendida excede as concentragdes detectadas nos ambientes aquaticos. Além disso, as
concentragdes necessarias podem ser maiores se 0s receptores responsaveis por impulsionar o
efeito dos farmacos forem ausentes no organismo alvo. Apesar disso, alguns mecanismos
basicos das fungdes celulares foram bem conservados durante a evolugdo e se mantém em
grande parte dos organismos, desde organismos unicelulares até mamiferos, e esses

mecanismos sao alvo de muitos farmacos desenvolvidos (SEILER, 2002).

Por fim, ¢ importante ressaltar que grande parte dos farmacos sdo acidos ou bases fracas e,
portanto, sdo ionizaveis dependendo do valor de pKa (log negativo da constante de ionizagao
do acido) e do pH do meio. O valor de Kow muda com o valor de pH na fase aquosa e, portanto,
o mecanismo de a¢do dos farmacos pode variar a depender das variagdes do pH do meio

(SANDERSON e THOMSEN, 2009).

4.3.3 Misturas binarias

Como nao foi possivel determinar a concentragdo de efeito do fadrmaco valerato de
betametasona, o mesmo nao foi incluido na avalia¢ao da toxicidade das misturas binarias, visto
que as concentragodes testadas foram baseadas nas concentracdes de efeito. A comparagao entre
a toxicidade aguda dos fadrmacos considerados individualmente e em misturas bindrias ¢

apresentada na Figura 4-1.

Programa de Pos-graduagdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos



94

Com excecdo da mistura dos farmacos fenofibrato e prednisona, foram observados efeitos nas
misturas binarias mesmo quando as concentragdes testadas nao produziram efeitos nos ensaios
realizados com os farmacos individualmente. Esse fendmeno foi descrito na literatura como
“something from nothing”, que ocorre quando a mistura dos compostos produz efeito mesmo
quando cada composto estd presente na mistura em uma concentragdo abaixo da qual teria
qualquer efeito significativo se testado individualmente (SILVA et al., 2002; THRUPP et al.,
2018). No caso da mistura dos farmacos atorvastatina e prednisona, foi observado 40% de
imobilizacdo na C. dubia na concentragdo que corresponde 0,4 TU, sendo que nessa
concentragao os farmacos isolados ndo provocaram efeito. O mesmo ocorreu com a mistura dos
farmacos atorvastatina e loratadina, em que foi observado 100% de imobilizagdo na mesma
concentracdo (0,4 TU). No caso das misturas dos farmacos atorvastatina e fenofibrato,
loratadina e fenofibrato, ¢ loratadina e prednisona também foi observado efeito na menor
concentracdo testada (0,2 TU), sendo os efeitos 20%, 60% e 20% de imobilizagdo,

respectivamente.
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Figura 4-1 Comparagdo entre a porcentagem de imobilizag¢do da Ceriodaphnia dubia exposta
aos farmacos individualmente e nas misturas binarias. A — Atorvastatina e Prednisona. B —
Atorvastatina e Fenofibrato. C — Atorvastatina e Loratadina. D — Loratadina e Fenofibrato. E
— Fenofibrato e Prednisona. F — Loratadina e Prednisona.
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Apesar da ocorréncia simultdnea dos farmacos nos ambientes aquaticos, a avaliacdo de risco
ecotoxicologico baseada na toxicidade individual dos compostos ¢ frequentemente utilizada
para o gerenciamento do risco, especialmente em contextos regulatorios. Esses resultados
demonstram que esse modelo de avaliagdo pode subestimar o risco para os organismos nos

ambientes aquaticos.

Buscando avaliar a toxicidade das misturas binarias dos farmacos atorvastatina, loratadina,
fenofibrato e prednisona, a toxicidade prevista pelos modelos de adi¢do de concentragdo e agao
independente foi comparada com a toxicidade observada experimentalmente. A Tabela 4-4
apresenta as concentracoes de efeito observadas experimentalmente, bem como os valores de
MDR calculados para os modelos de concentracdo de adigdo (CA) e acao independente (IA). O
calculo do MDR foi baseado nos valores de EC50. A Tabela 4-4 também apresenta os valores

de CI, considerando a fracdo afetada igual a 0,5.

Tabela 4-4 Concentragdes de efeito (mg/L) observadas experimentalmente, valores do Model
Deviation Ration (MDR) calculados para o modelo de adi¢dao de concentragdo e agao
independente, ¢ Indice de Combinagao (CI). Valores de MDR calculados com base em EC50.

Misturas Binarias ECSOexperimental MDRca MDRa CI
Atorvastatina + Prednisona 19,0 1,0 1,2 1,4
Atorvastatina + Fenofibrato 9,6 1,8 1,3 0,6
Atorvastatina + Loratadina 9,1 1,8 1,3 0,6

Loratadina + Fenofibrato 2,7 1,2 1,1 1,2
Fenofibrato + Prednisona 10,7 0,5 0,6 2,3
Loratadina + Prednisona 2,1 1,9 1,2 0,6

O valor de EC50 determinado experimentalmente para a mistura dos fArmacos atorvastatina e
prednisona foi 19,0 mg/L (15,3 — 23,7) e a concentragdao de efeito prevista pelo modelo de
adicao de concentracao foi 18,3 mg/L. Portanto, esse modelo foi preciso ao estimar a toxicidade
da mistura desses farmacos (MDR = 0,96). O mesmo foi observado para a mistura dos farmacos
loratadina e fenofibrato, em que o valor de EC50 determinado experimentalmente foi 2,7 mg/L
(0,9 — 8,1), e o valor previsto pelo modelo de adicao de concentracao foi 3,3 mg/L (MDR =
1,2). O indice de combinagdo (CI) e o modelo de acdo independente indicou um leve

antagonismo considerando a CE50.

Em relagdo as misturas dos farmacos atorvastatina e fenofibrato, atorvastatina e loratadina, e

loratadina e prednisona, o modelo indice de combinagdo indicou a ocorréncia de sinergismo
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(CI < 1). Esse padrao foi confirmado pelos modelos de adi¢do de concentracdo e agdo
independente, pois os valores de MDR indicaram que a toxicidade da mistura foi subestimada

por ambos os modelos.

O modelo indice de combinagao indicou a ocorréncia de antagonismo na mistura dos fArmacos
fenofibrato e prednisona (CI > 1), o que foi confirmado pelos modelos de adicao de
concentracdo e a¢do independente (MDR < 1). Esse resultado ¢ consistente com a analise da
Figura 4-1, em que ndo foi observado o efeito de imobiliza¢do da C. dubia na mistura dos
farmacos fenofibrato e prednisona nas concentragdes de 2,5 e 3,4 mg/L, respectivamente. E
possivel observar que a concentracao de 2,5 mg/L do fenofibrato provocou imobilizacdo em
20% dos organismos quando o mesmo foi avaliado individualmente. O fendmeno antagonismo
corresponde a supressao do efeito toxico de um farmaco por outro, o que pode ocorrer devido

a competi¢cdo pelo mesmo sitio de ligagdo no composto (TROMBINI et al., 2016).

Independentemente da estrutura quimica ¢ modo de ag¢do dos farmacos que compdem as
misturas avaliadas, os valores de MDR permaneceram na faixa de 0,5 a 2,0 para ambos os
modelos de adi¢do de concentragdao e acdo independente, considerando o célculo relativo ao
valor de EC50. Contudo, ambos os modelos ndo foram adequados para prever a toxicidade da
mistura, sendo que a diferenga entre a concentragao de efeito prevista e observada foi maior
que 20% em todas as misturas, com exce¢ao da previsdo do modelo de adi¢do de concentragdo
para a mistura atorvastatina e prednisona (3,9%) e do modelo a¢do independente para a mistura
loratadina e fenofibrato (6,3%). Resultados semelhantes foram reportados por Godoy et al.
(2015), em que a diferenca entre a toxicidade da mistura dos farmacos losartana e propranolol

prevista pelo modelo de agdo independente e observada experimentalmente atingiu 228%.

As limitagdes do modelo de adi¢do de concentragdo e agao independente em prever a toxicidade
de misturas de farmacos foram apontadas por outros autores (DRZYMALA e KALKA, 2019;
JURECZKO e PRZYSTAS, UKIC et al., 2020). Considerando o modelo de adi¢io de
concentracao, Fent ef al. (2006) afirma que essas limitagdes ocorrem prioritariamente em baixas
concentracdes e quando as curvas dose-resposta dos farmacos nao sdo similares. Ambos os
modelos consideram o modo ou mecanismo de acdo dos componentes da mistura para a
previsdo da toxicidade (BACKHAUS, 2016). Sabe-se, no entanto, que os fendmenos de
sinergismo e antagonismo podem ocorrer independentemente do modo de agao ecotoxicologico

dos compostos, o que resulta em efeitos nao previstos pelos modelos (RODEA-PALOMARES
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et al., 2010). Além disso, grande parte dos farmacos tem seu mecanismo de agdo

ecotoxicologico desconhecido (GEIGER et al., 2016).

A previsao da toxicidade da mistura deve considerar as possiveis interagdes quimicas entre os
seus componentes, além da farmacocinética e modos de agdo secundarios (MCCARTY e
BORGET, 2006; CEDERGREEN et al., 2008). E importante ressaltar ainda, que o
conhecimento sobre as vias metabolicas afetadas pela agdo do farmaco no organismo nado-alvo
¢ um fator importante para a previsao dos efeitos, visto que os farmacos sao projetados para
atingirem moléculas-alvo especificas em humanos e animais, € muitas vezes esses alvos nao
estdo presentes nos organismos utilizados nos ensaios ecotoxicoldgicos (BOXALL et al., 2012;

FURUHAGEN et al., 2014).

Além disso, foi observado que o comportamento dos farmacos na mistura variou de acordo com
as concentragdes testadas, conforme pode ser observado na Figura 4-2 e reportado por outros
autores (GEIGER et al., 2016; TROMBINI et al., 2016; GODOY et al., 2019). Considerando
as misturas dos farmacos loratadina e fenofibrato, e atorvastatina e prednisona, embora em
relagdo a EC50 os farmacos tenham apresentado boa adequagdo ao modelo de adigdo de
concentracao, com leve indicacdo de antagonismo, em baixas concentragdes foi observado o
fenomeno de sinergismo. Resultado similar foi reportado por Geiger ef al. (2016), em que a
mistura do farmaco ibuprofeno e do composto fendlico 2,4-dichlorophenol apresentou
diferentes adequacdes aos modelos dependendo da concentragdo dos compostos. Esses
resultados sugerem que, para essas misturas, em maiores concentragdes o modo de a¢do narcose
prevalece, enquanto baixas concentracdes podem provocar outros modos de acao especificos.
Sugere-se, ainda, que 0 modo de acdo dos compostos na mistura pode variar de acordo com a
concentracdo dos mesmos (GEIGER et al., 2016). O modo de agdo ecotoxicologico de um
composto pode variar ainda de acordo com o tipo e sensibilidade do organismo utilizado nos
ensaios € com a presenca de outros compostos (LUCKENBACH e EPEL, 2005). Ainda de
acordo com a Figura 4-2, foi observado o fendmeno de sinergismo em todas as concentragdes
testadas das misturas dos farmacos atorvastatina e loratadina, atorvastatina e fenofibrato,
loratadina e prednisona. Para a mistura fenofibrato e prednisona, o antagonismo também foi

confirmado em todas as concentragdes testadas.
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Figura 4-2 Valores de Toxicidade observados (%) e curvas dose-resposta previstas pelos
modelos de Concentragao de Adi¢ao (CA) e A¢do Independente (IA) das misturas binarias
dos farmacos atorvastatina (ATO), loratadina (LOR), fenofibrato (FEN) e prednisona (PRE).
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Em compara¢do com os modelos de adi¢do de concentragdo e agdo independente, o modelo
indice de combinagao forneceu uma melhor previsao da toxicidade das misturas, visto que o
modelo indicou precisamente a ocorréncia dos fendomenos de sinergismo € antagonismo em
todas as misturas avaliadas, inclusive nas concentragdes mais baixas (Apéndice Tabela 5-8).
Resultados similares foram reportados por outros autores, que também compararam os modelos
de adi¢ao de concentragao, acao independente e indice de combinagdo na previsao da toxicidade
de misturas de farmacos (RODEA-PALOMARES et al., 2010; TROMBINI et al., 2016;
WANG et al., 2015). Esse modelo ¢ frequentemente utilizado no estudo de interagdes
medicamentosas em farmacologia, e independente do modo de agdo e do conhecimento sobre
a interagdo entre os componentes da mistura (TROMBINI ez al., 2016). Apesar disso, o modelo
de indice de combinagdo somente permite identificar quantitativamente a ocorréncia de
sinergismo ou antagonismo e, portanto, ¢ preciso investigar os mecanismos de agdo que
ocorrem nessas interagdes. Assim, os resultados apresentados nesse trabalho ndo permitem

inferir sobre o mecanismo de acao dos compostos.

4.3.4 Toxicidade dos farmacos em concentragcbes ambientalmente
relevantes

Em relacdo ao teste de sobrevivéncia, ndo foi observada mortalidade em nenhuma das
concentracdes da mistura em que o organismo C. dubia foi exposto. No teste de reprodugao,
nao foi observada diferencga significativa em relacdo ao controle no nimero total de neonatos
produzidos por fémea adulta em todas as concentragdes testadas. Esses resultados sugerem que
efeitos adversos na sobrevivéncia e reprodugcdo da C. dubia nao sao induzidos nas

concentracdes em que esses cinco farmacos sao detectados nos ambientes aquaticos.

Estudos ecotoxicoldgicos com farmacos em concentragcdes ambientalmente relevantes ainda
sdo escassos. A maioria dos dados publicados sdo baseados em concentragcdes mais altas do que
as detectadas em ambientes aquaticos (BEGHIN et al., 2021), o que poderia explicar as
diferencas entre os resultados desse trabalho e outros reportados na literatura. Watanabe et al.
(2016) estudou os efeitos cronicos de uma mistura de 10 farmacos para trés organismos
aquaticos, incluindo C. dubia. Os resultados revelaram toxicidade para C. dubia na mistura que
continha os farmacos em concentracdes 100 vezes superiores a concentracao maxima detectada
no rio Tama (Téquio, Japao). Resultados similares foram reportados por Beghin et al. (2021),
em que efeitos adversos da mistura dos farmacos paracetamol, carbamazepina, diclofenaco,

naproxeno e irbesartana foram observados em concentragdes 100 vezes superiores as detectadas
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no rio Meuse (Bélgica) para o organismo Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris). Nas

concentracdes ambientais, também nao foram observados efeitos.

Como a maioria dos estudos, o presente estudo concentra-se em testes de toxicidade cronica de
curto prazo. Considerando a entrada continua de farmacos nos ambientes aquaticos, o uso de
testes de longo prazo e multigeracionais poderia fornecer mais informagdes sobre os possiveis
efeitos dos farmacos em organismos nao-alvo (SEGNER et al., 2003; FENT et al., 2006). Ao
avaliar os efeitos do farmaco sertralina no organismo C. dubia ao longo de trés geragoes,
Lamichhane ef al. (2014) relataram efeitos na reprodugdo, crescimento € no numero de
descendentes produzidos na terceira geragdo a uma concentracdo de exposi¢ao de 4,8 ng/L.
Esses resultados reforcam a importancia de avaliar a toxicidade da mistura nas concentragdes

em que os fArmacos sdo normalmente detectados nos ambientes aquaticos.
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4.4 CONCLUSAO

Foram testadas a toxicidade aguda e cronica dos farmacos atorvastatina, fenofibrato, loratadina,
valerato de betametasona e prednisona para o microcrustaceo Ceriodaphnia dubia. Nos ensaios
agudos, o farmaco loratadina apresentou maior toxicidade e, nos testes de toxicidade cronica, o
farmaco mais toxico foi o fenofibrato. Nao foi possivel obter a concentragdo de efeito (EC50)
do farmaco valerato de betametasona, devido a sua baixa solubilidade em agua. O presente
estudo contribuiu para preencher a lacuna de dados ecotoxicoldgicos, especialmente cronicos,

para os farmacos mencionados.

Os resultados dos ensaios com as misturas binarias dos farmacos atorvastatina, fenofibrato,
loratadina e prednisona apontaram que, para o organismo Ceriodaphnia dubia, é dificil prever
a toxicidade das misturas pelos modelos de adicdo de concentracdo e agdo independente.
Embora os modelos tenham fornecido uma aproximacao da toxicidade da mistura em
concentracdes proximas as de efeito (EC50), os resultados apontados pelos modelos foram
dependentes da composi¢ao das misturas e da concentracdo dos compostos e, portanto, ndo ¢é
possivel tirar conclusdes definitivas sobre o comportamento dos farmacos nos ambientes
aquaticos. O modelo indice de combinac¢do conseguiu prever adequadamente a ocorréncia de

sinergismo e antagonismo nas misturas avaliadas.

Os resultados também indicaram que efeitos adversos sdo improvaveis de ocorrer na reproducgao
e sobrevivéncia do microcrustaiceo Ceriodaphnia dubia expostos as concentragdes
ambientalmente relevantes (< 100 pg/L) da mistura dos farmacos atorvastatina, fenofibrato,
loratadina, valerato de betametasona e prednisona. No entanto, estudos adicionais de toxicidade
cronica de longo prazo, como os multigeracionais, poderiam fornecer mais informagdes sobre
os efeitos induzidos por esses fArmacos nos organismos aquaticos nas concentragdes que os

compostos sdo normalmente detectados no ambiente aquético.
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5 APENDICE
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Tabela 5-1 Vazao (L/s), etapas do tratamento e tipo de manancial de abastecimento das
estagdes de tratamento de agua monitoradas.

Vazao Manancial de
ETA (LJs) Etapas do tratamento abastecimento
1 5000 Pré-oxidagdo, Coagulagdo, Floculagdo, Decantacdo,  Reservatorio e
Filtragdo, Fluoretagcdo, Desinfec¢do e Estabilizagao. rio
) 7000 Pré-oxidagdo, Coagulacdo, Floculagao, Decantagao, Rio

Filtragdo, Fluoretagdo, Desinfeccdo e Estabilizagdo.
Pré-oxidacdo, Coagulagdo, Floculagdo, Decantacao,

3 330 Filtragdo, Fluoretagdo, Desinfec¢do e Estabilizagao. Reservatorio
4 300 Pré-oxida(;Néo, Coagu}agég, Filtragﬁo dir:eta, Reservatorio
Fluoretacdo, Estabilizacdo e Desinfecgdo.
Pré-oxidagao, Coagulacdo, Floculacdo, Flotagdo,
5 700 Filtracdo, Fluoretagdo, Estabilizacdo e Reservatorio
Desinfeccao.
6 110 Desinfecgao, Fluoretagdo e Corregdo de pH Reservatorio

Reis et al. (2019)
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Consumo
, . no
Grupo Terapéutico Farmaco Ngglgfo Nl[:(?ll(.:cnuliiz Pes{zgl\::;llic)';lar Log Kow® Log Koc* Bl:asil5
(milhoes
de doses)
Analgésico e Anti-inflamatério Betametasona 378-44-9 Ca2Ha9F s 392,47 1,94 1,5665 1-10
Analgésico e Anti-inflamatdrio Valerato de Betametasona  2152-44-5 C,7H37FO¢ 476.6 3,93 2,7069 -
Analgésico e Anti-inflamato6rio Fenazona 60-80-0 C1H12N>0 188,23 0,59 2.1160 -
Analgésico e Anti-inflamato6rio Fenilbutazona 50-33-9 C1oH20N>0, 308,38 3,52 2.6222 0,5-1
Analgésico e Anti-inflamato6rio Cetoprofeno 22071- 15 -4 Ci6H 1403 254,29 3,00 2.0771 10-25
Analgésico e Anti-inflamato6rio Ibuprofeno 15687-27-1 C13H150; 206,29 3,79 2,3517  50-100
Antidiabético Metformina 657-24-9 C4H N5 129,17 -1,4 0,0418 100 -250
Antifingico Fluconazol 86386-73-4 Ci3H12F2NgO 306,28 0,25 0,8631 10 - 25
Imunossupressantes Prednisona 49562-28-9 C21H2605 358,44 1,59 1,3010 10 - 25
Antibiotico Fluoroquinolona Danofloxacino 112398-08-0 C19H20FN303 357,39 0,44 0,0632 -
Antibiotico Fluoroquinolona Enoxacino 74011-58-8 C15H17FN4O; 320,33 -0,21 0,2431 -
Antibiético Fluoroquinolona Enrofloxacino 93106-60-6 C1oH2,FN303 359.4 0,7 0,2070 -
Antibiético Fluoroquinolona Norfloxacin 70458-96-7 C16H1sFN303 319,34 -0,31 1,2714 1-10
Antialérgico Loratadina 79794-75-5 C2:H23CIN,O; 382,89 5,66 3,8517 10 - 25
Regulador lipidico Atorvastatina 134523-00-5 C33H35FN,Os 558,66 6,36 2,5999 1-10
Regulador lipidico Fenofibrato 49562-28-9 C20H21Cl104 360,84 5,19 3,9818 1-10
Regulador lipidico Gemfibrozil 25812-30-0 Ci15sH2205 250,43 4,77 2,8501 -
Antibidtico Macrolideo Claritromicina 81103-11-9 C3sHeoNo13 747,97 3,18 1,3712 1-10
Estimulante Cafeina 58-08-2 CsHioN4O2 194,19 0,16 0,9801 -

ICAS: Chemical Abstracts Service; *EPI suite; *Coeficiente de parti¢do octanol-dgua (BCFBAF v3.01); *Coeficiente de particio KOW/carbono organico (KOCWiN

v2.00); "ANVISA, 2018.
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Farmaco Parametro EC50 Efeito observado Espécie Grupo Referéncia
EC50 0,19 - - Algas ECOSAR
Atorvastatina EC50 0,06 - - Peixes ECOSAR
LC50 1,50 Mortalidade (10 d) Hyalella azteca Invertebrados [17]
EC50 150,00 Crescimento (72 h) Pseudokirchneriella subcapitata Algas [1]
Cafeina EC50 0,44 Comportamento (5 d) Daphnia magna Invertebrados 2]
EC50 70,00 Crescimento (5 d) Pimephales promelas Peixes [3]
EC50 1487,36 - - Algas ECOSAR
Danofloxacino EC50 3619,24 - - Invertebrados ECOSAR
EC50 7360,20 - - Peixes ECOSAR
EC50 3771,04 - - Algas ECOSAR
Enoxacino EC50 11771,43 - - Invertebrados ECOSAR
EC50 25425,09 - - Peixes ECOSAR
ECS0 0,05 Crescimento (5 d) Microcystis aeruginosa Algas [4]
Enrofloxacino LC50 11,47 Mortalidade (21 d) Daphnia magna Invertebrados [6]
LC50 100,00 Mortalidade (96 h) Oryzias latipes Peixes [6]
EC50 320,00 (72h) Crescimento (72 h) Desmodesmus subspicatus Algas [7]
Metformina EC50 64,00 (48h) Imobilizagdo (48 h) Daphnia magna Invertebrados [7]
EC50 1560000,00 - Peixes ECOSAR
EC50 0,04 Crescimento (6 d) Microcystis wesenbergii Algas [8]
Norfloxacin EC50 0,88 Comportamento (48 h) Daphnia magna Invertebrados [2]
EC50 30893,68 - - Peixes ECOSAR
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ECS0 212,83 - - Algas ECOSAR
Betametasona EC50 317,87 - - Invertebrados ECOSAR
EC50 574,44 - - Peixes ECOSAR
EC50 0,002 Crescimento (72 h) Pseudokirchneriella subcapitata Algas [9]
Claritromicina EC50 8,16 Crescimento (48 h) Ceriodaphnia dubia Invertebrados [9]
LC50 100 Mortalidade (96 h) Oryzias latipes Peixes [10]
ECS0 616,69 - - Algas ECOSAR
Fenazona EC50 1417,04 - - Invertebrados ECOSAR
EC50 2842,08 - - Peixes ECOSAR
EC50 9,45 - - Algas ECOSAR
Fenilbutazona EC50 7,09 - - Invertebrados ECOSAR
EC50 10,85 - - Peixes ECOSAR
EC50 0,77 - - Algas ECOSAR
Fenofibrato EC50 0,76 Crescimento (7 d) Ceriodaphnia dubia Invertebrados [11]
EC50 0,169 Mortalidade (28 d) Pimephales promelas Peixes [18]
EC50 1720,81 - - Algas ECOSAR
Fluconazol EC50 100,00 Imobilizagdo (24 d) Thamnocephalus platyurus Invertebrados [10]
LC50 4,91 Mortalidade (3 d) Gobiocypris rarus Peixes [19]
EC50 0,39 - - Algas ECOSAR
Loratadina EC50 0,13 - - Invertebrados ECOSAR
ECS50 0,16 - - Peixes ECOSAR
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EC50 238,25 - - Algas ECOSAR
Prednisona ECS50 54,60 Mortalidade (96 h) Brachionus calyciflorus Invertebrados [13]
EC50 683,19 - - Peixes ECOSAR
EC50 179,45 - - Algas ECOSAR
Cetoprofeno EC50 164,45 - - Invertebrados ECOSAR
EC50 264,08 - - Peixes ECOSAR
EC50 4,42 Fisiologia (24 h) Anabaena sp. Algas [14]
Gemfibrozil EC50 0,53 Crescimento (7 d) Ceriodaphnia dubia Invertebrados [11]
LC50 0,85 Mortalidade (96 h) Danio rerio Peixes [15]
EC50 315,00 Crescimento (72 h) Desmodesmus subspicatus Algas [7]
Ibuprofeno LC50 0,03 Mortalidade (48 h) Daphnia magna Invertebrados [16]
LC50 0,68 Mortalidade (28 d) Pimephales promelas Peixes [18]

[1] ZARRELLI ef al., 2014; [2] LU et al., 2013; [3] YOUNG et al., 1996; [4] ROBINSON et al., 2005; [6] PARK; CHOI, 2008; [7] CLEUVERS, 2004; [8] ANDO
etal., 2007; [9] ISIDORI et al., 2005; [ 10] KIM et al., 2009; [11] ISIDORI et al., 2007; [ 13] DELLAGRECA et al., 2002; [14] ROSAL et al., 2010; [15] KALASEKAR
et al.,2015; [16] BRUN et al., 2006; [17] DUSSAULT et al., 2008; [18] OVERTUREF, et al. (2012); [19] ZHU et al., 2014.
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Farmaco Parametro EC50 Efeito observado Espécie Grupo Referéncia
NOEC 0,001 Atividade Enzimatica (3 d) Daphnia magna Invertebrado [1]
Atorvastatina NOEC 0,000013 Concentracao DNA (14 d) Danio rerio Peixes [2]
NOEC 0,12 - - Algas ECOSAR
NOEC 0,005 Abundancia (56 d) Cyanophycota Algas [3]
Cafeina NOEC 0,005 Fisiologia (28 d) Carcinus maenas Invertebrados [4]
NOEC 0,00001 Crescimento (5 d) Salmo salar Peixes [16]
NOEC 282,747 - - Algas ECOSAR
Danofloxacino NOEC 236,514 - - Invertebrados ECOSAR
NOEC 607,157 - - Peixes ECOSAR
NOEC 626,876 - - Algas ECOSAR
Enoxacino NOEC 650,519 - - Invertebrados ECOSAR
NOEC 1953,508 - - Peixes ECOSAR
NOEC 198,36 - - Algas ECOSAR
Enrofloxacino NOEC 5 Reproducao (21 d) Daphnia magna Invertebrados [5]
NOEC 10 Crescimento (7 d) Pimephales promelas Peixes [6]
NOEC 7371,292 - - Algas ECOSAR
Metformina NOEC 17071,402 - - Invertebrados ECOSAR
NOEC 0,04 Morfologia Danio renio Peixes [17]
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NOEC  0,0016 (6 d) Abundancia Microcystis aeruginosa Algas [7]
Norfloxacino NOEC 0,12 (21d) Comprimento Daphnia magna Invertebrados [8]
NOEC  0,0027 (7 d) Atividade enzimatica Carassius auratus Peixes [9]
NOEC 52,63 - - Algas ECOSAR
Betametasona NOEC 28.85 - - Invertebrados ECOSAR
NOEC 10,00 - Oryzias latipes Peixes [10]
NOEC 13,271 - - Algas ECOSAR
Claritromicina NOEC 2,10 Reprodugao Daphnia magna Invertebrados [11]
NOEC 5,98 - - Peixes ECOSAR
NOEC 120,91 - - Algas ECOSAR
Fenazona NOEC 96,24 - - Invertebrados ECOSAR
NOEC 238,31 - - Peixes ECOSAR
NOEC 3,39 - - Algas ECOSAR
Fenilbutazona NOEC 1,02 - - Invertebrados ECOSAR
NOEC 1,252 - - Peixes ECOSAR
NOEC 3,12 Crescimento (3 d) Pseudokirchneriella subcapitata Algas [12]
Fenofibrato NOEC 0,039 Crescimento (7 d) Ceriodaphnia dubia Invertebrados [12]
NOEC 0,025 Morfologia (7 d) Pimephales promelas Peixes [18]
NOEC 314,701 - - Algas ECOSAR
Fluconazol NOEC 280,142 - - Invertebrados ECOSAR
NOEC 0,2 Crescimento (3 d) Gobiocypris rarus Peixes [19]
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NOEC 0,217 - - Algas ECOSAR
Loratadina NOEC 0,032 - - Invertebrados ECOSAR
NOEC 0,024 - - Peixes ECOSAR
NOEC 57,38 - - Algas ECOSAR
Prednisona NOEC 32,82 - - Invertebrados ECOSAR
NOEC 63,88 - - Peixes ECOSAR
NOEC 57,72 - - Algas ECOSAR
Cetoprofeno NOEC 20,74 - - Invertebrados ECOSAR
NOEC 28,78 - - Peixes ECOSAR
NOEC 3,12 Crescimento (3 d) Pseudokirchneriella subcapitata Algas [12]
Gemfibrozil NOEC 0,00005 Reprodugdo (21 d) Daphnia magna Invertebrados [20]
NOEC 0,001 Morfologia (6 d) Danio renio Peixes [17]
NOEC 0,01 Abundancia (3 d) Pseudokirchneriella subcapitata Algas [13]
Ibuprofeno NOEC 1,23 Reprodugdo (21 d) Daphnia magna Invertebrados [14]
NOEC 0,001 Crescimento (7 d) Danio renio Peixes [15]

[1]RICHARDS et al., 2008; [2] ROCCO et al.,2012; [3] LAWRENCE et al., 2012; [4] AGUIRRE-MARTINEZ et al., 2013; [5] PARK; CHOI, 2008; [6] ROBINSON
et al., 2005; [7] ANDO et al., 2007; [8] LU et al., 2013; [9] LIU et al., 2014; [10] VESTEL et al., 2017; [11] ISIDORI et al., 2005; [12] ISIDORI et al., 2007; [13]
BRUN et al., 2006; [14] ERICSON et al., 2010; [15] DAVID; PANCHARATNA, 2009; [16] LOWER, 2008; [17] CRAGO and KLAPER, 2018 , [18] NALLANI,
2010; [19] ZHU et al., 2014; [20] STEINKEY et al., 2018.
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Tabela 5-5 Resultados completos da avaliacdo de risco individual dos farmacos detectados nos mananciais de abastecimento da Regido Metropolitana
de Belo Horizonte.

Farmaco Concentracao Agudo Cronico
Maxima' [ng/L] EC50 [mg/L] AF PNEC RQ NOEC [mg/L.] AF PNEC RQ

Atorvastatina 1020 6,00E-02 1000  6,0E-05  1,7E+01 1,30E-05 10 1,30E-06 7,8E+02
Cafeina 1385 4,40E-01 1000 4,4E-04  3,1E+00 1,00E-05 10 1,00E-06 1,4E+03
Danofloxacino 272 1,49E+03 1000 1,5E+00  1,8E-04 2,37E+02 10  2,37E+01 1,2E-05
Enoxacino 386 3,77E+03 1000 3,8E+00  1,0E-04 6,27E+02 10  6,27E+01 6,2E-06
Enrofloxacino 71 5,00E-02 1000  5,0E-05  1,4E+00 5,00E+00 10  5,00E-01 1,4E-04
Metformina 167 6,40E+01 1000 6,4E-02  2,6E-03 4,00E-02 10  4,00E-03 4,2E-02
Norfloxacino 285 4,00E-02 1000  4,0E-05  7,1E+00 1,60E-03 10 1,60E-04 1,8E+00
Betametasona 11960 2,13E+02 1000  2,1E-01 5,6E-02 1,00E+01 10 1,00E+00 1,2E-02
Claritromicina 199 2,00E-03 1000  2,0E-06  1,0E+02 2,10E+00 10  2,10E-01 9,5E-04
Fenazona 33 6,17E+02 1000  6,2E-01 5,4E-05 9,62E+01 10 9,62E+00 3,4E-06
Fenilbutazona 275 7,09E+00 1000  7,1E-03 3,9E-02 1,02E+00 10 1,02E-01 2,7E-03
Fenofibrato 1388 1,69E-01 1000 1,7E-04  8,2E+00 2,50E-02 10  2,50E-03 5,6E-01
Fluconazol 1413 4,91E+00 1000 4,9E-03  2,9E-01 2,00E-01 10  2,00E-02 7,1E-02
Loratadina 486 1,30E-01 1000 1,3E-04  3,7E+00 2,40E-02 10  2,40E-03 2,0E-01
Prednisona 8105 5,46E+01 1000  5,5E-02 1,5E-01 3,28E+01 10 3,28E+00 2,5E-03
Cetoprofeno 1020 1,64E+02 1000  1,6E-01 6,2E-03 2,07E+01 10  2,07E+00 4,9E-04
Gemfibrozil 948 5,30E-01 1000 5,3E-04  1,8E+00 1,00E-03 10 1,00E-04 9,5E+00
Ibuprofeno 333 3,00E-02 1000  3,0E-05  1,1E+01 1,00E-03 10 1,00E-04 3,3E+00

!Concentragio méaxima detectada por Reis et al. (2019).
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Tabela 5-6 Méaxima unidade toxica (TU) e contribuicao (%) (valores médios) dos farmacos detectados nos mananciais de abastecimento das estacdes

de tratamento da Regido Metropolitana de Belo Horizonte!.

Unidades Toxicas (TU) Contribuicao (%)
Agudo Cronico Agudo Cronico

Algas Invertebrados Peixes Algas Invertebrados Peixes |Algas Invertebrados Peixes Algas Invertebrados Peixes

Atorvastatina 5,5E-03  6,8E-04  1,8E-02|8,0E+00 1,0E+00 7,8E+01|34.41 29,96 47,36 | 25,17 48,95 49,05
Cafeina 9,2E-06  3,1E-03  2,0E-05|2,8E-01 2,8E-01 1,4E+02| 1,32 1,58 1,52 | 1,59 1,59 1,59
Danofloxacino 1,8E-07  7,5E-08  3,7E-08 | 9,6E-07 1,2E-06 4,5E-07 | 1,60 1,59 1,59 | 1,61 1,60 1,59
Enoxacino  1,0E-07  3,3E-08 1,5E-08 | 6,2E-07 5,9E-07 2,0E-07 | 0,03 0,00 0,00 | 0,00 0,01 0,00
Enrofloxacino 14E-03  6,2E-06  7,1E-07 | 3,6E-07 1,4E-05 7,1E-06 | 3,88 0,07 0,03 | 0,00 0,03 0,01
Metformina 5,2E-07  2,6E-06 1,1E-10 | 2,3E-08 9,8E-09  4,2E-03| 0,18 0,01 0,00 | 0,00 0,00 0,02
Norfloxacino 7,5E-03  3,2E-04  9,2E-09| 1,8E-01  2,4E-03 1,1E-01 | 20,63 10,06 1,59 130,33 4,26 3,93
Betametasona 5,6E-05  3,8E-05  2,1E-05| 2,3E-04  4,1E-04 1,2E-03 | 10,37 8,75 10,28 | 10,10 9,97 9,26
Claritromicina 1,0E-01  2,4E-05  3,7E-06| 1,5E-05 9,5E-05 3,3E-05 | 3,17 0,39 0,06 | 0,22 0,25 0,00
Fenazona  5,4E-08  2,3E-08 1,2E-08 | 2,7E-07 3,4E-07 1,4E-07 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00
Fenilbutazona 2,9E-05  3,9E-05  2,5E-05| 8,1E-05 2,7E-04 2,2E-04 | 0,02 0,06 0,01 | 0,03 0,01 0,00
Fenofibrato 1,8E-03  4,5E-03  8,2E-03| 3,6E-03  3,6E-02  5,6E-02 | 1,17 1,94 1,55 | 1,30 1,15 1,16
Fluconazol  8,2E-07 1,4E-05  2,9E-04 | 4,6E-04 5,0E-06 7,1E-03 | 1,89 2,92 10,49 | 10,06 1,76 6,36
Loratadina  1,2E-03  3,7E-03  3,0E-03 | 2,2E-03 1,5E-02  2,0E-02 | 4,23 8,10 4,08 | 4,07 3,69 3,59
Prednisona  3,4E-05 1,5E-04 1,2E-05 | 1,4E-04  2,5E-04 1,3E-04 | 8,02 11,53 4,44 | 5,96 7,23 3,65
Cetoprofeno 5,7E-06  6,2E-06  3,9E-06 | 1,8E-05 4,9E-05 3,5E-05 | 2,62 1,93 1,69 | 1,73 2,68 1,61
Gemfibrozil 2,1E-04  1,8E-03  1,1E-03| 3,0E-04 1,2E-02  9,5E-01 | 6,13 17,99 13,90 | 4,82 15,37 16,61
Ibuprofeno 1,1E-06 1,0E-02  49E-04|3,3E-02  2,7E-04  3,3E-01]| 0,32 3,12 1,40 | 3,00 1,45 1,57

'Valores em negrito representam TU > 1079,
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Tabela 5-7 Coeficiente de risco (RQ) dos farmacos detectados nos mananciais de abastecimento e na dgua tratada das Esta¢des de Tratamento de Agua
(ETA) da Regidao Metropolitana de Belo Horizonte, considerando a faixa etaria maior de 18 anos e as concentragdes maxim

Farmaco Manancial de abastecimento Agua tratada
ETA1 ETA2 ETA3 ETA4 ETAS ETA6 ETA1 ETA2 ETA3 ETA4 ETA5 ETA6
Atorvastatina  1,5E+00 1,1E+00 25E-01 14E+00 2,4E+00 nd 1,2E+00 8,5E-01 nd 1,0E+00 1,5E+00 nd
Cafeina nd 3,0E-04 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Enrofloxacino  1,8E-05 4,2E-05 nd 8,5E-06 4,6E-05 nd nd nd nd nd 1,1E-05 nd
Metformina 3,7E-03 nd nd 5,0E-03 nd nd nd nd nd nd nd nd
Norfloxacino 1,8E-03 1,6E-03 1,0E-03 1,5E-03 3,2E-03 nd 1,5E-04 4,8E-04 nd nd 2,4E-03 nd
Betametasona 1,5E+01 8,9E+00 2,6E+01 9,5E+00 1,7E+01 8,0E+00 | 4,7E+00 2,1E+00 4,3E+00 3,5E+00 5,7E+00 1,2E+00
Claritromicina nd 3,9E-03 nd 4,6E-03 nd nd nd nd nd nd nd nd
Fenofibrato nd nd nd 1,7E-02  6,8E-03 7,9E-02 nd nd nd nd nd nd
Fluconazol 1,6E-01  6,6E-02 nd 8,6E-02 1,5E-01 7,0E-03 | 7,1E-02 3,1E-02 nd 6,8E-02  8,4E-02 nd
Loratadina 2,9E-02 nd 1,3E-02  5,0E-02 nd 1,1E-01 | 1,6E-02 nd nd nd nd 1,3E-02
Prednisona 1,2E+01 1,1E+01 9,6E+00 1,1E+01 3,7E+01 3,9E+00 | 5,61E+00 S5,0E+00 6,0E+00 3,8E+00 29E+01 9,2E-02
Cetoprofeno 1,8E-02  9,7E-03 nd 3,3E-02 3,1E-02 7,2E-04 | 1,3E-02 nd nd 1,5E-02  1,8E-02 nd
Gemfibrozil 2,1E-02 1,1E-02 5,1E-03 4,9E-03 22E-02 2,8E-04 | 1,0E-03 2,0E-03 nd 1,4E-03  6,8E-03 nd
Ibuprofeno 3,7E-02 nd nd 3,4E-02 nd nd nd nd nd nd nd nd

nd — ndo detectado; Valores em negrito indicam risco a saude humana elevado.
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Tabela 5-8 Valores do Model deviation ratios (MDR) e Indice de Combinagéo (CI) para diferentes efeitos das misturas binarias dos firmacos
atorvastatina (ATO), loratadina (LOR), fenofibrato (FEN) e prednisona (PRE) no organismo Ceriodaphnia dubia.

Efeito MDR (Adi¢ao de Concentracio) CI (indice de Combinacio)
(%) ATO+ ATO+ ATO+ LOR+ FEN+ LOR+ ATO+ ATO+ ATO+ LOR+ FEN+ LOR+
PRE FEN LOR FEN PRE PRE PRE FEN LOR FEN PRE PRE

5 1,0 11,7 1,2 12,7 0,4 3,9 1,2 0,1 0,8 0,1 1,8 0,8
10 1,2 5,4 1,4 7,0 0,4 3,1 1,0 0,2 0,7 0,1 2,9 0,3
15 1,3 3,1 1,6 4,9 0,4 2,3 1,0 0,4 0,6 0,2 2,8 0,5
20 1,4 2,0 1,8 3,9 0,5 2,0 1,0 0,6 0,6 0,2 2,8 0,7
25 1,4 2,0 1,8 3,2 0,5 2,0 1,0 0,6 0,6 0,3 2,6 0,6
40 0,8 1,9 1,8 2,2 0,5 2,0 1,5 0,6 0,6 0,5 2.4 0,6
50 1,0 1,8 1,8 1,2 0,5 1,9 1,4 0,6 0,6 1,2 23 0,6
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