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RESUMO

SOUZA, R. C. Determinaciao de farmacos em mananciais do estado de Sao Paulo e
estudo da sua ecotoxicidade sobre a cianobactéria Microcystis aeruginosa. Tese
(Doutorado em Toxicologia e Analises Toxicoldgicas) — Programa de Pés-Graduacdo
em Toxicologia e Analises Toxicoldgicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2017.

A contaminag¢do de corpos d’agua por farmacos ¢ um tema de extrema relevancia, tendo
em vista problemas como a escassez de agua, floragdes de cianobactérias toxicas e
lancamentos clandestinos de efluentes domésticos. Sendo assim, este trabalho teve
como objetivo determinar a presenca de cafeina (CAF), fluoxetina (FLX), levotiroxina
(LVX) e bezafibrato (BZF) em mananciais do estado de Sao Paulo, bem como avaliar a
toxicidade desses compostos a cianobactéria Microcystis aeruginosa LTPNA 08. Um
método por LC-MS/MS foi desenvolvido e validado, de acordo com a RDC n° 166 da
ANVISA, para a deteccdo de CAF, FLX, LVX e BZF em amostras ambientais. As
represas Guarapiranga e Billings, bem como os rios Taigupeba, Sorocaba, Baixo Cotia,
Grande e Paraiba foram monitorados de abril a setembro de 2017. A toxicidade dos
farmacos foi avaliada por meio do monitoramento do crescimento, produgdo de
microcistinas e viabilidade celular da cianobactéria M. aeruginosa LTPNA 08. CAF foi
detectada em todas as amostras analisadas, com concentracdes que variaram de 6,6
ng.L'1 a 16,47 ug.L'l. No Rio Cotia foram verificadas as maiores concentragdes de CAF,
FLX e BZF (16,47 pg.L1; 3,5 ng.L" e 322 ng.L", respectivamente). A LVX, cujos
produtos de biotransformacdo nao foram monitorados, ndo foi detectada em nenhuma
amostra analisada. A concentragdo de 50 ug.L'1 de FLX inibiu o crescimento da
cianobactéria em 82,3% (CEso: 31,4 pg.L™"). Em relagdo a produgdo de microcistinas
totais, os fArmacos inibiram a liberagdo da fracdo extracelular para a maior concentragdo
testada ao longo do tempo de monitoramento, embora ndo tenham demonstrado efeito
sobre a viabilidade celular. Sendo assim, considerando-se que farmacos estdo presentes
nos mananciais monitorados no estado de Sao Paulo e que a FLX pode causar efeito
sobre a M. aeruginosa, os efeitos decorrentes da exposicdo a concentragdes ambientais
continuas e cumulativas de fairmacos em corpos d’agua devem ser estudados. Além
disso, uma vez que a ocorréncia destas substancias e outros contaminantes
antropogénicos no ambiente aquatico natural ¢ uma questdo emergente devido aos
efeitos adversos potenciais que estes compostos representam para a vida aquatica e os
seres humanos, os tipos e niveis destes compostos, que t€ém um impacto maior na
qualidade da agua, deve ser constantemente monitorada. Praticas de gestdo que
investem em saneamento e na reducio da descarga de efluentes ndo tratados, ¢ um plano
de protecao de recursos hidricos com o objetivo de garantir a seguranca da dgua seriam
medidas essenciais para reduzir o aporte de contaminantes nos corpos d’agua do estado
de Sao Paulo.

Palavras chaves: Farmacos, meio ambiente, efeitos ecotoxicoldgicos, Microcystis

aeruginosa ¢ LC-MS/MS.



ABSTRACT

SOUZA, R. C. Pharmaceuticals determination in Sao Paulo stare springs and
evaluation of their toxicity in cyanobacterium Microcystis aeruginosa. Tese
(Doutorado em Toxicologia e Analises Toxicoldgicas) — Programa de Pés-Graduacao
em Toxicologia e Analises Toxicoldgicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2017.

Contamination of water bodies by drugs is a subject of extreme relevance considering
related problems such as water scarcity, harmful cyanobacterial blooms and discharge
of untreated domestic effluents. Therefore, the aim of this work was to determine the
presence of caffeine (CAF), fluoxetine (FLX), levothyroxine (LVX) and bezafibrate
(BZF) in springs in the State of Sdo Paulo, and to evaluate the toxicity of these
compounds in cyanobacteria Microcystis aeruginosa LTPNA 08. A LC-MS/MS method
was developed and validated according to RDC n°® 166 of ANVISA to assess the
concentration of CAF, FLX, LVX and BZF in environmental samples. Guarapiranga
and Billings reservoirs, as well as the Taigupeba, Sorocaba, Baixo Cotia, Grande and
Paraiba rivers were monitored from April to September 2017.The drugs toxicity in M.
aeruginosa LTPNA 08 was assessed by monitoring their effects on cyanobacterial
growth, microcystins production and cell viabilityby flow cytometry. CAF was detected
in all analyzed samples at concentrations ranging from 6.6 ng to 16.47 ug.L"'.Among
studied sites, Cotia river showed the highest concentrations of CAF, FLX and BZF
(16.47 pg.L-1, 3.5 ng.L-1 and 322 ng.L-1, respectively). LVX, which biotransformation
products were not monitored, was not detected in any of the analyzed samples.
Regarding the drugs toxicity, 50 ng.L-1 of FLX inhibited the cyanobacterial grow thin
82.3% (ECs of 31.4 pg.L'l). Although no effect on cell viability was seen by flow
cytometry, the highest concentrations of all compounds tested were able to inhibit the
release of microcystins. Therefore, considering that some of the drugs monitored
showed to be present in water sources in Sdo Paulo State and that FLX affects
cyanobacteria M. aeruginosa growth, the effects of continuous and cumulative exposure
at environmental drug concentrations of in water bodies should be evaluated. Also,
since the occurrence of these substances and other anthropogenic contaminants in the
natural aquatic environment is an emerging issue due to the potential adverse effects
these compounds pose to aquatic life and humans, thet ypes and levels of these
compounds, which have a greater impact on water quality, should be constantly
monitored. Management practices investing in sanitation and in reducing discharge of
untreated effluents, as well as a plan for water resources protection with the goal of
ensuring water security would be essential measures in reducing drugs loading into
water bodies situated in Sdo Paulo State.

Keywords: Pharmaceuticals, drugs, environment, ecotoxicological effects, Microcystis
aeruginosa and LC-MS / MS.
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ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

BHAT: Bacia Hidrografica do Alto Tieté

BZF: bezafibrato

CAF: cafeina

CEs: concentracao efetiva que causa efeito a 50% dos organismos-teste
CETESB: Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo

CG-MS: Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

CLs. concentragao letal a 50% dos organismos-teste

ESI: Tonizagao por electrospray

FLX-d6: Fluoxetina deuterada

FLX: fluoxetina

FM: Fase movel

HPLC: Cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia

IAP: indice de Qualidade das Aguas Brutas para fins de Abastecimento Ptiblico
IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IQA: indice de Qualidade de Aguas

ISTO: indice de Substancias Toxicas e Organolépticas.

LC: Cromatografia Liquida

LC-MS/MS: Cromatografia em fase liquida acoplada a espectrometria de massas in
tandem

LC-MS: Cromatografia em fase liquida acoplada a espectrometria de massas
LD: Limite de deteccdo

LQ :Limite de quantifica¢do

LTPNA: Laboratorio de Toxinas e Produtos Naturais de Algas.

LVX: levotiroxina

m/z : massa/carga

MC: microcistina

MeOH: metanol

MPOP’s : micro poluentes organicos persistentes



MRM: Monitoramento de rea¢des multiplas

MS/MS: Espectrometria de massa em tandem

SIM: Monitoramento de fon Selecionado

MS: Espectrometria de massas

OMS: Organizag¢do Mundial de Saude

PI: Padrdo interno

PIC: Porcentagem de inibi¢ao do crescimento

QI1: primeiro quadruplo

Q2: segundo quadrupolo

(q): cela de colisdo

QqQ: Triplo quadrupolo

QR : Quociente de risco

RMSP: Regido metropolitana de Sao Paulo

SIGRH: Sistema Integrado de Gerenciamento de Recursos Hidricos
SNC: Sistema Nervoso Central

SPE: Extracdo em Fase Solida

t1/2: tempo de meia vida

T3: 3,5,3- tritodo-L-tironina

T4: Tiroxina

TIC: Cromatograma de fons Totais

tr: tempo de retencdo

UGRHIs: Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos
UPLC: Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

USEPA: Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos
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APRESENTACAO DA TESE

A presente tese aborda temas como a determinacdo dos farmacos, cafeina
(estimulante do Sistema Nervoso Central), fluoxetina (antidepressivo), levotiroxina
(analogo do hormonio tireoidiano — T4) e bezafibrato (antilipidémico), em amostras de
agua bruta oriundas de mananciais utilizados para abastecimento publico no estado de
Sdo Paulo, bem como os efeitos ecotoxicologicos decorrentes da exposicdo aos
farmacos estudados em relagdo ao crescimento ¢ produc¢do de microcistina pela
cianobactéria Microcystis aeruginosa (cepa LTPNA 08).

Esta pesquisa ¢ composta por uma breve introdu¢do sobre o tema, onde sdo
expostos os problemas, a justificativa e as hipoteses do estudo. Em seguida sdo
apresentados os objetivos, geral e especifico, € na seqiiéncia os capitulos. Cada capitulo
estd estruturado da seguinte maneira: revisdo da literatura, objetivos do capitulo,
metodologia, resultados e discussdes, e conclusoes.

Ao total sdo descritos trés capitulos. O primeiro aborda o desenvolvimento, e
validagdo do método proposto por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS/MS) para a determinacgdo de farmacos em amostras ambientais de 4gua,
o segundo contempla a determinacdo de fArmacos em manancias no estado de Sao Paulo
e o ultimo discorre acerca dos efeitos ecotoxicologicos dos farmacos estudados sobre a
cianobactéria toxica Microcystis aureoginosa LTPNA 08.

Por fim sdo apresentadas as conclusdes da tese.



1. INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos a preocupagdo com a escassez e qualidade das aguas
destinadas ao abastecimento publico tem aumentado e suscitado temas como
contamina¢do ambiental por farmacos e a proliferacdo de cianobactérias toxicas. A
contaminacdo dos mananciais por medicamentos ¢ um assunto que tem disso
amplamente discutido desde a década de 90 e os avangos nessa tematica sdo nitidos,
pois cada vez mais os paises tem se preocupado em verificar a presenga de farmacos no
meio ambiente, principalmente nos mananciais utilizados para o abastecimento

Aproximadamente 100.000 toneladas de farmacos sdo produzidas pela industria
farmacéutica anualmente e existem mais de 4.000 principios ativos diferentes utilizados
na medicina em todo o mundo (Weber et al., 2014). A diversidade dos principios ativos
em termos farmacologicos e fisico-quimicos € um dos grandes desafios que envolvem a
contaminacdo dos mananciais por medicamentos. Ha diversas maneiras dos fairmacos
adentrarem no meio ambiente, por meio dos efluentes domésticos, hospitalares,
industriais e da agropecudria, mas também pelo descarte indevido dos mesmos (BU et
al., 2016; SIDRACH-CARDONA et al., 2014; CHANG et al., 2010).

As caracteristicas que tornam um composto persistente sdo muitas, € envolvem
principalmente suas caracteristicas fisico-quimicas, entretanto, o comportamento dessas
moléculas fora do organismo humano e a toxicidade que elas podem causar em longo
prazo sobre humanos e outras espécies ainda sdo um enigma para muitas classes
farmacologicas (ALVARINO et al., 2018; DING et al., 2017; BITTENCOURT et al.,
2015; ZENKER et al., 2014; HYLAND et al., 2012)

Tendo em vista a incerteza sobre a toxicidade cronica de muitas dessas
substancias sobre o ser humano, alguns o6rgdos internacionais como a Organizagdo
Mundial de Satde (World Health Organization — WHO) tem disponibilizado guias
sobre o manejo de efluentes contendo farmacos, principalmente efluentes hospitalares e
industriais (WHO, 2011 a; WHO, 2011b). Entretanto, ainda ndo existem leis que exijam
0 monitoramento de fArmacos em mananciais destinados ao abastecimento publico, o
que ha sdo diretrizes que sugerem o monitoramento de alguns desses compostos, como
os desreguladores endocrinos e antibidticos. Na Unido Européia ¢ obrigatéria a

avalia¢do do risco ambiental para os novos farmacos comercializados (EC 2001 a; EC
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2001 b), porém para os farmacos comercializados antes dessa lei essa norma ndo se
aplica (WEBER, et al., 2014).

Inumeras classes de compostos vém sendo categorizadas como desreguladores
endocrinos. Os hormonios naturais e sintéticos sdo 0s compostos mais conhecidos dessa
classe de contaminantes (GLASSMEYER et al, 2016; CAMPANHA et al., 2015;
TORRES et al., 2015;), entretanto substancias que interfiram na regulagdo de fungdes
sexuais (VELASCO-SANTAMARIA et al., 2011; FONG et al., 1998), na sintese de
colesterol (VELASCO-SANTAMARIA et al., 2011) e em outras glandulas, como a
tireodide, também podem ser denominados de desreguladores endécrinos (WEGNER &
BROW & DIX, 2016). Por isso, seria interessante que medicamentos como fluoxetina
(antidepressivo), bezafibrato (anti-lipidémico) e levotiroxina (analogo do hormonio
tiroidiano T4) fossem monitorados nos mananciais, assim como a cafeina.

A cafeina ndo se trata de um desregulador endocrino e nem tdo pouco possui
caracteristicas fisico-quimicas que confiram a ela capacidade de bioacumulagdo.
Contudo, esse composto pode ser utilizado como um marcador de atividade
antropogénica, pois € continuadamente introduzido no meio ambiente e amplamente
consumido em todo mundo na forma de bebidas, ou incorporada a preparagdes
medicamentosas, por exemplo (PAIGA & DELERUE-MATOS, 2017; CANTWELL et
al., 2016; NODLER et al., 2016; MONTAGNER et al.,2014 b; KURISSERY et al.,
2012; HILLEBRAND et al., 2012). Atualmente a Companhia Ambiental do Estado de
Sdo Paulo (CETESB) monitora a presenca de cafeina em alguns mananciais do estado
(CETESB, 2016).

Embora os riscos associados aos efeitos agudos causados por essas substancias
em humanos sejam baixos (WHO, 2011a), pouco se sabe dos efeitos em exposicdo
cronica e, das implicacdes decorrentes da acdo dessas substancias sobre outros seres
vivos. Muitos modelos ecotoxicologicos tém sido aplicados para a avaliacdo da
toxicidade desses compostos (FATTA-KASSINOS et al. 2011). Entretanto, embora
esses modelos sejam confidveis existem organismos ndo-alvo que necessitam ser
estudados, como as cianobactérias.

As cianobactérias sd3o microrganismos procariontes e fotoautotrofos
(PERCIVAL & WILLIAMS, 2014), e algumas espécies como a Microcystis aeruginosa
produzem substancias toxicas chamadas de cianotoxinas. Os mecanismos que levam
esses microrganismos a produzir essas substincias ainda nio sdo totalmente elucidados,

entretanto sabe-se que fatores ambientais como luz, pH do meio e quantidade de
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nutrientes sao fatores relevantes (RASTOGI & SINHA & INCHAROENSAKDI, 2014).
Alguns autores tém relacionado as mudangas climaticas ao aumento da incidéncia de
floragdes toxicas desses microrganismos. A Microcystis aeruginosa é a cianobactéria
mais relatada em episodios de floragdes toxicas (CARMICHAEL & BOYER, 2016).
Portanto, a compreensao dos efeitos dos farmacos sobre o crescimento de cianobactérias
e producdo de cianotoxinas se fazem necessarios, pois esses microrganismos sao
continuadamente expostos a essas substancias em mananciais eutrofizados.

Tendo em vista a problematica que envolve esse tema e a importincia de se
verificar o qudo impactados estdo os mananciais do estado de Sdo Paulo por esses
compostos, assim como de verificar quais sdo os efeitos dessas substincias sobre as
cianobactérias. Duas hipoteses foram geradas:

1*) Os reservatorios Guarapiranga e Billings, rios Sorocaba, Cotia, Grande,
Paraiba e Taigupeba estdo contaminados com cafeina, fluoxetina, levotiroxina e
bezafibrato.

2% A cafeina, fluoxetina, levotiroxina e bezafibrato causam efeitos
ecoxicolégicos sobre o crescimento e produgdo de microcistina pela cianobacteria
Microcystis aeruginosa (cepa LTPNA 08).

A partir das hipoteses os objetivos foram tragados e o estudo realizado.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Determinar a presenga de cafeina (CAF), fluoxetina (FLX), levotiroxina (LVX) e
bezafibrato (BZF) em mananciais do estado de Sao Paulo bem como avaliar a
ecotoxicidade sobre a cianobactéria toxigé€nica Microcystis aeruginosa (cepa LTPNA

08).

2.1.1. Objetivos Especificos

i.  Desenvolver e validar um método por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS) para a detecgdo e quantificacdo de CAF,
FLX, LVX e BZF em amostras ambientais de agua.

ii.  Determinar a presenca de cafeina (CAF), fluoxetina (FLX), levotiroxina (LVX)
e bezafibrato (BZF) em mananciais do estado de Sao Paulo.

iii. ~ Comparar as concentracdes de CAF, FLX, LVX e BZF quantificadas com dados
descritos na literatura.

iv.  Determinar o crescimento da cianobactéria Microcystis aeruginosa (cepa
LTPNA 08) exposta a diferentes concentragdes de CAF, FLX, LVX e BZF por
espectrofotometria.

v.  Quantificar a producdo de microcistinas totais por LC-MS/MS pelo
microrganismo teste em relacdo a exposic¢do aos farmacos pesquisados.

vi.  Verificar o efeito dos farmacos sobre a viabilidade celular pela técnica de

citometria de fluxo.
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3. DESEVNVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS PARA QUANTIFICACAO DE
FARMACOS EM AMOSTRAS AMBIENTAIS DE AGUA

3.1. Introducao

Com o desenvolvimento das fontes de ionizacdo a pressdo atmosférica a partir do
final da década de 80, o acoplamento da Cromatografia Liquida (LC) a Espectrometria
de Massas (MS) aumentou consideravelmente a capacidade analitica dos laboratorios.
(SCHULTZ & HENION, 2017). Técnicas hifenadas como LC-MS permitiram ganhos
significativos no limite de detec¢do, pois possibilitaram a detecgdo de compostos em
concentragdes muito baixas (ug.L™; ng.L" e pg.L™"). Entretanto, a analise simultinea de
moléculas com propriedades fisico-quimicas diferentes requer uma atencdo especial
para parametros relacionados a pré-concentracdo da amostra (escolha do cartucho de
extragdo em fase solida, solvente extrator e pH), separagdo cromatografica (coluna,
gradiente de fase movel) e deteccdo pelo espectrometro de massas (interface e

parametros operacionais) (PETROVIC, 2014).
3.1.1. Espectrometria de massas e andlises ambientais

A detecgdo ambiental de micro poluentes organicos persistentes (MPOP’s) é uma
das areas de aplicagdo da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS/MS). Entre os MPOP’s estdo substancias de origem natural (toxinas,
hormonios, etc) e sintética (farmacos, nanomateriais, filtros UV, plastificantes,
retardantes de chama, drogas ilicitas, etc.) (WEBER, 2014). Esta técnica apresenta
algumas vantagens em relagdo a Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-MS), pois permite a deteccdo de substancias pouco ou ndo volateis e com

diferentes polaridades.

e Principio do método

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas ¢ uma técnica que

gera resultados tridimensionais, pois inicialmente os analitos sdo separados no
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cromatografo em fungdo do tempo de retencdo, em seguida os ions gerados pela fonte
de ionizagdo sdo separados em relacdo a sua massa/carga (m/z) no analisador de massas
¢ na seqiiéncia a abundancia dos ions ¢ monitorada pelo detector do espectrdmetro
(KRUVE et al., 2015 a).

O acoplamento da cromatografia liquida ao espectrdmetro de massas proporcionou
avangos nas abordagens atuais em quimica analitica, pois associou a alta seletividade e
eficiéncia de separagdo da cromatografia com a obtengdo de informagdo estrutural,
massa molar e aumento adicional da seletividade da espectrometria de massas.
Entretanto, o acoplamento do LC ao MS nao foi algo simples de se realizar, pois havia a
incompatibilidade entre a vazido de fase movel (FM) do sistema cromatografico e a
velocidade de bombeamento do sistema a vacuo do espectrometro de massas. Além
desse problema, existia ainda a dificuldade de ionizar substancias pouco volateis e/ou
sensiveis a temperatura. Tais problemas foram solucionados empregando-se uma
interface para remover total, ou parcialmente a FM. Além da remoc¢do da FM movel as
interfaces foram desenvolvidas com o intuito de melhorar a ionizacdo do analito. Por
esse motivo muitos autores referem-se a algumas dessas interfaces simplesmente como

fontes de ionizagdo (CHIARADIA & COLLINS & JARDIM, 2008).

e Fontes de ionizaciao (“Ionizacao por Electrospray”)

Ha mais de uma década o emprego da cromatografia de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas faz parte das rotinas laboratoriais. Isso ocorreu porque o
método de Ionizagdo a Pressdo Atmosférica do inglés “Atmospheric Pressure
Ionization” (API) permitiu a associacdo entre essas duas técnicas. Nesse tipo de
ionizacdo os ions sdo gerados a partir de 4tomos ou moléculas a pressdo atmosférica.
Entre as fontes de ionizagdo mais empregadas estdo a ionizacdo por electrospray e
ionizacdo quimica a pressdo atmosférica, cujas abreviaturas derivam do inglés
Electrospray lonization (ESI) e Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI),
respectivamente. O electrospray € a interface mais eficiente para injetar ions em
analisadores de massas com pouca ou nenhuma fragmentacdo de ions (KRUVE et al,,
2015 b; FORCISI ef al.,2013; WILM, 2011; VESSECCHI et al., 2011).

Moléculas de baixo e de alto peso molecular, bem como de elevada polaridade e
complexidade estrutural sdo ionizadas por electrospray. Nesta técnica as espécies

ionizadas sdo formadas pela aplicagdo de uma diferenca de potencial entre um capilar e
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um contraeletrodo, sob pressao atmosférica, formando assim pequenas gotas carregadas
(VESSECCHI et al., 2011). Uma das vantagens do electrospray ¢ a dessolvatacdo
gradual das goticulas formadas (a aproximadamente 80°C), permitindo que os ions se
mantenham com a mesma estrutura e carga das espécies em solugdo (MORAES &
LAGO, 2003).

Trés tipos de ions podem ser formados por meio da ionizagdo por electrospray: ions
moleculares, moléculas protonadas/desprotonadas (ions guasi-moleculares) e moléculas
cationizadas ou anionizadas. A quantidade formada de cada ion depende de trés reagdes
que ocorrem dentro do capilar. Os ions gerados pelas reagdes de oxidagdo/redugdo sdo
ions moleculares (M™) ou (M), j& aqueles formados pelas reagdes acido/base estio na
forma protonada [M+H]" ou desprotonada [M-H]e aqueles oriundos das reagdes de
coordenagdo com cations (pertencentes a familia 1A) ou anions (ex., cloretos) estdo na
forma de moléculas cationizadas ([M+Na]', [M+K]"ou anionizadas ([M+CI], etc)
(CROTTI et al., 2006).

Inimeros estudos que investigaram a presenca de firmacos no meio ambiente
utilizaram a ionizagdo por electrospray como fonte de ionizagdo dos compostos
analisados. Mokh et al. (2017) detectaram 63 farmacos (dentre eles antibidticos e
cafeina) por LC-ESI-MS/MS em amostras de agua natural no Libano. Carmona &
Andreub & Pic6 (2017) também utilizaram a fonte de ionizagdo por electrospray para a
detecg¢do de 42 compostos orgadnicos em diferentes matrizes ambientais, como esgoto,
solo e aguas superficiais, estas coletadas ao longo do rio Turia, no centro leste na
Espanha. Tlili et al. (2016) avaliaram a presenca de 22 compostos farmacéuticos, entre
eles antilipidémicos, em amostra de 4gua de rios do norte da Franga. No Brasil, Pereira
et al. (2016) determinaram 7 farmacos em amostras de dgua salgada oriundas da baia de
Santos (Sdo Paulo) empregando a técnica por LC-ESI-MS/MS, assim como Caldas et
al. (2016) que aplicaram esta mesma técnica para a quantificacdo de 58 compostos
(alguns destes farmacos) em amostras de esgoto coletadas no Rio Grande do Sul.

A andlise de fibratos e estatinas (antilipidémicos) costuma ser relizadas por LC-ESI-
MS/MS, isto porque esta fonte de ionizacdo aumenta a sensibilidade de deteccdo desses
compostos em torno de 10 vezes se comparada a ionizagdo quimica a pressdo
atmosférica (PETROVIC et al., 2005). Embora o ESI seja a interface mais comum para
a deteccdo de farmacos no meio ambiente sua eficiéncia pode ser influenciada por
interferentes que sdo co-extraidos das amostras resultando numa supressdo ou aumento

da ionizagdo (WILLE et al., 2012).
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e Analisadores de massas

Apobs a ionizacdo da amostra, a mesma ¢ separada de acordo com sua razdo
massa/carga (m/z) e entdo detectada. O setor de analise do espectrometro de massas esta
associado a exatiddo, precisdo e sensibilidade do equipamento. Entre os principais

analisadores de massas estdo:

v’ Analisador de tempo de voo (“Time-of-Flight Analyser” - TOF)

O principio teorico deste analisador consiste na separacdo dos ions apds aceleracio
por um campo elétrico de acordo com suas velocidades. Isto porque os ions possuem
igual energia cinética e deste modo suas velocidades seriam distintas apenas pela sua

massa (HOFFMANN & STROOBANT, 2007).
v’ Analisador lontrap

O iontrap, como o proprio nome diz, ¢ uma armadilha de ions tridimensional. O
iontrap de Paul é um aparato que aprisiona os ions ao serem introduzidos em seu
interior até que uma radiofreqii€ncia entre um eletrodo anelar e dois eletrodos terminais
seja empregada. A escolha destas tensoes determina a m/z abaixo da qual os ions ndo

sdo aprisionados (CHIARADIA & COLLINS & JARDIM, 2008).
v Quadrupolo

O analisador de massas quadrupolo ¢ formado por quatro hastes, dispostas em pares.
A um par ¢ aplicado um potencial elétrico positivo e a outro um potencial negativo.
Uma combinagao de corrente continua (DC) e radiofreqiiéncia (Rf) ¢ aplicada nas barras
que em voltagem especifica faz com que ions de uma determinada razdo m/z atravessem

o quadrupolo descrevendo uma trajetoria estavel (LANCAS, 2013).
v' Triplo quadrupolo

O analisador de massas triplo quadrupolo comercial foi desenvolvido por Yost &
Enke no final de década de 70 (YOST & ENKE, 1979), desde entdo tem sido
amplamente empregado na quantificagdo de farmacos em matrizes ambientais. Isso
gragas a sua elevada sensibilidade se comparado a outros analisadores de massas
(ACEN et al., 2015; GRABIC et al., 2012; STOLKER et al., 2003).

O triplo quadrupolo contém trés quadrupolos em série, porém o segundo quadrupolo
¢ uma cela de colisdo (na qual ocorre a fragmentacdo dos ions selecionados), enquanto
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que o primeiro e terceiro sdo utilizados para separar os ions de mesma razdo m/z
(CHIARADIA & COLLINS & JARDIM, 2008).

Segundo Yost & Fetterolf (1983) o principio do triplo quadruplo consiste na
passagem dos ions da fonte de ionizagdo para o primeiro quadruplo (Q1). No Q1 ocorre
a selecdo do ion em funcdo da m/z e em seguida ele é enviado para cela de colisdo. Na
cela de colis@o (q) ocorre a fragmentagdo dos ions selecionados no Q1. Isto ocorre por
meio da dissociacdo induzida por colisdo com um gas inerte, do inglés “Collision-
induced Dissociation — CID”. Essa dissociagdo ocorre porque um gas de colisao (N, ou
Ar) é adicionado a uma press@o de 1-10 mTorr. O segundo quadrupolo permite a analise
dos ions produto gerados no Q2 (CHIARADIA &COLLINS & JARDIM, 2008;
FETTEROLF & YOST, 1983).

Desde a década de 90, quando o triplo quadrupolo passou a ser amplamente
comercializado como analisador de massas do LC-MS, e com a possibilidade de se
realizar o monitoramento de reagdes multiplas (MRM), esta passou a ser a primeira
escolha para analise quantitativa de matrizes complexas, como as ambientais (ACEN et
al., 2015). Boix et al. (2015) desenvolveram um método para a detecgdo/quantificacdo
de bezafibrato e outros 39 MPOP’s por UPLC-MS/MS utilizando um QgQ como
analisador de massas ¢ os limites de deteccdo para os compostos analisados foram
baixos e da ordem de ng.L™".

Chen et al. (2016) também determinaram simultaneamente 20 MPOP’s (entre eles
hormoénios) em amostras ambientais. Nesta pesquisa os autores quantificaram os
compostos por meio da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
utilizando um triplo quadrupolo (LC—QqQ-MS) e por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucdo cujo analisador de massas era um quadruplo
hibrido, do tipo orbritrap (Q-Orbitrap-HRMS). Segundo os resultados obtidos ambos os
equipamentos geraram boa linearidade, precisdo intra e inter-dia e limite de deteccao,
entretanto a pesquisa revelou que o sistema LC-QqQ-MS foi relativamente mais
adequado para a andlise de lotes com grande nimero de amostras ambientais (CHEN, et
al., 2016).

No Brasil, Campanha et al. (2015) e Torres et al. (2015) analisaram farmacos em
amostras ambientais de agua oriundas do estado de Sao Paulo. Para isso eles utilizaram
um LC-MS com analisador de massas QqQ e entre os fairmacos analisados estava a
cafeina. Silveira et al. (2013) quantificaram farmacos e residuos de produto de higiene

pessoal em amostras de agua superficial e potavel no estado do Rio Grande do Sul por
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LC-ESI-MS/MS, e para isso também utilizaram um triplo quadrupolo como analisador

de massas.
v" Modos de operagdo do analisador triplo quadrupolo

Com o passar dos anos o aperfeicoamento da técnica de espectrometria de massas
possibilitou o emprego de diferentes modos de operagdo de detecgdo como, a
espectrometria de massa em tandem (MS/MS). Na deteccdo em tandem os ions
precursores gerados da amostra analisada s3o selecionados a partir do espectro,
normalmente fragmentados e entdo os ions produtos sdo detectados. Desta forma,

diferentes modos de operagdo podem ser empregados (KRUVE et al., 2015 a).

Entre os diferentes modos de operacdo do analisador de massas triplo quadrupolo
estdo: fon Precursor (Precursor Ion), Ton Produto (Product Ion), Monitoramento de fon
Selecionado (Selected lon Monitoring — SIM) e Monitoramento de Reacdes Multiplas
(Multiple Reaction Monitoring - MRM). O SIM consiste na aquisicdo de ions de m/z
especifica. Enquanto que o MRM ¢ realizado para uma variedade de ions produtos
oriundos de um ou mais ions precursores.

O MRM ¢ o modo de uso mais comum do triplo quadrupolo para analises
quantitativas, em razdo da sua alta sensibilidade e seletividade. O triplo quadrupolo
possibilita a detec¢do de varias transi¢des e consequentemente a quantificagdo de
multiplos analitos ao mesmo tempo. As transi¢cdes sdo essenciais para se realizar a
quantificacdo e identificagdo de um composto. Por isso, o ion produto mais abundante ¢é
chamado de "quantificador" enquanto que os demais ions produtos sdo chamados de

“qualificadores" (SCHREIBER, 2010).

3.1.2. Preparo e tratamento de amostras ambientais de dgua para andlise por LC-

MS/MS

O preparo de amostras ¢ um pré-requisito em muitas analises sendo considerado o
passo mais desafiador do procedimento analitico, pois é por meio dele que os
interferentes sdo retirados ou minimizados (FILIPPOU & BITAS & SAMANIDOU,
2017; KUMAR et al., 2015). Entre as principais etapas do preparo de amostras estao:
filtracdo, ajuste do pH, extracdo, limpeza e pré-concentracdo. Existem diferentes
técnicas de extragdo/pré-concentracdo de amostras, como: extracdo em fase solida (do

inglés Solid Phase Extraction — SPE), micro extragdo em fase solida, extragdo liquido-
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liquido, extracdo em fase liquida, extragdo em liquido pressurizado, etc (DIMPE &

NOMNGONGO, 2016).

o [Extracido em Fase solida

A técnica de extragdo/concentragdo aplicada para o preparo de amostras depende,
entre outras coisas, do método analitico utilizado. Por exemplo, amostras analisadas por
LC-MS/MS ndo necessitam de preparos tdo elaborados quanto aquelas avaliadas por
HPLC. Isso porque a técnica de LC-MS/MS possibilita a extragdo da massa do
composto diretamente do cromatograma gerado pela analise e isso ¢ possivel mesmo
quando ocorre coeluigdo com interferentes. Embora isso seja uma vantagem da técnica,
ndo se deve subestimar a importancia desta etapa para a deteccdo e quantificacdo de
farmacos por espectrometria de massas, pois a presenca de interferentes pode
comprometer a sensibilidade do método (SISMOTTO & PASCHOAL & REYES,
2013).

Entre as técnicas de extragdo mais empregadas entdo a extracdo liquido-liquido e a
extragdo em fase solida. Na Tabela 1 estdo apresentados os principios e caracteristicas

dessas duas técnicas.

Tabela 1. Comparagao entre extragdo liquido-liquido e extracdo em fase sélida.

Técnica Principios da Caracteristicas da técnica
técnica
Vantagens Desvantagens Referéncias
Extragio  Distribui¢do do Boa Emprego de HASHEMI et
liquido- analito entre dois reprodutibilidade, solventes purose | al., 2017,
liquido liquidos imisciveis facil —manuseio, elevada DIMPE &
em fun¢do de um compostos pouco produgdo de NOMNGONGO,
coeficiente de volateis. residuos. 2016.
partigdo.
Extracao Adsorcdo seletiva Flexibilidade, alta Custo dos | HASHEMI et
em fase do analito em seletividade, cartuchos, dificil | al., 2017,
solida sorventes e grande variedade realizagdo DIMPE &
posterior  eluicdo de sorventes, manual (requer | NOMNGONGO,
com solventes. boas muitas etapas). 2016.
recuperagoes,
baixo consumo de
solventes, etc.

Ha quatro etapas envolvidas na extracdo em fase solida. A primeira delas ¢ o

condicionamento do sorvente com o solvente, seguido da aplicacdo da amostra, a
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terceira etapa envolve a limpeza da coluna, porém essa etapa pode ser suprimida
dependendo dos compostos e solventes envolvidos. A ultima etapa é a eluicdo do
analito.

A extracdo em fase solida é amplamente empregada no preparo de amostras
ambientais. Essa técnica foi desenvolvida no inicio da década de 80 e desde entdo se
tornou a técnica mais importante para isolamento e purificacdo de analitos especificos.
Uma das vantagens da SPE ¢ a extensa variedade de sorventes. Para a extracdo de
farmacos de matrizes ambientais, como a agua, ¢ importante o emprego de sorventes
que apresentem boa eficiéncia de extragdo e recuperagdo, entre os sorventes mais
utilizados esta a Oasis® HLB (DIMPE & NOMNGONGO, 2016).

Segundo o proprio fabricante (Waters”™), a Oasis” HLB é um sorvente universal,
pois € capaz de reter compostos acidos, neutros e basicos. O sorvente ¢ composto por
um copolimero de N-vinilpirrolidona (hidrofilica) e divinilbenzeno (lipofilico). Este
sorvente possui vantagens como: ser estdvel em uma ampla faixa de pH e diferentes
solventes, capacidade de retengdo de compostos polares e relativa retencdo de
compostos apolares, ou seja capacidade de retengdo hidrofobica trés vezes superior ao
dos sorventes tradicionais de SPE como a C18 (GUMBI et al., 2017, WATERS®,
2014).

Além das vantagens mencionadas acima o sorvente da Oasis® HLB tem maior
capacidade de retengdo [k], isso significa que mais analitos sdo retidos no cartucho
melhorando a recuperagio e reprodutibilidade do procedimento de extragdo. A Oasis”
HLB ¢ comercializada no formato de cartucho, placa ou coluna, e ha cinco diferentes
tamanhos de particulas de revestimento da coluna (60 pm, 30 pm, 25 pm, 15 pm e 5
um). Na Figura 1 pode-se observar a apresentagdo comercial do cartucho Oasis® HLB

em coluna, bem como a estrutura quimica do sorvente (WATERS ®, 2014).
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Figura 1. Apresentacio comercial do cartucho Oasis® HLB em coluna e estrutura quimica do
sorvente.

Oasis® HLB

OISISTHLB Corridge |
l—\
"—--N\\
\
\
\Y
)
1
]
z I
]

Grupamento
hidrofilico AR

Grupamento
lipofilico

Legenda: 1= Retengdo de compostos polares; 2= retengdo de compostos apolares.
Fonte: Adaptado WATERS®, 2014.

Tendo em vista sua grande versatilidade, a Oasis® HLB tem sido amplamente
aplicada para a extracdo de farmacos de inimeras matrizes ambientais (OMAR et al.,
2017). Na Tabela 2 foram compiladas algumas pesquisas que utilizaram a Oasis” HLB

como sorvente para a analise de farmacos em aguas superficiais.
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Tabela 2. Aplicagdes da Oasis” HLB para a extragio de farmacos de amostras ambientais.

Compostos Cartucho Amostra Local Referéncias
SPE

Nicotina, metamizol, QOasis HLB, Esgoto Espanha  AFONSO-OLIVARES &
paraxantina, cafeina, Lichrolut EN, SOSA-FERRERA &
fluoxetina, acido clofibrico e Bond Elut SANTANA-
Atenolol. SCX e Cl18 RODRIGUEZ, 2012.
Fluoxetina, Doxepina, Oasis HLB Agua Pol6nia GIEBULTOWICZ &
fluvoxamina, desipramina, (3mL, 400 superficial e NALECZ-JAWECKI,
imipramina, trimipramina, mg) agua potavel 2014.
amitriptilina, nortriptilina,
Citalopram, paroxetina,
sertralina, venlafaxina, entre
outros
Aciclovir, carbamazepina, Oasis® HLB Esgoto China YU & LI & ZHANG,
fluconazol, fluoxetina, (6 mL, 500 2012.
metronidazol e ranitidina mg, Waters)
Atrazina, octilfenol, nonilfenol ~ Oasis HLB (6 Agua Brasil MACHADO et al., 2016.
e bisfenol-A, triclosan, 17a- mL, 500 mg, potavel
etinilestradiol e cafeina Waters
Cafeina, paracetamol, Oasis HLB Agua Brasil CAMPANHA et al.,
ibuprofeno, naproxeno, (200 mg, 6 superficial 2015.
diclofenaco, carbamazepina, mL)
atenolol, propranolol, triclosan,
estrona, 17-B-estradiol e 17-a-
etinilestradiol
Mais de 80 farmacos, entre  Oasis HLB Agua Espanha  GROS & RODRIGUEZ-
eles bazafibrato e fluoxetina (60 mg, 3 mL) superficial e MOZAZ & BARCELO,

tratada 2012.
37 MPOP’s incluindo MCX, MAX e Esgoto Portugual RIBEIRO et al., 2015
bazafibrato e fluoxetina Oasis® HLB
35 farmacos de diferentes  Oasis HLB Esgoto e México  RIVERA-JAIMES et al.,
classes como: bazafibrato, agua 2018
fluoxetina, genfibrozil, superfical
propanolol, atenolol, etc.
Farmacos entre eles fluoxetina ~ Oasis HLB Agua Suécia GRABIC et al., 2012
e bezafibrato (200 mg) superficial e

esgoto
Horménios tiroidianos (T4, T3, Oasis HLB Esgoto bruto  Finlandia SVANFELT &
r-T3, 3,5-T2 ¢ 3,3 -T2) (200 mg, 6 e tratado ERIKSSON &

mL) KRONBERG, 2010
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3.1.3. Valida¢do de métodos analiticos para a detec¢do e quantificacdo de farmacos

em matrizes ambientais

A validagdo de um método deve ser realizada para demonstrar que o mesmo
fornece resultados confiaveis e adequados a sua aplicacdo. Ja a validag@o analitica ¢
uma avalia¢do sistematica de um método por meio de ensaios experimentais, com o
intuito de verificar se os requisitos pretendidos foram atendidos (BRASIL, 2017).

Existem inumeros guias e/ou normas de validacdo que sdo referéncia na Europa,
Estados Unidos, Japao, Australia, Brasil e etc. Embora os guias sejam diferentes, existe
um consenso sobre quais parametros de validacdo devem ser validados. Entretanto, ha
uma imensiddo de detalhes sobre a metodologia de validagdo e critérios de aceitacdo
que ndo sdo uniformes, o que dificulta a padronizagdo universal da validacao (KRUVE
etal., 2015 a)

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) ¢ o o6rgdo
responsavel por estabelecer as diretrizes para a validagdo de métodos analiticos por
meio de resolucdes especificas. A resolugdo mais atual do pais sobre esse tema ¢ a RDC
n® 166, de 24 de julho de 2017. Além desta, existe a RE n° 899, de 29 de maio de 2003 ¢
que também dispde sobre os pardmetros de validagdo. No Brasil esta em vigor, ainda, a
RDC n°® 27, de 17 de maio de 2012, que estabelece os requisitos minimos para a
validag@o de métodos bioanaliticos empregados em estudos com fins de registro e pos-
registro de medicamentos. Embora esta ultima resolucdo seja especifica para
medicamentos, ndo ha no pais um guia para a valida¢do de metodologias para analise de
farmacos em amostras ambientais (BRASIL, 2017; BRASIL, 2011; BRASIL, 2003).

De modo geral, os estudos que propde a validacdo de métodos para a detecgdo
ambiental de farmacos incluem os seguintes pardmetros de validacdo: limite de
quantificacdo e deteccdo, linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo, precisdo intra e
inter-dias, recuperagdo e efeito matriz (AFONSO-OLIVARES et al., 2017; GUMBI et
al., 2017; RIBEIRO et al., 2015). Entretanto, existem autores que ndo validam todos
esses parametros. Lardy-Fontan et al. (2017) validaram um método analitico para a
detecg¢do de farmacos em amostras de agua comercializadas com base na recuperagao,
limite de quantificagdo, linearidade, exatiddo e medidas de incerteza. Os autores
utilizaram o guia de validacdo da “Association Frangaise de Normalisation — AFNOR”,

que € a Associagdo Francesa de Padronizagdo, pois o estudo foi realizado na Franga.
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A ANVISA, por meio de sua RDC N° 166 e RE n° 8§99, estabelece os parametros a

serem validados durante a validagdo de um método analitico. Entre os parametros de

validacdo estabelecidos estdo:

Limite de detec¢do (LD): ¢ a menor quantidade do composto de interesse
presente na amostra que ¢ detectado, porém nao necessariamente quantificado,
sob as condigdes estabelecidas. O LD pode ser estabelecido por ensaio pratico
ou por calculos tedricos. Se o procedimento escolhido por o ensaio pratico o
mesmo ¢ determinado como base na analise da razdo sinal-ruido. Sendo
estabelecido como LD a concentrag@o para a qual é possivel constatar o menor
efeito visual observado (BRASIL, 2017).

Limite de quantificacdo (LQ): ¢ estabelecido como a menor quantidade do
analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddao
aceitaveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas (BRASIL 2017).
Linearidade: esse pardmetro pode ser obtido com base na capacidade do método
em adquirir respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um
composto em uma amostra (BRASIL, 2017).

Precisdo: a precisdo avalia a proximidade entre os resultados obtidos por meio
de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser
validado. (BRASIL, 2017).

Exatiddo: determina o grau de concordancia entre os resultados individuais do
método em estudo em relacdo a um valor aceito como verdadeiro (BRASIL,
2017).

Estabilidade: Os ensaios de estabilidade devem ser os mais semelhantes
possiveis com aquelas condi¢des de manuseio e anélise das amostras reais. E de
suma importancia que os estudos de estabilidade incluam a determinagdo da
estabilidade da amostra e dos analito nas solu¢des-padrdo, preparadas com

solvente apropriado em concentragdes conhecidas (BRASIL, 2003).
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3.2. Objetivos do capitulo

O objetivo geral deste capitulo foi desenvolver e validar um método por cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) para a detec¢do e

quantificacdo de CAF, FLX, LVX e BZF em amostras ambientais de agua. Para isso foi

necessario:

Determinar o modo de operagdo do detector

Escolher os componentes da FM (solvente organico, pH e aditivos).
Determinar os ions qualificadores e quantificadores

Definir as condi¢des de extragdo dos compostos (solvente extrator e pH)

Validar o método proposto segundo a RDC n° 166 da ANVISA.
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3.3.Parte experimental

3.3.1. Desenvolvimento e valida¢do de método analitico por LC-MS/MS

O desenvolvimento da metodologia analitica por LC-MS/MS para a quantificagdo
de cafeina (CAF), fluoxetina (FLX), levotiroxina (LVX) e bezafibrato (BZF) foi
realizado utilizando-se um cromatografo liquido (Agilent Series 1290, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) composto por: degaseificador a vacuo,
amostrador automatico e uma bomba binaria, acoplado a espectrdmetro de massas
(modelo 6460 Agilent, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), com analisador de

massas triplo quadrupolo e fonte de ionizacao por electrospray (ESI) (Figura 2).

Figura 2. Cromatografo liquido acoplado ao espectrometro de massas.

Legenda: 1= modulo onde fica localizada a coluna e forno; 2= auto-amostrador; 3= bomba e 4=
espectrometro de massas.

Os testes foram conduzidos levando-se em consideragdo os parametros: modo de
ionizagdo por ESI (positivo ou negativo), composicdo, pH e aditivos de fase movel.
Esses parametros foram determinados apds injecao das solugdes contendo os compostos

de interesse no espectrometro de massas.
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e Preparo das solucdes de cafeina (CAF), fluoxetina (FLX), levotiroxina

(LVX) e bezafibrato (BZF)

v" Preparo solugdo Mae

As solucdes contendo os compostos de interesse foram preparadas a partir de
padroes analiticos de LVX e BZF, adquiridos da Council of Europe (European
Pharmacopeia Standard), CAF e PI (FLX-d6) comprados da Sigma-Aldrich®. Para o
preparo da solucdo méde de FLX foi utilizado um padrio secundario doado pelo
Laboratério de Analises Toxicologicas — LAT.

O preparo da solugdo mie de CAF, FLX, LVX e BZF foi realizado pesando-se 1
mg de cada composto em balanga analitica (Sartorius Weighing technology GmbH,
Goettingen/Alemanha — Cubis®; Weighing Modules Ultra-Micro Balances, 0.0001 g).
Na sequéncia os padrdes foram transferidos para 4 vials &mbar de 1,8 mL e 1 mL de
MeOH:H,0 (70:30; v/v) foi adicionado a fim de que a concentragdo de 1 mg.mL™ fosse
atingida. A solucdo mae do padrdo interno (PI) foi adquirida na concentragdo de 1
mg.mL"'da Sigma-Aldrich®. Estas solu¢des foram armazenadas a -20° C em freezer por
até 3 meses, exceto pela solucdo de LVX e PI. As solugdes de LVX foram preparadas

no dia do uso.

v" Preparo das solugdes de trabalho

Todas as solugdes de trabalho foram preparadas a partir da solugdo mae,
diluindo-se a mesma em MeOH:H,O (70:30; v/v) até que as concentracdes de 10

pgmL™,1 pg.mLe 100 pg.L" fossem atingidas.

v’ Preparo Fase Movel

A fase movel (FM) foi preparada com metanol (MeOH) ou acetonitrila (ACN)),
grau ultrapuro (J.T. Baker™), em mistura com 4gua ultrapura (MilliQ®™). Os aditivos
acetato e formiato de aménio (Fluka™) na concentragio de 2 mM e 0,1% de 4cido
formico (Sigma Aldrich®™) também foram averiguados, bem como o ajuste de pH da FM

6e7).

v Determinagdo do modo de ionizagdo por electrospray (ESI)
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O modo de ionizagdo, positivo e/ou negativo, foi determinado com base na
composi¢do de fase movel (FM), sendo averiguadas duas composi¢des de FM: MeOH:
H,0 (70:30; v/v) e ACN: H,O (70:30; v/v). Para isso, 1 puL. de solugdo contendo CAF,
FLX, LVX e BZF na concentragdo nominal de 10 ug.mL'1 foi injetado separadamente
no espectrometro de massas operado em modo SIM (monitoramento de ion
selecionado), e a intensidade dos ions monitorada segundo a razdo massa-carga (m/z),
tanto em modo positivo quanto negativo de ionizagdo. Os valores das massas de cada
composto e das respectivas formas protonadas [M+H]" estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores das massas de cada composto e suas formas protonadas [M + H]" e ndo-
protonadas [M — HJ".

Nome do composto Massa (g) M+H" [M-HT
Cafeina 194,2 195,2 193,2
Fluoxetina 309,3 310,3 308,3
Levotiroxina 776,9 7717,9 775,9
Bezafibrato 361,8 362,8 360,8
PI (Fluoxetina-d6) 315,3 316,3 314,3

v Escolha do componente organico, aditivos e pH de fase mével

Ap0s a escolha do modo de ionizag@o por electrospray o componente organico da
fase movel (metanol e acetonitrila), pH e aditivos foram avaliados. Para isso 2 pHs
foram testados (6 e 7) e trés aditivos de FM foram verificados (formiato e acetato de
amodnio na concentragdo de 2 mM e acido formico a 0,1%). Uma vez determinada a

composi¢do de FM foram definas as condigdes cromatograficas.

v Defini¢do das condi¢des cromatograficas

Ap6s os aditivos de FM e pH serem determinados, buscou-se a padronizagdo das
condicdes cromatograficas. Com base nas caracteristicas fisico-quimicas dos compostos
de interesse ¢ em informacoes da literatura foi utilizada uma fase estacionaria de fase
reversa, Luna C18 (2) (150 x 3.0 mm; 3 pum) e pré-coluna C18 (4.0 x 3.0 mm), ambas
da Phenomenex®. Duas vazdes de fase movel 0,2 mL.min" ¢ 0,3 mL.min'l), quatro
volumes de injecdo (1 pL, 5 pL, 10 pL e 15 pL) e 5 gradientes de elui¢do foram
avaliados. Para isso, uma solucdo de 10 pug.L™" contendo todos os analitos de interesse

foi injetada no cromatografo liquido acoplado ao espectrometro de massas.
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e Definiciao dos parametros do espectrometro de massas.

Uma vez determinada a composicao de fase movel, modo de ionizagdo e condigdes
cromatograficas, deu-se inicio a analise dos compostos pelo monitoramento de reagdes
multiplas (MRM). No MRM o sinal do ion precursor e ions produto sdo medidos e
utilizados para a qualificacdo e quantificacdo dos analitos (MURRAY et al., 2013). Os
ions produtos s@o monitorados e aquele com maior abundéncia é considerado o ion
quantificador e os demais ions como qualificadores. A definigdo dos ions
quantificadores e qualificadores, bem como as energias de colisdo foram estabelecidos
pelo software MassHunter Optimizer (MassHunter Optimizer Triple Quad B.04.01-
Agilent Technologies). Para isso, 1 pL de solucdo dos padrdes na concentracdo de 10
ng.mL™ foi inserido no espectrdmetro de massas por injecio em fluxo (sem coluna). Os
parametros da fonte do espectrometro de massas utilizados seguem o descrito por Ferrer

et al. (2010) e sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros da fonte utilizados no espectrometro de massas.

Pariametros da fonte Valor/unidades

Capilar 4000 V

Gas nebulizador 35 psi

Gaés secante Vazio 8 L.min™'; Temperatura 250° C
Gas de bainha Vazio 10 L.min"'; Temperatura 250° C
Nozzle ov

Fonte: FERRER et al., 2010.

Na sequéncia uma analise em modo scan foi realizada para que fossem verificadas
as intensidades dos ions precursores monitorados, assim como a formacdo de adutos de
sodio [M+Na]" ou amonio [M+NH,]" durante o processo de ionizagao. O valor de scan
time utilizado foi de 200 ms, a vazdo de fase mével igual a 0,2 mL.min" e 1 puL de
solucdo de CAF, FLX, LVX, BZF e PI (FLX-d6) na concentracao de 10 pg.mL'lfoi

injetado no espectrometro de massas, individualmente.

e Otimizacao da extracao em fase solida

A etapa de extragdo e concentracdo dos analitos de interesse de amostras ambientais
¢ fundamental para a quantificacdo de farmacos nesse tipo de matriz (DIMPE &
NOMNGONGQO, 2016). Por isso, a SPE foi utilizada para a extracdo e concentragdo de
CAF, FLX, LVX, BZF ¢ PI da amostra. A extracdo em fase solida foi realizada
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utilizando-se um cartucho Oasis® HBL 6 mL (500 mg) da Waters®. E conforme visto no
item 3.1.3 esse sorvente ¢ amplamente empregado na extragdo e concentracdo de
farmacos de matrizes ambientais (GIEBULTOWICZ & NALECZ-JAWECKI, 2014;
AFONSO-OLIVARES & SOSA-FERRERA & SANTANA-RODRIGUEZ, 2012; YU
& LI & ZHANG, 2012; FERRER et al., 2010). Além disso, outros sorventes também
foram testados durante o desenvolvimento do método, entretanto os valores de
recuperacdo foram muito baixos.

Os testes de extracdo em fase solida foram realizados utilizando-se 500 mL de agua
ultrapura, acidificada até pH 2,5 ou 5, e fortificada com CAF, FLX, LVX, BZF na
concentragdo de 20 pg.L™" ¢ PI (10 pg.L™"). O condicionamento da coluna foi realizado
segundo o proposto por Ferrer et al. (2010) com modificagdes. Portanto, 6 mL de
MeOH foram aplicados no cartucho, seguidos de 6 mL de 4gua ultrapura em pH 2,5 ou
5. Na sequéncia a amostra fortificada foi aplicada com uma vazdo inicial de
aproximadamente (135 gotas.min™'). Apos a completa aplicagdo da amostra, a coluna foi
seca sob vacuo por 5 min e os compostos eluidos com 6 mL do solvente extrator.

O solvente extrator utilizado foi 0 MeOH em diferentes propor¢des de MeOH:H,O,
conforme apresentado a seguir: MeOH:H,0 (20:80; v/v), MeOH:H,O (40:60; v/v),
MeOH:H;0 (60:40; v/v), MeOH:H,O (80:20; v/v) e MeOH 100%.

Inicialmente 6 mL de MeOH 20% foi aplicado na coluna e o volume recolhido apds
extracdo dos compostos. Na sequéncia 6 mL de MeOH 40% foi aplicado no mesmo
cartucho e o volume coletado. Este procedimento foi realizado com os solventes 60%,
80% e 100% de MeOH. Os volumes foram recolhidos em tubos de vidro e secos em
concentrador de amostras a 35° C sob fluxo de N,. A ressuspensdo dos compostos
extraidos foi realizada utilizando-se 250 pL de metanol (100%), seguidos de agitagdo
em agitador automatico por 1’ e depois adicionou-se 250 pL de agua ultrapura a 0,2%
de acido formico ao frasco que foi novamente agitado por 30’ em agitador. A Figura 3

apresenta um resumo das etapas de extracdo em fase solida (SPE) proposta neste estudo.
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Figura 3. Etapas da extragdo em fase solida.
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Legenda: 1= Condicionamento do cartucho, 2= aplicagdo da amostra e 3= elui¢@o dos analitos.

Os resultados relacionados ao ajuste do pH da amostra e solu¢do extratora foram
expressos em termos de recuperagdo. O pH da amostra e solucdo extratora selecionados
foram aqueles que apresentaram maior porcentagem de recuperacdo. Para calcular a
recuperacdo realizou-se a extracdo de brancos de dgua ultrapura e apds a extragdo em
fase solida o branco foi ressuspensso em 250 pL de solugdo de metanol 70% contendo
os padrdes de CAF, FLX, LVX, BZF na concentragdo de 40 pg.L" e PI1 20 pg.L". Na

sequéncia foi adicionado ao frasco 250 pL de 4gua ultrapura a 0,2% de acido formico.

e Avaliacao do efeito residual (carryover)

Os testes para a avaliacdo do efeito residual foram conduzidos com o intuito de
promover a redugdo/remogdo da contaminagdo inter-corridas analiticas. Para reduzir o
carryover foram testadas quatro solugdes de limpeza da agulha do auto-injetor. A
primeira era composta por ACN:H,O (90:10; v/v), a segunda por ACN:H,O a 0,5% de
acido formico (90:10; v/v), a terceira por Isopropanol: MeOH:H,O (40:40:20; v/v/v), e
a ultima por Isopropanol: MeOH:H,O na propor¢do (80:10:10; v/v/v). Além da
definicdo da solucdo de limpeza foi introduzida ao método uma programacao manual da

sequéncia de inje¢do do auto-injetor diferente daquele padrdo do equipamento.
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3.3.2. Validag¢do do método analitico por LC-MS/MS

Apbs o desenvolvimento do método para a deteccdo e quantificagdo dos analitos
CAF, FLX, LVX e BZF por LC-MS/MS, seguiu-se com 0s experimentos para a
validag@o. Para tanto, como fonte de matrizes de agua bruta, foram utilizadas amostras
d’agua oriundas de um lago situado no campus Butantd da Universidade de Sao Paulo
(23°33°58.9”S, 46°43°51.8”W). A amostra foi fortificada com PI (5 ng.L'l) ¢ submetida
a extracdo antes da validag@o para averiguar se a matriz estava isenta de CAF, FLX,
LVX e BZF. Para a validagdo dos compostos de interesse ¢ importante conhecer suas
informagdes e propriedade fisico-quimicas. Na Tabela 5 sdo apresentadas algumas
informagdes e propriedades fisico-quimicas da CAF, FLX, LVX e BZF.

Tabela 5. Informacdes e propriedades fisico-quimicas dos compostos avaliados durante a
validagdo do método.

Com N Lo Solub em
C A.S Kov%a agua a 25 °C Férmula estrutural Formula
> (mg/L)" Molecular

(o]
/
\N N
CAF 5882  .0,07* 2632 )\ | /> CsH,oN,O;
0 N N

F
F
FLX 533_1:?' 3,82% 60,28 F>‘\©\ ; Ci7H,sFsNO
o -
(o]

N
H

HO. .
OH
LVX 25416- 234 2,994 :@\ N CysHoL,]NO,N
65-3 , 0 .
' o
%S
(0] C
BZF  41859- 4,25 1,224 /@)‘\N/\/O C1oHp0CINO;4
H
C

67-0

Legenda: Log Kow* = coeficiente de parti¢io octanol (KOWWIN v1.68 estivativa); Log Kow’=
Solubilidade em 4gua estimativa a partir do LogKow (WSKOW v1.42); Determinado a partir

de dados experimentais.

Tendo em vista que esta pesquisa de doutorado foi realizada no Brasil e que os
parametros de validacdo estabelecidos pela ANVISA sdao os mesmos que aqueles

definidos internacionalmente pela EUROCHEM, International Conference on
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Harmonisation — ICH, entre outros, e que os procedimentos estdo detalhadamente
descritos nas resolu¢des da ANVISA, RDC n°® 166, RDC n° 27 ¢ RE n° 899. (BRASIL,
2017; BRASIL, 2011; EUROCHEM, 2014; BRASIL, 2003; ICH, 1994) optou-se por
validar o método de acordo com os critérios estabelecidos ANVISA.

Os parametros: limite de deteccdo (LD), limite de quantificagdo (LQ), linearidade,
exatiddo, precisdo inter-dia e intra-dia, recuperagdo ¢ estabilidade da amostra foram
analisados apos extragdo em fase sélida e analise por LC-MS/MS. Entretanto, o estudo
de estabilidade da solugo mée e solugdo estoque (100 pg.L™) foi conduzido levando-se
em consideragdo apenas a analise por LC-MS/MS. Os parametros descritos acima,
exceto recuperacdo e estabilidade da solugdo estoque, ndo foram aplicados ao PI do

método (FLX-d6), pois utilizou-se a area relativa dos analitos para os calculos.

o Limite de Deteccao e de Quantificacao

O LD e LQ para cada composto foi determinado experimentalmente a partir das
seguintes concentracdes: 10 ng.L'l; Sng.L'l; 1 ng.L'l; 0,5 ng.L'l; 0,2 ng.L'l; 0,1 ng.L'l,
0,05 ngL' e 0,01 ngL"'. As andlises foram realizadas em triplicata para cada

concentragao verificada (n=24).
e Linearidade

A faixa de linearidade do método foi determinada fortificando-se as amostras d’agua
previamente filtradas, acidificadas e fortificadas com a solugdo estoque (100 pg.L™), a
fim de que as concentragdes de 5, 10, 20, 30, 50 e 100 ng.L'1 fossem atingidas para a
CAF ¢ LVX; 1, 5, 10, 20, 30 e 50 ng.L"' para FLX ¢ 10, 20, 30, 50, 100 ¢ 250 ng.L"
para o BZF. O procedimento foi realizado em triplicata para cada uma das

concentragOes avaliadas (n=18).
e Recuperacio, precisio e exatidio intra e inter-dia

Para a determinacdo da recuperacdo, precisao e exatiddo do método as amostras de
agua foram fortificadas a partir da solugio estoque (100 pg.L™"), nas concentragdes de 5,
50 e 100 ng.L'1 paraa CAF e LVX; 1, 20 e 50 ng.L'1 para FLX e 10, 100 e 250 ng.L'1
para o BZF. O preparo e andlise das amostras foram realizados em um dia para se
determinar a recuperacdo, exatiddo e precisdo intra-dia (n=9), e em trés dias para se
obter a recuperacdo, exatiddo e precisdo inter-dias (n=27). Todas as amostras foram

submetidas ao procedimento de extracao.

44



A precisao foi determinada por meio do coeficiente de variagdo (CV%), segundo a
formula:
CV %= (DP/CMD) x 100
Onde DP ¢ o desvio padrdo e CMD, a concentragdo média determinada.

A exatiddo foi expressa pela relagdo entre a concentragdo média determinada
experimentalmente e a concentragdo teorica correspondente conforme apresentado pela
equacdo a seguir:

Exatiddo = (Concentra¢do média Experimental/ Concentragdo tedrica) X 100
Onde, o desvio nao deve exceder 15%, exceto para o limite de quantificagdo que admite
desvios menores ou iguais a 20%.
Os resultados da recuperacdo foram comparados com solucdes de padrdoes ndo
extraidos na concentragdo de 5, 50 e 100 ug.L'1 para a CAF e LVX; 1, 20 e 50 ug.L'1
para FLX;e 10, 100 e 250 pg.L'1 para o BZF e de 5 ug.L'1 para o PL.

e Estudo de estabilidade

v' Estabilidade da amostra

Para a determinacdo da estabilidade da amostra em geladeira (pré-processamento) o
volume de 1L de agua foi filtrado e fortificado a partir da solugdo estoque (100 pg.L™")—
nas concentracgdes de 5, 50 e 100 ng.L'1 paraa CAFe LVX; 1,20 e 50 ng.L'1 para FLX e
10, 100 e 250 ng.L™" para o BZF — e estocado em geladeira (8° C) por sete dias em
frascos &mbar previamente limpos. Cada concentragdo foi preparada em triplicata (n=9).

A estabilidade da amostra em freezer (pds-processamento) foi avaliada apds a
filtracdo, acidificagdo, fortificacdo com solucdo estoque (100 pg.L'l) (concentragoes de
5,50 ¢ 100 ng.L" paraa CAF e LVX; 1, 20 ¢ 50 ng.L™" para FLX;e 10, 100 e 250 ng.L"!
para o BZF) e extracdo em fase solida. As amostras foram evaporadas e estocadas em

freezer a—20° C pelo periodo maximo de um més (n=9).

v Estabilidade da solu¢do mae

O estudo de estabilidade da solugdo mae foi realizado para todos os analitos de
interesse exceto para o PI, sendo estas preparadas segundo o descrito no item 3.3.1., em
sextuplicata. Trés destas solugdes foram armazenas em freezer a - 20°C pelo periodo de

trés meses e as outras trés foram analisadas por LC-MS/MS logo apds o preparo. As
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areas absolutas da solugio méde (1 mg.mL™") analisadas em triplicata por LC-MS/MS

logo apos o preparo foram utilizadas para verificar a estabilidade da solugdo mae.

v’ Estabilidade da solugdo estoque

O estudo da estabilidade da solugdo estoque de CAF, FLX, LVX, BZF e PI (FLX-
do6) foi realizado observando-se os seguintes parametros: estabilidade de curta e longa
duracdo e estabilidade apds 3 ciclos de congelamento e descongelamento. Para isso, as
solugdes estoque (100 pg.L™") foram analisadas por LC-MS/MS logo ap6s o preparo e

utilizadas durante o estudo de estabilidade.

Estabilidade de curta duracdo: A solugdo estoque foi preparada conforme o descrito

no item 3.3.1. em sextuplicata. Trés destas solugdes foram analisadas apo6s 2 horas de
exposicdo a temperatura ambiente (~22° C) e as outras trés apds 24 horas de exposicdo a
temperatura ambiente (~ 22° C). Esse periodo foi avaliado levando-se em consideragdo
0 tempo em que a mesma permanece a temperatura ambiente durante a execucdo das

analises.

Estabilidade de longa duragdo: A solucdo estoque foi preparada conforme o item

3.3.1. (n=6). Trés destas solugdes foram analisadas por LC-MS/MS apos 1 més de
armazenamento em freezer a -20° C, e as outras apos trés meses de armazenamento em

freezer a -20° C, respectivamente.

Estabilidade 3 ciclos de congelamento e descongelamento: A solugdo estoque foi

preparada conforme o descrito no item 3.3.1., em triplicata, e na sequéncia congelada
em fireezer a -20° C por 24 horas. As mesmas foram descongeladas e congeladas a -20°
C até que trés ciclos de congelamento (24 horas cada) e descongelamento fossem

realizados. Na sequéncia as amostras foram analisadas pelo método analitico proposto.
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3.4. Resultados e discussoes

3.4.1. Desenvolvimento e validacdo de método analitico por LC-MS/MS

e Eleicio do modo de ionizagio por electrospray (ESI)

A selecdo do componente orginico de FM e modo de ionizacdo da fonte por
electrospray (positivo e/ou negativo) foram determinados para os compostos com base
na intensidade dos ions obtidos para as condicdes avaliadas. Os resultados sdo

apresentados na Figura 4.

Figura 4. Efeito de MeOH:H,O (70:30; v/v) ¢ ACN:H,O (70:30;v/v) sobre a eficiéncia de
ionizagdo por electrospray em modo positivo e negativo para CAF, FLX, LVX e BZF quando a
concentracio de 10 pg.mL™" foi injetada (1 pL) no EM. As colunas representam as médias das
intensidades dos ions de cada composto e as barras os desvios padrdo (n=3).
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% B8 MeOH (ESI-)
™ B3 ACN(ESI+)
D ACN (ESI-)

Intensidade dos ions

T —
CAF FLX LVX BZF
Comp. FM e Modo de ionizagao

Legenda: *Os asteriscos representam valores de p < 0,05 apos analise estatistica (ANOVA)
seguida pelo teste de Tukey.

Analisando-se a figura acima, pode-se inferir que o modo de ionizacdo positivo
gerou os melhores resultados quando o metanol e ACN foram utilizados como
componente organico de FM. Exceto para o BZF, que foi melhor ionizado em modo
negativo quando a ACN foi empregada. Por isso, o modo positivo de ionizagdo foi
selecionado. Entretanto, para verificar o efeito do pH e dos aditivos de FM optou-se por

avaliar também a ACN.
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e Determinacdo do componente orgénico, aditivos e pH de fase mével

Apo6s a determinagdo do modo de ionizagdo, realizou-se a escolha do componente
organico, pH e aditivos de FM. Os melhores resultados foram obtidos para a fase movel
composta por ACN:H,O (70:30; v/v) a 0,1% de HCOOH. Na Figura 5 s3o apresentadas
as intensidades dos ions gerados pela ionizagdo por ESI em modo positivo quando a
composicdo ACN:H,O (70:30; v/v) a 0,1% de HCOOH foi comparada com a FM
composta por MeOH:H,O (70:30; v/v) a 0,1% de HCOOH .

Figura 5. Intensidade dos ions gerados pela ionizacdo por ESI (+) da solugdo padrdo de CAF,
FLX, LVX e BZF (10 pg.mL") injetada em EM utilizando como FM: MeOH:H,O (70:30; v/v)
a 0,1% de HCOOH e ACN:H,O (70:30; v/v) a 0,1% de HCOOH. As colunas representam a
média + desvio padrdo (n=3).
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E= MeOH a 0,1% HCOOH EA ACNa0,1% HCOOH

Legenda: *Os asteriscos representam valores de p < 0,05 apos analise estatistica (ANOVA)
seguida pelo teste de Tukey.

Com base na Figura 1.10 nota-se que a unica diferenga significativa entre as duas
composicoes avaliadas foi observada para a intensidade de ionizagdo da FLX. Sendo
assim a ACN:H,O (70:30; v/v) a 0,1% de acido formico foi definida como fase movel

do método proposto.
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e Definicao das condicdes cromatograficas

Embora a separagdo cromatografica nao seja uma etapa limitante para a analise por
LC-MS/MS uma boa separacdo dos compostos € importante para a sensibilidade do
método. Deste modo, a melhor separagdo cromatografica foi obtida pelo emprego do

gradiente de eluicdo apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Gradiente de eluicdo para a obten¢do da melhor separagdo cromatografica.

Tempo (min) Solvente orgénico (%) Fluxo
0.00 30 0,3
10.00 100 0,3
15.00 100 0,3
16.00 30 0,3

O retorno as condi¢des iniciais do gradiente de FM e re-equilibrio da coluna foi
realizado ap6s 16 minutos de analise e teve duragdo de 5 minutos. O cromatograma
gerado apods a injecdo de 1 pL de solucdo contendo CAF, FLX, LVX e BZF na
concentragdo nominal de 20 pg.L™ ¢ apresentado na Figura 6.

Figura 6. Cromatograma de ions totais gerado por LC-MS/MS em ESI (+) para o teste de
gradiente 5, onde: 1= CAF [M+H]" (m/z 195,0 > 138,1), 2= FLX [M+H]" (m/z 310,0 > 44,1),
2%= FLX-D6 (PI) [M+H]" (m/z 316,0 > 44,1), 3= LVX [M+H]" (m/z 777,4 > 731,7), 4= BZF

[M+H]" (m/z 362,0 > 317,1). Apos a injecdo de 1uL de solugdo contendo CAF, FLX, LVX e
BZF na concentragdo nominal de 20 pg. L.
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Legenda: 1= CAF; 2=FLX; 3= LVX; 4= BZF

Na Figura 6 ¢ apresentado o cromatograma dos ions totais (“7otal Ion

Chromatogram —TIC”). Porém, devido a diferenca de intensidade entre os ions € com o
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intuito de facilitar a visualizacdo do pico cromatografico de cada composto, a Figura 7

apresenta o cromatograma de cada um dos compostos monitorados por MRM.

Figura 7. Cromatograma gerado por LC-MS/MS em ESI (+) para o teste de gradiente5, onde: 1=
CAF [M+H]" (m/z 195,0 > 138,1), 2= FLX [M+H]" (m/z 310,0 > 44,1), 2*= FLX-D6 (PI)
[M+H]" (m/z 316,0 > 44,1), 3= LVX [M+H]" (m/z 777,4 > 731,7), 4= BZF [M+H]" (m/z 362,0

>317,1). Apo6s a injegdo de 1 pL de solucdio contendo CAF, FLX, LVX e BZF na concentragao
nominal de 20 pg.L™".
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Uma vez definido o gradiente de eluicdo e o fluxo da fase movel, o volume de
injecdo também foi avaliado. A intensidade do sinal gerado por cada ion monitorado
(m/z) para todos os volumes analisados foi superior a 100. Ao plotar-se o grafico de
intensidade dos ions monitorados vesus os volumes injetados o valor do coeficiente de

correlagdo linear foi superior a 0,99 para todos os analitos (Tabela 7). Isto significa que
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o aumento do volume de injecdo eleva a intensidade do ion monitorado
proporcionalmente. Tendo em vista que menores volumes de injecdo levam a picos
cromatograficos mais estreitos (MALDANER E JARDIM, 2009) e as dimensdes da

coluna cromatografica utilizada optou-se pelo menor volume de injegao testado (5 pL).

Tabela 7. Valores de R determinados para CAF, FLX, LVX e BZF a partir da intensidade dos
ions monitorados vesus os volumes injetados (5; 10; 15 e 20 pL).

Composto Coeficiente de correlacio -R
CAF 0,998
FLX 0,999
LVX 0,999
BZF 0,993

¢ Definicao dos parametros do espectrometro de massas.

Uma vez estabelecidos o modo de ionizagdo, composicdo de FM e separagdo
cromatografica deu-se inicio a determinacdo da energia de colisdo que foi aplicada ao
espectrometro de massas, bem como a sele¢@o dos ions produto por meio do Software
Optimizer. A determinag@o dos ions produto foi circunstancial para que a analise por
MRM pudesse ser empregada. Na Tabela 8 os resultados gerados pelo software sao
apresentados.

Para que o monitoramento de reagdes multiplas possa ser empregado € necessario o

monitoramento de dois ou mais ions produto (SANCO, 2010).

Tabela 8. Parametros otimizados pelo Software Optimizer em ionizagdo por eletcrospray no
modo positivo para CAF (10 pg.mL™"), FLX (10 pg.mL™"), LVX (10 pg.mL"), BZF (10 pg.mL"
" ¢ FLX D6 (10 pg.mL") com FM composta por ACN a 0,1% de HCOOH: H,O a 0,1% de
HCOOH (70:30; v/v).

Composto fon Precursor Ion Produto Fragmentor Energia de colisio Abundancia

(m/z) (m/z)
CAF 195.2 138.1* 99 16 39564
CAF 195.2 42.1 99 40 16559
FLX 310.3 44.1%* 78 8 645864
FLX 310.3 148.1 78 0 72831
LVX 777.4 731.7* 139 24 32447
LVX 777.4 633.8 139 24 3710
LVX 777.4 604.8 139 45 3288
BZF 362,8 317.1* 88 8 5753
BZF 362,8 139.0 88 24 4264
BZF 362,8 140.0 88 24 2417
BZF 362,8 121.1 88 32 2061
FLX-D6 316,0 44.1%* 63 14 12530
FLX-D6 316.0 154.1 63 22 6500
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Legenda: *= ion quantificador (ion mais abundante).

Os dados foram considerados satisfatorios e entdo incorporados ao método para que
0 Monitoramento de Reacdes Multiplas (MRM) pudesse ser realizado. Com o intuito de
verificar se os fons monitorados estavam na forma [M+H]" apds as modificagdes na
composicao da FM realizou-se uma andlise “fullscan” dos compostos. Na figura 8 os

espectros ‘‘fullscan” dos compostos podem ser observados.

Figura 8. Espectros “fullscan” dos compostos na forma [M+H]:CAF =195,0(A);FLX=310
(B), LVX=777,4 (C) e BZF=362,0 obtidos por infusdo direta.
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De acordo com os espectros de massas apresentados na figura acima os ions

precursores monitorados pelo método estdo na forma [M+H]".
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e Otimizacao da extracao em fase sélida

Na Tabela 9 estdo compilados os resultados dos testes preliminares para a extragao

em fase solida. Os mesmos estdo expressos em termos de recuperacao.

Tabela 9. Porcentagem de recuperagdo encontrada para os analitos em diferentes proporgdes de
solugdo extratora e em pH 5 e 2,5.

Analito Recuperacio (%)
Composicio solvente extrator
MeOH 100% MeOH:H,0 MeOH:H,0 MeOH:H,0 MeOH:H,0
(80:20; v/v) (60:40; v/v) (40:60; v/v) (20:80; v/v)
pHS pH2S pH pH2S pHS pH2S pH pH2S pH pH2S
5 5 5
CAF * * * * 245 16,8+ - - - -
+ 1,2
2,96
FLX * * 46+ 54,7+ * * - - - -
1,5 4,2
LVX |53,5 94,6+ * * * * - - - -
+7,3 5,7
BZF 60+ 56,2+ * * * * - - - -
3 2,1
Legenda: - = indica que ndo houve recuperagdo quando as solugdes extratoras foram

empregadas; * = indica que houve extracdo, porém nao foram as maiores.

Os resultados encontrados indicam que o solvente extrai os farmacos da coluna a
partir da propor¢ao 60:40; v/v de MeOH:H,O. Entretanto, como diferentes propor¢des
de solvente extrator foram aplicadas em sequéncia no mesmo cartucho, pode-se inferir
que MeOH 100% seja suficiente para extrair todos os analitos da coluna resultando em
porcentagens de recuperacao superiores aquelas apresentadas na Tabela 10

A CAF ¢ uma base fraca cujo pka da amina presente em sua molécula ¢ igual a 8,3
e a FLX também € um composto basico, em a amina secundaria apresenta pka de 9,8,
enquanto que a LVX possui dois pka’s (acidos e basicos). O BZF ¢ um composto acido
e o acido carboxilico da molécula possui pka igual a 3,83 (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2010). Tais dados s@o relevantes, pois a adsor¢cdo dos compostos
na coluna de extragdo ¢ dependente do pH.

A extragdo dos compostos aderidos ao sorvente pode ser afetada pelo solvente.
Afonso-Olivares et al. (2017) avaliaram dois solventes extratores, MeOH e ACN. Os
autores concluiram que o metanol foi o solvente ideal para a extragdo dos compostos de
interesse naquele estudo. Entre as moléculas pesquisadas pelos autores constava a FLX

e CAF. Ainda segundo esses autores a adsor¢do dos compostos ao sorvente que reveste
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o cartucho de SPE foi dependente do pH da amostra (AFONSO-OLIVARES et al.,
2017). Isto ocorre, pois a maioria dos farmacos possui um ou mais grupamentos
ionizaveis, ou seja, o pH da amostra atrelado ao pKa da substancia determina se os
grupamentos estardo ionizados ou ndo, influenciando assim a extragdo do analito de
interesse e consequentemente a recuperagdo do mesmo (CALDAS et al., 2016).

Com base nesses parametros tem-se que no pH 2,5 as moléculas da CAF, FLX e
LVX estavam ionizadas. Entretanto, para a CAF tanto o pH 5 quanto o pH 2,5 geraram
baixos valores de recuperacdo. Afonso-Olivares et al (2017) obtiveram uma
recuperagdo de 50% para a CAF em pH 7.

Ao se verificar a Tabela 9 (acima) percebe-se que o ajuste do pH da amostra para
2,5 favoreceu a extragdo da FLX e da LXV. A LVX ¢ um anélogo dos hormonios
tireoidianos e como tal trata-se de um composto zwiteridnico, ou seja, mantém-se
carregado em uma ampla faixa de pH (ALVAREZ & MADRID & MARAZUELA,
2016). Para ambos os compostos o pH 2,5 favoreceu o predominio (> 99%) da forma
ionizada de FLX e LVX e conforme o apresentado no item 3.1.3. o sorvente (N-
vinilpirrolidona e divinilbenzeno) que reveste a Oasis® HBL ¢ mais eficaz para a
extragdo de compostos polares.

Para o BZF foi observado um aumento na eficiéncia de extragdo em pH 5. Isso
pode ter ocorrido, pois compostos acidos se ionizam a medida que o pH se eleva.
Conforme visto anteriormente o sorvente que reveste a Oasis” HBL ¢ mais eficaz para a
extragdo de compostos polares, porém também apresenta boa retengdo para compostos
apolares.

Afonso-Olivares & Sosa-Ferrera & Santana-Rodriguez (2012) sugerem que a
acidificacdo de amostras contendo FLX melhora a sua extragdo. Svanfelt & Eriksson &
Kronberg (2010) também afirmam que acidificacdo da amostra melhora a extragdo da
LVX. Embora os valores de recuperagdo para CAF e BZF tenham sido relativamente
melhores em pH 5, ainda assim se obteve a recuperacdo desses compostos devido a
abrangéncia da coluna de extracdo utilizada.

Com base nos resultados optou-se pelo ajuste do pH da amostra para 2,5 e o
emprego de MeOH (100%) como solvente extrator. Um fluxograma com todas as etapas

da extragdo ¢ apresentado na Figura 9.
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Figura 9. Resumo da extragdo em fase solida definida no estudo

L

6 mL MeOH SN
1){6 mL H,0 (pH 2,5) 2)55”0' ; Y 3)4 6 mL Metanol
mL amostra

li
L U g
°

¢ Analitos ¢ Interferentes

Legenda: 1= condicionamento da coluna de SPE, 2= aplicagdo da amostra, 3= extracdo dos analitos; 4=
secagem (30 °C sob fluxo de N,); 5= ressuspensdo (250 pL de metanol e 250 pL H,O a 0,2% de
HCOOH) e 6= injecao (amostra pronta para ser injetada no LC-MS/MS).

A otimizagdo da SPE foi a ultima etapa relacionada ao desenvolvimento do método
proposto. Por isso, uma tabela resumo (ver Tabela 10) foi confeccionada com o intuito

de facilitar a visualizacdo dos parametros estabelecidos para o método proposto.
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Tabela 10. Resumo das condi¢des cromatograficas, do espectrometro de massas e da extracéo
em fase solida,desenvolvidos para a quantificagdo de CAF, FLX, LVX e BZF em amostras
ambientais de agua por LC-MS/MS.

Condicdes cromatograficas

Coluna C18 (150 x 3,0 mm; 3pm) Phenomenex®

Pré-coluna C18 (2.1 x 3,0; 3um) Phenomenex®

Fluxo: 0,3 mL.min™;

Fase mével: ACN a 0,1% HCOOH: H,0 a 0,1% HCOOH (30:70 v/v) (condigdo
inicial).

Volume de injecdo: 5 uL

Padrao Interno (PI): Fluoxetina deuterada (FLX-d6)

Tempo de analise: 20 min.

Tempo de retengdo dos compostos: CAF = 3,1 +£0,1 (min); FLX =5,1+0,1
(min); LVX =5,9 £0,1 (min); BZF = 8,4 0,1 (min) e PI=5,1 £ 0,1 (min);

Espectrometro de massas

Parametros da fonte:

Capilar = 4000 V; Gas nebulizador = 35 psi; Gas secante = vazdo 8L.mim"' e
Temperatura 250°C; Gés de bainha = vazio 10L.mim™ e Temperatura 300°C;
Nozzle=0V,

Modo de ionizagdo por ESI: Positivo [M+H]"

Transi¢des dos ions quantificadores monitorados por MRM:

CAF 195.2>138.1; FLX 310.3 > 44.1; LVX 777.9 > 731.7; BZF 362.8 > 317.1; FLX
D6 316.3>44.1.

Transi¢des dos ions qualificadores monitorados por MRM:

CAF 195.2>42.2; F1L.X 310.3>148.1; LVX 777.9 > 633.8; LVX 777.9 > 604,3; BZF
362.8 >139.0; BZF 362.8 > 140.0; BZF 362.8 > 121.1; FLX D6 316.3 > 154.1.

Extracao em Fase solida

Coluna de SPE: Oasis® HBL 6¢c (500 mg) Waters®”.

Condicionamento: 1°) 6 mL MeOH 100%; 2°) 6 mL H,O ultrapura pH= 2,5; 3°)
Aplicagdo da amostra (500 mL) — ap6s secar a coluna durante 5° sob vacuo; 4°)
Extracdo com 6 mL MeOH 100%.

Solvente Extrator: MeOH 100%

Temperatura de secagem da amostra: 30 °C

Volume de ressuspensio: 500 pL

Solvente de ressuspensdo: 250 uL de MeOH 100% e 250 pL de dgua ultrapura a
0,2% de acido formico.

Avaliacao do efeito residual (carryover)

Segundo Hughes et al. (2007) ha dois tipos de efeito residual, um que esta

relacionado ao autoinjetor e outro a coluna, sendo possivel diferencid-los com base no

tempo de retencdo (tr) dos analitos de interesse. No efeito residual vinculado ao auto

injetor, o tr do composto ndo sofre alteracdo. Todavia, residuos retidos na coluna

promovem variagdo no tempo de retencao da molécula analisada.
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Ao se realizar a injecdo de um branco de solvente apds a injecdo no equipamento de
solucdo contendo FLX na concentragdo de 1 mg.mL™, verificou-se a presenca de pico
“fantasma” no mesmo tempo de retencdo (tr) da FLX. O tr constante indica um efeito
residual oriundo do autoinjetor e por isso buscaram-se alternativas para remové-lo ou
reduzi-lo. Na Figura 10 pode-se visualizar os cromatogramas representativos obtidos
pela injecdo de solucdo de padrdo (1), seguido da inje¢do de um branco de solvente (2)

com a programacao padrio da sequéncia de inje¢do no autoinjetor.

Figura 10. Cromatograma obtido por LC-MS/MS,onde se observa o efeito residual da FLX em
uma amostra de branco de solvente (vermelho) apo6s analise de uma solugdo padrdo FLX (em
preto) na concentragio de Img.mL™".
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Para a reducdo do efeito residual oriundo do autoinjetor buscou-se averiguar
diferentes solugdes de limpeza da agulha do autoinjetor. A solugdo que apresentou os
melhores resultados foi aquela composta por Isopropanol:MeOH:H,O na proporgdo
80:10:10; v/v/v. Entretanto, somente a alteragdo na composi¢do da solucdo de limpeza
da agulha nd3o foi suficiente para remocdo do efeito residual a niveis aceitaveis
(BRASIL, 2003). Por isso, uma programacdo manual da sequéncia de inje¢do no

autoinjetor foi empregada (ver Tabela 11).

Tabela 11. Programag¢do manual da sequéncia de inje¢@o no autoinjetor.

Linha Funcao

Draw
Needlewash in flushport for 2 sec
Inject
Wait 4.8 min
Valvebypass
Valvemainpass
Valvebypass
Valvemainpass

01NN W~
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Apo6s a aplicagdo da programacdo manual verificou-se uma reducdo do efeito
residual. Tal resultado foi possivel devido a inser¢do de ciclos de rotagdo da valvula de
injecdo durante a etapa de lavagem da coluna com alto percentual de solvente organico.

A avaliag@o do carryover deve ser realizada por meio da comparagdo com o limite
inferior de quantificagdo (LIQ) do método. Neste caso as respostas de picos
interferentes no tempo de retengdo do analito devem ser inferiores a 20% (vinte por
cento) da resposta do mesmo nas amostras processadas do LIQ apos a injecdo da maior
concentracdo (BRASIL, 2011). Durante o desenvolvimento/otimizacdo deste método
adotou-se um LIQ para a FLX igual a 1 ngL". E importante ressaltar que solugdes
concentradas (1 mg.mL") foram analisadas no equipamento durante o estudo de
estabilidade. Entretanto, o efeito residual também foi avaliado para solugdes de padrdes
na concentracao de mg.L'l, pg.L’le ng.L'1

Os resultados alcangados para as solugdes de padrdes nas concentragdes de mg. L™,
ug.L'1 e ng.L'1 foram inferiores a 20% para todas as concentragdes avaliadas e portanto
estdo de acordo com proposto pela ANVISA na sua RE 899. Entretanto, o efeito
residual causado pela solugdo mae foi superior a 20% (ver Figura 11). Contudo, isso
provavelmente ocorreu porque a solugdo estava bastante concentrada. E além do efeito
residual do autoinjetor constatou-se o efeito residual proveniente da coluna quando essa
concentragdo foi injetada. Com o intuito de remover os contaminantes residuais da
coluna, sem alterar os parametros previamente estabelecidos, optou-se por injetar
brancos de solvente compostos por Isopropanol:MeOH:H,O na propor¢do 80:10:10
(v/v/v) entre as analises (n=3) da solug¢do mae (1 mg.mL'l) ou até que nao houvesse

mais contamina¢ao na coluna.
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Figura 11. Cromatograma obtido por LC-MS/MS, em que pode ser observado o efeito residual
da FLX (devido a modificagdo na programacdo do autoinjetor) em uma amostra de branco de
solvente (em vermelho), ap6s analise de uma solugio padrdo contendo 1mg.mL"'de FLX (em
vermelho).
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3.4.2. Valida¢do do método analitico por LC/MS-MS

Métodos analiticos por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas
quando associados a extracdo em fase solida permitem a quantificacdo de fArmacos em
baixas concentracdes (pg.L”, ngL”, etc.). Isso possibilita a quantificagio desses
compostos em concentragdes ambientais. Entretanto, o efeito matriz ¢ um componente
que pode interferir na sensibilidade dessa analise. Sendo importante o emprego de
matrizes que sejam reais ou com a maior semelhanca possivel com aquelas encontradas
no meio ambiente.

Para a validacdo do método proposto foram utilizadas amostras d’agua ambientais,
oriundas de um lago situado no campus Butantd da Universidade de Sao Paulo. As
amostras foram submetidas a extracdo em fase solida (fortificadas com PI) para
averiguar se a matriz estava isenta de CAF, FLX, LVX e BZF. A Figura 12 apresenta o
cromatograma gerado a partir da analise da amostra de dgua avaliada fortificada com o

PL

59



Figura 12. Cromatograma (TIC) do branco de amostra fortificada com PI (FLX - d6), apos
extragdo em fase solida.
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De acordo com o apresentado na Figura 12, o pico cromatografico observado
refere-se ao PI. Apds a verificacdo da auséncia (ou abaixo LD) dos compostos de
interesse na matriz iniciou-se a validagdo do método por LC-MS/MS. Os seguintes
parametros foram avaliados: limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ),
linearidade, precisdo inter-dia e intra-dia, exatiddo, recuperacdo e estabilidade (amostra
e solugdes mae e estoque). Todos estes critérios foram determinados apds o
procedimento de extragdo da amostra em fase sélida e analise por LC-MS/MS, exceto
para o estudo de estabilidade da solu¢do mae e solucdo estoque que foi conduzido
considerando-se apenas as analises por LC-MS/MS.

Os resultados foram gerados a partir da area relativa, ou seja, area do analito sobre
area do PI, por isso o Unico critério avaliado para o PI (FLX-d6) foi a recuperacdao do
mesmo e a estabilidade da solucdo estoque. Na Tabela 12 os resultados gerados para os

parametros validados estdo apresentados, exceto estabilidade.
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Tabela 12. Resultados dos parametros validados para a CAF, FLX, LVX e BZF para o método
proposto.

Parametros CAF FLX LVX BZF PI¢
LD 1 0,5 1 5 -
(ng.L™")
LQ 5 1 5 10 -
(ng.L'l)
Linearidade 5-100 1-50 5-100 10-250 -
(ng.L™")
Reg. Linear 0,9986 0,991 0,9988 0,9935 -
(r)
Precisao
Interdia/ Intra
(CV%*) i
Baixa * 4,573 4,0/3,0 9.4/ 4,0 6,8/ 1,9
Média 2,5/10,6 3,8/4,5 9.2/ 8,0 4,0/42
Alta © 5,0/6,0 8,5/ 4,8 7,7/5,6 9,7/7,0
Exatidao
Interdia/ Intra
(%)
Baixa * 104,5 — 90,0/ 113,4 85,8/ 99,1-86,0/ 110,0 - 95,8/
106,5 — 96,6 109,3 - 91,4 101,3-86,5 113,0 - 95,6
Média 115,0 ~98,0/ 109,8 — 101,0/ 94,8-85,0/ 95,5 - 94,5/
108,0 — 98,0 11,0 - 109,4 95,3-92,7 104-5 - 88,5
Alta © 108,0 — 86,6/ 105,0 — 88,6/ 107,8-92,3/ 111,0 - 90,3/
1102918 99,0 — 90,0 105,8-94,6 104,6 - 90,5
Recuperacio
(%=DP;CV%)
Interdia/ Intra
. 85,9+11,2;11,7/  83,9+58;3,1/ 89,543,1:3,5/  91,9+9.9:31/  84,7+0,3:0,3/
Baixa * +DP; CV%* g 9.10.7. 12,0 81,6+4,3; 5,3 93,742,8; 3,0 92242.6:2,9  88,6+4.6;52
Meédia : +DP; 87,648,0; 9,6/ 87,240,5; 0,5/ 87,946,1;6,2/  104,91,7;2,0/
CV% 88,8+9,1;103  844+163;193  912+6,1;6,7  102,549,5; 9,3
. 92,345.8; 5,6/ 91,642,7; 2,6/ 87,6£7.2;8,5/  107,446,5;7,3/ -
Alta“£DP; CV%* 901+ 13.1.4 90,6 +4,0;44  856+22:25  1042+02;2

LD= Limite de detecgdo

LQ= Limite de quantificagéo

r = Coeficiente de correlacdo

CV%*= Coeficiente de Variagdo (%) determinado para triplicatas das concentragdes avaliadas.
(%)= A exatiddo determinada apresenta desvios inferiores a 15% para todas as concentragdes
avaliadas.

= Solug¢do de baixa concentragdo, trata-se do LQ do método de cada composto analisado.

"= Solugdo de média concentragdo, sendo de 20 ng.L" para a FLX, 50 ng.L"' para CAF e LVX, ¢
100 ng.L" para BZF.

‘= Solugdo de alta concentragio, trata-se da maior concentra¢do determinada para a linearidade
do método de cada composto.

=Concentragio de PI igual a 5 ng.L"' (a mesma em todos os parimetros analisados).

De acordo com a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o método pode ser
considerado validado para os parametros apresentados na Tabela 13, pois os parametros
estdo de acordo com a RDC 166/2017 ¢ RE 899/2003 para validacio de métodos
analiticos. Quanto ao parametro linearidade os valores obtidos foram superiores a 0,99.
Além disso, o método foi considerado preciso e exato, pois os valores de CV ndo

excederam 15% para o primeiro e a exatiddo variou entre 85% e 115% (BRASIL a,
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2017; BRASIL, 2003). Quanto ao parametro recupera¢do os valores obtidos variaram
entre 70 e 120%. Segundo a RE 899/2003 a recuperacdo dos analitos de interesse ¢ PI
deve estar proxima a 100%, entretanto admitem-se valores menores desde que sejam
precisos e exatos. Portanto, a recuperacdo também foi considerada satisfatoria.

Em 2015 b, Kruve ef al. escreveram uma revisdo sobre a validagdo de métodos por
LC-MS. Neste artigo os autores relatam que valores de recuperagdo entre 70% ¢ 120%
sdo considerados aceitaveis. Tal afirmagdo corrobora os valores de recuperagdo gerados
para o método validado (KRUVEet al., 2015 b).

Para a CAF o valor do coeficiente de correlacdo (r) foi a igual 0,9986, na faixa de
linearidade determinada pelo método, 5 — 100 ng.L". Ao se comparar esse resultado
com outros da literatura percebe-se que a linearidade estd de acordo com o alcangado
por Wanga & Gardinali (2012) que obteve valores de r = 0, 9946 para a faixa de
deteccio entre 2-2048 ngL'. As recuperagdes da CAF nas trés diferentes
concentragdes avaliadas variam entre 70% (para o menor valore de recuperagao) e 98%
(para o maior valor de recuperacdo). Tais resultados sdo semelhantes aqueles
encontrados na literatura para a recuperacdo de CAF de amostras d’agua ambientais.
Lardy-fontan et al. (2017) alcancaram valores de recuperagdo para a CAF de 102%,
enquanto que Gomez et al.(2007) recuperou 95% da CAF e Lajeunesse & Gagnon
(2007) 92%.

A FLX também apresentou recuperacdo superior a 70% para todas as concentragoes
avaliadas, enquanto que Afonso-Olivares & Sosa-Ferrera & Santana-Rodriguez (2012)
obtiveram uma recuperagdo de 21% para esse composto. Os autores sugerem que esse
valor pode ter ocorrido, pois naquele procedimento as amostras foram alcalinizadas e
segundo eles a FLX normalmente precisa estar em pH acido para ser extraida
eficientemente (AFONSO-OLIVARES & SOSA-FERRERA & SANTANA-
RODRIGUEZ, 2012). Isto sugere que a extragio proposta nesta tese é eficiente para a
extracdo de FLX. Rivera-Jaimes ef al. (2018) utilizaram cartucho de extracdo igual ao
utilizado neste estudo para a extracdo de FLX de amostras ambientais d’agua, e
encontraram valores entre 67% e 71%. Entretanto o pH da amostra coletada ndo foi
corrigido para a andlise. Estes mesmos pesquisadores determinaram valores de r >
0,9999 para a faixa de linearidade verificada (0,5 — 500 ng.L") e o limite de
quantificagdo do método foi de 2,3 ng. L™ para amostras de 4gua superficiais avaliadas.

Svanfelt & Eriksson & Kronberg (2010) também acidificaram a amostra até pH 2,5

e utilizaram o cartucho de extragdo da Oasis® HLB para extracdo de hormonios
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tiroidianos (T3 e T4). A recuperagdo determinada por eles foi de 75 + 3% para o
primeiro e 82 + 8% para o segundo. Esses dados estdo semelhantes aqueles
determinados na tabela 13 para a LVX.

Para o BZF, Bueno et al. (2009) alcangaram valores de r iguais a 0,981 para a faixa
de linearidade proposta pelos autores, a recuperacdo foi de 85% e o limite de
quantificagdo de 3 ng.L" (Bueno et al, 2009). Enquanto que Ribeito et al. (2015)
recuperou entre 34,5% e 39% dos analitos de interesse. Além desse parametro o autor
alcancou valores de exatidao de 94.4% a 115 % enquanto que a precisdo do método
variou de 0.28% — 9.82%.

Rivera-Jaimes et al. (2018) também obteve bons valores de coeficiente de
correlacdo (r > 0,9999) para a faixa de linearidade monitorada de BZF (1 — 1000 ng.L"
1, bem como para a recuperacdo, entre 105 e 107%. Para o LD e LQ do método os
pesquisadores determinaram valores de 0,3 ng.L'e 1 ng.L", respectivamente ¢ Boix et
al. (2015) encontrou um LD igual a 2 ng.L'l. Embora o limite de deteccdo do BZF
determinado e validado nesta tese para a deteccdo em amostras superficiais de agua (ver
tabela 1.14) seja igual a 5 ng.L"', ou seja, cerca de 15 vezes maior do que o alcangado
por Rivera-Jaimes et al. (2018), este valor possibilitaria a deteccdo e quantificacdo
ambiental de BZF. Um exemplo disso é o mesmo autor quantificou 250 ng.L"'de BZF
em amostras de aguas superficiais no (RIVERA-JAIMES et al., 2018) enquanto que em
Portugal a concentracdo variou de 11,9 e 15,5 ng.L'1 em aguas superficiais (PEREIRA
et al., 2017). Estes estudos sugerem que o LD e LQ propostos pelo método para o BZF

sd0 compativeis com as concentragdes verificadas no meio ambiente.

e Estudo de estabilidade

v' Estabilidade da amostra

Os resultados obtidos durante a avaliacdo da estabilidade da amostra estdo apresentados

na Tabela 13.
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Tabela 13. Determinacdo da estabilidade da amostra pré e pds-processamento.

Compostos | Estabilidade pré-processamento | Estabilidade p6s-processamento
Em geladeira 8°C/ 7 dias (CV%?¥) Frezzer -20°C/ 1 més(CV%?*)
CAF
Baixa ? 7,7 3,0
Média ® 9,9 75
Alta “ 12,5 11,3
FLX
Baixa * 2,31 16,3
Média ® 1,2 32
Alta “ 8,3 3,9
LVX
Baixa* 103,8 115,0
Média ” 120,7 106,7
Alta “ 107,5 111,3
BZF
Baixa * 14,5 14,8
Média ® 4,7 10,3
Alta © 13,3 8,9

Legenda: CV%%*= Coeficiente de Variacdo (%) determinado para triplicatas das concentragdes
avaliadas.

De acordo com a Tabela 14 as amostras que apresentaram um desvio inferior a 15%
quando comparadas aquelas recém-preparadas foram consideradas estaveis, exceto para
o limite inferior de quantificagdo (1 ng.L'l) para o qual se permite valores inferiores a
20%. Os desvios superiores a 20% observados para a LVX poderia ser explicado pelo
fato da mesma ser instavel em pH baixo e tal fato facilitaria a degradacdo deste
composto (ALVAREZ & MADRID & MARAZUELA, 2016).

O pH natural da amostra utilizada para a validagéo era igual a 6,7. Tal informagdo ¢
relevante para a discussdao dos elevados desvios observados apos o estudo de
estabilidade da amostra em geladeira (8°C) e freezer (-20 °C). Segundo Won (1992) em
pH préoximo de 7 a hidroxila do anel fendlico da levotiroxina sodica estd ionizada. Na

Figura 13 € representada a ionizacao do anel fenolico em pH ~7.

Figura 13. Representacio da ionizacio da hidroxila fenélica em pH préximo de 7.

1 ol | o
L--ﬂ O
pKa =6,87

NH5

Fonte: Adaptado de WON, 1992.
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A ionizagdo do OH favorece a reacdo de desiodagdo desse composto em pH proximo
de 7. Esta reacdo pode ser explicada por reacdes espontaneas ou catalisada pela agua.

Na Figura 14 sdo representadas as etapas da reagdo de desiodacdo da levotiroxina.

Figura 14. Etapas da reag@o de desiodacdo da levotiroxina em meio aquoso.

o- 0 8—coon (Ta)
e
8—coon
e,

Etapal +H+ou H.O
H
(iJ—COOH
NH,
Etapall -1*

H
O o
NH,

Sendo assim os desvios observados foram elevados, pois durante 0 armazenamento

Fonte: WON, 1992.

a molécula de levotiroxina (T4) provavelmente reagiu com a agua produzindo produtos
de degradagdo, entre eles o T3, todavia essa molécula pode dar origem a outros
compostos (WON, 1991). Tendo em vista o nimero de produtos de biotransformacao
oriundos da LVX, neste estudo optou-se apenas pela monitorizagdo da forma inalterada.
Por isso a estabilidade da LVX na amostra foi considerada fora dos padrdes
recomendados demonstrando que a mesma ndo ¢é estavel no pH monitorado ¢ que
provavelmente ndo seria detectada em condigdes ambientais. Entretanto, Svanfelt &

Eriksson & Kronberg (2010) quantificaram LVX em amostras reais de esgoto.
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v’ Estabilidade da solu¢do mae

Apoés 3 meses de armazenamento as solu¢des mae foram analisadas e o resultado
comparado com aquelas recém preparadas e analisadas. Os dados obtidos estdo
expressos na Tabela 14. Este estudo foi realizado para todos os analitos de interesse no

método exceto para o PI.

Tabela 14. Determinacio da estabilidade da solugio mie (1 mg.mL™)

Compostos Estabilidade longa duracio -Temperatura = - 20°C
Apés 3 meses(CV%*)
CAF 52
FLX 11,8
LVX 107,8
BZF 14,5

Legenda: CV%%*= Coeficiente de Variagdo (%) determinado para triplicatas das concentragdes
avaliadas.

As solugoes mae de CAF, FLX e BZF foram consideradas estaveis, pois ndo se
observou desvio superior a 15% do valor obtido das amostras recém-preparadas. Ja a
solu¢do de LVX ndo foi estavel durante o armazenamento. Isto pode ter ocorrido,

porque a LVX pode ter degradada.
v’ Estabilidade da solugio estoque

Os resultados do estudo da estabilidade da solugdo estoque de CAF, FLX, LVX,
BZF e PI (FLX-D6) estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Determinagio da estabilidade da solugio estoque (C= 100 pg.mL") em ensaios de
ciclo congelamento/ descongelamento, curta e longa duracao.

Compostos Estabilidade curta Estabilidade longa Estabilidade ciclo
duracio duracio congelamento/
(Temperatura = 25°C) (Temperatura = - 20°C) descongelamento
(CV%™) (CV%*) (CV%*¥)
2H 24H 1 més 3 meses
CAF 7,4 8,3 9,9 14,8 9,3
FLX 1,2 5,7 9,6 4,6 33
LVX 3,4 5,1 107,0 108,2 13,6
BZF 1,5 1,9 3.4 8,3 3,8
FLX-d6 0,9 1,6 8,3 3,7 3,6

Legenda: CV%*= Coeficiente de Variagdo (%) determinado para triplicatas das concentragdes

avaliadas.

As amostras foram consideradas estaveis, pois os desvios obtidos foram inferiores a

15% do valor das amostras recém-preparadas. Exceto para a LVX durante o estudo de
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estabilidade de longa duracdo a temperatura de -20 °C. No qual os valores sdo
superiores a 100%. Embora, a mesma possa ser considera estdvel durante o tempo que
permanece a temperatura ambiente e durante os ciclos de congelamento e
descongelamento.

Apos todas as etapas de validagdo o método proposto foi considerado validado de
acordo com da RDC n°® 166 da ANVISA, e dezessete amostras de agua oriundas de oito
mananciais do estado de Sdo Paulo foram avaliadas utilizando-se esse método. Os

resultados dessas analises estdo apresentados no capitulo I dessa tese.
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3.5.Conclusées do capitulo

Neste capitulo um método por LC-MS/MS foi desenvolvido e validado para a

deteccdo de cafeina, fluoxetina, levotiroxina e bezafibrado em amostras ambientais de

agua, e a partir dos resultados conclui-se que:

O modo de operagdo positivo do detector foi melhor para todos os analitos de
interesse quando o metanol foi utilizado como componente organico de fase
movel.

A ionizagdo dos compostos foi mais eficaz quando a fase mével composta por
ACN:H,O0 (70:30; v/v) a 0,1% de acido de formico foi avaliada.

Os parametros determinados para o espectrémetro de massas foram satisfatorios,
pois foram gerados ions quantificadores e qualificadores para todos compostos
avaliados.

A acidificagdo da amostra influenciou a extracdo dos farmacos e o cartucho de
extracdo utilizado foi considerado adequado, porque foram verificados bons
valores de recuperacgdo apesar das diferencas fisico-quimicas existentes entre os
compostos analisados.

A CAF, FLX e BZF atenderam a todos os pardmetros de validacdo segundo a
RDC n° 166 da ANVISA.

Os critérios de validagdo determinados para a LVX foram considerados
adequados (RDC n°® 166 da ANVISA), exceto pelo estudo de estabilidade da
amostra (pré e pos-processamento) e da solucdo mae e estoque (longa duracao).
A baixa estabilidade da LVX sugere que a mesma pode estar na forma de seus
produtos de biotransformacdo/degradagdo no meio ambiente, entretanto o

método proposto é capaz de detectar LVX na sua forma inalterada.
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4. CAPITULO II: DETERMINACAO DE FARMACOS EM MANANCIAIS DO
ESTADO DE SAO PAULO

4.1.Panorama geral sobre a deteccio de farmacos em mananciais no Brasil

Estudos que avaliam a presenca de farmacos em aguas superficiais sdo escassos no
Brasil se comparado a paises como EUA (FURLONG et al., 2017; ELLIOTT &
VANDERMEULEN, 2017; GLASSMEYER et al., 2016), Espanha (BIEL-MAESO et
al., 2018; MORENO-GONZALEZ et al., 2015; JURADO et al., 2012), Italia (MEFFE
& BUSTAMANTE, 2014), entre outros. Entretanto, alguns pesquisadores brasileiros
tém se empenhado na construcdo de um panorama nacional sobre a qualidade da agua
(superficial, subterranea, marinha e potavel) acerca da presenga de farmacos. Em 1999,
Stumpf et al. publicaram a primeira pesquisa que detectou esses compostos em amostras
ambientais no Brasil. Porém, apenas em 2016 foi realizado o primeiro levantamento
nacional de farmacos e outros contaminantes em agua potavel e mananciais de 22
estados brasileiros (MACHADO et al., 2016).

De modo geral, pesquisas que envolvem a deteccdo e quantificagdo de farmacos em
aguas ambientais no Brasil ocorrem majoritariamente nos estados de Sao Paulo e Rio de
Janeiro. Tal fato pode ser justificado porque estes estados sao populosos e possuem rios
que atravessam cidades extremamente povoadas, como a Regido Metropolitana de Sdo
Paulo (RMSP). Além disso, nestas regides do pais estdo localizadas as principais
universidades e centros de pesquisas com infra-estrutura analitica adequada para a
detecgdo e quantificagdo desses compostos no meio ambiente. Na Figura 15 ¢
representado um mapa do Brasil no qual sdo evidenciadas as principais regides onde
foram desenvolvidos estudos publicados em revistas cientificas com essa tematica, além

de alguns dos primeiros estudos desenvolvidos no pais.
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Figura 15. Estados brasileiros nos quais foi avaliada a presenga de farmacos em amostras de
aguas potavel, superficiais e marinhas. Os asteriscos (*) significam a quantidade de estudos
referenciados por estado e Distrito Federal.

Fonte: LOPEZ-DOVAL et al., 2017, MACHADO et al, 2016; LOPES et al., 2016; PEREIRA et al.,2016;
AMERICO et al., 2015; CAMPANHA et al., 2015; DENADAI & CASS, 2015; TORRES et al., 2015;
CALDAS, 2014; CERQUEIRA et al, 2014; JANK et al., 2014; MACHADO, 2014;MELO & BRITO,
2014; MONTAGNER et al., 2014 a; THOMAS et al., 2014; SOUZA et al., 2014; LISBOA et al, , 2013;
JARDIM ef al., 2012; MONTAGNER & JARDIM, 2011; SODRE et al., 2010; Sodré & Locatelli &
Jardim, 2010; GHISELLI & JARDIM, 2007; ALMEIDA & WEBER, 2005; FERREIRA, 2005; STUMPF
etal., 1999; TERNES et al. 1999.

Ao se observar a Figura 15 fica evidente que a regido sudeste concentra a maior
quantidade de pesquisas desenvolvidas na area, comprovando, assim, a necessidade de
mais estudos para a construcdo de um panorama nacional sobre a contaminagdo de

aguas por farmacos.

e Principais farmacos detectados em aguas brasileiras

Dentre as principais classes de contaminantes em aguas brasileiras estdo os
anticonvulsivantes, hormdnios, antidepressivos, antilipidémicos, anti-hipertensivos,
antiglicémicos, analgésicos, anti-inflamatorios, antipiréticos, ansioliticos e cafeina
(QUADRA et al.,, 2017). Na Figura 16 s3o apresentadas as principais classes
farmacologicas pesquisadas no pais, bem como o numero de artigos publicados

entre1999 € 2017.
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Figura 16. Principais classes farmacoldgicas detectadas em aguas brasileiras.

Anticonvulsivantes
Antidiabéticos
Antidepressivos
Antilipidémicos
Anti-hipertensivos ¢
Analgésicos/Anti-inflamatoérios
Cafeina
Antibiéticos
0 5 10 15 20

Numero de estudos

Fonte: Adaptado de Quadra et al., 2017

Pela analise da Figura 16 percebe-se que os hormonios foram os compostos mais
avaliados entre os anos de 1999 e 2017, seguidos pela cafeina (CAF), antibidticos e
analgésicos/anti-inflamatorios/antipiréticos. Dentre as classes farmacologicas menos
pesquisadas estdo os antilipidémicos, antidiabéticos (antiglicémicos) e antidepressivos.

O interesse pela detecgdo ambiental de hormonios ocorre principalmente porque
esses compostos sdo considerados desreguladores endocrinos e podem causar danos
sobre diferentes organismos (GLASSMEYER et al, 2016). Enquanto que a
preocupacgdo com a presenga de antibidticos no meio ambiente se deve principalmente
pela sua relagdo com a resisténcia microbiana (KLATTE & SCHAEFER & HEMPEL,
2017; PHILIP et al., 2017).

Ja o interesse pela CAF se deve ao fato que esse composto trata-se de estimulante
do Sistema Nervoso Central (SNC) bastante consumido em todo o mundo na forma de
bebidas (café, chas, etc.), medicamentos e estad presente na composicdo de algumas
plantas. Além disso, ele tem sido utilizado como marcador de atividade antropogénica,
por causa de sua relacdo com a disposicdo de efluentes na agua e consequentemente
com a presenca de outros contaminantes. Montagner et al. (2014 b) averiguram que
existe correlacdo entre CAF e atividade estrogénica de amostras ambientais de agua.
RODRIGUEZ-GIL et al.(2018) compilaram informagdes sobre a distribui¢io mundial
de CAF em diferentes matrizes e os autores verificaram que esse composto foi
encontrado inclusive na agua da chuva. E em regides remotas do globo esse farmaco
também foi determinado (GONZALEZ-ALONSO et al., 2017). Tais informagoes
justificam o grande numero de pesquisas realizadas para essa molécula. Na Tabela 16
sdo apresentadas algumas informagdes e propriedades fisico-quimicas dos principais

farmacos pesquisados no Brasil.
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Tabela 16. Propriedades fisico-quimicas dos principais firmacos pesquisados no Brasil.

Farmacos Férmula molecular Numero CAS Log Kow" Solub. em agua Log Koa® Log Koc*
25°C (mg/L)"
Cafeina o CgH;oN4O, 58-8-2 -0,07* 2632 8,765 0,980
Antilipidémicos
Acido clofibrico CoH;,ClOs 882-09-7 2,57* 582,5 8,618 1,633
Bezafibratoe Cy5H,0; 25812-30-0 4,77 4,964 11,083 2,850
Gemfibrozil C9HCINO, 41859-67-0 4,25 1,224 17,312 2,311
Anti-hipertensivos
Clortalidona Cy4H,,CIN,0O,S 77-36-1 0,85% 1361 16,454 0,894
Diltiazen CyHpN,0,S 42399-41-7 2,7 12,3 17,153 2,296
Furosemida CoH,,CIN,O5S 54-31-9 2,03* 149,3 15,823 1,397
Valsartana C,4Hp9N504 137862-53-4 3,65 1,406 19,550 2,200
Atenolol C14H»N,04 29122-68-7 0,16* 685,2 16,412 0,611
Propranolol CisHyNO; 525-66-6 3,48%* 228 13,966 2,451
Metoprolol C5sHysNO; 51384-51-1 1,88%* 4777 13,122 1,475
Antidepressivos
Citalopram C,yHy FN,O 59729-33-8 3,74 31,09 12,699 3,230
Amitriptilina CyoHpN 50-48-6 4,92% 0,824 10,473 3,581
Buformina CgHysNs 692-13-7 -0,05 7,808e+4 13,428 0,832
Fluoxetinae C7HsF;NO 54910-89-3 3,82% 60,28 9,259 3,050
Sertralina Ci7H7,CLN 79617-96-2 5,29 3,517 10,971 3,808
Venlafaxina C7H;NO, 93413-69-5 2,28 266,7 12,359 2,318
Analgésicos, antitérmicos, antipiréticos e anti-inflamatdrios
Paracetamol CgHoNO, 103-90-2 0,46* 3,305e+4 11,041 1,321
Diclofenaco C14H, CLNO, 15307-86-5 4,51* 4,518 14,224 2,607
Naproxeno C14H,4,0; 22204-53-1 3,18* 144,9 11,038 1,971
Nimesulida C;3H5N,05S 51803-78-2 2,60* 26,92 10,984 2,778
Ibuprofeno Ci3H50, 15687-27-1 3,97* 41,05 9,177 2,352
Acido salicilico C;H¢0; 69-72-7 2,26* 3808 8,783 1,537
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(Continuacao) Tabela 16. Propriedades fisico-quimicas dos principais farmacos pesquisados no Brasil.

Hormaonios

170-etinilestradiol CyoH,40, 57-63-6 3,67* 116,4 13,159 2,710
17p-estradiol CsH,40, 50-28-2 4,01* 81,97 12,837 2,849
Estriol CsH,404 50-27-1 2,45% 440,8 12,715 1,624
Estriol (E3) C30H4405 104202-96-2 7,42 0,001 15,823 4,487
Estrone CsH,,0, 53-16-7 3,13* 146,8 10,939 3,019
Progesterona C,1H300, 57-83-0 3,87* 5,003 9,446 3,457
Testosterona C9Hy50, 58-22-0 3,32% 67,76 10,161 2,546
Dietilestilbestrol CsH,00, 56-53-1 5,07* 3,321 14,695 4,063
Levonorgestrel C,1Hy50, 212-349-8 3,48 35,84 10,982 2,634
Mestranol C,1Hy40, 72-33-3 4,68 3,498 11,414 3,158
Antifungicos

Florfenicol C,H4CLENO,S 73231-34-2 -0,04 5936 15,485 0,490
Cetonazol C,H,y; N30, 65277-42-1 4,20 0,429 17,361 3,839
Mebendazol Ci6H3N30; 31431-39-7 2,83%* 50,08 16,849 3,002
Metronidazol CsHgN;0; 443-48-1 -0,02* 2,573e+4 9,141 1,120
Miconazol CgH4,CLLN,O 22916-47-8 6,25 0,011 13,249 4,834
Antibidticos

Cefalexina C6H7N304S 15686-71-2 0,65* 1789 15,596 0,421
Amoxicilina C6H9N305S 26787-78-0 0,87* 3433 19,862 0,709
Norfloxacino C6H sFN30; 70458-96-7 -1,03* 1,779e+5 15,419 -0,392
Oxitetraciclina CyHy4N, Oy 2058-46-0 -2,09 7,166e+4 22,897 -1,013
Sulfametoxazol CoH1N5;05S 723-46-6 0,89%* 3942 11,298 1,530
Triclosan C,H,,C150, 222-182-2 4,76* 4,621 11,450 3,925
Trimetoprim C14H sN4O3 212-006-2 0,91* 2334 12,920 1,896
Tetraciclina CyHy4N,Og 64-75-5 -1,36 4361 22,999 -0,161
Claritromicina C3gH3oNO 3 81103-11-9 3,16* 0,342 30,310 1,371
Ansioliticos

Diazepam Ci¢H3CIN,O 439-14-5 2,82% 58,78 9,647 2,438
Flurazepam C,1Hy;CIFN;O 17617-23-1 3,02 9,582 12,716 2,483
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(Continuacéo) Tabela 16. Propriedades fisico-quimicas dos principais farmacos pesquisados no Brasil.

Anticonvulsivantes

Carbamazepina Cy5H;,N,0 298-46-4 2,45 17,66 10,805 2,227
Carbamazepina-epoxido Cy5H,N,0, 36507-30-9 0,95 276,8 11,503 1,307
Antidiabéticos/ antiglicémicos

Clorpropamida CoH13CIN,O;S 94-20-2 2,27* 192,7 10,551 2,310
Glibenclamida Cy3H5CIN;O5S 10238-21-8 4,79 0,063 21,300 3,173
Imunossupressores

Azatioprina CyoH;N,0,S 446-86-6 0,10%* 2723 13,067 2,395
Relaxante Muscular

Carisoprodol C1oHy4N,Oy 78-44-4 2,36 201 9,895 2,044
Anestésicos

Lidocaina C1;HyN,O 137-58-6 2,44* 237,7 10,711 2,184
Anti-inflamatérios esteroidais

Prednisona C,1H605 53-03-2 1,46* 312 9,937 1,301
Analogos dos hormonios tiréidianos

Levotiroxina sodicae Cy5Ho4NOgNa 25416-65-3 2,34 2,994 18,829 1,651

*LogKow: coeficiente de particio octanol-agua (KOWWIN v1.68); ° Solubilidade em 4gua estimada a partir do Log Kow (WSKOW v1.42); “LogKoa: coeficiente de parti¢gio octanol-ar (25 °C;
KOAWIN v1.10); ‘LogKoc: coeficiente de adsor¢io (KOCWIN v2.00).*Dados experimentais;e: firmacos de interesse nessa pesquisa.
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Pela analise da Tabela 16 pode-se observar que o estriol (Kow= 7,42),
dietilestilbestrol (Kow= 5,07), sertralina (Kow= 5,29) e triclosan (Kow= 4,76) estio
entre 0os compostos que possuem coeficientes de parti¢do octanol-dgua mais elevados.
Esse parametro pode ser utilizado como um indicador de bioacumulagdo e persisténcia
nos diferentes compartimentos ambientais (OECD, 2008).

Tendo em vista a diversidade dos farmacos pesquisados no pais ¢ de suma
importancia considerar os parametros que permitem estimar a permanéncia desses
compostos nos diferentes compartimentos ambientais. Por esta razdo, uma Tabela 17 foi
confeccionada utilizando o software EPISuite™ da Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos. Por meio desse programa foi possivel determinar o tempo de meia vida
(ti2) no ar, agua, solo e sedimentos, bem como a remoc¢do durante o tratamento de
esgoto para os principais farmacos pesquisados no pais. Todavia, ndo é recomendado o
emprego de ferramentas in silico quando valores medidos aceitaveis estdo disponiveis.

Uma vez que dados experimentais acerca da estabilidade da maior parte destes
farmacos ndo foram encontrados na literatura, o software EPI (Estimation Programs
Interface) Suite™ foi utilizado também para estimar seus tempos de meia-vida (t;2) nos
diferentes ambientes (agua, ar, solo e sedimento), bem como sua remocdo durante o
tratamento de esgoto para os principais farmacos pesquisados no pais. Esta plataforma,
disponivel no website da USEPA, baseia-se na féormula estrutural dos compostos para
prever suas propriedades fisico-quimicas e caracteristicas como persisténcia, toxicidade
e potencial de bioacumulacdo em ecossistemas.

A formula estrutural ¢ alimentada por meio do SMILES (Simplified Molecular
Input Line Entry Specification), que ¢ uma forma de representagdo de estruturas
quimicas, em uma linha continua, usando caracteres suportados de teletipo ordinarios
comuns, como por exemplo, o codigo ASCI (American Standard Code for
Informationinterchange). O SMILES, assim como o registro CAS (Chemical Abstracts
Service), ¢ um identificador Unico, que ndo pode gerar duas estruturas quimicas
diferentes. O EPISuite™ utiliza uma unica entrada para executar os programas
KOWWIN™, AOPWIN™, HENRYWIN™, MPBPWIN™, Biowin™, BioHCwin,
KOCWIN™, WSKOWWIN™, WATERNT™, BCFBAF™, HydroWin™, KOAWIN e
AEROWIN™ ¢ 0s modelos de destino WVOLWIN™, STPWIN™, LEV3EPI™ ¢ de
toxicidade ECOSAR™,
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Tabela 17. Parametros de fugacidade dos principais farmacos pesquisados no pais.

Farmacos Tempo de meia vida (t %2) (horas) * Persisténcia Remocao durante o tratamento de esgoto (%)b

Ar | Agua | Solo ‘ Sedimento (EE:::; a Remocio total Biodegradacio total Adsorc¢io no sedimento (total) Mitigacao total Ar
Cafeina 13,2 360 720 3,24e+3 639 1,85 0,09 1,76 0
Antilipidémicos
Acido clofibrico 33,10 900 1,80e+3 8,10e+3 1,30e+3 3,31 0,10 3,21 0
Bezafibratoe 6,37 1.44e+3  2,88e+3 1,3e+3 2,68¢e+3 42,58 0,42 42,16 0
Gemfibrozil 3,12 900 1,80e+3 8,10e+3 1,38e+3 69,10 0,62 68,48 0
Anti-hipertensivos
Clortalidona 25,9 1,44e+3  2,88e+3 1,30e+4 1,79¢+3 1,87 0,09 1,78 0
Diltiazen 1,42 1,44e+3  2,88e+3 1,30e+4 2,90e+3 3,81 0,11 3,70 0
Furosemida 2,29 1,44e+3  2,88e+3 1,30e+4 2,31e+3 2,27 0,10 2,18 0
Valsartana 6 360 720 3,24e+3 855 16,92 0,21 16,70 0
Atenolol 1,85 900 1,80e+3 8,10e+3 1,53e+3 1,85 0,09 1,76 0
Propranolol 0.83 360 720 3,24e+3 782 12,58 0,18 12,40 0
Metoprolol 1,75 900 1,80e+3 8,10e+3 1,63e+3 2,15 0,09 2,05 0
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(Continuacio) Tabela 17. Parametros de fugacidade dos principais farmacos pesquisados no pais.

Antidepressivos

Citalopram 2,79  432e+3  8,64et3 3,89¢e+4 9,08e+3 19,74 0,24 19,50 0
Amitriptilina 0,15 1,44e+3  2,88e+3 1,30e+4 3,26e+3 75,01 0,66 74,35 0
Buformina 3,84 360 720 3,24e+3 775 1,85 0,09 1,76 0
Fluoxetinae 6,96 1,44e+3  2,88e+3 1,30e+3 2,96e+3 22,58 0,26 22,31 0
Sertralina 26,10 1,44et3  2,88et3 1,30e+4 3,33e+3 84,99 0,73 84,26 0
Analgésicos, antitérmicos, antipiréticoseantiinflamatérios

Paracetamol 14,50 360 720 3,24e+3 714 1,86 0,09 1,77 0
Diclofenaco 1,56 900 1,80e+3 8,10e+3 1,79e+3 56,55 0,53 56,03 0
Naproxeno 2,22 360 720 3,24e+3 758 7,55 0,14 7,41 0
Nimesulida 25,40 900 1,80e+3 8,10e+3 1,80e+3 3,41 0,11 3,31 0
Ibuprofeno 21,70 360 720 3,24e+3 554 28,72 0,31 28,40 0.01
Acido salicilico 19,70 360 720 3,24e+3 646 2,57 0,10 2,47 0
Horménios

170-etinilestradiol 2,05 1,44e+3  2,88e+3 1,30e+4 3,52e+3 17,51 0,22 17,29 0
17B-estradiol 2,09 900 1,80e+3 8,10e+3 2,0le+3 30,52 0,32 30,20 0
Estriol 2 900 1,80e+3 8,10e+3 1,57e+3 2,96 0,10 2,86 0
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(Continuacio) Tabela 17. Parametros de fugacidade dos principais farmacos pesquisados no pais.

Estrona 2,04 900 1,80e+3 8,10e+3 2,05e+3 6,96 0,13 6,83

Estrona (E1)

Progesterona 2,24 1,44e+3  2,88e+3 1,30e+4 1,90e+3 24,50 0,28 24,22
Testosterona 2,18 900 1,80e+3 8,10e+3 1,35e+3 9,54 0,16 9,39

Dietilstilbestrol 0,03 900 1,80e+3 8,10e+3 2,90e+3 79,80 0,69 79,11
Levonorgestrel 1,41 1.44¢+3 2,88et3 1,30e+4 1,98e+3 12,58 0,18 12,40
Mestranol 2,84 1.44e+3  2,88e+3 1,30e+4 2,38e+3 65,05 0,59 64,46
Antifungicos

Florfenicol 1530  1,44e+3  2,88e+3 1,30e+4 2,04e+3 1,85 0,09 1,76

Cetonazol 9,73 1,44e+3  2,88e+3 1,30e+4 5,52e+3 39,94 0,40 39,54
Mebendazol 1,89 900 1,80e+3 8,10e+3 1,87e+3 4,48 0,11 4,37

Metronidazol 27,60 900 1,80e+3 8,10e+3 1,20e+3 1,85 0,09 1,76

Miconazol 4,3 4,32¢+3  8,64e+3 3,89¢+3 le+4 92,97 0,77 92,20
Antibioticos

Cefalexina 1,16 900 1,80e+3 8,10e+3 1,61e+3 1,86 0,09 1,77

Amoxicilina 1,85 900 1,80e+3 8,10e+3 1,62e+3 1,88 0,09 1,78
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(Continuacio) Tabela 17. Parametros de fugacidade dos principais farmacos pesquisados no pais.

Norfloxacino 0,79 1,44e+3 2,88e+3 1,30e+4 1,60e+3 1,85 0,09 1,75 0
Oxitetraciclina 0,54 1,44e+3 2,88e+3 1,30e+4 2,14e+3 1,85 0,09 1,75 0
Sulfametoxazol 1,28 900 1,80e+3 8,10e+3 1,74e+3 1,88 0,09 1,79 0
Triclosan 15,90 1,44e+3 2,88e+3 1,30e+4 2,85e+3 68,67 0,61 68,06 0
Trimetoprim 1.26 1,44e+3 2,88e+3 1,30e+4 2,77e+3 1,88 0,09 1,79 0
Tetraciclina 0.55 1,44e+3 2,88e+3 1,30e+4 1,93e+3 1,85 0,09 1,75 0
Claritromicina 0.65 4,32e+3 8,64e+3 3,89¢+4 4,94e+3 7,30 0,14 7,17 0
Ansioliticos

Diazepam 25,9 900 1,80e+3 8,10e+3 1,88e+3 4,42 0,11 4,31 0
Flurazepam 2,40 4,32e+3 8,04e+3 3,89¢+4 1,07e+4 5,86 0,13 5,74 0
Anticonvulsivantes

Carbamazepina 0,81 900 1,80e+3 8,10e+3 1,80e+3 2,96 0,10 2,86 0
Carbamazepina-epoxido 8,16 900 1,80e+3 8,10e+3 1,76e+3 1,88 0,09 1,79 0
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(Continuacio) Tabela 17. Parametros de fugacidade dos principais farmacos pesquisados no pais.

Antidiabéticos/ antiglicémicos

Clorpropamida 30,90 900 1,80e+3 8,10e+3 1,69e+3 2,59 0,10 2,49 0
Glibenclamida 6,41 4,32e+3 8,04e+3 3,89¢+4 7,65e+3 69,95 0,62 69,33 0
Imunossupressores

Azatioprina 1,27 900 1,80e+3 8,10e+3 1,84e+3 1,85 0,09 1,76 0
Relaxante Muscular

Carisoprodol 7,50 900 1,80e+3 8,10e+3 1,78e+3 2,76 0,10 2,66 0
Anestésicos

Lidocaina 2,35 1,44e+3 2,88e+3 1,30e+4 2,67e+3 2,94 0,10 2,84 0
Anti-inflamatorios esteroidais

Prednisona 3,20 1,44e+3 2,88e+3 1,30e+4 1,43e+3 1,96 0,09 1,87 0
Analogos dos hormonios tiréidianos

Levotiroxina sédicae 8,18 4,32¢+3 8,64e+3 3,89¢e+4 5,48e+3 2,71 0,10 2,62 0

Legenda: @ = Farmacos de interesse nessa pesquisa.
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De acordo com a Tabela 17 a glibenclamida, flurazepam, claritromicina, citalopram
e furosemida estdo entre os farmacos com os maiores t;; na agua, solo e sedimento.
Contudo outros compostos apresentam t;» elevados no solo (17a-etinilestradiol, 17p-
etinilestradiol, progesterona, levonorgestrel, mestranol, sertralina, amitriptilina e
venlafaxia, e, dentre os anti-inflamatorios, a nimesulida é o que apresenta o maior valor)
e sedimento (prednisona, lidocaina, carisoprodol, carbazepina, entre outros).

Muitos dos compostos pesquisados no Brasil estdo entre aqueles preconizados pela
Unido Européia (European Union - EU) para o monitoramento de farmacos na agua de
abastecimento publico. Entre essas substancias estdo os hormonios e antibidticos (EU,
2013).

Os horménios sdo os compostos mais pesquisados no Brasil e no mundo, pois
permanecem no meio ambiente e sdo capazes de interferir sobre o sistema enddcrino,
sendo considerados desreguladores enddcrinos (GLASSMEYER et al, 2016). Ha
evidéncias (eco) toxicologicas que estes compostos causem efeitos sobre inimeros seres
vivos, como peixes, algas, moluscos, bivalves entre outros (ADEEL et al., 2017). Dos
hormoénios e fitormonios mais pesquisados no pais estdo: 17a-etinilestradiol, 173-
estradiol, estriol, estrona, progesterona, testosterona, dietilestilbestrol, levonorgetrel e
mestranol (CAMPANHA et al., 2015; TORRES et al., 2015; MACHADO et al., 2014;
MONTAGNER et al., 2014 a; JARDIMet al., 2012; MONTAGNER & JARDIM, 2011;
SODRE et al., 2010 b; TERNES et al. 1999).

Os antibidticos merecem destaque entre os farmacos que devem ser monitorados,
pois a presenga deles no meio ambiente pode estar associada ao desenvolvimento de
bactérias multirresistentes. Com isso, estima-se que daqui a alguns anos nao havera
mais antibidticos capazes de tratar infeccdes causadas por essas super bactérias
(KLATTE & SCHAEFER & HEMPEL, 2017; PHILIP et al., 2017). Jank et al. (2014)
detectaram sulfametoxazol (376 e 572 ng.L'l), trimetoprim (27 a 94 ng.L'l),
azitromicina (24 a 40 ng.L'l), ciprofloxacino(16 a 66 ng.L'l) ¢ norfloxacino (30 a 54
ng.L™") no Arroio Dilavio, principal curso d’4gua de Porto Alegre/Rio Grande do Sul.
Enquanto que Montagner ef. al. (2014 a) avaliaram a presenga de triclosan em 71
amostras de aguas oriundas de Rio Preto, dos rios Atibaia, Capivari, Sorocaba e Cotia, e
do reservatdrio e Tanque Grande em Guarulhos (MONTAGNER et al., 2014 a; JANK
et al., 2014) evidenciando que estes compostos estdo presentes nos mananciais

brasileiros.

81



Os analgésicos, anti-inflamatorios e antipiréticos, assim como a cafeina (que ¢ um
estimulante do Sistema Nervoso Central) , também foram foco de inimeros estudos
(PEREIRA et al.,2016; LOPES et al., 2016; CAMPANHA et al., 2015; AMERICO et
al, 2015; THOMAS et al., 2014; MONTAGNER & JARDIM, 2011; SODRE &
LOCATELLI & JARDIM, 2010; GHISELLI & JARDIM, 2007; ALMEIDA &
WEBER, 2005; FERREIRA, 2005). Entretanto, poucos deles investigaram a presenca
de antilipidémicos e antidepressivos em aguas brasileiras.

Thomas et al. (2014) avaliaram a presenca de amitriplina, citalopram e sertralina
em amostras de agua do rio Negro (Amazonas) (THOMAS et al., 2014). Tais resultados
sugerem que outros mananciais no pais possam estar contaminados com esses ou outros
antidepressivos como a fluoxetina. Lorz et al. (2012) investigaram a presenga de FLX
no lago Paranoa/DF, entretanto os autores ndo detectaram esse composto. Dentre os
antilipidémicos pesquisados estavam o gemfibrozil (CERQUEIRA et al., 2014), acido
clofibrico e bezafibrato (STUMPF et al, 1999). Embora existam pesquisas que
detectaram antilipidémicos em aguas brasileiras mais estudos sdo necessarios para
verificar o quao impactados estdo os mananciais no Brasil por esses farmacos.

Outra classe farmacoldgica que merece destaque e que ainda ndo foi monitorada em
mananciais do pais s3o os andlogos dos hormonios tireoidianos, sendo estes
representados, principalmente, pelo farmaco levotiroxina sddica (LVX). Dados sobre a
monitorizacdo  ambiental desse composto e de seus produtos de
degradagao/biotransformagdo sdo escassos. Svanfelt & Eriksson & Kronberg (2010)
verificaram a presenca da LVX em esgoto. E esse foi o unico estudo encontrado que
quantificou LVX em amostras ambientais (esgoto). Segundo Dong et al. (2013), a LVX
merece destaque em termos de risco ambiental, pois obteve escores elevados de

prioridade para toxicidade a humanos e animais.

4.2. Deteccio de farmacos em aguas superficiais do Estado de Sao Paulo

Segundo o glossario hidrologico internacional “aguas superficiais sdo todas as aguas
que escoam ou se acumulam na superficie do solo, como os rios, riachos, lagos, lagoas e
pantanos”. Embora, as dguas dos mares ndo estejam explicitamente compreendidas na
definicdo da Organizacdo Meteorologica Mundial (World Meteorological Organization

— WMO) entende-se que as mesmas fagam parte dessa definicdo (WMO, 2012), pois,
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segundo o mesmo documento, aguas superficiais podem diferir quanto a salinidade,

sendo classificadas como aguas doce, salobra e salgada.

o Deteccio de farmacos em aguas salgadas

A maioria dos estudos realizados no Brasil ¢ no mundo detectou farmacos em
amostras de agua doce. Entretanto, Pereira et al. (2016) averiguaram a presenca de
atenolol, paracetamol, cafeina, losartana, valsartana, diclofenaco e ibuprofeno na regido
da baia de Santos/SP - Brasil. Sendo este aunicafonteencontrada na literaturaque avalia

a presenca de farmacos em amostras de 4gua do mar no estado de Sao Paulo.

. Deteccao de farmacos em aguas doce

Chama-se agua doce a dgua com uma salinidade proxima de zero, por oposi¢do a
agua do mar (que tem geralmente uma salinidade proxima de 35 gramas de sais
dissolvidos por litro) (WMO, 2012). As aguas dos rios, lagos e a maioria dos lengois
subterraneos sdo agua doce. A quantificacdo de farmacos em aguas superficiais no
Brasil e no mundo tem sido realizada principalmente em rios, pois em muitos locais sdo
os receptores finais de efluentes (domésticos e industriais), tratados ou ndo, e porque
muitos rios sdo utilizados para o abastecimento publico. Os principais mananciais de
agua doce em que foram detectados farmacos no estado de Sado Paulo estdo
apresentados na Tabela 18. A tabela foi construida com base em artigos publicados em

revistas cientificas indexadas nas bases de dados Web of Science® e Scopus ®.
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Tabela 18. Principais mananciais de agua doce em que foram detectados farmacos no estado de Sao Paulo.

Compostos

Tipo de agua

Manancial d’agua

Local (cidade/estado)

Referéncia

Hormonios

Aguas superficiais

Rio Piracicaba

Estadode Sao Paulo

TORRES et al., 2015

Hormonios e plastificantes

Aguas superficiais

Reservatorio Tanque Grande

Guarulhos/SP

JARDIM et al., 2012

Rio Atibaia Campinas/SP e
Atibaia/SP
Cerquilho/SP
Rio Sorocaba Rio Cotia Barueri/SP
Cafeina, paracetamol, ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, Aguas superficiais Rio Monjolinho Séo Carlos/ SP CAMPANHA et al., 2015
carbamazepina, atenolol, propranolol, triclosan ¢ hormdnios
Hormonios e plastificantes Aguas superficiais Bacia do Rio Atibaia Sdo Paulo SODRE et al., 2010(a)
Triclosan e cafeina Aguas superficiais Rio Rio Preto Séo José do Rio MONTAGNER et al.,
Preto/SP 2014 a.
Rio Atibaia Atibaia/SP
Rio Atibaia Campinas/SP
Rio Capivari Campinas/SP
Rio Sorocaba Cerquilho/SP
Rio Cotia Barueri/SP
Reservatorio Tanque Grande. | Guarulhos/SP
Antibidticos Aguas superficiais Rio Monjolinho Sao Carlos/SP DENADAI& CASS, 2015
Diazepam, paraceramol, ibuprofeno, buformin, atenolol e Aguas superficiais Reservatorio Billings Estado de Sao Paulo ALMEIDA & WEBER,
bezafibrato 2005
Antibidticos Aguas superficiais Rio Atibaia Estado de Sao Paulo LOCATELLI & JARDIM,
2011
Antibidticos Aguas superficiais Reservatorio Ilha Solteira Ilha Solteira/SP MONTEIRO et al., 2016
Desreguladores enddcrinos, diclofenaco, cafeina, Aguas superficiais Reservatorio Guarapiranga Séo Paulo/SP LOPEZ-DOVAL et al.,

tricolosaneagrotoxicos.

2017
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Observando-se a tabela acima percebe-se um predominio da detec¢do de farmacos

no rio Atibaia seguida pela detecc¢@o no rio Sorocaba.

4.3.Critérios para a definicdo de CAF, FLX, LVX e BZF como firmacos desse

estudo

A definicdo dos farmacos dessa pesquisa levou em consideragdo suas

caracteristicas fisico-quimicas, consumo e efeitos ecotoxicologicos.

e C(Cafeina

A cafeina é uma trimetilxantina, classificada como um estimulante do Sistema
Nervoso Central (SNC), sendo um antagonista competitivo dos receptores de adenosina.
Esses receptores estdo localizados em neurdnios noradrenérgicos pré-sinapticos e, ao
serem ativados pela adenosina, inibem a liberagdo da noradrenalina em sinapses no
SNC. O efeito antagonista que a CAF produz € nao inibir a liberagdo de noradrenalina —
tal acdo ¢ a responsavel pelos efeitos estimulantes desse composto (RANG et al., 2016).
A cafeina e seus metabolitos sdo excretados principalmente pelos rins e a concentragdo

desses compostos na urina de individuos adultos ¢ > 1 pmol.L™' (RYBAK et al., 2014).
v’ Caracteristicas fisico-quimicas e preseng¢a no meio ambiente

A cafeina (IUPAC: 1,3,7-trimethil-3,7-dihidro-1H-purina-2,6-diona) (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2010 ) é uma trimetilxantina, classificada como um estimulante
do SNC, sendo um antagonista competitivo dos receptores de adenosina. Esses
receptores se localizam em neurdnios noradrenérgicos pré-sinapticos € ao serem
ativados pela adenosina inibem a liberacdo da noradrenalina em sinapses no SNC. O
efeito antagonista que a CAF produz ¢ ndo inibir a liberagdo de noradrenalina, tal agdo ¢
a responsavel pelos efeitos estimulantes desse composto (RANG et al, 2016). A cafeina
¢ seus metabdlitos sdo excretados principalmente pelos rins ¢ a concentracdo desses
compostos na urina de individuos adultos é > 1 umol.L'l(RYBAK etal, 2014).

No meio ambiente pode ser detectada na forma inalterada ou como seu principal
produto de biotransformagio a paraxantina (RODRIGUEZ-GIL et al., 2018). A CAF ¢é
uma base fraca, o pKa de sua amina ¢ de 8,3, e sua massa molar de 194,2 g/mol. Na

Figura 17 a formula estrutural desse composto ¢ apresentada.
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Figura 17. Formula estrutural da Cafeina.
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Conforme pode ser observados nas Tabelas 18 e 19, dentre os farmacos avaliados
neste estudo, a CAF ¢é o composto que apresenta os menores valores de Kow e tjp,
sendo o composto de maior solubilidade em agua. Estudos apontam a detec¢do de CAF
no meio ambiente em concentragdes bastante elevadas (na ordem de pg.L™)
(GONZALEZ-ALONSO et al., 2017; MACHADO et al., 2016; LUQUE-ESPINAR et
al., 2015; CAMPANHA et al., 2015). Alguns pesquisadores sugerem que a CAF seja
utilizada como um marcador de atividade antropogénica (PAIGA & DELERUE-
MATOS, 2017; CANTWELL et al., 2016; NODLER et al., 2016; MONTAGNER b et
al.,2014; KURISSERY et al., 2012), pois a mesma esta presente em intimeros produtos
consumidos pelo homem, como café, chas, medicamentos, entre outros (MONTAGNER

etal., 2014 D).
v" Consumo

Segundo a Organizagdo Internacional de Café (OIC) as trés regides do globo que
mais consumiram café em 2014 foram a Unido Europeia, EUA e Brasil, com um
consumo de 41.648, 23.761 e 20.771 sacas, respectivamente (OIC, 2014). A Associacdo
Brasileira da Induastria de Café (ABIC) divulgou que o consumo de café em
kg/habitante/ano foi de 6,12 kg de café¢ verde em grio, o equivalente a 81
L/habitante/ano entre novembro/2013 e outubro/2014. Tais dados evidenciam o macico

consumo de café, principalmente na forma de bebida, no Brasil (OIC, 2014).
v' Efeitos ecotoxicoldgicos

Em termos ecotoxicologicos alguns autores sugerem que a CAF ndo causa danos
significativos nas espécies aqudticas e em seres humanos na faixa de deteccdo
ambiental, entretanto ¢ relevante apresentar alguns desses estudos. Zarrelli ef al. (2014)

investigaram a exposi¢do aguda e cronica da alga Pseudokirchneriella subcapitata a
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CAF ¢ a CLsy apés 24h e 48h de exposicio foi de 1018 mgL' ¢ 104 mgL”,
respectivamente. Em outro estudo foi verificado que a CAF potencializou os efeitos
inflamatorios induzidos pelo cobre em larvas de zebrafish, mostrando o impacto sobre o
bloqueio dos receptores de adenosina (CRUZ et al., 2017).

Capolupo et al. (2016) avaliaram os efeitos sub-letais decorrentes da exposi¢do do
mexilhdo Mytilus galloprovincialis a trés concentragcdes ambientais de CAF (5, 50 e 500
ng.L™") durante 7 dias. Nesta pesquisa, os autores verificaram que a CAF causou um
leve estresse no organismo, porém, devido a sua elevada solubilidade em 4gua e baixo
valor de Log Kow, o mesmo ndo se bioacumulou nos mexilhdes. Pires et al. (2016)
verificaram a exposicdo do anelideo Diopatra neapolitana a trés diferentes
concentragdoes de CAF (0,5; 3,0 e 18,0 pg.L'l) e os pesquisadores constataram que
quanto maior a concentracdo de CAF, menor era a capacidade e velocidade de
regeneracao dos segmentos dos organismos.

Rodriguez-Gil et al. (2018) realizaram uma andlise probabilistica da distribuicao e
exposicao global & CAF e também determinaram a avaliacdo de risco para humanos.
Segundo o estudo, a CAF ndo oferece risco significativo para saude de humanos a partir
da exposicdo por meio de agua potavel ou subterranea contaminadas. Embora os dados
sobre os efeitos ecotoxicoldgicos causados pela CAF ainda sejam inconclusivos, este
xenobidtico de origem antropogénica tem sido amplamente detectado em diferentes

ecossistemas.

¢ Fluoxetina

A fluoxetina ¢ um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina e, por potencializar
os efeitos serotoninérgicos (RANG et al., 2016), ¢ amplamente utilizada no tratamento
da depressdo. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a depressdo acomete mais de
350 milhdes de pessoas em todo o mundo (WHO, 2017).

Entre as op¢des de tratamento medicamentoso estdo os antidepressivos triciclicos
(amitriptilina, clomipramina, imipramina, maprotilina, nortriptilina), inibidores da
recaptagdo da serotonina (citalopram, fluoxetina, norfluoxetina, fluvoxamina,
paroxetina e sertralina), inibidores da monoaminoxidase (MAQO) (moclobemida e
tranilcipromina), inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina e da noradrenalina
(venlafaxina e duloxetina), entre outros (bupropiona, etc). No Brasil, os medicamentos

dispensados pelo Servigo Unico de Saude para o tratamento da depressio sdo: cloridrato
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de fluoxetina, cloridrato de clorpromazina, cloridrato de bupropiona, cloridrato de
amitriptilina, etc (RENAME, 2017).

Em humanos, a biostransformac¢do da FLX ocorre no figado, sendo seu principal e
unico metabolito farmacologicamente ativo a norfluoxetina. A eliminacdo ¢
predominantemente renal, sendo cerca de 80% excretado na urina, principalmente na
forma de fluoxetina (11,6%), fluoxetina-glicuronideo (7,4%), norfluoxetina (6,8%),
norfluoxetina-glicuronideo (8,2%), entre outros; e aproximadamente 15% sdo

excretados pelas fezes (RANG et al., 2016).

v' Caracteristicas fisico-quimicas e preseng¢a no meio ambiente

A FLX (3RS)  N-metil-3-fenil-3-[4-(trifluorometil)fenoxi]-propan-1-amina)
(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2010 ), ¢ um composto basico e a amina ionizavel
possui pka igual a 9,8 e no meio ambiente pode ser encontrada na sua forma inalterada
ou na forma de norfluoxetina (seu principal produto de biotransformagao) (ZENKER et

al., 2014). Na Figura 18 a formula estrutural da FLX ¢é apresentada.

Figura 18. Formula estrutural da Fluoxetina.

F

A fluoxetina tem sido detectada em amostras ambientais como esgoto (RIVERA-
JAIMES et al.,, 2018; RIBEIRO et al., 2015; AFONSO-OLIVARES & SOSA-
FERRERA & SANTANA-RODRIGUEZ, 2012; GRABIC et al, 2012) e aguas
superficiais (RIVERA-JAIMES et al, 2018; GIEBULTOWICZ & NALECZ-
JAWECKI, 2014; YU & LI & ZHANG, 2012; GROS & RODRIGUEZ-MOZAZ &
BARCELO, 2012). Esse composto pode se bioacumular nos diferentes compartimentos
ambientais incluindo microrganismos ¢ animais (PUCKOWSKI et al., 2016). Uma das
maneiras de determinar a afinidade de um composto por um organismo vivo é pelo

Fator de Bioconcentragdo, do inglés Bioconcentration Factor (BCF). Ding et al. (2017)
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determinaram o (BCF) em Daphnia magna e o valor encontrado para variou entre 460 e
174,4 Lkg™".
v Consumo

O consumo mundial de FLX se elevou muitos nas duas ultimas décadas e, segundo a
IMS Health do Brasil, em 2016, a venda de antidepressivos e estabilizadores de humor
aumentou 18,2% no pais. Em termos financeiros as vendas desses medicamentos
movimentaram mais de 3,4 bilhdes de reais, sendo o segundo setor que mais lucrou
naquele ano. Com base no ultimo relatério da ANVISA sobre o Sistema Nacional de
Gerenciamento de Produtos Controlados (SNGPC) pode-se inferir que no municipio de
Sdo Paulo foram consumidos aproximadamente 0,72 t de FLX durante o ano de 2011
(ANVISA, 2012) e estudos nacionais apresentam a FLX como um dos medicamentos
mais dispensados pelo Sistema Unico de Satide — SUS (CAMPOS & AFONSO &
ROEWER, 2017; ASSINI et al., 2016).

v’ Efeitos ecotoxicoldgicos

A serotonina ¢ conservada em todos os filos animais, e os processos fisiologicos
regulados por ela sdo diferentes entre as espécies. Enquanto que para os invertebrados a
serotonina regula processos somadticos e funcgdes reprodutivas, em bivalves, por
exemplo, ela regula processos reprodutivos como desova, maturacdo do oocisto e
rompimento da vesicula germinativa (FONG et al., 1998). Tais informagdes sugerem
que a presenga de FLX em ambientes aquaticos pode causar danos ecotoxicologicos a
diversos seres vivos.

Alguns estudos ecoloxicologicos tém avaliado a a¢do da FLX sobre diferentes
organismos. Ding et al. (2017) verificaram que a FLX pode causar alteragdes
fisiologicas e bioquimicas em Daphnia magna. J4 em peixes da espécie Poecilia
reticulata foi observada alteracdo do comportamento predador quando os animais foram
expostos a concentragdes ambientais de FLX 4 ng.L”" a 16 ng.L" (SAARISTO et al.,
2017). Em outro estudo, Amy-Sagers & Reinhard & Larson (2017) verificaram que a
FLX diminuiu significativamente o crescimento radicular da planta aquatica Lemna
minor, e reduziu a taxa de crescimento e reproducdo assexuada diaria quando a
concentragdo de 98 pg. L de FLX foi utilizada.

Johnson et al. (2007) determinaram a CEs5, (concentragdo efetiva que causa efeito a
50% dos organismos-teste) in silico de FLX em algas por meio do software US EPA
ECOSAR ¢ o valor empirico definido foi de 0,84 mg.L". Ja quando os valores foram
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determinados experimentalmente, ap6s 96 h de exposi¢do das algas ao farmaco, obteve-
se uma Clso (Concentragdo Inibitoria) de aproximadamente 50 pg.L™ para a espécie
Pseudokirchneriella subcapitata, ¢ para as demais espécies analisadas os valores das
Clsy foram iguais a 91,2 ug.L'1 para a Scenedesmus acutus, 213 pg.L'1 para a
Scenedesmus quadricauda e 4339,2 ug.L"' para a Chlorella vulgaris

e Levotiroxina

A levotiroxina ¢ um analogo do hormoénio tireoidiano T4 (Tiroxina), sendo
consumida na forma de levotiroxina sddica (propianoato (25)-2-amino-3-[4-(4-hidroxi-
3,5-diiodofenoxi)3,5-diiodofenil] propianoato (EUROPEAN PHARMACOPOEIA,
2010 ). A molécula apresenta alguns grupamentos inonizaveis sendo o pka do écido
carboxilico igual a 0,27 e da amina igual a 9,43, sua formula estrutural pode ser

observada na Figura 19.

Figura 19. Formula estrutural da levotiroxina.
I 0]

HO I
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NH,

Esse composto ¢ indicado para o tratamento de hipotireoidismo e seu mecanismo de
acdo ¢ igual ao horménio tireoidiano T4. Uma vez administrado, este analogo da
tiroxina se liga as proteinas plasmaticas e se distribui nos tecidos periféricos, onde ¢
convertido a 3,5,3- triiodo-L-tironina (T3) através da ag@o de deiodinases teciduais.
(RANG et al., 2016). T4 ¢é convertido a T3 nos rins e no figado por meio da desiodacdo
da hidroxila fendlica levando a formacdo de 3,3, 5 — triiodotironina (r-T3). A
desiodagdo do T3 e r-T3 da origem a 3,5-diiodotironina (3,5-T2) e 3,3-diiodotironina
(3,3-T2) (SVANFELT & ERIKSSON, & KRONBERG, 2010).

v' Caracteristicas fisico-quimicas e preseng¢a no meio ambiente

Observando-se a Tabela 19 a LVX apresenta os maiores valores para o t;» em ar,

agua, sedimento e solo. Zenker ef al. (2014) discutem a influéncia do pH do meio sobre
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a bioacumulacdo de farmacos no meio ambiente e indicam que a variabilidade do pH
das daguas superficiais pode introduzir incertezas sobre as avaliagdes de riscos
ecoldgicos, uma vez que muitos fArmacos sdo compostos ionizaveis.

A levotiroxina pode ser encontrada no meio ambiente na sua forma intacta, porém,
seus produtos de biostransformagdo também podem ser facilmente encontrados
(SVANFELT & ERIKSSON, & KRONBERG, 2010). Isso porque a LVX ¢ sensivel a
variagdes de pH. Sendo que valores de pHs abaixo ou acima de 7 (ou ainda, meios
acidos e basicos)favorecem as reacdes de desiodacdo desse composto (Won, 1991).
Svanfelt & Eriksson & Kronberg, (2010) encontraram LVX no esgoto bruto e tratado
(64 ng L' e 22 ng L™). Entretanto, os produtos de biotransformacio da LVX sdo
bioativos. Papavasiliou et al. (1977) ,verificaram que os produtos de biotransformacao

r-T3 e 3,3-T2 também possuem efeito estimulante sobre a tireoide.
v Consumo

Segundo o Departamento de Tiredide da Sociedade Brasileira de Endocrinologia e
Metabologia (2014) o hipotireoidismo acomete de 8 a 10% da populagdo brasileira,
sendo mais comum em mulheres apds a menopausa e idosos. O tratamento
medicamentoso indicado ¢ realizado com levotiroxina sodica. Em 2016 foram
movimentados mais de 172,6 milhdes de reais na compra de Puran 4" (um dos nomes
comerciais da levotiroxina soédica) (INTERFARMA, 2017). No Brasil, um
levantamento da prevaléncia de hipotireoidismo em uma populagdo de 1.085 individuos
foi realizado na regido metropolitana de Sdo Paulo e o valor obtido foi de 8,0% do

numero amostrado (CAMARGO et al., 2008).
v' Efeitos ecotoxicoldgicos

Estudos que avaliem a ecotoxicidade da levotiroxina sodica ainda sdo escassos. Ha
indicacdes, no entanto, de que esse farmaco atue como desregulador da tireoide,
interferindo principalmente na secrecdo e transporte desse hormonio, bem como na sua
concentragdo e resposta celular (WEGNER, BROW & DIX, 2016). Entre os compostos
desreguladores da tireoide estdo as bifenilas policloradas (PCB’s), retardantes de chama,
tetrabromobisfenol A, percloratos, alquilfendise levotiroxina soédica (T4) (JEAN-

CLAUDE & AMIARD-TRIQUET, 2015).
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Wegner & Browne & Dix (2016) verificaram que esse composto causou efeitos
significativos na metamorfose de anfibios e promoveu alteragdes na maturacdo sexual
de ratos machos e fémeas. Jomaa et al. (2014) investigaram a embriotoxicidade em
peixes,  zebrafish, expostos a compostos bioativos da tirecoide, entre ecles a
trilodotironina (T3). Este hormoénio se origina a partir de T4 e também ¢ um dos
produtos de degradacdo da LVX. Os autores observaram mudancgas no desenvolvimento
do animal, sendo T3 o composto que causou os maiores danos. Os endpoints foram:
alteracdo na cor e brilho das escamas, batida e natacdo deslizante, ¢ a reabsor¢cdo do
saco vitelinico

Embora os efeitos da LVX sobre humanos ainda sejam incertos, Dong et al. (2013)
encontraram escores elevados de toxicidade ao realizarem a avaliacdo de risco para

humanos.

e Bezafibrato

O bezafibrato (BZF) reduz os niveis das lipoproteinas de baixa densidade (LDL e
VLDL), enquanto aumenta os niveis da lipoproteina de alta densidade (HDL). Isto
porque ele estimula a atividade das lipases lipoprotéicas e lipases hepaticas envolvidas
no catabolismo das lipoproteinas ricas em triglicerideos. A excre¢do ocorre
principalmente por via renal, 50% da dose administrada ¢ excretada na urina em sua

forma inalterada e 20% na forma de glicuronideos (RANG et al., 2016).
v' Caracteristicas fisico-quimicas e preseng¢a no meio ambiente

O BZF ¢ o éacido 2-[4-[2-[(4-clorobenzoil)amino]etil|fenoxi]-2-metilpropanoico
(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2010 )e o pka do acido carboxilico e da amina
secundarias sdo iguais a 3,83 e -0,87, respectivamente. Na Figura 20 pode-se observar a

formula estrutural desse composto.
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Figura 20. Formula estrutural dado bezafibrato.

e
O OH
”/\/Q/
Cl

O BZF ¢ comumente encontrado no meio ambiente na sua forma inalterada, pois
uma boa parte da dose administrada é excretada dessa maneira (SUI et al., 2017). Esse
farmaco também tem sido determinado em amostras ambientais em todo o mundo
(RIVERA-JAIMES et al., 2018; RIBEIRO et al., 2015; GROS & RODRIGUEZ-
MOZAZ & BARCELO, 2012; GRABIC et al, 2012; STUMPF et al, 1999),
principalmente em sua forma inalterada. Cermola et al. (2005) verificaram que o BZF ¢

relativamente estavel em efluentes de estagdes de tratamento de esgoto.
v Consumo

O BZF ¢ amplamente utilizado em todo mundo. E na Inglaterra Sebastine &
Wakeman (2003) publicaram que esse medicamento ocupava o 40° lugar na lista dos

farmacos mais dispensados no pais, com um consumo de 8,38 t naquele periodo.
v' Efeitos ecotoxicoldgicos

Quando os efeitos ecotoxicologicos causados pelo BZF foram investigados em
machos de zebrafish (Daniorerio), Velasco-Santamaria et al. (2011) observaram
degeneracdo testicular apds exposicdo dos peixes ao farmaco. Além disso, o BZF
causou seu efeito sobre a esteroidogénese gonodal e espermatogénese do animal e
exerceu um efeito hipocolesterolémico. Tais efeitos tornam o composto um potencial
desregulador endocrino (VELASCO-SANTAMARIA et al., 2011).

Nica & Villa & Finizio (2016) verificaram a inibicdo da bioluminescéncia do
Aliivibrio fischerie quando exposto ao BZF, ¢ os valores de Clsy e CI;( foram iguais a
150,7 mg.L" e 152 mgL", respectivamente. Afonso-Olivares & Sosa-Ferrera &
Santana-Rodriguez (2017) avaliaram o risco ambiental produzido pela presenca de BZF
em agua sobre espécies aquaticas. Com base na determinacdo do quociente de risco
(QR), que ¢ determinado pela razdo entre exposicdo e dose de referencia (BRILHANTE
& CALDAS, 1999) os autores encontraram valores de QR iguais a 0,014 para algas,
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0,009 para Daphnia e 0,043 para peixes. Valores de QR entre 0,001 e 0,077 indicam

que ndo ha risco significante para espécies aquaticas.

4.4.Principais mananciais no estado de Sao Paulo

Mananciais sdo reservas hidricas ou fontes de agua como rios, lagos, riachos,
represas ¢ lengol freatico destinados ao abastecimento publico, podendo ser superficiais
ou subterraneos. Tendo em vista a finalidade dessas aguas (abastecimento publico), as
mesmas devem ser conservadas e protegidas para assegurar a qualidade da agua (OMM,
2012).

No estado de Sao Paulo a Lei Estadual no 7.663, de 30 de dezembro de 1991, criou
uma politica de recursos hidricos estabelecendo a criacdo do Sistema Integrado de
Gerenciamento de Recursos Hidricos (SIGRH) e em 1994 a bacia hidrografica foi
considerada como unidade fisico-territorial de planejamento e gerenciamento no Estado.
Deste modo, o Estado foi dividido em vinte ¢ duas Unidades de Gerenciamento de
Recursos Hidricos (UGRHIs) (SAO PAULO, 1991; SAO PAULO, 1994).

As UGRHIs estdo distribuidas dentro sete bacias ou regides, sendo essas:

e Bacia do Rio Tieté, na qual estdo contidas as UGRHIs de Piracicaba, Capivari e

Jundiai (05); Alto Tieté (06); Sorocaba e Médio Tieté (10); Tieté€ — Jacaré (13);
Tieté — Batalha (16) e Baixo Tieté (19);

e Regido Hidrografica Aguapei/Peixe: composta pelas UGRHIs de Aguapei (20) e
Peixe (21);

e Regido Hidrografica da Vertente Paulista do Rio Paranapanema: formada pelo
Alto Paranapanema (14), Médio Paranapanema (17) e Pontal do Paranapanema
(22);

e Regido Hidrografica da Vertente Litoranea: onde estdo inseridas as UGRHIs do
Litoral Norte (03); Baixada Santista (07) e Ribeira de Iguape e Litoral Sul (11);

e Regido Hidrografica da Vertente Paulista do Rio Grande: que engloba as
UGRHI da Serra da Mantiqueira (01); Pardo (04); Sapucai-Mirim/Grande (08);
Mogi-Guagu (09); Baixo Pardo/Grande (12) e Turvo/Grande (15);

e Regido Hidrografica de Sao José dos Dourados: composta ela UGRHI de Sao
José dos Dourados (18);

e Bacia do Rio Paraiba do Sul: abrange apenas a UGRHI Paraiba do Sul (02).
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As bacias Alto Tieté, Piracicaba/Capivari/Jundiai e Sorocaba/Médio Tieté sdo as
trés bacias mais industrializadas do estado de Sdo Paulo e concentram quase metade da

populagdo paulista (CRH, 2017).

4.4.1. Principais mananciais que fornecem dgua para a Regido Metropolitana de

Sdo Paulo

A regido metropolitana de Sao Paulo (RMSP) engloba 39 municipios com 21,2
milhdes de habitantes, esse nimero equivale a aproximadamente 50% da populagdo do
estado (IBGE, 2016). Das bacias hidrograficas localizadas nesta regido a Bacia
Hidrografica do Alto Tiet¢ (BHAT) é a mais importante, e secundariamente estdo as
bacias do rio Juquia, rio Sorocaba, rio Jundiai, rio Paraiba do Sul e da Vertente

Oceanica (EMPLASA, 2017).

e Bacia Hidrografica do alto Tieté (UGRHI06)

A Bacia Hidrografica do Alto Tiet€ (BHAT) ¢ a que dispde da menor
disponibilidade de agua per capita (130,68 m?*/ano por habitante), pois esta regido ¢é
intensamente populosa e povoada. Com a crise hidrica nos anos de 2014 e 2015 a oferta
de dgua gerada por esta bacia ndo foi suficiente para atender as demandas da populagao.
Os dois principais sistemas produtores de agua da BHAT (Sistema Cantareira e Sistema
Alto Tieté) foram os mais impactados, causando prejuizos ao abastecimento publico de
toda a RMSP (CHB, 2016).

A bacia hidrografica do Alto Tiet€ (BHAT) ¢é a principal fonte hidrica da RMSP,
sendo dividida em seis sub-bacias (Cabeceiras, Billings-Tamanduatei, Cotia-
Guarapiranga, Penha-Pinheiros, Juqueri-Cantareira e Pinheiros-Pirapora). Sua superficie
¢ de 5.775 km® ¢ aproximadamente 70% da RMSP estdo inseridas nesta bacia, o
restante (30%) distribui-se nas bacias dos rios Sorocaba, Jundiai, Paraiba do Sul,
Capivari, [tatinga, Itapanhau e Ribeira do Iguape (CBH, 2016)

Segundo a Agéncia Nacional de Aguas (ANA, 2013), a ocupagdo proxima as
cabeceiras dos rios contribuiu para a polui¢do da BHAT, principalmente por efluentes
domésticos e industriais, pois a capacidade de depuracdo de contaminantes ¢ menor nas

cabeceiras, comprometendo a qualidade das aguas destinadas ao abastecimento publico
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(ANA, 2013). Entre os mananciais pertencentes 8 BHAT que merecem destaque estdo:

Reservatorio Guarapiranga, Reservatorio Billings, Rio Grande e Rio Cotia.
e Reservatorio Guarapiranga

A represa do Guarapiranga localiza-se a sudoeste na RMSP, ocupando uma area 630
km? sobre 0s municipios de Sdo Paulo, Embu, Cotia, Itapecerica da Serra, Embu-Guagu,
Juquitiba, S3o Vicente e Itanhaém. Aproximadamente 36% da sua 4rea total estdo
inseridas no municipio de Sao Paulo. Em 2007, a producdo média era de 14 mil litros de
agua por segundo, abastecendo cerca de 3,7 milhdes de pessoas (20% da populacdo da
RMSP) nas zonas sul e oeste da capital (bairros de Santo Amaro, Campo Limpo,
Morumbi e Butantd), bem como os municipios de Cotia, Embu e Tabodo da Serra
(OLIVER & RIBEIRO, 2014; SABESP, 2017).

e Reservatorio Billings

O Reservatorio Billings ¢ formado pelo Rio Grande (ou Jurubatuba), Ribeirdo Pires,
Rio Pequeno, Rio Pedra Branca, Rio Taquacetuba, Ribeirdo Bororé, Ribeirdo Cocaia,
Ribeirdo Guacuri, Cérrego Grota Funda e Corrego Alvarenga. Esse manancial esta
localizado no sudeste da Regido Metropolitana de Sao Paulo, a 746,5 m de altitude e sua
area de drenagem equivale a 582,8 km”. O municipio de Rio Grande est4 totalmente
inserido nessa bacia enquanto que os municipios de Diadema, Ribeirdo Pires, Santo
André, Sao Bernardo do Campo e S@o Paulo estdo inseridos parcialmente (SABESP,

2017).

e Rio Grande

O Rio Grande tem capacidade de 11,21 bilhdes de litros de agua e esta localizado
proximo a Rodovia Anchieta, sendo formado pela compartimenta¢do do braco do Rio
Grande na represa Billings. Apds o tratamento a agua do Rio Grande atende os

municipios de S@o Bernardo do Campo, Santo André e Diadema (SABESP, 2017).

e Rio Cotia

A bacia do rio Cotia esta localizada na regido oeste da RMSP e tem por finalidade o
abastecimento publico da regido circunvizinha. Nesta bacia existem dois sistemas que
fazem parte do Sistema Integrado Metropolitano. O primeiro sistema ¢ o Alto Cotia que

esta localizado na parte alta da bacia, sendo composto pelas represas Pedro Beicht e
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Cachoeira da Graga; e o segundo ¢ o Sistema Baixo Cotia, sendo constituido por duas
barragens de nivel denominadas Isolina Superior e Isolina Inferior, cujas aguas sdo
encaminhadas para tratamento na Estagdo de Tratamento de Agua Baixo Cotia e esta

localizado na por¢do média/baixa da bacia (CBH 2016; SABESP, 2017).
e Bacia Hidrografica do Rio Sorocaba e Médio Tieté (UGRHI 10)

O Rio Sorocaba pertence a Bacia Hidrografica do Rio Sorocaba e Médio Tieté e
essa bacia localiza-se no centro-sudeste do estado de Sao Paulo e abrange area de 53
municipios, dos quais 34 com sede em seu territorio e 19 possuindo apenas porcdes

rurais (CBH, 2016).

e Bacia hidrografica Paraiba Sul (UGRHI 02)

A Bacia hidrografica Paraiba Sul pertence a UGRHI 02, que esta situada no leste do
estado de Sdo Paulo. O territério da UGRHI 02 ¢ composto por 34 municipios, dos
quais 33 estdo totalmente contidos nesse recorte geografico e apenas o municipio de
Paraibuna, esta parcialmente inserido. Outros cinco municipios (Aruja, Guarulhos,
Itaquaquecetuba, Mogi das Cruzes e Salesopolis), com sede na UGRHI 06, possuem
trechos na UGRHI 02. Um dos mananciais de grande porte e de interesse regional é o

Rio Paraiba do Sul (CBH, 2016).

4.4.2. Qualidade das aguas destinadas ao abastecimento publico

A qualidade das aguas destinadas ao abastecimento publico pode ser avaliada com
base no Indice de Qualidade das Aguas Brutas para fins de Abastecimento Piblico
(IAP) (CETESB, 2015). A determinagao do IAP leva em consideragdao dois outros
parametros: o Indice de Qualidade de Aguas (IQA) e o Indice de Substancias Toxicas e
Organolépticas (ISTO). O primeiro ¢ determinado com base na temperatura da agua,
pH, oxigénio dissolvido, demanda bioquimica de oxigénio (DBO), coliformes
termotolerantes, nitrogénio total, fosforo total, residuo total e turbidez (ANA, 2017).
Enquanto que o segundo ¢ gerado a partir da investigagdo de substancias que afetam a
qualidade organoléptica da agua, presenca de substancias toxicas (como metais, por

exemplo), além de resultados do teste de Ames, que avalia o potencial mutagénico de
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amostras ¢ substancias, ¢ do Potencial de Formacdao de Trihalometanos (THMPF)
(CETESB, 2015).

Para a determinacdo do ISTO sdo estabelecidas curvas de qualidade que
atribuem ponderagdes variando de 0 a 1. Dois niveis de qualidade (qi) s@o utilizados
para determinar as curvas de qualidade da formag@o de trihalometanos e metais, sendo
estes valores numéricos, 1,0 ¢ 0,5, respectivamente associados ao limite inferior (LI) e
ao limite superior (LS). Os niveis de qualidade refletem as seguintes condigdes sobre a
qualidade da agua bruta destinada ao abastecimento publico:

a) quando o valor medido ¢ menor do que o Limite inferior tem-se que a agua
pode ser considerada adequada para o consumo humano, pois atende a Portaria 2914 do
Ministério da Saude;

b) Quando o valor medido esta entre o Limite inferior e o Limite superior as
aguas seguem os padrdes da Resolucdo CONAMA 357/05 e, portanto sdo adequadas ao
tratamento convencional,

c) As aguas nao atendem aos padroes de qualidade da Resolucio CONAMA
357/05, quando o valor medido ¢ maior do que limite superior e, portanto ndo devem ser
submetias ao tratamento convencional (ANA, 2017).

O Indice de Qualidade das Aguas Brutas para fins de Abastecimento Publico
(IAP) pode ser determinado pela seguinte formula:

IAP =1QA x ISTO

O valor determinado para o IAP indica se a qualidade da agua ¢ o6tima, boa,

regular, ruim ou péssima. Na Tabela 19 sdo apresentados os valores de IAP que indicam

a qualidade da agua bruta para abastecimento publico.

Tabela 19. Classificacdo da qualidade da agua bruta destinada ao abastecimento publico de
acordo com os valores de IAP.

Valores IAP Classificacao
79<e<100 Otima
51<e<79 Boa
36<e<S5l Regular
19<e<36 Ruim
<19 Péssima

Fonte: CRH, 2017

A CETESB monitora diversos pontos ao longo das UGRHIs que abastecem o

estado de Sdo Paulo com o intuito de avaliar a qualidade das aguas brutas para fins de
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abastecimento publico. Na Tabela 20 sdo apresentados os Indices de Qualidade das

Aguas Brutas para fins de Abastecimento Publico (IAPs) monitorados pela CETESB

entre os anos de 2011 e 2015 para os mananciais de interesse nessa pesquisa.

Tabela 20. indices de Qualidade das Aguas Brutas para fins de Abastecimento Piiblico (IAPs)

monitorados pela CETESB (2011 — 2015) para os mananciais de interesse.

Sistemas UGRHI Nome do Descriciao Ano
Produtores ponto de 2011 2012 2013 2014 2015
captacio
Alto e baixo UGRHI 06 COTI Rio Cotia
Cotia ABC 03900 22 14 15 9 9
Alto Tieté UGRHI 06 PEBA Reservatorio
AT 00900 Rio Taiacupeba 71 64 48 55 29
Bacia do UGRHI 06 B RGDE Reservatorio - - - -
reservatorio 02030 Rio Grande 18
Billings
UGRHI 06 B GADE Reservatoério - - - -
02900 Rio Grande ou 10
Jurubatuba
UGRHI 06 B BILL Reservatorio - - - -
02030 Billings 8
Bacia do GUGRHI GUAR Reservatoério do
Reservatorio 06G 00900 Guarapiranga 52 55 45 37 62
Guarapiranga
Bacia do Rio
Sorocaba e UGRHI 10 SORO Rio Sorocaba 48 32 31 33 20
Médio Tieté 02700
Bacia
Hidrografica UGRHI 02 PARB Rio Paraiba do - - - - 36 <
do Rio 02600 Sul e
Paraiba do <51

Sul

Adaptado: (CRH, 2017; CBH, 2016).

Observando-se as Tabelas 19 e 20 verifica-se que a qualidade de seis dos oitos

pontos monitorados em 2015 foram considerados ruins ou péssimos e apenas os pontos

monitorados na represada do Guarapiranga (GUAR 00900) Rio Paraiba Sul (PARB

02600) foram considerados bom e regular, respectivamente.
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4.5. Objetivos do capitulo

Determinar a presenca de cafeina (CAF), fluoxetina (FLX), levotiroxina (LVX),
bezafibrato (BZF) em mananciais do estado de Sdo Paulo e comparar as concentragdes

de CAF, FLX, LVX e BZF quantificadas com dados descritos na literatura.
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4.6. Parte Experimental

4.6.1. Local de estudo

A definigdo dos locais de estudo foi realizada juntamente com membros da
Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB) com base no Indice de
Qualidade das Aguas Brutas para fins de Abastecimento Publico (IAP). Para isso, foram
monitorados os seguintes mananciais: Guarapiranga (GUAR0900), Sorocaba (SORO
02700), Baixo Cotia (COTI03900), Rio Grande (GADE 0900 ¢ GADE 02030), Paraiba
(PARB 02600), Billings (BILLO 2030) e Taiagupeba (PEBA 00900). Os pontos GUAR
0900, COTI 03900, GADE 0900, GADE 02030, BILLO 2030 ¢ PEBA 00900 foram
coletados pela divisao de amostragem da CETESB e os pontos PARB 02600 ¢ SORO
02700, pelo Laboratdrio de Taubaté e Sorocaba.

4.6.2. Limpeza dos frascos

Os frascos utilizados nas coletas foram fornecidos pelo Laboratorio de Toxinas e
Produtos Naturais de Algas (LTPNA). Os mesmos foram lavados com Extran, seguido
de enxague com agua da torneira (5 vezes) e agua ultra pura (5 vezes). Apos as mesmas
foram colocadas para secar em estufa (45°C) e depois de secas as mesmas foram lavadas
com acetonitrila (ACN) 100% e deixadas em capela pela completa secagem. No intuito
de verificar se a limpeza estava adequada, brancos das lavagens com agua ultrapura

foram realizados apds a secagem completa dos frascos enxaguados com ACN.

4.6.3. Coleta e acondicionamento das amostras

As coletas de amostras para investigacdo da presenca de Cafeina (CAF), Fluoxetina
(FLX), Levotiroxina (LVX) e Bezafibrato (BZF) foram realizadas em parceria com a
CETESB em pontos ja monitorados por ela, no periodo de abril a setembro de 2017,
totalizando 17 amostras. A amostragem foi realizada a 30 cm da lamina d’agua nos
mananciais de estudo, em frascos ambar (1L), sem a adicdo de preservantes e o volume
preenchido totalmente. Na sequéncia as amostras foram armazenadas em geladeira (4

°C) por no maximo sete dias apos a coleta.
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4.6.4. Preparo das amostras

Antes de serem submetidas a extragdo em fase solida (SPE) as amostras foram
homogeneizadas, filtradas e o pH ajustado para 2,5. O volume foi divido em dois
frascos de 500 mL e estes submetidos a SPE, conforme descrito no item 3.3.1. A analise
da amostra em duplicata foi realizada com o intuito de confirmar os valores encontrados
e os resultados expressos em termos de média. Apos a secagem completa do volume
extraido (6 mL), os mesmos foram armazenados a -20°C por no maximo 1 més. Para
analise, o material seco nos tubos foi ressuspenso em 250 pL de metanol e 250 uL de
agua acidificada com &cido férmico a 0,2% e filtrado por meio de membrana de nylon

de 22 pm. 250 pL foram transferidos para inserts de vidros em vials de 1,8 mL.

4.6.5. Determinagdo de CAF, FLX, LVX e BZF por LC-MS/MS

A determinag¢do de CAF, FLX, LVX e BZF nas amostras foi realizada por LC-

MS/MS, utilizando-se o método desenvolvido e validado no capitulo 1.
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4.7. Resultados e Discussao

4.7.1. Limpeza dos frascos

Com o objetivo de verificar se a limpeza dos frascos foi adequada para remover
eventuais contaminagdes por CAF, FLX, LVX e BZF realizou-se a limpeza dos mesmos
conforme o descrito no item 4.3.2. e em seguida os frascos foram enxaguados com agua
ultra pura e a mesma reservada para andlise por LC-MS/MS utilizando o método
proposto. Na Figura 21 é apresentado um Cromatograma de fons Totais (TIC)
representativo dos brancos das lavagens dos frascos utilizados nas coletas realizadas

pela CETESB.

Figura 21. Cromatograma de fons Totais (TIC) representativo das lavagens dos frascos.
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Em nenhum dos brancos de lavagem os analitos de interesse foram verificados.

Isso ocorreu porque estavam ausentes ou abaixo do limite de detec¢do do método.

4.7.2. Determinacdo de CAF, FLX, LVX e BZF por LC-MS/MS

Na Tabela 21 sdo apresentados os resultados obtidos para a determinagdo de CAF,
FLX, LVX e BZF nas coletas realizadas nos mananciais do Guarapiranga (GUAR0900),
Sorocaba (SORO 02700), Baixo Cotia (COTI03900), Rio Grande (GADE 0900 e
GADE 02030), Paraiba (PARB 02600), Billings (BILLO 2030) e Taiacupeba (PEBA

00900). Os resultados serdo expressos em termos da concentracdo média.
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Tabela 21. Concentracdo Média de Cafeina, Fluoxetina, Levotiroxina e Bezafibrato encontradas nos mananciais monitorados e frequéncia de amostras
positivas do total de amostras analisadas.

Compostos Reservatério  Rio Sorocaba  Rio Cotia Rio Grande Rio Reservatorio Rio Frequéncia
Periodo de Guarapiranga Paraiba Billings Taiacupeba  (+ /total)
coleta
GUAR 0900 SORO 02700 COTI RGDE GADE 02900 PARB BILL 02030 PEBA
03900 02030 02600 00900
Cafeina Cl 104,7 556,0 1152,6 110,1 * * * 2461,5
(ng.L™") C2 197,1 770,0 9255,7 * * 3283,1 16,2 48,0 17/17
C3 1669,1 658,0 16466,4 * 1499,1 [ 6,6 20,0
Fluoxetina C1 nd nd 3,5 1,2 * * * nd
(ng.L'") Cc2 1,2 1,4 3,2 * * 1,2 1.8 nd 11/17
C3 2,1 1,6 3,4 * nd [ 3,3 nd
Levotiroxina Cl nd nd nd nd * * * nd
(ng.L™") C2 nd nd nd * * nd nd nd 0/17
C3 nd nd nd * nd ° nd nd
Bezafibrato Cl nd nd 211,2 nd * nd * nd
(ng.L™") C2 nd 11,0 286,2 * * 41,5 nd nd 717
C3 nd 77,5 322,0 * 26,0 [ nd nd

Legenda: * = Coleta nao realizada; = nao analisada; nd = substancia ndo detectada ou menor que o limite de deteccdo; C1= amostras coletadas entre abril-
maio/2017; C2= amostras coletadas entre junho-julho/2017; C3= amostras coletadasentre agosto-setembro/2017
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e (Cafeina

Com base nos resultados obtidos pode-se observar (Tabela 21) que a CAF foi
detectada em todas as amostras analisadas, evidenciando a contaminag¢do dos
mananciais por efluentes domésticos. Sendo os Rios Cotia, Paraiba, Taiagupeba,
reservatorio do Guarapiranga e Rio Grande os mananciais mais impactados pela
presenga CAF. Esse composto tem sido utilizado como um indicador de contaminagdo
das aguas por micro poluentes organicos persistentes (MPOP’s), ou seja, se ha CAF nos
mananciais isso sugere a presenga de outros farmacos (Paiga et al., 2017) e os dados
observados indicam que de fato existe uma correlag@o entre a presenca de CAF e outros
farmacos.

Recentemente a CETESB passou a monitorar niveis de CAF em alguns mananciais
destinados ao abastecimento publico, dentre eles os rios Cotia € Sorocaba bem como o
Reservatorio do Guarapiranga nos mesmos pontos monitorados por essa pesquisa. No
Relatorio da Qualidade das Aguas Interiores (2016) sdo apresentadas as concentragdes
verificadas para esses mananciais. Os maiores niveis de CAF foram detectados no Rio
Cotia (17970 ng.L™") e as concentragdes no Rio Sorocaba variaram de 60 a 690 ng.L™
enquanto que no Reservatorio do Guarapiranga foram de 19 a 240 ng.L"' (CETESB,
2016). Os niveis detectados para os mananciais monitorados sdo semelhantes aqueles
verificados nessa pesquisa de doutorado, exceto pelo ultimo periodo amostrado no
reservatorio do Guarapiranga. Essa diferenca pode ser fruto de alteragdes
pluviométricas ou de algum despejo indevido de efluentes.

LOPEZ-DOVAL et al. (2017) também investigaram a presenca de CAF e outros
contaminantes em amostras de agua oriundas do reservatério do Guarapiranga, em trés
locais diferentes da represa. Um dos sitios amostrados era proximo a captacdo de agua
(assim como o ponto GUAR 0900) e as concentragdes de CAF variaram de 43 a 477
ng.L'l. Para o ponto GUAR 0900, analisado nesse trabalho, as concentracoes de CAF
foram de 104,7; 197,1 e 1669,1 ng.L'1 para os periodos amostrados, sendo a maior
concentracdo determinada nas amostras coletadas no més de setembro.

Em 2014 (a), Montagner et al. publicaram um estudo sobre a detec¢do de CAF nos
Rios Sorocaba e Cotia. No periodo amostrado pelos autores, de janeiro de 2010 a abril
de 2011, as concentragdes de CAF variaram de 600 a 5300 ng.L™' para o ponto
monitorado no Rio Sorocaba e de 690 a 29000 ng.L” para o Rio Cotia. Estas

concentragcdes também sao semelhantes as encontradas nessa pesquisa. Entretanto, o que
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chama a atencdo ¢ que em ambos os estudos as maiores concentragdes de CAF foram
determinadas para amostras do Rio Cotia, sugerindo a possivel presenga de outros
MPOP’s. No Rio Sorocaba além de CAF ja havia sido relatada a presenca de hormonios
(naturais e sintéticos) e agentes plastificantes por Montagner ef al. (2014 a) e agora com
os resultados apresentados nessa pesquisa pode-se incluir a esse grupo a FLX e BZF.
Esses dados indicam que a CAF se trata de um bom marcador de contaminagdo
ambiental e que poderia ser utilizada no Brasil por outros 6rgdos ambientais como uma
ferramenta de investigacao dessas substancias (JARDIM et al., 2012).

Nos Rios Grande, Paraiba e Taiagupeba também foram encontrados valores
elevados de CAF (entre 1000 ng.L™" ¢ 3300 ng.L" ) em pelo menos uma das amostras
analisadas. A variacdo dos valores entre as datas de coleta de um mesmo ponto pode
estar relacionada aos indices pluviométricos e indicadores de qualidade da agua bruta
(IQA), por exemplo. Entretanto, o fato ¢ que existe cafeina nesses mananciais, assim
como no reservatorio Billings, onde foram verificadas as menores concentragdes desse
composto. Almeida (2005) encontrou de 1,9 a 14,7 ng.g"' de CAF em amostras de
sedimento dessa represa, o que fomenta a necessidade de mais estudos que monitorem a
presenga de CAF nesse manancial.

Outros pesquisadores t€m detectado CAF em mananciais € em agua potavel no
estado de Sdo Paulo. Montagner & Jardim (2011) encontraram de 1,17 a 25,8 ng.L" de
CAF em amostras coletadas no rio Atibaia, enquanto Sodré & Locatelli & Jardim
(2010) verificaram 2400 ng.L"' de CAF neste mesmo rio, sugerindo que as
concentragdes de composto variam ao longo do tempo. Campanha et al (2014)
detectaram entre 0,04 ¢129,6 ng.L" de CAF nas aguas do Rio Monjolinho; no Rio
Jundiai, as concentragdes variaram de 993,9 a 19329,7 ng.L'1 (SOUSA et al., 2014).
Embora os rios Atibaia, Monjolinho e Jundiai ndo estejam entre os rios monitorados por
essa pesquisa, pode-se observar que as concentracdes identificadas estdo proximas as
apresentadas na Tabela 22.

A CAF também foi monitorada em outras regides do pais. Em amostras de agua
potavel analisadas no Rio Grande do Sul, os valores detectados foram inferiores ao
limite de quantificacdo (<0,5 ng.L™") do método proposto pelos autores (CERQUEIRA
et al., 2014). Esse composto também foi quantificado por Machado et al. (2016) e,
dentre as 22 capitais avaliadas, os maiores niveis de CAF foram determinados paras as

amostras de dgua potavel de Porto Alegre (2769,0 ng.L™).
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E importante ressaltar, ainda, que concentracdes de CAF foram verificadas na agua
do mar de Santos/SP e na Baia de Todos os Santos, em Salvador/BA, onde a CAF foi
quantificada no sedimento (PEREIRA et al, 2016; BERETTA et al., 2014).
RODRIGUEZ-GIL et al.(2018) avaliaram a distribuicdo mundial de CAF em diferentes
matrizes. Na Tabela 22 esta apresentada a frequéncia de deteccdo de CAF em diferentes
matrizes, sendo consideradas as amostras positivas ou negativas para a CAF, de acordo

com a presenga ou ndo deste analito.

Tabela 22. Frequéncia de deteccdo mundial de CAF em diferentes matrizes.

Matriz N°totalde  N°de amostras N° de amostras  Frequéncia de
amostras positivas negativas deteccio (%)
Agua da chuva 4 4 0 100,0
Agua de estuario 293 273 20 93,2
Agua do mar 513 457 56 89,1
Agua potavel 421 331 90 78,6
Efluente 1637 1149 488 70,2
Agua superficial 14.527 8666 5891 59,7
Agua subterrinea 10.939 1515 9424 13,8

Fonte: RODRIGUEZ-GIL et al.(2018)

Observando-se a Tabela 21 percebe-se que a CAF estd amplamente distribuida em
matrizes aquaticas, tendo atingido, inclusive, areas remotas e pouco habitadas como a
Antartida. Nessa regido a CAF foi determinada em amostras superficiais na
concentragdo de 71,33 ng.L”' (GONZALEZ-ALONSO et al., 2017). Isso chama atengéo
para o qudo impactados estdo os diferentes corpos d’agua por substincias de origem
antropogénica.

Além da deteccdo da CAF servir como um indicador da contamina¢do ambiental
por farmacos (PAIGA et al., 2017), algumas das concentragdes verificadas nos
mananciais estudados nessa pesquisa de doutorado seriam capazes de causar danos
ecotoxicologicos, conforme publicado por Capolupo et al. (2016) e Pires et al.(2016).
Nesses estudos, os autores verificaram que a CAF pode causar estresse em mexilhdes e
interferir na capacidade e velocidade de regeneragdo dos anelideos, indicando que a
fauna desses mananciais pode estar sofrendo efeitos por causa da presenca desse

composto.
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¢ Fluoxetina

Com relagdo a FLX, detectada em 11 das 17 amostras analisadas (Tabela 21), as
maiores concentragdes foram verificadas nas aguas do Rio Cotia (3,5; 3,2 ¢ 3,4 ng.L'l) e
no reservatorio Billings (3,3 ng.L™"). Essas concentragdes foram semelhantes aquelas
encontradas por GIEBULTOWICZ & NALECZ-JAWECKI (2014) em amostras de
agua dos Rios Vistula e Utrata, na Polonia (3,2 ng.L'l). Tais valores, embora pequenos,
refletem uma questdo preocupante sobre a presenca de FLX nos mananciais, ja que se
trata de um composto que tende a ficar retido no sedimento por absorc¢ao e adsor¢do. No
primeiro mecanimo de sor¢do, os micropoluentes se movimentam da fase aquosa para
acamada lipofilica da biomassa ou do sedimento por causa da sua hidrofobicidade, que
neste caso pode ser justificada pelo Kow da FLX (3,82); no segundo, adsor¢do se da por
meio das interacdes eletrostaticas entre a FLX (carregada positivamente por causa do
pKa (9,8) da amina secundaria de sua molécula e pH do meio) e a superficie negativa
das moléculas do sedimento. Normalmente a FLX esta na sua forma cationica em aguas
naturais, o que significa que tende a interagir com o sedimento, podendo, ainda,
bioacumular nos organismo aquaticos presentes no local impactado (ALVARINO et al.,
2018; DING et al., 2017; BITTENCOURT et al., 2015; HYLAND et al., 2012).

Embora baixas, as concentragdes detectadas nesse estudo requerem atengdo, pois
recentemente foi publicado que concentragdes de 4 ng.L'a 16 ng.L"' de FLX foram
capazes de alterar o comportamento predatorio de peixes (SAARISTO et al., 2017).
Portanto, seria interessante que estudos futuros continuassem investigando a presenga
de FLX em corpos d’4gua em associagdo com a avaliacdo do comportamento predatorio
dos peixes.

A FLX também foi quantificada na represa do Guarapiranga e Rios Sorocaba e
Paraiba na faixa de 1,2 a 2,1 ng.L". Outros estudos realizados no pais se propuseram a
detectar FLX, entretanto Lorz ef al. (2012) e Cardoso et al. (2011) ndo encontraram esse
composto ao monitorar amostras de dgua do Lago Paranod (DF) e da estagdo de
tratamento d’agua da Companhia Rio grandense de Saneamento, respectivamente. Em
um estudo realizado no Rio Negro foram determinadas concentracdes de outros trés
antidepressivos. Os valores foram de aproximadamente 30 ng.L™' para a amitriptilina, de
48 - 69 ng.L" para o citalopram e de 30 a 164 ng.L™' para sertralina, entretanto a FLX
ndo foi monitorada nesse estudo (THOMAS et al., 2014).
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e Levotiroxina

Conforme apresentado na Tabela 22, a LVX nao foi detectada em nenhuma das
amostras analisadas. Isso pode ter ocorrido porque esse composto estava ausente nos
mananciais estudados ou porque estava abaixo do limite de deteccdo do método
analitico. A auséncia de LVX nas amostras pode ser justificada pelo fato da dosagem
prescrita desse medicamento ser muito baixa e/ou porque aproximadamente 70% da
levotiroxina (T4) metabolizada estd na forma de T3 e outros produtos de
biotransformac¢do, além disso, esse composto é sensivel em pHs proximos de 7
(MERCK, 2015; WON, 1991). Entretanto, Svanfelt & Eriksson & Kronberg (2010)
quantificaram LVX e seus principais produtos de biotransformacdo e degradacdo em
amostras de esgoto, antes e apds o tratamento, indicando que a LVX pode ser detectada

no meio ambiente.

e Bezafibrato

Assim como a FLX, a concentracdo de BZF foi maior no Rio Cotia paras as trés
coletas realizadas (211,2; 286,2 ¢ 322,0 ng.L'l). As concentracdes desse farmaco nos
Rios Sorocaba, Grande (GADE 02900) e Paraiba variaram entre 11 ¢ 77 ng.L™.
Almeida (2005) verificou a presenga de BZF em amostras de sedimento da represa
Billings, em concentragdes que variaram de 1,7 a 3,8 ng. g'1 nesse manancial. Stumpf et
al. (1999) verificaram a presenga de BZF antes e apos o tratamento do esgoto. O BZF
também foi detectado em aguas superficiais no México (Rivera-Jaimeset al, 2017)
dentro da faixa monitorada nesse estudo, e os valores estavam entre 286—2.100 ng/L".

Gros et al. (2012) verificaram a presenga de BZF em seis matrizes ambientais,
incluindo amostras de agua potavel, de rio, de mar e na entrada e saida de duas estagdes
de tratamento de esgoto. Os autores encontraram cerca de 16 ng.L” em amostras de
agua do rio e 2 ng.L"' em 4gua do mar. J4 os valores quantificados de BZF antes e apos
o tratamento de esgoto em duas estacdes de tratamento de esgoto foram de
aproximadamente 206 e¢ 424 ng.L”', antes do tratamento ¢ de 7 el6 ng.L™' apos.
Portanto, os valores de BZF encontrados no Rio Cotia (211,2; 286,2 ¢ 322,0 ng.L'l) sao
equivalentes aos verificados por Gros et al. (2012) em amostras de esgoto ndo tratado.
Isso sugere que o Rio Cotia recebe efluentes ndo tratados ou tratados de modo

ineficiente.
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Entre todos os mananciais pesquisados, o rio Cotia, que vem sofrendo depreciagdo
da qualidade da sua agua ao longo dos anos, foi o que apresentou as maiores
concentragdes de farmacos. Santa Rosa & Oliveira & Saad (2014) discutiram os
impactos decorrentes da expansdo urbana na regido da bacia do Rio Cotia em
comparagdo a evolugdo do indice da qualidade da 4gua bruta (IQA). Os
parametrosutilizados como indicadores do IQA sdo temperatura da agua, pH, oxigénio
dissolvido (OD), demanda bioquimica de oxigénio (DBO), coliformes termotolerantes,
nitrogénio total, fosforo total, residuo total e turbidez (ANA, 2017) e, segundo o autor,
houve um aumento exponencial da taxa de expansdo urbana, levando a queda do OD e
aumento do fosforo total, impactando de forma negativa o IQA entre os anos de 1983-
2011 (SANTA ROSA, OLIVEIRA & SAAD, 2014).

Segundo o ultimo relatério do Comité da Bacia Hidrografica Alto Tieté o Rio Cotia
ainda apresenta valores baixos de OD e altos para o DBO, Fosforo e Nitrogénio
Amoniacal nas amostras analisadas, assim como para Escherichia coli (CBH, 2016).

De modo geral a BHAT teve uma depreciacao da qualidade da agua bruta destinada
ao abastecimento publico de acordo com o apresentado no ultimo relatorio da CBH
(2016). Entre os pontos de coleta analisados nessa pesquisa, apenas o reservatorio do
Guarapiranga apresentou IAP bom, entretanto isso ndo significa que farmacos estejam
ausentes nesse manancial, pois, segundo os resultados apresentados, o0 mesmo contém
CAF, FLX e BZF. Essa discrepancia entre o IAP e a detec¢do de farmacos pode estar
associada a distribuicdo heterogénea dos MPOPs na bacia, por causa das diferencas
entre o nivel de impacto dentro da bacia (LOPEZ-DOVAL et al., 2017).

O comprometimento do AP observado nos ultimos anos para os mananciais
estudados pode ter sido decorrente da crise hidrica que se reflete na qualidade de aguas
(CBH, 2016). Entretanto, a crise hidrica deveria ser mais um fator a fomentar a
importdncia da determinacdo de farmacos nos mananciais utilizados para o
abastecimento publico, pois isso reflete a necessidade da implantacdo de sistemas
rigidos de controle para lancamento de efluentes domésticos clandestinos, bem como a
necessidade de tratamento adequado do esgoto langado nesses mananciais.

Uma vez que o monitoramento de todos os farmacos presentes nos mananciais seja
inviavel, por causa do grande niimero de substancias com diferentes caracteristicas
fisico-quimicas, ou porque os métodos de monitorizacdo ndo estdo totalmente
desenvolvidos e padronizados, ou ainda devido as limitagdes financeiras e de recursos

humanos, é que estratégias devem ser desenvolvidas para auxiliar na investigacdo de
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farmacos nos mananciais (EU, 2013). Portanto, o acompanhamento dos niveis de CAF
pode ser uma boa ferramenta de monitorizagdo conforme ja comegou a ser monitorada
pela CETESB.

Os resultados apresentados nessa pesquisa de doutorado vém acrescentar e
corroborar com as demais pesquisas realizadas no pais no sentido de criar um panorama
nacional para que medidas de controle possam ser tomadas pelos 6rgdos responsaveis.
Essas medidas deveriam envolver atividades de prevencao como o descarte correto de
medicamentos, melhoria nos sistemas de tratamento de esgoto empregado no pais, bem

como a promoc¢ao do uso racional de medicamentos.
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4.8. Conclusoes do capitulo

Esse capitulo buscou determinar a CAF, FLX, LVX e BZF em manancias do Estado

de Sao Paulo e a partir dos resultados apresentados tem-se que:

e A CAF estava presente em todas as amostras analisas (17/17);

e As maiores concentragdes de CAF foram verificadas nas amostras oriundas do
Rio Cotia, seguidas pelos rios Paraiba, Taiagupeba, Reservatorio Guarapiranga e
Rio Grande.

e A FLX foi detectada em 11/17 manancias, embora presente em baixas
concentracdes esse composto requer atencdo por causa de seus efeitos
ecotoxicologicos em baixas concentragoes.

e O BZF foi encontrado em 7/17 amostras.

e O Rio Cotia parece ser o manancial mais impactado pela presencga de farmacos,
pois além de CAF as maiores concentragdes de FLX e BZF também foram
verificadas nesse rio.

e A LVX nido foi encontrada nos mananciais pesquisados, ou estava abaixo do
limite de detecgdo.

e Os valores de CAF foram semelhantes aqueles relatados por outros autores para
os mananciais de estudo em comum.

e Naio foram encontradas pesquisas que tenham avaliado a presenga de FLX nos
rios e reservatorios estudados.

e Os niveis de BZF verificados no Rio Cotia sdo semelhantes aqueles verificados

no esgoto em outros locais do globo.
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S. CAPITULO III: ESTUDO DA ECOTOXICIDADE CAUSADA POR
CAFEINA, FLUOXETINA, LEVOTIROXINA E BEZAFIBRATO SOBRE
A CIANOBACTERIA MICROCYSTIS AERUGINOSA (LTPNA 08)

5.5. [Ecotoxicologia e a presenca de farmacos no meio ambiente

A primeira definicdo para ecotoxicologia surgiu 1977, como sendo “um ramo da
toxicologia relacionado ao estudo dos efeitos toxicos, causados por poluentes naturais
e sintéticos, aos constituintes dos ecossistemas, animais (incluindo humanos), vegetais e
microbianos, em um contexto integrado” (TRUHAUT, 1977). Na Tabela 23 sdo
apresentadas as principais defini¢des atribuidas ao termo ecotoxicologia ao longo dos
anos.

Tabela 23. Defini¢des aplicadas ao termo ecotoxicologia.

Definigoes Referéncia

“Um ramo natural da toxicologia, a ciéncia dos venenos em MORIARTY, 1983
organismos individuais, para os efeitos ecologicos de poluentes”.

“A ciéncia que visa prever os impactos dos compostos quimicos sobre LEVIN et al., 1989
0s ecossistemas”’.

“O estudo do destino e dos efeitos de agentes toxicos no CAIRNS & MOUNT,
ecossistema”. 1990

“E a ciéncia das substancias toxicas no meio ambiente e seu impacto  JORGENSEN, 1990
sobre os organismos vivos”.

“O estudo de efeitos toxicos sobre organismos ndo-humanos, SUTER, 1993
populagoes e comunidades”.
“O estudo do destino e do efeito de um composto toxico em um SHANE, 1994

ecossistema”.

“O campo de estudo, que integram os efeitos ecologicos e FORBES & FORBES,
toxicologicos de poluentes quimicos nas populagées, comunidades e 1994
ecossistemas com o destino (transporte, transformagdo e degradagdo)

de tais poluentes no meio ambiente”.

“A ciéncia dos efeitos de agentes potencialmente toxicos sobre os HOFFMAN et al.,
ecossistemas naturais e espécies ndo-alvo”. 1995

“O estudo das vias de exposi¢do, absor¢do e efeitos de agentes CONNEL, 1990
quimicos  sobre  organismos, popula¢bées, comunidades e
ecossistemas”.

“O estudo dos efeitos nocivos dos produtos quimicos sobre os WALKER etal., 2001
ecossistemas, Os efeitos prejudiciais de produtos quimicos
(toxicologia) dentro do contexto da ecologia”.

“O estudo dos efeitos nocivos dos produtos quimicos sobre os WALKER etal., 2012
ecossistemas incluindo os efeitos sobre os individuos e os
conseqtientes efeitos sobre os niveis das populag¢ées acima”.

Fonte: NEWMAN, 2014.
Ao se verificar as defini¢des acima fica evidente a preocupagdo com os efeitos
causados por substincias quimicas sintéticas ou naturais, de origem antropogénica,

sobre os diferentes seres vivos presentes no meio ambiente.
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Os organismos vivos podem assimilar os contaminantes do ambiente onde residem
¢ ainda armazend-los a sua massa corporal. A resposta dos organismos aos
contaminantes depende da natureza desses compostos, da concentragdo ¢ do tempo de
exposicdo. Os efeitos podem ser minimos e reversiveis ou até a morte. Estudos a
respeito dos efeitos causados por substancias de origem antropogénica se fazem
necessarios, a fim de que os riscos possam ser identificados, minimizados e medidas
tomadas. A identificacdo dos efeitos e a avaliacdo da relacdo da dose-resposta sdo
etapas iniciais no processo de andlise do risco ambiental (SILVA et al., 2015).

Para avaliar a dose-resposta de uma substincia, testes de toxicidade sdo
necessarios. Esses ensaios podem ser classificados em agudos e cronicos, o primeiro
avalia os efeitos decorrentes da exposi¢do do organismo-teste a um agente toxico por
um curto periodo de tempo (24 h as 96 h) em relag@o ao seu periodo de vida. Por meio
desses testes, valores de CEsp e CLsp podem ser determinados. Ensaios de toxicidade
cronica so realizados para medir os efeitos de substancias quimicas sobre organismos-
testes por um periodo que pode abranger parte ou todo o seu ciclo de vida. Tais testes
avaliam os possiveis efeitos toxicos de substdncias quimicas sob condi¢des de
exposicoes prolongadas a concentragdes sub-letais. Concentragdes estas que permitem a
sobrevivéncia dos organismos sem afetar fungdes bioldgicas essenciais como:
reproducdo, desenvolvimento de ovos, crescimento e maturacdo e etc (COSTA et al.,
2008).

Segundo Fatta-Kassinos ef al. (2011) alguns organismos testes tem sido
empregados na avaliacdo ecotoxicologica de farmacos. Entre os organismos listados
pelos autores estdo: algas e cianobactérias (Microcystis aeruginosa, Synechococcus
leopoliensis, Chlorella vulgaris, Selenastrum capricornutum, Scenedesmus acutus entre
outras), cnidarios (Hydra attenuata), moluscos (Chironomus tentans e Chironomus.
riparius), camardes (Palaemonetes pugio), copépodes (Nitocra spinipes), anfipodes
(Hyalella azteca), peixes (Gambusia affinis, Oryzias latipes, Salmo trutta, Pimephales
promelas), bactérias (Vibrio fischeri, Pseudomonas putida, Aeromonas salmonicida),
crustaceos (Daphnia magna, Moina macrocopa, Gammarus pulex, Artemia salina e
Ceriodaphnia dubia), rotiferos (Brachionus calyciflours), diatomaceas (Cyclotella
meneghiniana), plantas (Amaranthus retroflexus, Lactuca sativa, Phaseolus vulgaris,
Raphanus sativus, Zea mays), macrofitas aquaticas (Lemna minor, Lemna gibba e
Myriophyllum sibiricum), anelideos e enquitreideos. Cabe ressaltar que a Microcystis

aeruginosa trata-se de uma espécie de cianobactéria e foi aqui escolhida neste estudo
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por representar um organismo primario em um ambiente aquatico.

Uma das maneiras de avaliar o efeito de farmacos sobre cianobactérias ¢ avaliar seu
crescimento. O guia 201 da OECD (2002) propde os procedimentos necessarios para
avaliar o efeito de substincias quimicas sobre o crescimento celular de cianobactérias.
Existem cinco fases bem definidas para o crescimento celular desse microrganismo
(REYNOLDS, 2006). A primeira fase ¢ a de laténcia (fase Lag). Essa etapa ocorre logo
apos a inoculacdo de uma cepa em um meio de cultivo, e possui curta duragdo, ndo se
observando crescimento celular e podendo, inclusive ocorrer um declinio na quantidade
de microrganismo. A fase exponencial (fase Exp) ¢ a segunda fase, na qual se percebe
um aumento do niimero de microrganismos, que pode ser determinado pelo aumento da
biomassa ao longo do tempo. A duracdo da fase exponencial em culturas depende de
fatores como quantidade de indculo, ritmo de crescimento, meio utilizado e condigdes
fisicas como luz e temperatura.

A terceira fase € conhecida como fase de desaceleragdo, pois ha uma diminuigdo no
crescimento celular. Isto ocorre porque a concentragdo celular elevada conduz a um
esgotamento de nutrientes, ¢ a uma limitacdo de O, e luz. A pentltima fase é a
estacionaria, sendo a principal caracteristica dessa etapa a auséncia de crescimento e
altera¢des bioquimicas das células. A fase de morte acontece quando o metabolismo
celular ndo consegue se sustentar e alteracdes de pigmentacdo podem ocorrer
dependendo da espécie. A curva de crescimento celular auxilia na compreensdo dos

fenomenos que envolvem a proliferacdo e morte de cianobactérias.

5.5.1. Por que avaliar os efeitos de farmacos sobre cianobactérias?

A eutrofizacdo dos corpos d’agua ¢ um dos principais fatores que influenciam a
proliferacdo de cianobactérias. Sendo esse um processo natural, no qual um corpo
d’agua recebe lenta e continuadamente o aporte de nutriente (N:P:K). Entretanto, esse
processo pode ser acelerado pela agdo antropica. No qual o ser humano introduz grandes
quantidades de nutrientes em um manancial, normalmente pelo despejo de efluentes
doméstico, industrial e agricola. O langamento de efluentes ndo tratados ou tratados de
modo ineficiente sdo um dos maiores problemas relacionados a floracdo de
cianobactérias. A floragdo trata-se da proliferacdo exacerbada desse microrganismo por
causa do excesso de N e P em corpos d’agua e o termo em inglés para floragdo é bloom

(NEWCOMBE et al., 2012).
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Quando um bloom tem potencial de causar efeitos toxicos, ele ¢ chamado de bloom
de cianobactérias toxicas, ¢ esse tipo de floracdo tem aumentado em todo o mundo,
provavelmente pelo excesso de nutrientes oriundos de efluentes domésticos e industriais
(OEHRLE et al.,, 2017; GKELIS & ZAOUTSOS, 2014). Os motivos que desencadeiam
a producdo de substancia toxicas produzidas por cianobactérias (cianotoxinas) ainda nao
sdo totalmente esclarecidos, porém alguns fatores ambientes como concentracdo de
nutrientes, temperatura da agua e o pH também influenciam no desencadeamento da
producdo de toxinas (GEADA et al., 2017; LEE et al., 2014; MERWE, 2015).

Entre as espécies produtoras de cianotoxinas estd a M. aeruginosa. Essa espécie
produz a microcistina, que ¢ uma hepatoxina, e normalmente estad relacionada a
episodios de floragoes toxicas (CARMICHAEL & BOYER, 2016). E, portanto ¢ uma
das espécies relevantes a serem estudadas.

Estima-se que as mudangas climaticas globais (tempestades mais fortes, secas mais
extensas) contribuam para que o aumento de episodios de floragdo de cianobacterias em
agua doce sejam mais frequentes e persistentes (MARION et al., 2017). Além de
nutrientes, o esgoto leva consigo para os corpos d’agua micropoluentes organicos
persistentes (MPOP’s), entre eles os farmacos. Portanto, compreender os efeitos de
farmacos sobre cianobactérias ¢ importante, pois esses microrganismos s3o
continuadamente expostos a essas substancias (DAI et al., 2016).

As cianobactérias desempenham papel essencial na manutencdo da biosfera e
algumas espécies sdo produtoras de toxinas (CARMICHAEL & BOYER, 2016;
PERCIVAL & WILLIAMS, 2014). O que reforca a importancia de conhecer os efeitos
toxicos dos farmacos sobre esses microrganismos e assim verificar se esses compostos
podem influenciar de alguma maneira na proliferacao e producdo de cianotoxinas. Além
disso, as cianobactérias s3o organismos produtores primarios em ambientes aquaticos,
sendo juntamente com as microalgas, parte importante do fitoplancton para a
manutencado da cadeia alimentar e ecossistema.

Algumas pesquisas tém se dedicado a verificar os efeitos de farmacos sobre
cianobactérias. Lawrence et al (2012) examinaram o efeito de cafeina (CAF),
paracetamol (PC), e diclofenaco (DF), bem como suas misturas (PC, CAF, DF,
PC+CAF, PC +DF, CAF+DF, PC+CAF+DF), sobre o desenvolvimento, funcionamento
e biodiversidade das comunidades de biofilme de rios. Os biofilmes eram compostos

por uma variedade de algas, cianobactérias e biomassa bacteriana. Os resultados
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indicaram que a mistura PC+DF reduziu significativamente a biomassa de
cianobactérias.

Backhaus ef al. (2011) avaliaram a toxicidade da FLX sobre os componentes
fotossintéticos naturais de perifitons (sdo comunidades de microrganismos compostas
por bactérias, fungos, cianobactérias, microalgas, etc; incorporados numa matriz de
polissacarideos que se aderem a superficies aquaticas) e o valor de CE 5y determinado
para a inibicdo do teor total de pigmento foi igual a 111,6 nM. Em 2007, Johnson ef al.
(2007) investigaram o efeito da mistura de inibidores da receptacdo de serotonina
(fluoxetina, fluvozamina e sertralina) sobre o crescimento de comunidades de
microalgas, o valor de CE s foi igual a 1040,1 = 427,5 nM.

Palomares ef al. (2009), observaram a interacdo toxicologica de trés antilipidémicos
da classe de fibratos (4cido fenofibrico, e seu metabolito ativo, fenofibrato, genfibrozil e
bezafibrato) sobre dois microrganismos bioluminescentes, Vibrio fischeri e Anabaena 1
CPB4337 (modificada). Os resultados demonstraram que a inibi¢do da
bioluminescéncia foi perceptivel quando os trés compostos estavam associados,
constatando-se um sinergismo para as concentragdes menores ¢ um forte antagonismo
para as maiores. Em outro estudo, Rosal et al. (2010) avaliaram a toxicidade aguda do
bezafibrato, acido clofibrico, gemfibrozil, acido fenofibrico e fenofibrato, sobre Vibrio
fischeri, Daphnia magna, € Anabaena 1 CPB4337. O Gemfibrozil foi toxico para
Anabaena sp. com CEsg de 4,42 mg.L'l.

Outros estudos tém buscado compreender os efeitos dos antibioticos sobre esses
microrganismos, isto se deve as semelhangas entre as células de bactérias e
cianobactérias. Liu ef al. (2012) observaram que a espiromicina foi mais toxica para M.
aeruginosa do que a amoxicilina. Além disso, o primeiro antibiotico reduziu o contetdo
total de microcistinas e inibiu o crescimento celular, enquanto que a exposi¢do ao
segundo aumentou a concentracdo intra e extracelular de microcistinas sem afetar o
crescimento dos microorganismos.

Pleiter et al. (2013) verificaram que cianobactérias sdo mais sensiveis aos efeitos
toxicos da amoxicilina, eritromicina, levofloxacino, norfloxacino e tetraciclina do que
algas verdes. Entretanto, Drury ef al. (2013), constataram o que o triclosan aumentou
em seis vezes a abundancia relativa de cianobactérias e causou mortandade em algas.
Este resultado sugere que cianobactérias sdo mais resistentes ao triclosan do que algas, e
que o composto poderia atuar como um fator seletivo, favorecendo o crescimento de

cianobactérias sobre algas.
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Wang & Zhang & Guo (2017) verificaram que os antibidticos florfenicol e
tiamfeicol inibiram o crescimento das cianobactérias em 46% e 56% quando as
concentragdes de 50 pug.L" e 100 pg.L”' dos respectivos farmacos foram avaliadas.
Outras classes farmacologicas também tém causado interesse em alguns pesquisadores.
Bacsiet al. (2016) verificaram o efeito de ibuprofeno e diclofenaco sobre a cianobactéria
Microcystis aeruginosa ¢ perceberam que esses compostos inibiram o crescimento em
7,6% a 38% respectivamente.

Além dos efeitos sobre o crescimento da cianobactérias os farmacos podem causar
alteracdes sobre a producdo de microcistinas (YE et al., 2017; DAI et al, 2016;
CEBALLOS-LAITA et al., 2015). Tendo em vista os relatos de efeitos que farmacos
podem causar sobre cianobactérias, especificamente a cianobactéria Microcystis

aeruginosa, mais estudos sdo necessarios para identificar quais sdo esses efeitos.

5.5.2. Microrganismo teste: cianobactéria Microcystis aeruginosa

Testes de toxicidade em organismos aquaticos podem ser realizados em qualquer
espécie aquatica, porém a escolha das espécies deve levar em conta as caracteristicas: a)
seletividade constante e elevada aos contaminantes; b) elevadas disponibilidade e
abundéncia; c) uniformidade e estabilidade genética nas populacdes; d)
representatividade de seu nivel trofico, e) significado ambiental em relagdo a area de
estudo; f) ampla distribuicdo e importancia comercial; g) facilidade de cultivo e de
adaptacdo as condi¢des de laboratorio. (COSTA et al., 2008).

Entre as caracteristicas mencionadas acima as cianobactérias possuem elevada
disponibilidade e abundancia; representatividade de seu nivel trofico, significado
ambiental em relagdo a area de estudo, ampla distribui¢do ¢ importancia comercial;
facilidade de cultivo e de adaptacdo as condi¢des de laboratorio.

As cianobactérias, comumente chamadas de algas verdes ou azuis, sdo
microrganismos procariontes e fotoautotrofos, ou seja, utilizam luz para produzir
oxigénio e compostos organicos essenciais. Acredita-se que tenham contribuiram para a
geragdo de oxigénio na atmosfera da Terra hd mais de 3 bilhdes de anos. Sdo
amplamente distribuidas pelo mundo em diferentes ambientes como: oceanos, agua
doce, rocha e solo (PERCIVAL & WILLIAMS, 2014; RASMUSSEN et al., 2008). Nos

sistemas aquaticos podem crescer na coluna de agua (planctonica), agregada a superficie
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d’agua (metafitica), fixadas a outras algas, cianobactérias ou macrofitas (epifitas), ou
fixadas ao substratos (bentdnica) (CATHERINE et al., 2013).

Outra caracteristica desse microrganismo ¢ a sintese de compostos secundarios
entre eles substancias toxicas (cianotoxinas). As toxinas sdo produzidas e armazenadas
dentro das células de cianobactérias, produtoras de cianotoxinas, durante o seu
crescimento. A liberagdo ocorre quando o microrganismo morre ou com a lise e
senescéncia das células (MULLER & RAYARODRIGUEZ & CYBIS, 2009). As
cianotixinas geralmente s3o divididas em trés grandes grupos: hepatotoxinas,
neurotoxinas e substancias irritantes ao contato (dermatotoxinas) (CARMICHAEL &
BOYER, 2016). Bortoli & Pinto (2015) compilaram informagdes sobre as principais
cianotoxinas, bem como o0s microrganismos produtores, mecanismos de agdo e

toxicidade. Essas informagoes estdo apresentadas na Tabela 24.
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Tabela 24. Principais cianotoxinas, organismos produtores, mecanismo de ag8o, toxicidade e sintomatologia da exposi¢do aguda

Toxina Organismos Produtores (Géneros) Mecanismo de a¢ido DL50 * Sintomatologia a exposi¢cio aguda
Microcistinas Microcystis, Anabaena, Planktothrix, Inibicdo das proteinas 50 ->1200 Prostragdo, anorexia, vomitos, dor abdominal,
Nostoc, Hapalosiphon, Synechocystis, fosfatases 1 e 2A ng/Kg i.p. ratos diarréia, choque hipovolémico e hemorragia intra-
Aphanocapsa, Oscillatoria hepatica.
Nodularinas Nodularia Inibi¢do das proteinas 30-50 ng/Kg Prostragdo, anorexia, vomitos, dor abdominal,
fosfatases 1 e 2A i.p. ratos diarréia, choque hipovolémico e hemorragia intra-
hepatica.
Saxitoxinas (PSPs) Aphanizomenon, Anabaena, Lyngbya, Bloqueio dos canas de 10 pg/Kg i.p. Paralisia progressiva dos musculos, diminui¢do dos
Cylindrospermopsise também algumas sodio. ratos movimentos, exagerada

espécies de dinoflagelados

Anatoxina—a

Anabaena, Oscillatoria, Cylindrospermum,

Agonista nicotinico

200 —-250 pg/Kg

Paralisia progressiva, forte respiracdo abdominal,

Aphanizomenon, Microcystis irreversivel i.p. ratos cianose, convulsdo, morte por asfixia.
Anatoxina-a (S) Anabaena Inibigdo da 20 ng/Kg i.p. Paralisia progressiva, fraqueza muscular, diminuigao
acetilcolinesterase ratos da frequéncia respiratoria e convulsdes. Salivagido
intensa. Morte ocorre por faléncia respiratdria.
Cilindrospermopsina Cylindrospermopsisraciborskii, Umezakia,  Inibigdo da sintese 2100 pg/Kg i.p. Desestruturagao e necrose do figado, danos em
Aphanizomenon, Raphidiopsis, Anabaena protéica ratos em 24h; e células renais, cardiacas, pulmonares e também da
200 ng/Kgi.p. mucosa gastrica.
ratos em 72h
Dermatotoxinas Cianobactérias em geral Induz inflamag@o e - Dermatites em geral e prurido. Irritagdo nos olhos,
também resposta imune pele, febre tontura, fadiga e gastroenterite.
do tipo igE.
Lyngbyatoxina Lyngbyamajuscula Efeitos gastrointestinais 250 pg/Kgi.p. Aumento da secregdo gastrica, promove a
ratos inflamagao, edema pulmonar, irritagao
gastrointestinal e promog&o de tumor dérmico.
Aplysiatoxina Stylocheiluslongicauda, Lyngbyamajuscula  Potentes promotores de - Irritagdo gastrointestinal.
tumor e ativa a proteina
quinase C
Debromoaplysiatoxina Schizotrixcalcicola e Potentes promotores de - Irritagdo gastrointestinal.

Oscillatorianigroviridis

tumor e ativa a proteina
quinase C

Legenda: * A DL50 representa o valor da dose de toxina letal a 50% dos animais expostos. Representada por pg de toxina/Kg de peso corporeo. (i.p. — via de administragao

intraperitoneal).

Fonte: BORTOLI & PINTO, 2015.
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Por meio da tabela acima, nota-se que o género Microcystis sp. ¢ produtor das

cianotoxinas: microcistina e anatoxina-a.

e  Microcystis aeruginosa

A cianobactéria Microcystis aeruginosa ¢ um microrganismo de agua doce com
morfologia celular esférica (de 3 a 7 um de didmetro), distribuida de modo irregular, de
conteudo verde-azulado, acinzentado ou amarelado, dependendo da espécie e se
organizam em colénias (BICUDO & MENEZES, 2006; GUIRY & GUIRY, 2015) (ver
Figura 22) . Erro! Fonte de referéncia nio encontrada.Em situagdes favoraveis
podem se proliferar em excesso, ocasionando as floracdes e em episddios de floragdo
toxica ¢ a espécie mais comumente encontrada (RASTOGI & SINHA &
INCHAROENSAKDI, 2014). Esse microrganismo esta relacionado a inimeros relatos
de floragoes toxicas na Italia (FUNARI et al., 2017), China (SU et al., 2017; LI et al.,
2012), Angola (NDLELA et al., 2016), Estados Unidos (LOFTIN et al., 2016;
CARMICHAEL & BOYE, 2016) india (CHATURVEDI et al., 2015), Canada (PERRI
& GREGORY &.BOYER, 2015); Franca (TRINCHET et al., 2013).e Brasil
(BORTOLI et al., 2014; DORR et al., 2010).

Figura 22. Fotomicrografia da espécie Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kiitzing.

Entre as cianotoxinas produzidas por essa espécie esta microcistina. A microcistina
¢ hepatotoxica e apresenta massa molecular que varia de 900 a 1100 Da. Essa diferenca
na massa ¢ fruto do grande numero de variantes descritas (BORTOLI & VOLMER,
2014), e atualmente ja foram apresentadas mais de 100 (VESTERKVIST et al., 2012).
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As microcistinas sdo peptideos monociclicos compostos por 7 aminoacidos, ligados por
meio de ligagdes peptidicas a estrutura geral que ¢ ciclo(-D-Ala-X-D-eritro-p-metil-
Asp-Y-Adda-D-Glu-N-metil-dehidro-Ala), onde X e Y sdo dois aminoécidos variaveis
(X= leucina (L), arginina (R) ou tirosina (Y); e Y= arginina (R), alanina (A) ou
metionina (M). As combinagdes XY de heptapeptideos geram as variantes LR, LA, YA,
YM, YR, RR, e Adda é o acido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4,6-
dienoico (PREECE et al., 2017, CARMICHAEL et al.,1992). Na Figura 23 ¢

representada a formula estrutural geral dessa toxina.

Figura 23. Formula estrutural geral da microcistina.

Entre as centenas de variantes existentes, a LR é a mais comum e também a mais
toxica ja relatada (SHARMA et al., 2012). Esse composto pode ser produzido por uma
variedade de espécies de Microcystis sp. como: M. viridis, M. botrys e M. novacekii.
Entretanto a M. aeruginosa & a principal espécie produtora desse composto, e
normalmente a presenca dessa espécie estd associada a floragdes toxicas
(CARMICHAEL & BOYER, 2016). As microcistinas sdo soluveis em agua e
absorvidas rapidamente pelo organismo e se acumulam no figado (MEREL et al.,
2013). O mecanismo de agdo toxica da microcistina consiste na inibi¢ao irreversivel das
fosfatases hepaticas PP1 e PP2A que levam a alteragdes no metabolismo celular e
normalmente estdo relacionados a origem dos sintomas decorrentes da intoxicagdo. Os
sintomas incluem: gastroenterite, reagdes de irritacdo e doengas hepaticas, incluindo
necrose hepatica, cancer e, eventualmente, morte (FONTANILLO & KOHN, 2017).

Relatos de casos de intoxicagdo por microcistina em animais sdo comuns
(RANKIN et al., 2013; BACKER et al., 2013; SEBBAG, et al., 2013). Entretanto o

maior incidente envolvendo humanos ocorreu no Brasil, em Caruaru (1996) (POURIA
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et al., 1998). A partir desse caso a Organizacdo Mundial de Saude — OMS, orientou que
o valor maximo permitido em 4gua potavel fosse de 1 pg.L" para a MC variante LR
(WHO, 1997). No Brasil a Portaria 2.914 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011)
segue o estabelecido pela OMS e incluiu 0 monitoramento dessa toxina para agua

destinada ao abastecimento publico.
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5.6. Objetivos do capitulo

O presente capitulo tem por objetivo avaliar a ecotoxicidade causada pela cafeina
(CAF), fluoxetina (FLX), levotiroxina (LVX) e bezafibrato (BZF) sobre o crescimento
celular, produg@o de microcistina total e viabilidade celular da cianobactéria Microcystis
aeruginosa (cepa LTPNA 08). Para isso foi necessario determinar o crescimento da
cianobactéria Microcystis aeruginosa (cepa LTPNA 08) exposta a diferentes
concentragdes de CAF, FLX, LVX e BZF por espectrofotometria; Quantificar a
produgdo de microcistinas totais por LC-MS/MS pelo microrganismo teste em relagdo a
exposicdo aos farmacos pesquisados e verificar o efeito dos farmacos sobre a

viabilidade celular pela técnica de citometria de fluxo.
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5.7. Parte experimental

5.7.1. Avaliacdo da ecotoxicidade da CAF, FLX, LVX e BZF sobre o crescimento,
producdo de microcistina e viabilidade celular da cianobactéria Microcystis

aeruginosa (cepa LTPNA 08)

Para avaliagdo da ecotoxicidade da CAF, FLX, LVX e BZF sobre a cepas
toxigénicas Microcystis aeruginosa LTPNA 08 foram monitorados os seguintes
parametros: crescimento celular; produg¢do de cianotoxinas (microcistinas) intra e
extracelular, e viabilidade celular. O preparo do experimento para a verificagdo dos
efeitos de farmacos sobre a cianobactéria M. aeruginosa (LTPNA 08) foi realizado

conforme o descrito a seguir.

e Manutenciio da cultura da cepa Microcystis aeruginosa (cepa LTPNA 08)

A linhagem M. aeruginosa cepa LTPNA 08, produtora de microcistinas MC-LR,
MC-YR e MC-RR, foi isolada do reservatorio Salto Grande, em Americana - SP
(22°45°40S, 47°09°5”W) (CARNEIRO et al., 2013). A cepa tem sido mantida na
colecdo de cianobactérias do Laboratorio de Toxinas e Produtos Naturais de Algas
(Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, USP) desde seu isolamento, em 2007.

Para manutencdo da cultura, a linhagem LTPNA 08 foi cultivada em meio ASM-
1 (GORHAN et al., 1964), pH 8,0, cuja composigdo esta descrita a seguir As culturas
foram mantidas sem aeragdo, a temperatura de 24 + 2°C, com um fotoperiodo de 14:10
h (claro:escuro) e sob baixa intensidade luminosa (20 pmol fotons.m>.s™). A medida de
irradiancia foi avaliada empregando-se um sensor quantico (QSL-100, Box —
Biospherical Intruments Inc.) imerso até o fundo de um Erlenmeyer contendo agua
destilada, com o mesmo volume das culturas, e os subcultivos foram realizados a cada

20 dias.

e Preparo do meio ASM-1

Primeiramente foram preparadas as solugdes estoque A, B, C ¢ D que compde o
meio ASM-1 utilizado como fonte de nutrientes pelos microrganismos:

i.  Solucdo estoque A: em balanga analitica foram pesados: 1,70 g de NaNOs3, 0,41

g de MgCl,.6H,0, 0,49 g de MgS04.7H,0 e 0,29 g CaCl,.2H,0, em seguida, os
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respectivos sais foram transferidos para um baldo de 200 mL e solubilizados em
agua ultra pura. Ap6s completa solubilizacdo, o volume foi completado com
agua ultra pura.

ii.  Solucdo estoque B: 0,68 g de KH,PO4 e 1,34 g Na,HPO,4.7H,0 foram pesados
em balanga analitica e transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL. Os
mesmos foram solubilizados e o volume do baldo completado com agua ultra
pura.

iii.  Solucdo estoque C: pesou-se em balanca analitica 2,48 g de H3BOs; 1,39 g de
MnCl,.4H,0; 1,08 g de FeCl;.6H,0; 0,335 g de ZnCl,; 0,019 g de CuCl;, e
0,0014 g de CoCl,.6H,0. Os sais foram transferidos para um baldo de 100 mL e
o volume completado com agua ultra pura.

iv.  Solucdo estoque D: 1,86 g de EDTA.Na, previamente pesados em balanca
analitica foram transferidos para um baldo de 100 mL e volume completado com
agua ultra pura.

Todas as solugdes foram homogeneizadas e na seqiiéncia o conteudo foi
acondicionado em frascos de vidro devidamente identificados em geladeira a -8°C.
Feito isto, aproximadamente 300 mL de agua ultra pura foram acrescentados em baldo
de 1 L e depois adicionou-se 20 mL da solugdo estoque A; 2 mL da solucdo estoque B;
0,1 mL da solucdo estoque C e 0,4 mL da solucdo estoque D. A seguir, completou-se o
volume (g.s.p) com agua ultra pura e homogeneizou-se a solucao por inversdo do baldo
(10X). A mesma foi transferida para um béquer de 1 L e, com o auxilio de um pHmetro,

o pH foi ajustado para 8§,0.

e Preparo inoculo da cianobactéria LTPNA 08

Em dois Erlenmeyers de 1 L foram colocados aproximadamente 400 mL de meio
ASM-1 e o frasco foi fechado com rolhas previamente preparadas com gaze e algodao.
Apoés serem autoclavados (121 °C por 20 minutos), os mesmos foram deixados a
temperatura ambiente até que esfriassem. Em uma capela de fluxo, previamente
higienizada com 4alcool 70% e Luz UV por 20 min, com o auxilio de um bico de
Bunsen, aproximadamente 300 mL de inoculo da cepa Microcystis aeruginosa LTPNA
08 foram transferidos para os frascos contendo meio ASM-1. Feito isto, os frascos
foram fechados e colocados na incubadora por 21 dias, sob condi¢des controladas de

temperatura (24 + 2 °C), intensidade luminosa (60 pmol fétons.m™.s™) e fotoperiodo de
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14:10 h (claro:escuro), afim de que o crescimento celular do indculo atingisse a fase

exponencial.

e Contagem celular do indculo de Microcystis aeruginosa (LTPNA 08)

Para a determinag@o do volume de inoculo, utilizado no experimento o mesmo foi
definido a partir da contagem celular. Para isso um pequeno volume da cultura de
células foi aliquotado em capela de fluxo laminar, previamente desinfetada. Apds, as
amostras foram fixadas com lugol, e a contagem realizada em hemocitometro de Fuchs-
Rosenthal, com o auxilio de microscopio optico (Primo Star, Zeiss). Se necessario,
foram realizadas dilui¢des do in6culo em 1:10, 1:100 e 1:1000 respectivamente, sendo o

fator de diluigdo incluso no calculo para se determinar o niimero de células.mL™.

A contagem de células foi realizada a partir de pelo menos 16 campos, dispostos
em diagonal e para diminuir a incerteza da contagem (Figura 24) apenas as células no
interior destes campos e sobre as linhas da esquerda e inferiores foram consideradas. O
resultado da contagem foi expresso em numero de células. mL". Na Figura 24 estdo
representados (1) o hemocitometro de Fuchs-Rosenthal, (2) os critérios de contagem
adotados, ¢ (3) a imagem real das células de Microcystis aeruginosa observadas por

meiodo microscopio, com aumento de 10 vezes.

Figura 24. Hemocitometro de Fuchs-Rosenthal (1), critérios de contagem adotados (2) e a
imagem real vista através do microscopio, aumento de 10X (3).

Oesthce Rt DR —
Frafes 0 S . . | Wi :_. -
BDE25mm? . : i

Legenda: 1 = hemocitometro de Fuchs-Rosenthal; 2 = 16 campos contados e os critérios de
contagem adotados; 3 = Imagem da contagem celular de uns dos controles, diluido 1:10, corado
com lugol e visualizado através da objetiva de 10X.

Apds a contagem celular o nimero de células contadas foi entdo multiplicado por

um fator de corregdo (5000) e pelo fator de dilui¢do (10, ou 100 ou 1000).
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e Preparo das solugdes de cafeina, fluoxetina, levotiroxina e bezafibrato utilizadas

no experimento com Microcystis aeruginosa

e Solucdao mae de Cafeina

A solugdo mae de cafeina (CAF), fluoxetina (FLX), levotiroxina (LVX) e
bezafibrato (BZF) foram preparadas no dia do experimento a partir de padrao analitico,
obtidos da Sigma-Aldrich® e Counci lof Europe (European Pharmacopeia Standard). E
o padrao secundario de FLX obtido por doagdo do LAT— USP. Em balanga analitica
pesou-se os farmacos, separadamente, e apos os mesmos foram transferidos para vails
ambar de 4 mL e o volume completado com 4gua ultra pura até que a concentracdo de 1

mg.mL" fosse atingida.
e Solucao de trabalho

Duas solugdes de trabalho (100 mg.L™" e 10 mg.L") foram preparadas para cada
farmaco a partir das respectivas solugdes mae, nos dias de experimento, utilizando como
diluente dgua ultrapura. As dilui¢des foram realizadas em capela de fluxo, devidamente

desinfetada utilizando-se frascos, seringas e membranas de filtragdo estéreis.

5.7.1.1. Experimento com a cianobactéria Microcystis aeruginosa (cepa LTPNA 08)

Em frascos de 1L foram adicionados 700 mL de meio ASM-1 e na sequéncia foram
autoclavados. Apo6s o completo resfriamento dos mesmos, em capela de fluxo laminar
(previamente desinfetada) 20 mL do in6culo foi adicionado a fim de que a concentragao
celular inicial fosse de aproximadamente 10°. Por causa da falta de espaco na
incubadora o experimento foi conduzido em batelada, sendo o mesmo dividido em dois
momentos de cultivo. Um grupo foi exposto a FLX e outro a LVX durante 24 dias e os
dois grupos restantes, expostos a CAF ¢ BZF também foram cultivados por 24 dias,
assim como seus respectivos controles. As culturas foram expostas as concentragdes de
5, 10, 20, 30 ¢ 50 ug.L'1 de CAF, FLX, LVX e BZF, em triplicata, ¢ seis culturas (ndo
expostas) compuseram o grupo controle em cada um dos periodos monitorados. Com o
intuito de promover a comparagao dos resultados obtidos para o efeito da exposi¢do aos

farmacos sobre a producdo de microcistina total, buscou-se o preparo de mais 6
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cultivos, expostos a maior concentracdo de FLX e LVX durante o mesmo periodo de
incubacdo dos grupos exposto a CAF ¢ BZF.

Todos os frascos foram incubados durante 24 dias sob condi¢des controladas de
temperatura (22 + 2 °C), intensidade luminosa (60 umol fétons.m™.s™) e fotoperiodo de
14:10 h (claro:escuro). Amostragens foram realizadas a cada trés dias para acompanhar
o crescimento celular (t3; t6; t9; t12; t15; t18; t21 e t24) ¢ a cada seis dias (t6; t12; t18 ¢
t24), para verificar a producdo de microcistina total (fracdo intra e extracelular) e
viabilidade celular.

Na Figura 25 as culturas expostas aos farmacos no T=0, montagem do experimento,

podem ser visualizadas.

Figura 25. Erlenmeyers contendo os cultivos de M. aeruginosa LTPNA 08, expostos as cinco
diferentes concentragdes dos compostos CAF, FLX, LVX e BZF (n=3).

e Avaliacao do crescimento celular da Microcystis aeruginosa

O crescimento celular foi avaliado por meio de espectrofotometria. Tal analise foi
possivel porque existe uma correlagdo entre densidade optica e nimero de células
(Myers & Curtis & Curtis; 2013). Por isso, tendo em vista o grande nimero de amostras
e a correlacdo existente optou-se por realizar o acompanhamento do crescimento com
base na analise espectrofotométrica.

As medidas foram realizadas em triplicata (com homogeneizagdo das culturas entre
as medidas), em cubetas de 1,5 mL, com caminho 6ptico de 1 cm, a 750 nm

(Espectrofotometro Thermo Scientific Evolution 200). Os controles foram monitorados
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por espectrofotometria e contagem celular (ver item 5.4.3.), para que ao final do
experimento uma equacdo de reta pudesse ser gerada a partir da correlagcdo entre
absorbancia e niimero de células.mL™. Essa equagdo foi utilizada para converter os

A . . , ’ -1
valores de absorbancia medidos em namero de células.mL™".

e Avaliacdo da producio de microcistina total

O monitoramento da producdo de microcistina (variantes MC-LR; MC-RR e MC-
YR) pela cianobactéria Microcystis aeruginosa cepa LTPNA 08 foi realizado com o
objetivo de investigar se a exposicdo a CAF, FLX, LVX e BZF seria capaz de interferir
na producao da mesma pelo microrganismo teste.

A quantidade de microcistina produzida pelo microrganismo foi determinada
utilizando-se um método por LC-MS/MS desenvolvido pelo Laboratorio de Toxinas e
Produtos Naturais de Algas (LTPNA) e utilizado na dissertacao de Kinoshita (2015).

Para avaliar o efeito dos farmacos sobre a producdo de microcistina (MC), aliquotas
de cada frasco nos tempos t6, t12, t18 e t24 foram coletadas e filtradas por meio de pré-
filtros de fibra de vidro de 47 mm de didmetro (Sartorius, Alemanha), com o auxilio de
um sistema de filtracdo a vacuo. O material retido no filtro foi utilizado para a
determinagdo da fragdo intracelular (fracdo particulada) da MC e o filtrado para
quantificagdo da fracdo extracelular (fracdo dissolvida) (NICHOLSON et al., 1994;
LAWTON et al., 1994).

Os filtros com material retido, dobrados ao meio, foram embalados em papel
aluminio e armazenados em freezer a -20°C por até 1 més. O filtrado foi armazenado em

tubos Falcon de 50 mL sob as mesmas condi¢Ges do material retido até a analise.

e Preparo das amostras para a determinacio da fracao intracelular

Para o preparo das amostras contendo a frag¢do intracelular os filtros foram cortados
ao meio e transferidos para tubos Falcon de 15 mL. Em seguida 3 mL de metanol 70%
foi adicionado ao mesmo e entdo os tubos contendo as culturas foram submetidos a lise
celular e extracdo, com o auxilio de uma sonda de ultrassom (OmniSonic Ruptor 400
Ultrasonic Homogenizer - OMNI International, EUA) sob intensidade de 30% por 1
minuto. Apds, as amostras foram centrifugadas a 11.000 rpm/5 min a 15°C, para que o

sobrenadante fosse aliquotado e reservado. O procedimento foi repetido por mais duas
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vezes, totalizando assim trés ciclos de extracdo. O material extraido foi seco utilizando-
se um concentrador de amostras a 35 °C sob fluxo de nitrogénio, ¢ entdo ressupendido
em 1 mL de metanol 70%. Na seqiiéncia o mesmo foi filtrado em membranas de PVDF

de 0,45 um (Millipore, EUA) para posterior analise cromatografica.

e Preparo das amostras para a determinac¢io da fraciao extracelular

Para a andlise da fracdo extracelular de MC, 50 mL do filtrado foi congelado e
submetido a liofilizacdo por 7 dias. Em seguida, o material seco foi ressuspendido em 1
mL de MeOH 70%. Antes da analise cromatografica filtrou-se a amostra, com o auxilio
de uma seringa, utilizando-se uma membrana de PVDF de 0,45 pm (Millipore, EUA).

Em todas as etapas de preparo das amostras para a determinagdo das fracdes intra e

extracelular o padrdo interno foi adicionado.

v'Determinagéo de microcistina total (LR, YR e RR) fragdes intra e extracelular

por LC-MS/MS

Para a avaliacdo da producdo de microcistinaintra e extracelular foi utilizado um
cromatografo liquido (Agilent® 1260 Infinity), acoplado a um espectrometro de massas
com analisador triplo quadrupolo (6460 Triple Quad LC/MS, Agilent Technologies,
EUA) e fonte de ionizacao por electrospray (ESI) em modo positivo. Os parametros da

fonte estdo apresentados na Tabela 25 abaixo.

Tabela 25. Parametros da fonte utilizados no espectrdmetro de massa para o método de
quantificagdo das MC’s

Parametros da fonte Valor/unidades

Capilar 3500V

Gas nebulizador 45 psi

Gés secante Vazdo SL.min"'; Temperatura 300° C

Por meio do analisador triplo quadrupolo foi possivel realizar o Monitoramento de
Reacdes Multiplas — MRM, sendo que o ion precursor monitorado para a MC-YR, MC-
LR e MC-LA estava na forma [M+H]', enquanto que para a MC-RR na forma
[M+2H]*. As transi¢des i0nicas (ions precursores e produtos) monitoradas pelo método

estdo apresentadas na Tabela 26.
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Tabela 26. fons qualificadores e quantificadores monitorados por MRM no método por LC-

MS/MS.

Composto fon Precursor(m/z) fon Produto(n/z)
MC-YR 1045,5 135*
MC-YR 1045,5 213
MC-LR 995,5 135%
MC-LR 995,5 213
MC-LA 910,5 135*
MC-LA 910,5 213
MC-RR 519,9 135*
MC-RR 519,9 213

PI (Ciclosporina) 1220,7 1203,3*
PI (Ciclosporina) 1220,7 309,3

*Legenda = ion quantificador.

Ao se observar a Tabela 26 percebe-se a presenga de ions produtos comuns as trés
variantes de microcistinas. Isto ocorre porque o ion produto caracteristico (m/z 135)
forma-se pela clivagem alfa da cadeia lateral do residuo Adda das MC’s (ver Figura 26).
Tal caracteristica pode ser utilizada para a identificagdo de MC’s no ambiente
diferenciando-as de possiveis interferentes (YUAN et al, 1999; MCELHINEY &
LAWTON, 2005).

Figura 26. Clivagem alfa da cadeia lateral do residuo Adda das MC-LR e formacao do ion m/z

135 (analisado por ESI em modo positivo).

H
m/z=135
[PheCH,CHOCH,]*

Fonte : Dorr et al., 2010.

Para a analise cromatografica utilizou-se uma coluna Synergi 4p Fusion-RP 80A
(150 x 2,0 mm, 4um; Phenomenex, EUA), bem como uma pré-coluna de mesma fase

estacionaria. A fase movel era composta por H;O a 2 mM de formiato de amoénio e
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0,1% de acido férmico (A) e ACN:H,O (90:10; v/v) (B) a 2mM de formiato de amonio
e 0,1% de acido formico (B). A eluicdo foi realizada empregando-se gradiente (ver
Tabela 27) sob vazio de FM igual a 0,25 mL.min"'. O volume de injegdo das amostras

foi de SulL.

Tabela 27. Gradiente utilizado para a analise de MC-LR e RR por LC-MS/MS.

Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%)

0 65 35
10 50 50
11 0 100
13 0 100

O retorno as condicdes iniciais do gradiente de FM e re-equilibrio da coluna foi

realizado ap6s 13 minutos de andlise e teve duracdo de 6 minutos.

° Avaliacao da viabilidade celular

A viabilidade celular da linhagem LTPNA 08 foi avaliada com o intuito de verificar
se a exposicdo a CAF, FLX, LVX e BZF foi capaz de alterar a permeabilidade das
membranas celulares dos microrganismos. Para isso utilizou-se a técnica de citometria
de fluxo.

A viabilidade celular foi determinada inicialmente apds 24 horas (t= 1 dia) e 72
horas (t= 3 dias) de exposi¢do aos farmacos, caracterizando um ensaio de toxicidade
aguda. Porém as culturas celulares foram acompanhadas até o vigésimo quarto dia, a
cada seis dias (t6= 6 dias, t12= 12 dias, t18= 18 dias ¢ t24= 24).

De cada frasco teste foram preparados 2 tubos de citometria. Por isso 1 mL das
culturas foi aliquotado e transferido para tubos de citometria novos e previamente
limpos.A um deles adicionou-se corante SYTOX® Green (Invitrogen, USA)e ao outro
tampao fosfato-salino (PBS) diluido em 4gua MilliQ (1:10). Os controles positivos do
corante foram preparados a partir de 1 mL de controle do experimento, submetido a lise
(sonicador por 30” a potencia> 50%).

Na seqiiéncia todos os tubos foram centrifugados a 4.000 rpm por 10 minutos ¢ o
meio ASM-1 contendo os farmacos foi descartado por inversdo completa do tubo. Apds

transferiu-se 300 pL de SYTOX 0,2 pmol.L" para metade do tubos e 300 pL de PBS
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para os tubos restantes(grupo de células ndo marcadas). O grupo marcado com corante
foi incubado no escuro por 5 minutos.

As solucdes de 0.2 pmol.L'(solu¢do de trabalho) e 50 pmolL” (solucdo
intermediaria) de SYTOX® Green foram preparadas nos dias de analise utilizando-se
como diluente PBS diluido em dgua ultrapura (1:10). A solugdo intermediaria por sua
vez foi preparada a partir de uma solugdo mie de SYTOX 5 umol.L™, cujo diluente
usado pelo fabricante era dimetil sulfoxido. A mesma foi acondicionada a - 20°C e so
era retirada do freezer nos momentos de preparo das solugdes. As solugdes do corante
foram preparadas em frascos ambar sob condi¢des de baixa luminosidade. Todas as
etapas que envolveram o preparo das amostras foram padronizadas por Kinoshita (2015)
e Dorr (2016).

As amostras foram analisadas por citometria de fluxo, para isso umcitometro de
fluxo do tipo FACS CANTOTM II (Becton Dickinson, USA) foi utilizado, com o
auxilio da Mestre Renata Chaves Albuquerque. Os parametros avaliados pelo
citometroforam: granulosidade/complexidade (SideScatter, SSC), tamanho das células
(ForwardScatter, FSC), e viabilidade celular. Sendo esta tltima monitorada por meio de
4 fluorocromos: FITC, para detec¢do de células marcadas com SYTOX® Green, e
PerCP, APC e PE, para deteccdo da autofluorescéncia da clorofila, ficocianina e
ficoeritrina, respectivamente. Sendo estes pigmentos naturalmente presentes nas células
testadas. O SYTOX® Green (Invitrogen, USA) possui alta afinidade com acido
nucléico e penetra apenas nas membranas celulares danificadas, emitindo fluorescéncia
verde quando excitado a fontes de 450-490 nm. Os canais usados nas leituras estdo

representados na Tabela 28.

Tabela 28. Canais de leitura dos fluorocromos analisados e seus respectivos comprimentos de
onda de excita¢do ¢ emissdo.

Laser / Canal Pigmento A excitaciao A emissdo
Azul / PerCP Clorofila a 448 670
Azul / PE Ficoeritrina 448 585
Azul / FITC SYTOX® Green 448 530
Vermelho / AC Ficocianina 633 660

A viabilidade celular foi determinada com base na fluorescéncia de cada
fluorocromo. Para isso foi necessario delimitar os gates para selecionar as populagdes

celulares e determinar a intensidade de fluorescéncia das células situadas nas regides de
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interesse. A aquisicdo de 10.000 eventos para a linhagem LTPNA 08 foram realizadas,
utilizando o software FACS DIVA e o software Flowlo para o processamento dos
mesmos. Nesta pesquisa de doutorado os resultados foram apresentados com base na

porcentagem de células ndo-viaveis.

° Determinacido do decaimento da concentracio de CAF, FLX, LVX e

BZF

Durante o experimento foi realizado o monitoramento do decaimento da
concentragdo de farmacos ao longo dos 24 dias de exposi¢do nos seguintes intervalos:
t6, t12, t18 e t24. Um mililitro do filtrado utilizado para a determinacdo das
microscistinas na fragdo extracelular, foi aliquotado em vials de 1,8 mL e
posteriormente analisado, por meio do método desenvolvido e validado nessa pesquisa
de doutorado (capitulo I). Antes da analise cromatografica foi adicionado a cada vial o

PI (FLX-d6) a fim de que a concentragio de 5 pg.L™' fosse atingida.

° Analise estatisticas dos resultados

Os dados foram expressos como a média = desvio padrdo (DP) e para cada variavel
experimental foi avaliada a normalidade. Quando os dados foram considerados
paramétricos, uma analise de variancia (One-way ANOVA) foi realizada, seguido pelo
teste de Tukey para comparagdes multiplas e pelo teste de Dunnet para comparar os
tratamentos versus controle. Todos os testes foram realizados com uma significancia de

95% (p <0,05) utilizando o Software estatistico Graphpad prism 5®.
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5.8. Resultados e Discussoes

5.8.1. Avaliacdo da ecotoxicidade da CAF, FLX, LVX e BZF sobre o crescimento,
produgdo de microcistinas e viabilidade celular da cianobactéria Microcystis

aeruginosa (cepa LTPNA 08)

e Avaliacdo do crescimento celular da Microcystis aeruginosa

Para a avaliagdo do crescimento celular foram realizadas contagens dos controles

ao longo do tempo de experimento e estas foram correlacionadas com a absorbancia. Na

Figura 27 o grafico e a equacdo de reta sdo apresentados.

Figura 27. Curva de Linearidade, equagdo de reta e R* obtidos por meio do n® de células.mL
versus absorbancia (nm) (n=3).
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As leituras de absorbancia foram normalizadas pela equagdo de reta (Figura 25) e
os valores obtidos para a curva de crescimento foram expressos em termos de nimero
de células.mL™. As culturas expostas aos farmacos foram monitoradas durante 24 dias e

as curvas de crescimento em relacdo as concentragdes avaliadas podem ser visualizadas

na Figura 28.
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Figura 28. Curvas de crescimento da Microcystis aeruginosa (LTPNA 08) ao serem expostas a cinco concentragdes de CAF, FLX, LVX e BZF, ¢
controle, ao longo de 24 dias de exposi¢do. Cada ponto do grafico ¢é representado pela média + desvio padrdo.
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Com base na Figura 28 nota-se que apenas a concentracio de 50 pg.L”' de FLX e
LVX parecem influenciar o crescimento celular. Porém, para que tal inferéncia pudesse
ser realizada, buscou-se a aplicagdo de analises estatisticas para averiguar o efeito dos
farmacos sobre o crescimento celular. Para isso, a taxa de crescimento de cada grupo
exposto as diferentes concentragdes foi determinada, ao longo do tempo. O modelo
matematico aplicado levou em consideragdo a fase exponencial do crescimento celular,
ou seja, até o décimo oitavo dia de experimento. Por meio das curvas de crescimento foi
possivel determinar as taxas intrinsecas de crescimento, pela equacdo da regressdo

exponencial [1], de acordo com Reynolds (2006).

[1] N:NOI”VLZ)
Onde, N € o nimero de células no tempo (t), Ny ¢ o nimero inicial de células e rn é a
taxa intrinseca de crescimento. Na Tabela 29 os valores das taxas de crescimento sdo

expressos em termos de média e desvio padrao.

Tabela 29. Taxas de crescimento da M. aeruginosa frente as diferentes concentra¢des de CAF,
FLX, LVX e BZF, bem como do controle. Os dados apresentados sdo média + desvio padrio.

Conc. Taxa de cescimento (Média + DP)
(ng/L) Cafeina Fluoxetina Levotiroxina Bezafibrato Controle
50 0,218+ 0,011 0,015+ 0,001 0,093 +£ 0,012 0,214 + 0,021
30 0,196 £0,020 0,087 £0,016 0,091 £ 0,001 0,187 + 0,006
20 0,202+ 0,014 0,102+ 0,013 0,088 + 0,006 0,197 £ 0,002
10 0,188+0,016 0,098 0,013 0,084 + 0,005 0,201 + 0,024
5 0,254 £0,040 0,089+ 0,016 0,089 + 0,109 0,169+ 0,011

0,201 + 0,010 ®
0,085 + 0,002 °

Legenda: * = Controle (CAF e BZF); " = Controle (FLX e LVX);

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se as taxas de crescimento. Com
base nesse pardmetro foram observadas diferencas entre as taxas de crescimento para os
microrganismos exposto a FLX, entretanto a diferenca foi percebida apenas para a
concentragdo de 50 pg.L” (p < 0,05) apos analise estatistica pelo teste de Tukey, tanto
em relagdo ao controle quanto as demais concentragdes de fairmaco avaliadas. Para a
CAF, LVX e BZF nao foram observadas diferengas estatisticas significativas (p > 0,05)

entre as concentra¢des averiguadas e os controles.
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Com base nas analises estatisticas pode-se inferir que a concentragio de 50 pg.L”
de FLX inibiu o crescimento da cianobactéria Microcystis aeruginosa LTPNA 08. Por
meio das taxas de crescimento foram determinadas as porcentagens de inibigdo.
Segundo Liu ef al. (2014), a porcentagem de inibigcdo do crescimento (PIC) pode ser
determinada pela seguinte equacao:

PIC (%) = 100 X (ke - 1)/ pe
Onde, . -taxa de crescimento do controle e ; taxa de crescimento dos grupos expostos
as concentragdes testadas.

Em relagdo ao controle a concentragio de 50 pg.L™" de FLX inibiu o crescimento
em 82,3 % ap6s 18 dias. Esse valor de inibigdo foi semelhante aqueles causados pela
exposi¢do a antibidticos. Wang & Zhang & Guo (2017) verificaram que os antibidticos
florfenicol e tiamfeicol inibiram o crescimento em 46% e 56% quando as concentragdes
de 50 pg.L' e 100 pgL"' foram avaliadas. Wan e al. (2015) obtiveram valores de
inibig¢do do crescimento igual a 81,6% quando expds a M. aeruginosa a concentragdo de
40 ug.L'1 de eritromicina. Liu et a/ (2014) também observaram inibigdo decorrente da
exposi¢do a esse mesmo antibiotico.

Para antiinflamatérios ndo esteroidais como ibuprofeno e diclofenaco a
porcentagem de inibigdo foi de 7,6% a 38% respectivamente, para o décimo dia de
exposi¢do (BACSI et al., 2016). Outros compostos além de farmacos também causaram
inibi¢do no crescimento da M. aeruginosa. Park et al. (2009) verificaram que os
compostos extraido da casca do arroz (Oryza sativa), B-sitosterol-B-D-glicosideo e
diciclohexanil, inibiram o crescimento da M. aeruginosa em 66% e 80%
respectivamente.

A concentracdo efetiva que causa efeito a 50% dos organismos-teste, CEsg, foi
determinada com base nas curvas de crescimento obtidas. Considerando o crescimento
da condi¢do controle 100%, ou seja, 0% de inibicdo sobre o crescimento, pode-se
calcular os valores de CEs para a FLX por meio do Software Graphpad Prism 5 ®. A
CEso obtida para a FLX foi de 31,4 pg.L". Para a CAF, LVX e BZF nio foram
observados efeitos, de tal modo que a CEsy ndo pdde ser determinada, mas pode-se
inferir que as mesmas sejam superiores a 50 pg.L ™.

Esse resultado foi semelhante ao verificado por Backhaus ef al. (2011) que obteve
CE s igual a 35,84 pgL”' quando a toxicidade da FLX foi investigada sobre os
componentes fotossintéticos naturais de perifitons. A CE s verificada por Johnson et al.

(2007) foi igual a 44,99 ug.L'1 apos a exposicdo da microalga verde Pseudokirchneriella
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subcapitata a uma mistura de inibidores da recaptagdo de serotonina (fluoxetina,
fluvozamina e sertralina).

Atualmente os antidepressivos tém sido estudados em associacdo a outros farmacos
no combate de infecgdes fungicas e bacterianas. Os antidepressivos aparentemente
alteram diversos mecanismos genéticos associados a viruléncia e sintese de proteinas
em fungos (GU et al., 2016; ZHAI et al., 2012). Essas informagdes, embora sobre
fungos, sugerem que a FLX poderia causar alteragdes genéticas em outros
microrganismos. Recentemente Macedo et al. (2016) verificaram que antidepressivos
causam efeito sobre bactérias presentes do intestino humano. Munoz-Bellido & Munoz-
Criado & Garcia-Rodriguez (2000) verificaram que a fluoxetina, assim como a
sertralina apresentam atividade antimicrobiana. Moreira et al(2015) observaram o
efeito da FLX sobre bactérias presentes em reator aerdbio granular, e esse composto foi
capaz de interferir na remogao do fosforo e amonia realizada por esses microrganismos.
Embora os estudos mencionados nesse paragrafo tenham aplicagdes diferentes, todos
relatam o efeito da FLX sobre fungos e bactérias reforcando os resultados obtidos nessa
pesquisa de doutorado, ou seja, que a FLX tem agdo sobre o crescimento da

cianobactéria M. aeruginosa (LTPNA 08).

e Avaliacio da producao de microcistina total

v Produgdo de microcistina total fragdes intra e extracelular

Ainda durante esse experimento a produ¢do de microcistina total (LR, YR e RR),
fracdo intracelular e extracelular foram avaliadas. Inicialmente optou-se por demonstrar
a variacdo da microcistina total, fracdo intracelular para todas as concentragdes dos

farmacos testadas ao logo do tempo de monitoramento (ver Figura 29).
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Figura 29. Producdo de MC total intracelular (Média = DP), frente as concentragdes testadas e ao periodo amostrado.
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Por meio da Figura 29 percebe-se que a producdo de microcistinas (MC)
intracelular aumenta ao logo do periodo monitorado para a CAF, BZF e o controle.
Contudo para a FLX e LVX tem-se que a producao oscila ao logo o tempo. Entretanto,
com base nos dados obtidos e com o intuito de favorecer a interpretagdo dos efeitos
decorrentes da exposicdo aos farmacos, optou-se por representar os resultados em
relacdo a MC total, fracdes intra e extracelular em relagdo a exposi¢do a concentragdo
de 50 ug.L"' de CAF, FLX, LVX e BZF ao longo do tempo.Para isso o somatdrio das
microcistinas fragdes intra e extracelular foram considerados iguais a 100% e a partir
desse valor as porcentagens de MC intra e extracelular foram determinadas. Os graficos

gerados para cada composto podem ser verificados na Figura 30.
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Figura 30. Efeito da exposicio a concentragdo de 50 ug.L"' de CAF, FLX, LVX e BZF sobre a produgdo de MC total, fragdes intra e extracelular (média +
DP) produzidas pela M. aeruginosa durante 24 dias de exposicao.
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Observando-se o grafico referente a CAF na Figura 30 tem-se que o composto
parece ndo influenciar (p > 0,05) a producdo de microcistinas totais tanto para a fracdo
intracelular quanto para a extracelular em relagdo ao controle, nos tempos t6, t18 e t24,
porém no t12 o composto parece ter inibido a liberagdo da fragdo extracelular sem
interferir na producdo da fracdo intraceluar. A FLX parece ndo causar efeito (p > 0,05)
sobre a producdo de MC intracelular e liberagdo da fragdo extracelular no sexto dia de
analise, entretanto no 12 2 dia o composto inibiu a producdo de MC intracelular em
relagdo ao controle (p<0,05), porém para a fracdo extracelular a FLX ndo causou efeito
(p>0,05). No dia 18 o efeito observado foi ao contrario, ou seja, o composto parece
estimular (p<0,05) a producao de MC intracelular em relacdo ao controle, contudo ele
ndo influenciou na liberagdo da fragdo extracelular (p>0,05). No vigésimo quarto dia de
experimento ndo foram observadas diferencas quanto a produgdo de MC intracelular e
liberacao da fragdo extracelular em relagdo ao controle.

A LVX parece inibir a liberag@o da fragdo extracelular pela cianobactéria ao longo
do tempo de exposi¢do. Embora no tempo t6 ndo tenha sido verificada diferenca
estatistica (p > 0,05) entre o grupo exposto e o controle. Todavia, para os demais
tempos analisados a fragdo extracelular ndo foi liberada. Comparando-se a producdo da
MC intracelular com o controle observou-se que nos dias 12 e 18 o composto estimulou
(p <0,05) a produgéo de microcistina.

Por meio do grafico apresentado para o BZF na Figura 28, percebe-se que no tempo
6 dias e 24 dias ndo houve diferenca (p > 0,05) entre as MCs produzidas e liberadas
(intra e extracelular) tanto pelo grupo exposto quanto pelo controle. No 122 ndo houve
diferenga (p > 0,05) entre a produgdo de MC intracelular pelo grupo exposto ao BZF em
relacdo ao controle, entretanto o composto parece ter inibido (p < 0,05) a liberacdo de
microcistina extracelular ao comparar-se com o controle. Contudo no 18° observou-se
que o composto estimulou a produgdo de MC intracelular (p<0,05) e inibiu a liberag¢do
da fracdo extracelular (p < 0,05) em relag@o ao controle.

Ceballos-Laita et al. (2015) verificaram o efeito do ibuprofeno, atenolol,
diclofenaco e paracetamol sobre o crescimento ¢ a produgdo de MC total fracdo
intracelular em cepas de Microcystis aeruginosa PCC 7806. Entre os efeitos observados
estava a redug¢do da produgdo da MC intracelular pelos microrganismos expostos ao
paracetamol. Tal resultado ¢ semelhante ao verificado para a FLX no tempo 12 dias,
LVX nos tempos t12 e 18 e BZF no 18° dia. Entretanto, Ceballos-Laita ez al. (2015) ndo

verificaram efeito do ibuprofeno sobre a produg¢do de MC total fracdo intracelular.
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Nesse mesmo estudo os autores avaliaram o efeito dos farmacos sobre a expressdao do
gene relacionados a sintese de microcistina (mcy). O paracetamol gerou uma reducéo
significativa na transcri¢do desse gene. Os dados produzidos por estes pesquisadores
sdo indicativos de que farmacos podem interferir na regulacdo da producdo de
microcistina e que, mais estudos seriam necessarios para verificar os efeitos da FLX,
LVX e BZF sobre a expressdo de genes relacionados a produgdo de microcistinas.

Em 2016, Dai et al. publicaram um estudo sobre os fatores que afetam a produgdo
de microcistinas por cianobactérias em ambientes aquaticos. Entre os fatores
relacionados pelos autores estdo a presenca de farmacos. Os efeitos mais comuns
decorrentes da exposicdo de cianobactérias a farmacos e MPOP’s sdo a inibicdo do
crescimento ¢ aumento da produgdo de microcistinas (LIU et al., 2014; POLYAK &
ZAYTSEVA & MEDVEDEV, 2013; LIU et al., 2012).

De modo geral nenhum dos compostos (CAF, FLX, LVX e BZF) parece ter
favorecido a liberacdo de MC extracelular. Resultado semelhante foi obtido por
recentemente por Ye et al. (2017). No estudo os pesquisadores investigaram os efeitos
da tetraciclina, clortetraciclina e oxitetraciclina sobre a cianobactéria M. aeruginosa e
verificaram que a clortetraciclina diminuiu a capacidade da célula liberar a fracdo
extracelular da MC-LR enquanto que a producdo da fragdo intracelular foi estimulada.
Entretanto o composto que apresentou maior toxicidade para o microrganismo foi a
tetraciclina, pois reduziu simultaneamente as fragdes intra e extracelular.

Os dados gerados por essa pesquisa de doutorado s@o interessantes, pois em termos
ecotoxicologicos observou-se efeito sobre a producao e liberacdo de MC, ao longo dos
24 dias de cultivo pela M. aeruginosa. A liberagdo da fragdo extracelular pode estar
associada a alteragdo da viabilidade celular (MULLER; RAYARODRIGUEZ &
CYBIS, 2009). Por isso a analise da viabilidade celular foi verificada.

° Avaliacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada para todos os tempos e concentracdes
monitorados. Entretanto, apds a andlise estatistica optou-se por representar graficamente
apenas os dados decorrentes da exposi¢do a maior concentracdo de farmacos avaliada.
Na Figura 31 os graficos s@o representados em termos da porcentagem de células ndo
viaveis em relagdo ao tempo amostrado para a concentragio de 50 pg. L™ de CAF, FLX,

LVX e BZF.
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Figura 31. Variacio da viabilidade celular (Média + DP) ao longo de 24 dias em relagio a exposi¢do & CAF, FLX, LVX e BZF na concentragdo de 50 pg.L™".
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Legenda: As barras horizontais indicam entre quais grupos foi verificada a diferenga e os asteriscos (*) representam valores de p < 0,05 apos analise estatistica
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey.
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Analisando-se a Figura 31 tem-se que no tempo de 24 horas o numero de células
ndo viaveis € o maior de todos os tempos observados, seguido pelo tempo de 24 dias.
Entretanto, ao se comparar os grupos monitorados (CAF, FLX, LVX, BZF e o controle)
para esse tempo, tem-se que ndo houve diferenca estatistica (p > 0,05), ou seja, nenhum
grupo foi considerado diferente do controle. Portanto, a alteracdo observada, pode ter
ocorrido por uma questdo de adaptagdo ao novo meio de cultivo. Valentim (2004) diz
que a primeira fase de crescimento ¢ a de laténcia (fase lag) e ocorre logo apos a
inoculacdo de uma cepa em um meio de cultivo, sendo uma fase de curta duragdo, na
qual n3o se nota crescimento celular, podendo inclusive ocorrer um declinio na
quantidade de células. Portanto isso poderia justificar as maiores porcentagens
observadas para o tempo 24horas.

Com base na comparagao entre os grupos avaliados tem-se que nos tempos de 24he
72h de exposicdo ndo se verificou toxicidade aguda, pois as alteracdes na
permeabilidade da membrana também ocorreram no controle. Nao foi possivel
correlacionar o tempo de exposi¢do aos farmacos com uma possivel toxicidade cronica.
Pois, ao se comparar a viabilidade celular ao longo dos 24 dias de monitoramento néo
houve diferengas estatisticas significantes (p > 0,05) para esse parametro avaliado.

A integridade da membrana celular da M. aeruginosa foi avaliada por DALY & HO
& BROOKES (2007) apos processo de cloragdo e os autores observaram correlagdo
entre integridade e eficiéncia do processo de cloracdo. Outros estudos também
utilizaram citometria de fluxo para verificar a viabilidade celular (FAN et al., 2014;
LOU et al, 2013). Tendo em vista que esta técnica ¢ eficiente para verificar a
integridade/permeabilidade da membrana celular os resultados obtidos corroboram com
o verificado anteriormente no qual os compostos ndo estimularam a liberagdo da fracdo
extracelular das microcistinas, sugerindo que a CAF, FLX, LVX e BZF nao alteraram a

permeabilidade celular da M. aeruginosa.

° Decaimento da concentracao de CAF, FLX, LVX e BZF

O decaimento das concentragdes de CAF, FLX, LVX ¢ BZF foi monitorado ao
longo dos 24 dias. Os graficos apresentados na Figura 32 e 33 representam o
decaimento observado apenas para a maior concentracdo de farmacos analisada. Isso

porque houve um padrio semelhante para as demais concentragoes.
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Figura 32. Decaimento da concentragio de 50 pg.L" (Média + DP) de CAF e BZF ao longo do
tempo.
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Figura 33. Decaimento da concentra¢do de FLX (Média = DP) ao longo de 24 dias.
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Para a concentragdo de 50 ug.L" de CAF e BZF o decaimento oscilou ao longo do
tempo, porém foi observado decaimento da concentracdo em relacdo ao tempo inicial.
Cermola et al. (2005) verificaram que o BZF pode ser estavel sob certas condi¢des
ambientais. O decaimento da LVX nl3o pode ser determinado, pois conforme
mencionado no capitulo I a mesma provavelmente foi degradada a T3 e a outros
compostos intermediarios.

O declinio da concentragdo de FLX (Figura 31) sugere que a mesma pode ter sido
assimilada pelos microrganismos, principalmente nos primeiros dias de cultivo.
Entretanto com base apenas nos experimentos realizados nao se pode afirmar que isso
tenha ocorrido, pois a FLX pode ter sido degradada ao longo do tempo. Trawinski &

Skibinsk (2017) publicaram uma revisdo bibliografica sobre processos de
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fotodegradacdo de farmacos psicotropicos, e nesse estudo ha inimeras citagdes a
instabilidade desse farmaco sob a exposicdo a luz.

Os dados resultantes desse estudo permitem inferir que o efeito da FLX sobre o
crescimento da cianobactéria é bastante semelhante aos efeitos causados pelos
antibiodticos (Wang & Zhang & Guo, 2017; Wan et al. 2015). Isso pode ter ocorrido por
causa da acdo antibacteriana que os antidepressivos possuem (Munoz-Bellido &
Munoz-Criado & Garcia-Rodriguez, 2000). Efeitos semelhantes aos causados por
antibidticos também foram observados em relacdo a liberacdo da fragcdo extracelular das
MC’s (Ye et al, 2017). A inibigdo da liberagdo da fracdo extracelular foi confirmada por
meio da analise da viabilidade celular, na qual foi verificada que os compostos ndo
causaram alteracdo na permeabilidade da membrana em relagdo ao controle.

Em relacdo ao valor de CEs( determinada para a FLX tem-se que os valores obtidos
sdo cerca de 10.000 vezes maiores do que o verificado no Rio Cotia (Capitulo II).
Entretanto, seria relevante averiguar os efeitos toxicos sobre a cianobactéria M.

aeruginosa decorrentes da exposicao a concentragdes ambientais de FLX.
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5.9. Conclusées do capitulo

O presente capitulo avaliou os efeitos ecotoxicoldgicos causados pela exposigdo da

cianobctérias M. aeruginosa linhagem toxigénicas (cepa LTPNA 08) a diferentes

concentragdes de CAF, FLX, LVX e BZF. Para isso verificou-se os efeitos sobre o

crescimento celular, produ¢do de microcistinas totais (fragdes intra e extracelular) e

viabilidade celular. A partir dos resultados pode-se concluir que:

A maior concentragio de FLX (50 pg.L™) inibiu o crescimento celular da
M. aeruginosa (cepa LTPNA 08).

A CAF, LVX e BZF nio causaram efeito sobre o crescimento celular do
microrganismo avaliado.

Todos os farmacos inibiram a libera¢ao da fragao extracelular de MC’s
totais em pelo menos um dos tempos averiguados para a maior
concentragdo de farmacos investigada.

A produgdo de MC intracelular foi estimulada pela LVX no décimo
segundo ¢ oitavo dia, enquanto que para a FLX e BZF isso foi observado
apenas no dia 18.

Os compostos nao alteraram a viabilidade da membrana celular ao longo
dos 24 dias de monitoramento para a maior concentragao testada.

A LVX parece ter diminuido a permeabilidade celular da membrana em

relagdo ao controle no vigésimo quarto dia de experimento.

Os resultados apresentados acima sdo inéditos, pois ndo foram encontrados na

literatura estudos que tenham avaliado o efeito desses farmacos sobre a cianobactéria M.

aeruginosa.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo avaliou a presenga de CAF, FLX, LVX ¢ BZF em amostras de agua
oriundas de oito mananciais do estado de Sdo Paulo, bem como os efeitos
ecotoxicologicos decorrentes da exposicdo da cianobactéria M. aeruginosa a esses
compostos e as consideracdes finais sdo apresentadas a seguir.

A determinacdo da presenca de cafeina (CAF), fluoxetina (FLX), levotiroxina
(LVX) e bezafibrato (BZF) em mananciais do estado de Sao Paulo foi realizada e para
isso um método foi desenvolvido e validado de acordo com a RDC n° 166 da ANVISA
e demonstrou-se adequado pois permitiu a deteccdo de CAF, FLX e BZF em amostras
ambientais de agua.

Os mananciais estudados estavam impactados pela presenca de farmacos
principalmente CAF (16466 - 6,6 ng.L™") que foi detectada em todas as amostras
analisadas. Tais resultados sdo semelhantes aqueles relatados pela CETESB e outros
estudos para os Rios Cotia, Sorocaba e Reservatorio do Guarapiranga.

Os niveis de FLX (3,2 — 1,2 ng.L™") ¢ BZF (11 —322,0 ng.L"") monitorados também
sdo proximos aqueles verificados por outros pesquisadores em diferentes regides do
globo. A LVX ndo foi detectada nas amostras analisadas ou estava abaixo do seu limite
de detecgao.

A FLX inibiu o crescimento da M. aeruginosa em 82,3% ap0s a exposi¢do a maior
concentragdo avaliada (50 ug.L™") e a CEsy encontrada foi de 31,4 pgL”' Os demais
farmacos parecem nao influenciar o crescimento do microrganismo. A concentracao de
50 ug.L'1 de FLX, LVX e BZF aparentemente inibiram a liberacdo de microcistinas
totais (fragdo extracelular) em relagdo ao controle. A CAF parece ndo alterar a producdo
de MC extracelular, exceto para o décimo segundo dia de analise. Porém mais estudos
s30 necessarios para averiguar os mecanismos envolvidos.

A CAF ndo interferiu na producdo de MC intracelular, porém os demais compostos
possivelmente interferiram na produg@o nos tempos 12 e 18 dias. Os farmacos parecem
ndo causar efeito sobre a viabilidade celular, exceto para a LVX na maior concentragio
ao vigésivo quarto dia, que aparentemente diminuiu a permeabilidade da membrana em
relagdo ao controle.

Ao final desse estudo, constatou-se que os reservatorios Guarapiranga e Billings,
rios Sorocaba, Cotia, Grande, Paraiba e Taigupeba estdo contaminados por farmacos

(principalmente CAF) e danos ecotoxicologicos podem ser observados sobre a M.
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aeruginosa apos exposicdo a CAF, FLX, LVX e BZF, principalmente FLX. Tais
informagdes sdo relevantes, pois este estudo é pioneiro no pais em relagdo aos efeitos
ecotoxicologicos causados por CAF, FLX, LVX e BZF sobre a M. aeruginosa.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para averiguar os efeitos decorrentes da
exposicdo a concentragdes ambientais desses farmacos, bem como seria interessante
averiguar alteragOes genéticas relacionadas a inibigdo da liberacdo da fragdo extracelular

da microscistina.
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