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RESUMO

Caminada, Suzete Maria Lenzi. Estudo da biodegradacao do Hidrocloridrato de
Fluoxetina, empregando ensaios de respirometria e toxicidade. Campinas:
Faculdade de Engenharia Civil, Arquitetura e Urbanismo — UNICAMP, 2008. 139p.
Dissertacao (mestrado).

A Comissao da Unidao Européia e o comité cientifico de toxicologia, ecotoxicologia e
ambiente, identificaram, a necessidade da obtencdo de dados sobre os efeitos dos
farmacos no ambiente. Estes compostos e seus metabdlitos sdo introduzidos no
ambiente, pelo esgoto em quantidades que superam 100 toneladas/ano. A literatura
cientifica comenta que a presenca de farmacos no ambiente é, geralmente, pequena
quando comparada a outros produtos quimicos. No entanto, a alta persisténcia de
varios destes compostos e sua continua reposicdo aumentam o risco de exposicao
cronica para 0s organismos aquaticos, como também para os humanos. Um destes
compostos, Hidrocloridrato de Fluoxetina, medicamento bastante utilizado no
tratamento da ansiedade e disturbios de comportamento, obesidade e bulemia nervosa,
tem sido reportado como um causador de distirbios em organismos aquaticos. Os
resultados demonstram que o farmaco em estudo foi parcialmente degradado pelos
organismos no sistema teste com uma remocao de 27%. Os ensaios ecotoxicol6gicos
indicaram que os farmacos apresentam toxicidades diferentes entre as formulacdes
estudadas. As avaliacbes da toxicidade das amostras geradas pelo sistema de
respirometria apresentaram uma reducdo na toxicidade. Os ensaios indicam uma
possivel acumulacdo ambiental com consequéncias prejudiciais aos organismos

aquaticos.

PALAVRAS-CHAVE: BIODEGRADAGCAO, FLUOXETINA, TOXICIDADE-TESTES, RESPIROMETRIA-
TESTES, DROGAS.



ABSTRACT

Caminada, Suzete Maria Lenzi. Estudo da biodegradacao do Hidrocloridrato de
Fluoxetina, empregando ensaios de respirometria e toxicidade. Campinas:
Faculdade de Engenharia Civil, Arquitetura e Urbanismo — UNICAMP, 2008. 139p.
Dissertacao (mestrado).

The Commission of the European Union and the scientific committee of toxicology,
ecotoxicology and environment 1990, identified, the need of the obtaining of data on the
effects of the drugs in the environment. These composed and they metabolics are,
introduced in the environment, through the wastewater sanitary, in larger proportions
than 100 ton/year. The scientific literature comments that the drugs presences in the
environment are generally, small when compared the other chemical products. However
the high persistence of several of these composed and its continuous replacement
increases the risk of chronic exhibition for the aquatic organisms as well as for the
humans. One of these substance, Hidrocloridrate of Fluoxetine, medication quite used in
the treatment of the anxiety and disturbances of behavior, obesity and nervous bulemy,
it has been reported as a caused of disturbances in aquatic organisms. The results
demonstrate that the drug in study was degraded partially by the organisms in test
system with a maximum removal of approximately 27%. The toxicological rehearsals
indicated that the drugs presents show different toxicicity among the studied
formulations. The evaluation of the toxicicity of the samples generated by the system
presented a reduction in the toxicicity. The rehearsals indicate a possible environmental

accumulation with harmful consequences to the aquatic organisms.

WORD-KEY: BIODEGRADATION, HIDROCLORIDRATE OF FLUOXETINE, TOXCICITY TEST,
RESPIROMETRIC TEST, DRUGS.
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1 INTRODUCAO

A industria farmacéutica mundial é considerada como o segundo melhor negécio
do planeta, ficando atras apenas de companhias de petréleo. Segundo a revista inglesa
Focus, (2008 apud MORAIS, 2003) o setor faturou em 2002, 406 bilhdes de dblares.

O Brasil esta entre os cinco maiores consumidores de medicamentos do mundo,
com mais de 32 mil rétulos de medicamentos com 12 mil substancias quando na
verdade bastariam 300 itens. H4 uma drogaria para cada 3 mil habitantes, mais que o
dobro do recomendado pela Organizacao Mundial de Saude (OMS).

Considerados os mais consumidos da indUstria farmacéutica, Prozac®, Xenical®
e Viagra® sdo rotulados como “Drogas de Comportamento” por serem destinados
primordialmente a melhorar a qualidade de vida das pessoas. Esses medicamentos
atraem milhares de pessoas no mundo, geram verdadeiras fortunas aos laboratérios e

estdo presentes, de alguma forma, na midia de massa (MORAIS, 2003).

A forca dessa industria € tdo grande, que pesquisadores e entidades médicas
como a Associacdo Americana de Medicina estdo questionando a propria idoneidade da
informagcdo produzida por universidades e centros de pesquisa patrocinados por
laboratérios. Afinal, no ano 2000, a industria farmacéutica financiou 70% dos testes de
drogas clinicas realizados por instituicoes de pesquisa "independentes" dos Estados
Unidos, o que custou aos cofres dos laboratérios 60 bilh6es de ddlares.

Ha quem afirme que o preco pago pelos centros de pesquisa por esse tipo de
parceria pode ter sido alto demais (MORAIS, 2003)
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E comum também a imposicdo de clausulas de confidencialidade que impedem a
divulgagédo de resultados e o intercambio de dados entre cientistas, duas restricdes
quase fatais para a producdo de conhecimento cientifico. "A ciéncia depende de um
fluxo aberto e livre de informacdo", diz o pesquisador Steven Rosenberg, do Instituto
Nacional do Céancer dos Estados Unidos. "No entanto, quanto mais a pesquisa é
sustentada por companhias privadas, mais a ética dos negdcios atropela a ética da
ciéncia. Devido estes fatores, conflitos de interesses entre cientistas e a industria

farmacéutica vém sendo objeto de estudos importantes nos ultimos anos.

Um dos mais rumorosos aconteceu no Canada, aonde a hematologista Nancy
Olivieri, da Universidade de Toronto, conduziu uma pesquisa sobre uma droga
desenvolvida pelo laboratério Apotex para tratamento da talassemia, um tipo de anemia
que ocorre principalmente entre populacbes que vivem em éareas préximas do mar
Mediterraneo. Ela constatou que o remédio expunha os pacientes a danos no figado e
no coracao, no entanto foi impedida de compartilhar os dados com outros colegas e de
advertir o publico sobre os riscos da droga porque a Apotex evocou a clausula de
confidencialidade do contrato. Como a comunidade dos pesquisadores ficou ao lado da
hematologista, a Universidade de Toronto acabou alterando sua politica de parceria
com os laboratérios — ainda assim, a Apotex manteve o sigilo das informacdes sobre os
efeitos colaterais do seu produto (MORAIS, 2003)

"Todo remédio tem efeitos colaterais", afirma Arnaldo Lichtenstein, clinico-geral
do Hospital das Clinicas, em Sao Paulo. O pior é que a intervencao para aliviar tais
efeitos, com o uso de outros medicamentos, nao raro fecha um circuito de complicacées

das qual o paciente ndo consegue se libertar faciimente (MORAIS, 2003).

A automedicacao tem se tornado um problema tdo sério e preocupante que o
Ministério da Saude langcou em 24 de Setembro, p.p, uma campanha para conscientizar
a populacdo quanto ao problema e, principalmente quanto ao risco de intoxicagdes.
Também foi lancado o Formulario Terapéutico Nacional de 2008 (FTN), publicacao que

contém informacbes, composicao e efeitos colaterais dos remédios que compdem a
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Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (Rename). O FTN e o material da

campanha estardo no site do Ministério da Saude. Disponivel: www.portalsaude.gov.br.

A variedade de especialidades quimicas farmaco-terapéuticas bem como os
metabdlitos gerados, os farmacos excretados inalterados ou na forma conjugada
através de urina e fazes, assim como os descartes inadequados e 0os medicamentos
vencidos, indicam a necessidade de estudos relacionados aos aspectos
ecotoxicoldgicos, quantificacao e identificagdo quanto a presenca destes compostos

nas varias matrizes ambientais e eficiéncia na remog¢ao dos mesmos.

A contaminacdo das aguas superficiais por farmoquimicos tem suscitado
preocupacdes entre cientistas devido ao potencial de efeitos negativos sobre os
organismos aquaticos (HENRY, 2004). Pouco € conhecido sobre o destino e o
comportamento dessas substancias no ambiente aquatico, assim como n&o esta claro
quais organismos sdo afetados e em que grau. Atualmente, uma avaliacdo do risco
ambiental devido a contaminacao por farmacos tem sido requerida em varios paises
(BILA e DEZOTTI, 2003).

HENRY (2004) comenta a ineficiéncia dos processos das estagdes de tratamento
de esgoto em remover os farmacos e seus metabdlitos. Estudos recentes tém relatado
a presenca de farmacos, em partes por bilhdo em aguas superficiais, aguas residuais e
tratadas. Embora seus metabdlitos ocorram apenas em baixas concentragbes (ng / L)

no ambiente, os efeitos negativos sobre os organismos aquaticos sao possiveis.

Diante da problematica quanto ao uso indiscriminado dos compostos
farmacéuticos, inseguranca quanto ao real efeito que estes produtos possam causar,
assim como a falta de procedimentos adequados para seu descarte e tratamento a
contaminacao ambiental, causada por estes compostos, é um assunto bastante atual no
meio cientifico e preocupante em termos de saude publica. A presenca destes
compostos e/ou seus metabolitos tem sido apontado como um causador de inUmeras

modificacées tanto em nivel fisiolégico como genético, assim como organismos
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aquaticos, e com potencial, bastante provavel, de causar doencas ao homem conforme

demonstrado em varios artigos cientificos.

O monitoramento da eficiéncia de remocao destes compostos ao passar pelos
sistemas atuais de tratamento é de grande importancia, pois, no futuro, podem ser
necessarias adaptacbées, ou mesmo a implantagdo de sistemas de tratamento
complementares e mais eficaz, para a remocao de farmacos do ambiente (BROOKS et
al., 2002).

Dai o interesse em desenvolver o presente trabalho que abordou aspectos
referentes ao consumo, disposicao, biodegradacao e toxicidade do hidrocloridrato de
fluoxetina, levando a conclusdo da necessidade do desenvolvimento de ag¢des quanto
ao uso indiscriminado de farmacos, o controle e remoc¢ao destes compostos nas varias
matrizes ambientais, visto que sdo substancias com potencialidade para causar efeitos

téxicos aos organismos vivos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho tem como objetivo:

- avaliar o consumo do hidrocloridrato de fluoxetina, tendo como referéncia a
cidade de Amparo-SP;

- estudar o fator de biodegradacéo; e,

- realizar ensaios de toxicidade em organismos teste.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisao bibliografica procurou verificar informacdes sobre a problematica da
disposicao de farmacos no ambiente e, em particular, o hidrocloridrato de fluoxetina
também quanto a sua classificagdo, caracterizacdo, rotas de impactos ambientais,
toxicologia, ecotoxicologia, biodegradacdo e outros aspectos relevantes sobre o
composto em estudo.

No final da década de 90, com o crescimento dos conhecimentos na &rea da
guimica ambiental, iniciou-se o estudo da disposicdo dos compostos farmacéuticos, e
dos seus metabdlitos, no ambiente, principalmente no compartimento aquatico (JONES
et al., 2001).

A grande maioria dos trabalhos publicados refere-se a avaliagdo destas
substancias em rios e lagos como também em efluentes domésticos e agua de

abastecimento.

Embora os riscos associados com a exposicdo dos farmacos sejam
provavelmente mais significativos no ambiente natural, o interesse deve ser focalizado
na exposicao humana, principalmente em areas em que se pratica o reuso indireto da
agua, onde o efluente de esgoto & descartado diretamente em cérregos e rios, e que

servem como fonte de agua para abastecimento das comunidades.

Atualmente, nos Estados Unidos, Inibidores Seletivos da Recaptacdo da
Serotonina (ISRS) estdo na lista dos 200 medicamentos mais prescritos (em
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www.rxlist.com/) . Diante deste fato, as grandes d&reas metropolitanas em paises
industrializados tém, provavelmente, quantidades mensuraveis de ISRSs e seus
metabdlitos que chegam continuamente as estacoes de tratamento de esgoto (HENRY,
2004).

Um destes compostos é o hidrocloridrato de fluoxetina, medicamento bastante
indicado pela medicina utilizado no tratamento da ansiedade e disturbios de

comportamento, obesidade e bulemia nervosa.

3.1 Principais rotas de exposicao de farmacos em matrizes

ambientais.

Segundo HOLM et al.,, 1995, as principais rotas de contaminacao ambiental
causada pelos humanos, sdo provenientes da ingestdo seguida de excrecdo e
disposicao através do sistema de tratamento de esgoto. Outras fontes poluidoras como
agua residuaria provenientes de hospitais, industrias farmacéuticas e residuos soélidos
podem ser considerados.

De acordo com MULROY (2001) 50% a 90% da dose administrada de um
farmaco sdo excretados inalterados ou na forma de seus metabdlitos, principalmente na
urina, fezes ou esterco animal, sendo freqlentemente encontrados no esgoto

domeéstico.

A literatura cientifica descreve que a presenca de farmacos no ambiente é,
geralmente, pequena quando comparada a outros produtos quimicos. No entanto a alta
persisténcia de varios destes compostos e sua continua reposicdo aumentam 0 risco
de exposicao crbnica para os organismos aquaticos como também para os humanos
(DAUGHTON e TERNES, 1999).
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Um problema detectado atualmente diz respeito a ndo degradacdo destes
compostos durante tratamento em diferentes estacdes de Tratamento de Esgoto e
consequentemente o seu langamento nos corpos d’agua, resultando na contaminacao
das aguas de rios, lagos, estuarios e, mesmo em algumas situacoes, em poucos casos,
de aguas subterraneas.

De acordo com STUMPF et al. (1996) em trabalho realizado no estado do Rio de
Janeiro, onde foi estudada a taxa de remocdo de farmacos individuais durante a
passagem por uma ETE (Estacdo de Tratamento de Esgoto), foi verificada uma
variacao de remocao de 12 a 90% destes compostos apds o tratamento. Segundo estes
autores, o lodo gerado no processo é comumente langcado em campos agricolas,
podendo causar uma possivel contaminacado do solo, aguas superficiais e percolacao

para aguas subterraneas.
Segundo HALLING-SORENSEN (1998) as principais rotas de exposicdo dos

diferentes tipos de farmacos no ambiente podem ser visualizadas em fluoxograma

esquematico na Figura 1.

26



EXPOSICAO
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Figura 1 — Fluxograma esquematico representando as principais rotas de exposicao de
farmacos em matrizes ambientais (fonte: Halling- Sorensen, 1998). Adaptado por
Ponezi et al., 2006.

3.2 Descarte de medicamentos vencidos e os aspectos toxicoldgicos
da incineracao.

A grande preocupacao ambiental ndo é necessariamente o volume de producao
de um farmaco, mas sua persisténcia no ambiente e atividade biolégica (por exemplo:
toxicidade, bioacumulacao, biodegradacao, dentre outros). Ainda pouco estudados na
sua totalidade, esses compostos impactam microrganismos, tanto aquaticos como
terrestres assim como o rendimento do solo em campos de cultivo (GONCALVES,
2003).
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A disposicao imprépria destes produtos também pode contribuir para a
contaminacdo ambiental como, por exemplo, descarte de residuos de origem

domeéstico.

Em estudo realizado por GONCALVES, 2003 o principal procedimento utilizado
no descarte de medicamentos vencidos é a incineracéo, resultando na emissdo de
poluentes ambientais, como dioxinas, dibenzo-p-dioxinas policloradas e dibenzofuranos,
concluindo que os medicamentos vencidos representam problema a salude publica.
Atualmente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) regulamentou o
descarte de Residuos dos Servicos de Saude (RSS), agrupando os medicamentos em
nove classes diferentes. No entanto, os medicamentos de utilizagdo em domicilio
podem ser descartados em esgoto sanitario, quando liquidos, e em lixo domiciliar, no
caso de residuos soélidos.

3.3 Disposicao ambiental

De acordo com dados do IBGE, Censo (2000), Relatério das aguas interiores,
CETESB (2000) e ABICALIL (2002) sobre o retrato do Saneamento no Brasil,
aproximadamente, 15 milhées de habitantes das cidades (10% total) ndo tém acesso a
agua potavel e, aproximadamente 75% de todo esgoto sanitario coletado nas cidades é
despejado “in natura”, poluindo os cursos d’agua. Nas Tabelas 1 e 2 abaixo estao
apresentados os dados do Censo e do relatério de aguas interiores.
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Tabela 1 - Déficit de abastecimento de agua e esgotamento de esgoto no Brasil.

Regiao Déficit de abastecimento de Agua Déficit esgotamento sanitario
(%) (%)
Norte 52 64
Nordeste 34 62
Sudeste 12 18
Sul 20 36
Centro Oeste 27 59
Brasil 22 38

Fonte: ABICALIL, M.T.O. O pensamento do setor de Saneamento no Brasil, 2002. Cobertura dos servigos de agua e
esgoto Sao Paulo

Tabela 2—-Percentagem do abastecimento de agua, coleta e tratamento de esgoto no
Estado de Sao Paulo.

Regido Abastecimento Agua'  Coleta de Esgoto’ Tratamento Esgoto *
(%) (%) (%)
Metropolitana 99 82 50
Litoral 99 53 90
Interior 97 89 31
Total no Estado 98 83 41

1 — IBGE — Censo 2000; 2 — Relatério das aguas interiores — CETESB-2000

Varios pesquisadores tém relatado a presenca de compostos farmacéuticos,
tanto de origem veterinaria, quanto humana, em afluentes e efluentes de estacdes de
tratamento de esgotos (ETE), estacdes de tratamento de agua (ETA) como também em
outras matrizes ambientais tais como solo, sedimento e &guas naturais, em
concentracdes que variam na faixa de ug/L e ng/L (STUMPF et al.,1996; ZUCCATO et
al., 2000; e HALLING-SORENSEN et al., 1998).

Na Tabela 3 sdo apresentados os dados que reportam a eficiéncia da remogao

de farmacos em plantas de tratamento de esgotos realizados por varios pesquisadores

em diferentes paises.
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Tabela 3 - Eficiéncia de remocao de farmacos em plantas de tratamento de esgotos.

Composto Afluente Efluente | Remocao Referéncia
(ug/L) (ng/L) (%)

Analgésico/antiinflamatério

AAS 3.2 0.6 81 Ternes et al. (1999)

AS 57 0.05 99 Metcalf et al. (2003a)a

AS 330 3.6 - Carballa et al. (2004)

Diclofenaco 3.0 2.5 17 Heberer (2002)

Diclofenaco 2.8 1.9 23 Quintana et al. (2005)b

Diclofenaco 04-19 04-19 0 Tauxe-Wuersch et al. (2005)c

lbuprofen 38.7 4 >90 Buser et al. (1999)

Ibuprofen 26-57 0.9-2.1 60 — 70 |Carballa et al. (2004)a

Ibuprofen 2-3 0.6-0.8 |53-79 Tauxe-Wuersch et al. (2005)c

B - bloqueadores

Metropolol n.r. n.r. 0—-10 |Andreozzi et al. (2003a)c

Propanolol 70 304 0 Roberts and Thomas (2005)a

Atenolol n.r. n.r. <10 Andreozzi et al. (2003%)c

Antilipénicos

Benzafibrato 1.18 0.6—-0.84 | 27 —50 |Stumpf etal. (1999)b

Fenofibrato 0.44 0.22-0.4 6 -45 | Stumpf et al. (1999)b

Acido clofibrico 1 0.68 —0.88| 15—34 |Stumpf etal. (1999)b

Compostos neuroativos

Carbamazepina n.r. n.r. 7 -8 |Ternes (1998)b

Carbamazepina 0.7 0.7 <50 |Metcalf et al. (2003a)a

Diazepan 0.59-1.18 | 0.1 —0.66 93 Van Der Hoeven (2004)

n.r.. ndo reportado. Fonte: FENT et al.(2005) a) concentragdo média ou %. b) concentracdo média ou %. c)

concentragdo maxima ou %.

3.4 Estabilidade e meia vida dos farmacos no ambiente.

Segundo ZAGATTO, 2006,

degradacdo abidtica e/ou degradacado bidtica

0s processos de degradacdo, englobando

(biodegradacao), referem-se aos
processos pelos quais uma substancia quimica, de estrutura complexa, é convertida em

moléculas mais simples.
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e Degradacao abidtica: aquela que ocorre decorrente transformacdes quimicas,

como:
- compostos organicos: hidrélise, fotdlise, oxido/reducdo e reacdes de
troca ibnica; e,
- compostos inorganicos: adsorcdo, complexacao (quelatos), Oxido-

reducao e polimerizacao.

e Degradacdo bidtica (biodegradacdo): pode ser aerdbica ou anaerdbica. A

biodegradacdo de um composto organico nao € decorrente da atividade de um
unico e especifico organismo. Ela resulta da participacdo de uma cadeia de
microrganismos, que geralmente atua sinergicamente, utilizando diferentes vias

metabdlicas e processos enzimaticos.

A tendéncia da suscetibilidade de um composto a agdo de microrganismos, a
qual é influenciada por:

e (Caracteristicas quimicas: massa molecular, estrutura molecular, presenca e tipos

de grupos funcionais, os quais provém sitios para o inicio do processo;

e (Caracteristicas fisicas do composto (solubilidade em agua e pressao de vapor);

e Presenca e biomassa de microrganismos adequados; tempo de adaptacao;
nutrientes; pH (6-8 bactérias; 5-6 fungos); temperatura 10 - 30°C; concentragcao
menor 10 pg/L de contaminante (valor minimo necessario para que haja resposta
microbiana) AZEVEDOQO, 2003.

A biodegradacao de compostos organicos por microrganismos ocorre por meio
de uma série de reagdes mediadas por enzimas, principalmente reacées de oxidacao,
hidroxilacao, reducao, hidrélise entre outras. Pode-se citar como fatores determinantes
na biodegradacao os fatores relativos ao substrato, aos microrganismos e os relativos

ao meio.
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Estudos ambientais conduzidos com alguns biocidas tém evidenciado que
comunidades microbianas podem adquirir adaptacao metabdlica, ou seja, desenvolver a
habilidade de degradar metabolicamente compostos xenobibticos quando expostas a
eles por periodos prolongados (ZAGATTO, 2006).

Com o objetivo de prever o comportamento e o impacto ambiental de novas
substancias quimicas, foram estabelecidos métodos padronizados para avaliar sua
biodegradabilidade, uma vez que constitui importante propriedade para a estimativa de
sua provavel distribuicdo e concentracdo no meio. Neste sentido, agéncias nacionais e
internacionais atuam no desenvolvimento e/ou revisdo de tais metodologias, as quais
sao incorporadas as legislacbes para posterior utilizacdo em acdes regulatorias
(ZAGATTO, 2006).

Alguns métodos padronizados prevéem a avaliacdo da biodegradabilidade de
alguns compostos, uma vez que constitui importante propriedade para a estimativa de
sua provavel distribuicdo e concentracao no meio. Neste sentido, agéncias nacionais e
internacionais atuam no desenvolvimento e/ou revisdo de tais metodologias, as quais
sdo incorporadas as legislacbes para posterior utilizacdo em acbes regulatérias,
podendo-se citar: IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente), CETESB (Companhia
Estadual de Tecnologia e Saneamento Basico) e Ministério da Agricultura; 1SO
(International Organizations of Standardization), MITI (Japanase Ministry of International
Trade and Industry), USEPA (United States Environmental Protection Agengy), ASTM
(American Society for Testing and Materials) e OECD (Organization for Economic

Cooperation and Development)

A Portaria Normativa n® 84 IBAMA (Brasil, 1996) em seu artigo 1° estabelece
procedimentos a serem adotados junto ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA, para efeito do registro e avaliagdo do
potencial de periculosidade ambiental (ppa), de agrotéxicos seus componentes e afins,
segundo definicbes dispostas nos incisos XX, XXI, XXII, do artigo 2°, do Decreto n®
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98.916/90. No Brasil esta Portaria prevé testes de bioconcentragdo com peixes quando
a substancia apresentar uma das seguintes caracteristicas:

a) log Kow > 2,0;

b) solubilidade em agua < 1,0 mg/l;

c) tempo de meia-vida > 4 dias.

3.5 Efeitos em organismos aquaticos

Os farmacos sao sintetizados para atingir 6érgdos ou rotas metabdlicas e
moleculares especificas, tanto nos humanos, como em animais. Mas também possuem,
frequentemente, efeitos colaterais importantes. Quando introduzidos no ambiente eles
podem afetar os animais pelas mesmas rotas e atingir érgaos, tecidos, células ou
biomoléculas com funcdes semelhantes a dos humanos (FENT et al., 2005). E
importante reconhecer que para 0s organismos aquaticos o efeito especifico, ou 0 modo
de acao de drogas utilizadas na saude humana ndao sdo muito bem conhecidos e estas
substancias podem agir de modo adverso (BILA E DEZOTTI, 2003).

Os ensaios ecotoxicoldgicos, realizados atualmente, sdo desenvolvidos com
sistemas de testes estabelecidos com microrganismos tradicionais, objetivando a
determinacdo da mortalidade. Entretanto, estes testes deveriam ser realizados
objetivando o efeito do farmaco em organismos vertebrados e invertebrados, baseados
na hipétese de semelhanca no modo de acdo. (FENT et al., 2005). A grande maioria
dos farmacos € excretada através das fezes e urina, como uma mistura de metabdlitos
e compostos nao transformados (JONES et al., 2001; SANDERSON et al.2004).

Um grande problema detectado é a taxa de reposicdo continuada desses
compostos, nas varias matrizes ambientais os quais potencialmente sustentam a
exposicdo crénica nos organismos aquaticos (DAUGHTON e TERNES, 1999,
SANDERSON et al., 2004). Os efeitos da toxicidade, destas substancias, em alguns
organismos aquaticos podem ser observados em dados presentes na Tabela 04.
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Tabela 4 - Efeitos téxicos de alguns farmacos em organismos aquaticos.

Composto Uso Organismo Toxicidade Ensaio Referéncia
terapéutico teste
Clorofibrato  Antilipémico Alga DE10 = 5.4 mg/L Inibidor de  Kopf (1995)
DES0 =12mg/L  crescimento
Diazepan  Psicofarmaco D. magna  DL50=13.9mg/L  reproducdo  Lilius et al.
DL50 = 4.3 mg/L (1995)
Calleja at al.
(1993)
Etinilestradiol Horménio Alga DE10 =/E.054 Reproducdo  Kopf (1995)
mg
DES50 = 0.84 mg/L
Ibuprofen Analgésico  7ichphyton MIC=5-10~g/ml MICpHS  Sanyaletal.
1993
rubrum ( )
Metronidazol Antibiético Chlorella sp. DE10=2.03mg/L  Resisténcia Leffet et al.
(72 horas) (1993)
lvermectin Vermifugo D. magna  DL50 =0.025ppb Reproducido Halley et al.
CENO = 0.01 ppb (1989)
(48 horas)
Estrogénio horménio Alfafa 0.02-2nmol/L Crescimento Shore et al.
200-2000nmol/L. (1992)

Fonte: HALLING-SORENSEN et al. (1998).

3.6 Efeitos na saude humana

O efeito dos farmacos na saude humana deve ser analisado de maneira
ordenada e qualitativa levando em consideracao as preocupacdes especiais e as
necessidades da sociedade dentro das classes e produtos. Assim, pode ser destacado
0 uso de antibidticos que é uma grande preocupacdo dos especialistas, devido a
ocasionarem o0 desenvolvimento de
(SANDERSON et al., 2004).

O aumento do uso e tipos de antibidticos durante as ultimas cinco décadas

resultou em uma selecdo genética de bactérias resistentes, com efeito, em longo prazo

resisténcia em populacoes

e provavelmente irreversivel (SANDERSON et al., 2004).
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JORGENSEN e HALLING-SORENSEN (2000), comentam em seus estudos, que
o desenvolvimento de resisténcia é favorecido através da exposicdo a baixas
concentragcdes de antibidticos. Um outro exemplo que requer preocupacao especial sdo
os hormoénios sexuais, que podem atuar como perturbadores enddécrinos em
organismos nao-alvo a baixas concentracbes, € 0s antineoplasicos e
imunossupressores, utilizados em quimioterapia, 0os quais sdo conhecidos como

potentes agentes mutagénicos.

Alguns aditivos utilizados em medicamentos como parafinas, corantes,
estabilizadores, e surfactantes, sdo reportados na literatura como produtos
extremamente toéxicos (EC50 <0.1 mg/L-1) (CARLSSON, 2006 e 2006a) Assim,
produtos formulados deveriam reduzir o uso destes aditivos sem comprometer a

eficacia do produto.

Atividades de farmacodinamica unida a ecotoxicologia de farmacos sao ciéncias
que podem apresentar resultados mais conclusivos do risco dos mesmos € suas

formulacdes aos problemas ambientais (SANDERSON et al., 2004).

Compostos farmacéuticos menos especificos, que atingem mecanismos basicos
de fungdes celulares podem ter seu efeito téxico aumentado devido a estas substancias
atingirem organismos nao-alvos pelos mesmos mecanismos basais (SEILER, 2002).

Novos farmacos possuem especificidades ao receptor alvo, sendo maiores as
chances de predizer o potencial de efeitos aos organismos néo alvos e seus modos
estreitos de acao (DAUGHTON, 2003). Os impactos de substancias quimicas podem
interferir em qualquer nivel de hierarquia biologica; células, organismos, populacdes e
ecossistemas. Efeitos sutis podem incluir selecao genética, perturbacao enddcrina,
genotoxicidade e subseqlientemente alterar o comportamento metabdlico e funcbes da
espécie no ecossistema (JORGENSEN e HALLING-SORENSEN, 2000).
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No entanto, estas mudancas sao de dificil andlise e interpretacdo devido ao seu
inter-relacionamento (SANDERSON et al., 2004). A habilidade para distinguir a relagéo
entre normal ou saudavel e, anormal ou doente, em sistemas complexos, € muito
relativo, devido a falta de sistemas comparativos e de como eles sao afetados. Por
exemplo, misturas de farmacos com agrotdxicos podem obscurecer a elucidacado de

efeitos sutis no ambiente.

O poder de recuperacao de um ecossistema (autodepuracao) pode devolver a
este, um estado normal natural depois de sofrer uma perturbacdo. No entanto, o estado
para o qual este é revertido pode ser diferente quando uma mudanga descontinua é
efetuada. (DAUGHTON, 2003). Sinais biologicos sutis e/ou efeito cascata dos
compostos farmacéuticos (concentracées extremamente baixas) no ambiente podem
ser estudados em experiéncias de microcosmo (JORGENSEN e HALLING-
SORENSEN, 2000; SANDERSON, 2002; CLASSIC, 2002). Recuperacdo neste

contexto significa retorno para um estado natural nao perturbado (SANDERSON, 2002).

3.7 Métodos analiticos utilizados na determinacao de farmacos

Para a determinacédo de farmacos, diferentes métodos analiticos sdo reportados
na literatura, os quais sdo principalmente validos para matrizes bioldégicas como
sangue, tecido e urina, sendo que algumas modificacbes nestes métodos podem ser
suficientes para andlises de amostras ambientais (BILA e DEZOTTI, 2003).

No entanto, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos mais sensiveis
para a deteccdo de concentracées na faixa de pg/L e ng/L para a andlise destes
compostos residuais, em efluentes de ETE, ETA, em aguas de rios, de subsolos e agua
potavel.
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Em seu estudo TERNES (2001) fez uma revisdo de varios métodos analiticos
utilizados na determinacdo de farmacos residuais, em diferentes matrizes aquosas
Tabela 5.

3.8 Ecotoxicologia

Com o objetivo de prever o comportamento e o impacto ambiental de novas
substancias quimicas, foram estabelecidos métodos padronizados para avaliar sua
degradabilidade, uma vez que constitui importante propriedade para a estimativa de sua
provavel distribuicdo e concentragdo no meio (ZAGATTO, 2006). Durante a selegcéao do

método deve-se levar em consideracao algumas condigdes como:

e Aplicabilidade a uma variedade de substancias, considerando sua solubilidade e
volatilidade;

e Disponibilidade do laboratério em relacdo a equipamentos e métodos analiticos
especificos;

e Rapidez, facilidade de execugéao e custos minimos; e,

e Ampla aceitabilidade, com resultados significativos as a¢des a serem tomadas.
Com o objetivo de prever o comportamento e o impacto ambiental de novas
substancias quimicas, foram estabelecidos métodos padronizados para avaliar
sua degradabilidade, uma vez que constitui importante propriedade para a
estimativa de sua provavel distribuicdo e concentracdo no meio (ZAGATTO,
2006).

37



Tabela 5 - Métodos utilizados na determinacao de farmacos em ambientes aquaticos:
Método e Substancias Referéncia.

Método Referéncia

CLAE/EM(a) Acido salicilico, antiinflamatérios e antilipémicos
Acido clofibrico, antibiéticos, antilipémicos, antiinflamatérios, anticonvulsivantes

Antibiéticos

CLAE/EM/EM(b) Antibidticos

Analgésicos, B-bloqueadores, antilipémicos, antibiéticos
Antiinflamatérios, drogas psiquiatricas e antidiabéticas
B-blogueadores, antibidticos

Antibiéticos

CG/EM(c) Analgésicos, antilipémicos e metabdlitos, antiinflamatérios.

Analgésicos, antipiréticos, antiinflamatorios, antilipémicos, anticonvulsivantes
drogas psiquiatricas

Estrogénios

Acido Clofibrico, antiinflamatérios, anticonvulsivantes

CG-EM/EM(d) Antiinflamatérios, anticonvulsivantes, acido salicilico, acido clofibrico, antilipémicos.
B-bloqueadores, drogas psiquiatricas, estrogénios

Estrogénio

Fonte: TERNES, 2001

De acordo com CETESB (1990a,1990b), em termos de ag¢ao de controle, a
estimativa do potencial de impacto ambiental é a informacédo mais importante de todo o
processo de controle de agentes toxicos em efluentes liquidos, pois € neste ponto que
se estima se 0 corpo receptor sofre impacto ou nado, a que nivel e se esse nivel é

aceitavel ou nao.

Alguns estudos tém demonstrado que uma significativa reducédo da toxicidade de
efluentes brutos pode ser obtida através de tratamentos convencionais (FENT, 2005).
No entanto, mesmo apds o tratamento, os efluentes podem apresentar toxicidade
remanescente, a qual pode ser incompativel com a qualidade de agua para
preservacao da vida aquatica. Nesses casos, a toxicidade do efluente deve ser
reduzida, aos niveis solicitados pelo érgao de controle, utilizando a metodologia e o
conhecimento técnico-cientifico disponivel.
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E importante destacar que, se tratando de farmacos, ainda ndo existe legislagao
especifica para os produtos, nem tratamento especificos para a remocao destes
compostos que eventualmente possam permanecer na agua, mesmo apos tratamento
convencional. Alguns trabalhos técnicos apresentam dados com eficiéncia variavel de
remocao 50 — 90%, em tratamentos convencionais, sendo o que apresentou melhores
resultados foi o sistema de lodos ativados (STUMPF et al, 1996).

Alguns artigos trazem como alternativa, a incineracdo para a eliminacado dos
farmacos, principalmente os com data de vencimento expirada. No entanto este
procedimento acarretaria um aumento na emissdo de poluentes, principalmente
dioxinas e furanos (GONCALVES, 2003).

3.9 Avaliacao do impacto ambiental de farmacos em ambientes
aquaticos.

Para se avaliar os efeitos causados a(s) espécie(s)-teste, utiliza-se os testes de
toxicidade que consistem em expor 0s organismos aquaticos, representativos do
ambiente, a varias concentracées de uma ou mais substancias, ou a fatores ambientais,
durante um determinado periodo de tempo (ensaios toxicoldgicos). Estes ensaios
quando orientados a um obijetivo pratico bem definido, se utilizam, preferencialmente,
de reacgdes bioldgicas consideradas adequadas para estimar os efeitos potenciais de
agentes toxicos sobre uma determinada comunidade em organismos teste. (AZEVEDO,
2005).

Por meio de estudos ecotoxicoldgicos verifica-se que nem todos os efeitos
observados nos organismos vivos podem ser utilizados com um obijetivo pratico, pois,
para tanto, € necessario que os mesmos tenham um significado ecoldgico bem definido.
Nesse sentido, efeitos sobre as funcdes bioldégicas fundamentais como reproducao,

crescimento e morte, afetam diretamente as caracteristicas das diversas comunidades
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aquaticas em suas inter-relacdes reciprocas, e entre elas e o ambiente abidtico, o que

as tornam apropriadas aos objetivos praticos. (AZEVEDO, 2005)

Normalmente sao realizados testes com trés organismos, pertencentes a

diferentes niveis tréficos do ambiente aquatico. (AZEVEDO, 2005)

Dependendo da sua composicao quimica, alguns efluentes sao téxicos apenas a
peixes, outros a microcrustaceos e outros a ambos os organismos. As algas, por
exemplo, podem ser mais sensiveis que as outras espécies testadas. Assim, é
recomendavel, sempre que possivel, avaliar o efeito de um determinado efluente a mais
de uma espécie representativa da biota aquatica, para que se possa, através do
resultado obtido com o organismo mais sensivel, estimar com maior seguranga o

impacto desse efluente num corpo receptor. (AZEVEDO, 2005)

Na descrigao dos efeitos deletérios de um agente toxico séo utilizados os termos
“efeito agudo” e “efeito crbnico”.

Efeito agudo: Trata-se de uma resposta rapida, dos organismos aquaticos a
um estimulo, em geral, num intervalo de zero a 96 horas. Normalmente o efeito € a
letalidade, ou alguma outra manifestacdo do organismo que a antecede como, por
exemplo, o estado de imobilidade de alguns microcrustaceos. Para avaliar os efeitos
agudos de agentes toxicos em testes de toxicidade usa-se, geralmente, a concentracao
letal (CL50) ou a concentracao efetiva (CE50) a 50% dos organismos em teste. Essa é

a resposta considerada mais significativa para ser extrapolada a uma populagéo.

Efeito cronico: O efeito cronico se traduz pela resposta de um estimulo que
continua por longo tempo, geralmente por periodos que podem abranger parte ou todo

o ciclo de vida dos organismos.

De modo geral, esses efeitos sdo sub-letais e sdo observados em situacées em
que as concentracdes do agente téxico permitem a sobrevida do organismo, embora
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afetem uma ou véarias de suas fungdes biologicas, tais como reproducao,
desenvolvimento de ovos, crescimento e maturacdo, entre outras. Para avaliar esses
efeitos utilizam-se testes de toxicidade crénica, nos quais é determinada a
concentracdo do agente tdéxico que nao causa o efeito observado - Concentracao de
Efeito Nao Observado (CENO).

Quando efluentes liquidos, mesmo os tratados, sao lancados de forma continua
no ambiente aquatico, podem ocorrer efeitos crénicos, uma vez que 0s organismos sao
expostos a baixas concentracdes de determinados poluentes durante longos periodos
de tempo.

3.10 Estimativa do potencial de impacto ambiental.

De acordo com CETESB (1990a, 1990b), a avaliagdo do impacto é estimada
comparando-se a concentragdo do efeito toxico nos testes de toxicidade com a
concentracao do efluente no corpo receptor.

A concentracao do efluente no corpo receptor (CER), expressa em percentagens,

€ calculada pela equagéao (01):

CER = QE x 100 (01)

QE + Q7. 10

Onde:
QE = vazao do efluente
Q7. 10 = vazao minima anual do rio, média de sete dias consecutivos, com probabilidade

de 10 anos de retorno.
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Quando o Q7 10 ndo se aplica a um determinado corpo receptor, devem ser
utilizados os dados de vazao minima apropriados.

Quanto ao teste de toxicidade aguda, foi demonstrado experimentalmente, que
ao nivel de 1/3 da CL50 ou CE50 praticamente cessam os efeitos toxicos agudos.
Assim, a estimativa de impacto, para prevenir os efeitos agudos, é obtida como pode
ser visto na equacéo (02)

CER < ou = _CE50 ou CL50 02)
3

Sabe-se, também, que a relacao entre a CL50 ou CE50 e CENO esta na ordem
de 1/10. Portanto, com a obtencdo dos dados de toxicidade aguda (CL50 ou CES50), é
possivel estimar a toxicidade crénica, expressa em CENO. Desse modo, a estimativa
de impacto, para prevenir efeitos crénicos, é obtida tanto com os resultados estimados
através de testes agudos como através de testes crénicos, como mostrado na equacao
03:

CER < ou =_CE50 ou CL50 ou CER <ou=CENO (03)
10

A estimativa apresentada, até este ponto, se aplica as situacées de mistura
completa do efluente no corpo receptor, baseando-se na utilizacdo de 3 espécies, no
minimo, de organismos aquaticos bem como na suposicao que nao exista variabilidade

na toxicidade do efluente ao longo do tempo.

No entanto, a utilizacdo de um numero reduzido de espécies pode gerar uma
razoavel incerteza quando se efetua uma estimativa de impacto, pois alguns estudos
tém demonstrado que a sensibilidade entre as diversas espécies de organismos pode
variar ao redor de dez vezes. Portanto, esse fator de incerteza deve ser considerado,
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pois € praticamente impossivel avaliar a toxicidade de um efluente com a maioria dos

grupos taxonémicos existentes.

No que se refere a variabilidade na toxicidade de efluentes, foi demonstrado que
esses podem apresentar variagdes ao redor de dez vezes. Assim, até que seja
demonstrado que o efluente mantém um nivel de toxicidade constante, o fator dez deve

ser também considerado em uma estimativa de impacto.

Considerando as fontes de incerteza acima, recomenda-se que a estimativa de
impacto seja efetuada utilizando-se as equacoes a seguir:

- Para evitar efeitos toxicos agudos

CER <ou=_CE50 ou CL50 (04)
300

- Para evitar efeitos toxicos cronicos.

CER < ou=_CE500u CL50 (05)
1000
ou,
CER <ou =CENO (06)
100

Os niveis de incerteza apresentados podem ser reduzidos, desde que seja
efetuada uma avaliagdo da toxicidade do efluente, e a variabilidade nos niveis de
toxicidade seja determinada juntamente com um estudo quantitativo da dispersdo do

efluente no rio.
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E importante ressaltar que para os efeitos toxicos carcinogénico, assume-se que
h& a probabilidade de ocorréncia de dano em qualquer nivel de exposi¢cao, ou seja, nao

ha limiar de tolerancia, ndo sendo estabelecida dose de referéncia.

Alguns estudos tém demonstrado que uma significativa reducédo da toxicidade de
efluentes brutos pode ser obtida através de tratamentos convencionais. No entanto,
mesmo apds o tratamento, os efluentes podem apresentar toxicidade remanescente, a
qual pode ser incompativel com a qualidade de agua para preservacdo da vida
aquatica. Nesses casos, a toxicidade do efluente deve ser reduzida, aos niveis
solicitados pelo 6rgao de controle, utilizando a metodologia e o conhecimento técnico-
cientifico disponivel (FENT 2005).

3.11 Tipos de tratamento

E importante destacar que, se tratando de farmacos, ainda ndo existe legislagao
especifica, nem tratamentos especificos para a remocdo destes compostos que,
eventualmente, possam permanecer na agua, mesmo apdés tratamento convencional.
Alguns trabalhos técnicos apresentam dados com eficiéncia variavel de remocao 50 —
90%, em tratamentos convencionais, sendo o0 que apresentou melhores resultados foi o
sistema de lodos ativados (STUMPF et al, 1996).

3.12 Limites de tolerancia

Os limites de tolerancia (LT ou TLV = Threshold Limit Valeus) e as
concentragcbes maximas permissiveis (CMP ou MAC = Maximum Allowable
Concentration) sdo valores utilizados como guia de protecdo de individuos expostos
ocupacionalmente a agentes agressivos fisicos, quimicos ou biolégicos, que podem

provocar danos a saude.
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4 ACAO BIOLOGICA DOS FARMACOS

4.1 Introducao

A quimica farmacéutica é a ciéncia que tem por funcdo a compreensdo dos
mecanismos de acao dos farmacos, relacionando a estrutura quimica e atividade
biolégica, correlacionando o comportamento biodinamico, reatividade quimica e as
propriedades do agente terapéutico (KOROLKOVAS, 1988).

Os farmacos sao, em geral, provenientes de &acidos ou bases fracas,
transformados em sais ou ésteres, visando a melhora das propriedades fisico-quimicas,
como solubilidade, estabilidade, fotossensibilidade, propriedades organolépticas; assim
como melhora na biodisponibilidade e reducéo de toxicidade. No entanto nem todos os
sais sdao adequados para o uso terapéutico. Estas substancias chegam aos tecidos
através do sangue circulante e podem ser empregadas para:

e fornecimento de elementos ao organismo (vitaminas, sais minerais,
hormonios);

e prevencao de doencgas e/ou infec¢des (soros e vacinas);

e combate "a infeccao (antibidticos e quimioterapicos);

e bloqueio temporario de wuma fungdo normal (anestésicos e
anticoncepcionais);

e correcao de alguma funcao organica (disfuncao-cardiotonicos; hipofungao-
insuficiéncia da supra-renal; hiperfuncao-hipertensao);

e destoxificagdes (antidotos)

e agentes auxiliares de diagnostico (radiois6topos);

A figura 2 apresenta as fases da acdo dos farmacos segundo proposto por

KOROLKOVAS (1988).
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4.1.1 Metabolismo ou Biotransformacao.

O metabolismo ou biotransformacado é a alteragcdo quimica que a molécula
original, sofre no organismo, também denominada molécula parenteral, geralmente por
acao de enzimas inespecificas, em um ou varios compostos denominados metabdlitos.
A biotransformacédo pode ocorrer, em maior ou menor grau, em praticamente todas as
células do organismo. Este processo pode ocorrer, em maior ou menor grau, em
praticamente todas as células do organismo. Entretanto, o principal 6rgao responsavel
por esta funcao no organismo é o figado.

FASE FARMACEUTICA farmaco disponivel
para absorcao
DOSE desintegracao da forma farmacéutic
e dissolucao da substancia ativa

disponibilidade
farmacéutica

FASE FARMACOCINETICA | acdo do FASE FARMACODINAMICA

farmaco
Absorcao, distribuicao, Interaciao farmaco/recepto
metabolismo e excrecao no tecido alvo
disponibilidade
biologica

Figura 2 — Fases da acao dos farmacos. Adaptado Korolkovas,1988.

A biotransformacéao, juntamente com os fen6menos de absorcao, distribuicdo e
excrecao, participa de importante mecanismo regulador de niveis plasméaticos de

drogas. A aceleracédo da biotransformacdo de uma droga reduz sua concentragcao no
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sangue, diminuindo assim sua agao farmacolégica. A inibicao, ao contrario, prolonga o
tempo de permanéncia desta droga no organismo, conferindo maior tempo de acéo. A
Figura 3 apresenta de maneira esquematica o processo de biotransformacao de um

farmaco no organismo.

METABOLITO

+ ~ ou +

] RECEPTOR(R) RECEPTOR
FARMACO ou [FARMACO+T] o
TECIDO ALVO(T) [FARMACO+R]

FARMACO INALTERADO

Figura 3 - Processo de biotransformacao de um farmaco no organismo.

Assim, certos farmacos, como os analagos de aminas bidgenas, esterdides,
purinas, pirimidinas, aminoacidos, assemelham-se muito a substancias normalmente
presentes nos animais, inclusive no homem. Por esta razado, podem sofrer as mesmas
interacbes especificas com as enzimas, proteinas carregadores e sistemas

transportadores, que os seus correspondentes enddgenos.

4.1.2 Fatores que afetam o metabolismo

Alguns fatores podem afetar os mecanismos da biotransformacéo, tais como:

e Fatores ambientais internos: sexo, idade, peso, estado nutricional, estado

emocional, etc.;
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o Administracao
de farmacos: via de administracdo, local da administracdo, estado fisico e
quimico do farmaco, etc.;

e Fatores ambientais externos: temperatura ambiente, luz, umidade, etc.

4.1.3 Local e fases do metabolismo

Os farmacos, em sua maioria, sdo metabolizados principalmente no figado,
através da acado de enzimas. Outros locais de metabolizacdo sao cérebro, rins,
pulmdes, intestinos. Durante o metabolismo, geralmente as moléculas pouco polares,
se convertem em moléculas mais polares, tornando-se assim mais solUveis em agua,
sendo mais facilmente excretadas pelo rim (KOROLKOVAS, 1988).

Enquanto permanecem no interior do organismo, podem continuar intactas ou
sofrerem transformacdes quimicas, resultando em compostos menos ativos, mais
ativos, com atividade semelhante ou atividade diferente (KOROLKOVAS, 1988). A

Figura 4 apresenta de maneira esquematica as fases do metabolismo dos farmacos.

Na fase |, os farmacos apolares (A) sdo, em geral inativados (C),e
posteriormente excretados (D) ou, em alguns casos ativados pela introducédo de grupos
polares, através das reacoes de oxidacao, reducao, hidrélise e desmetilacao (B).

Na fase Il, também denominada fase sintética, onde um composto endoégeno é
adicionado ao produto quimico obtido da fase I, formando-se o metabdlito final. Os
compostos polares (B) séo inativados (D) por processos de sintese ou conjugacao
(ligagdo do farmaco com substéncias existentes no organismo — aminoacidos,

carboidratos).
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Figura 4 - Fases do metabolismo

Desta forma, a excrecao do farmaco pode ser feita na forma inalterada, oxidada,
reduzida, hidrolisada, desmetilada ou ainda na forma conjugada.

4.1.4 Eliminacao de farmacos pelo organismo

Os rins sdo os principais 6rgaos responsaveis pela eliminacdo das drogas
polares ou hidrossoluveis do organismo. No entanto, se a droga ainda apresentar
alguma lipossolubilidade, ela podera ser reabsorvida pelas células tubulares renais,
apos a filiragcdo glomerular. Desta forma, a eliminagdo das drogas pelo organismo é

dependente das caracteristicas fisico-quimicas.
Todo o sangue do corpo é filtrado pelos rins em cerca de 100 minutos, sendo

assim toda droga que nao estiver ligada "a proteinas plasmaticas, aparecera no fluido
tubular apos este tempo. (FRANCISCHI, 2005).
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4.1.5 Classificacao dos farmacos

Os farmacos sao classificados de acordo com o 6rgao ou tecido que atuam,
sendo divididos em:

e Aparelho circulatorio: cardiotonicos, antiarritmicos, antianginosos,

vasodilatadores periféricos, anti-hipertensivos.

e Orgdos hematopoiéticos e no sangue: anti-anémicos, anti-coagulante,

coagulantes, derivados do sangue, expansores plasmaticos.

e Aparelho genito-urinario: diuréticos, antissépticos urinarios, oxitocicos.

e Aparelho  respiratério:  expectorantes, anti-tussicos, broncodilatadores,

descongestionantes.

e Aparelho digestivo: laxativos, antidiarreico, antiacidos e inibidores da secrecao

gastrica, antieméticos, digestivos, adsorventes.

e Metabolismo e nutricdo: antilipémicos, repositores hidroeletrolilicos, suplementos
dietéticos e nutrientes parenterais, vitaminas, outros.

e Acado endécrina: hipofisarios e afins, androgénios, estrogénios, gestagénicos,

insulina e antidiabéticos orais, tireoideanos e anti-tireoideanos, corticosterdides.

e Antiinfecciosos e antiparasitarios: antibiéticos, sulfamidicos, nitrofuranos,

antimoniais, tuberculostatico, hansenostatico, antimalaricos, antiamebianos,
giardicidas e triconomicidas, anti-helminticos.
o Citostaticos: alcaldides, alquilantes, antimetabdlitos, antibiéticos.

e Antireumaéticos

* e outros.

e Imunoterapicos: imunoglobulina, soros, vacinas.

e Uso oftalmico: agentes diagnosticos, anestésicos, antiinfecciosos e
antiinflamatérios, miéticos, midriaticos e cicloplégicos, umectantes.

e Agentes diagndsticos: contrastes radioldgicos, outros agentes diagndsticos.
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e Sistema nervoso central e periférico: anestésicos, hipnéticos e sedativos,

anticonvulsivantes, anti-Parkinsonianos, antipiréricos e  analgésicos,
neurolépticos, ansioliticos, antidepressivos, bloqueadores neuro-musculares.

e Sistema nervoso autbnomo: adrenérgicos, colinérgicos, blogueadores

adrenérgicos, bloqueadores colinérgicos e antiespasmaodicos, anti-histaminicos.

4.2 Sistema nervoso

O sistema nervoso € dividido em sistema nervoso central (SNC) e sistema
nervoso periférico (SNP). O Sistema Nervoso Central envolve o encéfalo e a medula
espinal que se aloja no interior da coluna vertebral, é responsavel pelo comando,
controle e manutencdo dos sistemas fisioldgicos, mantendo a homeostase do
organismo. Muitas funcbes estdo associadas a areas especificas do encéfalo, sendo
estas: bulbo, ponte, cerebelo, hipotalamo e cérebro. Os componentes do sistema
nervoso irdo se completar a medula, que sera responsavel pela ligacao entre o encéfalo
e as demais partes do organismo.

O Sistema Nervoso Periférico é constituido pelos nervos (feixes de dendritos e
axonios) e pelos ganglios nervosos (conjunto de corpos celulares fora do SNC), sendo
este dividido em: sistema nervoso periférico voluntario; e involuntario. O sistema
nervoso periférico involuntario é dividido em: sistema nervoso periférico autbnomo
simpatico e parassimpatico. A Figura 05 apresenta de forma mais detalhada estas

informacdes.

O sistema nervoso tem como principais células os neurdnios, que devido ao
processo de diferenciacdo celular, possui caracteristicas anatémicas e fisioldgicas
capazes de promover a propagacao de impulsos elétricos e quimicos, importantes para

a comunicacao entre o sistema nervoso e demais regides do corpo.

O processo de despolarizacdes e repolarizacdes sucessivas pelo axbénio (parte
constituinte do neurénio) é chamado de propagacao do impulso. Quando o potencial de
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acado alcanca o terminal do axénio, ele altera a permeabilidade da membrana do

mesmo, despolarizando-a e liberando um neurotransmissor.

" SISTEMA NERVOSO CENTRAL . Cérebro
(AZUL) |
= ol
v |
CEREBRO OU | ESPINAL- [
ENCEFALO | -MEDULA Espinal-
] i - -medula
I T !
Cérebro || Cérebro | Cérebro
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protencéfalo || mesencéfalo || metencéfalo

" SISTEMA NERVOSO PERIFERICO N
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-!_( v J’; i
Nervos Nervos Simpdatico Parassimpatico
sensitivos motores

Figura 5 - Sistema nervoso (Fonte: internet-ClinicaMILLERDEPAIVA.com)

4.3 Farmacos e o tratamento dos disturbios psiquiatricos

De acordo com BALDESSARINI, 2003, as psicoses estdo entre os disturbios
psiquiatricos mais graves, nos quais nao ha apenas um acentuado comprometimento
do comportamento, como também uma grave incapacidade de pensar de modo
coerente, de compreender a realidade ou de perceber a presenca dessas
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anormalidades. Esses disturbios comuns (que afetam cerca de, 0,5-1,0% da populacao
em idade inespecifica) incluem tipicamente sintomas de crencas falsas (delirios) e

sensacdes anormais (alucinacdes).

As alteragcbes do humor ou do afeto incluem as sindromes de depressdo maior
(que antigamente incluia a melancolia) e o disturbio bipolar (antigamente disturbio
maniaco-depressivo). O disturbio bipolar caracteriza-se por uma alta tendéncia a
recidiva de depressdo e excitagdo maniaca, freqlentemente com manifestacoes
psicoticas BALDESSARINI, 2003.

Antigamente denominado pisiconeuroses sao os disturbios menos difundidos sao
consideradas como disturbios associados a ansiedade. Como a capacidade de
compreender a realidade € mantida, o sofrimento e a incapacidade sdo algumas vezes
graves. As alterac6es de ansiedade podem ser agudos ou transitérios ou, comumente,

com recaidas na doenca ou persistentes BALDESSARINI, 2003.

Os sintomas podem incluir alteragdes de humor como o medo e panico,
anormalidades limitadas do pensamento (obsessdes, medos irracionais ou fobias), ou
do comportamento (compulsdes, histeria ou fixacdo em sintomas fisicos imaginados ou

exagerados).

Conforme BALDESSARINI, 2003 os medicamentos psicotrdpicos, modificadores
seletivos do Sistema Nervoso Central, podem ser classificados, segundo a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) em: ansioliticos e sedativos; potencializadores da cognicao;
antipsicéticos (neurolépticos); antidepressivos; ansioliticos e sedativos; estimulantes
psicomotores e psicomiméticos. Destas categorias, trés apresentam grande importancia
quando se fala em controle de vendas em estabelecimento farmacéutico (ansioliticos,

antidepressivos e estimulantes psicomotores).

De acordo com BALDESSARINI, 2003 desde a década de 1950 e inicio da de

60, foram desenvolvidos farmacos com comprovada eficacia numa ampla variedade de
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distarbios psiquiatricos graves levando ao surgimento da sub-especialidade da
psicofarmacologia. O tratamento da depressdo baseia-se num grupo variado de
agentes terapéuticos antidepressivos, em parte por ser a depressao clinica uma

sindrome complexa de gravidade amplamente variavel.

Os primeiros agentes utilizados com sucesso foram os antidepressivos triciclicos
nortriptiina  (Pamelor®), maprotilina (Ludiomil®), desipramina (Norpramine®),
amitriptilina (Elavil®), clomipramina (Anafranil®), imipramina (Tofranil®) , entre outros
(CRAIG,2008).

Na atualidade, uma série de agentes inovadores como os inibidores seletivos da
recaptacao da serotonina, dominam o tratamento dos distarbios depressivos e sao
amplamente utilizados no tratamento dos disturbios graves da ansiedade
(BALDESSARINI, 2003).

O Conselho Regional de Medicina (CRM/SP) relata que hoje, cerca de 10-15%
das prescricoes feitas nos EUA sdo para medicacoes destinadas a afetar os processos
mentais: para sedar, estimular ou, de algum modo, mudar o humor, o raciocinio ou o
comportamento (CREMESP, 2002).

4.4 Antidepressivos inibidores da recaptacao da serotonina.

Entre os antidepressivos, os inibidores seletivos de recaptacéo de serotonina tém
sido os mais frequientemente utilizados, por serem mais seguros e mais bem tolerados.
O hidrocloridrato de fluoxetina, mais conhecida pela marca registrada Prozac®
apelidado de "a droga da felicidade", que chegou ao mercado em 1988 atualmente é
um dos mais prescritos no Brasil e no mundo. Desde seu surgimento, sdo prescritas
cerca de 1.000.000 de receitas médicas por més para este farmaco; tendo sido utilizado
por mais de 35 milhdes de pessoas no mundo (BALDESSARINI, 2003). Outra
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caracteristica deste medicamento é que este pode atuar na promog¢éo de perda de peso

e bulemia, aumentando ainda mais seu consumo.

No Brasil, a legislacdo que aprova o regulamento técnico sobre substancias e
medicamentos sujeitos a controle especial € a Portaria n® 344/98 — SVS/MS, de 12 de
maio de 1998 (CFF, 1999/2000) a qual define as seguintes listas de substancias: A1 e
A2 (entorpecentes), A3, B1 e B2 (psicotrépicos), C1 (outras substancias sujeitas a
controle especial), C2 (retinbicas para uso sistémico) e C3 (imunossupressoras)
(ANDRADE et al., 2004).

Em estudo realizado por ANDRADE et al, 2004, entre as prescricbes C1, o
hidrocloridrato de fluoxetina predomina com, aproximadamente, 68,8%. Sendo a
maioria das prescricbes emitidas por clinico geral (52,4%). Segundo o Conselho
Regional de Medicina do Estado de Sao Paulo (CREMESP, 2002) um em cada dez

adultos recebe prescricdo de antidepressivos,

Como é uma “droga recente”, 20 anos desde 0 seu langamento, ainda nao se
sabe sobre os efeitos a longo prazo. De qualquer forma, muitas pessoas estdo
consumindo esta droga diariamente. Nomes Comerciais: DAFORIN®, PROZAC®,

FLUXENE®, FLUOX®, sao algumas das formas comerciais similares encontradas.

4.4.1 Sintese da Serotonina (5HT)

A sintese da serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), ocorre pela hidroxilagédo e
descarboxilacdo do aminoacido triptofano, estd demonstrada esquematicamente na
Figura 06 e a representagdo da sua molécula na Figura 07 (NEGRAO, 2008 Fonte:

www.orgone.com.br).
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Figura 6 - Sintese da serotonina a partir do triptofano (Fonte: Internet-
www.orgone.com.br)
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Figura 7 - Molécula da serotonina (Fonte: Internet-www.orgone.com.br)

Esse neurotransmissor concentra-se principalmente nas células do trato
gastrintestinal (90%), o restante encontra-se no sistema nervoso central e plaquetas. Os
efeitos sdo observados principalmente no sistema cardiovascular, sistema respiratorio e
intestinal (NEGRAO, 2008 Fonte: www.orgone.com.br).
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4.4.2 Producao da Serotonina nos neurénios serotoninérgicos.

Apesar do Sistema Nervoso Central conter menos do que 2% da serotonina total
do organismo, como é sintetizado a partir do triptofano, o nivel de 5-HT é dependente
da disponibilidade desse aminoacido. A Figura 8 mostra como o triptofano é admitido
dentro do neurdnio serotoninérgico, através da bomba de recaptacao do triptofano.

Em seguida, esse aminoéacido sofre a agao da enzima triptofano hidroxilase (TRl
OH), para se formar o metabdlito intermediario, o 5- hidroxitriptofano (5-HTP), que é
convertido em serotonina (5-HT), pela enzima aromatica aminoacido descarboxilase
(AAADC). A serotonina assim formada é guardada em vesiculas sinapticas para
eventual liberacdo para a fenda sinaptica. A proteina 5-HT transportadora nao é
mostrada nessa figura (NEGRAO, 2008 Fonte: www.orgone.com.br).

A sintese de 5-HT é bloqueada pela p-clorofenilalanina (PCPA). Fibras nervosas
estimulam o terminal do axénio a secretar 5-HT, tanto através da despolariza¢cdo, como
pela acdo de proteina 5-HT transportadora (NEGRAO, 2008. Disponivel:

www.orgone.com.br).

[
PRODUGAO DA
SEROTONINA

rL i
Triptolano SHTF‘

TRI C}H

5HT|SEHOTONINF‘-]¢{1>

Figura 8 - Mecanismos de produc¢éo da serotonina (Fonte: Internet-www.orgone.com.br)
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4.4.3 Recaptacao e destruicao da Serotonina pelo neurénio

Serotoninérgico.

Depois de se acoplarem aos receptores pds-sinapticos, as moléculas de
serotonina sao readmitidas para dentro do neurbnio serotoninérgico, através da
proteina 5-HT transportadora, que age como uma bomba de recaptacdao seletiva da

serotonina.

Uma vez dentro do neurbnio, a serotonina é degradada pela monoaminoxidase
(MAO), que converte esse neurotransmissor em seus metabdlitos Figura 9 (NEGRAO,
2008. Disponivel: www.orgone.com.br).

DE%THUM}AD DA
SEROTONINA

Figura 9 - Mecanismos de destruicdo da serotonina (Fonte: Internet-www.orgone.com.br)
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4.4.4 Os inibidores seletivos da recaptacao da serotonina (ISRS).

Quando se administra um ISRS, ele imediatamente bloqueia a bomba de
recaptacdo da serotonina nas duas extremidades do neurbnio serotoninérgico,
causando um aumento do neurotransmissor na regiao somatodendritica, mas nao nos

terminais axonicos inicialmente.

“Os receptores somatodendriticos e terminais estdo ainda com densidade
elevada, estando up-regulated, com consequente diminuicdo do fluxo de impulsos
axonicos libertadores de serotonina nos terminais. Acredita-se que é por essa razao
que nao se observam efeitos imediatos depois da administracdo desses
antidepressivos, apesar de haver um aumento da quantidade de serotonina na regido

somatodendritica” Figura 10 (NEGRAO, 2008 Fonte: www.orgone.com.br).

Agdo Antidepressiva: O antidepressivo blogueia a
recaptagio do NT nos dendritos & no axdnio

Figura 10 - O ISRS bloqueia a recaptagcao da serotonina nos dendritos e no axénio.
Os circulos vermelhos mostram as bombas de recaptacao bloqueadas. (Fonte: Internet-
www.orgone.com.br)

“‘Ap6s um certo tempo, ocorre uma diminuicdo da densidade dos receptores

(down-regulation), na regido somatodendritica, mas ainda ndo no terminal axénico.
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Nessa fase, j4 existe um aumento de fluxo de impulsos no axénio, com aumento da
quantidade de neurotransmissor na fenda sinaptica, mas os receptores pds-sinapticos
ainda estdo up-regulated” Figura 11 (NEGRAO, 2008 Fonte: www.orgone.com.br).

O aumeno do NT provoca a
§ dowr-réguiation 4os auno-recaptonas.

Figura 11 - Down-regulation nos receptores somatodendriticos e up-regulation nos
terminais axénicos. (Fonte: Internet-www.orgone.com.br)

Os efeitos antidepressivos dos ISRS ainda ndo sao observados nessa fase. O
aumento da quantidade de neurotransmissor na fenda sindptica causa uma diminuicao
da densidade de receptores no botdo pds-sinaptico, com consequente melhora dos

sintomas clinicos Figura 12 (NEGRAO, 2008 Fonte: www.orgone.com.br).
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O aumento do NT no axdnio causa a down-reéguialion
dos receplores pos-sindpticos, com o neurdnio
retormando ao seu astado normal.

Figura 12 - O down-regulation dos receptores p6s-sinapticos permite uma
diminuigédo dos sintomas depressivos.( Fonte: Internet-www.orgone.com.br)

4.4.5 Tipos e Sub-tipos

Neurdnios que secretam 5-HT sdo chamados de serotoninérgicos. Logo depois

de sua liberacdo, o 5-HT é recaptado pelo neurbnio serotoninérgico por uma proteina

transportadora.

A funcdo da serotonina € exercida pela sua interagdo com receptores

especificos. Sete tipos especificos de receptores ja foram clonados. Desses sete tipos

varios sub-tipos

foram discriminados, como pode ser observado na Tabela 6

(NEGRAO, 2008 Fonte: www.orgone.com.br).
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Tabela 6 — Tipos e sub-tipos de receptores da serotonina.

Tipo Distribuicao Funcao
5-HT 1 Cérebro, nervos intestinais Inibicdo neuronal
comportamento
vasoconstricao cerebral
5-HT 2 Cérebro, coracao, pulmao,musculo Excitacao neuronal
estriado, plaquetas vasoconstricao
intestino, vasos sanglineos comportamento
depressao, ansiedade
5-HT 3 Sistema limbico, Nausea, ansiedade
sistema nervoso autonémico
5-HT 4 cérebro, musculo liso Excitacao neuronal
5-HT 5
5-HT 6 cérebro Desconhecido
5-HT 7

4.5 O Hidrocloridrato de Fluoxetina.

4.5.1 Propriedades fisico-quimicas do hidrocloridrato de fluoxetina.

O Hidrocloridrato de Fluoxetina (CAS-56.296-78-7) € um soélido cristalino, de
coloracao branca a branco-amarelada, soluvel em agua na concentracdo de 5mg/mL,
metanol, cloroférmio e insolivel em hexano, acetato de etila e benzeno. E estavel
durante 24 meses, quando exposta a uma temperatura de 25, 40 ou 50 °C.
(www.merck-chemicals.com)

A Figura 13 apresenta a estrutura quimica e a Tabela 7 contém as caracteristicas
fisico-quimicas desta substancia, respectivamente.
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Figura 13 - Hidrocloridrato de fluoxetina.(Fonte:Internet- www.scielo.br)

Tabela 7 - Caracteristicas fisico-quimicas do hidrocloridrato de fluoxetina e
norfluoxetina.

Parametros hidrocloridrato de fluoxetina norfluoxetina
Parametros fisico-quimicos

Férmula empl'rica C17H18F3NO C16H16F3NO
Massa Molecular 309,3 295,3
pKa 10,06 £ 0,10 9,05+0,13

Parametros ambientais

pH 2,0 7,0 11,0 2,0 7,0 11,0
Log Kow 1,25 1,57 4,30 0,97 2,05 4,06
BCF =1 2,00 1071,52 ~1 6,97 716,12
Log Koc 0,64 0,97 3,70 0,49 1,57 3,58

Fonte: BROOKS, 2002

4.5.2 Quimica e relacoes entre estrutura e atividade

A maioria desses inibidores consiste em aril ou ariloxialquilaminas. As relagcdes
entre estrutura e atividade nao estdo bem estabelecidas para os inibidores seletivos da

recaptacdo da serotonina. Entretanto, sabe-se que a para-localizacdo do substituinte
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CF3s do hidrocloridrato de fluoxetina é decisiva para a poténcia de transportador da
serotonina. Sua remocdo e sua substituicido na posicdo orto de um grupo metoéxi
produzem a nisoxetina, um inibidor altamente seletivo da captagédo de norepinefrina.
(GOODMAN & GILMAN, 2003)

4.5.3 Propriedades farmacoloégicas: hidrocloridrato de fluoxetina.

A compreensdo das acoes tardias e indiretas dessa classe de antidepressivos e
ansioliticos, comumente utilizados continua sendo ainda bem menos completa que a
das acdes dos antidepressivos ftriciclicos. Entretanto existem notaveis aspectos
paralelos entre as respostas nos sistemas noradrenérgico e serotoninérgico. A
semelhanca dos antidepressivos triciclicos, que bloqueiam a recaptagdao de
norepinefrina, os inibidores da recaptacdo de serotonina bloqueiam imediatamente o
transporte neuronal da serotonina e, aparentemente de modo indefinido, resultam em

complexas respostas secundarias, BALDESSARINI, 2003.

O aumento da disponibilidade sindptica de serotonina estimula grande numero de
tipos de receptores 5-HT(5-hidroxitriptamina), serotonina, po6s-sindpticos. Suspeita-se
que a estimulacdo dos receptores 5-HT3; possa contribuir para os efeitos adversos
comuns caracteristicos dessa classe de farmacos, incluindo efeitos gastrointestinais
(nauseas, vomitos) e sexuais (demora ou comprometimento do orgasmo). Além disso, a
estimulacdo dos receptores 5-HT,c pode contribuir para o risco de agitacdo ou

inquietagédo algumas vezes induzidas por inibidores da recaptagéo de serotonina.

Os inibidores da recaptacao de serotonina bloqueiam imediatamente o transporte
neuronal da mesma e, aparentemente de modo indefinido, resultam em complexas
respostas secundarias. Muitos outros receptores 5-HT pds-sinapticos presumivelmente

permanecem disponiveis para mediar um aumento da transmissao serotoninérgica e
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contribuir ara os efeitos de elevacdo do humor e ansioliticos dessa classe de farmacos,
BALDESSARINI, 20083.

Basicamente, o que ocorre na depressdao € uma diminuicdo da quantidade de
neurotransmissor disponivel na fenda sindptica. Quando se administram
antidepressivos que inibem a mono-aminoxidase (inibidores da MAO ou ftriciclicos), com
diminuicdo da destruicdo da serotonina, ou quando é administrado um inibidor seletivo
da bomba de recaptacdo da serotonina (ISRS). Ambos acarretam aumento da
quantidade desse neurotransmissor disponivel na fenda sinaptica, provocando a
melhora dos sintomas. O sistema serotoninérgico esta, sem duvida, envolvido na

fisiopatologia dos transtornos do humor.

4.5.4 Absorcao, distribuicao, destino e excrecao.

A maioria dos antidepressivos encontra-se disponivel na forma oral com facil
absorcdo. Inicialmente sdo utilizados em doses fracionadas por terem meia-vida

relativamente longa, e faixas de concentracbes bastante amplas.

De acordo com BALDESSARINI, 2003, hidrocloridrato de fluoxetina é absorvido,
sem inconvenientes, por via oral, com pouco efeito de primeira passagem hepética. A
magnitude da absorcdao ndo é afetada pelos alimentos, embora estes diminuam
ligeiramente a velocidade de absorcao. O pico de concentracao plasmatica ocorre entre
as 6 e 8 horas posteriores a uma unica dose oral e em concentragées que podem
variar de 20 a 40mg.

As maiores alteragdes eletroencefalograficas e as varidveis psicométricas

ocorrem entre 8 e 10 horas apdés a dose. Sua capacidade de unido as proteinas
plasmaticas é muito importante, aproximadamente 94,5%. Este fato deve ser
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considerado devido a possiveis interacdbes medicamentosas. Este medicamento é
desmetilado no figado em norfluoxetina , seu principal metabdlito ativo.

Excreta-se pela urina em 80%, dos quais 2,5% como droga-méae e 10% como
norfluoxetina. Com a matéria fecal elimina-se 15%. A norfluoxetina e varios outros
metabdlitos ndo identificados sdo excretados pela urina (65 %) e nas fezes (15 %) por
mais de 30 dias. Como o figado é o principal local de metabolizacao da fluoxetina, seu
comprometimento pode afetar a eliminagao da droga. Os portadores de cirrose hepatica
podem ter uma meia-vida média que pode chegar a 7,6 dias. A eliminacdo também esta
retardada, com duracao de 12 dias. Portanto, a fluoxetina deve ser usada com cautela

em hepatopatas. A Figura 14 apresenta a estrutura quimica da norfluoxetina.

H.H u]

Figura 14 - Estrutura molecular prevista para Norfluoxetina.
(Fonte:Internet-www.scielo.br)

Os metabdlitos dos inibidores da recaptacao de serotonina, como a norfluoxetina
agente N-desmetilados do hidrocloridrato de fluoxetina, sao eliminados mais lentamente
e, alguns deles exibem atividade farmacologica. A norfluoxetina é um inibidor do
transporte de serotonina de acao muito longa e, também compete com outros agentes
pelas oxidases hepaticas, de modo a elevar as concentragdes circulantes de outros
agentes, incluindo antidepressivos ftriciclicos, varios dias ap6s a interrupcao da

administragdo do farmaco original.
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A meia-vida é a meia-vida de eliminagcao (B) aproximada. Os valores de meia-
vida, fornecidos entre parénteses sao os dos metabdlitos ativos, comumente N-
desmetilados) que contribuem para a duracao global da acdo.As concentracdes séricas
e tempo de meia vida de alguns antidepressivos inibidores seletivos da recaptacédo da
serotonina, A meia-vida no soro da fluoxetina é de 2 a 3 dias, e a da norfluoxetina, 7 a 9
dias. Estes dados podem ser observados na Tabela 8.

Tabela 8 - Concentracbes séricas e tempo de meia vida dos antidepressivos ISRS
(inibidores seletivos da recaptacédo da serotonina)

] Meia-vida de eliminacgao,” h, Concentracoes séricas
Farmacos i . o o
farmaco original (metabdlito) tipicas, pg/mli

Inibidores da recaptacado da seretonina

Citalopran 36 0,075-0,150
Fluoxetina 50 (240) 0,100-0,500
Fluvoxemina 15-20 0,100-0,200
Paroxetina 22 0,030-0,100
Sertralina 24 (65) 0,025-0,050
Venlafaxina** 5q¢ty e

** Agente disponivel em formulagdes de liberagdo lenta que retardam a absorgao, mas ndo a meia-vida de eliminagéo.
Fonte: Parte da tabela apresentada, BALDESSARINI, 2003., modificada

A inativagéo e a eliminagdo da maioria dos antidepressivos ocorrem durante um
periodo de varios dias. Em geral, os derivados N-desmetilados dos inibidores da
recaptacdo de serotonina apresentam meias-vidas de eliminagdo de cerca de 2 vezes
aquelas dos farmacos originais. Embora a meia-vida de hidrocloridrato de fluoxetina
seja de cerca 50 horas e seu subproduto, norfluoxetina, pode levar cerca de 240 horas
para ser eliminado. (BALDESSARINI, 2003).
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4.5.5 Reacoes toxicas e efeitos colaterais.

E comum a ocorréncia de efeitos colaterais significativos dos antidepressivos. Os
antidepressivos mais modernos, notavelmente os inibidores da recaptagcdo de
serotonina, estdo associados a um risco muito menor, embora apresentem alto risco de
nauseas e vomitos, cefaléia e disfuncdo sexual, incluindo inibicdo da ejaculacdao em
homens e comprometimento do orgasmo em mulheres. Alguns inibidores da recaptacao
de serotonina e talvez o hidrocloridrato de fluoxetina, em particular, tém sido associados
a agitacao e inquietacao, lembrando a acatisia.

A maioria dos antidepressivos e o litio sdo secretados no leite materno, cerca
10% da dose administrada é secretada no leite, sendo que sua seguranca para latentes
durante a amamentagcdo nao esta estabelecida nem definida com seguranca, |,
BALDESSARINI, 20083.

4.5.6 Interacoes com outros farmacos.

De acordo com AZEVEDO (2003), na exposicao de duas ou mais substancias,
deve-se considerar a possibilidade de um composto interferir na acdo do outro.
Portanto, pode haver alteragdes nos efeitos que produziriam separadamente, podendo
apresentar efeitos diversos como: aditivo, sinérgico, potencializacdo, antagonismo

competitivo, antagonismo quimico e antagonismo funcional.

A tendéncia de varios inibidores da recaptacao de serotonina competirem com o
metabolismo de outros farmacos pode resultar em interacées farmacologicas
significativas e potencialmente perigosas. Assim, quando se utilizam combinagcdes
desses agentes com antidepressivos triciclicos, como se faz algumas vezes ao tentar

obter um efeito terapéutico mais rapido ou controlar pacientes deprimidos resistentes ao
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tratamento, as concentragcdes séricas do triciclico pode aumentar até niveis toxicos, que
podem persistir por varios dias ap6s a interrupcao da fuoxetina, devido a eliminacao
prolongada da norfluoxetina.

Os inibidores da recaptagdo de serotonina e praticamente todo agente com
atividade que potencializa a serotonina podem interagir perigosamente ou até mesmo
de modo fatal com inibidores da MAO (monoamino-oxidase), em particular os inibidores

da MAO de agéo longa.

Em trabalho realizado por BILA e DEZOTTI (2003), o acido clofibrico, maior
metabdlito de trés antilipénicos, foi identificado em agua superficial, efluente de ETE,
esgoto doméstico na Alemanha, Canada, Mar do Norte, Suécia e Brasil, em
concentragdes na faixa de pg/L e ng/L Em seu trabalho, FENT, 2005 comenta que a
associacdo entre o 4&cido clofibrico e a fluoxetina aumenta a resposta de
genotoxicidade.

Em trabalho realizado por LEMOS (2005), foi constatada a acao genotdxica do
Farmaco Comercial na concentracdo 5mg/ml, o artigo também relata que em trabalhos
de outros pesquisadores, o medicamento elevou o numero de células com quebras
cromossémicas ao tratarem células V79 (in vitro), os autores também demonstram que
quando ocorre a interacao do hidrocloridrato de fluoxetina com as vitaminas A e/ou C,
ocorre uma diminuicdo de células com alteracbes cromossdmicas induzidas pelo

Farmaco Comercial.

4.6 Métodos analiticos utilizados na determinacao do hidrocloridrato
de fluoxetina.

A detecgéo e quantificacdo do hidrocloridrato de fluoxetina e norfluoxetina, seu
principal metabdlito, em matrizes aquosas segue um esquema geral que compreende:
pré-filtragcdo, extragdo, concentracao, detecgdo e quantificacdo. Pesquisas realizadas
por KOLPIN et al. (2002); JONES-LEPP et al. (2001); WESTON et al. (2001), utilizando
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como matriz ambiental agua superficial, estacées de tratamento de esgoto utilizaram
diferentes métodos cromatograficos (CLAE -Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;
LC-ES/IT/MS - Cromatografia Liquida acoplada a espectrofotometria de massa e
elétron spray ; CG/EM — cromatografia gasosa acoplada com espectrofotometria de
massa), mostraram-se adequados para a deteccao e quantificacdo do hidrocloridrato de

fluoxetina.

Conforme U.S. PHARMACOPEIA (2004), a identificacdo quimica das
substancias Hidrocloridrato de Fluoxetina e norfluoxetina pode ser realizada por

espectrofotometria, reagéo visual e cromatografia.

E importante salientar que até o momento ndo existe um método padrdo para

estas andlises. Sendo assim, a literatura apresenta utilizagdo de varios processos.

4.7 Toxicidade

De acordo com BROOKS, 2002 a exposicdo ambiental tanto do hidrocloridrato
de fluoxetina como norfluoxetina, principal metabdlito, tem sido investigada por varios
pesquisadores, que detectaram a presenca destas substancias em corpos d’agua e
efluentes de esgotos municipais (JONES-LEPP et al., 2001). KOLPIN et al. (2002)
constataram a presenca destes compostos em aguas superficiais, e o0s resultados
apresentaram uma concentragdo maxima 0,012 pg/L. WESTON et al (2001) indicam
gue a concentracdo em efluente do hidrocloridrato de fluoxetina pode atingir o valor de
0,540 pg/L, como verificaram em seu trabalho.

De acordo com WESTON et al. (2001) e KOLPIN et al. (2002), a descarga
continua dos farmacos e de produtos de higiene pessoal em corpos d’agua acarreta
uma exposicdo que podem induzir efeito crénico aos organismos aquaticos das
mesmas substancias e/ou seus metabdlitos. Entretanto a magnitude, freqiéncia e
duracéo da exposi¢ao ainda nao foram completamente exploradas.
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LANGE et al., (2006) utilizaram um biomonitor para avaliar mudancas na
atividade do Gammarus pulex de uma maneira quantitativa a exposicdo do
Hidrocloridrato de Fluoxetina a concentracbes variaveis entre 10-100 ng/L. Os
resultados apresentaram uma diminuigcao significativa na atividade do organismo teste.

As consequéncias potenciais desta atividade diminuida, para o crescimento da
populacédo do G. pulex e, as comunidades bentdnicas, demonstraram os efeitos devidos

a exposicao as misturas dos farmacos.

Ha pouca informacdo disponivel para a exposicdo da Hidrocloridrato de
Fluoxetina e os efeitos em ecossistemas aquaticos (FONG, 2001; WESTON et al., 2003
e RICHARDS et al., 2003). Este é um problema que deve ser investigado e avaliado

guanto seu real potencial de contaminagcéo ambiental.

Os efeitos especificos do Hidrocloridrato de Fluoxetina a organismos aquaticos
podem ser visualizados na Tabela 9.

Tabela 9 - Efeitos de toxicidade referente ao hidrocloridrato de fluoxetina em
organismos aquaticos.

ORGANISMO DEs, CENO CEO MATRIZ REFERENCIA
Pseudo Kirchneriella 24 ug/L ND 13,6 pug/L AAP USEPA,1989
subcapitata USEPA,1991.
Ceriodaphnia dubia 234 ug/L 56 ug/L 112 g/l esgoto USEPA, 1991
Daphnia magna 820 ug/L NA NA esgoto USEPA, 1991
Pimephales promelas 705 pg/L NA NA esgoto USEPA, 1991
Hyalella azteca > 43 mg/Kg ND 5,4 mg/Kg Sedimento FLAHERTY et al, 2001
Chironomus tentans 15,2 mg/Kg ND 1,3 g/Kg Sedimento FLAHERTY et al, 2001

Fonte: (FONG,2001). BROOKS, 2002
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Proposta Metodoldgica

Neste trabalho foi estudado o potencial de biodegradacdo do hidrocloridrato de
fluoxetina na forma comercial e um medicamento genérico, como também do principio

ativo puro.

Como a literatura cientifica disponivel nao apresenta dados de
biodegradabilidade do composto em estudo, foram realizados ensaios visando a
avaliacao do potencial de biodegradacao do hidrocloridrato de fluoxetina como também

seu potencial téxico antes e apds 0 processo.

Os experimentos foram conduzidos em etapas distintas, onde, numa primeira
Etapa, Fase |, avaliou-se o consumo do farmaco hidrocloridrato de fluoxetina na forma
comercial, detendo-se aos farmacos comerciais, similares, mais consumidos através de
levantamento nas farmacias e drogarias da cidade de Amparo, durante o periodo de
junho/2006 a junho 2008.

Os dados foram obtidos pela consulta direta aos registros no livro (C1), conforme
determina a Portaria n® 344/98 — SVS/MS, de 12 de maio de 1998 (CFF, 1999/2000).
Foram consultadas as trés farmacias que predominam no comércio local,

compreendendo 80% da venda de medicamentos na cidade. O consumo do farmaco
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em Farmacias de manipulacao, Postos de Saude e Hospitais da cidade de Amparo-SP,

nao foi avaliado.

Com os dados obtidos foi estimada a relagao dose/habitante, dose diaria definida

e dose diaria’habitante. esgoto pg/L, para o periodo avaliado.

A Etapa 2 compreendeu a avaliagdo do composto em estudo e testes de

biodegradabilidade imediata, sendo dividida em duas fases:

e Fase Il - consideracdes sobre a estrutura do composto e os dados disponiveis
em literatura sobre evidéncias de sua biodegradabilidade, identificando os
provaveis compartimentos e a respectiva extensao de sua distribuicdo, utilizando
o modelo QSAR’s (U.S.Environmental Protection Agency-USEPA).

e Fase lll — teste de biodegradabilidade imediata por ensaio de respirometria
baseado no Teste Gledhill-modificado,1988-IBAMA) e, quantificacdo por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

As melhores concentracdes, do farmaco, a serem utilizadas nos ensaios de
respirometria foram determinadas pelo ensaio da Concentragdo minima inibitéria (MIC).

Paralelamente ao ensaio de respirometria, foi realizado plaqueamento utilizando
meio de cultura PCA (Plate count Agar), visando avaliar a qualidade do pré-in6culo,
inbculo e o desenvolvimento dos microrganismos presentes durante o periodo de

duracéao do teste, que ndo excedeu 28 dias.

A andlise quantitativa foi realizada utilizando Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), onde foi avaliada a percentagem de biodegradacdo do farmaco
comercial durante o periodo do teste de respirometria, assim como o teor de pureza do

principio ativo e um farmaco genérico.
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A analise de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) foi realizada visando avaliar
0 processo de biodegradacado, considerando-se também a presenca dos excipientes
(outros componentes da formulacdo comercial) visto que o0s mesmos também

contribuem como fonte de carbono para os microrganismos.

Os testes de toxicidade aguda, Etapa 3, avaliaram os efeitos agudo do composto
a organismos aquaticos e foram conduzidos simultaneamente a avaliacdo de

biodegradacao, compreendendo a Fase IV.

5.2 Locais de realizacao dos experimentos

As etapas da pesquisa proposta foram desenvolvidas na Divisdao de
Microbiologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas,
Divisdo de Quimica Organica e Farmacéutica no CPQBA/UNICAMP,, Laboratério de
Saneamento e Ambiente (Faculdade de Engenharia Civil — Departamento de
Saneamento e Ambiente - UNICAMP) e Instituto de Pesquisas Energéticas e

Nucleares- USP (IPEN) onde foram conduzidos os ensaios de toxicidade aguda.

5.3 Fonte

5.3.1 Quimicos

O composto do hidrocloridrato de fluoxetina CAS 56296-78-7 adquirido através
da Sigma com grau de pureza de maior que 90%, foi utilizado para os ensaios
cromatograficos e alguns ensaios toxicolégicos. Para conducdo dos experimentos
referentes a biodegradacdo, ensaio de respirometria e ensaios de toxicidade aguda, o
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composto utilizado, na forma comercial, foi adquirido em farm@cia local, na cidade de

Amparo-SP.

Formulacdo comercial dados: capsula de 20mg (cx.c/28 comprimidos). Cada
capsula contém: cloridrato de fluoxetina 22,36m, equivalente a 20mg de fluoxetina.
Excipientes: amido em pd e amido em pd com 5% de silicone qg.s.p.(quantidade
suficiente para).

Todos os reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho, grau P.A., foram
adquiridos no mercado local.

5.4 Avaliacao e estimativa do consumo do farmaco na cidade de
Amparo-SP.

Foram avaliadas as receitas dos medicamentos junto aos estabelecimentos
comerciais farmacéuticos (farmacias e drogarias), durante o periodo junho/2006 a
junho/2008. Os dados foram obtidos pela consulta direta aos registros no livro (C1),
conforme determina a Portaria n® 344/98 — SVS/MS, de 12 de maio de 1998 (CFF,
1999/2000). Com os dados obtidos foi estimada a relacdo dose/habitante, dose diaria

definida e dose diaria/habitante. Esgoto ug/L, para o periodo avaliado.

O contato nos estabelecimentos foi realizado com o farmacéutico responsavel,
sendo ele informado do objetivo do trabalho, qual material estava sendo solicitado,

assim como a garantia de sigilo para toda e qualquer informacéao obtida.

5.5 Avaliacao do Hidrocloridrato de Fluoxetina CAS 56296-78-7 -
através do modelo de relacao quantitativa entre estrutura e atividade
Q’SARS.
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A avaliacdo do potencial de biodegradacao do hidrocloridrato de fluoxetina foi
realizada utilizando o programa de modelagem QSAR (ECOSAR) utilizado pela U.S.
Environmental Protection Agency (USEPA). Este programa é utilizado por varios
pesquisadores em estudos do comportamento de moléculas quimicas em matrizes
ambientais, como também quando estas sdo submetidas aos processos convencionais

de tratamento de efluentes.

O programa ECOSAR pode ser obtido gratuitamente via website da USEPA
(http://www.epa.gov/oppt/exposure/pubs/episuitedl.htm).

5.6. Determinacao da Concentracao minima inibitéria (MIC) para
selecao das concentracoes do Farmaco Comercial, com atividade
microbiana (CLSI, 2005)

Inicialmente foi realizada a determinacdo da Concentracdo minima inibitoria
(MIC) para selegéo das concentragdes do farmaco comercial , com atividade microbiana
(CLSI, 2005), a serem utilizadas no teste de respirometria em sistema fechado.

Este ensaio foi utilizado para definir a maior e menor concentragdo do material

capaz de ser biodegradado pelos microrganismos presentes no inéculo.

5.6.1. Montagem e realizacao do ensaio

Para a realizagdo do ensaio foi utilizada uma capsula do farmaco comercial,
capsula cuja formulacdo corresponde a 20mg do hidrocloridrato de fluoxetina +
excipientes (solucdo-estoque), onde o conteudo da capsula foi dissolvido em 20ml da
solucdo constituida por agua esterilizada e um dispersante, tween 80 (0,1%). Desta

forma obteve-se uma solugédo 1mg/ml.
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Em uma microplaca de Elisa, estéril, de 96 pocos (12 colunas x 8 linhas) foram
transferidos 100ul de meio MS, com o auxilio de uma micropipeta (Eppendorf) de
volume variavel de 8 canais nas colunas de 01 a 08 e linhas A a H. A Tabela 10 contém
dados quantitativos da formulagdo do meio MS.

Tabela 10 — Composicao do meio de cultura MS.

Reagentes quantidade
Nitrato de sédio (NaNOg) 3,09
Fosfato diacido de potassio (KH2POy) 1,09
Sulfato de magnésio (MgSQ.) 0,59
Sulfato ferroso (FeSQOs) 0,01g
Agua destilada q.s.p. 1000 ml

Na sequéncia foram adicionados 100 pL (equivalente a 100 pg) da solugéo
estoque nos 8 primeiros pogcos da linha A. O conteddo dos orificios foram
homogeneizados com o auxilio da micropipeta de multicanal e transferidos da linha A
para os orificios da linha C, repetindo-se este procedimento partindo-se da linha C até a
linha H, de modo a obter concentragbes decrescente do farmaco. Os 100 pL finais
foram desprezados. Volume final nos pogos 200pL.

Figura 15 - Foto da Microplaca de Elisa — Utilizada para a determinacao da
Concentragao Minima Inibitéria (MIC)
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A seguir foi adicionado 100 pl do inéculo em cada orificio (A a H; colunas 1 a 8).
Desta forma as concentracdes obtidas em cada linha, considerando a concentragao

inicial expressa em pg/100pl.

As concentracdes obtidas para cada linha na microplaca podem ser observadas
na Tabela 11.

O segundo pogo (B) foi preparado, utilizando-se 80uL (80ug), visando obter uma
concentragao intermediaria de 20 pg /100uL (200 pg/mL).

A seguir foram adicionados 100 pL do in6culo em cada orificio (A a H; colunas 1
a8).

Tabela 11 - Concentracdes do Hidrocloridrato de fluoxetina obtidas pelas diluicbes em
série na microplaca, para as diferentes linhas.

Concentragdes iniciais (ug/100uL) | Concentragdo ppm (pg/mL)
Linha A —25 Linha A — 250

Linha B — 20 Linha B — 200

LinhaC—-12 Linha C—-125

Linha D - 6,25 Linha D - 62,5

Linha E — 3,125 Linha E — 31,25

Linha F — 1,562 Linha F — 15,62

Linha G — 0,781 Linha G — 7,81

Linha H - 0,3906 Linha H — 3,91

A coluna 11 foi utilizada para controle de esterilidade do meio de cultura +
farmaco e a coluna 12 para o controle do inoculo. As colunas 09 e 10 ndo foram

utilizadas no ensaio.
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A placa de Elisa foi incubada por 24h a 37°C em incubadora Fanen 502. Apéds
este periodo foi adicionado 50uL de uma solug¢ao indicadora de atividade metabdlica,
TTC 0,1% (cloreto de trifenil tetrazolium), seguindo-se reincubacao por um periodo de 3
horas. O revelador (solucdo TTC 0,1%) permite observar os orificios onde houve
crescimento (biodegradacédo), pois as células com atividade respiratoéria coram-se de
vermelho. Do mesmo modo, foi possivel avaliar as concentracées onde houve inibicao

do crescimento.

5.6.1.2 Preparacao do inéculo

Foi coletado cerca de 1 litro de lodo proveniente da mistura completa do tanque
de aeragao, de uma estacado de tratamento de esgoto (ETE Samambaia, Campinas-
SP). A amostra foi levada para o laboratério e mantida sob aerobiose com auxilio de ar
comprimido com uma vazao de aproximadamente 4L/min. por um periodo de 4h, em

seguida a amostra foi homogeneizada sob agitacdo magnética por 3 minutos.

Em seguida o material foi centrifugado a 10.000 G por 20 minutos a 4°C, em
centrifuga refrigerada, Incibras, modelo Spin VI, sendo o sobrenadante desprezado. O

“pelet” obtido foi utilizado para a realizacdo dos ensaios de MIC e respirometria.

Para a realizagdo do ensaio de MIC uma pequena aliquota (5ml) do pelet foi
lavada com agua destilada seguido de centrifugacdo por 3 vezes para garantir a
retirada de compostos que possam estar aderidos aos flocos. Apds este processo o
pelet foi ressuspendido em 50ml de agua destilada, o que constituiu a solugdo de
inoculo a ser utilizada. Esta solugdo apresenta uma quantidade de células de 2,8 X 10°
UFC/mI, medido através de plaqueamento em meio PCA.
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5.7 Teste da biodegradabilidade imediata em sistema fechado,
baseado no Teste de Gledhill-modificado, 1988 (IBAMA).

O teste de biodegradabilidade imediata constitui um teste respirométrico
(biodegradacdo), que avalia a habilidade da substincia de ser metabolisada por
microrganismos, em condi¢des similares as do ambiente. Este ensaio foi baseado no
método E1.1.3.- IBAMA, 1998.( Teste de Gledhill-modificado e adaptado)

O hidrocloridrato de fluoxetina foi submetido a metabolizacdo por uma cultura
mista de microrganismos oriundos de amostras de lodo, provenientes da mistura
completa do tanque de aeragcdo da ETE-Samambaia, localizada na cidade de
Campinas-SP, em solugao nutriente mineral, conforme descrito na Tabela 12, em um

frasco fechado, com 2/3 de volume de ar.

O ensaio iniciou-se com a preparagdo do indculo (item 5.6.1.2), que foi
ressuspendido em volume de solucao nutriente, conforme descrito pelo Método E1.1.3.-
(IBAMA, 1998), e a determinacao das 5 concentrag¢des utilizadas do farmaco, tendo
sido baseadas no método da microdiluicao (MIC), CLSI, 2005, ficando assim
constituido: 200ug/ml; 125ug/ml; 62,5ug/ml; 31,25ug/ml e 15,62ug/ml.

Paralelamente ao ensaio respirométrico realizou-se o acompanhamento do pH e
desenvolvimento dos microrganismos envolvidos no processo de biodegradacéo,

através do plagqueamento em meio PCA (Plate count agar).

Toda vidraria foi lavada com uma solugdo HCI-5N + etanol, na proporcao 1:9,
com objetivo de livrar a vidraria, a ser utilizada, de tragos de carbono organico soluvel e
materiais toxicos. Apos a lavagem com a solucédo de limpeza todo material passou por
sucessivas lavagens com agua destilada para garantir limpeza dos materiais.

Todos os reagentes utilizados forma preparados utilizando balangca analitica,
SHIMADZIU, mod.AX200, agua milliQ, Deionizador MILLIPORE, mod.Simplicity, e
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vidraria analitica Pyrex. A solu¢do nutriente foi constituida adicionando-se 1ml de cada
solucdo estoque, preparada por litro de agua deionizada. A constituicao da solucéo
nutriente é indicada na Tabela 12.

Inicialmente foi preparado 500ml de solugdo nutriente + 10ml de indculo,
cobertos frouxamente com papel aluminio e pré-incubadas por 24h em agitador orbital,
Tecnal, modelo TE420, a 100rpm, com controle de temperatura, mantida 20-25°C,
visando a metabolizacdo de substancias organicas, que porventura estivessem

adsorvidas aos microrganismos do inéculo.

Tabela 12 - Solucbes estoque para preparo da solugdo nutriente (conforme descrito
nos item 4.4 do método E.1.1.3 — IBAMA, 1988)

Solugao de fosfato e aménio P.A

_ Solucao de Sulfato de magnésio heptahidratado P.A
Solucbes estoque (conforme _ o
) ) Solugéo Cloreto de célcio P.A
descrito no item 4.4.2) _ o
Solucéao de Cloreto Férrico P.A

Solucéo de elementos tracos

Apoés as 24h de pré-incubacao das solugdes nutrientes inoculadas foi adicionado
o farmaco em estudo, para cada concentragdo a ser trabalhada, sendo devidamente
homogeneizados e identificados.

Teste de respirometria em sistema fechado

Amostra: Farmaco Comercial - 200ug/m - (AMOSTRA 1)
Inicio: 16/07/2008

Volume total: 500ml

Teste de respirometria em sistema fechado

Amostra: Farmaco Comercial - 125ug/ml - (AMOSTRA 2)
Inicio: 16/07/2008

Volume total: 500ml
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Teste de respirometria em sistema fechado

Amostra: Farmaco Comercial - 62,5ug/ml - (AMOSTRA 3)
Inicio: 16/07/2008

Volume total: 500ml

Teste de respirometria em sistema fechado

Amostra: Farmaco Comercial-31,25ug/ml - (AMOSTRA 4)
Inicio: 16/07/2008

Volume total: 500ml

Teste de respirometria em sistema fechado

Amostra: Farmaco Comercial-15,62ug/ml - (AMOSTRA 5)
Inicio: 16/07/2008

Volume total: 500ml

Partindo-se dos frascos anteriormente preparados, amostras de 1 a 5, o sistema
foi fracionado em 10 frascos 100ml, contendo 50ml de solucdo pré-incubadas e
introduzido, a cada amostra assim preparada, um frasco de Duran, com capacidade
5ml.

A cada frasco de Duran foi adicionado 4ml de solucéo de hidroxido de bario-
0,2N, visando absorver o CO, produzido durante a biodegradacgao (sistema de absorcao
de COQ)

Este procedimento foi repetido para todas as concentracbes e frascos
fracionandos. Desta forma totalizou-se 50 frascos de amostras, que foram avaliados
durante o periodo maximo previsto para o ensaio, 28 dias.

Cada frasco foi devidamente identificado, conforme demonstrado abaixo, e

incubado a 100-150rpm, numa camara a 20-25°C, em agitador orbital, Tecnal, modelo
TE420.
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Diariamente a solugdo de hidréxido de bario, contida no frasco de Duran era

substituida por uma nova aliquota de 4ml, visando evitar a saturacdo da mesma com o

CO. produzido e consequente diminuicdo do valor pH do meio.

Identificacdo dos frascos do Teste de respirometria.

Teste de respirometria em sistema fechado
Amostra: Farmaco Comercial - 200ug/mi
Inicio: 16/07/2008

Volume total: 50ml n? da amostra: (1.1 a 1.10)

Teste de respirometria em sistema fechado
Amostra: Farmaco Comercial - 125ug/mi
Inicio: 16/07/2008

Volume total: 50ml  n? da amostra: (2.1 a 2.10)

Teste de respirometria em sistema fechado
Amostra: Farmaco Comercial - 62,5ug/mi
Inicio: 16/07/2008

Volume total: 50ml  n® da amostra: (3.1 a 3.10)

Teste de respirometria em sistema fechado
Amostra: Farmaco Comercial - 31,25ug/ml
Inicio: 16/07/2008

Volume total: 50ml  n® da amostra: (4.1 a 4.10)

Teste de respirometria em sistema fechado

Amostra: Farmaco Comercial - 15,62ug/ml

Inicio: 16/07/2008

Volume total: 50ml

n® da amostra: (5.1 a 5.10)

Durante os 7 primeiros dias do ensaio, foram retiradas amostras, de cada

concentracao (frascos), 'a cada 2 dias e apds este periodo em intervalos de 5-7dias até

o final do periodo do ensaio.

A cada retirada do conjunto de amostras do sistema, foi realizada uma sequéncia

de tratamento que compreendeu os seguintes procedimentos:

Retirada do sistema absorcao de COy;

Afericdo do pHmetro, DIGIMED — mod.DM20, solucao tampao marca Synth
pH=7,0 e pH=4,0;

Medida e registro do pH da amostra;

Plagueamento, em meio PCA; e,

Filtracdo em membrana, Millipore, HABGA 04700, HA 0,45u (47mm); sistema de
filtragdo Millipore .

83



As amostras filtradas foram transferidas para frascos identificados, resfriadas e
congeladas, para posteriormente serem utilizadas nas analises de CLAE, DQO e

toxicidade.

5.8 Avaliacao dos microrganismos durante os ensaios de
respirometria por plaqueamento.

A avaliagdo dos microrganismos durante os ensaios de respirometria foi
realizada através de plagueamento “pour plate” em placas de Petri em meio de cultivo
PCA.

O plaqueamento foi realizado utilizando 1 mL das amostras provenientes do
sistema de biodegradacdo as quais foram submetidas a diluicdes seriadas e 100uL,
destas diluicbes foram transferidas para placas de Petri contendo cerca de 20 mL de
meio PCA. Os plagueamentos foram feitos em capela de fluxo laminar.

As placas devidamente preparadas e identificadas foram incubadas durante
24hs, 30°C, em estufa bacteriol6gica, Fanen 502. Passado o periodo de incubacao foi
realizada a contagem das colénias nas placas e estas expressas em Unidades
formadoras de colénia (UFC/mL).

5.9 Avaliacao da capacidade de remocao da hidrocloridrato de
fluoxetina, através de analise quantitativa — cromatografia (CLAE/EM).

O método de analise utilizado para a quantificagdo do hidrocloridrato de
fluoxetina foi baseado no procedimento HPLC/UV -USP, Ed.29, p.940, 2006.
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Solucao padrao: Realizou-se o preparo de solucdo estoque 200 ug/mL, a partir do
hidrocloridrato de fluoxetina CAS 56296-78-7 adquirido através da Sigma com grau de
pureza de >90%. A partir da solucdo estoque foram preparados padrées nas
concentragdes 2; 4; 20; 50; 80; 100 e 200 pg/mL, as quais foram utilizadas no preparo
da reta.

As amostras provenientes do ensaio de respirometria foram submetidas a analise
em sistema cromatografico LC-DAD Alliance Waters, composto por bomba Waters
2695; Detector Waters 2996 e software Empower; Coluna: NovaPak C-8 (150 x 3,9 mm,
6, com H3PO4) = (35:65);

230 nm (varredura=200 a

4 ym); Fase movel: Acetonitrila/Trietilamina 0,07M (pH

Temperatura: 30°C; Fluxo: 0,8 mL/min; Deteccao: Agitura

400nm); Volume de injegéo: 20pL.

Todas as vidrarias utilizadas durante os experimentos cromatograficos, foram

lavadas com solvente de grau HPLC antes da utilizacao.

5.10 Avaliacao da concentracao de compostos de carbono através de
analise quantitativa DQO (Demanda Quimica de Oxigénio)

As avaliacoes da DQO realizadas nas amostras provenientes dos ensaios
respirométricos foram executadas segundo o método do fabricante (HACH), n.2710
adaptado da AWWA, 2007- Ed.21, Método 5220D.

Condicoes da analise quantitativa DQO: Espectrofotémetro HACH — modelo
DR4000; Digestor HACH — Kit HACH concentragao 0-150 ppm; deteccao Apiura = 420
nm. DRB-20; Reagentes: Cat. 21258-25.

5.11 Testes de toxicidade
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Fase IV — Nesta Ultima etapa, foram realizados os ensaios de toxicidade aguda

utilizando duas classes de organismos teste.

Os ensaios de toxicidade realizados neste trabalho, organismos teste e

respectivas metodologias sao apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13 - Ensaios de toxicidade utilizando o Hidrocloridrato de Fluoxetina.

Tempo de

Medida

Toxicidade Organismo-teste exposigéo Atividade Final Método
. . , Imobilidade e NBR 13373,
Aguda Ceriodaphnia dubia 24/48 h mortalidade CE50 ABNT, 2006
Vibrio . . . A NBR 15411-2
Aguda Fischeri 15 min bioluminescéncia CE50 ABNT, 2006

CE50-Concentragao efetiva do efeito observado em 50% dos organismos teste

5.11.1 Ensaio de toxicidade aguda do Hidrocloridrato de Fluoxetina
utilizando a Ceriodaphinia dubia: método NBR 13373 (ABNT, 2006).

Para

realizacdo do ensaio de

toxicidade aguda,

foi utilizada

a

Ceriodaphnia dubia. O método utilizado para a realizacao dos testes esta descrito na

Tabela 14.
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Tabela 14 - Condicoes teste — Toxicidade aguda Ceriodaphnia dubia.

Condicoes-teste

Ceriodaphnia dubia

Sistema de teste

Estatico

Duracgao

24/48 horas

Temperatura

25+ 1°C

Intensidade luminosa

500 a 1000 lux

Fotoperiodo

16 h luz

Tamanho do frasco-teste

Frascos 50 ml

Volume da solugao-teste 20 ml
Renovacao da solucio-teste Nao
ldade dos organismos < 24 horas
N de organismos/réplica 01
N@ réplicas/concentragéo 10
Alimentacdo durante o teste Sim

Agua de cultivo

Natural reconstituida com dureza ajustada para 42-46
mg CaCOg/L. Conforme descrito ABNT, 2006.

Critério de avaliacao de efeito

Sobrevivéncia

Expressao dos resultados

Quantitativo: CE50

Qualitativo: efeito téxico ou nao téxico

Critério de aceitacao do teste

> 80% de sobrevivéncia

Fonte: ABNT, 2006.

A Figura 16 apresenta uma foto do organismo teste utilizado nos experimentos.

Figura 16 - Foto da Ceriodaphnia dubia — organismo-teste empregado na avaliacao de

efeito da droga a organismos aquaticos.
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Inicialmente foram realizados ensaios preliminares visando avaliar a toxicidade

do farmaco, estes testes compreendem os ensaios 01 e 02 descritos a seguir.

ENSAIO 01 - As solucbes do farmaco foram preparadas dissolvendo-se uma
quantidade conhecida do composto em um volume de agua milliQ, respeitando a
constante de solubilidade da Hidrocloridrato de Fluoxetina (Cs=5 mg/mL). Para a
realizacdo dos ensaios foi utilizado o farmaco na forma comercial contendo 20 mg do
principio ativo/capsula. O procedimento para o preparo da “solu¢do 01” assim como as

diluicbes efetuadas seguiram as seguintes etapas:

a) Abertura de 2 capsulas (20 mg cada) do farmaco analisado procedendo-se a
diluicdo em 200 mL de agua milliQ, desta forma obteve-se uma solugéao
200mg/L, sendo esta designada como “solucao 01;

b) Partindo-se da “solucdo 01” procedeu-se a diluicdo visando obter solucdes
nas concentracdes: 100, 50 e 25 mg/L. Para este procedimento foram
utilizadas micropipetas de volume variavel (Eppendorf) ......

- 200 mg/L — 10 mL solugao 01 (solucéo 01.1)

- 100 mg/L — 5 mL solug¢do 01 + 5 mL de 4gua de diluicdo (solucéo 01.2)

- 50 mg/L - 2,5 mL solugdo 01 + 7,5 mL de agua de diluicdo (solugao
01.3)

- 25 mg/L - 1,25 mL solucao 01 + 8,75 mL de agua de diluicdo (solugao
01.4)

ENSAIO 02 - Realizou-se um teste de toxicidade, utilizando-se uma amostra
proveniente do sistema de respirometria (21/07/08), que apresentou concentracao
204,25 pg/mL, conforme a andlise de cromatografia (CLAE). A referida amostra recebeu
a denominacao de “solugéo 02”

O experimento foi conduzido adicionando-se 10 mL da amostra (“solucédo 02”) e 6
organismos-teste. O mesmo procedimento foi repetido, utilizando-se a amostra diluida
em 50%, apresentando uma concentragdo aproximada de 102,12 pg/mL (solugéo 02.1).
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Apés a avaliacdo dos resultados apresentados nos ensaios preliminares, e
consulta na literatura cientifica, procedeu-se o preparo de uma série de diluicdes
visando a obtencdo de concentragcbes adequadas para realizagdo dos ensaios
posteriores.

Foram realizados 3 ensaios posteriores, partindo-se de uma solugao-inicial,

conforme demonstrado abaixo:

ENSAIO 03 — Amostra proveniente da solucéao 1
ENSAIO 04 — Amostra proveniente do sistema de respirometria 16/07/2008.
ENSAIO 05 — Amostra proveniente do sistema de respirometria 05/08/2008.

Partindo-se da “solucao-inicial”, dos ensaios 03,04 e 05, procedeu-se a diluicao
visando-se obter uma solucdo que apresentasse concentracdo adequada para
realizacdo dos ensaios, de acordo com a prévia avaliacdo dos resultados e literatura

cientifica.

Este procedimento foi realizado tomando-se uma aliquota de 2 mL da “solucéo-
inicial” de cada ensaio (03, 04 e 05) e completado com agua de cultivo para um volume
final de 200 mL de solucdo. Desta forma foram obtidas as solucdes 03, 04 e 05,

respectivamente.

ENSAIO 03 Partindo-se da “solucdo 03” procedeu-se a diluicdo visando-se obter
solucbes nas concentracbes: 1,0, 0,5 e 0,25 mg/L, utilizando-se micropipetas
(Eppendorf) de volume variavel conforme demonstrado abaixo:
- [1 mg/L] — 1mL da solucdo 03 + volume suficiente de 4gua de cultivo para
200mL solucao (Solucao 03.1)
- [0,5 mg/L] — 0,5mL solugédo 03 + volume suficiente de agua de cultivo para
200mL solucao (Solucao 03.2)
- [0,25 mg/L] — 1mL solugdo 03 + volume suficiente de agua de cultivo para
200mL solucao (Solucao 03.3)
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As diluicdes referentes aos ensaios 04 e 05, seguiram 0 mesmo procedimento

realizado para o ensaio 03.

As solucbes 03, 04 e 05, e suas respectivas diluigdes, foram utilizadas para a
realizacdo dos ensaios 03, 04 e 05, respectivamente, assim como uma solucao
controle, constituida apenas por agua de cultivo. Os organismos testes utilizados nos
ensaios foram, cuidadosamente, adicionados as solugdes anteriormente preparadas,

assim como a uma solucéo controle.

A Figura 17 apresenta foto do ensaio de toxicidade aguda com Ceriodaphnia
dubia.

Figura 17 — Foto de montagem do ensaio de toxicidade aguda.

5.11.2 Ensaio de toxicidade aguda com a bactéria marinha Vibrio
fischeri (Sistema Microtox). Método: 15411-2 (ABNT, 2006a).
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O método consiste na inibicdo da luminescéncia da bactéria marinha Vibrio
fischeri causada pela exposicdo a diferentes concentracées do agente téxico, por um
periodo de 15 e 30 min de exposicao ou, opcionalmente, 5 min, a 15°C, nas condi¢des
prescritas no método NBR 15411-2, (Parte Il — Utilizando bactérias desidratadas),

ABNT, 2006a. A Figura 18 apresenta a foto do organismo teste utilizado no ensaio.

Figura 18 — Foto de Vibrio fischeri em placa de petri visualizada em luz Ultra Violeta.

O equipamento utilizado para ensaios com V.fischeri, foto na Figura 19, € um
fotbmetro especifico onde podem ser posicionadas até 30 cubetas de vidro. Este
equipamento é composto de um espaco especial para o estoque do reagente (bactéria
hidratada, 4°C; e um poco para a leitura do sinal (luminescéncia bacteriana).
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Figura 19 - Analisador de Toxicidade por fotoluminescéncia bacteriana - Modelo M 500
Microbics.

As solugdes do farmaco foram preparadas dissolvendo uma quantidade
conhecida do composto em 80% de um volume especificado de agua milliQ . Nao foram
utilizados nestes ensaios, solventes para a preparacdo das substancias teste
respeitando a constante de solubilidade da hidrocloridrato de fluoxetina (Cs=5 mg/mL).
Estas solucbes foram utilizadas para a realizacdo dos ensaios, simplesmente
misturando os volumes necessarios aos organismos testes utilizados.

Para a realizacdo destes testes preliminares foram utilizados os farmacos na
forma comercial e um genérico contendo 20 mg do principio ativo/capsula, ensaio 01,
02 e 03.

As solugdes do farmaco foram preparadas dissolvendo uma quantidade
conhecida do composto, 200 ug/mL (mg/L), solugdo-estoque, e procedendo as diluigdes
conforme NBR 15411-2, ABNT, 2006a.

Posteriormente o teste foi realizado utilizando as amostras geradas pelo sistema
de respirometria, As solucdes foram preparadas dissolvendo uma quantidade conhecida
do composto, conforme resultados obtidos nas analises de CLAE e amostra do

hidrocloridrato de fluoxetina, com grau de pureza >90%, na concentracdo inicial 200
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ug/mL, solucao-estoque, e procedendo as diluicdes conforme NBR 15411-2, ABNT,

2006a. Esses testes correspondem aos ensaios 04 a 08.

5.12 Descarte do material utilizado durante a realizacao da pesquisa

Todas as solucdes e outros materiais gerados durante este experimento foram
descartados conforme procedimentos especificos para cada situacdo ou classe de

composto gerado.

A seguir sao descritos os métodos utilizados para o descarte do material:

5.12.1 Material biolégico

Todo o material biolégico gerado nos ensaios de respirometria, ensaios de
Determinacdo da Concentracdo minima inibitéria (MIC), contagem em placas foram
submetidos a processo de esterilizacdo em autoclave (120°C, 15 min.) e posteriormente
separados e acondicionados em lixo comum. Vidraria e outros utensilios de laboratério

foram lavados com detergente e agua.

Ensaios de toxicidade Para realizacdo do ensaio de toxicidade aguda,

Ceriodaphnia dubia, foi utilizado copinhos descartaveis os quais sao pré-lavados com
agua destilada antes do ensaio. Posteriormente as solucdes-teste foram segregadas
em frascos especificos e os copos descartaveis seguem para o descarte de residuo de
laboratério. Cubas e vidraria de solugbes estoque seguem procedimento da ABNT

especifica para cada ensaio.

Para realizacdo do ensaio de toxicidade aguda, Vibrio fischeri, as cubetas do

“microtox” sdo esterilizadas em autoclave e descartadas.

93



5.12.2 Material quimico

Todo o material quimico (solucdes e reagentes), utilizado nos experimentos de
cromatografia, DQO, foram segregados e acondicionados em frascos de vidro e
encaminhados para o deposito de descarte de residuos quimicos do CPQBA. A
destinacao final destes residuos segue procedimentos especificos para cada classe de
composto quimico gerado.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Dados sobre o local de estudo

A cidade de Amparo-SP
Prefeito 2009/12: Paulo Miotta - PT

Estimativa Populacional IBGE-2008: 65.466 hab. (*)
(*) Populagao Estimada

Prefeito 2005/08: Cesar Jose Bonjuani Pagan - PT

Area da unidade territorial: 446 km2

Latitude do distrito sede do municipio: 22,70111°
Longitude do distrito sede do municipio: 46,76444°
Altitude: 674 m

Estimativa Populacional IBGE-2007: 62.852 hab. (*)
(*) Populagao Estimada

Estimativa Populacional IBGE-2006: 67.505 hab.
Estimativa Populacional IBGE-2005: 66.423 hab.
Estimativa Populacional IBGE-2004: 65.333 hab.

95



¢ Resultados do Universo do Censo 2000: Populacao residente - Total: 60.404

Conforme resultados apresentados pelo Universo do Censo 2000,
www.nossosaopaulo.com.br/Reg_10/Reg10_Amparo.htm. A cidade em questédo
apresenta uma populacao residente de 60.404 habitantes, sendo que a populagdo que
apresenta 10 anos ou mais de idade compreende 51.063 habitantes e somente 43.357

habitantes residem na zona urbana,

6.2. Avaliacao do consumo do hidrocloridrato de fluoxetina na cidade
de Amparo/SP.

Os dados foram obtidos através dos livros C1, Portaria 344/98 - SVS/ MS, que se
refere ao controle das substancias psicotropicas, em farmacias na cidade de Amparo,
estado de Sao Paulo, Brasil.

O municipio foi avaliado durante o periodo de Junho/2006 a Junho/2008, os
valores obtidos foram expressos em mg do farmaco consumido a cada més (Figura 20),
Tabelas 15, 16; a relacao dose/habitantes/més, Tabelas 17, 18; Dose Diaria Definida
(DDD) habitantes/dia, Tabelas 18 e 19; e, Tabelas 20 e 21 a estimativa da dose.
diaria’habitante.esgoto.ug/L, considerando o consumo de 100 Litros de agua/dia/
habitante, para a especialidade farmacéutica Hidrocloridrato de Fluoxetina,

considerando as formas farmacéuticas similares mais prescritas e consumidas.

Em relacdo ao local avaliado, o problema é agravado visto que inexiste uma
Estacdo de Tratamento de Esgotos e o0 curso do rio atravessa varios municipios
préximos, conforme pode ser observado no mapa, Figura 20. Outro aspecto importante,
diz respeito & 4gua enviada para a Estacdo de Tratamento de Agua, que é captada do
mesmo corpo receptor em questdo, em observacao feita pela Agéncia Nacional das
Aguas (ANA), documento n.1664/2006, Anexo |, ficha n.15, pg.33 e 34, Relatério de
vistoria aos usuarios da bacia dos rios Piracicaba, Capivari e Jundiai 12 a 16 de
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dezembro de/2005: “O _esgoto sanitario € coletado e lancado em mais de 100 pontos

difusos in natura’”, o} relatério completo pode ser consultado

www.ana.gov.br/gestaorechidricos/cobrancauso/baciaPCJ.asp. Atualmente a cidade
encontra-se em processo de implantacdo da estacdo de tratamento de esgotos, com

entrega prevista para 2008.
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Figura 20 — Bacias dos rios Piracicaba, Capivari e Jundiai. A seta indica a area de
estudo.
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Figura 21 — Avaliacdo do consumo do hidrocloridrato de fluoxetina durante o periodo
junho/2006 a junho 2008.
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Tabela 15 - Valores expressos em mg das formas farmacéuticas mais prescritas e consumidos mensalmente, durante o periodo
avaliado (Junho/06 a Maio/07).

DADOS EXPRESSOS em mg (més/ano)
FORMAS
FARMACEUTICAS
06/06 07/06 08/06 09/06 10/06 11/06 12/06 01/07 02/07 03/07 04/07 05/07
Daforin 10 mg (cx.c/20 comp) 4200 3000 3400 2800 2800 5200 2200 5200 2800 3000 3000 2800
Daforin 20 mg (cx.c/20 comp) 29200 24400 34000 23600 42800 36000 31200 36000 34000 29200 42800 36000
Daforin 20 mg (cx.c/30 comp) 13200 33600 31200 36000 54000 26400 31200 33600 31200 31200 54000 26400
Fluoxene 10 mg (cx.c/28
comp) 840 1120 840 1120 840 1120 1400 1120 1400 1400 1120 1400
Fluoxene 20 mg (cx.c/14
comp) 4200 6440 7000 5600 4480 2240 1960 6440 5600 7000 6440 7000
Fluoxene 20 mg (cx.c/28
comp) 1120 2800 1680 5600 6720 1120 1120 5600 2800 2800 1120 5600
Fluox 20 mg(cx.c/28 comp). 47040 68320 59920 42560 62160 61040 60480 62160 68320 67200 48160 49280
Prozac 20 mg (cx.c/14 comp) 560 840 840 560 840 560 840 1600 840 2000 1200 800
Prozac 20 mg (cx.c/28 comp) 2400 4000 3200 2400 4000 3200 4000 4000 2400 3200 4000 3200
Prozac 90 mg(cx.c/04 comp). 1080 1080 1140 1140 1080 1140 1140 1140 1080 1080 1140 1140
TOTAL 103840 145600 143220 121380 179720 138020 135540 156860 150440 148080 162980 133620

Fonte. Farmacias e drogarias da cidade Amparo-SP, durante periodo Junho/06 a Maio 2007, conforme dados obtidos Livros de controle C1- Portaria 344/98 Ministério da Salde..
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Tabela 16 - Valores expressos em mg das formas farmacéuticas mais prescritas e consumidos mensalmente, durante o periodo
Avaliado (Junho/07 a Junho/08).

FORMAS FARMACEUTICAS

DADOS EXPRESSOS em mg (més/ano)

06/07 07/07 08/07 09/07 10/07 11/07 12/07 01/08 02/08 03/08 04/08 05/08 06/08
Daforin 10 mg (cx.c/20 comp) 2286 3428 2572 2857 3143 4286 3714 3714 3428 2857 2572 4000 2857
Daforin 20 mg (cx.c/20 comp) 20000 12571 27605 26857 26857 42857 29715 29143 26857 20000 18857 30286 21714
Daforin 20 mg (cx.c/30 comp) 53143 50571 66000 52285 53143 63429 46286 42857 61714 35143 36000 49714 36857
:Lur::?ne 10 mg (cx.c/28 2000 2800 2400 2000 2400 1600 3600 2400 2800 2000 1600 2400 2000
:(I)ur:;?ne 20 mg (ox.c/14 2800 2400 3200 3600 2400 3200 3600 2000 2800 2400 3600 3200 4800
:(I)ur:;?ne 20 mg (ox.c/28 35200 33600 44800 51200 38400 34400 28800 28000 33600 32800 36000 29600 28000
Fluox 20 mg(cx.c/28 comp). 69600 76000 95200 67200 | 117600 | 145600 | 118400 86400 83200 62400 88000 108800 74400
Prozac 20 mg (cx.c/14 comp) 1200 800 1600 1200 2000 1200 1600 2000 1200 800 1600 2000 1200
Prozac 20 mg (cx.c/28 comp) 4000 3200 2400 4000 3200 4000 2400 2400 3200 3200 4000 4000 2400
Prozac 90 mg(cx.c/04 comp). 1140 1080 1080 1140 1080 1140 1080 1140 1080 1140 1140 1140 1080
TOTAL 191369 | 186450 | 246857 | 212339 | 250223 | 301712 | 239195 | 200054 | 219879 | 162740 | 193369 | 235140 | 175308

Fonte. Farmacias e drogarias da cidade Amparo-SP, durante periodo Junho 2007 a Junho 2008, conforme dados obtidos Livros de controle C1- Portaria 344/98 Ministério da Saude..
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Com os valores obtidos nas tabelas 15 e 16 foi possivel estimar a relacdo dose/habitante/més para o periodo

avaliado. Foram considerados, para efeito dos calculos, apenas os habitantes com 10 anos ou mais € moradores da zona urbana

do municipio de Amparo-SP, correspondente a 43.357 habitantes, conforme dados obtidos Censo 2000. Os resultados podem ser

observados nas Tabelas 17 e 18.

Tabela 17 - Relacao dose hidrocloridrato de fluoxetina/habitante/més para o periodo avaliado (Junho/06 a Maio/07).

HIDROCLORIDRATO

RELACAO DOSE /HABITANTE/MES (mg/hab)

DE FLUOXETINA 06/06 07/06 08/06 09/06 10/06 11/06 12/06 01/07 02/07 03/07 04/07 05/07
2,39 3,36 3,30 2,80 4,14 3,18 3,13 3,62 3,47 3,41 3,76 3,08
Fonte. Farmacias e drogarias da cidade Amparo-SP, durante periodo Junho 2006 a Maio 2007, conforme dados obtidos Livros de controle C1- Portaria 344/98 Ministério da Saude..
Tabela 18 - Relac&o dose hidrocloridrato de fluoxetina /habitante/més para o periodo avaliado (Junho/07 a Junho/08).
HIDROCLORIDRATO RELACAO DOSE /HABITANTE/MES (mg/hab)
DE FLUOXETINA | 06/07 | 07/07 | 08/07 | 09/07 | 10/07 | 11/07 | 12/07 [ 01/08 | 02/08 | 03/08 | 04/08 | 05/08 | 06/08
4,41 4,30 5,69 4,90 5,77 6,96 5,52 4,61 5,07 3,75 4,46 5,42 3,86

Fonte. Farmécias e drogarias da cidade Amparo-SP, durante periodo Junho 2007 a Junho 2008, conforme dados obtidos Livros de controle C1- Portaria 344/98 Ministério da Saude..

Através dos dados obtidos nas Tabelas 17 3 18, foi possivel estimar a relacdo dose diaria definida, considerando o numero

de dias de cada més, obtendo-se uma relagdo media de 0,13 mg/dia/habitante/més.
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Tabela 19 - Relacdo dose hidrocloridrato de fluoxetina diaria definida para o periodo avaliado (Junho/06 a Maio/07).

RELACAO DDD (Dose Diaria Definida) — mg/habitante
HIDROCLORIDRATO

06/06 07/06 08/06 09/06 10/06 11/06 12/06 01/07 02/07 03/07 04/07 05/07
DE FLUOXETINA

0,08 0,11 0,11 0,09 0,13 0,10 0,10 0,12 0,12 0,11 0,12 0,10

Fonte. Farmécias e drogarias da cidade Amparo-SP, durante periodo Junho 2006 a Maio 2007, conforme dados obtidos Livros de controle C1- Portaria 344/98 Ministério da Saude..

Tabela 20 - Relacao dose hidrocloridrato de fluoxetina diaria definida para o periodo avaliado (Junho/07 a Junho/08).

RELACAO DDD (Dose Diaria Definida) — mg/habitante
HIDROCLORIDRATO

06/07 07/07 08/07 09/07 10/07 11/07 12/07 01/08 02/08 03/08 04/08 05/08 06/08
DE FLUOXETINA

0,15 0,14 0,18 0,16 0,19 0,23 0,18 0,15 0,17 0,12 0,15 0,17 0,13

Fonte. Farmécias e drogarias da cidade Amparo-SP, durante periodo Junho 2007 a Junho 2008, conforme dados obtidos Livros de controle C1- Portaria 344/98 Ministério da Saudde..

Analisando os dados das Tabelas 19 e 20 pode-se observar que na Tabela 19 a média da relagdo dose diaria definida para
o periodo foi em torno de 0,10 mg/hab, e que no periodo seguinte analisado (Tabela 20) esta relacdo apresentou um acréscimo

com média de 0,60 mg/hab. Isto corresponde a um aumento do consumo do farmaco de 60%.

Considerando-se que 50-90% da dose ingerida é eliminada inalterada MULROY (2001), pode-se estimar a concentragao do
farmaco que estaria presente no corpo receptor, considerando-se um consumo de 100 litros de dgua/dia/habitante e, assim prever
um provavel efeito toxico. As Tabelas 21 e 22 apresentam a estimativa dose diaria/habitante.esgoto.ug/L, considerando o consumo
de 100 Litros de agua/dia/ habitante , para o periodo avaliado. (Junho/06 a Junho/08).
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Tabela 21 - Estimativa dose diaria’habitante pg/L esgoto, considerando o consumo de 100 Litros de agua/dia/ habitante , para o
periodo avaliado. (Junho/06 a Maio/07). Considerando a faixa variavel 50-90%.

HIDROCLORIDRATO
DE FLUOXETINA

RELACAO dose diaria/habitante pg/L esgoto

06/06

07/06

08/06

09/06

10/06

11/06

12/06

01/07

02/07

03/07

04/07

05/07

0,40-0,72

0,55-0,99

0,55-0,99

0,45-0,81

0,65-1,17

0,50-0,90

0,50-0,90

0,60-1,08

0,60-1,08

0,55-0,99

0,60-1,08

0,50-0,90

Fonte. Farmacias e drogarias da cidade Amparo-SP, durante periodo Junho 2006 a Maio 2007, conforme dados obtidos Livros de controle C1 - Portaria 344/98 Ministério da Saude..

Tabela 22 - Estimativa dose diaria’habitante ug/L esgoto, considerando o consumo de 100 Litros de agua/dia/ habitante , para o
periodo avaliado (Junho/07 a Junho/08). Considerando a faixa variavel 50-90%.

HIDROCLORIDRATO
DE FLUOXETINA

RELACAO dose diaria/habitante pg/L esgoto

06/07

07/07

08/07

09/07

10/07

11/07

12/07

01/08

02/07\8

03/08

04/08

05/08

06/08

0,50-0,90

0,70-1,26

0,90-1,62

0,80-1,44

0,95-1,71

1,15-2,07

0,90-1,62

0,75-1,35

0,85-1,53

0,60-1,08

0,75-1,35

0,85-1,53

0,65-1,17

Fonte. Farmacias e drogarias da cidade Amparo-SP, durante periodo Junho 2007 a Junho 2008, conforme dados obtidos Livros de controle C1 - Portaria 344/98 Ministério da Saude..

Os dados apresentados nas Tabelas 21 e 22 demonstram uma faixa média 0,67-1,17 ug/L esgoto em relacdo a dose

diaria/habitante, que seria langada no corpo receptor, considerando-se os 25 meses avaliados
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Conforme dados apresentados pelo modelo Q'SAR (item 6.3 abaixo) e teste
de respirometria (item 6.4) o farmaco é parcialmente biodegradado, apresentando

um percentual aproximado de 27 a 32%..

Os dados sugerem que na faixa de concentragdo média 0,67-1,17 ug/L de
esgoto podera ocorrer um possivel efeito toxico aos organismos aquaticos, pois
permaneceria no corpo receptor diariamente uma concentracdo meédia aproximada

variando entre 0,45-0,85 ug/L esgoto (dose diaria’habitante).

E importante ressaltar que os valores estimados neste trabalho foram
baseados em apenas sete formulagdes farmacéuticas, indicando que 0os mesmos
podem ser muito superiores ao apresentado, visto que sao encontrados em torno de
65 farmacos que utilizam como principio ativo o hidrocloridrato de fluoxetina,
www.consultaremedios.com.br visitado em 22/10/2008.

Além das varias formas farmacéuticas existentes, nao foram considerados
neste estudo os farmacos provenientes de postos de saude, hospitais e farmacias
de manipulagdo, os produtos fora do prazo de validade que sado descartados
indevidamente no lixo doméstico, produtos de uso veterinario, nem tao pouco o

volume que é dispensado sem o devido registro nos livros de psicotrépicos.

Um outro agravante sdo os farmacos falsificados, contrabandeados, e
comercializado em farmacias “virtuais” as quais vendem medicamentos controlados
sem que haja fiscalizacdo, conforme constatacdo que pode ser feita acessando o
endereco www.farmaciaviverbememcasa.com.br visitado em 19/10/2008. No referido
site é possivel adquirir os medicamentos, sem qualquer prescricdo ou controle, e

recebé-los em casa via sedex.
O problema do consumo de medicamentos é tdo sério e preocupante que a

ANVISA alerta os consumidores para a venda de medicamentos pelo internet pelo
site www.anvisa.gov.br/divulga/noticias/2003/240403_1.htm visitado em 18/10/2008.
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6.3 Avaliacao do potencial de biodegradacao do Hidrocloridrato de
Fluoxetina utilizando o modelo de relacao quantitativa entre
estrutura e atividade (QSAR’S).

O potencial de biodegradacéo do Hidrocloridrato de Fluoxetina foi avaliado
pelo programa de modelagem Q-SARS utilizado pela U.S. Environmental Protection
Agency (USEPA), visto que a literatura cientifica consultada ndo apresenta dados
sobre aspectos de biodegradacao, bioacumulacao e comportamento em estagdes de
tratamento de efluentes. Este programa tem sido extensivamente utilizado e validado
por diversos pesquisadores em seus trabalhos (MOORE et al., 2003; SANDERSON
et al., 2004; TERNES 2004).

Segundo os dados obtidos pelo programa o coeficiente de particéao
octanol/agua desta molécula € Kow = 4,65. O fator de bioacumulagéo calculado é de
FBC = 262,1. Isto indica que o hidrocloridrato de fluoxetina apresenta um potencial
altamente acumulativo. NENDZA, (1991) Apud: ZAGATTO (2006) descreve que
estas duas variaveis, Kow e FBC, sao fundamentais para a determinacdo do
potencial de bioacumulagdo de uma molécula, onde assume-se que, compostos com
valores de Kow < 3,0 (FBC < 100) ndo apresentam bioconcentracdo substancial, ja
0os que possuem Kow entre 3 e 6 (FBC > 100) sao classificados como altamente

acumulativos.

O comportamento deste farmaco em estacées de tratamento de efluentes
apresenta uma remocao total de 32,4% sendo desta, 32% aderido ao lodo e 0,4% é
biodegradavel pelo lodo ativado. A maior parcela 67,6% encontra-se sollvel no

efluente tratado o qual € despejado a jusante da estagcéo de tratamento.
O modelo de fugacidade previsto pelo programa aponta que cerca de 11%

desta molécula pode ser encontrada dispersa na agua e 84% no solo com uma

meia-vida de 2 meses.
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Os efeitos toxicolégicos apontados pelo programa mostram que o
hridrocloridrato de fluoxetina apresenta uma toxicidade cronica para peixes e algas
verdes com um CE50 de 1 a 2 mg/L. Ensaios realizados com Daphnia mostram uma
toxicidade de CE50 0,18 mg/L.

6.4 Avaliacao da biodegradacao do Hidrocloridrato de fluoxetina,
por respirometria e quantificacao por cromatografia liquida
(CLAE), Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), acompanhamento
pH e plagueamento em meio PCA.

6.4.1 Determinacao da Concentracao minima inibitéria (MIC) para
selecao das concentracoes do Farmaco Comercial, com atividade
microbiana (CLSI, 2005).

Os resultados obtidos pelo ensaio mostraram que concentragdes maiores ou
iguais 250 e inferiores a 15,62 ug/mL nao apresentaram crescimento bacteriano
satisfatério. Os resultados de MIC podem ser observados nas Figuras 22.

250 pug/mL. — 1‘:}_3 $

200 pg/mL. ‘ t

125 pg/mL. ‘3‘ g

62,5 pg/mL. ) & ; )

31,2 pg/mL. @ r"ﬁ &

15.6 pg/mL. & : &

7,81 pg/mL. ,@ § i 1.5

3,91 ug/mL. 'ﬁ W % |9
- L /|

(i
|
i

Figura 22 — Ensaio de MIC. Avaliacao das concentracdes do hidrocloridrato de
fluoxetina que apresentam crescimento microbiano.
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A Figura 23 apresenta o ensaio de MIC com as concentracbes que
apresentaram resultados de crescimento microbiano no ensaio anterior, avaliando
também a qualidade do inoculo e esterilidade da agua de diluicao.

Agua de
diluicdo
— ?iu*“ﬁf
200 pg/mL » Y reYvyY s ’
125pgml | s = a ol i
62,5 ug/mL | . = s : ~ 3 .
e oobibcbcc o®
15,6 pg/mL P ’
7.81 ug/mL ANt Bl ST ;i
3,90 pg/mL ’ G _’ 0 ,’ -." . 32 i
1,95 pg/mL G"O’.'.. C®
’ Y. 4 i 6
) “’;_ Inéculo

"'HQQPQC.OO

Figura 23 — Ensaio de MIC Avallagao do crescimento mlcroblano em concentragbes
de 200 a 1,95 pg/mL.

Na Figura acima pode-se observar as concentracbées que apresentaram
melhor desenvolvimento microbiano foram as de 200 a 15 ug/mL. Concentracdes
inferiores a esta nao foi observado crescimento bacteriano satisfatério indicando que
nestas concentragdes 0s microrganismos presentes no inoculo nao possuem

capacidade de utilizar o composto como fonte de carbono e energia.

6.4.2 Ensaio de respirometria em sistema fechado.

Através da analise quantitativa, foi possivel avaliar o teor ativo do farmaco
comercial, um genérico e a evolugdo de consumo do farmaco, pelos microrganismos
presentes no inoculo, durante o teste de biodegradacdo. As amostras séao

provenientes dos frascos-teste do ensaio de respirometria (ETAPA I, Fase Ill).
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O método IBAMA, 1988, prevé a quantificacdo através de dosagens do CO,
desprendido, por titulagdo de neutralizagdo. Devido as baixas concentracoes
utilizadas na realizacdo dos ensaios a quantificacdo do hidrocloridrato de fluoxetina
foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sendo avaliada a

percentagem de farmaco consumido durante o periodo do teste.

6.4.2.1 Quantificacao do consumo do farmaco por cromatografia
(CLAE).

Com os resultados obtidos nas andlises quantitativas, realizadas por
cromatografia, foi possivel avaliar a evolu¢do de consumo do farmaco pelos

microrganismos durante o periodo de ensaio, conforme demonstrado na Tabela 23.

Tabela 23 - Consumo do farmaco, pelos microrganismos presentes no inoculo
(periodo avaliado: 16/07/2008 a 05/08/2008). Concentracao pg/mL.

Concentracao %
Amostras ~
16/07/2008 | 21/07/2008 | 28/07/2008 | 05/08/2008 | 12/08/2008 | remocao

200 214,49 204,55 195,00 155,83 203,02 27,35
125 140,55 127,87 119,22 129,70 129,01 7,72
62,5 74,07 73,63 61,28 72,20 69,82 2,52
31,25 33,93 35,33 32,52 32,47 33,69 4,30
15,62 16,33 15,96 15,05 15,27 14,63 6,49

Pode-se observar pelos resultados apresentados na Tabela 23 que o farmaco

em estudo apresentou uma degradacéao variavel dependendo da concentracao inicial
utilizada. Os melhores resultados foram observados em concentragées de 200 pg/ml
com reducdo de 27%. Concentragdes mais baixas demonstram uma pequena
utilizagdo do composto com remogéo meédia 4,2%. Os resultados estdo de acordo
com o que foi predito pelo modelo de relagcdo quantitativa entre estrutura e atividade

(Q SARS), em torno de 32% e também confirmado pelos ensaios de MIC.
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Em paralelo ao ensaio de respirometria foi realizada a determinacao da
concentracdo do principio ativo do produto comercial e medicamento genérico
adquiridos no mercado local. Os resultados obtidos na cromatografia (CLAE)
mostraram concentragdes de 21,70mg e 22,85mg respectivamente por capsula.
Estas andlises foram realizadas para confirmagéo da quantidade do principio-ativo

presentes nas formulagdes comerciais.

Com os dados da Tabela 23 foram obtidas as curvas da Figura 24, nela pode
ser detectado o processo de biodegradagao que pode ser melhor visualizado, e que
a partir do 212 dia (05/08/2008) as concentra¢des do farmaco nao sofrem alteracoes
significativas até o 28° dia, o que demonstra que o processo de biodegradagéao

atingiu o equilibrio.

O ensaio ndo foi submetido a um periodo mais prolongado devido ao
embasamento do método utilizado que prevé o ensaio por um periodo maximo de

28 dias para a avaliacao da biodegradacéo.

+
250 - 200
= —=— 125
g 2007 ‘\’\\/‘ s
x§ 150 - —=u— 31,25
g .\'\-—/'—' —%— 15,62
§ 100
£ e
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Dias

Figura 24 — Avaliagcdo da biodegradagéo do hidrocloridrato de fluoxetina durante o
periodo de 28 dias do ensaio respiromeétrico.
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6.4.2.2 Analise quantitativa DQO (Demanda Quimica de Oxigénio)

A analise de DQO foi realizada com o intuito de acompanhar o processo de
degradacdo do farmaco pelos microrganismos durante o periodo de ensaio.
Observando os resultados apresentados, podemos notar que os valores iniciais de
DQO foram mais elevados em relacao aos resultados das analises cromatograficas.
Isto provavelmente se deve aos excipientes presentes na formulacdo comercial dos
farmacos utilizados, que também contribuem como fonte de carbono. Os resultados
sao apresentados na Tabela 24.

Tabela 24 - Andlise quantitativa-Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) do processo
de degradacéo do Hidrocloridrato de fluoxetina. Concentragdo em pg/mL

Resultados
Amostras
16/07/2008 | 21/07/2008 28/07/2008 05/08/2008 | 12/08/2008
200 470 237 197 362 1246
125 653 223 162 140 954
62,5 317 248 74 72 846
31,25 206 105 ND ND 766
15,62 258 117 ND ND 651

ND = n&o detectado

Os valores finais da DQO observados até o 21° dia (05/08/2008) estdo de
acordo com os resultados cromatograficos apresentados na Tabela 23 com uma
reducdo da DQO de 22,9% na concentracdo de 200 ug/mL. Os outros valores
apresentam valores de reducdo maiores que os observados na cromatografia, este
fato pode estar associado a presenca dos excipientes oriundos da formulagéao

comercial.

Os dados referentes ao 28° dia (12/08/2008) sugerem a interferéncia de

outras fontes de carbono provenientes do processo de respirometria.
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6.4.2.3 Acompanhamento da variacao do valor de pH durante o
periodo do teste de respirometria

Os resultados obtidos durante o ensaio de respirometria demonstram que no
primeiro dia (16/07/2008) de avaliacdo, 24 horas apdés a inoculagdo, o pH
apresentou uma acidificacdo do meio, proveniente do inicio da degradagdo do

composto e consequente produgéo de CO..

As demais avaliagbes demonstraram estabilidade do sistema, ndo tendo
ocorrido variagdes bruscas (Tabela 25). A estabilidade do ensaio foi decorrente da
adicdo de uma solugédo de hidroxido de bario para absor¢do do CO, formado. Esta
solucdo, periodicamente, era renovada, evitando-se a acidificacdo do meio. E
importante ressaltar que, em nenhum momento, foi feita a correcdo do pH do

mesmo.

Tabela 25 - Acompanhamento da variagdo do valor de pH durante o periodo do
teste de respirometria.

Amostras (pg/L) pH
16/07/2008 | 21/07/2008 | 28/07/2008 | 05/08/2008 | 12/08/2008
200 3,24 5,17 6,25 6,24 7,04
125 4,40 6,36 6,45 6,97 7,14
62,5 3,95 5,74 6,51 6,98 7,33
31,25 4,23 6,24 7,26 7,38 7,77
15,62 5,74 6,40 6,91 7,17 7,54

6.4.2.4 Plaqueamento em meio PCA

A avaliacdo do processo de biodegradacao do farmaco indicou que durante o

ensaio ocorreu uma diminuicao gradativa dos microrganismos do meio medidos por
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plagueamento em meio solido expressos em UFC (Unidade formadora de col6nias),

e variacao na sucessao de colénias microbianas.

Os resultados da contagem das colbénias (UFC) estdo colocados nos dados
da Tabela 26 e nas Figuras 25 e 26 que ilustram as observagdes realizadas na

variedade de col6nias durante o periodo experimental.

Tabela 26 — Contagem de col6nias microbianas durante o ensaio de respirometria.
Plaqueamento meio PCA, 24 horas, 37 °C, valores expressos em UFC.

Amostras Unidades formadoras de coldnia
(ng/L) 16/07/2008 21/07/2008 28/07/2008 05/08/2008 12/08/2008
200 6,6x10° 4,6x10° 1,2x10° 1,3x10° 1,1x10°
125 5,7x10° 3,1x10° 1,3x10° 0,8x10° 1,9x10°
62,5 4,8x10° 1,5x10° 1,2x10° 0,5x10°8 2,2x10°
31,25 7,6x10° 1,8x10° 1,0x10° 0,4x10° 0,4x10°
15,62 3,1x10° 1,7x10° 0,4x10° 0,1x10° 0,1x10°

Figura 25 — llustragao da diversidade microbiana observada durante o periodo do
ensaio de respirometria. 1 = 125 pg/L, diluicdo: 10, leitura em 21/07/08; 2 = 125
ug/L, diluicdo: 107°, leitura em 21/07/08;
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Figura 26 - llustracdo da diversidade microbiana observada durante o periodo do
ensaio de respirometria. 3 = 62,5 ug/L, diluicdo: 10, leitura em 21/07/08; 4 = 62,5
ug/L, diluicdo: 10°®, leitura em 21/07/08;

Conforme observado nos resultados apresentados e, em concordancia com o
tema, ZAGATTO, 2006, descreve que a biodegradacdo de um composto orgénico
ndao €& decorrente da atividade de um organismo especifico, mas resulta da
participacdo de uma cadeia de microrganismos, que atuam sinergicamente,
utilizando diferentes vias metabdlicas e processos enzimaticos, o que é demonstrado
nas Figuras 24 e 25.

De acordo com a classificagdo proposta pelo método E.1.1.3-IBAMA, o
composto analisado, hidrocloridrato de fluoxetina, seria classificado como substancia
nao facilmente biodegradavel, obedecidos os critérios de interpretacdo, pois nao
teria atingido o valor minimo de 70% de degradacao.

6.5 Avaliacao da toxicidade do hidrocloridrato de fluoxetina

Em parceria com o Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN),
localizado na Cidade Universitaria, Sdo Paulo, com a Universidade de Sao Paulo
(USP) foram realizados os ensaios de toxicidade com dois organismos teste:
Ceriodaphnia dubia e Vibrio fischeri, para a avaliagdo da toxicidade do farmaco

Hidrocloridrato de fluoxetina, na formal comercial e um genérico.
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6.5.1 Testes preliminares

6.5.1.1 Teste preliminar de toxicidade aguda com microcrustaceo
Ceriodaphnia dubia, NBR 13373 (ABNT, 2005)

Foram realizados dois ensaios preliminares (ensaio 01 e 02) utilizando-se
amostras provenientes da forma farmacéutica comercial e amostra proveniente do
sistema de respirometria (21/07/08), que apresentou concentragdo 200pg/mi(mg/l) e
204,25ug/ml, conforme CLAE, respectivamente.

Transcorrido o periodo de 4 horas e assegurada as condicées do teste, foi
constatada a auséncia total de sobrevivéncia dos organismos testes, demonstrando

efeito toxico nas concentracoes utilizadas, para os 2 ensaios.

6.5.1.2 Teste preliminar de toxicidade aguda com a bactéria
marinha Vibrio fischeri , NBR 15411-2 (ABNT, 2006)

Foram realizados trés ensaios preliminares (ensaio 01, 02 e 03) utilizando-se

amostras provenientes da forma farmacéutica comercial e genérico.

Os resultados obtidos indicam que os farmacos analisados apresentam
toxicidade aos organismos teste nas concentrag¢des utilizadas, sendo que o farmaco
na forma de apresentagéo “genérica” demonstrou ser mais téxico. Os resultados dos

ensaios preliminares podem ser visualizados nas Tabelas 27 a 29.
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Tabela 27 - Ensaio 01 — Farmaco comercial - Solugdo 01- 200ug/mL.

Diluicoes Controle 10,23% 20,47% 40,95% 81,90%
Concentragbes pg/ml Zero 20,47 40,95 81,90 163,8
lo 95 99 93 89 89

his 95 82 60 24 05

Resultado: CE50 — 47,74% (35,13 — 64,87) — 95,48 ppm (70,26 — 129,74ppm)

Tabela 28 - Ensaio 02 - Farmaco comercial - Solugao 01- 200ug/mL.

Diluicoes Controle 10,23% 20,47% 40,95% 81,90%
Concentracdes pg/ml Zero 20,47 40,95 81,90 163,8
lo 101 103 92 83 88

his 92 76 54 23 05

Resultado: CE50 — 48,07% (33,42 — 69,16) — 96,14 ppm (66,84 — 138,32ppm)

Tabela 29 - Ensaio 03 — Medicamento genérico — Hidrocloridrato de fluoxetina

200pg/mL.

Diluicoes Controle 10,23% 20,47% 40,95% 81,90%
Concentracdes pg/ml Zero 20,47 40,95 81,90 163,8
lo 96 99 99 94 96
ls 94 75 60 20 0,1

Resultado: CE50 — 37,76% (6,50 — 219,41) — 75,52 ppm (13,00 — n.d. ppm)

O valor mais adequado seria 40,95<CE50<81,90. Assumindo uma

luminescéncia na ultima concentragao igual 0,1

Através da consulta no bulario, de cada uma das formas farmacéuticas,
constatou-se diferenca na formulagdo quanto a composigéao dos excipientes, sendo
a forma comercial constituida por amido em p6 e amido em pé com 5% de silicone
g.s.p e a forma genérica constituida de amido de milho e 6leo vegetal hidrogenado
g.s.p. As diferencas apresentadas quanto a toxicidade pode estar baseada nesta

variedade de excipientes apresentada pelas formas farmacéuticas distintas.

CARLSOON et al, 2005 € CARLSOON et al, 2005a, avaliaram em seus
trabalhos os riscos associados aos excipientes contidos nos farmacos e que 0s

mesmos podem apresentar efeitos tdéxicos em varios organismos.
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6.5.2 Avaliacao da toxicidade do hidrocloridrato de fluoxetina

Os ensaios posteriores foram realizados utilizando-se amostras geradas a
partir de ensaio de respirometria em sistema fechado, Etapa 2, fase lll, tendo sido
escolhida a concentragao que apresentou melhor eficiéncia no sistema (200ug/mL),
para os testes realizados com os dois organismos. A Tabela 30 apresenta os dados

gerais para a concentracao escolhida.

Tabela 30- Dados gerais - Concentragédo em 200ug/mL.

Analises Amostras provenientes do sistema respirometria
16/07/2008 | 21/07/2008 | 28/07/2008 | 05/08/2008 | 12/08/2008
CLAE 214,49 204,55 195,00 155,83 203,02
DQO 470 237 197 362 1246
UFC 6,6x10° 4,6x10° 1,2x10° 1,3x10° 1,1x10°
pH 3,24 517 6,25 6,24 7,04
6.5.2.1 Teste de toxicidade aguda com o microcrustaceo

Ceriodaphnia dubia.

O teste de toxicidade aguda com o microcrustdceo Ceriodaphnia dubia, foi
realizado utilizando amostras geradas pelo sistema de respirometria referentes ao 1°
(16/07/2008), 6° (21/07/2008) e 21° dia (05/08/2008), que correspondem aos
ensaios 3, 4 e 5). Os resultados referentes aos ensaios realizados podem ser
visualizados na Tabelas 31 em relacdo CE50, para os periodos de 24 e 48 horas,

tendo sido avaliado imobilidade/mortalidade.

Os ensaios foram realizados segundo o método NBR 13373, ABNT,2006.
Caracteristicas da agua de diluicdo pH 7,8, dureza 45 ppm CaCOQOg;, lote 05/2008,
manancial coletada no reservatério Paiva castro, em Mairipora, Sdo Paulo. Agua

classificada como agua natural com ajuste de dureza.
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Tabela 31 - Teste de toxicidade aguda com microcrustdceo Ceriodaphnia dubia,
resultados referentes aos ensaios 03, 04 e 05.

= Réplicas Total
Amostra Concent/rlag:ao jovens
mg 12| 3|4 |5 |6 | 78] 9] 10 vivas
01 @) © © © @) @) @) @) @) © 10
Controle N © © © © © © © © © © 10
02 © © © © © © © @) © @) 10
olejtlefjt|tle|t]t ]|t 4
2,0
Tt t t t t t t t t 0
1.0 © © t t © @) T T T t 4
Farmaco )
comercial © | © t T o | e t t t + 4
21/ 07./ 08 © © © © @) @) © T o) ) 9
(ensaio 3) 0,5
@) © © © @) @) @) T @) @) 9
© © © © © © © @) © @) 10
0,25
© © © © © © © @) © @) 10
tlt]lelt|t|t]t]e]e]| e 4
2,0
Tt |t | o T t t t t ] o t 2
eloe|loe | T |loe|lo|lo|T]|T + 6
Farmaco 1,0
comercial ol t|loe |t |o]loe|lo ]| T[T t 5
16/07/08 ololo|t]|e|t|e|t]|1t]o 6
(ensaio 4) 0,5
colejle|tleltle]lt]t]e 6
@) © © © @) © @) @) @) © 10
0,25
© © © © © © © @) © @) 10
T T T T @) T T T T © 2
2,0
Tt t t © t t t t t 2
10 ol t|lo|e|o ? © t t o 6
Farmaco )
comercial ot l|lole o | ? |t ]| T |T t 4
05/08/08 ol t|o|lo|lo|lo|o]|o]|oe © 9
(ensaio 5) 0,5
© T © © © © © @) © © 9
@) © © © @) © @) @) @) © 10
0,25
© | © © © © © © © © © 10

Observagdes: Organismos imobilidade/mortalidade ( © =vivos; T mortos)
e Azul (leitura 24 horas)
e Vermelho (leitura 48 horas)

117




Os resultados de CE50 foram obtidos através do Método estatistico (Trimmed

Sperman Karber, Hamilton,1978) podem ser visualizados na Tabela 32.

Tabela 32 — Resultados da concentracao efetiva para o teste de toxicidade
aguda utilizando o microcrustaceo Ceriodaphnia dubia.

AMOSTRAS CE50 — 24 horas CE50 - 48 horas
Ensaio 3 — Farmaco comercial 0.87 (0.61-1.23) 0.87 (0,681.12)
3 m 3 L) 3 m 3 -,
21/07/08 PP PP
Ensaio 4 — FArmaco comercial 1 41 (0.66-3,02) 0.84 (0.51-1.39)
3 m 3 Y, 3 m 3 L)
16/07/08 PP PP
Ensaio 5 — Farmaco comercial
1,16 ppm (0,86-1,55) 0,95 ppm(0,70-1,30)
05/08/08

Os resultados do teste de toxicidade, considerando o equilibrio do processo
de biodegradacao (05/08/2008), utilizando o organismo teste Ceriodaphnia dubia,
demonstram efeitos téxicos agudos, CE50=1,16 ppm (0,86-1,55) — 24 horas e 0,95
ppm(0,70-1,30) — 48 horas, tendo apresentado resultados semelhantes aos
apresentadas por outros pesquisadores, Henry (2004) e Brooks (2003).

HENRY, 2004, discute que trabalhos relacionados a avaliagdo da toxicidade
para 0s organismos aquaticos quanto a presenca dos ISRS néo € bem documentado
na literatura Alguns pesquisadores investigaram a toxicidade para a fluoxetina
efeitos dessa droga a organismos aquaticos, em vertebrados e invertebrados
aquaticos, em testes padronizados foram determinados concentragcédo de efeito ndo
observado (CENO) de 56 ug/L para a reproducao em Ceriodaphnia dubia.

HENRY, 2004 demonstra em seu trabalho que a exposi¢ao cronica reduziu o
namero medio de neonatos produzidos por C. durante o periodo de 7 — 8 dias. Para
fluoxetina, a CENO, para a média do niumero de nascidos vivos, foi de 0,089 mg / L,
que era similar a CENO (0,056 mg / L fluoxetina HCI) relatada por Brooks, 2003
utilizando o mesmo padrédo 7-dias de ensaio para toxicidade crénica com C.
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Foi relatado que a fluoxetina foi detectada na concentracao de 0,012 pg/L em
corregos nos Estados Unidos durante os anos 1999 e 2000 e, de 0,013 a 0,099 mg/L
no tratamento de efluentes de esgoto perto dos Grandes Lagos, Canada. Em
levantamento realizado pelo NDCHealth (Atlanta, GA, E.U.A.), a fluoxetina foi
classificada em 34° substancia com base nas 200 prescricdes mais dispensadas nos
Estados Unidos durante o ano de 2003, (em http:/ /www.rxlist.com/ top200.htm),
KNOW, 2006.

Embora estes resultados sugerem que a presenca de ISRS no ambiente em
concentracdes detectadas anteriormente poderiam ou ndo afetar negativamente os
organismos aquaticos, reais condigbes ambientais sdo diferentes, pois os
organismos sao expostos a uma mistura diversificada de contaminantes (incluindo
ISRS), podendo ocorrer efeitos sinérgicos, potencializadores, antagénicos, entre
outros e o fato da exposicao ocorrer durante varias geragoes.

Pesquisas futuras devem investigar os efeitos das misturas de ISRSs nos
organismos aquaticos e dos efeitos da exposicdo em multiplas geragcdes.(HENRY,
2004).

6.5.2.2 Teste de toxicidade aguda com a bactéria marinha Vibrio
fischeri (Sistema Microtox)

O teste de toxicidade com a bactéria Vibrio fischeri, evidenciou ndo apenas a
toxicidade do hidrocloridrato de fluoxetina e a diminuigdo desta frente ao processo
de biodegradacéo, mas também, o problema inerente ao tipo de excipiente utilizado

nas varias formas farmacéuticas.

Os compostos analisados apresentaram toxicidades diferentes, sendo o
medicamento genérico mais tdéxico que a forma comercial e o farmaco puro (teor <
90%) que apresentou a menor toxicidade. Os resultados dos ensaios podem ser

visualizados nas Tabelas 33 a 37 e ilustrado na Figura 26.
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Tabela 33 - Ensaio 04 - Farmaco comercial - 214,49ug/ml — amostra 16/07/2008.

Diluicoes Controle 5,11% 10,23% 20,47% 40,95%
Concentracdes pg/ml Zero 10,96 21,94 43,91 87,83
lo 97 75 87 85 84

lis 84 54 46 27 08

Resultado: CE50 — 28,50% (23,81 -34,11) — 61,13 ppm (51,07 — 73,16 ppm)

Tabela 34 - Ensaio 05 - Farmaco comercial - 204,55ug/ml — amostra 21/07/2008.

Diluicoes Controle 5,11% 10,23% 20,47% 40,95%
Concentracoes pg/ml Zero 10,45 20,92 41,87 83,76
o 81 78 82 76 72

his 55 45 42 26 08

Resultado: CE50 — 35,84% (24,83 — 51,74) — 73,31 ppm (50,79 — 105,83 ppm)

Tabela 35 - Ensaio 06 - FArmaco comercial - 195ug/ml — amostra 28/07/2008.

Diluicoes Controle 5,11% 10,23% 20,47% 40,95%
Concentracoes pg/ml Zero 9,96 19,95 39,92 79,85
lo 89 84 79 84 82

his 58 49 42 35 16

Resultado: CE50 — 50,79% (38,59 — 66,84) — 99,04 ppm (75,25 — 130,34 ppm)

Tabela 36 - Ensaio 07 - Farmaco comercial - 155,83ug/ml — amostra 05/08/2008.

Diluicoes Controle 5,11% 10,23% 20,47% 40,95%
Concentracdes pg/ml Zero 7,96 15,94 31,90 63,81
Iy 109 98 97 77 74

lis 110 98 89 56 23

Resultado: CE50 — 40,92% (30,08 — 55,67) — 63,77 ppm (46,87 — 86,75 ppm)
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Tabela 37 - Ensaio 08 - Hidrocloridrato de Fluoxetina CAS 56296-78-7 adquirido
através da Sigma com grau de pureza de >90% - 200ug/mL.

Diluicoes Controle 5,11% 10,23% 20,47% 40,95%
Concentracdes pg/ml Zero 10,22 20,46 40,94 81,90
lo 101 93 96 99 99

ls 112 100 101 85 35

Resultado: CE50 — 66,24% (39,05 — 112,37) — 132,48 ppm (78,10 — 224,74 ppm)

Ensaios

20

T

40 60

EC50 (%)

80

B Ensaio 7
O Ensaio 6
B Ensaio 5
OEnsaio 4
O fluoxetina 90%

B Generico 200 ppm

O Farmaco comercial

Figura 27 - Ensaio de toxicidade aguda (Vibrio fischeri) avaliando o hidrocloridrato de
fluoxetina puro, formulagdo comercial e amostras provenientes da respirometria.

Segundo HENRY (2004), a contaminagcdo das &guas superficiais por

farmoquimicos tem suscitado preocupagbes entre cientistas ambientais devido ao

potencial de efeitos negativos sobre os organismos aquaticos. De particular

importancia sdo compostos farmacéuticos que afetam o sistema enddcrino ou

nervoso pela possibilidade de causar efeitos em organismos aquaticos mesmo em

baixas concentragdes ambientais.
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel observar que o consumo da substancia em estudo
na cidade de referéncia apresentou ser um aspecto ambiental consideravel com uma
média anual aproximada de 250g. Cabe ressaltar que este valor esta sub estimado,
visto que neste estudo ndo foi avaliado o consumo em hospitais, farmécias de

manipulacao ou outras formas de obtencao deste medicamento (compras on-line).

O sistema de respirometria demonstrou que o farmaco em estudo foi
parcialmente degradado pelos organismos no sistema teste com uma remogéao
aproximada de 27%.

O ensaio de Demanda Quimica de Oxigénio nao se faz necessario para a
avaliacao da biodegradacéo, pois apresenta resultados nao significativos e margem
de erro muito elevada, 20% erro.

Os ensaios ecotoxicolégicos preliminares indicaram que os farmacos
apresentam toxicidades diferentes entre as formulagbes estudadas, sugerindo que a
forte interferéncia na formulacdo do composto, responsavel pela toxicidade
apresentada é quanto ao excipiente utilizado.

A avaliagdo da toxicidade das amostras geradas pelo sistema de
respirometria indica uma diminui¢cdo da toxicidade a medida que a biodegradagéo se
processa, no entanto o residual ainda apresenta valores significativos quanto aos
possiveis efeitos deletérios aos organismos aquaticos.

O presente estudo procurou, com os dados obtidos, demonstrar a

necessidade de novas pesquisas quanto ao desenvolvimento de processos visando
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minimizar a presenga destes compostos ou diminuir os efeitos téxicos que estes

apresentam ao ambiente.

Foi observado que o alto consumo aliado ao descarte inadequado contribui
para a presenga deste farmaco no ambiente aquatico podendo causar um potencial
de acumulacdo no ambiente, visto que este é parcialmente removido como

demonstrado neste trabalho.

7.1 Propostas para trabalhos futuros

O desenvolvimento de novas metodologias para realizagdo dos ensaios de
respirometria, com a utilizacdo de pequenos volumes e consequiente diminuicao na
geracgao de residuos e analise quantitativa mais eficiente, visto que o método o qual
foi baseado o ensaio de respirometria neste trabalho encontra-se desatualizado e

ineficiente.

Devido a necessidade de novos estudos, no que se refere a presenca e
remoc¢ao dos farmacos nas varias matrizes ambientais, pode-se sugerir:

- Processo alternativos de oxidagdo do composto;

- Estudos de atividade enzimatica dos organismos e avaliacdo da expressao
génica dos organismos por técnicas moleculares;

- Avaliacdo dos sub-produtos gerados durante o processo oxidativos ou

processos bioldgicos; entre outros.

Importante ressaltar que qualquer que seja 0 processo a ser desenvolvido,

deve ser acompanhado por uma avaliagao ecotoxicolégica .
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GLOSSARIO

Acatisia: Incapacidade de sentar-se; ansiedade intensa referente a permanecer
sentado.

Acao toxica aditiva: Toxicidade de uma mistura de agentes quimicos que €
equivalente "aquela esperada pela soma das toxicidades conhecidas dos agentes
quimicos individuais presentes na mistura.

Acao toxica antagonica: Fendmeno no qual a toxicidade da mistura de agentes
quimicos € menor do que aquela que seria esperada da simples soma das
toxicidades dos agentes quimicos individuais presentes na mistura.

Acao toxica sinérgica: Fen6meno no qual a toxicidade da mistura de agentes
quimicos é maior que aquela que seria esperada da simples soma das toxicidades
dos agentes quimicos individuais presentes na mistura.

Agua de diluicdo: Agua utilizada para manutencédo de culturas de organismos e
para a realizagao de testes de toxicidade.

Antagonista: Medicamento que se opde aos efeitos de outro por efeito fisioldgico,
quimico ou mediante medicamento competitivo.

Antidepressivo: Qualguer medicamento utilizado para o tratamento da depressao
Antidepressivo triciclicos: Medicamento utilizado para o tratamento da depressao,
fazendo parte da classe dos compostos relacionados com os

Bioacumulacao: Termo genérico que descreve um processo pelo qual agentes
quimicos séo absorvidos e retidos pelos organismos, a partir do ambiente em que
vivem ou através da sua alimentacao.

Biodisponibilidade: Propriedade do agente quimico que determina o efeito toxico
ao organismo; a redugcdo da biodisponibilidade do agente quimico resulta na
diminuig&do do seu efeito tdxico.

CE50 (Concentracao efetiva média):Concentracdo do agente toxico que causa
efeito agudo (imobilidade) a 50% dos organismos em 24 ou 48 horas de exposi¢ao,
nas condigdes-teste.

CENO (Concentracao de efeito nao observado): Maior concentracdo do efeito
téxico que ndo causa efeito deletério estatisticamente significativo, na sobrevivéncia

e reproducdo dos organismos, em sete dias de exposicdo, nas condi¢coes-teste.
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CEO (Concentracao de efeito observado): Menor concentracdo do efeito toxico
que causa efeito, na sobrevivéncia e reproducdo dos organismos, em sete dias de
exposicao, nas condigoes-teste.

CL50 (Concentracao letal média): Concentracdo do agente téxico que causa efeito
agudo (letalidade) a 50% dos organismos em 24 ou 96 horas de exposi¢do, nas
condicbes-teste.

Depressao: Tristeza extrema, melancolia ou abatimento que, ao contrario do pesar,
sdo irreais e fora de propor¢cdo com qualquer causa alegada; pode ser um sintoma
de qualquer transtorno psiquiatrico ou a manifestacdo primordial de uma reagéao
psicotica depressiva ou de uma neurose.

Estimulantes psicomotores: referente tanto a atividade mental como a motora,
particularmente em relagcao ao desenvolvimento psicomotor.

MAO — monoaminoxidase - enzima hepatica

Neuroléptico (antipsocético): 1. Referente as agcdes de um medicamento que
determinam em conjunto a melhora de pacientes com transtornos mentais.2.
Medicamento que por suas caracteristicas e agdes é util no tratamento de
transtornos mentais, mormente psicoses.

Psicose: Transtorno mental caracterizado por desintegracdo da personalidade e seu
conflito com a realidade.

Sedativo: qualquer medicamento que aquieta o sistema nervoso central,

especialmente sem provocar sono nem analgesia.
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ANEXO A
Ensaio 01 - Farmaco comercial - Solugao 01- 200ug/ml(mg/l)

IPEN FICHA DE ANALISE ESTATISTICA N° Amostra
TOXICIDADE AGUDA - MICROTOX Ensaio 01
Procedéncia: | Unicamp Bactéria (reagente) IPEN ACV10-02
Data: | 10/8/2008
TABELA DOS RESULTADOS OBSERVADOS E CALCULADOS:
5 15
Cubeta Leit. Inicial minutos | minutos
b1 95 0 95
Concentragao Média razao Efeito Efeito
da amostra dos broncos 0.0000 1.0000 | Gama(5) | Gama(15)
b2 20.4700 99 0 82 #DIV/0! 0.2073
b3 40.9500 93 0 60 #DIV/0! 0.5500
b4 81.9000 89 0 24 #DIV/0! 2.7083
b5 163.8000 89 0 5 #DIV/0! 16.8000
40 ~ * y-huyane  rRegressqokinear
——Ingama calc.
20
RESULTADO: /ﬁ
CE 50= | 47.7414 20
Intervalo _de confianga 40
s
35.1320 64.8766 = /
20 4
U.T.= | 2.09 000 1.0 200 3 /4.30 5 oo & 00
-10

Fat. conf.= | 1.3589 |

-3.0 InC tragdo da amostra
CE 20= | 24.9166 o
. ——Y = Jama
Intervalo de confianga gama =ac
183356 | 33.8595 e

Gama

TR
T

0A

1 MWoncentragdo da amostradl 1000
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Ensaio 02 - Farmaco comercial - Solugcao 01- 200ug/mi

IPEN FICHA DE ANALISE ESTATISTICA N¢ Amostra
TOXICIDADE AGUDA - MICROTOX Ensaio 02
Procedéncia: | Unicamp Bactéria (reagente) IPEN ACV10-02
Data: | 10/8/2008
TABELA DOS RESULTADOS OBSERVADOS E CALCULADOS:
5 15
Cubeta Leit. Inicial minutos | minutos
b1 101 0 92
Concentragao Média razao Efeito Efeito
da amostra dos brancos 0.0000 0.9109 | Gama(5) | Gama(15)
b2 20.4700 103 0 76 #DIV/0! 0.2345
b3 40.9500 92 0 54 #DIV/0! 0.5519
b4 81.9000 83 0 23 #DIV/0! 2.2871
b5 163.8000 88 0 5 #DIV/0! 15.0317
ac ® y=Ir gama -Rem-e-m—tm” i
.\ = —=—In jama calc = i
20 ',
RESULTADO: 2C = = =
CE 50= | 48.0763 1 :
Intervalo de confianca i I,:_f/
33.4199 69.1604 . /
) //
U.T.= | 2.08 Ee = . = =
o090 1.00 0 30 4.0 5,00 B.0C
al /‘
Fat. cont.= | 1.4386 -1.0 7
15
2.0 n-C tragdo-da zjel—-.
CE 20= | 24.0844 —
Intervalo  de confianga —e*—y=gana
167421 | 34.6467 —=— gama calc,
10 /;
“, I
g A
L)
: //
A
01 (
1 Woncentragdo da amostriio 1000
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Ensaio 03 — Medicamento genérico — Hidrocloridrato de fluoxetina 200ug/ml

IPEN FICHA DE ANALISE ESTATISTICA N® Amostra
TOXICIDADE AGUDA - MICROTOX Ensaio 03
Procedéncia: | Unicamp Bactéria (reagente) IPEN ACV10-02
Data: | 10/8/2008
TABELA DOS RESULTADOS OBSERVADOS E CALCULADOS:
5 15
Cubeta Leit. Inicial minutos | minutos
b1 96 0 94
Concentracao Média razao Efeito Efeito
da amostra dos brancos 0.0000 0.9792 Gama(5) Gama(15)
b2 20.4700 99 0 75 #DIV/0! 0.2925
b3 40.9500 99 0 60 #DIV/0! 0.6156
b4 81.9000 94 0 20 #DIV/0! 3.6021
b5 163.8000 96 0 0.1 #DIV/0! 939.0000
8.0 + y-ingams  -Regressaokinear
——Ir gama cac. .
RESULTADO: 60 =
CE 50= | 37.7611 /
Intervalo de confianca 4.0
6.4988 219.4080 < /
30
U.T.= | 2.65 c ¢ l// .
0.0
Fat. conf.= | 5.8104 | 000 100 200 33(/’ 4 ho ¢ & o
F.C i’
CE 20- | 26.0884 )
Intervalo de confianga 4.0 HrCeReERRrSe-deramsetra
4.4899 | 151.5851
<000 1
——y = gama
—— ydrnig Lal,
100 //
g10 ,’
&
4
/ /1
| p
7
0.1
il Goncentragao da amostraon oo

134




Ensaio 04 - Farmaco comercial - 214,49ug/ml — amostra 16/07/2008

N2
IPEN FICHA DE ANALISE ESTATISTICA Amostra
TOXICIDADE AGUDA - MICROTOX Ensaio 04
Procedéncia: | Unicamp Bactéria (reagente) IPEN ACV10-02
Data: | 08/10/2008
TABELA DOS RESULTADOS OBSERVADOS E CALCULADOS:
5 15
Cubeta Leit. Inicial minutos | minutos
b1 97 0 84
Concentragao Média razao Efeito Efeito
da amostra dos brancos 0.0000 0.8660 Gama(5) | Gama(15)
b2 10.9600 75 0 54 #DIV/0! 0.2027
b3 21.9400 87 0 46 #DIV/0! 0.6378
b4 43.9100 85 0 27 #DIV/0! 1.7262
b5 87.8300 84 0 8 #DIV/0! 8.0928
25 + vy~ ingama  -Regressackinear
—B—Inyama s,
2u /
RESULTADO: 15
CE 50= | 28.5011 ) ,/
Intervalo de confianca 1 /
23.8128 | 34.1124 a5 *
2 /
go
UT= | 3.51 _; 090 100 2.0 3.V 4,00 5.
| Fat. conf.= | 1.1969 [| "o //
14
w
CE 20= [ 12.8355 2.0 InConcentragdo da amostra
Intervalo de confianca P e
10.7241 | 153625 ——y-gems 4‘
—— gama calc. /
: /1
¢
0.1
1 Concentracadlda amostra
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Ensaio 05 - Farmaco comercial - 204,55ug/ml — amostra 21/07/2008

IPEN FICHA DE ANALISE ESTATISTICA N2 Amostra
TOXICIDADE AGUDA - MICROTOX Ensaio 05
Procedéncia: | Unicamp Bactéria (reagente) IPEN ACV10-02
Data: | 08/10/2008
TABELA DOS RESULTADOS OBSERVADOS E CALCULADOS:
15
Cubeta Leit. Inicial 5 minutos | minutos
b1 81 0 55
Concentragao Média razéo Efeito Efeito
da amostra dos brancos 0.0000 0.6790 Gama(5) | Gama(15)
b2 10.4500 78 0 45 #DIV/0! 0.1770
b3 20.9200 82 0 42 #DIV/0! 0.3257
b4 41.8700 76 0 26 #DIV/0! 0.9848
b5 83.7600 72 0 8 #DIV/0! 5.1111
20 ¢ v=inpamz -Regressaockinear
—8—Ingama calc .
15
RESULTADO: 0 /
CE 50= | 35.8443 4
Intervalo de confianga 0.5 a
24.8334 51.7374 /
an o
< (00 0 2.00 2.00 / 4.00 500
_‘g 5
UT.= | 2.79 £ /
1.0 =
| Fat. conf.= | 1.4434 s /
:/
2.0
CE 20= | 15.1820
Intervalo de confianca 1% InConcentragao-da-amostra
10.5183 21.9136
10 —&— = gama
—— gama calc.
//

NN

Gama

AN

d

0.1

Concentragasdida amostra

100
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Ensaio 06 - Farmaco comercial - 195ug/ml — amostra 28/07/2008
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IPEN FICHA DE ANALISE ESTATISTICA N¢ Amostra
TOXICIDADE AGUDA - MICROTOX ensaio 06
Procedéncia: | Unicamp Bactéria (reagente) IPEN ACV10-02
Data: | 08/10/2008
TABELA DOS RESULTADOS OBSERVADOS E CALCULADOS:
5 15
Cubeta Leit. Inicial minutos minutos
b1 89 0 58
Concentragao Média razéo Efeito Efeito
da amostra dos brancos 0.0000 0.6517 Gama(5) Gama(15)
b2 9.9600 84 0 49 #DIV/0! 0.1172
b3 19.9500 79 0 42 #DIV/0! 0.2258
b4 39.9200 84 0 35 #DIV/0! 0.5640
b5 79.8500 82 0 16 #DIV/0! 2.3399
1.5 *  y—Inydng 3
—@—In J3Ma rzln
10
*
RESULTADO: 15 A
CE 50= | 50.7878 /
Intervalo de confianca 2.0
38.5932 | 66.8358 < 002 cLa 20 3.00 ,/4.03 4.0C
: : 35 -
(U]
£ /
Xq F0
UT.= | 1.97 co /
15
|  Fat. conf.= | 1.3160 | . /
By
' +
2.— InC ¢ da- amockra
CE 20= [ 19.2175 ’
Intervalo de confianga 2 9558 -1.3863
14.6032 | 25.2898 [ pee—
—®— garma calc.
1 va o
4
L]
01
0o
1 Concentracddida amostra 100




Ensaio 07 - Farmaco comercial - 155,83ug/ml — amostra 05/08/2008

IPEN FICHA DE ANALISE ESTATISTICA N¢ Amostra
TOXICIDADE AGUDA - MICROTOX ensaio 07
Procedéncia: | Unicamp Bactéria (reagente) IPEN ACV10-02
Data: | 08/10/2008

TABELA DOS RESULTADOS OBSERVADOS E CALCULADOS:

5 15
Cubeta Leit. Inicial minutos | minutos

b1 109 0 110

Concentragao Média razao Efeito Efeito
da amostra dos brancos 0.0000 1.0092 | Gama(5) | Gama(15)
b2 7.9600 98 0 98 #DIV/0! 0.0092
b3 15.9400 97 0 89 #DIV/0! 0.0999
b4 31.9000 77 0 56 #DIV/0! 0.3876
b5 63.8100 74 0 16 #DIV/0! 3.6674
| *  y=Ingama —R-e-gremu-tm i

—B—Ingsma zale.

RESULTADO: - /
CE 50= | 40.9199 (R ([ 1.p0 200 3 L0 / 410 500
Intervalo _de confianca || .0 *
30.0780 | 55.6699 =
20 s

Fat. conf.= | 1.3605

UT.=| 2.44 50 /
A0 /

-5.0 InC tragde da amostra
CE 20= | 24.8782 1] ——y = gara
Intervalo de confianca —®— gema calz ).
18.2866 33.8458
| 1 //

% 31 ]

é /
L

201 Z

(0 100

0001

Concentragao da amostra
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Ensaio 08 - Hidrocloridrato de Fluoxetina CAS 56296-78-7 adquirido através da
Sigma com grau de pureza de >90%

IPEN FICHA DE ANALISE ESTATISTICA N° Amostra
TOXICIDADE AGUDA - MICROTOX ensaio 08
Procedéncia: | Unicamp Bactéria (reagente) IPEN ACV10-02
Data: | 08/10/2008
TABELA DOS RESULTADOS OBSERVADOS E CALCULADOS:
5 15
Cubeta Leit. Inicial minutos | minutos
b1 101 0 112
Concentragao Média razao Efeito Efeito
da amostra dos brancos 0.0000 1.1089 [ Gama(5) | Gama(15)
b2 10.2200 93 0 100 #DIV/0! 0.0313
b3 20.4600 96 0 101 #DIV/0! 0.0540
b4 40.9400 99 0 85 #DIV/0! 0.2916
b5 81.9000 99 0 35 #DIV/0! 2.1366
1.0 * y=hzma Regressackineat
—=—ingama caic :
0.0 — _ ,/-
rd
RESULTADO: 0pa 12 2 ho 3 P }m 500
CE 50= | 66.2447 . /
Intervalo de confianca - ¢
39.0536 | 112.3676 || 3. /
< /
UT.= | 1.51 e / ‘
L 2
Fat. conf.= | 1.6962 || **
-5.C InG tragdc da amost
CE 20= | 33.9028 [ —
Intervalo de confianca —— arte vl
199869 | 57.5075
e
/
| //
(1]
g
8 //
01 //
.01
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