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RESUMO

Féarmacos para tratamento de disturbios psiquicos estdo entre as substancias ativas mais prescritas
no mundo. A ocorréncia destes em matrizes ambientais torna-se cada vez mais frequente. Estudos
recentes indicam que o farmaco cloridrato de fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptagao da
serotonina, esta presente em estagdes de tratamento de efluentes e em aguas de superficie. O
aumento nas pesquisas ambientais acerca dos farmacos estd ligado a sua baixa
biodegradabilidade e sua persisténcia no ambiente. Este trabalho revisa os dados da literatura
relacionados a ocorréncia ambiental e dados de toxicidade para os organismos ndo-alvo do
medicamento cloridrato de fluoxetina e contribui para a literatura cientifica com testes de
toxicidade do farmaco com os organismos-testes Daphnia similis e Pseudokirchneriella
subcaptata. Com base em resultados obtidos, realizou-se a estimativa de impacto ambiental para
a Estacao de Tratamento de Esgotos do rio Piracicamirim. No entanto, ndo existem padrdes
estabelecidos para a concentracdo de fArmacos no ambiente, pois ndo sdo totalmente conhecidos
seus efeitos ecotoxicologicos. Os dados compilados t€ém o intuito de contribuir para a priorizacao
e determina¢do da necessidade de estudos que indiquem a ocorréncia, destino, transporte, saude e
elucidacao dos efeitos causados por farmacos, para a continua melhoria dos padrdes de dgua no
Brasil e no mundo.

Palavras chave: Ecotoxicologia, Farmacos, Fluoxetina.



viii

ABSTRACT

Drugs for treating mental disorders are among the most active substances prescribed in the world.
The occurrence of these in environmental matrices is becoming increasingly common. Recent
studies indicate that the drug fluoxetine hydrochloride, a selective inhibitor of serotonin, is
present in sewage treatment effluents and in surface waters. The large increase in environmental
research about the drug is linked to its low biodegradability and its persistence in the
environment. This paper reviews the literature related to the occurrence and environmental
toxicity data for the non-target organisms of the drug fluoxetine hydrochloride. An increase in
contributions from the scientific literature is done on the species Daphnia similis and
Pseudokirchneriella subcaptata exposure to fluoxetine hydrochloride. Based on results obtained,
we carried out the environmental impact assessment for the Sewage Treatment Station
Piracicamirim River. However, there are no established standards for the concentration of
pharmaceuticals in the environment because they are not fully known ecotoxicological effects.
The data collected are intended to help prioritize and determine the need for studies that indicate
the occurrence, destiny, transport, health and elucidation of the effects caused by drugs, for the
continuous improvement of standards of water in Brazil and worldwide.

Key words: Ecotoxicology, Drugs, Fluoxetine.
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1 INTRODUCAO

Os estudos de impacto ambiental causados pelos produtos farmacéuticos tém sido
considerados relevantes e com crescentes investigagdes. O aumento de estudos nessa ultima
década ¢ justificado pelo grande nimero de artigos publicados, a ocorréncia generalizada desses
compostos, suas propriedades particulares como a persisténcia no ambiente bem como sua

capacidade de interferéncia em organismos mesmo em concentragdes extremamente baixas.

Inicialmente, o problema foi destaque nos EUA na década de 1970 (GARRISON et al.,
1976, HIGNITE et al., 1977) e quase uma década mais tarde, na Inglaterra (RICHARDSON et
al., 1985; AHERNE et al., 1985; AHERNE et al., 1990). No entanto, foi apenas em meados dos
anos 90 com os avangos das técnicas de andlises quimicas que aumentou o interesse e

conhecimentos sobre a presen¢a desses compostos no ambiente.

Farmacos e produtos de cuidado pessoal tem sido o foco das pesquisas ambientais mais
recentes, considerados contaminantes ambientais emergentes. Os fdrmacos sdo considerados

contaminantes emergentes devido a estas moléculas serem biologicamente ativas. Além disso, a



grande maioria destes possui caracteristicas lipofilicas e frequentemente apresentam baixa
biodegrabilidade no ambiente. Estas propriedades intrinsecas apresentam grande potencial para

bioacumulagao e persisténcia no ambiente (CHRISTENSEN, 1998).

A variedade de especialidades quimicas farmaco-terapéuticas bem como os metabdlitos
gerados, os farmacos excretados inalterados ou na forma conjugada através de urina e fezes,
assim como os descartes inadequados e os medicamentos vencidos indicam a necessidade de
estudos relacionados aos aspectos ecotoxicologicos, quantificacdo e identificacdo quanto a
presenga destes compostos nas varias matrizes ambientais e eficiéncia na remog¢do dos mesmos

(CAMINADA, 2008).

Técnicas de cromatografia cada vez mais avancadas de detec¢do e quantificagdo com
intervalos na faixa de pg/L e ng/L permitiram que pesquisadores quantificassem grande niimero
de compostos, ou seja, os farmacos, seus principais metabolitos e seus excipientes no ambiente,
gerando como consequéncia maior preocupagao na comunidade cientifica (KUMMERER et al.,

2001; PFLUGER et al., 2001; ZUCCATO et al., 2006; BUCHBERGER, 2007).

As substancias sdo encontradas no ambiente de forma inalterada e/ou metabolizada. Han
et al. (2006) descreve que na forma de metabolitos, algumas substancias sdo mais lipofilicas e

mais persistentes do que a droga original, ndo metabolizada.

Entre as substincias ativas mais prescritas no mundo estdo os farmacos da classe
psiquiatrica como os antidepressivos, sedativos, ansioliticos e hipndticos. Os antidepressivos sdo
responsaveis pela inibi¢ao seletiva da recaptacdo da serotonina, sendo que sua a¢do ocorre na

modulagdo dos niveis do neurotransmissor serotonina (BROOKS et al., 2003).

A fluoxetina ¢ um medicamento antidepressivo sendo frequentemente utilizada para outros
fins terapéuticos. Entre o grande numero de compostos farmacologicamente ativos, esta droga
deve ter atencao especial, pois tem sido detectada frequentemente em matrizes ambientais. Os
episddios de ocorréncia sdo uma consequéncia do elevado uso pela populagdo e inadequado

sistema de tratamento de aguas residudrias nas Estagdes de Tratamento de Esgotos (ETEs).



O conhecimento da eficiéncia de remog¢do dos compostos farmacéuticos nos sistemas
atuais de tratamento ¢ de grande importancia, pois no futuro podem ser necessarias adaptacdes,
ou mesmo a implantacdo de sistemas de tratamento complementares e mais eficazes para a

remogao de farmacos do ambiente (BROOKS et al., 2002).

No entanto, ndo hd nenhum padrao estabelecido pelos Orgdos ambientais para a
concentracdo de farmacos nos efluentes. Com isso ¢ necessario conhecer os padrdes
ecotoxicologicos, para poder relaciond-los as concentragdes presentes nos efluentes. Para isso ha
diversos organismos que podem ser utilizados para testes ecotoxicoldgicos, entre eles estdo a
Daphnia similis e Pseudokirchneriella subcaptata organismos amplamente utilizados em ensaios

para avaliar a toxicidade aguda e a toxicidade crdnica, respectivamente.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo verificar a influéncia do medicamento cloridrato

de fluoxetina no ambiente aquatico.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar testes de ecotoxicidade com o medicamento genérico que contém
Cloridrato de Fluoxetina, obtido comercialmente, utilizando os organismos-teste
Daphnia similis e Pseudokirchneriella subcaptata;

e Realizar testes de ecotoxicidade com o composto padrao de Cloridrato de Fluoxetina

utilizando o organismo-teste Daphnia similis;



Comparar os resultados do medicamento genérico com os resultados do composto
padrao de Cloridrato de Fluoxetina;

Avaliar e quantificar a presenca do medicamento Cloridrato de Fluoxetina em
efluente final da Estagcdo de Tratamento de Esgoto de Piracicaba;

A partir dos dados da literatura e aqueles obtidos no presente estudo, pretendeu-se
estimar o potencial da fluoxetina em causar impacto no corpo receptor estudado (

Ribeirao Piracicamirim).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Farmacos e principais rotas de exposicio ambiental

A principal rota de exposicdo ambiental aos farmacos ¢ causada pelo homem através da
excrecdo inalterada de medicamentos na urina e fezes e disposi¢do através do sistema de
tratamento de esgoto (HOLM et al., 1995). Outras fontes importantes de contaminacao ambiental
por produtos farmacéuticos sao os efluentes das industrias de producdo farmacéutica e as aguas
residudrias provenientes de hospitais (LIN e TSAI 2002; PASCOE et al., 2003; LARSSON et al.,
2007; LI et al, 2008).

De modo geral, 40% a 90% da dose administrada de um firmaco sdo excretados
inalterados ou na forma de seus metabolitos, principalmente na urina, fezes ou esterco animal,
sendo frequentemente encontrados no esgoto doméstico (MULROY, 2001; CALAMARI et al.,
2003; BENDZ et al., 2005).



Estudos tém aumentado a eficacia de busca por determinados produtos farmacéuticos no
ambiente, resultando em maior niimero de publicacdes e contribui¢des na literatura cientifica.
(CHRISTEN, 2010). Paises e regidoes do mundo divergem sobre a prevaléncia de doencas,
residuos de processos de tratamento, habitos culturais e limitacdes econdmicas relacionadas ao
mercado farmacéutico (ZUCCATO et al., 2006). No entanto, as regides urbanas sdo as principais
fontes de contaminagdo, devido a proximidade de hospitais e Esta¢des de Tratamento de Esgotos
(ETEs). Além disso, a contribui¢do de residuos provenientes de regides rurais onde a agricultura,
pecuaria e aquicultura representam importantes formas de vida devem também ser consideradas

como importante.

Uma das maiores preocupagdes com os farmacos na agua sdo em lugares onde ha o reuso
indireto da agua, ou seja, o efluente ¢ descartado em corregos e rios, e entao retornam como fonte
natural para ser usado na produciio de dgua potavel nas Estagdes de Tratamento de Agua (ETA)
(NYENIJE, 2010). Mesmo em baixas concentracdes de farmacos ¢ desaconselhavel o reuso da

agua, devido a possivel bioacumulagdao (JONES et al., 2005).

Segundo Halling-Sorensen et al. (1998) as principais rotas de exposi¢do dos diferentes tipos

de farmacos no ambiente podem ser visualizadas em fluxograma esquematico na Figura 1.

A utilizagdo em grande escala de medicamentos ¢ decorrente do tratamento e da prevencao
de doengas da humanidade e dos animais, além da automedicacdo da populacdo, que sem
prescricdo médica utiliza remédios comuns, como os analgésicos, antiinflamatorios etc., e
consequentemente resultam na grande quantidade de medicamentos nos corpos d’agua, na flora e

a fauna aquatica (BOXALL, 2004; O’BRIEN, 2004).

Segundo o Ministério da Saide (BRASIL, 2009) o consumo indiscriminado de
medicamentos ¢ devido as prescrigdes médicas incoerentes e vendas irregulares, aliado as

propagandas ajudando a incentivar o consumo irregular dos mesmos.
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Figura 1. Fluxograma esquematico representando as principais rotas de exposi¢cdo de firmacos em matrizes
ambientais (fonte: Halling- Sorensen et al., 1998).



A entrada dos medicamentos nas matrizes ambientais ocorre por diferentes rotas, incluindo
a liberacdo de residuos no processo de fabricagdo. A liberacdo para o ambiente pode ocorrer via
administracado do farmaco pelo seguinte caminho: depois da administracdo, o medicamento ¢
absorvido, metabolizado e entdo excretado para a rede de esgoto e deste para o sistema de
tratamento de esgoto ou diretamente para o ambiente (BOXALL, 2004). Os medicamentos
podem também ser ingeridos e uma parte nao ser metabolizada pelo organismo, sendo excretada
na sua forma inalterada, desta forma estas substiancias sdo encontradas no ambiente de forma

inalterada ou metabolizada.

A entrada de substancias farmacéuticas nos sistemas aquaticos tem sido evidenciada pela
sua presen¢a em sistemas de tratamento de esgoto, rios, mares e dguas subterraneas (ASHTON et

al., 2004).

De acordo com Moretto et al. (2006) nas industrias farmacéuticas os rejeitos sao liberados
das seguintes areas de atuagao:

e Area de Pesquisa e desenvolvimento: onde os rejeitos sdo desde solventes, sais e
compostos organicos até corrosivos, oxidantes, residuos bioldgicos e radionuclideos;

e Sintese quimica: a maioria das drogas ¢ produzida sinteticamente e os despejos sdo as
substancias que sao utilizadas para purificar o composto;

e Extracdo de produtos naturais e fermentacao: despejando como rejeito material organico;

e Na formulacio dos medicamentos: os rejeitos sdo compostos sanitizantes e de

esterilizacao para a limpeza do local.

Devido ao excesso do uso de remédios pela populagdo, torna-se necessario o
monitoramento da concentracdo de farmacos nos efluentes. A Coréia, por exemplo, tem dado
grande atenc¢ao ao aumento das bactérias resistentes, devido ao uso frequente de antibidticos, com
1SS0, a preocupagdo com o risco ambiental surgiu como o principal ponto de estudo no pais (LEE
et al., 2008). No Brasil, a compra de medicamentos sempre foi controlada pela apresentagdao da
receita médica, no entanto, alguns antibidticos eram vendidos sem a receita. De acordo com a
nova determinagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) esta pratica foi

proibida. Com a resolucao n°44 de 26 de outubro de 2010, todo e qualquer medicamento deve ser
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vendido através de receita médica, em especial os antibidticos e remédios de tarja preta, sendo
que as farméacias terdo que ficar com uma copia dessa receita e prestar contas no sistema

da ANVISA.

Os impactos da satide ambiental sdo mais dificeis de serem avaliados. A United State Food
and Drug Administration (FDA), desde 1980 avalia os riscos ambientais do uso dos
medicamentos veterindrios que afetam os organismos aquaticos e terrestres, enquanto que para os
medicamentos humanos a investigagdo acontece quando a concentragdo no ambiente aquatico ¢ >
1 ng/L. Estes estudos de impacto ambiental investigam o potencial de efeito negativo em peixes,
Daphnias, algas, bactérias, minhocas, plantas e invertebrados. Para a avaliagdo de risco sdo
usualmente feitos padroes de teste ecotoxicologico, utilizando-se organismo-teste,
frequentemente com ciclo de vida curto, com foco na mortalidade do organismo e nas diferentes

concentragdes de compostos determinados (BOXALL, 2004).

A probabilidade de impactos ambientais pelos produtos farmacéuticos pode ser avaliada
através de abordagens probabilisticas, usando dados existentes para contribuir para uma avaliagdo

dos riscos ambientais (CHRISTESEN et al., 2009).

Enick e Moore (2007) desenvolveram uma andlise mostrando que se os valores de
contaminag¢do farmacéutica do ambiente sdo incorporados a avaliacdo, caracterizagdo e gestao do
risco, os resultados das avaliacdes refletem com mais precisdo as necessidades dos varios
intervenientes. Esse reconhecimento e precaucao fornecem uma dire¢ao para futuras pesquisas e

o desenvolvimento de politicas publicas.

As misturas de diferentes farmacos ilustram a necessidade de considerar o papel dos
metabolitos na avaliacao de riscos. Resultados experimentais confirmam que metabdlitos ativos

podem contribuir significativamente para o quociente de risco da mistura (ESCHER et al., 2010).

A diretiva 93/67 da Comissdo da Comunidade Européia classifica os farmacos de acordo
com a concentracdo efetiva mediana em diferentes classes para os organismos aquaticos, sendo

(apud CLEUVERS, 2003):
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e Muito toxico: Valor < Img/L;
e Toéxico: 1 — 10 mg/L;
e Nocivo: 10— 100 mg/L.

Entre os farmacos encontrados em ambientes aquaticos estdo os analgésicos,
contraceptivos, antiinflamatdrios, betabloqueadores, antibidticos, reguladores lipidicos,
compostos neuroativos, entre muitos outros. Os organismos aquaticos sdo importantes alvos
porque constantemente sdo expostos aos efluentes domésticos e industriais em toda sua vida

(FENT et al., 2006).

No processo de tratamento tradicional de dgua, que compreende as etapas de coagulacao,
floculagdo, sedimentacao e filtracdo, seguido pela desinfec¢ao ndo ha eliminacao completa dos
farmacos (HAN et al., 2006). Ja no tratamento de esgotos pode haver reducgdes significativas ou
ndo dos farmacos, pelo fato da presenca elevada da diversidade microbiolégica presente nos

sistemas bioldgicos de tratamento de aguas residudrias.

Vérios pesquisadores tém relatado a presenca de compostos farmacéuticos, tanto de origem
veterindria, quanto humana, em afluentes e efluentes de ETEs, ETAs e em outras matrizes
ambientais tais como solo, sedimento e aguas naturais, em concentragdes que variam na faixa de
ng/L e ng/L (HALLING-SORENSEN et al., 1998; STUMPF et al., 1999; GHISELLI e
JARDIM, 2006; ZUCCATO et al., 2006; ).

No tratamento de esgoto dois processos sdo geralmente importantes: adsor¢ao as particulas
de solidos suspensos e biodegradagdo. A adsor¢do depende da interagdo hidrofébica e
eletrostatica do farmaco com as particulas e a biodegradagdo depende de micro-organismos
especificos. A fotodegradagdo tem demonstrado grandes eficiéncias nos tratamentos, mas exige
que haja alta irradiagdo solar e, portanto, deve ser realizada em lugares com latitude e estagdo do

ano de acordo com a irradiagdo (FENT et al., 2006).
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A avaliacdo da eficiéncia de remo¢ao em ETEs foi estudada em detalhe, mostrando taxas de
remogao que podem variar de 1 a 99% (TERNES, 1998; STUMPF et al., 1999; LINDQVIST et
al., 2005; ROBERTS e THOMAS, 2006).

Normalmente, os melhores resultados de biodegradagao dos farmacos sdo obtidos quando o
tratamento de lodos ativados ¢ realizado mediante o aumento no tempo de retencdo hidraulica e
da utilizagao de lodos estabilizados (FENT et al., 2006). Torna-se importante ressaltar que se um
farmaco especifico ndo ¢ detectado em efluente de ETE, ndo implica que ele tenha sido
totalmente removido, mas que em algumas ocasides,
podem ter sido degradados, dando origem a  metabdlitos  desconhecidos
que posteriormente contaminam as aguas superficiais (DAUGHTON e TERNES, 1999;
ZWIENER et al., 2001; HEBERER, 2002).

Tendo em vista que ainda ¢ necessario melhor conhecimento do impacto que os firmacos
produzem na saude do ecossistema e na interagdo dos diferentes compostos, métodos sao
discutidos para reduzir essas substancias no ambiente. Varios processos sdo desenvolvidos, por
enquanto, somente em teoria como o controle de farmacos na fonte, a segregagdo, o tratamento
dos residuos para remover compostos farmacéuticos e a melhoria do sistema disponivel para
dados médicos. Essas fontes incluem a etiquetagem dos residuos, disposicdo de controle e

separacao da urina (BOXALL, 2004).

Férmacos sdo projetados para ter um modo especifico de a¢do e muitos deles sdo
persistentes no corpo. Estas caracteristicas tornam os produtos farmacéuticos importantes alvos
de pesquisa onde devem ser avaliados para potenciais efeitos sobre a flora e fauna aquaticas

(KAR e ROY, 2010; SANTOS et al., 2010).

3.2 Deteccao de FArmacos no Ambiente

Até poucos anos atras o foco das pesquisas estava direcionado ao tratamento de efluentes,

que apresentavam quantidades elevadas de nitratos, fosfatos e surfactantes. Ao longo dos ultimos
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dez anos, observaram-se quase universalmente melhorias quanto a esses critérios (HLUG, 2004).
Sendo essas cargas poluidoras menos proeminentes objetivaram-se outros focos. Nestes sdo
incluidos os residuos de produtos farmacéuticos presentes na agua. Em 1954, Demoll expressou
sua preocupagao com esta questdo. No entanto, o trabalho de Demoll incluia apenas
medicamentos veterindrios, com repercussdo para o direcionamento da questdo no ambito da

medicina humana.

Nas décadas de 1970 e 1980 as disposicoes e pesquisas foram feitas somente em aguas
superficiais, onde Garrison ef al. (1976) demonstraram a presenga de 0.8 ng/L de ciprofloxacina

em aguas residudrias.

Richardson e Bowron (1985) relataram a presenca de 186 substancias na agua superficial
incluindo 0.44 pg/L carbamazepina (anticonvulsivante), 6.3 pg/L ciprofloxacina (regulador

lipidico) e 3 ng/L 17a-etinilestradiol (hormonio).

Nos anos seguintes houve aumento relevante das detec¢des de farmacos, tornando-se cada
vez mais evidente a presenca de residuos de produtos farmacéuticos em aguas superficiais. A
razao para a crescente ocorréncia nao estd no descarte ilegal, mas no fato de que muitas dessas
substancias sdo resistentes a biodegradacdo. Outro fator importante sdo as melhorias de
sensibilidade e eficiéncia dos métodos analiticos com limites de deteccdo em concentragdes

muito baixas.

Kasprzy-Hordern et al. (2008) relataram a presenga de diversos compostos farmacéuticos,
produtos de uso pessoal, disruptores endocrinos e drogas ilicitas em aguas superficiais nos rios
Taff e Ely em South Wales no Reino Unido. Entre os diversos compostos detectados, o

medicamento antidepressivo amitriptilina foi detectado em quantidades de até 2,1 ng/L.

Carballa et al. (2008) realizaram estudo do consumo e taxas de excre¢ao de 17 farmacos e
dois perfumes (musk) pela populacdo espanhola. Constatou-se a presenca de diversos compostos
em quantidades muito elevadas. Estima-se que a quantidade de alguns produtos farmacéuticos

alcanga a marca de centenas de toneladas por ano.
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Farre et al. (2008), descreve a presenca de farmacos, seus metabolitos e os produtos de
transformagdao em aguas superficiais e esgotos em Barcelona, na Espanha. Ainda na Espanha,
Calderon-Preciado (2011), detectou a presenca de 26 compostos farmacéuticos em locais de

constante uso da irrigagdo agricola.

Um estudo realizado ao longo do rio Llobregat na Espanha detectou 29 farmacos
comumente utilizados pela populagdo, entre eles a presenca da fluoxetina (ug/L) e outros
farmacos para tratamentos psiquicos. O rio possui taxas seguras para 0s organismos aquaticos

apenas a montante (GINEBREDA et al., 2010).

Drogas de abuso como ecstasy, heroina, anfetamina, morfina, cocaina, entre outros, foram
detectados em 4guas superficiais ao longo da bacia do rio Ebro na Espanha. Apesar da
impossibilidade na quantificacdo desses compostos, a presenga deles estava na faixa de pg/L. A
Espanha estima que haja um consumo total anual de 36 toneladas desses compostos,

movimentando 1,1 bilhdes de euros no mercado negro (POSTIGO et al., 2010).

O governo da Suécia encomendou estudo sobre os efeitos dos produtos farmacéuticos. Os
fatores considerados foram tempo de meia-vida, biodegradabilidade, ocorréncia ambiental e
estatisticas de vendas da Suécia. Foram selecionados 27 ingredientes farmacé€uticos ativos para
avaliacdes de perigos e riscos ambientais. No entanto, apenas 9 foram identificadas como
perigosas para o ambiente, entre os compostos destacam-se os hormdnios (CARLSSON et al.,

2006).

Estudos realizados com o efluente hospitalar na Suica revelaram que a maior carga de

farmacos era proveniente do centro de psiquiatria onde foram detectados 42 farmacos diferentes

(ESCHER et al., 2011).

Clarke e Smith (2011) realizaram estudos sobre os compostos quimicos frequentemente
presentes nos lodos de ETE. Os compostos foram avaliados com base na persisténcia no meio

ambiente, toxicidade humana, bioacumulacdo nos seres humanos ¢ ao meio ambiente,
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ecotoxicidade e no numero de estudos realizados sobre esses compostos. As substancias quimicas
identificadas foram classificadas em ordem decrescente de prioridade: compostos perfluorados,
alcanos policlorados, bifenilos naftalenos, organoestanicos, éteres difenil polibromados, triclosan,
triclocarban, benzotiazois, antibidticos € medicamentos; almiscares sintéticos; bisfenol A,

compostos de amdnio quaternario, esterdides, ésteres de ftalato dcido e polidimetilsiloxanos.

Aguas subterraneas em sitios nos Estados Unidos também foram avaliadas. Em 20% das
amostras foram detectadas a presenca de compostos farmacéuticos (FOCAZIO et al., 2008).
Ensaios posteriores foram realizados constatando que a presenca de contaminantes agricolas
afetam o ciclo de vida do organismo Chironomus riparius em concentracoes de pg/L (PARK et

al., 2010).

Pesquisas analisaram os produtos farmacéuticos em efluentes a partir de uma estacao de
tratamento de aguas residuais que serve cerca de 90 fabricantes de medicamentos a granel em
Patancheru, perto de Hyderabad, India, local de grande producdo de medicamentos genéricos
para o mercado mundial. As amostras continham os mais altos niveis de produtos farmacéuticos
relatados em qualquer efluente mundial. Os altos niveis de antibioticos de largo espectro
levantaram preocupagdes sobre o desenvolvimento de resisténcia de bactérias. A concentragao da
droga abundante (ciprofloxacina) foi detectada em até 31.000 g / L; superior a niveis toxicos para

algumas bactérias em mais de 1000 vezes (LARSSON et al., 2007).

A presenca de farmacos foi também avaliada em lagoas de estabilizagdo no Canada onde
diversos compostos foram detectados entre eles a fluoxetina em niveis de ng/L. No entanto, as
maiores preocupacoes sao acerca dos antibidticos, os quais interferem no processo de tratamento

(MACLEOD e WONG, 2010).

No Rio Douro em Portugal, foram detectados seis diferentes farmacos onde a
carbamazepina esteve presente em 100% das 87 amostras coletadas (MADUREIRA et al., 2010).
Na Africa Subsaariana, atualmente menos de 30% dos esgotos sdo tratados, todo o
restante ¢ descartado em aguas superficiais e subterraneas, voltando como fonte de dgua potavel.

A qualidade dessas aguas ficam comprometidas devido a grande quantidade de poluentes, e
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consequentemente, ocorrem diversos danos ao ambiente, como por exemplo, a mortalidade dos
organismos aquaticos. Existe grande necessidade de estudos para elucidagdo dos efeitos nessa

regido, além do aumento do saneamento basico ao alcance da populacao (NYENJE, 2010).

Além disso, hd uma necessidade de pesquisas de subprodutos (metabolitos e produtos de
transformag¢do) na ocorréncia, caracterizagdo e destino em todos os tipos de dgua, principalmente

na agua potavel (MONPELAT, et al. 2009).

3.3 Efeito dos farmacos na biota

Até o momento existem poucas informagdes sobre os possiveis efeitos ambientais
causados por residuos farmacéuticos, em particular poucas informagdes sobre os efeitos cronicos
(OETKEN et al., 2005). Estima-se que as investigagdes sobre esses efeitos aumentem, dado o

nuamero crescente de medicamentos oferecidos.

Contatou-se que as concentracdes ambientais de produtos farmacéuticos podem causar
efeitos na vida selvagem, se apropriadas ferramentas ndo sio aplicadas para a avalia¢do do efeito

(KUMMERER, 2009).

Pouco se sabe sobre a atividade potencial dos hormdnios, que ¢ de particular interesse
devido a potenciais efeitos em longo prazo sobre a fertilidade e reprodugdo de organismos
aquaticos. Além disso, ha a necessidade de avaliar a atividade combinada de misturas de produtos
farmacéuticos (FENT e al., 2006). Estudos avaliaram o comportamento de peixes adultos
quando expostos a diferentes tipos de hormonios e percebeu-se alteracdes no sistema enddcrino e
aumento da agressividade da espécie apds a exposi¢ao (CLOTFELTER e RODRIGUEZ, 2006;
CLUBBS e BROOKS, 2007).

A substancia 17a-etinilestradiol em concentragdes de ng/L é capaz de causar a feminizacao

em peixes e as concentracdes detectadas sdo ambientalmente relevantes. Os efeitos dos toxicos
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ndo letais podem ser exemplificados pela disfuncdo hormonal causada no sistema sexual de
moluscos por disruptores enddcrinos presentes em ambientes contaminados, sendo este um
problema mundial, pois ao alterar os orgdos sexuais dos moluscos, a multiplicacdo destes
organismos torna-se impossivel, ndo ocorrendo a perpetuacdo da espécie (STROBEN et al.,

1992; OEHLMANN et al., 1996; BAUER et al., 1997).

No inicio de 1990, especialmente no continente americano verificou-se a deformacao de
anfibios, sendo detectadas ras com pernas extras ou aparelho vocal atrofiado (OUELLET et al.,
1997, GARDINER e HOPPE, 1999). A causa desses efeitos esta relacionada a presenga dos
pesticidas, hormdnios e outros xenobidticos (HAYES et al., 2002). A falta do aparelho vocal
nestes organismos afeta a sua reproducdo, uma vez que a vocalizagdo tem a fun¢do de atrair
parceiros. Da mesma forma, as pernas adicionais comprometem a reproducao impedindo o apego

aos parceiros.

Oaks et al. (2004) observaram a extingdo em massa entre as populagdes de abutres no
sudeste asiatico, provocada por diclofenaco. Os animais consumiram carne de gado doente
contaminada com elevadas concentragdes deste farmaco (droga antiinflamatoria), como resultado

de gota visceral, a deposicao resultou em calculos de acido urico em todos os 6rgaos das aves.

Os efeitos prejudiciais ainda ndo sdao claramente observaveis, entretanto Triebskorn et al.
(1994) relatam que etinilestradiol, outros hormonios e desreguladores enddcrinos provocaram o
perda de peso e a mudanca comportamentais em larvas de truta arco-iris. A microscopia
eletronica também pode identificar outros danos como disfun¢do do sistema celular Optico e no

estrato do nervo Optico dos peixes.

As baixas concentracdes de poluentes nem sempre sdo seguras, pois sdo capazes de
provocar extingdo em massa visivel de organismos, com séria ameaga para as populagdes.
Espera-se que futuramente todas as substancias estranhas sejam revistas para potenciais efeitos
nocivos, para se necessdrio introduzir medidas mitigadoras de reducdo da entrada desses
poluentes no meio aquatico. Isto também se aplica aos fArmacos detectados no ambiente, mesmo

aqueles que se apresentam em pequenas quantidades.
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3.4. Fluoxetina e Toxicidade

A molécula de Fluoxetina foi descrita pela primeira vez na Literatura Cientifica como Lilly
110140 (na forma cloridrato), demonstrando alto potencial de inibi¢do seletiva da recaptacao de
serotonina, sendo publicado na revista Life Sciences de Agosto de 1974. Desde entdo, amostras
suplementares do composto Cloridrato de Fluoxetina tém sido disponibilizadas para
investigadores fora dos laboratorios de pesquisa Lilly. A inibicdo da recaptacdo da serotonina
permanece nas consideragdes como o principal mecanismo de acdo da fluoxetina, um agente
farmacologico extensamente usado, mesmo apos mais de 30 anos de extensas investigagdes

(FERNANDES et al., 2009).

No inicio dos anos 70, surgiram evidéncias do desempenho da serotonina (5-
hidroxitriptamina, ou 5-HT) no combate a depressao e ganhou corpo a hipotese de que o aumento
da neurotransmissao da 5-HT seria um mecanismo viavel para mediar a resposta antidepressiva.
Baseado nesta hipotese, foram iniciados esforgos para sintetizar agentes que inibissem a
recaptacdo da 5-HT da juncdo sinaptica. Estes estudos levaram a descoberta do Cloridrato de
Fluoxetina, como inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina (Prozac®; Eli Lilly), que teve a
sua agdo antidepressiva comprovada pela primeira vez no ano de 1979. O medicamento foi
aprovado para o tratamento da depressao na Bélgica em 1986 e pela FDA dos Estados Unidos em

1987 (FERNANDES et al., 2009).

A Tabela 1 expressa algumas caracteristicas da molécula de fluoxetina.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas da Fluoxetina

N-metil-3-fenil-3-[4-
Nome IUPAC: (trifluorometil) fenoxi]
propano-1-amina
CAS NUMBER 54910893 (EPA, 2009)
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Agente Antidepressivo

Férmula molecular Ci7H1sF3NO.HCI

Peso molecular 309,32613g/mol

Estado Sélido cristalino

Cor P¢ branco cristalino ou quase branco

Ponto de fusio 158,4°C e 158,9 °C

Solubilidade: Facilmente solivel em metanol, soluvel em 4&gua na

concentracdo de 50 mg/ml e em diclorometano

O medicamento cloridrato de fluoxetina deve ser utilizado de acordo com a patologia

variando-se a posologia de 20 a 60 mg/dia.

A fluoxetina ¢ parcialmente metabolizada no figado a norfluoxetina e ambos sao excretados
na urina. A meia vida de eliminacdo da fluoxetina ¢ de 4 a 6 dias e a de seu metabdlito ativo ¢ de
4 a 16 dias. Cerca de 20-30% da dose de fluoxetina ingerida por humanos ¢ excretada na sua

forma de metabolito, ou seja, norfluoxetina (HARTKLE e MUTSLER, 1993).

A taxa de excre¢do da forma inalterada depende do farmaco, da dose e do individuo. Apods
administracdo oral, a fluoxetina é excretada em sua forma original em quantidade proxima a

10% principalmente através da urina (HIEMKE e HEARTTER, 2000).

De acordo com Besse e Garric (2010) em estudo realizado na Franca revelou que a
fluoxetina ¢ um dos medicamentos que requerem atencdo especial por seus relevantes efeitos

adversos.

Segundo Brooks et al. (2003) existe grande desconhecimento sobre o comportamento
ambiental da fluoxetina, a ocorréncia de residuos deste composto em aguas e sedimentos e seu

potencial efeito sobre os organismos aquaticos, especialmente em invertebrados aquaticos.

Kolpin et al. (2002) detectaram em aguas superficiais dos Estados Unidos 0,012 pg/L de
Cloridrato de Fluoxetina. Em estudos posteriores, Kolpin et al. (2004) detectaram 0,018 pug/L de

fluoxetina, além da presenca de outros 75 compostos farmacéuticos em rios canadenses. Outra
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demonstracdo da ocorréncia da fluoxetina no ambiente aquatico foi realizada por Metcalfe et al.

(2003) encontrando 0.099 pg/L de cloridrato de fluoxetina rio Litlle (Ontario, Canada).

Farmacos como fluoxetina, paracetamol, ibuprofeno, carbamazepina entre outros, foram
detectados em terras agricolas no Canadé a cerca de aproximadamente 0,10 m de profundidade

do solo em quantidades de ng/L (LISSEMORE et al., 2006; EDWARDS et al., 2009).

Em estudos realizados na Croécia, Sérvia e Bosnia, foram quantificados 70 compostos
quimicos e a concentracdo de fluoxetina presente nas aguas superficiais foi de 0,035ug/L

(TERZIC, 2008).

Em outro estudo realizado em diversos rios em cidades da Espanha, a fluoxetina estava
presente em 80% das amostras de dguas superficiais sendo detectada em quantidades de 44 pg/L.
Os rios de Madrid foram os mais contaminados pela presenca dos farmacos (GONZALEZ-

ALONSO et al., 2010).

Um estudo encomendado pelos EUA, referente a toxicidade dos antidepressivos para
algas/fitoplancton revelou inibi¢do do crescimento, mé distribuicdo das espécies e danos no
microcosmo. A sertralina foi o composto mais toxico testado seguido de fluoxetina e
fluvoxamina (JOHNSON et al., 2007). Em pesquisas posteriores elegeu-se um ranking com os
100 produtos farmacéuticos com nivel de alerta, onde a fluoxetina apareceu em oitava posi¢cdo na
lista de produtos com potencial para causar efeitos ecologicos e seu metabolito, a norfluoxetina
aparece na trigésima terceira posi¢do na lista geral de compostos. Nesse estudo, a fluoxetina
ainda aparece na lista de compostos com potencial efeitos teratogénicos, ocupando a décima nona
posi¢ao (KUMAR e XAGORARAKI, 2010). Os lodos das estagoes de tratamento também foram
analisados, sendo identificados 72 produtos farmacéuticos. A fluoxetina foi quantificada nos
lodos em média de 171ug/L. A soma dos produtos investigados que sdo destinados ao solo
foram estimadas em 210 — 250 mil toneladas de farmacos por ano (MCCLELLAN e HALDEN,
2010).
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Desde que a Unido Européia proibiu o descarte de lodos no mar, passou-se a utilizar parte
deles para fins agricolas como modo de adubacdo das terras. No entanto, muitos compostos
podem ser transportados ao longo da cadeia produtiva, como produtos organicos e farmacos.
Redshaw et al. (2008) pesquisaram a capacidade de absor¢do da fluoxetina em hastes de Brassica
oleracea var botrytis (Couve-flor) onde notou-se absor¢do de 5% da carga aplicada. Em
pesquisas posteriores acerca da presenga de compostos farmacéuticos em solos agricolas,
percebeu-se a persisténcia da fluoxetina durante os trés anos de estudo, sem diminui¢do das taxas

iniciais (WALTERS et al., 2010).

Segundo Brooks et al. (2003) a fluoxetina acumula-se no cérebro, figado e tecidos dos
peixes. Os mesmos autores realizaram ensaios de toxicidade utilizando hidrocloridrato de
fluoxetina com os organismos-teste Ceriodaphnia dubia, Daphnia magna e Pimephales promelas
onde a concentragdo letal (CLsg) foi 234 pg/L, 820 pg/L, e 705 pg/L, respectivamente. Para o
organismo-teste Pseudokirchneriella subcaptata a concentracdo de 14 pg/L diminuiu a resposta
de crescimento, e a concentragcdo de 223 pg/L mostrou inibigao da reproducao para Ceriodaphnia
dubia. Realizaram ainda ensaios de toxicidade avaliando o crescimento com 0s organismos
Oryzias latipes, Chironomus tentans € Hyalella azteca. O organismo Oryzias latipes foi afetado
pela exposicdo a fluoxetina na concentracdo de 8,9 mg/L. Para Chironomus tentans e Hyalella
azteca observou-se diminui¢do do crescimento em concentragdes de 1,3 mg/kg e 5,6 mg/kg

respectivamente.

Stanley et al. (2007) realizaram ensaios de toxicidade com Daphnia magna e Pimephales
promelas utilizando hidrocloridrato de fluoxetina, sendo que a CL50 foi de 170 pg/L e 133 pg/L

respectivamente.

Nentwig (2006) realizou ensaios de toxicidade utilizando quatro classes de farmacos
incluindo o medicamento fluoxetina para os organismos Chironomus riparius, Lumbriculus
variegates e Potamopyrgus antipodarum, onde as concentragdes que afetaram o

crescimento/desenvolvimento estavam na faixa de pg/L.
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A exposi¢do cronica de Daphnia magna a fluoxetina na concentracdo de 36 pg/L,
produziu efeitos evidentes sobre o processo de vida normal do organismo causando danos na taxa
de fecundidade, razao sexual ¢ mortalidade. Quando o medicamento foi combinado com acido
clofibrato resultou em deformidades significativas, incluindo carapacas malformadas e
dificuldade de movimentagdo devido a falta de membros locomotores (FLAHERTY e DODSON,
2005). Uma explicagdo para esse resultado ¢ que a fluoxetina, como um inibidor seletivo da
recaptacdo da serotonina, aumenta a atividade da serotonina, cuja produgdo estd ligada ao
crescimento metabolico de D. magna (HECKMANN et al., 2007, HANSEN et al., 2008).
Neuwoehner et al. (2010) em estudos sobre a toxicidade da fluoxetina para Daphnia magna
constataram que ocorre aumento da toxicidade de acordo com o aumento do pH das solugdes-

teste.

Pery et al. (2008) realizaram ensaios de toxicidade para fluoxetina utilizando como
organismo-teste Daphnia magna, Hyalella azteca, Potamopyrgus antipodarum e Chironomus
riparius. Para D. magna, um estudo multi-geracional foi realizado com a exposi¢ao de
organismos recém-nascidos. Os efeitos da fluoxetina sobre a populagdo de D. magna e P.
antipodarum foram em quantidades de 8,9 e 10 pg/L respectivamente. Os dafinideos sofreram
alteragdes no crescimento e a partir da segunda geracdo, efeitos mais pronunciados foram
identificados. Os efeitos em H. azteca ocorreram na faixa de 33 pg/L, afetando o crescimento dos
organismos expostos. Nao houveram efeitos perceptiveis em C. riparius, sugerindo que a
fluoxetina possui mecanismos especificos de acdo sobre o crescimento e desenvolvimento de

culturas.

De-Lange et al. (2006) avaliaram o efeito de trés medicamentos incluindo fluoxetina para
a espécie de invertebrados bentonicos Gammarus pulex. Constataram que exposicoes a baixas
concentragdes de fluoxetina (10 ng/L) resultaram em diminuicdo significativa na atividade dos

organismos e diminui¢do do crescimento populacional.

As concentragdes de efeito observavel de fluoxetina para o zooplancton e organismos

bentonicos foram em pg/L, ou seja, proximas as concentracoes medidas no efluente das ETEs.
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Em &guas superficiais as medidas foram mais baixas (ng/L) mostrando o risco ambiental para

efeitos cronicos (FENT et al., 2006).

Estudos demonstraram a toxicidade da mistura de diferentes inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina (ISRS), incluindo a fluoxetina, fluvoxamina e sertralina, para a
comunidade zooplanctonica, onde foram analisados 12.000 microcosmos. Os rotiferos e os
copépodas foram mais sensiveis a essa mistura apresentando leves alteracdes em niveis de ng/L

(LAIRD et al., 2007; BLASCO e PICO, 2009; MORLEY, 2009,).

Estudos detectaram a presenga de compostos farmacéuticos em células do figado de trutas
(Oncorhynchus mykiss) do Canadd, influenciando no metabolismo oxidativo das células e
provocando consequentemente danos aos organismos. Entre os compostos detectados o destaque
¢ para a fluoxetina com altos indices de citotoxicidade (GAGNE et al., (2006); THIBAUT e
PORTE, 2008; SCHNELL et al., 2009).

A exposicdo de peixes da espécie Morone saxatilis a fluoxetina durante 6 dias numa
concentragdo de aproximadamente 20 pg/L diminuiu a atividade cerebral e a capacidade do
organismo em capturar presas. Quando colocados em periodo de recuperacdo em agua limpa, os
danos permaneceram (LAVILLE et al., 2004; GAWORECKI et al., 2008). A injecdo de
fluoxetina em baixas concentragdes em peixes dourados (Carassius auratus) provocou alteragdes
no crescimento, danos no hipotadlamo e telencéfalo, diminuicdo da ingestdo de alimento e
modificagdes nos niveis hormonais mostrando perturbacdes na fisiologia reprodutiva
(MENNIGEN et al., 2009; MENNIGEN et al., 2010A e B). A exposicao ambiental a fluoxetina
tem o potencial de afetar os mecanismos de osmoregulacao intestinal e excrecao de nitrogénio

branquial em peixes (MORANDO et al., 2009).

Nakamura et al. (2008) e Paterson e Metcalf (2008) realizaram pesquisas acerca da
bioacumulacdo da fluoxetina em peixes (Oryzias latipes). No teste de bioacumulagdo, as
concentracdes de fluoxetina e seu metabolito principal, norfluoxetina, no corpo dos organismos e

no figado foram medidos. Os fatores de bioconcentragdo de fluoxetina foram de 8,8; 3,0 x 10 e
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2,6 x 10% ug kg™ no corpo e 3,3 x 10% 5,8 x 10 ¢ 3,1 x 10° pg kg no figado em pH 7,8 ¢ 9,

respectivamente.

A exposi¢ao cronica de anfipodas marinhos a concentracdes de 100 ng/L de fluoxetina
alterou a fototaxia e geotaxia desses organismos, além dos niveis de serotonina. Os parasitas
hospedeiros desses organismos também sofreram alteragdes comportamentais (GULER e FORD,

2010).

A exposicdo de dois gastrépodas de agua doce (Valvata piscinalis e Potamopyrgus
antipodarum) a presenca de fluoxetina em niveis de mg/L foi avaliada, ocorrendo diminui¢ao dos
parametros de reproducao (tais como 0 nimero
de recém-nascidos ¢ o nimero de embrides na bolsa incubadora), tamanho dos organismos,
aumento no tempo de maturacao dos organismos jovens e alteragcdes nos niveis de testosterona

(GUST et al., 2009; GUST et al., 2010 a, b e c).

Em bioensaio ultilizando peixe Oryzias latipes, Foran et al. (2004) mostraram os niveis
de estrogeno no peixe fémea e Iwamatsu et al. (1993) observaram maturac¢ao precoce de oocitos,

fatores estes ocasionados pela exposicao ao cloridrato de fluoxetina.

Em ensaios com Chironomus tentans foram identificados por Brooks et al. (2003) um
CL50 de 15,2 mg/kg de sedimento contendo cloridrato de fluoxetina. O crescimento das larvas

também se mostrou reduzido.

Em ensaios com ratos, ha relatos de toxicidade aguda em niveis de mg/L para fluoxetina e

seu metabolito, norfluoxetina (NALECZ-JAWECKI, 2007).

Testes de toxicidade aguda geralmente tém falhado na detec¢do da acdo sutil provocada
pelos compostos farmacéuticos em concentragdes ambientalmente relevantes e t€ém muitas vezes,
negligenciado o fato de que a toxicidade pode ser influenciada por efeitos cumulativos e

sinérgicos (SCHNELL, 2009).
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3.5 Estimativa do potencial de impacto ambiental

O controle das caracteristicas dos efluentes liquidos, baseado em andlises quimicas e limites
estabelecidos, tem sido efetuado desde o ano de 1976 para verificacdo dos limites estabelecidos
na legislagdo brasileira. Tais limites foram originarios de documentos norte-americanos, no
entanto, naquela época, imaginava-se que os limites individuais das substincias seriam
suficientes para preservar a vida aquatica dos corpos hidricos receptores de efluentes. Ao mesmo
tempo, nos paises norte-americanos, o controle legal das caracteristicas dos efluentes foi
diferenciado, o qual se baseou na implantacao progressiva de tratamentos no periodo de 1972 até
1984 e, posteriormente, em agdes fiscalizatorias previstas quando todos os efluentes liquidos
possuissem tratamento para remocdo de poluentes convencionais tais como Demanda Bioquimica

de Oxigénio (DBO), pH, soélidos, bactérias patogénicas, entre outros (MOUNT, 1984).

Embora a abordagem norte-americana de controle de efluentes liquidos tenha sido diferente
daquela utilizada no Brasil, ambas convergiram para a necessidade de tratamento de emissoes
liquidas. Nesse contexto, a experiéncia norte-americana permitiu constatar que os efluentes,
mesmo apds o tratamento ndo estavam isentos de provocar efeitos toxicos aos organismos
aquaticos. Um levantamento parcial realizado nos EUA, no inicio dos anos 1980, indicou que
79% dos efluentes domésticos e 62% dos efluentes industriais apresentavam efeitos toxicos apds
os tratamentos para remog¢ao de poluentes convencionais. Ainda mais relevante foi o fato de que
43% dos efluentes domésticos e 46% dos efluentes industriais tinham potencial de causar efeitos

toxicos em diferentes recursos hidricos (TEBO, 1986).

Estudos brasileiros demonstraram que os sistemas de tratamento em muitos casos sdo
ineficientes para a remoc¢do da toxicidade de efluentes, mesmo quando o despejo atende os
limites estabelecidos nos padroes de emissao (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006). Nesses
estudos também foi demonstrado que a toxicidade remanescente dos efluentes, apos os
tratamentos pode causar efeitos nos respectivos corpos hidricos receptores. Portanto, hoje ¢é
reconhecido que somente os ensaios ecotoxicologicos possuem a peculiaridade de caracterizar os

efluentes liquidos de forma mais abrangente, englobando todos os seus constituintes quimicos,
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principalmente pelo fato de acusar a biodisponibilidade das substancias presentes, bem como em

detectar o efeito toxico resultante das interagdes entre essas substancias quimicas.

Desde 1990 a CETESB tem efetuado o enquadramento legal dos efluentes que causam
efeitos toxicos em um corpo hidrico, com base nos ensaios ecotoxicologicos. Para tanto, foram
utilizados os artigos 2° e 3° (inciso V) do regulamento da Lei n® 997 (SAO PAULO, 2003a)
aprovado pelo Decreto Estadual n° 8468 (SAO PAULO, 2003b) e suas alteragdes. Assim, no
passado o controle ecotoxicologico ocorreu de maneira implicita uma vez que, resumidamente, os
artigos mencionados proibem a liberacdo de poluentes que tornem ou possam tornar o meio

aquatico improprio, nocivo ou ofensivo a fauna e a flora.

No entanto, recentemente os instrumentos legais se tornam explicitos quanto ao controle
ecotoxicologico de efluentes. De acordo com a Resolugdio CONAMA 357/2005, Art. 34, os
efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderdo ser langados, direta ou indiretamente, nos
corpos de agua desde que obedecam as condi¢des e padrdes previstos neste artigo, resguardadas

outras exigéncias cabiveis:

§ 1° O efluente ndo deverd causar ou possuir potencial para causar efeitos toxicos aos
organismos aquaticos no corpo receptor, de acordo com os critérios de toxicidade estabelecidos

pelo 6rgao ambiental competente (BRASIL, 2005).

O principio “ndo devera causar” significa que o 6rgdo ambiental deve autuar o emissor com
base na constatagdo direta de que o efluente causa efeitos toxicos (agudos ou cronicos) no corpo
receptor. Além desse, outro fundamento legal especifico pode ser utilizado quando a redugdo dos
efeitos toxicos no efluente liquido implicar em melhorias significativas para o ambiente aquatico,
mesmo que atendendo a Resolugdo SMA-03/00 (SAO PAULO, 2000). Nesse sentido, o artigo 24
(paragrafo tinico) da Resolugdo CONAMA 357/2005 permite ao 6rgdo ambiental competente a
exigéncia de critérios ecotoxicoldgicos mais restritivos para o efluente, ou mesmo de melhor
tecnologia para o seu tratamento, desde que haja uma fundamentacao técnica proveniente dessa

entidade.
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Partindo desses principios, para a estimativa do potencial de efeito toxico de um efluente ¢
necessaria uma avaliag¢do inicial (estabelecimento da ecotoxicidade permissivel), além da qual
pode ser necessaria uma avaliagdo complementar (reavaliagdo do limite de ecotoxicidade), que
possibilite angariar conhecimentos especificos tanto da ecotoxicidade como da dispersao do

efluente.

A presenca de agentes quimicos nos ecossistemas aquaticos representa sempre um risco aos
seres vivos, ndo existindo na pratica o que se possa chamar de risco zero, ou seja, 100% de
seguranca de que ndo ocorram efeitos toxicos quando da exposi¢do dos organismos aos agentes
quimicos. Nesse sentido, o risco que um agente quimico impde aos organismos aquaticos ¢
avaliado por meio do julgamento cientifico da probabilidade de danos que suas concentragdes

ambientais, conhecidas ou estimadas, podem causar (CETESB, 2010).

No caso de efluentes liquidos a avaliacdo de risco também ¢ pertinente, visto que esses
despejos sdo constituidos por varios agentes quimicos lancados continuamente nos recursos
hidricos. Assim, no processo de julgamento cientifico para avaliar o risco que um efluente impoe
ao ambiente aquatico sdo consideradas, inicialmente, sua ecotoxicidade e sua dilui¢do no corpo
de 4gua (CETESB, 2010).

De acordo com CETESB (2010) a avaliacdo do impacto ¢ estimada comparando-se a
concentracdo do efeito toxico nos testes de toxicidade com a concentragao do efluente no corpo

receptor.

A concentragao do efluente no corpo receptor (CER) expressa em porcentagens ¢ calculada

pela equagao (01):

CER = QE x 100 (01)
QE + Q7,10

Onde:

QE = vazido do efluente;
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Q7. 10 = vazdo minima anual do rio, média de sete dias consecutivos, com probabilidade de

10 anos de retorno.

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 Concentragdo Letal (CLsp) ou Concentracdo Efetiva
(CEsp) praticamente cessam os efeitos toxicos agudos. Assim, a estimativa de impacto para

prevenir os efeitos agudos ¢ obtida como pode ser visto na equagao (02):

CER < ou = CE50 ou CL50 (02)
3

Sabe-se, também, que a relacdo entre a CL50 ou CES50 e Concentragdo Efeito Nao
Observavel (CENO) esta na ordem de 1/10. Portanto, com a obten¢do dos dados de toxicidade
aguda (CL50 ou CES50) ¢ possivel estimar a toxicidade cronica, expressa em CENO. Desse modo,
a estimativa de impacto para prevenir efeitos cronicos € obtida tanto com os resultados estimados

através de testes agudos como através de testes cronicos, como mostrado na equagao (03):

CER <ou=CE50 ou CL50 ou CER <ou = CENO (03)
10

A estimativa apresentada até este ponto se aplica as situacdes de mistura completa do
efluente no corpo receptor, baseando-se na utilizagdo de 3 espécies, no minimo de organismos
aquaticos bem como na suposi¢ao que ndo exista variabilidade na toxicidade do efluente ao longo
do tempo. No entanto, a utilizagdo de um ntmero reduzido de espécies pode gerar 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, pois ¢ praticamente impossivel avaliar a

toxicidade de um efluente com a maioria dos grupos taxondmicos existentes.

No que se refere a variabilidade na toxicidade de efluentes foi demonstrado que pode haver

variagoes ao redor de dez vezes. Assim, até que seja demonstrado que o efluente mantém um
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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 equagdes 4, 5 e 6:

- Para evitar efeitos toxicos agudos

CER < ou=CE50 ou CL50 (04)
300

- Para evitar efeitos toxicos cronicos

CER < ou=CE50 ou CL50 (05)
1000

ou,

CER < ou=CENO (06)

100

Os niveis de incerteza apresentados podem ser reduzidos desde que seja efetuada uma
avalia¢do da toxicidade do efluente, e a variabilidade nos niveis de toxicidade seja determinada

juntamente com um estudo quantitativo da dispersao do efluente no rio.

E importante ressaltar que para os efeitos toxicos carcinogénicos, assume-se que ha a
probabilidade de ocorréncia de dano em qualquer nivel de exposicdo, ou seja, nao ha limiar de
tolerancia, ndo sendo estabelecida dose de referéncia. Alguns estudos tém demonstrado que uma
significativa reducdo 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 preservacao da vida
aquatica. Nesses casos, a toxicidade do efluente deve ser reduzida aos niveis solicitados pelo
orgdo de controle, utilizando a metodologia € o conhecimento técnico cientifico disponivel

(FENT et al., 2006).



30

4 MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foram realizados ensaios ecotoxicologicos com trés diferentes tipos de
amostras.

Na primeira etapa dos ensaios foram preparadas solugdes-teste a partir do medicamento
genérico de cloridrato de fluoxetina obtido comercialmente.

Na segunda etapa os ensaios de toxicidade foram realizados a partir de uma solug¢do padrao
de cloridrato de fluoxetina, ou seja, sem os excipientes. O composto puro foi fornecido pelo
laboratorio de Analises Cromatograficas da USP/Sao Carlos.

Na terceira etapa de avalicdo da toxicidade foram realizados ensaios com amostras
ambientais coletadas na ETE Piracicamirim, municipio de Piracicaba, SP. Os ensaios
ecotoxicologicos foram realizados com o organismo teste Daphnia similis devido a sensibilidade
do organismo a diversos agentes quimicos; possibilidade de cultivo e manutengdo no
Laboratério; ampla distribui¢do geografica, o que representa a importdncia da  resposta
bioldgica obtida; a utilizagdo dos crusticeos na ecotoxicologia na grande maioria dos paises,

0 que permite a comparagao entre os estudos e a protecdo do ambiente aquatico.
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Relizou-se ensaios de toxicidade cronica com o organismo Pseudokirchneriella subcaptata

com a finalidade de comparac¢do dos resultados do medicamento genérico.

4.1 Coleta das amostras

Para a quantificacdo do cloridrato de fluoxetina coletou-se amostras de efluente na ETE

Piracicamirim, no Municipio de Piracicaba — SP (FIGURA 2).

Figura 2. Vista aérea da ETE Piracicamirim

(Fonte: COM Engenharia)

O sistema de tratamento de esgoto da bacia do ribeirdo Piracicamirim foi projetado para

atender 100.000 habitantes, sendo composta por:

- Estacdo Elevatoria de Esgoto (EEE) que contém: gradeamento, medidor de vazao,
conjuntos moto-bombas com inversores de freqliéncia, gerador e cabine de forca com
transformadores.

- Linha de recalque confeccionada em poliéster reforcado com fibra de vidro com diametro
de 600 mm e extensao de aproximadamente 600 m.

- ETE com as seguintes unidades: gradeamento mecanizado, caixa de areia, reatores
anaerobios de fluxo ascendente, lagoa aerada, decantador laminar, tratamento e recirculacao de
lodo, tratamento de gases, oficina, laboratorios e salas de administracdo, ocupando area total de

30.000 m>.
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O ribeirdo Piracicamirim, enquadrado como classe 2 ¢ o corpo receptor dos esgotos
tratados, pela ETE. As vazdes tipicas do ribeirdo segundo dados fornecidos pelo DAEE

(Departamento de Aguas e Energia Elétrica do Estado de Sdo Paulo) sio:

Q médio = 1.100 L/s (plurianual)
Q7,10=246 L/s
Q95=400L/s

As amostras da ETE Piracicamirim foram coletadas nos pontos de entrada e saida da
estacdo. Os recipientes foram ambientados e preenchidos em toda sua capacidade, afim de que

nao houvesse alteracdes das propriedades das amostras.

As amostras foram conservadas sob refrigeracdo desde o momento da coleta. Parte da
amostra foi destinada ao laboratorio de analises Cromatograficas da USP/Sao Carlos para realizar

a deteccao de diversos compostos farmacéuticos, entre eles o cloridrato de fluoxetina.

4.2 Materiais

A realizacdo dos ensaios utilizou um conjunto de vidrarias que foi previamente separada,
identificada e lavada conforme os Procedimentos Operacionais Padrao do Laboratério de
Ecotoxicologia Aquatica e Microbiologia Ambiental (LEAL) e ap6s sua utilizagdo foi lavada
novamente com acetona P.A. e dcido nitrico (10%) a fim de que ndo houvesse contaminacao do
material e ndo fossem disseminados no laboratorio residuos ou materiais contaminados com

cloridrato de fluoxetina.

Para a realizacdo dos testes agudos utilizou-se:
e Baldes volumétricos com capacidade para 50 e 100 mL;

e Pipetas graduadas;
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e Pipetas Pasteur;
e Cilices para teste-agudo com D. similis;

e Microplaca para teste-cronico com P. subcaptata;

4.3 Solucoes de Cloridrato de Fluoxetina

O Medicamento cloridrato de fluoxetina (20 mg/mL) foi obtido comercialmente e

produzido pela EMS/AS.

De acordo com as informagdes da bula do medicamento genérico, cada mL da solugao

contém em sua composi¢ao:

e Cloridrato de fluoxetina = 22,4 mg ( equivalente a 20 mg de Fluoxetina);
e Veiculo g.s.p. (quantidade suficiente para) = 1 mL (&cido citrico, aroma de péssego,
edetato dissddico diidratado, metabissulfato de sodio, propilenoglicol, sacarina

diidratada sodica, dgua deionizada).

A empresa nao disponibilizou dados quanto ao grau de pureza do cloridrato de fluoxetina
usado na fabricagdo do medicamento. A utilizagdo desta marca de cloridrato de fluoxetina esta
relacionada com as informagdes obtidas no comércio de que ¢ o genérico mais utilizado pela

populagdo.

O Laboratorio de Andlises Cromatograficas cedeu gentilmente a solugdo padrio de

Fluoxetina na concentragio de 1 g/L™' para realizagio dos ensaios de toxicidade aguda.

Para o preparo dessa solucao pesou-se 10 mg de Cloridrato de Fluoxetina e diluiu-se em 10
mL de agua ultra pura de filtro de 0,22 um sem a presenga de micro-organismos patogénicos.

Obteve-se assim, uma solugdo de 1000 mg/L™" ou seja, 1 g/L™.
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4.4 Testes ecotoxicologicos Daphnia similis

Foram preparadas as dguas de diluicdo reconstituidas de acordo com a necessidade do
organismo-teste. Para o organismo Daphnia similis a agua de dilui¢do foi preparada com agua

mineral.

Os testes ecotoxicologicos seguiram a ABNT/NBR 12.713 (2004), que define o método de
ensaio com o organismo-teste Daphnia similis, tendo em vista as caracteristicas quanto a dureza,

a qual deve estar entre 40 e 48 mg/L de CaCO:s.

As solugdes-teste utilizadas na primeira etapa foram preparadas a partir da solugdo estoque

de fluoxetina (comercial) 20 mg/20 mL, ou, 1000 mg/L, acrescida de agua de cultivo.

As concentracoes utilizadas nesses testes foram limitadas pela menor concentragdo que
causa imobilidade a 100% dos organismos expostos € a maior que ndo apresenta efeito, sendo
utilizadas as seguintes concentragdes de Cloridrato de Fluoxetina (medicamento genérico): 0,1;

0,3;0,5;0,7;0,9; 1,0; e 1,5 pg/L.

Neonatos de D. similis com idade entre 6 e 24 horas foram expostos as diferentes
concentragdes, sendo que a imobilidade ou morte resultantes da exposicdo dos organismos a
amostra foram tratados para a obtencdo do pardmetro final, em periodos de exposicao de 48 horas
em condi¢des padronizadas de ensaio. Cada um dos ensaios foi realizado juntamente com um
controle, no qual vinte organismos foram expostos somente a a4gua do cultivo, sem alimentagao e
permaneceram nas mesmas condi¢cdes do ensaio. Esse controle ndo permite a perda (imobilidade

ou morte) de 10% do total e foi util para validar os ensaios com as amostras ambientais.

A leitura dos ensaios foi feita por meio da observagdo da impossibilidade do organismo se
movimentar na coluna d’dgua (imobilidade). Os resultados obtidos foram registrados em

formularios padronizados.
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A partir dos dados obtidos, o niimero de organismos imdveis nas varias concentragdes de
amostras que fizeram parte do teste, foi calculado o valor da CE 50, 48 horas e o respectivo

intervalo de confianga, utilizando-se o programa JSPEAR SPEARMAN-KARBER.

Na segunda etapa foram realizados os ensaios de Toxicidade aguda utilizando solugdes-

teste preparadas a partir da solucdo padrdo de fluoxetina da USP/SC.

Os procedimentos operacionais para o ensaio seguiram o0s mesmos procedimentos
anteriores da ABNT/NBR 12.713 (2004). As concentragdes utilizadas para os ensaios foram: 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 ng/L.

Foram realizados na terceira etapa, os ensaios de toxicidade aguda com o efluente bruto e
tratado da ETE Piracicamirim, onde foram avaliados os pontos de entrada e saida em diferentes
dilui¢oes. As diluigdes das amostras iniciais foram: 1; 5; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90 ¢

100% para cada ponto de coleta.

4.5 Teste de toxicidade cronica com o organismo Pseudokirchneriella subcaptata

Os ensaios de toxicidade para o organismo Pseudokirchneriella subcaptata em microplaca
seguiram normatiza¢ao canadense EPS 1/RM/25, onde o organismo ¢ exposto a diferentes
concentragdes de Cloridrato de Fluoxetina e comparado com um controle negativo adequado, de

acordo com o diluente utilizado no preparo da amostra.

A microplaca permanece sob condi¢des controladas de luminosidade, temperatura e
agitacdo, por um periodo de 72h. Os resultados sdo avaliados através de uma curva dose resposta
e a CI (Concentracdo de Inibicao) 50% que sdo calculadas para cada teste realizado. A contagem

das células ¢ feita com a utiliza¢ao de uma camera de Neubauer.
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4.6 Quantificacdo do Cloridrato de Fluoxetina no efluente de ETE

As analises e detec¢des do medicamento cloridrato de fluoxetina no efluente da ETE
Piracicamirim foram desenvolvidas em parceria com o Laboratorio de Andlises Quimicas da

USP/S3o0 Carlos.

A coleta de amostras foi realizada em 09 de junho de 2010 na ETE Piracicaba-SP e
encaminhadas para o laboratorio de analises quimicas da USP/Sao Carlos. A técnica utilizada
para andlise do medicamento foi a de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada com um

Espectrofotometro de Massa.

4.7 Avaliacao de Parametros Fisico - quimicos

Os parametros fisico-quimicos estdo diretamente relacionados a presenca de matéria
organica e inorganica na dgua e influenciam a toxicidade. Os pardmetros que mais interferem na

toxicidade sdo o pH, a presenca de residuos so6lidos, ions e de contaminantes propriamente ditos.

Para que ndo houvesse contaminacdo dos equipamentos de laboratorio, ndo foram avaliados
os parametros das solugdes-teste, mas obteve-se previamente os valores de pH, OD, Dureza e

Condutividade da dgua de cultivo dos organismos-teste.

Os parametros pH, temperatura e condutividade do efluente da ETE foram avaliados no

momento da coleta com equipamentos do departamento de esgotos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo estdo organizados os resultados obtidos durante o periodo de estudo.

5.1 Testes de Toxicidade aguda com Daphnia similis

Todos os organismos-teste Daphnia similis utilizados neste trabalho permaneceram na faixa
de sensibilidade de 0,28 a 0,40 mg/L de ZnSO4.7HzO, correspondente a carta controle do LEAL -
FT/UNICAMP.

Os testes de toxicidade aguda com Daphnia similis foram divididos em trés etapas, onde a
primeira corresponde aos ensaios utilizando o produto comercial Cloridrato de Fluoxetina. A
segunda etapa corresponde aos ensaios de toxicidade aguda utilizando o composto padrao (98%)
de Cloridrato de Fluoxetina obtido pelo Laboratério de Anélises Cromatograficas da USP Sao
Carlos e a terceira etapa compreende os testes de toxicidade aguda realizados com o efluente da

ETE Piracicamirim.
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5.1.2 Resultados do teste de toxicidade com cloridrato de fluoxetina (comercial)

Nos resultados obtidos nao se observou efeito na concentracao 0,1pug/L e na concentragao

de 1,5 pg/L o efeito toxico afetou 100% da populagdo exposta, levando a total imobilidade.

O CES50 observado nos testes de toxicidade aguda do medicamento genérico cloridrato de
fluoxetina obtido comercialmente foi de 0,70 ug/L e intervalo de confianca entre 0,66 ¢ 0,75. A

Figura 3 expressa os resultados obtidos.

De acordo com dados obtidos na bula do medicamento utilizado, cada 20 mg/mL de
cloridrato de fluoxetina corresponde a 20 mg/mL de Fluoxetina. Portanto, os resultados

expressam a quantidade de Fluoxetina capaz de causar efeito aos organismos-teste.

Teste agudo com Daphnia similis

Numero de Individuos Imdveis
()]
o
|

Concentragoes de Cloridrato de Fluoxetina (ug/L)

Figura 3. Teste agudo com o medicamento genérico Cloridrato de Fluoxetina mediante o organismo-teste
Daphnia similis.
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O resultado obtido CE50 com o medicamento genérico cloridrato de fluoxetina, demonstrou
comportamento proximo aos testes realizados por Pery et al. (2008). De todos os trabalhos
realizados, este foi de 8,9 ug/L para Daphnia magna. Deve-se levar em consideragdo que esse
organismo-teste apresenta maior resisténcia frente a alguns poluentes quando comparado a

Daphnia similis.

5.1.3 Resultados obtidos do composto padriao Cloridrato Fluoxetina

Nos resultados obtidos através destes ensaios pode-se observar em primeiro lugar que as
concentracdes de dilui¢do aumentaram proporcionalmente devido a pureza do composto. As

concentracgoes utilizadas foram: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 ¢ 1000 ug/L.

O CE50 observado foi de 502pug/L com intervalo de confianga entre 434 e 581.

Acredita-se que a diferenca entre os resultados do medicamento genérico e do composto
padrao pode ter ocorrido devido aos excipientes presentes na solucdo do medicamento genérico.
Esses compostos sdo necessarios na comercializacdo do medicamento por muitos fatores, como
por exemplo a dissolucdo completa, estabilizagdo do principio ativo, aumento do prazo de

validade e melhoria das condi¢des de apresentagao do medicamento.

No entanto, recomenda-se avaliar a toxicidade desses excipientes para maior elucidagdo dos
efeitos ecotoxicoldgicos, pois os mesmos podem ser os possiveis causadores da toxicidade
adicional apresentada nos resultados. Outro fator importante que pode ocasionar diferengas nos
resultados ¢ a sensibilidade da cultura. Com maior aprofundamento dos estudos poderemos
chegar a niveis seguros de exposi¢do a esses compostos e controlar a presenca deles nas matrizes

ambientais.
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5.1.4 Resultados Obtidos dos ensaios de toxicidade aguda do Efluente da ETE

Piracicamirim

Nesta etapa de avaliagdo da toxicidade aguda foram obtidos resultados referentes aos pontos
de entrada e saida da ETE. As dilui¢des das amostras iniciais foram: 1; 5; 10; 20; 30; 40; 50; 60;
70; 80; 90 e 100% para cada ponto de coleta.

O CES50 da entrada da ETE foi 52,5% com intervalo de confianca entre 43,6 — 63,4. O
efluente final da ETE nao apresentou toxicidade aguda para o organismo Daphnia similis em

nenhuma das concentragdes testadas.

Pode-se perceber através destes resultados a eficiéncia de remogao da toxicidade, pois o
efluente de entrada se mostrou mais toéxico do que o efluente da saida em relagdo a populacao de

organismos-teste.

5.2. Testes de Toxicidade cronica com Pseudokirchneriella subcaptata

Na Tabela 2 (Anexo A) estdo expressos os resultados referentes ao ensaio preliminar com o

organismo Pseudokirchneriella subcaptata.

Notou-se a partir dos resultados preliminares que todas as concentragdes de Cloridrato de

Fluoxetina apresentaram toxicidade aguda para ao organismo P. subcaptata.

Devido aos resultados obtidos no ensaio preliminar estipulou-se as concentragdes para os
ensaios definitivos. As concentra¢des de cloridrato de fluoxetina testadas foram 0,0001; 0,001;
0,005; 0,01; 0,05; 0,1 e 0,3 ng/L que sdo apresentadas na Tabela 3 (Anexo A) e Figura 4 onde

expressam os resultados obtidos no teste de toxicidade cronica com P. Subcaptata.
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A concentragao de Inibi¢ao para 50% da populagao de P. Subcaptata foi de 0,001 pg/L.

Teste cronico definitivo com P. subcaptata

1400
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -

0 ‘ ‘ ‘ ‘ : A ‘ A
Controle  0,0001 0,001 pg/L 0,005 pg/L 0,01 pg/L 0,05 pg/L 0,1 pg/L 0,3 pg/L

Hg/L
Concentragées do medicamento genérico Cloridrato de Fluoxetina (ug/L)

Numero de Células/mL

Figura 4. Teste cronico com o medicamento Cloridrato de Fluoxetina mediante o organismo-teste P.
subcaptata.

No trabalho de Brooks et al. (2003) a fluoxetina causou toxicidade para a populacao de
algas em quantidades superiores aos resultados obtidos com o medicamento genérico deste
estudo. Todavia, acredita-se que essa diferenca entre os resultados foi ocasionada também devido
aos excipientes presentes no cloridrato de fluoxetina, medicamento genérico. Portanto, faz-se
necessaria a aplicagdo dos testes com o organismo-teste P. subcaptata utilizando o composto

padrdo, para melhor comparacao de dados.

5.3 Calculo da estimativa do Potencial de impacto ambiental

O ribeirdo Piracicamirim ¢ o corpo receptor dos esgotos tratados pela ETE. As vazdes
tipicas do ribeirio segundo dados fornecidos pelo DAEE (Departamento de Aguas e Energia

Elétrica do Estado de Sao Paulo) sdo as seguintes:
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Q medio = 1.100 I/s (plurianual)
Q710=2461/s

Q 95 =400 1/s

Q medio ETE =240 L/s

DER = QE x 100 01)
QE + Q7,10

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

10 anos de retorno.

Quando o Q7, o ndo se aplica a um determinado corpo receptor, devem ser utilizados os
dados de vazdo minima apropriados. Quanto ao teste de toxicidade aguda, foi demonstrado
experimentalmente, que ao nivel de 1/3 da Concentracdo Letal (CLsy) ou Concentragao Efetiva
(CEsp) praticamente cessam os efeitos toxicos agudos. Assim, a estimativa de impacto, para

prevenir os efeitos agudos, ¢ obtida como pode ser visto na equagao (02)

DER < ou = CES50 ou CL50 (02)
3

Utilizando a equacao (1) tem-se:

DER = 240L/s  x 100 (01)
240 + 246
DER = 49,38%
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5.4 Estabelecimento da Ecotoxicidade Permissivel para efluentes

Como os resultados do teste agudo a partir do efluente de saida da ETE ndo se mostraram
toxicos para a populacdo de Daphnia similis, nao realizou-se o calculo da ecotoxicidade

permissivel do efluente da ETE Piracicamirim.

Contudo, pode-se realizar um estabelecimento prévio do limite de ecotoxicidade para outros
cenarios de estudo. O limite de ecotoxicidade pode ser estabelecido para efluentes de
empreendimento projetado para o futuro. Para tanto, deve-se utilizar as mesmas relagdes

matematicas descritas anteriormente.

Exemplificando, ¢ possivel que um empreendimento produza um efluente que tenha uma
vazao média projetada de 20 L/s e, ainda, que serd langado em um rio com vazao (em Qy, 1o) igual
a2.000 L/s. Assim, com base no calculo do balanco de massas das vazdes disponiveis, A D.E.R.
(diluicdo do efluente no corpo receptor) serd igual a 0,99%, sendo que a substitui¢do desse valor

na equacao, tem-se:

D.E.R.< CENO
10

0,99%< CENO
10

CENO 2 9,9%

Onde CENO = Concentracdo do efluente que ndo causa efeito cronico observavel a
populagdo do microcrustaceo Ceriodaphnia dubia (na sobrevivéncia ou reproducao), em 7 dias

de exposi¢do, expressa em %.

Desse modo, o efluente que serd langado pelo empreendimento deve possuir valor minimo
de ecotoxicidade cronica igual ou superior a 9,9%. Esse limite permissivel deve ser confirmado

por meio de ensaio ecotoxicoldgico, apds o inicio da geracao do efluente.
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O célculo demonstrado pode ser utilizado também para estimar o limite de ecotoxicidade
permissivel de um efluente ja existente, desde que a informacao sobre as vazdes (do efluente e do
corpo receptor) estejam disponiveis. Torna-se importante mencionar que caso o valor de
ecotoxicidade resultante seja maior que 100% o efluente em questdo deve ser considerado como

isento de ecotoxicidade (aguda ou cronica).

Do mesmo modo, ¢ possivel estimar a vazao média do efluente apropriada para evitar os

efeitos toxicos, bem como a vazao do corpo receptor compativel para o efluente a ser produzido.

Portanto, classifica-se o efluente de saida da ETE Piracicamirim como isento de toxicidade

aguda.

5.5 Quantificacio do cloridrato de Fluoxetina no efluente da ETE

Cada amostra de entrada e saida da ETE foi analisada em duplicata, sendo utilizados 11
mL em cada extragdo. As curvas de calibracdo variaram de uma concentragdo de 500 ng L'a
10000 ng L' para cada farmaco, no caso ibuprofeno, fenoprofeno, flurbiprofeno, naproxeno,

cetoprofeno, cloridrato de fluoxetina, sinvastatina, 17-p-estradiol e estrona.

Os limites de quantificacio (LOQ) foram de 500 ng L™ para todos os farmacos citados
anteriormente. No efluente final da ETE todos os firmacos se encontravam em quantidades
inferiores a0 LOQ de cada analito, ndo permitindo afirmar a quantidade de farmaco presente na
amostra com precisao e confianca. Foi possivel observar nos cromatogramas a presenca de todos
os farmacos nessas amostras, sendo necessario um método com menor limite de detec¢ao. Na
amostra de entrada da ETE, foi possivel quantificar 2 farmacos, sendo o ibuprofeno e
ketoprofeno. Estes estavam nas concentragdes de 583,3 ¢ 1175,5 ng L para o ibuprofeno e

cetoprofeno, respectivamente.



45

Deve-se evidenciar que o medicamento cloridrato de fluoxetina foi detectado no efluente

da ETE, no entanto, o limite de deteccdo do método impossibilitou a quantificacdo do composto.

Em trabalhos como Brooks et al. (2003) e Kolpin et al. (2002), a quantidade de cloridrato
de fluoxetina nos efluentes estava em niveis de pg/L; nas pesquisas realizadas por Lissemore et

al. (2006) e Edwards et al. (2009) a fluoxetina foi detectada em niveis de ng/L.

Nos estudos realizados recentemente nos EUA, a fluoxetina foi classificada como um
produto com potencial para causar efeitos toxicoldgicos e teratogénicos e ainda, responsavel por
causar toxicidade em algas. Os estudos indicam que a presenca da fluoxetina no cenario
ambiental estd cada vez mais frequente e que medidas mitigadoras sdo necessarias para contengao

dos efeitos toxicologicos sobre as comunidades aquaticas.
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6 CONCLUSOES

Através dos dados obtidos nos estudos apresentados conclui-se que, segundo as andlises
estatisticas (JSPEAR), as concentragdes de cloridrato de fluoxetina (medicamento genérico) que

ocasionaram efeito de toxicidade aguda aos organismos-teste Daphnia similis foram em pg/L.

O valor de cloridrato de fluoxetina (composto padrao) responsavel por ocasionar toxicidade
aguda aos organismos-teste foi em pug/L. No entanto, o composto padrao apresentou-se menos

toxico por ndo conter excipientes em sua formulagao.

Os ensaios de toxicidade aguda da ETE Piracicamirim, no ponto de entrada, revelaram
toxicidade aguda reduzida mediante o organismo-teste Daphnia similis. O efluente da saida da
ETE nd3o se mostrou tdxico a populagcdo aquatica exposta, evidenciando a eficiéncia no

tratamento de residuos no local.
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Conclui-se também que, segundo andlises estatisticas, o cloridrato de fluoxetina
(medicamento genérico) foi responsavel por causar efeito toxico cronico na populagdo de
Pseudokirchneriella subcaptata. O organismo-teste se mostrou mais sensivel diante do cloridrato

de fluoxetina.

A estimativa de impacto ambiental, realizada de acordo com os calculos da CETESB,
indicou que o efluente de saida da ETE Piracicamirim estava isento de ecotoxicidade aguda.
Todavia, ressalta-se a particularidade do cenario de estudo, que possui baixo volume de dgua na
época de estiagem e recomenda-se que um acompanhamento periddico desse efluente seja

realizado.

No efluente da ETE Piracicamirim foram detectados os fairmacos ibuprofeno, fenoprofeno,
flurbiprofeno, naproxeno, cetoprofeno, cloridrato de fluoxetina, sinvastatina, 17-B-estradiol e
estrona. No entanto, a substancia de estudo ndo pode ser quantificada, indicando sua presenca

abaixo do limite de deteccao do método cromatografico.

Nao existem Legislacdes que estabelecam limites de tais xenobidticos no ambiente por nao
haver totais conhecimentos de seu potencial efeito toxico. Portanto, hd necessidade de estudar
amplamente esses efeitos para melhorar os critérios de qualidade das &guas residudrias
provenientes das Estacdes de Tratamento Esgoto, estabelecendo padrdes de langcamento pelas

fontes poluidoras como hospitais e fabricas de farmacos.

Assim, considerando-se as informacdes em questdo, deve-se ter especial atencdo com a
fluoxetina, pois esta possui alta potencialidade para causar efeitos toxicos em populacdes
aquaticas, interferindo efetivamente no desenvolvimento e na reproducdo de organismos de
similar sensibilidade, que em longo prazo, poderad gerar possivel desequilibrio ecoldégico, pois o

exterminio de uma espécie afeta a cadeia alimentar de todos os organismos dependentes deste.
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ANEXOS

ANEXO A — Dados brutos dos ensaios de toxicidade cronica com P. subcaptata

Tabela 2. Resultados do teste de toxicidade cronica com P. subcaptata

Concentracoes 1 2 3 M
Controle 1500 1200 1562 1420
0.01 pg/L 486 482 452 473
0.05 pg/L 60 70 100 77
0.1 ng/L 05 31 33 23
0.3 ng/LL 04 12 01 06
0.5 ng/L 02 01 00 01
0.7 ng/L 00 00 00 00

Tabela 3. Crescimento algal no teste cronico em concentracdes crescentes de cloridrato de fluoxetina

Concentracoes 1 2 3 M
Controle 1310 1220 1195 1242
0,0001 pg/L 1001 1031 997 1009
0,001 pg/L 555 556 687 599
0,005 pg/L 664 427 520 537
0,01 pg/L 149 190 152 163
0,05 ng/L 60 59 63 60
0,1 pg/L 28 29 30 29
0,3 ng/L 10 08 07 8
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ANEXO B — Dados Brutos: Ensaios ETE Piracicamirim

Tabela 4. Dados brutos do ensaio de toxicidade aguda da saida da ETE

Concentracoes Efluente Numero total de individuos imoveis
Controle 0

10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
80%
90%
100%

(=) le] [a] [a) o) fa) o) fa) () fe)

Dados do efluente de saida da ETE antes e apos o ensaio de toxicidade aguda:
Antes: pH= 7,6; Cond= 147,6; OD= 2,80
Depois: pH= 6,5; Cond= 184,0; OD= 3,90

Tabela S. Dados brutos do ensaio de toxicidade aguda da entrada da ETE

Concentrac¢oes Efluente Numero total de individuos imoveis
Controle 0
5% 0
10% 0
20% 2
30% 3
40% 9
50% 10
50% 11
60% 13
70% 13
80% 13
90% 13
100% 15
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Figura 5. Imagem JSPEAR do ensaio de toxicidade aguda da entrada da ETE

Dados do efluente de entrada da ETE antes e apds o ensaio de toxicidade aguda:
Antes: pH= 8,1; Cond= 257,4; OD= 0,65
Depois: pH= 6,7; Cond= 299,0; OD= 2,60



