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Resumo

Com o passar do tempo, o crescimento da producdo de produtos farmacéuticos vem aumentando gradativamente e
consequentemente, os residuos destes produtos de forma inadequada no ambiente aquatico também. Neste contexto,
destaca-se a escassez de estudos ecotoxicoldgicos sobre os medicamentos da classe dos tuberculostaticos no meio
aquatico. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a presenca dos farmacos tuberculostaticos
utilizados como esquema padronizado pelo Ministério da Salde para o tratamento de tuberculose (Rifampicina,
Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol) em aguas superficiais do municipio de Cubatdo (S&o Paulo, Brasil), através do
calculo da concentragdo ambiental estimada (CAE). Adicionalmente, foram avaliados os efeitos biol6gicos adversos
nos organismos-testes Daphnia similis e Echinometra lucunter para os farmacos Isoniazida e Pirazinamida. As
concentragdes ambientais estimadas foram calculadas para os quatro farmacos tuberculostaticos de acordo com a
diretriz da Agéncia Europeia de Medicamentos (EMEA) (CHMP, 2006). Apos, foram realizados ensaios de toxicidade
em D. similis e E. lucunter de acordo com as normas ABNT NBR 12713:2016 e ABNT NBR 15350:2012,
respectivamente. Os resultados das CAE para todos os farmacos tuberculostaticos incluidos neste estudo apresentaram
valores superiores ao limite considerado pela EMEA de 0,01 pg.L™. Para o ensaio de toxicidade com D. similis, os
farmacos Isoniazida e Pirazinamida apresentaram valores de CEsy respectivamente 69,97 mg.L™ e 44,49 mg.L™ sendo
estes classificados como “nocivos” de acordo com a Diretiva da Comunidade Econémica Europeia (CEE) 93/67/CEE.
Ja para o ensaio de toxicidade com o organismo-teste Echinometra lucunter, os farmacos Isoniazida e Pirazinamida
apresentaram valores de Clsp 23,66 mg.L? e 17,21 mg.L?, respectivamente, resultados que os também como
“nocivos” de acordo com a Diretiva 93/67/CEE. Os resultados desta pesquisa poderdo servir como subsidios a novas
legislacbes e a criacdo de programas governamentais que buscam solugdes promovendo redugdo e até mesmo a
eliminagdo de farmacos no ambiente aquético.

Palavras-chave: Isoniazida; Pirazinamida; Farmacos no meio ambiente; Concentracdo ambiental estimada;
Ecotoxicologia.

Abstract

The increase in the production of pharmaceutical products has been gradually increasing and, consequently, the
residues of these products inappropriately in the aquatic environment as well. In this context, the scarcity of
ecotoxicological studies on drugs of the tuberculostatic class in the aquatic environment is highlighted. Thus, the
present study aimed to evaluate the presence of tuberculostatic drugs used as a standardized scheme by the Brazilian
Ministry of Health for the treatment of tuberculosis (Rifampicin, Isoniazid, Pyrazinamide and Etambutol), by
calculating the predicted environmental concentration (PEC) in surface waters of the municipality from Cubatio (Sdo

1


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i5.14825

Research, Society and Development, v. 10, n. 5, e42310514825, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i5.14825

Paulo, Brazil). In addition, adverse biological effects on the test organisms Daphnia similis and Echinometra lucunter
for the drugs Isoniazid and Pyrazinamide were evaluated. The PEC values were calculated among the four
tuberculostatic drugs according to the guideline of the European Medicines Agency (EMEA) (CHMP, 2006).
Afterwards, toxicity tests were performed on D. similis and E. lucunter according to Brazilian Association of
Technical Standards ABNT NBR 12713:2016 e ABNT NBR 15350:2012, respectively. PEC values for all four
tuberculostatic drugs included in the present study showed values that exceeded the limit considered by the EMEA of
0.01 pg.L-1. For the toxicity test with D. similis, the drugs Isoniazid and Pyrazinamide presented EC50 values of
69.97 mg.L? and 44.49 mg.L™?, respectively, being classified as “harmful” according to the Directive of the European
Economic Community (EEC) 93/67 / EEC. As for the toxicity test with E. lucunter, the drugs Isoniazid and
Pyrazinamide showed ICso values of 23.66 mg.L™ and 17.21 mg.L™, respectively, results that are also considered
“harmful” according to with Directive 93/67 / EEC. The results of this research may serve as subsidies to new
legislation and the creation of government programs that seek solutions promoting reduction and even the elimination
of pharmaceuticals in the aquatic environment.

Keywords: Isoniazid; Pyrazinamide; Pharmaceuticals in the environment; Predicted Environmental Concentration;
Ecotoxicology.

Resumen

Con el tiempo, el crecimiento en la produccién de productos farmacéuticos ha ido aumentando gradualmente y, en
consecuencia, los residuos de estos productos de manera inapropiada también en el medio acuatico. En este contexto,
se destaca la escasez de estudios ecotoxicolégicos sobre farmacos de la clase tuberculostatica en el medio acuatico.
Asi, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la presencia de farmacos tuberculostaticos utilizados como
esquema estandarizado por el Ministerio de Salud de Brasil para el tratamiento de la tuberculosis (Rifampicina,
Isoniazida, Pirazinamida y Etambutol), mediante el calculo de la Concentracién Ambiental Estimada (CAE) en aguas
superficiales del municipio de Cubatdo (S&o Paulo, Brasil). Ademas, se evaluaron los efectos biologicos adversos
sobre los organismos de prueba Daphnia similis y Echinometra lucunter para los farmacos Isoniazida y Pirazinamida.
CAE se calcularon entre los cuatro farmacos tuberculostaticos de acuerdo con las directrices de la Agencia Europea de
Medicamentos (EMEA) (CHMP, 2006). Posteriormente, se realizaron pruebas de toxicidad en D. similis y E. lucunter
segun la Asociacion Brasilefia de Normas Técnicas (ABNT). Los resultados de las CAEs para todos los fa&rmacos
tuberculostaticos incluidos en el presente estudio mostraron valores superiores al limite considerado por la EMEA de
0,01 pg.L-1. Para el ensayo de toxicidad con D. similis, los farmacos Isoniazida y Pirazinamida tuvieron valores de
CE50 de 69,97 mg.L™ y 44,49 mg.L2, respectivamente, siendo clasificados como “nocivos” segtn la Directiva de la
Economia Europea. Comunidad (CEE) 93/67 / CEE. En cuanto al ensayo de toxicidad con E. lucunter, los
medicamentos Isoniazida y Pirazinamida mostraron valores de 1C50 de 23,66 mg.L™y 17,21 mg.L™, respectivamente,
resultados que también se consideran “nocivos” segtn la Directiva 93/67/ CEE. Los resultados de esta investigacion
pueden servir como subsidios a la nueva legislacién y también a la creacion de programas gubernamentales que
busquen soluciones que promuevan la reduccion e incluso la eliminacion de las drogas en el medio acuatico.
Palabras clave: lIsoniazida; Pirazinamida; Drogas en el medio ambiente; Concentracién ambiental estimada;
Ecotoxicologia.

1. Introdugéo

A tuberculose € uma das doengas mais antigas da humanidade, onde estima-se sua origem em 150 milhdes de anos,
tendo provavelmente matado mais pessoas do que qualquer outro microrganismo patogénico. Segundo a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), a tuberculose é a principal causa de morte por um Unico agente infeccioso em todo 0 mundo. Ha uma década,
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou a tuberculose (TB) em estado de emergéncia no mundo, onde ainda é a
maior causa de morte por doenca infecciosa em adultos. Em 2018, havia um nimero estimado de 10 milh8es de novos casos de
tuberculose em todo o mundo e 1,5 milhdo de pessoas morreram devido a doenga. O Brasil ocupa o 15° lugar entre 0s 22 paises
responsaveis por 80% do total de casos de tuberculose no mundo. Estima-se uma prevaléncia de 50 milhdes de infectados com
cerca de 111.000 casos novos e 6.000 6bitos, ocorrendo anualmente (Ministério da satde, 2019).

O tratamento da tuberculose tem como objetivo a cura e a rapida reducdo da transmissdo da doenga. Seu tratamento
dura no minimo seis meses e a recomendacgéo é a adocao da estratégia DOTS (Directlly observed treatment, short course). No
Brasil, o esquema de tratamento da tuberculose é padronizado, e deve seguir recomendaces do Ministério da Salde que
compreende em duas fases: a intensiva (ou de ataque), e a de manutengdo. O esquema bésico para tratamento da tuberculose
em adultos e adolescentes é composto por quatro fAirmacos na fase intensiva e dois na fase de manutengdo. A apresentacdo
farmacoldgica dos medicamentos, atualmente em uso, para 0 esquema bésico é de comprimidos em doses fixas combinadas
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com a apresentacdo tipo 4 em 1 (RHZE — Rifampicina, Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol) ou 2 em 1 (RH — Rifampicina e
Isoniazida) (Ministério da salde, 2019).

No contexto do alto consumo de medicamentos tuberculostaticos é necessario considerar também os destinos
ambientais destes farmacos e a sua influéncia sobre a vida aquatica, visto que as principais rotas de excre¢do humana (urina e
fezes) resultard no despejo destes farmacos (e seus metabdlitos) em aguas por meio do langamento de esgotos sanitarios. Os
efluentes procedentes de estacfes de tratamento de aguas residuais sdo considerados a fonte mais importante para introducéo
de produtos farmacéuticos no meio ambiente (Reis-filho et al., 2007) pois as tecnologias convencionais de tratamento (ETES)
apresentam limitagdes na remogao de uma variedade de farmacos (Carvalho et al., 2009).

Nos ultimos vinte anos, tem sido dada uma atencdo especial a contaminacdo ambiental por farmacos por causa do
potencial destas substancias de induzir efeitos bioldgicos adversos, particularmente aos ecossistemas aquaticos, e vem sendo
classificados como poluentes emergentes ambientais. A presenca desses multiplos compostos no ambiente implica também em
maltiplas vias de acéo, podendo interferir significativamente na fisiologia, no metabolismo e no comportamento das espécies
(Fent et al., 2006).

A poluicdo por farmacos no ambiente pode ocorrer em concentracGes de partes por bilhdo (ppb) ou ainda em partes
por trilhdo (ppt), embora estes niveis ja tenham sido considerados muito baixos para causar danos ambientais, muitas destas
substancias tém demonstrado afetar a vida aquatica em concentragdes similares (Jones et al., 2007). A existéncia de farmacos
no ambiente foi relatada pela primeira vez por Garrison et al. (1976), que identificaram o acido clofibrico em efluente tratado
nos Estados Unidos, na faixa de 0,8 a 2,0 ug.L. Os estudos sobre a ocorréncia desses contaminantes no meio ambiente vém
crescendo e alertam sobre o seu possivel risco téxico (ESCHER, 2019). Em um estudo coordenado por Pereira et al. (2016)
foram realizadas analises de farmacos em &guas superficiais e de fundo no entorno do langamento de esgoto pelo emissério
submarino do municipio de Santos (S&o Paulo, Brasil), e evidenciaram pela primeira vez a presenca de farmacos e drogas
ilicitas em aguas marinhas no litoral do Brasil onde foram detectadas a presenca de acetaminofeno (34,6 ng.L™),
losartana (32,0 ng.L1), valsartana (75,0 ng.L ™) e diclofenaco (19,4 ng.L™), além de cocaina (537,0 ng.L™).

Diferentes agéncias regulatdrias tém publicado diretrizes detalhadas acerca da avaliacdo dos possiveis efeitos adversos
de farmacos no ambiente. Na Unido Europeia, a aprovacdo do registro de novos medicamentos requer a avaliagdo dos
potenciais riscos ambientais associados a sua utiliza¢do, além dos padrdes minimos ja exigidos como seguranca, estabilidade e
eficicia, e essa exigéncia ambiental se deve a Diretiva 2004/27/CE. Além disso, a Diretiva 2013/39 da Unido Europeia
implementa programas de monitoramento para 0s contaminantes emergentes com o propésito de priorizar as substancias que
apresentem risco para 0 ambiente aquatico e, um exemplo disso é o diclofenaco que foi inserido na lista de vigilancia de
substancias para o monitoramento do langamento em aguas, em toda a Unido Europeia. O U.S. Food and Drug Administration
(FDA) publicou um guia de avaliacdo de medicamentos de uso humano e, conforme o documento, testes de avaliacdo
ecotoxicolégicas devem ser realizados para 0s medicamentos cujo principio ativo que sera introduzido no ambiente aquéatico
em concentragdes superiores a 1jug.L™ (Santos et al., 2010). No Brasil, a Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) Res. 357/2005 (e suas alteragdes) (Brasil, 2005), que estabelece as condi¢des e padrdes de lancamento de
efluentes, ndo contempla limites para a presenca de fArmacos em aguas e consequentemente a sua presenga ndo é monitorada.

Neste cenério, levando em consideracéo o alto consumo de tuberculostaticos no Brasil, juntamente com a escassez de
estudos quanto a presenca destes farmacos e 0s seus efeitos bioldgicos em meio aquético, o presente estudo propds-se estimar a
presenca de tuberculostaticos em éaguas superficiais do municipio de Cubatdo (S&o Paulo, Brasil) por meio do célculo da
Concentracdo Ambiental Estimada (CAE) e avaliar os efeitos bioldgicos adversos por meio de ensaios de toxicidade, com o

intuito de obter dados relevantes para 0 monitoramento dos contaminantes, sendo um possivel subsidio para atualiza¢fes das
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legislagbes brasileiras que dispdem sobre a qualidade das &guas, assim como a criacdo de programas de monitoramento

ambiental de farmacos.

2. Materiais e Métodos
2.1 Calculo da Concentracdo Ambiental Estimada — CAE

O célculo da CAE para os farmacos Rifampicina, Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol em aguas superficiais foi
realizado de acordo com a diretriz da EMEA (CHMP, 2006), através da seguinte equagéo (1):

CAE aguas superficiais=Dose maxima consumida por habitante(mg)xFpen

residuos liquidos (L)/habitante x fator de diluigéo

Sendo que:
Fpen = fator de penetracdo no mercado

O Fpen (CHPM, 2006), foi calculado de acordo com a equacéo (2):

Fpen [%]=  consumo (mg/ano) X100
DDD (mg/dxhab) X Pop X 365 dias

Sendo que:

DDD = dose diaria definida (segundo OMS)

Pop = nimero de habitantes da cidade

Para a obtencdo das informacBes dos medicamentos tuberculostéticos dispensados em Cubatdo (Sdo Paulo, Brasil)
para os célculos da CAE, foi necessario o protocolo junto a Prefeitura Municipal de Cubatio, destinado ao Departamento de
Vigilancia Epidemiol6gica onde a mesma forneceu o relatério retirado do Programa de Controle de Tuberculose de Cubatéo,
no periodo de Julho/2017 a Julho/2018.

Os tuberculostaticos sdo dispensados gratuitamente pelo governo brasileiro (de acordo com a Relagdo Nacional de
Medicamentos Essenciais, RENAME) e ndo h4 op¢do de compra, com exce¢do do farmaco Rifampicina, pois 0 mesmo é um
antibidtico com potencial para tratamento de outras patologias. No entanto, para este estudo, as farmacias de manipulacéo e
drogarias do municipio de Cubatdo foram contatadas, e foi informado pelos farmacéuticos responsaveis técnicos que no
periodo de Julho/2017 a Julho/2018 ndo houve entrada deste medicamento, assim como, também ndo houve saida, tendo estes

com estoque zerado em todas as farméacias do municipio.

2.2 Avaliacao Ecotoxicolégica

Segundo 0 EMEA (2006), se o valor de CAE for igual ou superior a 0,01 ug.L **, a avaliacdo do destino e efeito
ambiental deve ser realizada. Sendo assim, houve a necessidade de realizagdo de testes de toxicidade, onde, para garantir uma
melhor avaliacdo dos resultados em relagcdo aos ensaios ecotoxicoldgicos, foi necesséario a escolha de organismos-teste
sensiveis &s mudancas do ambiente e que ndo sofram mudancas repentinas de habitat. Além disso, a escolha dos organismos
levou em consideracdo o ambiente relacionado ao despejo do esgoto sanitario em &guas doces de Cubatdo/SP, onde foi
utilizado o organismo-teste Daphnia similis. Adicionalmente se fez necessario a escolha do organismo-teste Echinometra
lucunter dado que Cubatdo compartilha do ambiente estuarino com a cidade de Santos/SP, logo, os langamentos de
tuberculostaticos nas dguas do municipio de Cubatéo podem também representar risco para 0s organismos marinhos.

Para avaliar os efeitos em Daphnia similis e em Echinometra lucunter, dois f&rmacos foram selecionados, sendo eles

Isoniazida (Anuh Pharma®) e Pirazinamida (Anuh Pharma®) onde ambos apresentaram CAE acima de 0,01 ug.L .
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2.2.1 Teste de toxicidade aguda em Daphnia similis

Para a realizacdo do ensaio de toxicidade aguda em Daphnia similis, foi utilizado organismos neonatos com idade
entre 6h e 24h, obtidos através de fémeas com idade entre 7 e 28 dias em concordancia com a ABNT 12713:2016 (ABNT,
2016).

Foi realizado manutencao frequente destes organismos como filtragem e troca de agua, além da alimentagdo com
varias espécies de algas verdes, mas geralmente usada a Pseudokirchneriella subcaptata, propiciando um ambiente favoravel
para a reproducdo (ABNT, 2016). Além da alimentacdo, também houve adaptacdo de ambiente favordvel com até 25
organismos por litro de agua reconstituida (de acordo com a NBR 12713, ABNT 2016) com alguns requisitos adequados para
o cultivo da espécie, sendo eles: dureza total mgCOs/L de 40 a 48 e pH de 7,0 a 7,6; e os mesmos foram acondicionados em
camara de germinacdo com a temperatura variante entre 18°C e 22°C (ABNT, 2016).

Para 0 ensaio com Daphnia similis, foram realizadas trés amostragens para cada substancia-teste, como garantia dos
resultados; sendo quatro réplicas para cada concentragdo (controle; 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 mg.L?). Em cada réplica, foi
pesado na balanca analitica devidamente calibrada 0,01g de cada substancia teste, que foram diluidas em 100 mL de agua.
Apos as diluigdes, com uma pipeta Pasteur, foi submetido em cada tubo, cinco neonatas (6 a 24h). As amostras foram mantidas
por 48 h em camara incubadora, com temperatura entre 18 e 22°C, sem alimentacdo e em ambiente com fotoperiodo.

Apos 48 horas, a olho nu e com auxilio de lampada fluorescente, foi realizada a leitura e contagem dos organismos
por concentracdo de cada amostra, assim como, o calculo das concentragdes que causaram morte e/ou imobilidade em 50% dos
organismos (CEso).

2.2.2 Teste de toxicidade crénica em Echinometra lucunter

Para a realizacdo do ensaio de toxicidade crénica em Echinometra lucunter, o organismo-teste foi coletado através de
mergulho livre, na llha das Palmas — Guaruja (S&o Paulo, Brasil), armazenado em caixa térmica recoberto com algas do género
Ulva sp. para manter as condicdes ideais de temperatura até o laboratério de Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecilia,
onde foram mantidos em tanque sob constante aeracdo e condicOes ideais, como agua natural e parametros fisico-quimicos em
concordancia com a norma ABNT NBR: 15350 (ABNT, 2012) até a idealizagdo do ensaio. A agua utilizada para o preparo
das amostras com as substancias-testes para os ensaios com Echinometra lucunter foi reconstituida a partir de uma mistura de
sal CORAL PRO SALT marca (RED SEA) em 4gua processada, que foi mantida sob constante agitacdo. Apds, esta solucdo
foi filtrada com o auxilio de uma membrana de celulose Millipore 0,45um e, a 4gua mantida com os padrfes fisico-quimicos
recomendados pela ABNT, tais como pH 7,8 a 8,4 e salinidade entre 30 e 37 (g/L) (ABNT, 2012).

Embrides de ourico-do-mar recém-fertilizados foram expostos a diferentes concentragdes de Isoniazida e
Pirazinamida, sendo quatro réplicas para cada concentragdo (controle; 200; 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 mg.L™) onde os mesmos
foram expostos durante o periodo de desenvolvimento embriolarval (36h a 42h) conforme a norma técnica ABNT NBR: 15350
(2012).

Seguidamente do tempo estipulado, foi retirado um percentual para avaliar a formacdo de 80% de Pluteus; apos essa
confirmacdo, o teste foi finalizado com a insercéo de 0,5mL de formol tamponado com bérax (em cada tubo de ensaio) a fim
de bloquear o desenvolvimento dos Pluteus. Finalizado o teste, foi realizada a leitura dos resultados de cada solucgdo-teste, com
0 auxilio da camara de Sedgwink-Rafter, avaliando assim, o grau de desenvolvimento de Pluteus diferenciando os organismos

normais e 0s anormais através da contagem dos 100 primeiros zigotos.
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2.3 Andlise estatistica

Os resultados dos ensaios de toxicidade foram registrados para o estabelecimento da média, desvio padrdo (DP) e
Coeficiente de variagdo (CV) dos resultados obtidos. Para estimativa dos valores de toxicidade, foi seguido o protocolo da
United States Environmental Protection Agency (USEPA, 2002).

Para estimativa da toxididade aguda observada nos ensaios com Daphnia similis, foi utilizado o método estatistico
Trimmed Speramn Karber (Hamilton et. al., 1977), através do Software Trimmed Spearman-Karber (versdo 1.5), que tem a
capacidade de calcular o valor pontual da CEsg e 0s intervalos de confianca.

Com relagdo aos ensaios para avaliagdo da toxicidade crénica sobre o desenvolvimento embriolarval de Echinometra
lucunter, foram estabelecidos os valores Clsy (concentracdo de inibi¢do a 50% dos organismos expostos), CENO (concentragdo
de efeito ndo observado) e CEO (concentracdo de efeito observado).

A determinacdo da Cls foi calculada através do método de interpolacdo linear (NORBERG-KING, 1988). Para o
estabelecimento de CENO e CEO foi utilizado o programa estatistico Graphpad Prism® versdo 5.3, no qual os dados foram
analisados quanto a normalidade e homogeneidade de variancia através dos métodos Chi-square e Barllett, respectivamente.
Posteriormente foi empregada a analise de variancia (ANOVA) com pos hoc de Dunnett, com diferencas estatisticas sendo

consideradas significantes quando p < 0,05.

3. Resultados e Discussao
A partir dos dados de consumo coletados e outras informacdes para a cidade de Cubatdo, foram empregados os calculos

para a obtencao da Fpen dos farmacos Rifampicina, Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol (tabela 1).

Tabela 1. Valores obtidos para o consumo anual e Fpen.

Tuberculostatico DDD Consumo anual* Fpen (%)
(mg) (mg)

Rifampicina 750 6.115.200 0,017215344

Isoniazida 375 3.057.600 0,017215344

Pirazinamida 2.000 8.598.400 0,009077243

Etambutol 1.375 5.911.400 0,009077243

*consumo anual em Cubatdo/SP no decorrer de Julho/2017 a Julho/2018. DDD, Dose Diéaria
Definida. Fpen, fator de penetragdo no mercado. Fonte: Autores.

A partir dos calculos realizados para Fpen, foram entdo estimados os valores para a Concentragdo Ambiental
Estimada (CAE) para estes tuberculostaticos, referentes a quantidade dispensada no periodo de Julho/2017 a Julho/2018
(tabela 2). Para o célculo da CAE das aguas de superficie no municipio de Cubatéo, foi necesséria a separacdo por rea de
influéncia de ETEs e a quantidade de residuos liquidos/habitantes/dia é de 413 L para a ETE Lagoa e 392 L para a ETE
Casqueiro, sendo 10 o fator de diluicéo utilizado em ambas as esta¢des de tratamento de efluentes.

Para a area de influéncia da ETE Lagoa, os 4 fArmacos tuberculostaticos (Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol e
Isoniazida) apresentaram valor de CAE superior ao limite do documento EMEA (0,01 pg.L 1) indicando que todos os
tuberculostaticos inclusos neste estudo, da area da ETE Lagoa precisam ser avaliados quanto ao destino e o efeito ambiental
dos compostos (Emea, 2006).

Para a area de influéncia da ETE Casqueiro, os 4 farmacos tuberculostaticos (Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol e

Isoniazida) também apresentaram valor de CAE superior ao limite do documento EMEA (0,01 pg.L™?) indicando que todos os
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tuberculostaticos inclusos neste estudo, da area da ETE Lagoa também precisam ser avaliados quanto ao destino e o efeito
ambiental dos compostos (Emea, 2006).

Diante destes resultados, se faz necessario o conhecimento sobre o destino destes farmacos, onde no municipio de
Cubatéo existem duas estacOes de tratamento de efluentes por responsabilidade da Sabesp, sendo ETE Lagoa e ETE Casqueiro;
tais ETEs séo destinadas ha alguns bairros, porém, nem todos os habitantes possuem o saneamento adequado, principalmente
quando estamos tratando de bairros periféricos. A falha no sistema de saneamento basico adequado no municipio reforca a

necessidade de ensaios ecotoxicologicos para verificar o potencial toxico desses farmacos em organismos aquaticos.

Tabela 2. Valores obtidos para as ConcentragGes Ambientais Estimadas dos tuberculostaticos nas aguas de superficie de

Cubatdo/SP, separados por ETE Lagoa e ETE Casqueiro.

Tuberculostatico CAE CAE
ETE Lagoa* ETE Casqueiro*
(hg.L™) (hg.L™)
Rifampicina 3,12 3,29
Isoniazida 1,56 1,64
Pirazinamida 4,39 4,62
Etambutol 3,01 3,18

Fonte: Autores.

No presente estudo ensaios ecotoxicoldgicos foram realizados com os farmacos Isoniazida e Pirazinamida, analisando
os efeitos bioldgicos adversos nas neonatas de Daphnia similis e, ap6s, as andlises de inibicdo do desenvolvimento
embriolarval de Echinometra lucunter.

As anélises de toxicidade com D. similis (n=3) com os farmacos Isoniazida e Pirazinamida foram realizadas atraves da
observacdo dos organismos que apresentaram imobilidade/mortalidade quando foram expostos as diferentes concentragdes
destes farmacos (6,25 a 100 mg.L™?), e apds, foi realizado o calculo para encontrar a CEso para as substancias analisadas. Os
resultados das substancias analisadas nos ensaios de toxicidade com D. similis com a Isoniazida estdo expostos na Figura 1 e

Tabela 3. Os resultados obtidos para o fdrmaco Pirazinamida estdo expostos na Figura 2 e Tabela 4.
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Figura 1. Resultados do ensaio de toxicidade com Daphnia similis quanto a exposicdo em diferentes concentragdes de

Isoniazida. Os valores relatados no grafico representam a médiazx erro padréo de cada concentragdo testada. ANOVA com teste

posterior de Dunnett: *p<0,05.
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Tabela 3 — Valor de CEs obtido dos ensaios para o farmaco Isoniazida com D. similis.

Isoniazida CEso (mg.L™) Intervalo de confianca
1 100

2 83,12 62,99-109,69

3 26,79 19,41-36,98

Média 69,97

DP 38,33

CV (%) 54,78

CEso- Concentragéo efetiva que induz efeito em 50% dos organismos expostos;
IC- Intervalo de confianca; DP- Desvio Padrdo; CV- Coeficiente de Variacéo.
Fonte: Autores.
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Figura 2. Resultado do ensaio de toxicidade com D. similis quanto a exposicdo em diferentes concentragdes de Pirazinamida.
Os valores expressados no grafico representam a média + erro padrdo de cada concentragdo testada. ANOVA com teste

posterior de Dunnett: *p<0,05.
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Tabela 4. Valor de CEsp obtido dos ensaios para o farmaco Pirazinamida com D. similis.

Pirazinamida CEso (mg.L™) Intervalo de confianca
1 62,19 43,05-89,84

2 18,32 13,95-24,07

3 52,97 30,72-91,35

Média 44,49

DP 23,13

CV (%) 51,98

CEso- Concentragéo efetiva que induz efeito em 50% dos organismos expostos;
IC- Intervalo de confianca; DP- Desvio Padrdo; CV- Coeficiente de Variacéo.

Fonte: Autores.

Os resultados dos ensaios de toxicidade com Echinometra lucunter avaliaram o desenvolvimento embriolarval e a

formacdo de larvas Pluteus, a partir da exposicdo dos embrides com as substancias-teste e em determinadas concentragdes,

simulando assim, o efeito dos efluentes langados incorretamente ao ambiente aquatico.

Os dados das substancias analisadas nos ensaios de toxicidade com E. lucunter referente ao farmaco Isoniazida (n=3)

estdo representados na Figura 3, onde o organismo-teste foi exposto a diferentes concentracdes de Isoniazida (6,25 a 200 mg.L"

1), e foram observados valores de CEO e CENO (Tabela 5). Os resultados obtidos para os farmaco Pirazinamida estdo expostos

na Figura 4 e Tabela 5.
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Figura 3. Resultado do ensaio de toxicidade com E. lucunter quanto a exposicdo em diferentes concentracdes de Isoniazida.

Os valores demonstrados no grafico representam a média + erro padrdo de cada concentragdo testada. ANOVA com teste

posterior de Dunnett: *p<0,05.
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Figura 4. Resultado do ensaio de toxicidade com E. lucunter quanto a exposicdo em diferentes concentragdes de Pirazinamida.

Os valores apresentados no gréafico representam a meédia + erro padrdo de cada concentracdo testada. ANOVA com teste

posterior de Dunnett: *p<0,05.
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Tabela 5. Resultados de CEO, CENO e Cls, dos ensaios de toxicidade cronica com os farmacos tuberculostaticos com o
organismo-teste Echinometra lucunter.

Medicamento CEO (mg.L?) CENO (mg.L?) Clso (mg.L?)
Isoniazida 12,5 6,25 23,66 (22,69 - 25,62)
Pirazinamida 12,5 6,25 17,21 (16,33 - 18,33)

CEO - Menor concentracdo de efeito observado; CENO — Concentragdo de efeito ndo observado; Clso —
Concentragdo inibitdria média. Fonte: Autores.

Cabe destacar que poucos sdo os estudos que avaliam os efeitos de tuberculostaticos em organismos aquaticos.
Baumann et. al., (2020) relatam que a lIsoniazida induziu alteracGes em hepatécitos de zebrafish (Danio rerio), onde
posteriormente confirmaram os efeitos hepatotoxicos do farmaco na espécie estudada.

Quanto ao farmaco Pirazinamida, nao ha evidéncias cientificas quanto aos estudos deste em organismos aquaticos,
porém, existem dados de estudos com roedores. Zhao et. al., (2017) observaram que em ratos fémeas houve diminuicao
significativa de AMP hepético, assim como inosina e xantina quando tratados com Pirazinamida, além do aumento de &cido
Urico sérico podendo ser um indicativo de hiperuricemia. Zhao et al. (2017) também destacaram questdes quanto ao estresse
oxidativo, onde a Pirazinamida foi relatada como possivel causadora de danos hepaticos oxidativos em ratos machos e fémeas,
pois houve o aumento de GSH e GSSG enquanto o glutamato e a glicina diminuiram acentuadamente. Neste mesmo estudo,
também foi relatado que a Pirazinamida produziu danos ao DNA mais graves em ratos, que podem estar associados a formacéo
de radicais livres hepatotxicos e genotdxicos. Ja Quintino et. al., (2003) estudaram o farmaco Pirazinamida em ratas gestantes
onde nenhum efeito deletério foi observado em relacdo a grandes malformacdes fetais, mortes intrauterinas ou mortalidade
materna.

Tais dados obtidos para a Pirazinamida, apesar de serem baseados em roedores, podem estimar e conduzir como 0s
efeitos ocorrem nos organismos aquaticos, visto que alvos para farmacos utilizados em seres humanos podem apresentar
similaridades com algumas enzimas presentes em organismos aquéaticos. Podemos ilustrar como exemplo o fato do ouri¢o-do-
mar Strongylocentrotus purpuratus apresentar 120 CYP genes (citocromo P450, CYP), e os que sdo relacionados as familias
CYP1 a 4 constituem 80% deste total (Sea urchin genome sequencing consortium, 2006; Yamamoto, 2014). Cabe destacar
ainda que o tuberculostatico Isoniazida (um dos farmacos analisados neste estudo) inibe as CYP2C19 e CYP3A4 humanas
(familia CYP2 e CYP3) in vitro, aumentando assim a chance deste fArmaco interferir na atividade das CYPs nos organismos
aquaticos (Fiocruz, 2017).

Por fim, os resultados obtidos neste estudo quando classificados segundo a diretiva 93/67/CEE (CEE, Conselho da
Comunidade Europeia) (CEC, 1996), onde as substancias sdo avaliadas de acordo com os resultados pontuais de sua

toxicidade, encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6. Classificagdo dos farmacos tuberculostaticos baseados na diretiva 93/67/CEE da Unido Europeia levando em
consideracao ensaios com organismos-teste D. similis e E. lucunter.

Organismo-teste D. similis

Medicamento Clso (mg.L ™) Classificacéo
Isoniazida 69,97 Nocivo
Pirazinamida 44,49 Nocivo
Organismo-teste E. lucunter

Medicamento Clso (mg.L ™) Classificacéo
Isoniazida 23,66 Nocivo
Pirazinamida 17,21 Nocivo

Fonte: Autores.

Para os ensaios com D.similis, os farmacos Isoniazida e Pirazinamida podem ser classificados como “nocivo” em
concordancia com a diretiva europeia 93/67/CEE. Para o0s ensaios toxicologicos com E. lucunter, os farmacos Isoniazida e

Pirazinamida também foram classificados como “nocivos” em concordancia com a diretiva europeia 93/67/CEE.

4. Concluséo

Levando em consideracdo os resultados encontrados no presente estudo conclui-se que os quatro farmacos
(Rifampicina, Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol) precisam ser avaliados quanto ao seu efeito ambiental, visto que os
valores das CAEs destes farmacos ultrapassaram o valor limite estabelecido pela diretriz da EMEA de 0,01 pg.L™? (CHMP,
2006). Além disso, os organismos-teste analisados neste estudo (D. similis e E. lucunter) apresentaram sensibilidade apds
exposicdo dos farmacos Isoniazida e Pirazinamida, onde, em ambos os organismos os farmacos foram considerados como
“nocivos” de acordo com a diretiva europeia 93/67/CEE (CEE Conselho da Comunidade Europeia).

Por fim, considerando a escassez de estudos ecotoxicoldgicos em ambiente aquéatico do farmaco Isoniazida além do
fato de ndo haver estudos ecotoxicoldgicos em organismos-aquéaticos do farmaco Pirazinamida, os resultados desta pesquisa
poderdo servir como subsidios a novas legislacBes referentes aos produtos farmacéuticos e também, a criacdo de programas
governamentais que pretendam realizar o monitoramento dos farmacos desde o seu registro em érgdos reguladores até a
criacdo de adequados tratamentos das EstacOes de Tratamento de Efluentes em busca de solugdes que promovam reducéo e até

mesmo a eliminacéo de farmacos no ambiente aquético.
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