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RESUMO

EVANGELISTA, P.A. Ocorréncia e ecotoxicidade de antidepressivos residuais
em amostras do Rio Piracicaba (SP). 2021. 117 p. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo,
Piracicaba, 2021.

A depressédo € um grande problema global, que foi agravada com a recente pandemia
de COVID 19, o consumo de antidepressivos por parte da populacdo aumentou e
consequentemente sua deteccdo no ambiente. Os antidepressivos sdo farmacos
considerados contaminantes ambientais e podem provocar mudancgas
comportamentais que afetam a dindmica das populacbes mesmo em baixas
concentracfes. A ecotoxicologia € um ramo da toxicologia que se preocupa com 0
estudo dos efeitos toxicos, causados por poluentes naturais e sintéticos, aos
constituintes dos ecossistemas. Daphnia magna é um microcrustaceo amplamente
utilizado em ensaios ecotoxicolégicos agudo e crbnico. O objetivo deste estudo foi
avaliar a ocorréncia de antidepressivos residuais como a fluoxetina (FLU), citalopram
(CIT), venlafaxina (VEN) e sertralina (SER) em quatro pontos Rio Piracicaba, SP e
realizar teste de toxicidade aguda e crdnica em Daphnia magna. Para as analises foi
utilizada a metodologia de extracdo em fase sélida (SPE) e um cromatégrafo liquido
acoplado a um espectrometro de massas com fonte de ionizacao electrospray (HPLC
MS/MS). Os parametros utilizados para validacdo seguiram as recomendacdes da
Anvisa. Os ensaios ecotoxicoldgicos agudos e crénicos com Daphnia magna seguiram
as recomendacdes da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas e Organisation for
Economic Co-operation and Development. Com a realizacdo do teste agudo,
determinou-se a CEso de cada substancia, e foi possivel realizar uma classificacéo
quanto a toxicidade. Calculou-se o quociente de risco agudo para cada substancia.
Um teste agudo e cronico foi realizado com a maior concentracdo ambiental
determinada, utilizando as substancias individuais e suas misturas. No teste crénico
foram avaliadas a reproducédo, sobrevivéncia, tamanho dorsal e ventral. O método
cromatografico mostrou-se exato e preciso. Todos os antidepressivos estudados
foram detectados nas amostras coletadas, na faixa de concentracéo de 1,0 a 4,48 ng
L. A classificacéo efetuada mostrou que a FLU e o CIT sdo moderadamente téxicos,

a VEN pouco toxica e a SER foi considerada muito toxica. O quociente de risco para



0s antidepressivos estudados ndo apresentam risco ambiental agudo para Daphnia
magna. Os testes agudos com a mistura dos antidepressivos nas concentracdes
ambientais ndo apresentaram organismos mortos ou imoveis. Os testes crénicos
demonstraram efeitos na reproducéo e tamanho dorsal da Daphnia magna, tanto os
realizados com a substancia individual quanto suas misturas. O tamanho ventral
organismo nao foi afetado pela exposicao individual das substancias, porém a mistura
dos farmacos CIT.FLU.SER e VEN.CIT.FLU.SER propiciou os efeitos que mais se
afastaram do controle. A variavel sobrevivéncia ndo atingiu as pressuposicfes para
avaliacdo estatistica. Contudo, espera-se que esta pesquisa possa contribuir com o
despertar do interesse das autoridades ambientais, para que haja um aprofundamento
nos estudos ecotoxicolégicos e melhor caracterizacdo dos riscos associados a

introducdo continua dessas substancias no ambiente.

Palavras-chave: Contaminac&o ambiental. Agua superficial. Antidepressivos. HPLC-

MS/MS. Daphnia magna.



ABSTRACT

EVANGELISTA, P.A. Occurrence and ecotoxicity of residual antidepressants in
samples from Piracicaba River (SP). 2021. 117 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo,
Piracicaba, 2021.

Depression is a major global problem which was aggravated by the recent pandemic
of COVID 19. The consumption of antidepressants by the population increased and,
therefore, its detection in the environment. Antidepressants are drugs considered to
be environmental contaminants and can cause behavioral changes that affect
population dynamics even at low concentrations. Ecotoxicology is a branch of
toxicology that is concerned with the study of toxic effects, caused by natural and
synthetic pollutants, to the constituents of ecosystems. Daphnia magna is a
microcrustacean widely used in acute and chronic ecotoxicological tests. The objective
of this study was to evaluate the occurrence of residual antidepressants such as
fluoxetine (FLU), citalopram (CIT), venlafaxine (VEN) and sertraline (SER) in four
different spots of the Piracicaba River, in order to perform an acute and chronic toxicity
test on Daphnia magna. The samples were analyzed through solid phase extraction
methodology (SPE) and a liquid chromatograph coupled to a mass spectrometer with
electrospray ionization source (HPLC MS / MS). The parameters used for validation
followed Anvisa's recommendations. The acute and chronic ecotoxicological tests with
Daphnia magna followed the recommendations of the Brazilian Association of
Technical Standards and Organization for Economic Co-operation and Development.
The performance of the acute test allows to determine the EC50 of each substance
and it was possible to carry out a classification by toxicity. We also calculated the acute
risk quotient for each substance. And performed an acute and chronic test with the
highest environmental concentration determined, using the individual substances and
their mixtures. Reproduction, survival, dorsal and ventral size were evaluated in the
chronic test. The chromatographic method proved to be accurate and precise. All
antidepressants studied were detected in the collected samples, in the concentration
range of 1.0 to 4.48 ng L-1. The proposed classification showed FLU and CIT as
“‘moderately toxic”, VEN as “not very toxic” and SER as “very toxic”. The risk quotient

for the studied antidepressants does not present an acute environmental risk for
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Daphnia magna. Acute tests with the mixture of antidepressants at environmental
concentrations did not show dead or immobile organisms. The chronic tests
demonstrated effects on the reproduction and dorsal size of Daphnia magna, both
performed with the individual substance and its mixtures. The ventral organism size
was not affected by the individual exposure to the substances; however, the mixture
of the drugs CIT.FLU.SER and VEN.CIT.FLU.SER propitiated the effects that most
moved away from the control. The survival variable did not reach the assumptions for
statistical evaluation. However, we hope that this research can contribute to the
awakening of environmental authorities’ interest, so that there is a deepening in
ecotoxicological studies and a better characterization of the risks associated with the

continuous increase of these substances in the environment.

Keywords: Environmental contamination. Surface water. Antidepressants. HPLC-MS/

MS. Daphnia magna.
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1. INTRODUGCAO GERAL

A agua é uma bem insubstituivel empregada em diversas atividades, sejam
estas urbanas ou rurais. O crescimento populacional, aliado ao rapido avanco das
atividades urbanas e industriais, bem como a falta de implementacdo de uma gestéao
ambiental adequada contribuiu para altos niveis de poluicdo ambiental, como a
contaminacao das aguas dos rios (GUPTA; GUPTA, 2021).

Muitas substancias sdo descarregadas diariamente no ambiente aquatico por
meio das Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETES), que sao ineficientes na completa
remocdo de alguns contaminantes. Entre os contaminantes existentes estdo 0s
antidepressivos (CASTILLO-ZACARIAS et al., 2021).

A depressao € um grande problema global, que foi agravada com a recente
pandemia de COVID 19. O crescimento do consumo dessas substancias esta
intrinsecamente ligado a sua deteccdo ambiental (REINSTADLER et al., 2021).

Os antidepressivos tém recebido grande atencdo da comunidade cientifica,
foram detectados em diversos compartimentos ambientais em muitos paises e
apresentam riscos para a vida dos organismos aquaticos mesmo em baixas
concentracdes (MELCHOR-MARTINEZ et al., 2021).

Contudo é importante conhecer as concentracdes ambientais de farmacos no
ambiente, além de estimar os possiveis efeitos bioldgicos adversos em organismos.
Dessa forma, faz-se necessario além de um monitoramento destas substancias a
realizacdo de testes ecotoxicolégicos buscando-se entender como os farmacos
podem interferir no metabolismo dos organismos expostos direta e indiretamente.

Com base nas informacdes supracitadas duas hipéteses foram elaboradas:

1) O Rio Piracicaba, SP esta contaminado com os antidepressivos: fluoxetina,
sertralina, venlafaxina e citalopram.

2) Concentracbes ambientais dos antidepressivos fluoxetina, sertralina,
venlafaxina e citalopram causam efeitos agudos e cronicos em Daphnia magna.

A partir de tais pressupostos 0s objetivos desse estudo foram tracados e o
trabalho dividido em trés capitulos. O primeiro refere-se a revisao de literatura da
tematica proposta. O segundo sobre a validagdo do método cromatografico e
determinacao dos antidepressivos no Rio Piracicaba, SP. E por fim, o terceiro capitulo
esta relacionado com os testes ecotoxicologicos utilizando o microcrustaceo Daphnia

magna.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia de antidepressivos residuais como a fluoxetina, citalopram,

venlafaxina e sertralina em quatro pontos nas aguas do Rio Piracicaba, SP e realizar

teste de toxicidade aguda e crénica em Daphnia magna.

2.2. Objetivos Especificos

a)

b)

d)

9)

Efetuar a extracdo de antidepressivos nas amostras de agua do Rio
Piracicaba, SP utilizando a técnica de extracdo em fase solida;

Adaptar um método simples e rapido para detec¢cdo dos farmacos
fluoxetina, citalopram, venlafaxina e sertralina por meio da cromatografia
liquida acoplada a um espectrémetro de massas (HPLC-MS/MS);
Validar e aplicar o método de analise por HPLC-MS/MS na detecc¢éo dos
compostos fluoxetina, citalopram, venlafaxina e sertralina nas amostras
de 4gua do Rio Piracicaba, SP;

Realizar testes de toxicidade aguda, utilizando o organismo-teste
Daphnia magna, com os compostos fluoxetina, citalopram, venlafaxina e
sertralina, para determinar o CEsp de cada substancia;

Realizar testes de toxicidade aguda, utilizando o organismo-teste
Daphnia magna, com cada antidepressivo bem como suas misturas,
utiizando a maior concentracdo detectada em amostras do Rio
Piracicaba, SP;

Realizar o calculo do quociente de risco (RQ) do teste agudo de cada
antidepressivo para Daphnia magna;

Realizar testes de toxicidade crbnica, avaliando os parametros de
reproducdo, sobrevivéncia, tamanho dorsal e ventral, utilizando o
organismo-teste Daphnia magna, com cada antidepressivo bem como
suas misturas, utilizando a maior concentracdo detectada em amostras
do Rio Piracicaba, SP.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1. Farmacos no ambiente

Os contaminantes emergentes (CEs) sdo um grande grupo de compostos
sintéticos ou naturais, que possuem a capacidade de gerar impacto a saude
ambiental. A maioria dos CEs néo é regulamentada devido a falta de diretrizes padrao

para os limites de descarga (SAIDULU et al., 2021). As principais fontes dos CEs, séo:
Industria farmacéutica, produtos de higiene pessoal, indUstria de fertilizantes,
pesticidas, hormdnios, antibidticos, surfactantes, adocantes artificiais,
retardantes de chama, drogas ilegais, antibacterianos, compostos por
fluorados, solventes de limpeza, adesivos para roupas, almofadas de
espuma, pomadas, prote¢do solar, cosméticos, cuidados de beleza, refeiges
e bebidas e alimentos embalados (RATHI; KUMAR; SHOW, 2021, p.2).

A faixa de concentracdo em que os CEs ja foram detectados em corpos d'agua
varia de pg L-1 a ug L-1 (GOGOI et al., 2018). O padrao de consumo de uma
populacdo determina a ocorréncia dos CEs nos corpos d'agua (SAIDULU et al., 2021).

A comercializagdo e o consumo de produtos farmacéuticos aumentaram em
todo o mundo (BUNGAU et al., 2021). Consequentemente, ocorreu um crescimento
do descarte indevido de medicamentos ndo utilizados (ALNAHAS et al.,, 2020).
Quando descartados em locais inadequados, esses residuos de medicamentos
tornam-se um ameaca para 0 ambiente e, por consequéncia para a saude da
populacdo (BUNGAU; BUNGAU; TIT, 2015). Diante disso é importante que sejam
determinados seu destino e abundancia, para que seja possivel prever, regular e
compreender os seus riscos (CARDOSO-VERA et al., 2021).

Ha uma ampla gama de farmacos de diversas classes terapéuticas que sao
desenvolvidos para serem persistentes, com intuito de conservar suas propriedades
quimicas a fim de servir a um propésito terapéutico (BILA; DEZOTTI, 2003). No
ambiente, os medicamentos podem ser soldveis em &agua ou associados ao
sedimento, material particulado e organico (NUNES; DOS ANJOS; QUINAIA, 2019).
O ciclo de vida de um farmaco consiste em multiplas fases, desde a concepcéo até o
gerenciamento dos residuos resultantes (BUNGAU et al., 2021). As substancias ativas
podem atingir as aguas superficiais e subterraneas, sedimentos, o solo e animais
(BUNGAU; BUNGAU; TIT, 2015).
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Dentre as principais classes de contaminantes em aguas brasileiras estdo os
anticonvulsivantes, hormonios, antidepressivos, anti-lipidémicos, anti-hipertensivos,
anti-glicémicos, analgésicos, anti-inflamatérios, anti-piréticos, ansioliticos e cafeina
(QUADRA et al., 2017).

O Brasil enfrenta grandes problemas relacionados ao saneamento, onde em
muitas regides ainda ocorrem lancamentos de esgoto in natura diretamente nos
recursos hidricos (QUADRA et al., 2017). Apenas 55% da populacdo possui
tratamento de esgoto considerado apropriado; 18% tém seu esgoto coletado e n&o
tratado e 27% nao possuem coleta nem tratamento (BRASIL, 2021). A auséncia de
saneamento basico agrava a poluicdo dos recursos hidricos seja por farmacos ou
outros contaminantes emergentes.

As Estacdoes de Tratamento de Esgoto (ETEsS) ndo séo projetadas para
remocdo de medicamentos. Os produtos farmacéuticos podem ser removidos por
degradacdo microbiana ou sor¢do no lodo em uma ETE convencional
(YING et al., 2013). O principal mecanismo de tratamento que prevalece no Brasil € 0
bioldgico, porém este néo é eficiente na eliminacéo dos farmacos, devido ao alto peso
molecular que algumas substancias possuem, assim torna-se dificil a quebra dos
compostos organicos pelos microrganismos (SAIDULU et al., 2021). S&o raros o0s
casos de ETEs que utilizam técnicas complementares de tratamento (AQUINO,;
BRANDT; CHERNICHARO, 2013; NUNES; DOS ANJOS; QUINAIA, 2019).
Vale ressaltar que alguns metabdlitos mais persistentes ou mesmo mais téxicos que
0s compostos originais podem ser formados durante o tratamento em uma ETE
(PATEL et al., 2019).

O destino dos farmacos no ambiente depende de uma série de fatores, como
suas propriedades fisico-quimicas, persisténcia, solubilidade, fatores ambientais,
condicBes do corpo receptor (pH, teor de carbono orgéanico e condicdo redox),
composicdo do sedimento e solo (QUADRA et al., 2017; YING et al., 2013).

Ha tecnologias de tratamento avancadas capazes de efetuar uma melhor
remocdo dessas substancias como a ozonizacdo, oxidacdo avancada, adsorcao,
separacdo por membrana, porém tais solugdes sdo mais onerosas se comparadas
aos processos tradicionais (AQUINO; BRANDT; CHERNICHARO, 2013; RATHI;
KUMAR; SHOW, 2021; YING et al., 2013).
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Os farmacos podem atingir o ambiente por meio do descarte inadequado de
medicamentos vencidos nos residuos domiciliares ou descartados no vaso sanitario.
As fossas sépticas e os aterros sanitarios possuem lixiviados altamente concentrados,
que sdo uma fonte significativa de farmacos nas aguas subterraneas, especialmente
onde o lencol freatico é raso e os aquiferos tém uma alta taxa de percolacao
(RAMAKRISHNAN et al., 2015).

Outra forma dos farmacos alcancar os compartimentos ambientais € pela
excrecdo dessas substancias pela urina ou fezes. Sabe-se que de uma dosagem
administrada 50 % a 90 % s&o excretados sem sofrer alteracdes e persistem no
ambiente (PINTO et al., 2014). Assim, os compostos farmacéuticos estardo ativos no
ecossistema (ALNAHAS et al., 2020).

O lodo proveniente das ETEs, ao ser utilizado como fertilizante na agricultura é
um importante causa de contaminag¢do do ambiente terrestre. Quando nos solos, 0s
farmacos podem atingir os corpos hidricos ao serem transportados por meio do
escoamento, fluxo subsuperficial, fluxo de drenagem e lixiviagdo (QUADRA et al.,
2017)

Os farmacos de origem veterinaria sdo outra fonte de contribuicdo para a
contaminacdo das matrizes ambientais, visto que 0 crescimento da pecuaria e
aqguicultura tem levado a questdes complicadas da saude animal. Os principais meios
de contaminacédo do ambiente pelos farmacos veterinarios sdo o descarte indevido de
medicamentos nao utilizados, recipientes utilizados, racdes, e excrecdo via fezes e
urina. A excrecdo de farmacos veterinarios atinge o solo e as aguas subterraneas
diretamente, sem nenhum tratamento (JIGYASA; RAJPUT, 2021).

No ambiente, os farmacos podem passar pelo processo de sor¢ao e dessor¢ao,
no qual ocorre a particdo da substancia entre a agua, sedimento e matéria organica,
afetando assim a biodisponibilidade do composto para a biota aquatica (YING et al.,
2013). Outro processo em que o farmaco € submetido, quando presente no ambiente,
€ a degradacéo biotica ou abidtica, que contribui para diminuicdo de sua acdo, porém
alguns elementos podem se manter resistentes e nocivos (BUNGAU et al., 2021). A
degradacdo biotica envolve organismos - bactérias, fungos e algas. Ja a degradacao
abidtica inclui os processos de hidroélise e fotélise (YING et al., 2013). Muitos farmacos
sao lipossolaveis e podem se depositar nos tecidos adiposos de animais, favorecendo

a biomagnificacdo do composto na cadeia alimentar (BUNGAU et al., 2021).
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As consequéncias da ocorréncia dos farmacos no ambiente ainda estdo sendo
pesquisadas e discutidas. Estudos ja apontam algumas sequelas relacionadas a
presenca dessas substancias, como interferéncia no crescimento, alteracdes no
metabolismo celular, interferéncia na fotossintese e na estrutura da comunidade do
fitoplancton, resisténcia bacteriana, alteracéo no cloroplasto de algas, bioacumulacéo,
biomagnificacdo, reducdo da capacidade de resposta do sistema imunolégico de
invertebrados, alteracéo na natacéo, alteracao na reproducéo e no comportamento de
anfipodes e cladoceros, etc (BONNEFILLE et al., 2017, 2018; BOSSUS et al., 2014;
BURGOS-ACEVES; FAGGIO, 2017; CAMPOS et al, 2016; KRAEMER;
RAMACHANDRAN; PERRON, 2019; LI et al., 2020; PAGANO et al., 2016; QIAO et
al., 2018; ROSI-MARSHALL et al., 2013; ULLAH et al., 2019; WANG; ZHANG; GUO,
2017; WANG; XU, 2016).

Poucos sdo 0s paises que possuem diretrizes e regulamentacdes especificas
no que diz respeito aos farmacos no ambiente (PATEL et al., 2019). No entanto,
alguns esforcos estao sendo feitos, principalmente na Unido Europeia (UE).

Na Diretiva 2000/60/UE conhecida como Water Framework Directive faltam
limites legais de langcamento para produtos farmacéuticos (BARBOSA et al., 2016). A
Diretiva 2008/105/UE altera a Diretiva 2000/60/UE e dispde de normas para qualidade
ambiental para substancias prioritarias e para outros poluentes, com concentracfes
maximas admissiveis. Porém, os farmacos ndo estdo incluidos na listagem
apresentada (EUROPEAN COMMISSION, 2008)

A Diretiva 2010/84/UE impbe que as industrias farmacéuticas precisam
apresentar uma avaliacdo do risco ambiental no dossié de registro de medicamentos
(EUROPEAN COMMISSION, 2010; WOHLER et al., 2020). A Decis&do de Execucdo
2015/495/ UE estabelece uma lista de substancias de vigilancia para monitoracdo a
escala da Unido no dominio da politica da agua, estdo incluidos na listagem o
diclofenaco e antibiéticos macrolideos (eritromicina, claritromicina e azitromicina)
(EUROPEAN COMMISSION, 2015)

Uma abordagem estratégica publicada pela Comissdo Europeia fornece
informagdes sobre 0s progressos gerais realizados e propde ac¢des futuras em relagao
ao ciclo de vida dos produtos farmacéuticos, a serem seguidas pela UE e seus estados
membros (EUROPEAN COMMISSION, 2020). Todavia, ndo apresenta limites de
descarga nem metas quantificaveis para as a¢oes propostas (WOHLER et al., 2020).
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Apesar de nao possuirem valores especificos legislados de lancamentos de
farmacos no ambiente paises como Canada, EUA, México, Coldmbia, Australia, Italia,
Reino Unido e Portugal, fazem o recolhimento e descarte final adequado, com
campanhas educativas quanto ao uso racional de medicamentos. A Suécia, Alemanha
e Espanha vao além, exigem uma a avaliacdo do impacto ambiental do farmaco (DE
OLIVEIRA et al., 2019).

No ano de 2018 o governo da Holanda, langou a nivel nacional um programa
que propde diferentes ac¢des para reduzir as emissfes de farmacos no ambiente,
porém medicamentos de origem veterindria ndo estdo incluidos no programa
(WOHLER et al., 2020). Na Alemanha ndo ha nenhuma politica governamental que
regule o langamento dos farmacos no ambiente, mas 6rgados governamentais estdo
desenvolvendo uma estratégia para colocar em pratica medidas que visem a reducao
de tracos de poluentes nas aguas (OELKERS, 2021; WOHLER et al., 2020).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA, do inglés,
United States Environmental Protection Agency) incluiu os farmacos na atualizacéo
da quinta lista de contaminantes candidatos a futura regulamentacdo (CCL-5, do
inglés, Contaminant Candidate List-5). A CCL-5 é uma lista de contaminantes que
atualmente ndo estéo sujeitos a regulamentacao, mas podem exigir regulamentacéao
futura sob o Safe Drinking Water Act (EPA, 2018).

No Brasil a Resolucdo CONAMA 357 de 2005 é responsavel por estabelecer
condicdes e padrbes de lancamento de efluentes, além determinar valores maximos
para algumas substancias organicas e inorganicas. A resolucdo CONAMA 430 de
2011 complementa e altera a Resolucdo n°® 357/2005, e dispbe sobre as condicdes e
padrées de lancamento de efluentes (BRASIL, 2005, 2011a). Apesar da alteracédo, a
Resolucdo mais recente nao inclui produtos farmacéuticos na determinacdo de
padrdes aceitaveis de lancamento e deteccéo.

Iniciativas em nivel estadual foram tomadas, como a Companhia Ambiental do
Estado de Sdo Paulo (CETESB) que em seu Setor de Analises Toxicoldgicas iniciou
0 monitoramento de anti-inflamatérios em aguas superficiais do Estado de S&o Paulo
(CETESB, 2018).

A Politica Nacional de Residuos Sdlidos instituida pela Lei 12.305/2010 prevé
a logistica reversa, em que cada elo da sociedade é responsavel pelo destino de um
produto (BRASIL, 2010). Porém, os medicamentos ndo constavam especificamente

na lista que a Lei apresenta, sé a partir do Decreto 10.388 de 05 de junho de 2020 é
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regulamentado e instituido “o sistema de logistica reversa de medicamentos
domiciliares vencidos ou em desuso, de uso humano, industrializados e manipulados,
e de suas embalagens apos o descarte pelos consumidores” (BRASIL, 2020).

De acordo com Oliveira et al. (2019) no Brasil ainda € pouco discutido e
pesquisado sobre a ocorréncia dos farmacos e seus residuos nas aguas superficiais.
Medidas para deteccdo e monitoramento deveriam incluir as companhias de
saneamento, que sdo responsaveis pela gestdo dos servigcos de agua e esgoto do

pais.

3.2. Antidepressivos no ambiente

O consumo de medicamentos antidepressivos aumentou em todo mundo,
devido ao reconhecimento da depresséao, formulacdes de novas drogas abrangendo
as possibilidades do tratamento terapéutico, além das diretrizes e mudancas nas
atitudes do paciente. Na América Latina, os antidepressivos estdo entre os farmacos
mais consumidos (GONZALEZ PENA; LOPEZ ZAVALA; CABRAL RUELAS, 2021).

Estima-se que cerca de uma em cada cinco pessoas sera acometida por uma
doenca mental no decorrer de sua vida. Dentre os problemas que mais prevalecem
estdo os transtornos de ansiedade e os transtornos depressivos (OCDE, 2019).

Os antidepressivos atingem os compartimentos ambientais diariamente, por
meio da excre¢cdo humana, descarte de pilulas ndo utilizadas e/ou vencidas nos vasos
sanitarios e no lixo comum, disposicéo inadequada dos residuos sélidos, despejo de
esgoto in natura, utilizacdo do lodo proveniente de ETE na agricultura, efluentes
industriais e efluentes hospitalares (Figura 3.1). Os antidepressivos ja foram
detectados em alguns compartimentos ambientais, sendo os principais: lencois
fredticos, rios, lagos, sedimentos, solo, oceano (CASTILLO-ZACARIAS et al., 2021;
EHRHART et al., 2020; FEKADU et al., 2019; MEJIAS et al., 2021; SEHONOVA et al.,
2018; WANG et al., 2019).

O destino e comportamento dos farmacos, em especial os antidepressivos, no
meio ambiente s&o dependentes de algumas propriedades como a “estrutura
molecular, polaridade, constante de dissociacdo (Ka), solubilidade em &gua,
coeficiente de particdo octanol- agua (Kow), coeficiente de sorcao soélido-agua (Kd) e
persisténcia” (BISOGNIN; WOLFF; CARISSIMI, 2018).
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Os antidepressivos sdo uma categoria das drogas psiquiatricas classificadas
de acordo com o seu mecanismo de acdo, sendo 0s mais utilizados para o tratamento
da depressdo e ansiedade os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
(ISRSs), inibidores seletivos da recaptacao da serotonina-norepinefrina (ISRSNSs),
antidepressivos triciclicos (ADTs), inibidores da monoamina oxidase (IMAOS),
inibidores da recaptacdo da norepinefrina-dopamina (IRND) e antagonistas do
receptor NMDA (FITZGERALD; WATSON, 2019).

Figura 3.1 - Vias de chegada dos antidepressivos no corpo d'agua (Fonte: Autoria Prépria)

A fluoxetina (FLU), citalopram (CIT) e a sertralina (SER) estédo entre os ISRSs,
pois bloqueiam os transportadores pré-sinapticos da recaptacdo da serotonina
(SEHONOVA et al.,, 2018). Apesar de pertencerem a um grupo com O Mesmo
mecanismo de acao, os ISRSs ndo tém estruturas iguais, possuem diferencas em sua
farmacocinética e farmacodinamica. A for¢a da inibicdo de recaptacéo da serotonina
de cada composto varia, tal qual a seletividade por noradrenalina e dopamina, sendo
que dentro do grupo a SER é o mais potente inibidor de recaptacdo (MORENO;
MORENO; SOARES, 1999).

A venlafaxina (VEN) pertencente ao grupo dos ISRSNs que atuam na juncao
sinaptica para prevenir a recaptagao de serotonina e noradrenalina, demonstram

baixa atividade como inibidores da recaptacéo de dopamina (MORENO; MORENO;
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SOARES, 1999; SEHONOVA et al., 2018).

A FLU é rapidamente absorvida, sua metabolizacdo ocorre no figado, gera
como metabdlito ativo a norfluoxetina. A excregdo ocorre predominantemente pela
urina, cerca de 80%, e 15% pelas fezes ou bile. O tempo de meia vida (t %2) da FLU é
de 24-96 h, o mais longo ao comparado com as outras substancias deste estudo
(HIEMKE; HARTTER, 2000; MORENO; MORENO; SOARES, 1999; RANG et al.,
2016; SPINA; PISANI; DE LEON, 2016).

O CIT possui rapida absorcdo e € metabolizado majoritariamente no figado,
cerca de 85%, e o restante 15% nos rins. Alguns derivados sdo gerados, os ativos -
como o desmetilcitalopram, didesmetilcitalopram e citalopram-Néxido — e inativo - o
acido propionico deaminado. E eliminado através da urina de 12% a 23% do CIT em
sua forma inalterada. A t % & de cerca de 24-36 h (HIEMKE; HARTTER, 2000;
MORENO; MORENO; SOARES, 1999; RANG et al., 2016; SPINA; PISANI; DE LEON,
2016).

A absorc¢éo da SER é lenta, a metabolizacdo ocorre no figado. At Y2 da SER é
de 24-36 h. O N-desmetilado € o principal metabdlito gerado na biotransformacéo da
SER, 0 seut: é trés vezes mais longo que o composto original. A eliminacao da SER
na urina varia de 40 a 45%, onde 0,2% é excretada de forma inalterada. Nas fezes a
eliminacao oscila entre 40 a 45%, em que a excrecao na forma inalterada é de 12 a
14% (HIEMKE; HARTTER, 2000; MORENO; MORENO; SOARES, 1999; RANG et al.,
2016; SPINA; PISANI; DE LEON, 2016).

A VEN é rapidamente absorvida, apés administracdo oral. No figado é
metabolizada em  O-desmetilvenlafaxina, @ N,O’desmetilvenlafaxina e  N-
desmetilvenlafaxina. A t %2 da VEN é de aproximadamente 5 h - relativamente curto
ao comparados com as outras substancias desse estudo. Porém, seus metabdlitos
possuem at %2 duas vezes maior ao comparado com a substancia original. A VEN e
seus metabolitos sdo excretados em sua maior parte pela urina (87%) (MORENO;
MORENO; SOARES, 1999; RANG et al., 2016; RAZZOUK, 2014; SPINA; PISANI; DE
LEON, 2016).

Os antidepressivos estudados possuem em sua estrutura quimica grupo amino,
assim tém natureza basica e valor alto de pka. Os anéis e a cadeia hidrocarbénicas
conferem as substancias carater hidrofobico (COSTA JUNIOR et al., 2017). A
polaridade dos compostos ionizaveis, varia com o pH do sistema receptor, assim esta

sujeita a alteracdes em diferentes compartimentos biolégicos, que pode modificar a
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bioacumulacao esperada e real, o comportamento de particao e toxicidade. Por serem
bases fracas, as substancias aqui estudadas estao presentes na agua principalmente
na forma neutra em pH alto e na forma idnica em pH baixo (SILVA et al., 2015b). As
principais caracteristicas dos antidepressivos estudados estdo apresentados na
Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Caracteristicas dos antidepressivos estudados

. . Massa molar Lo
Antidepressivo Estrutura (g mol) pka KO\?V (7]
|
_N
OH
VEN 277,4 8,91 3,2 ~5h
™o

F
)
CIT 324,4 978 | 35 |[2436h

P 0]
FLU @ 309,3 98 | 405 |24-96h
F

HN
SER ‘ al 306,2 9,85 51 24-36 h

I I Cl

Os valores de log Kow dos antidepressivos sao VEN 3,20; CIT 3,5; FLU 4,05;

SER 5,1. De acordo com Aquino et al. (2013) as substancias que apresentarem o log
Kow entre 2,5 e 4,0, possuem uma tendéncia moderada de absorcéo. Os farmacos
com log Kow > 4,0 apresentam grande hidrofobicidade, com um potencial de migrarem

da fase aquosa, sendo sorvidos nos sedimentos, lodos e solidos suspensos.
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Os antidepressivos ja foram detectados em diversos compartimentos
ambientais, como no estudo de Miller et al. (2021) que foram analisados 141
compostos entre eles a venlafaxina, citalopram, fluoxetina e sertralina, na 4gua de
superficie, sedimento e biota no estuério do rio Colne Reino Unido. Na agua superficial
a venlafaxina foi uns dos compostos detectados em maiores concentracdes 295,4 ng
L. A sertralina foi detectada em alta concentracéo no sedimento 35,5 ng g*. Mais da
metade dos farmacos detectados nas amostras de biota eram antidepressivos como
carbamazepina, amitriptilina, diazepam, citalopram, nordiazepam, venlafaxina,
temazepam e sertralina.

Os antidepressivos venlafaxina e carbamazepina — detectados nas amostras
de aguas superficiais nas concentracées de 144,1 ng Lt e 170,4 ng L - estdo entre
0os dez compostos identificados como marcadores relevantes de contaminagdo no
estudo de Celié et al. (2021), pois as concentracdes encontradas foram consideradas
de grande preocupacao ecoldgica.

A venlafaxina, citalopram, fluoxetina e sertralina foram detectadas todas as
amostras coletadas em afluente e efluente de uma ETE, em um riacho e rio dos
Estados Unidos. As maiores concentracdes foram da venlafaxina (350 ng L1) e
citalopram (278 ng L) (SKEES et al., 2018).

Os antidepressivos amitriptilina e dosulepina foram detectados em amostras de
agua subterréanea e afluente bruto de uma ETE da empresa Farmak na Republica
Tcheca (KRESINOVA et al., 2016).

Em outro estudo o citalopram e a venlafaxina foram detectados em amostra de
drenagem subterranea. Ja na agua subterrdnea nenhum farmaco estava presente
acima dos limites de deteccao antes da aplicacao de biossélidos municipais no campo.
ApGs a aplicagdo do biossolido a venlafaxina e outros compostos foram detectados
(GOTTSCHALL et al., 2012).

A sertralina, venlafaxina e mais outros compostos foram detectados em
amostras de lodo de esgoto obtidas em ETEs municipais localizadas em Galiza
(Espanha) (CASTRO et al., 2021). No estudo de Ferhi et al. (2016) a fluoxetina e a
carbamazepina estavam presentes na amostra de lodo. No solo a concentragao de
carbamazepina estava abaixo do limite de deteccéao.

Os antidepressivos amitriptilina, imipramina e clomipramina e outros farmacos
foram analisados em solos na Pol6nia. Doze dos vinte compostos analisados estavam

presentes nas amostras, entre eles a clomipramina (KUMIRSKA et al., 2019).
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No estudo de Wang et al. (2019) a fluoxetina e outros compostos foi detectada
em lixiviado de um aterro em Cingapura. Em um estudo que verificou a ocorréncia de
vinte e seis produtos farmacéuticos no lixiviado de quatro aterros em Taiwan (China),
dezesseis deles foram detectados, entre os quais a carbamazepina foi identificada em

todas as amostras, ja a fluoxetina nao foi detectada (LU et al., 2016).

3.3. Técnicas analiticas empregadas para analise de farmacos no ambiente

As técnicas analiticas empregadas na deteccédo de farmacos no ambiente estao
baseadas na cromatografia liquida (LC - do inglés Liquid Chromatography) ou
cromatografia gasosa (GC — do inglés Gas Chromatography). A determinacao de qual
a melhor técnica a ser utilizada ira depender das “propriedades do poluente de
interesse de acordo com a volatilidade e semivolatilidade, polaridade, hidro e
lipossolubilidade” (COSTA; PLETSCH; TORRES, 2014).

A LC é a mais utilizada para analise de farmacos em matrizes ambientais
(ALVAREZ-RUIZ; PICO, 2020). Diferentes tipos de detectores s&o utilizados, como o
detector de UV (comprimento de onda Unico ou matriz de fotodiodo), detector de
fluorescéncia (FLD) e espectrometro de massa (MS) (KIM et al., 2018). As opcdes
com menores custos sdo os detectores de UV e FLDs, porém nao possuem
sensibilidade suficiente ao serem comparados com o MS para quantificar as
concentragbes de contaminantes em amostras ambientais (ALVAREZ-RUIZ; PICO,
2020; LANCAS, 2013).

No ambiente, os farmacos estdo em niveis trago (concentracdes na escala de
pg L, ng Ltepug L) e com a aprimoracéo das técnicas de HPLC-MS/MS houve um
grande avanco na medicdo e identificacdo dessas substancias, propiciando
informacdes sobre a presenca, distribuicdo e destino de contaminantes (PICO, 2020).

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série (HPLC-
MS/MS —do inglés Liquid Chromatography tandem Mass Spectrometry) € uma técnica
analitica poderosa aliada a detecgbes de contaminantes ambientais (PICO, 2020).
Concilia a capacidade de separacdo do HPLC com a medicéo especifica de ions
carregados por MS, fornecendo sensibilidade e especificidade para analises
simultaneas de multiclasses e multiresiduos ( ZHENG; WANG, 2019)
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Na cromatografia liquida as substancias séo separadas no tempo. Os ions sao
entdo gerados na fonte de ionizagéo e distintos de acordo com a razdo massa/carga
(m/z) no analisador de massa de MS. Por fim, o detector massas mede a abundancia
de cada ion (EL-SHAHENY; EL HAMD; EL-MAGHRABEY, 2021; KRUVE et al.,
2015a).

No MS existem diferentes modos de operacdo que sdo utilizados, como
monitoramento seletivo de reacdes (SRM — do inglés selected reaction monitoring),
monitoramento de reagdo multipla (MRM - do inglés multiple reaction monitoring),
monitoramento de reacdo consequente (MS" - consequent reaction monitoring) e
varredura da constante perda de fragmentos neutros (NLS — do inglés neutral loss
scan) (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; KRUVE et al., 2015a)

O MRM fornece alta sensibilidade e aumenta a seletividade, pois possibilita que
0s sinais de ions, produto de varios ions precursores sejam medidos e utilizados para
guantificacdo de muitos analitos, com isso a probabilidade de identificacdo
de falsos positivos € diminuida (KRUVE et al.,, 2015a). Porém, o MRM é mais
restritivo entre os modos de operagdo, pelo menor numero de analitos que
podem ser detectados por execucdo cromatografica (EL-SHAHENY; EL HAMD;
EL-MAGHRABEY, 2021).

A ionizacao por pressao atmosférica (API) surge para garantir a eliminacdo do
solvente proveniente do LC e da ionizacéo do alvo, permitindo a conexéo de LC ao
MS. A ionizacdo por eletrospray (ESI — do inglés electrospray ionization) € o
APl mais usado para o desenvolvimento de interface do HPLC-MS/MS (BUSSY; LI,
LI, 2016), pois € a interface mais eficaz na injecdo de ions em analisadores MS com
pouca ou nenhuma fragmentacéo de ions (KRUVE et al., 2015b; PAGE et al., 2007).
No ESI as moléculas séo ionizadas de acordo com as caracteristicas do composto,
como peso molecular, polaridade e complexidade estrutural (BANERJEE;
MAZUMDAR, 2012). A ionizacdo é realizada no modo positivo ou negativo e os ions
precursores sao normalmente produzidos em suas formas [M + H] * ou [M - H] -
(KIM et al., 2018).

A ESI tende a mostrar efeitos de matriz (EM) com a supressédo ou aumento de
sinal (BUSSY; LI; LI, 2016). O EM pode ser superado com algumas técnicas como,
diluicdo pés-amostra, volume de injecdo menor, utilizacdo de um modo de ionizacéo
alternativo - ionizacdo quimica a pressao atmosférica — calibracdo com adicdo de

padrédo, calibracdo padrdo externa com correspondéncia da matriz, calibracéo
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padrao interna. Ainda, um procedimento de extracdo mais seletivo e um processo de
limpeza de amostra mais extenso podem reduzir drasticamente o EM (RAPOSO;
BARCELO, 2021).

O pré-tratamento da amostra é necessario para a concentracdo dos
contaminantes e a limpeza da amostra (FONTANALS et al., 2019). Assim, torna-se
possivel eliminar eventuais interferéncias da matriz advindas de compostos
enddgenos, como proteinas, lipidios e outras moléculas organicas ou inorganicas
(MELCHOR-MARTINEZ et al., 2021). A defini¢éo da técnica analitica mais apropriada
para a etapa de extracao e limpeza da amostra, esta relacionada com as propriedades
fisico-quimicas da matriz e dos analitos em estudo. Essas etapas, sdo de suma
importancia para aumentar a sensibilidade da deteccéo, para obtencdo de boas
recuperacoes (BUSSY; LI; LI, 2016).

Para analise de antidepressivos no ambiente, o0 método de extracdo mais
utilizado é a extracdo em fase solida (SPE — do inglés solid phase extraction) (BAKER;
BARRON; KASPRZYK-HORDERN, 2014; BAKER; KASPRZYK-HORDERN, 2011;
BOOGAERTS et al., 2019; FERNANDES et al., 2020; FONTANALS et al., 2019;
LAJEUNESSE et al., 2012). O método SPE € usado para o isolamento e concentracao
de analitos especificos em fluidos, mas também pode ser usada para amostras solida
se forem pré-extraidas com solventes (MELCHOR-MARTINEZ et al., 2021).

Na SPE ocorre a interacdo da amostra com uma fase estacionéaria adsorvente,
cuja finalidade é concentrar os analitos de interesse ou mesmo isola-los dos
interferentes da matriz. Na concentracdo os analitos séo retidos no cartucho e séo
removidos seletivamente pela acdo de um solvente, ja no isolamento o procedimento
é inverso (JARDIM, 2010).

De modo geral as etapas envolvidas na SPE abrangem o condicionamento do
cartucho (sorvente) com o solvente, com a posterior aplicacdo da amostra, seguido
pela limpeza da coluna e, por fim, a eluicdo do analito (JARDIM, 2010).

A SPE pode ser conduzida nos modos off line e on line (FONTANALS et al.,
2019). A maioria dos métodos emprega a SPE off line, porém na SPE on line, utiliza-
se uma quantidade reduzida de amostras, o tempo de preparo e manipulagdo da
amostra € reduzido e, assim sdo diminuidas as chances de contaminagéo
(MONTEIRO et al., 2016). Algumas desvantagens do SPE s&o o tempo elevado de
analise (no caso do SPE off line), e os elevados custos dos cartuchos e dos
dispositivos comerciais (JARDIM, 2010).
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A validacao analitica € uma série de procedimentos que segue alguns critérios
estabelecidos, cuja finalidade € de comprovar se determinada metodologia elaborada
fornece um resultado confidvel de acordo com a o uso pretendido (BRASIL, 2017).
Devido a criacdo de muitas metodologias analiticas, a validacdo tornou-se importante
e necessaria para a obtencédo de parametros uniformes, assim foram criados muitos
materiais com orientacfes especificada de validacdo em varios paises do mundo
(KRUVE et al., 2015a).

As diretrizes elaboradas por algumas agéncias mundiais como Eurachem,
International Union of Pure and Applied Chemistry, AOAC, U.S. Food and Drug
Administration, United States Pharmacopoeia, International Conference on
Harmonization, World Health Organization, servem como base mundial para outros
paises (BONFILIO et al., 2012).

Ha um consenso universal sobre alguns parametros avaliados no procedimento
de validacdo, porém uma variedade de métodos de validacdo continua a ser
empregada (BONFILIO et al., 2012). Existe uma discordancia em alguns pontos-chave
nos procedimentos de valida¢do, bem como nos critérios de aceitacdo, e isso acaba
dificultando a padroniza¢éo universal da validacdo (KRUVE et al., 2015a).

No Brasil, o 6rgdo responsavel por estabelecer as diretrizes para a validacdo
de métodos analiticos € a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A
primeira resolugao que a agéncia langou foi a RE n° 899, de 29 de maio de 2003, logo
depois a RDC n° 27, de 17 de maio de 2012, e a mais recente RDC n° 166, de 24 de
julho de 2017 (BRASIL, 2003, 2012, 2017). Outros érgaos também elaboraram guias
gue abordam os procedimentos de validagdo, como o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO) (BRASIL, 2011b; INMETRO, 2016). Vale ressaltar que no
Brasil, ndo ha& uma resolucdo voltada especificamente para a validacdo de

metodologias analise de farmacos em amostras ambientais.

3.4. Implicacdes ecotoxicologicas de antidepressivos no ambiente aquatico

A ecotoxicologia € uma ciéncia moderna derivada da ecologia e da toxicologia
(BELDEN, 2020). A primeira definicao foi feita por Truhaut datada em 1974, o autor
apresenta a ecotoxicologia como “‘um ramo da toxicologia que se preocupa com 0

estudo dos efeitos tbxicos, causados por poluentes naturais e sintéticos,
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aos constituintes dos ecossistemas, animais (incluindo humanos), vegetais e
microbianos, em um contexto integrado” (TRUHAUT, 1977). Desde entdo, muitas
definicbes foram apresentadas, a mais recente é a feita por Walker et al. (2012)
afirmando que a ecotoxicologia é “estudo dos efeitos nocivos dos produtos quimicos
nos ecossistemas, incluindo efeitos sobre os individuos dentro dos ecossistemas, bem
como efeitos consequentes no nivel da populacéo e acima”.

Segundo Belden (2020) o principal objetivo da ecotoxicologia é a promocao da
protecdo em niveis de populagédo, comunidade e ecossistema da flora e fauna nativas.
Para Scott e Minghetti (2020) a ecotoxicologia se foca na prevencao, monitoramento
e atenuacdo dos impactos ocasionados pelo homem no ambiente. Assim, o
reconhecimento dos possiveis efeitos, bem como uma avaliacdo da relacdo da dose-
resposta (substancia e organismo) € a fase preliminar que engloba a avaliagdo do
risco ambiental (SILVA et al., 2015a).

A toxicidade nos organismos pode ocorrer nos mais diversos niveis do
ecossistema, incluindo conformacdes celulares, populacbes e comunidades
(NEWMAN, 2019). A ecotoxicologia em ambientes aquéticos abrange diversos
mecanismos como ‘o transporte, distribuicdo, transformacdo e o destino final dos
contaminantes” (COSTA et al., 2008)

A ecotoxicidade de produtos farmacéuticos tornou-se um tema mundial.
Existem agéncias reguladoras que séo responsaveis pela caracterizacdo, avaliacdo
de risco e gestdo da ecotoxicidade de algumas substancias sao elas: Agéncia
Ambiental Australiana (AEA — do inglés Australian Environment Agency); Centro para
avaliacao e pesquisa de drogas (CDER - do inglés Center for Drug Evaluation and
Research); Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA — do inglés European
Medicines Agency); Comité cientifico da Comissdo da Unido Europeia sobre
toxicidade, ecotoxicidade e ambiente (EU-CSTEE - do inglés European Union
Commission’s scientific committee on toxicity, ecotoxicity and environment); Ministério
da Saude, Trabalho e Bem-Estar do Japdo (MHLW — do inglés The Ministry of Health,
Labor and Welfare of Japan); Esquema Nacional de Notificacdo e Avaliacdo de
Produtos Quimicos Industriais (NICNAS — do inglés National Industrial Chemicals
Notification and Assessment Scheme); Registro, Avaliagdo, Autorizacao e Restricdo
de Produtos Quimicos (REACH — do inglés Registration, Evaluation, Authorization and
Restriction of Chemicals); Classificagdo Ambiental Sueca e Sistema de Informacgao

(SECIS - do inglés Swedish Environmental Classification and Information System);
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Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA — do inglés United
States Environmental Protection Agency); Lei Canadense de Protecdo Ambiental
(CEPA — do inglés Canadian Environmental Protection Act); Agéncia Federal do Meio
Ambiente da Alemanha (UBA — do alemao Umweltbundesamt) (KAR et al., 2020).

Os ensaios ecotoxicologicos possuem o objetivo de analisar a sensibilidade de
organismos aquaticos em relacdo a dada substancia téxica ou efluentes industriais
(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). O ambiente aquatico se constitui como o
principal reservatério de contaminantes - esses que podem ser depositados com o
lancamento de efluentes, emitidos no ar ou provenientes dos solos (COSTA et al.,
2008).

No ambiente, 0s organismos vivos ao serem expostos aos farmacos podem
sorver e armazenar 0s contaminantes em tecidos e 6rgdos. O reflexo da exposicao
ird depender da natureza das substancias, concentracao e o tempo de exposi¢ao. Os
efeitos podem ser reversiveis, crénicos ou agudos, ocasionando a morte do organismo
(SILVA et al., 2015b).

Os ensaios em ecotoxicologia podem ser classificados como agudo e cronico
(COSTA et al., 2008; NEWMAN, 2019). O ensaio agudo analisa os efeitos
ocasionados pela exposicdo do organismo-teste a um determinado composto em
curto periodo de tempo, geralmente de 24 a 96 horas, avalia a imobilidade e
mortalidade do organismo. A partir dos testes efetuados € possivel a determinacdo da
concentracdo da amostra responsavel pelo efeito em 50% dos organismos testados
(CEso) ou pode-se determinar a concentracdo de uma substéncia que causa a
mortalidade de 50% dos individuos (CLso) (NEWMAN, 2019; QUEIROZ, 2015).

Os ensaios cronicos avaliam os efeitos de determinados compostos sobre
organismos-teste por um periodo que pode abranger parte ou todo o seu ciclo de vida.
Por convencdo em ecotoxicologia, um teste cronico deve ser pelo menos 10% da
duracéo da vida do ciclo de vida do organismo utilizado no ensaio, mas nem sempre
€ 0 caso. Neste tipo de teste é possivel determinar a letalidade, crescimento,
reproducado, desenvolvimento de ovos, maturacédo ou outras qualidades importantes
em todos os estagios da vida de uma espécie. A partir dos testes efetuados é possivel
determinar a concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e a concentracdo de
efeito observado (CEO) (COSTA et al., 2008; NEWMAN, 2019).
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Entre o0s principais organismos-teste mais utilizados para testes
ecotoxicolégicos de antidepressivos estdo: algas - Pseudokirchneriella subcapitata,
Scendesmus acutus, Scendesmus quadricauda, Chlorella vulgaris, Dunaliella
tertiolecta, Scendesmus vacuolatus — bactérias - Vibrio fischeri, Pseudomonas putida,
Aeromonas salmonicida — invertebrados - Ceriodaphnia dubia, Ceriodaphnia silvestrii,
Daphnia magna, Daphnia similis, Chlorostoma funebralis, Lithopoma americanum,
Tegula fasciatus, Nucella ostrina, Hyalella azteca, Chironomus tentans, Gammarus
pulex, Thamnocephalus platyurus, Spirostomum ambiguum, Potamopyrgus
antipodarum, Valvata piscinalis, Urosalpinx cinérea, Lampsilis siliquoidea, Ligumia
recta — peixes e outros vertebrados - Pimephales promelas, Danio rerio, Tachysurus
fulvidraco, Poeciliopsis lucida, Xenopus laevis, Cophixalus riparius, Gambusia affinis,
Oryzias latipes, Oncorhynchus mykiss (SILVA et al., 2015b).

A selecdo da melhor espécie a ser utilizada em um estudo deve atender a
alguns critérios basicos, como a sensibilidade e disponibilidade. O organismos-teste
deve ser sensivel a uma diversidade de agentes quimicos, e esta devera ser continua,
de modo a garantir a obtencao de resultados precisos. Com relacéo a disponibilidade,
guando o organismo é cultivado em laboratorio, este critério € facilmente atendido.
Espécies como Daphnia e Ceriodaphnia possuem facil e estabelecida manutencéo
em laboratorios (DOMINGUES; BERTOLETTI, 2008), devido a existéncia de um
grande namero de informacdes e regulamentacdes sobre as técnicas de cultivo, como
a ABNT NBR12713: 2016, OECD n° 211 e ABNT NBR 13373:2017.

A D. magna, organismo-teste alvo desde estudo, também conhecida como
pulgas d'agua, € um microcrustaceo pertencentes a ordem Cladocera, € parte do
zooplancton, ocupa uma posicdo importante em muitas cadeias alimentares
aquaticas, pois servem como fonte significativa de alimento para peixes (ANTUNES;
CASTRO, 2017; COSTA et al., 2008). E um consumidor primario, pois se alimenta por
filtracAo de material organico particulado em suspensdo, especialmente de algas
unicelulares (ABNT, 2016).

Dentre a ordem Cladocera € o maior organismo com tamanho de 0,5 mm a 6
mm ou mais na fase adulta, possui uma carapaca bivalve transparente que engloba
todo corpo, com excecdo da cabeca e antenas (DOMINGUES; BERTOLETTI,
2008; TKACZYK et al., 2021). A utilizagdo do organismo D. magna tem muitas
vantagens, como tamanho do corpo, ciclo de vida curto, alta fecundidade e a

reproducdo assexuada por partenogénese - que garante a producdo de organismos
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geneticamente idénticos, propiciando uma constante sensibilidade da cultura (Figura
3.2 A) (TKACZYK et al., 2021). Porém, no caso de estresse ambiental — mudanca de
temperatura da cultura, falta de alimento e superlotacdo — ocorre o surgimento de
machos e fémeas com ovos haploides. Os ovos séo fertilizados pelos machos, e
tornam-se efipios que sao altamente resistentes a condicdes desfavoraveis,
possuindo a uma cor escura e rigida (Figura 3.2 B) (DOMINGUES; BERTOLETTI,
2008).

Figura 3.2 - A) Daphnia magna reproducao assexual, B) Daphnia magna com efipio (Fonte:
Autoria Prépria)

Os impactos dos antidepressivos no ambiente aquatico sao temas de muitas
pesquisas atualmente. As concentracdes ambientais dos antidepressivos ndo séo
suficientes para provocar um efeito agudo, porém o mais preocupante sdo os efeitos
cronicos dessas substancias nos organismos aquaticos (FORD; FONG, 2016). Pode-
se dizer que entre os antidepressivos aqui estudados, a fluoxetina é o que mais
apresenta estudos sobre efeitos e detec¢cdo no ambiente.

Por exemplo, no estudo de Fuertes et al. (2020) os antidepressivos diazepam,
fluoxetina e propranolol aumentaram os niveis de alguns triacilglicerois e reduziram
niveis de monoacilglicerdis, lisofosfolipideos, esfingomielinas e ésteres de colesterol
do organismo D. magna. Em outro estudo do mesmo autor foram avaliados os efeitos
reprodutivos e transcricionais da exposi¢cdo de mistura do propranolol, diazepam e

carbamazepina na D.magna em concentracbes ambientalmente relevantes.
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Os compostos apresentaram a capacidade de desregular a insulina, o acido
araquidoénico e as vias de sinalizacao da biossintese de esteroides do organismo-teste
(FUERTES et al., 2019).

Ding et al. (2017) avaliou o potencial de bioconcentracdo da fluoxetina e seus
efeitos biologicos em D. magna. A concluséo do estudo foi que o antidepressivo pode
se acumular e induzir perturbacdes fisioldgicas e bioquimicas no organismo-teste.

Foram observadas diferencas gerais nas concentracbes dos niveis de
41 neurotransmissores de D. magna sob o efeito de quatro antidepressivos sertralina,
venlafaxina, duloxetina e fluoxetina (GOMEZ-CANELA et al., 2019).

Bringolf et al. (2010) mediu a ocorréncia, distribuicdo e bioacumulacdo de
fluoxetina em amostras de agua, sedimento e mexilhdes de agua doce E. complanata.
O antidepressivo foi detectado em todas as matrizes estudadas e, os resultados
obtidos sugerem que a fluoxetina além de se acumular nos tecidos do mexilh&o, tem
o potencial de interromper varios aspectos de sua reproducdo. No mexilhdo-zebra
Dreissena polymorpha concentra¢cdes ambientais relevantes de fluoxetina na faixa de
ng L, induziram a desova de espermatozéides e ovécitos, efeito este que foi mediado
pela serotonina (LAZZARA et al., 2012).

O mexilh&o de agua doce Lampsilis fasciola teve seu comportamento alterado
pela fluoxetina, houve aumento no movimento, diminuicdo do tempo de movimento,
ampliacdo da probabilidade de movimento diurno e acréscimo nas taxas de exibi¢cdo
de isca (HAZELTON et al.,, 2014). Os efeitos de baixas doses de fluoxetina foi
estudado no comportamento do invertebrado de agua doce Gammarus pulex.
O resultado foi 0 aumento na velocidade de nado (DE CASTRO-CATALA et al., 2017).

A sertralina na concentragdo de 3 ug L ! reduziu a ligacdo do transportador de
recaptacao de serotonina, bem como alterou o comportamento de busca de abrigo em
Pimephales promelas machos adultos (VALENTI et al., 2012). Quando expostos a
sertralina, Procambarus virginalis se mostraram mais ativos, se moviam a maiores
distancias, desovaram com mais frequéncia e apresentaram maior mortalidade se
comparados ao controle (HOSSAIN et al., 2019).

Em um estudo de Yang et al. (2019) os efeitos da sertralina foram investigados
nas estruturas das comunidades microbianas aquaticas por meio de analises de
sequenciamento de alto rendimento. Foram utilizados a alga verde Chlorella vulgaris
e a cianobactéria Microcystis aeruginosa. O composto inibiu o crescimento dos

microrganismos e a concentracao de clorofila a no microcosmo e assim reduziu a
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eficiéncia fotossintética. Além de perturbar o equilibrio das espécies de cianobactérias
ao estimular o crescimento de cianobactérias especificas.

Tachysurus fulvidraco foi exposto a sertralina em concentracdes ambientais,
para determinacao de efeitos subcrdénicos como o comportamento e crescimento. No
intuito de avaliar os mecanismos de toxicidade foi realizada a medicéo da atividade
da acetilcolinesterase (AChE), bem como os transcritos relacionados ao crescimento
e alimentagao. Os impactos observados foram o aumento do cardume, diminui¢cdo do
consumo de comida, aumento da taxa de canibalismo, interrupcdo da expressao de
neuropeptideos e redes de sinalizacdo de leptina, alteracdo nas redes génicas
associadas as vias de resultados adversos para o comportamento e acumulo da
substancia em diferentes tecidos, especialmente no figado e cérebro (CHEN et al.,
2021).

YANG et al. (2021) mediram diferentes efeitos comportamentais da sertralina
no organismo Danio rerio em estagios iniciais de desenvolvimento, com o objetivo
determinar a relacdo entre o comportamento adverso e a resposta molecular
subjacente de genes associados ao sistema serotonérgico. O composto foi capaz de
acelerar a eclosdo de embrides, reduziu o comportamento locomotor das larvas, e
evitar a escuridao.

As exposicdes a venlafaxina aumentou o tempo para capturar as presas em um
estudo utilizando Morone saxatilis e Morone chrysops como predadores e Pimephales
promelas como presa. Além disso, o0 antidepressivo causou uma diminui¢cdo
estatisticamente significativa nas concentracdes de serotonina no cérebro (BISESI;
BRIDGES; KLAINE, 2014). A acdo dos antidepressivos pode ser agravada pelas
condicbes ambientais. Por exemplo, a exposicdo conjunta de Danio rerio ao
antidepressivo venlafaxina e o acréscimo da temperatura aumentaram as taxas
metabdlicas padrdo do organismo, enquanto a exposiCAdo aos estressores
separadamente nao afetou o metabolismo (MEHDI et al., 2019).

As concentragbes ambientais de venlafaxina foram responsaveis por alguns
efeitos em Oncorhynchus mykiss, como reducdo a resposta de glicose no plasma
induzida por estressores, aumento da capacidade metabdlica do figado, impactar o
metabolismo das guelras e reduzir a atividade da ATPase Na*/ K* (BEST et al., 2014).

Gasterosteus aculeatus exposto ao citalopram em concentracdes ambientais
teve seu comportamento alterado com a diminuicdo da atividade locomotora
(HOGLUND; @VERLI; ATLAND, 2020). Em outro estudo envolvendo o mesmo
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organismo e substancia foi investigado o comportamento relacionado ao estresse,
para uma estimativa da ansiedade, realizou-se também a um teste de cardume,
locomocéo, de mergulho, de comportamento e agressédo. A conclusdo foi que o
citalopram alterou o comportamento do organismo em alguns aspectos como
atividade locomotora que foi aumentada, 0s peixes expostos se aventuraram perto do
objeto desconhecido com mais frequéncia e permaneceram la por mais tempo se
comparados ao controle. O teste de agressao e de cardume ndo produziram efeitos
estatisticamente significativos (KELLNER et al., 2016).

Em um estudo envolvendo Mytilus galloprovincialis foi estudado o efeito da
acidificacao e do aguecimento da agua na bioconcentracéo, metabolismo e depuracao
de uma mistura de sete medicamentos sotalol, sulfametoxazol, venlafaxina,
carbamazepina, citalopram, metilparabeno e triclosan. A concentracdo de exposi¢cao
da mistura foi de 15,7 yg L durante o periodo de vinte dias seguidos de mais vinte
para depuracdo. Os mexilhdes absorveram todos os farmacos e a concentracdo nos
tecidos dos mexilhdes variou de 1,8 ug kg peso seco para metilparabeno (menor
concentragdo) a 12889,4 ug kg* peso seco para citalopram (maior concentracao)
(SERRA-COMPTE et al., 2018).

Foram observados comportamentos sobre respostas fotomotoras, distancia
percorrida e atividade locomotora estimuladora, refrataria e de cruzeiro em
Pimephales promelas e Danio rerio sob a acdo dos compostos 1-heptanol, fenol, R -
(-)- carvona, citalopram, diazinon, pentilenetetrazol (PTZ) e xilazina. O citalopram e a
xilazina afetaram significativamente o comportamento em valores de risco terapéutico
e, cada um dos sete produtos quimicos apresentou perfis de resposta comportamental
Unico (STEELE et al., 2018).

Existe uma lacuna de estudos em relacdo aos efeitos possiveis da exposicao
continua em concentracfes ambientais dos antidepressivos em humanos, ha uma
grande incerteza das consequéncias, principalmente devido a complexidade na
relacdo dose-resposta. Portanto, ha necessidade de mais estudos a fim de finalizar
suprir essa defasagem (DAUGHTON; RUHQY, 2011; ZHENG et al., 2021).

3.5. Conclusdes

Os antidepressivos estao presentes em diversos compartimentos ambientais e

ja foram detectados em muitos paises. A ETE é a principal via de entrada desses
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contaminantes no ambiente aquatico, portanto necessitam de atualizacdes para a
conseguirem obter uma completa remocéo dessas substancias.

A realizacdo de testes ecotoxicologicos d4 base para o entendimento do
comportamento e efeitos dos antidepressivos nos organismos aquaticos. Algumas
consequéncias da presenca desses compostos nos organismos foram investigadas e
sabe-se que alguns efeitos adversos ocorrem como, alteracbes na natacao,
diminuicao do reflexo de escape, alteracao na alimentacéo, entre outros. Ainda pouco
se sabe sobre as implicacdes da exposi¢édo a concentragdes ambientais no decorrer
de toda cadeia trofica, incluindo animais terrestres.

As técnicas analiticas existentes sdo importantes para detectar e quantificar
baixas concentracdes de antidepressivos e seus metabdlitos na biota aquatica. Assim,
faz-se necesséario o aprimoramento continuo nessas metodologias de extracao e
guantificacéo.

As atualizacdes nas regulamentacdes sobre o monitoramento e lancamento de
tais substancias no ambiente sdo de carater de urgéncia. Por fim, estudos sao
necessarios para a obtencdo de informacdes e uma melhor compreensao sobre as

interacOes e efeitos que os antidepressivos podem vir a ocasionar no ambiente.
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4. OCORRENCIA DE ANTIDEPRESSIVOS RESIDUAIS EM AMOSTRAS DO RIO
PIRACICABA (SP)

Resumo

Os antidepressivos sdo produtos farmacéuticos considerados micropoluentes e
podem provocar mudancgas comportamentais que afetam a dinamica das populacdes
em baixas concentragBes. Apos a administracdo, grande parte dessas substancias
sdo excretadas inalteradas ou como metabdlitos ativos. O objetivo deste estudo foi
adaptar e validar uma metodologia baseada em extracdo em fase solida (SPE) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplado a um espectrometro de massas com
fonte de ionizagdo electrospray (HPLC-MS/MS) para analisar € monitorar 0s
antidepressivos venlafaxina, citalopram, fluoxetina e sertralina em amostras de agua
coletadas em quatro pontos Rio Piracicaba no decorrer de sete dias consecutivos
durante periodo de estiagem. O processo de validacédo foi realizado de acordo com os
critérios de 6rgédo regulador, a Anvisa. O método apresentou exatiddo (76-119,8%) e
precisdo (DPR < 15%) aceitaveis, alta seletividade, e os LDs e LQs demostram que o
método é sensivel. Todos os antidepressivos estudados foram detectados neste
trabalho na faixa de concentragéo de 1,0 a 4,48 ng L'1. Em alguns pontos foi detectada
a presenca continua de antidepressivos. A fluoxetina e a sertralina foram os
compostos que tiveram detec¢des mais frequentes. Espera-se que este estudo possa
servir como base norteadora para a inclusdo na legislacdo brasileira do

monitoramento de farmacos no ambiente aquético.

Palavras-chave: Agua Superficial; Antidepressivos; Validacdo Analitica; HPLC-
MS/MS
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Abstract

Antidepressants are pharmaceutical products considered to be micropollutants and
can cause behavioral changes that affect families’ dynamics in casualties. After
administration, most of these substances are excreted unchanged or as active
metabolites. The objective of the study was to adapt and validate a methodology based
on solid phase extraction (SPE) and high-performance liquid chromatography coupled
to a mass spectrometer with electrospray ionization source (HPLC-MS / MS) to analyze
and monitor antidepressants venlafaxine, citalopram, fluoxetine and sertraline in water
collected in four different spots of the Piracicaba River over seven consecutive days
during the drought season. Validation process was carried out according to the criteria
of the regulatory agency, Anvisa. The method demonstrated acceptable accuracy (76-
119.8%) and precision (DPR <15%), high selectivity, and the LDs and LQs shows that
the method is sensitive. All the antidepressants analyzed were detected in the
concentration range of 1.0 to 4.48 ng L-1. In some places, the continuous presence of
antidepressants was detected. Fluoxetine and sertraline were the compounds that had
the most frequent detections. We hope that this study could serve as a guiding basis

for the inclusion in the Brazilian legislation of drugs monitoring in aquatic environment.

Keywords: Surface Water; Antidepressants; Analytical Validation; HPLC-MS / MS



55

4.1. Introducao

O crescimento populacional gera um aumento na demanda por servicos e
produtos, aliado a tal fator estédo os avangos da ciéncia na area da saude, bem como
as pesquisas de novos tratamentos. Estes aspectos, resultaram na expansao de
processos para desenvolvimento de novos compostos e quantidade de medicamentos
disponiveis para comercializacdo e consumo (COSTA JUNIOR et al., 2014; PINTO et
al., 2014).

Os medicamentos s&o substancias quimicas desenvolvidas para serem
biologicamente ativas, com o intuito de gerar respostas fisiolégicas em humanos,
animais e plantas (LIMA et al.,, 2017). Sao indispensaveis para a manutencao da
salde publica e da qualidade de vida. Apo6s a administracdo, grande parte dos
farmacos é excretada inalterada ou como metabdlito ativo (CARACCIOLO et al.,
2015). Os principais meios de entrada dos farmacos no ambiente sdo os esgotos
domésticos bruto e tratado, descarte inadequado de medicamentos em lixo domiciliar
e industrias (PINTO et al., 2014).

As descargas de efluentes em aguas superficiais e a aplicacdo de lodo de
esgoto na agricultura, expbem a vida silvestre terrestre e aquatica aos farmacos
(BEAN et al., 2014). A auséncia de saneamento basico leva a poluicdo dos recursos
hidricos, pois ocorre o descarte de esgoto in natura em corpos d’agua (EVANGELISTA
et al., 2020). As estacOes de tratamento de esgoto (ETES) ndo séo projetadas para
remocao desses compostos. Em uma ETE os mecanismos envolvidos no processo
de remocdo dos farmacos sédo: sorcdo, biodegradacdo, transformacdes quimicas,
fotodegradacéao e volatilizacdo (AQUINO et al., 2013).

Ao chegarem no ambiente, os farmacos estdo amplamente diluidos, porém
sabe-se que estas substancias podem provocar impactos ambientais generalizados
por serem produzidas para desencadear grandes efeitos bioldégicos em concentracdes
extremamente baixas (ESCUDERO et al., 2021; GUNNARSSON et al., 2019). Alguns
farmacos se degradam rapidamente no meio ambiente, enquanto outros s&o
resistentes (ESCUDERO et al., 2021), tal dindmica ira depender das propriedades
especificas de cada substancia tais como, estabilidade quimica, biodegradabilidade,

solubilidade em agua e coeficientes de absorcéo/adsorcédo (GAFFNEY et al., 2014).
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Assim, os farmacos possuem alguns atributos que determinam seu risco ambiental,
como a sua persisténcia, potencial de bioacumulacéo e toxicidade (ESCUDERO et al.,
2021; KUSTER; ADLER, 2014; MOERMOND et al., 2011).

Os antidepressivos sdo uma categoria dos farmacos psiquiatricos e sao
subdivididos de acordo com seu mecanismo de acdo farmacoldgica em: inibidores
seletivos da recaptacao de serotonina (ISRSs), inibidores seletivos da recaptacao da
serotonina-norepinefrina (ISRSNs), antidepressivos triciclicos (ADTS) e inibidores da
monoamina oxidase (IMAOSs), inibidores da recaptacao da norepinefrina-dopamina
(IRND) e antagonistas do receptor NMDA. Em que, os ISRSs sdo os mais prescritos
(FITZGERALD; WATSON, 2019).

A Pesquisa Nacional de Saude realizada em 2019 aponta um crescimento de
34,2% nos casos de depressao no Brasil se comparado a 2013 (IBGE, 2019). No ano
de 2020, tais dados foram acrescidos pelo aumento no consumo de antidepressivos
no pais, que foi de 14% se comparado ao ano anterior, devido a recente pandemia de
COVID-19, a qual afetou a saude mental da populacéo, levando a um aumento no
namero de pessoas com episodios depressivos (CFF, 2020). Diante deste cenério,
estima-se que ocorra um aumento constante na prescricdo e consumo de
antidepressivos no pais e, por consequéncia, sua deteccao nas matrizes ambientais.
Dessa forma é necessario 0 monitoramento preciso dessas substancias, abrangendo
todo o ciclo da agua (CASTILLO-ZACARIAS et al., 2021).

Os antidepressivos podem provocar mudangas comportamentais que afetam a
dindmica das populacées em concentracdes mais baixas, pois agem nos diferentes
neurotransmissores envolvidos na regulacdo do humor (BEAN et al., 2014; MARTIN
et al., 2020; WILLE et al., 2008). Diversos estudos ja detectaram a presenca dessas
substancias em matrizes ambientais (BLAIR et al.; 2013; FERNANDES et al., 2020;
GONZALEZ-MARINO et al., 2018; SCHULTZ; FURLONG, 2013; SCHULTZ et al.,
2010; SHENG et al, 2014). Os antidepressivos podem exercer impactos
ecotoxicolégicos no ambiente aquatico podendo bioacumular em organismos nao
alvo, como peixes, moluscos mexilhdes, algas, crustaceos e caramujos.

Dentre as perturbacfes ja relatadas em estudos encontram-se: alteragcdo no
comportamento e mobilidade espacial, diminuicdo dos pardmetros de reproducao,
modificacdo no tamanho do organismo, alteragdo nos niveis de hormonais,

alteracdo genes responsaveis pela construcdo do cérebro, mudangcas no
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comportamento alimentar e variacées nos instintos de sobrevivéncia (ARNNOK et al.,
2017; EBELE et al., 2017; HAZELTON et al., 2014; SCHULTZ et al., 2010).

Assim, 0 uso crescente de antidepressivos, bem como as crescentes deteccoes
ambientais encontradas, justificam avaliagbes sobre seus riscos ambientais, que
devem incluir seu monitoramento e uma avaliacao dos efeitos potenciais de misturas
ambientalmente relevantes (GUNNARSSON et al., 2019; MARTIN et al., 2020).

A deteccao de farmacos no ambiente depende da aplicacdo de metodologias
analiticas robustas, que requerem a capacidade de determinar simultaneamente uma
série de substancias, com diferentes propriedades fisico-quimicas, dentro de matrizes
ambientais que compreendem comparativamente altas concentracdes de compostos
organicos complexos (MONTAGNER et al., 2017; PETRIE et al., 2012).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é a mais utilizada para a
deteccdo de antidepressivos em amostra ambientais (FERNANDES et al., 2020;
GONZALEZ-MARINO et al., 2018; SHENG et al., 2014), em funcdo da sua
possibilidade de detectar baixos niveis de concentracdes na faixadeng Ltapug L, e
a confirmacdo estrutural dos poluentes — sobretudo quando estd em série com
detector massas (MS/MS) (COSTA JUNIOR et al., 2014).

Com base nas informac¢des supracitadas, o objetivo deste trabalho foi adaptar
e validar uma metodologia baseada em extracdo em fase soélida (SPE) e HPLC-
MS/MS para analisar e monitorar os antidepressivos venlafaxina, citalopram,
fluoxetina e sertralina em amostras de agua coletadas em quatro pontos Rio
Piracicaba, na cidade de Piracicaba, SP, Brasil, no decorrer de sete dias consecutivos

durante periodo de seca.

4.2. Materiais e Métodos

4.2.1. Area de estudo

O Rio Piracicaba nasce em Americana, SP, através da juncao dos rios Jaguari
e Atibaia e percorre cerca de 250 km, passando pelo municipio de Piracicaba, até
desaguar na margem direita do Rio Tieté, entre os municipios paulistas de Santa Maria
da Serra e Barra Bonita, SP. Ao longo de sua extensdo recebe a carga poluente de

inmeros rios e ribeirbes que nele desadguam, assim como lancamentos diretos de
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cargas poluentes (AGENCIA DAS BACIAS PCJ, 2018; IBGE, 2019; MELLER et al.,
2012).

As principais atividades econdmicas que acontecem no entorno do Rio
Piracicaba sdo a agropecuaria e a producdo industrial, como o parque téxtil em
Americana, Nova Odessa e Santa Barbara d’Oeste e industrias sucroalcooleiras e do
setor metal-mecéanico em Piracicaba (SIGRH, 2019).

Os quatro pontos de coleta definidos estdo concentrados no municipio de
Piracicaba, SP — cidade com 364.571 habitantes, segundo o ultimo censo realizado
em 2010 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2021) — localizados
nas proximidades de uma ETE (P3 e P4), uma regido bem adensada (P2) e em regido
préxima a foz do tributario Ribeirdo Tijuco Preto, este que igualmente recebe carga de
uma ETE (P1) (Figura 4.1).

Legenda

Sistema de Coordenadas; Sirgas
|
Brasil 2000
Estado de S&o Paulo Sistema Geodésico: Sirgas 2000

Cidade de Piracicaba
Rio Piracicaba
Nascente do Rio Piracicaba A
Foz do Rio Piracicaba 0 1 2 km
Estagdes de Tratamento de Esgoto [ ]
Pontos de Coleta

Figura 4.3 - Localizag&o dos pontos de coleta P1, P2, P3 e P4 na cidade de Piracicaba, SP
(Fonte: Autoria Propria)
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4.2.2. Coleta de amostras

As amostras foram coletadas em 4 pontos do Rio Piracicaba na cidade de
Piracicaba, SP (Figura 4.1 e Tabela 4.1). As coletas foram realizadas no periodo
de 7 dias consecutivos entre 3 a 9 de setembro de 2020. Em cada ponto, as amostras
foram coletadas em triplicada, totalizando durante toda a campanha de coleta

84 amostras.

Tabela 4.1 - Locais dos pontos de coletas e suas respectivas coordenadas geograficas

Local Coordenadas ETE proxima
Anel Viario Municipal Comendador 22°41'21.0"S 47°34'59.9"0
Leopoldo Dedini (P1)

ETE Tupi

. o 22°42'20.3"S 47°38'48.7"0 ETEH e ETE
Avenida Armando Dedini (P2) o o
Piracicamirim

) _ o ) 22°41'46.7"S 47°40'18.3"0 )
Avenida Investigador Lucidio Leite (P3) ETE Ponte do Caixao

Foram adotados os procedimentos estabelecidos pela Companhia Ambiental
do Estado de Séo Paulo (CETESB, 2011) e o método EPA-1694 (2007) para o
armazenamento, preservacao e validade das amostras em que, para a conservacao
das mesmas foram utilizados frascos de vidro ambar de 1 litro previamente
descontaminadas com sabdo alcalino, sendo posteriormente lavados com agua
corrente, agua deionizada e acetona.

Na amostragem, a coleta de agua foi superficial e ocorreu entre 0 e
30 centimetros da lamina d’agua. Os frascos foram previamente lavados com agua do
rio e preenchidos completamente para minimizar o contato entre a agua e o ar.
ApOs a coleta, o material foi refrigerado e armazenado em caixa de material isotérmico

e enviado para o laboratério para inicio das analises.

4.2.3. Reagentes e materiais

Os antidepressivos venlafaxina (VEN), citalopram (CIT), fluoxetina (FLU) e
sertralina (SER) foram obtidos na forma de padrdes de referéncia para farmacias de

manipulagdo com pureza de 99,98% (Fragon, Holanda).
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Todos os solventes organicos e aditivos da fase movel, utilizados na extracao
e eluicdo possuiam grau de pureza LCMS: acetonitrila (ACN) (MTedia, EUA), metanol
(MeOH) (MTedia, EUA), agua ultrapura (Pura-Q, Brasil), acido formico (J.T. Baker,
EUA) e &cido sulfarico (H2S0a4) (Mallinckrodt, Irlanda). Para filtragem das amostras foi
utilizado filtro de membrana politetrafluoretileno de 0,47 e 0,2 um (Advantec, Japao).

As andlises cromatograficas foram realizadas em um equipamento de
cromatografia liquida Agilent modelo 1200 acoplado a um espectrometro de massas
Triple QuadAgilent modelo 6410 (Agilent Tchnologies, Palo Alto, EUA). O conjunto
cromatografico é composto de uma bomba binaria, amostrador automatico e um
compartimento com controle de temperatura da coluna. O sistema triplo quadrupolo
(QQQ) é formado por uma fonte de ionizacdo electrospray (ESI). Os instrumentos
foram controlados por meio do software Mass Hunter.

4.2.4. Protocolo de extracéo

No procedimento de extracdo em fase solida (SPE) foi utilizado uma bomba
peristaltica (Ismatec IPC, SWI), que proporcionou fluxo constante durante o
experimento, e um cartucho Bond Elut C18 (500 mg, 6 mL) da Agilent Technologies.
O protocolo de extracdo seguiu a metodologia de Reis et al. (2019) com adaptacdes.
Em que resumidamente o cartucho foi adequado com 5 mL MeOH, 5 mL H20
ultrapura. Em seguida as amostras de 0,5 L - previamente filtradas em filtro de
membrana (0,47 e 0,2 um) e acidificadas a pH 2 com H2SO4 (5%) - foram passadas
através do cartucho para concentracéo dos analitos de interesse. O fluxo utilizado foi
de 5 mL min! constante de amostra e secagem sob vacuo durante aproximadamente
20 minutos em sistema multiplo de vacuo (Vacuubrand, DEU). A lavagem foi realizada
com 2 x 5 mL de MeOH. Os extratos foram coletados, secos em nitrogénio e
ressuspendidos em agua acidificada com 0,1% acido formico e acetonitrila acidificada

com 0,1% &cido formico na proporgédo de 80% e 20% respectivamente.
4.2.5. Condigbes cromatograficas
As solucbes estoque dos analitos, foram preparadas em MeOH na

concentragdo de 1000 uyg mL%, conservadas a -20° C e renovadas a cada 3 meses.

A solucéo de trabalho foi preparada a partir das solu¢des estoque, em agua ultrapura



61

contendo todos os antidepressivos, em quantidades apropriadas de cada solucao, na
concentragdo de 100 ug mL* para as fortificagées.

Os parametros de separagao partiram do estudo de Kim (2019) com algumas
adaptacdes. Os analitos foram separados em uma coluna Syncronis C18 (4,6 mm X
50 mm; 3 um, Thermo Scientific) a uma temperatura de 40 °C com injecéo de 25 L.
A eluicdo foi realizada através de gradiente que consiste em Fase Movel A, agua
acidificada com 0,1% &cido formico e Fase Movel B, acetonitrila acidificada com
0,1% acido férmico. A vazdo foi de 0,7 mL min, iniciando com 80% A e 20% B; em
1,8 minutos 35% A e 65% B; no minuto 2,20 25% A e 75% B; retornando a condicao
inicial de 80% A e 20% no minuto 2,21, permanecendo nessa condicdo no post time

de 3 minutos, totalizando um tempo de corrida de 9 minutos.

4.2.6. CondicOes das analises no espectrometro de massas

As andlises de espectrometria de massas foram realizadas utilizando um
Espectrometro Triplo Quadrupolo 6410 com interface ESI (electrospray ionization),
operada no modo positivo de ionizacao. O gas utilizado foi o nitrogénio. Os parametros
da fonte de ions foram definidos da seguinte forma: o fluxo do gas de secagem foi de
10 L min't; temperatura de 350 °C; gas de nebulizagdo, 50 psi e a voltagem do capilar
a 4000V. Utilizou-se o modo monitoramento de reacdes mdultiplas (MRM) para
identificar e quantificar as transicbes idnicas dos compostos de estudo. Para o
processamento de dados foi utilizado o software Agilent Mass Hunter verséo
B.02.01 beta (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA).

4.2.7. Efeito matriz

Para avaliar o efeito matriz (EM) sob a sensibilidade do método analitico foram
obtidos extratos das amostras de agua, coletados em uma nascente (22°47'34.13”S
47°45°12.0170), Piracicaba, SP. A curva de calibracdo foi preparada nas
concentragbes de 1 ng mL?; 2,5 ng mL; 5,0 ng mL?; 10 ng mL* e 50 ng mL%, cada
ponto em triplicata, usando a solugao de extrato de matriz para dissolver os padrdes
analiticos em cada nivel de concentracéo, enquanto outra curva de calibracao foi feita
usando a fase mével (80% agua acidificada com 0,1% &cido férmico, e 20%
acetonitrila acidificada com 0,1% &cido férmico).
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Para analise dos dados foi efetuada uma comparacao entre os coeficientes
angulares, para tal, foi efetuada a razédo entre o coeficiente angular da matriz e do
solvente. Foi realizado o teste F Snedecor para comparacédo de variancias entre o
solvente e a matriz. E, por fim, foi aplicado um teste t para comparacdo das médias

no nivel de significancia de 95%.

4.2.8. Validacéo

Os parametros da validacdo analitica foram efetuados de acordo com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2017).

A seletividade foi avaliada pelo detector espectrdbmetro de massas, que
comparou o espectro do pico obtido na separacdo com o de um padréo, onde efetuou-
se a fragmentacdo dos ions de interesse, além da comparacdo dos tempos de
retencao.

A linearidade foi verificada utilizando 5 (cinco) concentracfes diferentes de 1,0;
2,5;5,0; 10; e 50 ng mL! em triplicata, preparadas de maneira independente, diluidas
a partir da solucao de trabalho. Os critérios de linearidade para aceitacao da curva
foram os coeficientes de correlacédo e a equacédo da reta (y = ax +b). Para a avaliacédo
da linearidade foi aplicada a analise de regressdo com analise de variancia (ANOVA)
ao nivel de 95% de confianca usando software estatistico Minitab 19.2020.1.
A auséncia de outliers foi demonstrada em cada, nivel de concentracao pelo teste de
Grubbs (MILLER; MILLER, 2010).

A precisédo do método foi avaliada nos niveis de repetibilidade com as amostras
sob as mesmas condicbes de operacdo - mesmo analista, instrumentacdo e uma
Unica corrida analitica. Foram utilizadas sete réplicas a 100% da concentracao
de 5 ng mL? individualmente preparadas. Além da repetibilidade foi analisada a
precisédo intermediaria, nas mesmas condi¢des, em 3 (trés) dias distintos. A anélise
foi demonstrada pela disperséo dos resultados, calculando-se o desvio padrao relativo

(DPR) da série de medi¢des conforme Equacao (1).

DP

DPR:T
X

.100 (1)

Em que DP é o desvio padréo e x a concentracdo média determinada.
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A exatidao foi verificada a partir de trés concentracbes que contemplam o
intervalo linear do método analitico 1,0 ng mL? (baixa), 5,0 ng mL? (média) e
50,0 ng mL™* (alta), com cinco réplicas em cada nivel. As amostras foram preparadas
de maneira independente, diluidas a partir de uma mesma solucdo estoque. Apos a
fortificacdo nas concentracbes conhecidas, as amostras foram submetidas ao

processo de extracdo. A recuperacao foi calculada de acordo com a Equacéo (2).

CA(amostra adicionada) ~— CA(amostra)

CTA @)

Recuperagao =

Onde CA é a concentracdo experimental do analito e CTA é a concentracdo
tedrica do analito adicionado.

O teste do filtro foi realizado com a finalidade analisar a retencdo ou ndo dos
farmacos no filtro. Foi utilizada a concentracdo de 5,0 ng mL? (média) com sete
réplicas em cada nivel, em que as amostras foram fortificadas de maneira
independente, diluidas de uma mesma solucdo estoque antes da realizacdo da
filtracdo. Apds fortificacdo, as amostras foram filtradas em membrana
politetrafluoretileno de 0,47 e 0,2 um. A recuperacéo foi calculada de acordo com a
Equacéo (2). Foi realizado um teste t no nivel de significancia de 95% para verificar
se houve diferenca estatistica significativa entre os valores de recuperacédo obtidos no
teste de filtracao.

Os limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados a partir

das Equacoes (3) e (4), usando os dados das curvas de calibragéo.

=22 3
== (3)
L _100 4
Q—T (4)

No qual b é o coeficiente angular e o o desvio padréao do intercepto.
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A robustez do método foi testada efetuando a injecdo das concentracfes
1,0 ng mL* (baixa), 5,0 ng mL* (média) e 50,0 ng mL* (alta), com cinco réplicas em
cada nivel, efetuando a diminuicdo e aumento na temperatura da coluna e no fluxo da
fase movel 10%. A andlise foi demonstrada pela dispersao dos resultados, calculando-

se o0 desvio padrao relativo (DPR) da série de medi¢des conforme Equacao (1).

4.3. Resultados e Discussao

4.3.1. Condigdes das anélises no espectrdmetro de massas

As substancias foram otimizadas para a obtencdo das melhores condicdes de
abundancia dos fragmentos. Como parametros foram utilizados o ion precursor, a
energia de fragmentacao, o ion produzido e a energia de colisdo. A polaridade ocorreu
no modo positivo. Os valores obtidos estdo dispostos na Tabela 4.2, bem como o

tempo de retencdo dos compostos.

Tabela 4.2 - Parametros do ion precursor, energia de fragmentacao, ion produzido e a
energia de colisdo de antidepressivos

ion Energia de o Energia de
Antidepressivos _ colisdo Tempo de
precursor Fragmentacdo (V) produzido ) retencéo
VEN 278,2 65 147,2 18 4,505
CIT 325,2 15 262,2 18 5,133
FLU 310,1 70 148,0 2 5,346
SER 307,1 85 275,8 4 5,372

4.3.2. Efeito matriz

O EM pode ser definido como a combinagdo de efeitos em todos os
componentes de uma amostra, com excec¢ao do analito de interesse, no processo de
guantificacdo. No caso de um componente especifico ser identificado como causador

de um efeito, tem-se uma interferéncia (CORTESE et al., 2020).
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O EM pode resultar na supressédo ou no aumento de sinal do analito, durante a
ionizacao por electrospray, o que pode gerar resultados errbneos (GROS et al., 2006;
TANG; KEBARLE, 1991; XIAO et al.,, 2008). Assim, sua avaliagdo ao longo do
processo de quantificacdo dos compostos é um significativo parametro a ser analisado
no decorrer do desenvolvimento e validacdo de um método analitico (CASSIANO et
al., 2009; GROS et al., 2006).

Alguns procedimentos para redugcéo do EM abrangem extracao seletiva e uma
limpeza eficaz da amostra apds a extracdo, porém, tais solu¢des podem nao ser as
mais adequadas, visto que levam a perdas de analito. Assim, outros métodos
utilizados para diminuir o EM, consistem no uso de abordagens de calibracéo
adequadas, tais como calibracdo externa usando amostras matriciais, adicdo de
padrao ou padréo interno, bem como a diluicdo de extratos de amostra (CORTESE et
al., 2020; GROS et al., 2006). Para este estudo foi utilizado a calibracdo externa
usando amostras matriciais.

Na analise de farmacos em matrizes ambientais, o EM tem se demostrado uma
adversidade que deve ser considerada para cada tipo de substancia, bem como para
cada tipo de matriz analisada. Tal fator ocorre devido a variabilidade das propriedades
fisico-quimicas e a complexidade das matrizes. A agua é considerada uma matriz
simples, porém interferentes como acidos humicos e falvicos podem resultar em EM
(EVANGELISTA et al., 2020; TORRES et al., 2017). A Tabela 4.3 mostra os dados

obtidos referente ao efeito matriz.

Tabela 4.3 - Caracteristicas de calibragéo do efeito matriz

Dados de calibracédo
= Relacéo
Antidepressivo R2 CEEITEIES Coeficiente U Teste t
angulares Snedecor
angulares
Solvente | Matriz | Solvente| Matriz

VEN 0,999 0,991 3045 3395 0,89 0,80 -6,90
cIT 0,999 | 0097 | 12304 | 7073 1,75 3,06 2,43
FLU 0,996 | 0996 | 31872 | 19829 1,61 2,58 2,39
SER 0,995 0,995 2959 1118 2,65 6,97 2,61

Leritico (0,05, 28) = 2,048
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Para todos os antidepressivos foram obtidos diferentes coeficientes angulares
nas curvas preparadas. Conforme pode-se visualizar na Figura 4.2, ocorreu diferencas
entre as inclinagdes das curvas dos analitos quando as solug¢des foram preparadas
nos extratos da matriz e no solvente organico. Em que, nesta analogia, 0s
componentes da matriz colaboram para inserir erros sistematicos nos resultados, tais
erros podem ser proporcionais e continuos (COSTA JUNIOR et al., 2020).

Os coeficientes de determinacdo (R?) de todas as curvas tanto do solvente
como na matriz ficaram acima de 0,990, o qual é estipulado pela Anvisa (2017).
A razdo entre os coeficientes angulares da matriz e do solvente ficou abaixo de 1
para venlafaxina, mas para as outras substancias os valores foram superiores a 1.
A supressao do sinal na presenca da matriz para compostos analisados foi de 89%
VEN, 175% CIT, 161% FLU e 265% SER. Segundo Costa Junior (2020) quando a
proporcao entre os coeficientes angulares € superior a 1 indica um efeito positivo da
matriz, isto é, a sensibilidade analitica se eleva na presenca dos elementos da matriz
para os antidepressivos deste estudo.

A comprovacéao do efeito matriz ocorreu por meio da aplicagéo do teste t e do
teste F. Em que, ao nivel de significancia de 95% e os graus de liberdade iguais
a 28 o valor de t corresponde a teritico (0,05; 28) = 2,048. O valor de tcalculado para VEN
ficou abaixo do terico. POrém, para as outras substancias os valores foram superiores
ao teriico. EM nivel de significancia de 95% e os graus de liberdade iguais a 14, o valor
de F corresponde a Fecritco (0,05; 14; 14) = 2,48. De todas substancias estudadas
apenas a VEN teve seu valor de F abaixo do Fecritico. Dessa forma, as comparacoes
foram consideradas estatisticamente diferentes (exceto a venlafaxina). Assim, para
guantificacdo dos antidepressivos no Rio Piracicaba foi efetuada a calibracao externa
usando amostras matriciais.

Na validacéo de alguns farmacos incluindo a VEN, CIT, FLU e SER em aguas
de rio, Paiga et al. (2017) obteve para VEN o menor valor de EM, 0s outros compostos
CIT, FLU e SER o EM foi mais pronunciado com uma supresséao iénica marcada. No
estudo Fernandes et al. (2020) nas aguas do rio todos antidepressivos apresentaram
sinal de supressao idnica, onde a VEN e a trazona apresentaram o sinal mais baixo

observado.
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Figura 4.2 - Curva de calibragdo entre matriz (dgua) e solvente para a VEN, CIT, FLU, SER

4.3.3. Validacéo

Em

relacdo a seletividade ndo foram verificados

interferentes -

(O8]

cromatogramas obtidos ndo apresentaram pico na regido de determinacdo dos

analitos. Demonstrando assim que o método apresentou alta seletividade. Na Figura

4.3 é possivel observar o cromatograma resultante do extrato da matriz e os

cromatogramas para a concentracédo de 50 ng mL™.
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Figura 4.4 - Cromatogramas dos antidepressivos A) Sem analito (branco); B) VEN min 4,505; C) CIT
min 5,133; D) FLU min 5,346; E) SER min 5,372 na concentracdo de 50 ng mL™*
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Na analise da linearidade foi verificado que a resposta do método na faixa de
trabalho estudada foi adequada para todos os antidepressivos, conforme

demonstrado na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Andlise da linearidade da validagdo do método analiticos para antidepressivos

Regresséo Falta de ajuste

Antidepressivo |"Equacao R2 Fealculado p-valor | Fealculado p-
valor
VEN y = 3395x+7336 0,991 12725,77 0 2,2 0,151
CIT y = 7073x + 5757 0,997 | 5578,06 0 0,32 0,812
FLU y =19829x + 27097,55 0,996 17756,42 0 0,18 0,905
SER y =1118,04x + 1465,37 0,995 | 2592,83 0 2,57 0,113

Feritico da regresséo (0,05; 1;13) = 4,67; Feriico da falta de ajuste (0,05; 3; 10) = 3,71

As equacdes obtidas pelo método dos minimos quadrados apresentaram
excelentes coeficientes de determinacdo com R? = 0,990 que é estipulado pela Anvisa
(2017), indicando boa aderéncia ao modelo linear para todas substancias estudadas.
Os valores de Fcaculado da regressao de todos os antidepressivos foram superiores ao
valor critico - Feritico da regressao (0,05; 1;13) = 4,67 - tanto nas faixas alta quanto na
baixa, indicando que as regressdes sdo estatisticamente validas. Os valores F, obtidos
para o teste de falta de ajuste, foram inferiores ao valor critico - Feritico da falta de ajuste
(0,05; 3; 10) = 3,71 — e os valores de p para a falta de ajuste foram superiores a
0,05. Portanto, regressfes foram consideradas aceitaveis, pois o modelo linear
descreve as correlacbes entre as areas dos picos e as concentracfes nas faixas
avaliadas satisfatoriamente.

Os limites de deteccdo e quantificacdo do método variaram de 0,03 a
0,33ngmL*ede0,08a0,99 ngmL?, respectivamente (Tabela 4.5), e estdo de acordo
com a faixa linear de trabalho. Estes valores demostram que o método analitico
desenvolvido possui boa sensibilidade.

O desenvolvimento e validacdo de metodologia UHPLC-MS / MS para estudo
de antidepressivos e antibiéticos, incluindo VEN, CIT, FLU e SER, em &aguas de rio
apresentou LD de 0,575 ng Lt e LQ de 1,93 ng L para VEN; LD de 0,50 ng L! e
LQ de 1,63 ng L para CIT; LD de 0,225 ng L' e LQ 0,750 ng L! FLU; e LD de
0,125 ng L* e LQ 0,425 ng L para SER (FERNANDES et al. 2020). Os valores
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de LD e LQ obtidos neste estudo foram superiores se comparados a alguns estudos
(BAKER; KASPRZYK-HORDERN, 2011; ASIMAKOPOULOS et al., 2017; PAIGA;
DELERUE-MATOS, 2016).

Para verificar se alguma das substancias ficaria retida nos filtros utilizados
para filtragem da amostra, o teste da filtracdo foi realizado para a concentracao
de 5 ng mL! (média). Os valores obtidos podem ser visualizados na Tabela 4.5.
Um teste estatistico permitiu concluir que as diferencas entre as perdas médias
observadas com a filtragem e sem a filtragem ndo foram estatisticamente
significativas.

A precisdo de um método é a proximidade do acordo entre resultados de testes
independentes obtidos em condi¢Bes estipuladas, geralmente é expressa em DPR
(EVANGELISTA et al.,, 2020). Os DPRs deste estudo podem ser observados na
Tabela 4.5. O valor para a repetitividade foi de 2,01% para a VEN; 2,70% para o CIT;
4% para FLU; e 5,05% para SER. A precisao intermediaria dos trés dias testados foi
de 3,0% para a VEN; 3,59% para o CIT; 4,38% para FLU; e 5,07% para SER.
Os valores de DPR ficaram abaixo de 15% para todas as substancias, assim, estao
em concordancia com os parametros estabelecidos para a validacdo de métodos
cromatograficos em farmacos (AOAC, 2016; ANVISA, 2003). Tais valores indicam

uma boa precisdo do método.

Tabela 4.5 - Valores de limites de deteccao e quantificacdo, precisdo intermediaria e
repetitividade, teste de filtracdo da validacdo do método analiticos para antidepressivos

Limites Teste do filtro Preciséo
Antidepressivo LD ng L LQ ng Lt |Recuperacdo | DPR% | Repetitividade | Intermediaria
% DPR % DPR %
VEN 0,24 0,73 96,1 7,55 2,01 3,00
CIT 0,33 0,98 116,7 1,04 2,70 3,59
FLU 0,03 0,08 90,3 3,95 4,0 4,38
SER 0,33 0,99 116,6 8,07 5,0 5,07
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A exatiddo foi avaliada através de experimentos de recuperacdo. As
recuperacbes do método podem ser visualizadas na Tabela 4.6 e Figura 4.4. Os
valores variaram de 76 a 103,33% para a VEN; 99,57 a 119,15% para CIT; 82,26 a
98,40% para FLU; 107,49 a 119,80% para SER. As maiores recuperagdes foram
obtidas para SER. Recuperacdes com porcentagens perto de 100% sdo desejaveis,
entretanto, pode-se admitir valores inferiores contanto que as recuperacdes sejam
precisas e exatas (ANVISA, 2003).

De acordo com Kruve et al. (2015) valores de recuperagao entre 70% e 120%
sao considerados aceitaveis. Todas recuperacdes deste estudo ficaram acima de 70%
(Figura 4.4). Os valores de DPR para a exatidao ficaram abaixo de 15%. Assim, tem-
se que neste estudo a metodologia validada é precisa e exata sendo aceitaveis as
recuperacoes obtidas.

Vale ressaltar que as recuperacfes obtidas no teste de filtragem (Tabela 4.5),
foram proximas as recuperacdes alcancadas sem o procedimento de filtracdo (Tabela

4.6), portanto ndo ocorreu retengcao de analito no processo de filtragéo.

Tabela 4.6 - Recuperacao (%) e DPR (%) obtidos para os antidepressivos VEN, CIT, FLU e
SER nos niveis de concentracéo 1, 5 e 50 ng mL* para LC-MS-MS

Antidepressivo Nivel de concentragéo Média n=5 Recuperacéo -
ng mL? ng mL? %

1 0,76 76,00 9,35

VEN 5 4,76 95,33 4,89
50 51,66 103,33 0,99

0,99 99,57 3,24

CIT 5 5,96 119,15 3,32
50 50,70 101,40 1,48

1 0,82 82,26 1,08

FLU 5 4,44 88,76 4,05
50 49,20 98,40 0,84

1 1,19 119,80 5,74

SER 5 5,44 119,20 7,08
50 53,74 107,49 0,55
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Figura 4.5 - Recuperacdes (%) obtidas para VEN, CIT, FLU, SER nos niveis de
fortificacdo 1, 5, 50 ng mL*

A robustez do método foi avaliada por algumas variacdes cromatogréaficas
utilizadas, fluxo da fase movel e temperatura da coluna. As injecdes foram efetuadas
para cada condicdo individualmente. As variacGes adotadas para altera¢des foram de
10% para mais e para menos. Em que, para temperatura o0 menor valor foi de
36 °C e para maior valor 44 °C. Ja o fluxo a variacdo foi de 0,63 mL min* (menor) e
0,77 mL min! (maior). Os valores obtidos de recuperacédo e DPR para robustez podem
ser visualizados na Tabela 4.7.

A variacdo que mais impactou os resultados de recuperacéo foi a alteragéo no
fluxo da fase movel, para SER as recuperacdes foram inferiores se comparadas com
a metodologia original. Apesar das alteracdes efetuadas no método, este mostrou-se
robusto, as recuperagfes sdo aceitaveis e em sua maioria ficaram dentro da faixa de

aceitacao.
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Tabela 4.7 - Valores de recuperacdo e DPR para variagdes na temperatura da coluna e

fluxo da fase moével em +10%

Temperatura Fluxo
Antidepressivo Cor:;err:[igao +10% 0% +10% 0%
Recup | DPR | Recup | DPR | Recup | DPR | Recup | DPR
% % % % % % % %

1 71,30 | 3,60 | 69,80 | 354 | 62,61 | 954 | 60,12 | 1,36

VEN 5 100,04 | 0,47 | 102,00 | 3,68 | 72,72 | 6,59 | 117,00 | 3,14
50 100,64 | 2,59 | 100,40 | 1,64 | 76,49 | 4,23 | 87,10 | 0,97

1 68,60 | 1,57 | 63,40 | 3,80 | 68,44 | 1,23 | 70,02 | 7,25

CIT 5 105,80 | 3,18 | 106,0 | 0,90 | 96,83 | 2,56 | 79,12 | 4,65
50 100,06 | 0,79 | 100,02 | 0,87 | 9542 | 1,03 97,3 | 4,12

1 118,60 | 1,78 | 83,38 | 1,04 | 73,66 | 856 | 70,13 | 5,98

FLU 5 103,80 | 1,27 | 103,60 | 0,50 | 79,45 | 6,78 | 93,61 | 7,15
50 100,36 | 0,98 | 100,30 | 0,24 | 71,55 | 3,54 | 97,80 | 6,15

1 94,00 | 8,47 | 82,35 | 2,57 | 65,23 | 12,65 | 58,36 | 4,68

SER 5 101,60 | 0,44 | 102,20 | 1,26 | 70,62 | 7,14 | 53,94 | 9,64
50 100,24 | 0,24 | 100,14 | 2,53 | 71,23 | 5,87 61,21 | 8,12

A validacao de metodologia empregando SPE e HPLC MS/MS na determinacéo
de 33 farmacos humanos e veterinarios em amostras de agua de rio, incluindo
antidepressivos, obteve recuperacdes de 91,1% a 98,4% para VEN; 85,5% a 89,5%
para CIT; 85,1% a 90,5 % para FLU; e 85,7% a 91,3% para SER (PAIGA et al., 2017).

Fernandes et al. (2020) em seu estudo utilizando SPE e HPLC MS/MS para
deteccdo de antibidticos e antidepressivos no rio Leca e rio Douro obteve
recuperacoes de 91,1% a 98,2% para VEN; 85,5% a 89,5% para CIT; 85,1% a
90,5 % para FLU; e 91,1% a 98,2% para SER. Em um estudo para deteccéo
de 20 drogas de abuso e produtos farmacéuticos utilizando SPE e UHPLC MS/MS a
recuperacéo ficou em 98% para CIT e 103% para FLU (PENG et al., 2019).

Uma metodologia foi desenvolvida para a determinagdo simultdnea de
89 farmacos neuropsiquiatricos legais e drogas ilicitas (compostos originais e

metabalitos) e outros micropoluentes em aguas residuais nao filtradas e agua doce
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através de dois métodos de extracdo, as recuperacdes ficaram em 74,3% a 106%
para VEN; 66,5% a 106,9% para CIT; 80,4% a 123% para FLU; e 69.4% a 112.3%
para SER (ASIMAKOPOULOS et al., 2017).

Rivera-Jaimes et al. (2018) ao analisarem 35 farmacos, entre eles a FLU, em
aguas superficiais e efluentes de Cuernavaca (México), encontraram recuperacoes
entre 67% e 71%. Porém, vale ressaltar que o pH da amostra coletada néo foi ajustado
para a analise, como ocorreu neste estudo.

Isto posto, pode-se constatar que as recuperagdes dos analitos estudados na

literatura, corroboram com os valores obtidos neste estudo.

4.4. Andlise de antidepressivos em amostras do Rio Piracicaba, SP

O Departamento de Aguas e Energia Elétrica (DAEE) possui uma rede de
telemetria que monitora dados de chuvas acumuladas em 24 horas, total de chuva
acumulada no més vigente e nos anteriores, vazées e niveis dos rios. Os Boletins
Diarios s&o disponibilizados pela Sala de Situacdo PCJ (AGENCIA DAS BACIAS PCJ,
2021). Na cidade de Piracicaba, existem trés pontos de monitoramento, o PS24
localizado no Rio Corumbatai, o PS21 e PS25, ambos situados no Rio Piracicaba,
sendo que o PS21 estd a montante do PS25. A Figura 4.5 apresenta os dados de
vazdes diarias no Rio Piracicaba durante o més de setembro de 2020 relativos aos
pontos de monitoramento PS21 e PS25.

A vazdo média histérica para o més de setembro é de 58,28 m3. st (SSPCJ,
2021). Entre os dias 03 e 9 de setembro de 2020, periodo em que ocorreram as
coletas, as vazdes variaram de 17,26 m3.st a 21, 08 m3.s* no PS21 e 20,81 m3.st a
23,93 m3.st no PS25. Em ambos os pontos de monitoramento, as vazdes ficaram
abaixo da média histdrica. Vale ressaltar PS21 e PS25 registaram 0,00 mm de chuvas
acumuladas nos dias de coleta, bem como aqueles que a antecederam (SSPCJ,
2021).
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Figura 4.6 - Vazdes no Rio Piracicaba no més de setembro de 2020 (Adaptado: Agéncia das
Bacias PCJ. Sala de Situagéo, 2021)

A Tabela 4.8 apresenta os resultados obtidos para a determinacdo de VEN,
CIT, FLU e SER nas coletas realizadas durante 7 dias no Rio Piracicaba, SP, dentro
dos limites da cidade de Piracicaba. Os resultados estdo expressos em termos da
concentracdo média.

As ETEs da cidade de Piracicaba, empregam sistemas de tratamento que ja se
mostraram ineficientes para remocdo de farmacos (DEBLONDE et al., 2011). A
presenca destes contaminantes no Rio Piracicaba pode estar atrelada a diversos
motivos como descarte inadequado, recepcdo de esgoto in natura, recepcdo de
afluentes contaminados, aumento no consumo de antidepressivos na cidade, etc. Vale
ressaltar que o periodo de seca contribui para deteccdo de farmacos no ambiente,
devido as baixas vazfes no corpo d’agua (LIMA et al., 2017).
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Tabela 4.8 - Concentracdes médias de antidepressivos encontradas no Rio Piracicaba, SP

durante 7 dias consecutivos

Antidep | Pontos
ressivo de
coleta | 1°dia 2°dia | 3°dia | 4°dia 5° dia 6° dia 7° dia
P1 1,41 1,29 1,31 1,02 1,46 2,10 1,47

VEN P2 1,18 alq alq 1,00 alq alq alq
ng Lt P3 1,08 alq alq alq alq alq 1,29
P4 2,57 alg alg alg alg 1,36 alg
P1 1,03 1,13 alg alg alq alqg alqg
CIT P2 1,15 alq alq alq alq alq nd
ng Lt P3 alq alq nd alq alq alq nd
P4 1,73 alg alg alg alg 1,19 nd
P1 1,79 1,86 2,70 2,51 1,03 1,36 1,77
FLU P2 1,02 alq nd nd nd nd nd
ng Lt P3 1,00 alq nd nd nd nd nd

P4 2,71 1,23 1,00 2,01 2,44 1,01 alq
P1 2,12 1,36 1,00 1,53 1,77 1,70 1,87
SER P2 2,97 alq 1,35 1,66 ald 1,36 ald
ngLt | P3 1,38 alq alq 1,32 alq 2,01 | 1,45

P4 4,48 2,10 2,01 1,97 2,50 2,45 1,62
nd = substancia ndo detectada ou menor que o limite de deteccéo
alg = abaixo do limite de quantificacdo

No 1° dia, todas as substancias foram detectadas, até mesmo o CIT no P3, foi
detectado mas ndo quantificado. A ETE mais préxima é a ETE Tupi — a
aproximadamente 7,5 km em linha reta — a qual emprega como forma de tratamento
0 reator anaerébio UASB atendendo 1,1% da populacdo de Piracicaba, a vazéo
afluente é de 10,7 L.s lancada no Ribeirdo Tijuco Preto, que desagua no Rio
Piracicaba (BRASIL, 2017). No P1, a ocorréncia dos antidepressivos estudados foi
diaria durante os 7 dias, variando de 1,02 a 2,10 ng L-*paraaVEN; 1,03 a 2,70 ng L*
para a FLU; e 1,00 a 2,12 ng L para a SER. O CIT foi detectado no 1° e 2° dia de
coleta.

O P2 estd localizado na zona urbana, a ETE Piracicamirim esta a
aproximadamente 2,8 km (em linha reta) de distédncia e emprega como forma de
tratamento lodo ativado, atende a 24,7% da populacéo de Piracicaba, e possui vazéo
afluente de 244,2 L.s* lancada no Ribeirdo Piracicamirim (BRASIL, 2017). No P2
nenhum farmaco teve sua deteccdo constante, a VEN foi detectada no 1° e 4° dia, o
CIT e a FLU no 1° dia, e a SER 1°, 3°, 4° e 6° dia de coleta.
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O P3 esta situado na zona urbana, a ETE Ponte do Caixdo esta na margem
esquerda da ponte no qual foi realizada a coleta. Utiliza como forma de tratamento
lodo ativado, atende a 29,5% da populacéo de Piracicaba, e possui vazéo afluente de
297,1 L.s? lancada no Rio Piracicaba (BRASIL, 2017). A ocorréncia de
antidepressivos no P3 nao foi diaria, como em P1, a VEN foi detectada no 1° e 7° dia,
o CIT néo foi detectado, a FLU no 1° dia, e a SER no 1°, 4°, 6° e 7° dia de coleta.

O P4 estd localizado na zona urbana, a ETE Bela Vista esta a
aproximadamente 4,5 km de distancia (em linha reta). Utiliza como forma de
tratamento o lodo ativado que atende a 30,2% do municipio, e possui vazao afluente
de 298,2 L.s! lancada no Rio Piracicaba (BRASIL, 2017). A VEN e o CIT foram
detectados no 1° e 6° dia, a FLU manteve sua ocorréncia frequente, exceto no
7° dia, e a SER foi detectada todos os dias de coleta. Vale ressaltar que as maiores
concentragGes encontradas para a VEN, CIT, FLU e SER - 2,57 ng L1, 1,73;
2,71 ng L e 4,48 ng L respectivamente - foram no P4.

Apesar de ser o ponto mais remoto dentre os estabelecidos neste estudo, e ndo
estar tdo proximo aos afluentes de uma ETE, P1 foi o que apresentou maior frequéncia
de deteccdo dos farmacos, provavelmente, por receber influéncia direta das cidades
vizinhas, como Americana, Limeira e Santa Barbara D’ Oeste. O Ribeirdo do Tatu é
um tributario do Rio Piracicaba e desagua em sua margem direita. De acordo com
enquadramento dos corpos d’agua o Ribeirdo do Tatu possui Classe 4 - destinado
apenas para navegacao e a harmonia paisagistica (BRASIL, 2005). Possui problemas
de lancamento de esgoto in natura, disposicao irregular de residuos sélidos e
lancamentos clandestinos de efluentes industriais (PREFEITURA DE LIMEIRA, 2017).
Ja o Ribeirdo dos Toledos e o Ribeiréo Tijuco Preto (este ultimo sendo o0 mais préximo
ao P1) séo afluentes da margem esquerda do Rio Piracicaba, e possuem Classe 3
(BRASIL, 2005).

No P4 notou-se uma frequéncia de detecgéo para a FLU e a SER, tal fator pode
estar associado a recepcao de afluentes das maiores ETEs da cidade, como a ETE
Ponte do Caixao e a ETE Bela Vista, que juntas sao responsaveis pelo tratamento de
aproximadamente 60% do esgoto de Piracicaba.

Salienta-se que o0s antidepressivos sdo medicamentos controlados de uso
continuo, o que justifica a sua presenca frequente em todos os dias de coletano Pl e
P4. No P2 e P3 apesar da ndo constancia de deteccdo, ndo se pode afirmar que o



78

corpo d’agua alvo deste estudo esta livre de tais medicamentos, visto que, podem se
encontrar em menores concentracdes (abaixo do LQ).

As maiores concentracdes detectadas neste trabalho variaram de 1,73
a 4,48 ng LL. Apesar de tais concentracdes serem baixas, sdo alarmantes, visto que
os antidepressivos estudados possuem tendéncia de migrarem para o sedimento ou
matéria organica em suspensao pelos mecanismos absor¢ao ou adsorcao, devido as
caracteristicas da molécula (ALVARINO et al.,2018; FERNANDEZ et al., 2020).
O valor de log Kow dos antidepressivos estudados é VEN 3,20; CIT 3,5; FLU 4,05;
SER 5,1, isto significa que a molécula possui alta hidrofobicidade, entdo estes
poluentes sdo capazes de se movimentar da fase aquosa para a camada lipofilica do
sedimento, sendo assim absorvidos. O pka da molécula e o pH do meio influenciam
na adsorcdo dos farmacos — pka VEN 8,91, CIT 9,78, FLU 9,80 e SER 9,85 - em
gue, quando pka da molécula for menor que pH do meio ha ocorréncia de protonacéo,
formando espécies catibnicas que possivelmente irdo se adsorver no sedimento ou
na matéria organica em suspensdo por meio das interacdes eletrostaticas entre a
molécula carregada positivamente e a superficie negativa das moléculas do
sedimento (AL-KHAZRAJY; BOXALL, 2016; ALVARINO et al., 2018).

A FLU foi o antidepressivo detectado com maior frequéncia em um estudo nas
aguas superficiais e sedimentos dos rios ao norte de Portugal. As concentracfes
detectadas na agua estdo na faixa de 1,97 ng Lt no Rio Douro e 28,9 ng L' no Rio
Leca. Ja a VEN, CIT e SER foram detectados apenas no Rio Leca na faixa de
concentracdo de 5,4 a 641 ng L (FERNANDES et al., 2020). Em um estudo com
varios farmacos incluindo os antidepressivos nas aguas do Rio Lis em Portugal, a FLU
foi detectada na concentracdo de 3,3 ng L, a SER ficou a baixo do limite deteccéo, e
o CIT e a VEN n&o foram detectados (PAIGA et al., 2017).

No primeiro estudo sobre a ocorréncia de farmacos em aguas superficiais e
efluentes de Cuernavaca, México, 35 farmacos foram analisados no rio Apatlaco,
dentre eles a FLU. Porém, o antidepressivo néo foi detectado em nenhuma campanha
de amostragem (RIVERA-JAIMES et al., 2018). Ao analisar 11 antidepressivos nas
aguas do Rio Blanice na Republica Checa, o CIT foi detectado na faixa de
concentracdo de 24 a58ng Lt aVENde65a170ngL'eaSERde4a100ngL?
(GRABICOVA et al., 2017).
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A bacia do rio Beiyun na China foi selecionada como um hotspot representativo
de um estudo, no qual avaliou-se a ocorréncia enantiomérica de farmacos quirais
incluindo 5 compostos parentais, dente eles a VEN e FLU. A VEN teve uma frequéncia
de deteccdo de 100% nos dois periodos de amostragem (estacdo chuvosa e seca)
sendo encontrada na concentracdo de 22,9 ng Lt. A FLU foi detectada apenas
ocasionalmente na estacdo chuvosa, vezes a abaixo do limite de deteccdo a
11,8 ng L'* (MA et al., 2020).

Rimayi et al. (2018) avaliou a presenca e quantificacdo de 15 contaminantes
emergentes no rio Jukskei. A presenca de VEN variou de 0,2 a 4 ng L* em diferentes
pontos ao longo do rio.

Alonso et al. (2010) em um estudo com varios farmacos psicoativos, dentre os
quais estéo incluidos o CIT, FLU, VEN e SER, ao longo dos rios Jarama, Manzanares,
Guadarrama, Henares e Tajo, detectou a FLU na concentracdo média de 14 ng L' e
um maximo de 44 ng L. O CIT apresentou concentracéo média de 37 ng L' e maxima
de 120 ng L1. A VEN foi detectada com média de 57 ng L't e maximo de 387 ng L.
Ja a SER néo foi detectada no estudo.

Dez drogas psicotropicas foram monitoradas em ETES e aguas superficiais na
bacia do rio Atibaia, Brasil. A FLU foi detectada na faixa de 25 a 60 ng L em sete
pontos do Rio Atibaia, ja a SER nao foi detectada (PIVETTA et al., 2020). No mesmo
pais a FLU foi detectada a uma concentracdo de 0,58 ng L' no fundo do mar da Baia
de Santos (CORTEZ et al., 2019). Alguns farmacos e cocaina foram analisados no
rio Negro e seus dois afluentes em Manaus, o CIT foi detectado na faixa de
concentracdo de 48 a 79 ng L e a SER de 30 a 146 ng L'* (THOMAS et al., 2014).

Os niveis detectados desses medicamentos no Rio Piracicaba estdo de acordo
com alguns estudos, porém divergem de outros. No geral, nota-se que foram
encontrados niveis inferiores de contaminacdo se comparado a pesquisas em outras
areas geograficas. Alguns fatores podem ser responsaveis por tal questdo, por
exemplo, os antidepressivos selecionados ndo sejam utilizados nas quantidades
consumidas em outras partes do mundo, possivelmente devido a fatores sociais.

Os dados apresentados neste trabalho reafirmam que as atuais tecnologias de
tratamento de esgoto das ETEs que circundam o Rio Piracicaba ndo conseguem
remover efetivamente VEN, CIT, FLU e SER, visto que tais componentes foram
detectados por meio de HPLC- MS/MS. As concentracdes diarias detectadas,
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principalmente em Pl e P4, é um indicativo de descarga continua desses

medicamentos no ambiente, sendo a principal causa de sua presenca generalizada.

4.5. Conclusdes

Um método analitico sensivel baseado em SPE seguido de analise em
HPLC- MS/MS foi otimizado para um exame simultdneo de quatro antidepressivos,
VEN, CIT, FLU e SER em aguas superficiais. O processo de validacdo foi realizado
de acordo com os critérios de 6rgado regulador, a Anvisa. O método apresentou
exatidao (70-120%) e precisao (DPR < 15%) aceitaveis, alta seletividade, e os LDs e
LQs demostram que o método € sensivel.

O método foi aplicado para analisar amostras de agua superficiais em quatro
pontos do Rio Piracicaba na cidade de Piracicaba, SP, durante 7 dias consecutivos
durante o periodo de seca (setembro). Todos os antidepressivos estudados foram
detectados neste trabalho, de modo que FLU e a SER foram os compostos que
tiveram detecc¢des mais frequentes.

O cuidado ao ecossistema aquatico € de extrema importancia, visto que o0s
corpos d’agua sao habitats de uma vasta quantidade de espécies com populacdes
gue necessitam de um meio equilibrado para prosperar. A contaminacgao por produtos
farmacéuticos, em especial os antidepressivos, € um tema de extrema importancia e
0S seus impactos no meio ambiente devem ser avaliados. Contudo, espera-se que
este estudo possa servir como base norteadora para a inclusdo na legislacéo
brasileira do monitoramento de farmacos no ambiente aquatico, em que a metodologia
aqui validada possa atuar como uma importante ferramenta junto aos 06rgaos

ambientais do pais.
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5 ANALISE DA TOXICIDADE DE ANTIDEPRESSIVOS EM Daphnia magna
Resumo

Devido ao crescimento da prevaléncia de transtornos mentais na sociedade moderna,
0 consumo de antidepressivos por parte da populacdo aumentou. Os antidepressivos
foram detectados em diversas matrizes, como em aguas superficiais e subterraneas,
sedimentos, mar e solos. A Daphnia magna € um microcrustdceo amplamente
utilizado em ensaios ecotoxicolégicos agudo e cronico. O objetivo deste estudo foi
realizar testes de toxicidade aguda com os compostos fluoxetina (FLU), citalopram
(CIT), venlafaxina (VEN) e sertralina (SER), para determinacdo do CEso de cada
substancia, além de efetuar testes de toxicidade aguda e crénica com a mistura dos
compostos, de modo que as concentracdes utilizadas foram baseadas na maior
concentracdo detectada em amostras do Rio Piracicaba, SP. No teste crénico foram
avaliadas a reproducao, sobrevivéncia, tamanho dorsal e ventral. Para tal, os ensaios
seguiram as normas ABNT NBR12713: 2016, OECD n°211 e ABNT NBR 13373:2017.
O CEso para FLU, CIT, VEN e SER foram 3,77 mg Lt; 6,96 mg L?; 36,15 mg L!; 0,34
mg L respectivamente. A FLU e o CIT foram classificados como moderadamente
téxicos, a VEN pouco toxica e a SER foi considerada muito toxica. O quociente de
risco para os antidepressivos estudados nao apresentam risco ambiental agudo para
invertebrados. Os testes agudos com a mistura dos antidepressivos nas
concentracbes ambientais ndo apresentaram organismos mortos ou imoéveis. Os
testes crénicos demonstraram efeitos na reproducédo e tamanho dorsal da Daphnia
magna, tanto os realizados com a substancia individual quanto suas misturas. O
tamanho ventral organismo né&o foi afetado pela exposicao individual das substancias,
porém a mistura dos farmacos CIT.FLU.SER e VEN.CIT.FLU.SER propiciou os efeitos
gue mais se afastaram do controle. A variavel sobrevivéncia ndo atingiu as
pressuposi¢cdes para avaliagdo estatistica, dado que a mortalidade no ensaio foi de
5%. Contudo, os resultados aqui apresentados sao o primeiro passo o entendimento

de como se da comportamento da e suas misturas no ambiente.

Palavras-chave: Antidepressivos; Daphnia magna; Toxicidade aguda; Toxicidade

cronica; Ensaios de misturas.
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Abstract

The rise in the prevalence of mental disorders in modern society is shown by the
increase in the consumption of antidepressants by the population. Antidepressants
have been detected in several matrices, such as in surface and underground waters,
sediments, sea and soils. Daphnia magna is a microcrustacean used in acute and
chronic ecotoxicological tests. The objective of this study was to carry out acute toxicity
tests with compounds fluoxetine (FLU), citalopram (CIT), venlafaxine (VEN) and
sertraline (SER), to determine the CEso of each substance, in addition to performing
acute and chronic toxicity tests with the mixture of compounds, so that the
concentrations used were based on the highest concentration detected in samples
from Piracicaba River, SP. In the chronic test, reproduction, dorsal and ventral size
were evaluated. For this purpose, the tests followed the standards ABNT NBR12713:
2016, OECD n° 211 and ABNT NBR 13373: 2017. The CEso for FLU, CIT, VEN and
SER were 3.77 mg L-1; 6.96 mg L-1; 36.15 mg L-1; 0.34 mg L-1 respectively. FLU and
CIT were classified as “moderately toxic”, VEN “little toxic” and SER was considered
“very toxic”. The risk quotient for the studied antidepressants does not present an acute
environmental risk for invertebrates. Acute testing with a mixture of antidepressants at
environmental concentrations did not show dead or immobile organisms. Chronic tests
demonstrated the effects of reproduction and on the dorsal size of Daphnia magna,
both those performed with an individual substance and its mixtures. The ventral
organism size was not affected by the individual exposure of the substances, however
the mixture of the drugs CIT.FLU.SER and VEN.CIT.FLU.SER propitiated the effects
that most moved away from the control. The related variable did not reach the
assumptions for evaluation, given that the mortality in the trial was 5%. However, the
results here are the first step in understanding how these mixtures behave in the

environment.

Keywords: Antidepressants; Daphnia magna; Acute toxicity; Chronic toxicity; Mixing

tests



89

5.1. Introducéao

Produtos farmacéuticos de diversas categorias sao utilizados em grande escala
para o restabelecimento e tratamento da salde humana e animal (NKOOM et al.,
2019). Isto se deve as descobertas de novas drogas, a populacdo em expansao, a
estrutura etaria inversa da populacdo, bem como o vencimento de patentes com
disponibilidade resultante de genéricos menos caros (EVANGELISTA et al., 2020).

Um farmaco é fabricado com o objetivo de ter uma consequéncia benéfica no
individuo em que foi administrado, pois € um material que contém uma substancia
ativa projetada para afetar vias biolégicas especificas de organismos a fim de atingir
seu proposito terapéutico (TKACZYK et al., 2021). Muitos dos medicamentos
existentes acabam no ambiente, onde podem exercer efeitos bioldégicos adversos
(NKOOM et al., 2019).

Tais substancias podem entrar no ambiente por diversas vias como o descarte
improprio - queima, descarga no vaso sanitario, residuos destinados a aterro - e por
excrecao metabdlica de formas transformadas e inalteradas (MINAGH et al., 2009).
A tecnologia empregada nas estacoes de tratamento de esgoto ndo séo efetivas na
remocao destes poluentes, contribuindo para a sua constantemente introducdo no
meio ambiente (WAWRYNIUK et al., 2015).

Devido algumas caracteristicas fisico-quimicas, bem como sua frequente
introducdo no ambiente, um farmaco pode tornar-se persistente, o que leva a
exposicao continua de organismos aquaticos ao longo de todo o seu ciclo de vida
(MINAGH et al., 2009). Dessa forma, faz-se necessario, além de um monitoramento
destas substancias, a realizacdo de testes de toxicidade buscando-se entender como
os farmacos podem interferir no metabolismo dos organismos expostos direta e
indiretamente.

Os antidepressivos sao uma classe de medicamentos humanos para o
tratamento da depressao clinica, transtorno de déficit de atencdo, transtorno
obsessivo-compulsivo, transtorno do péanico e fobia social. Devido ao crescimento da
prevaléncia de transtornos mentais na sociedade moderna, o consumo de
antidepressivos por parte da populagéo, principalmente no periodo da pandemia de
COVID-19 teve um aumento (CFF, 2020; DING et al., 2017).
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Os antidepressivos foram detectados em diversas matrizes, como em aguas
superficiais e subterraneas, sedimentos, mar e solos (FICK et al., 2009; FONG et al.,
2019; MEJIAS et al., 2021; PARK; JEON, 2021; SCHLUSENER et al., 2015). Além de
apresentarem efeitos em diferentes niveis tréficos de organismos néo-alvo, como
algas, plantas, invertebrados e vertebrados, estes medicamentos possuem a
capacidade de bioacumulacéo, afetando o crescimento, diminuicdo da predisposi¢cao
para interagir, alteracdes de natacao, reducdo da taxa de crescimento populacional
(ABREU et al., 2020; BYEON et al., 2020; DUARTE et al., 2020; SEHONOVA et al.,
2019; SILVA et al., 2015).

Para o entendimento do impacto de farmacos no ambiente sdo adotados testes
de ecotoxicidade, para tal sdo utilizados organismos-testes. Na ecotoxicologia
aquatica, o ideal € que as espécies utilizadas pertencam a certos grupos taxondmicos
representativos dos ecossistemas aquaticos, tenham ampla distribuicdo, sejam
passiveis de cultivo e manejo em laboratorio, além abrangerem uma importancia
recreativa, econdmica e ecoldgica (BIDWELL, 2020; DOMINGUES; BERTOLETTI,
2008).

As Daphnia também conhecidas como “pulgas d’agua”, sdo microcrustaceos
pertencentes a ordem Cladocera representativos das espécies de zooplancton e
amplamente utilizados em ensaios ecotoxicologicos para a avaliacao da qualidade da
agua (ANTUNES; CASTRO, 2017). Possuem sensibilidade a véarias substancias e sédo
considerados organismos modelos muito Uteis em ecotoxicologia (BOWNIK, 2017).

Com um breve ciclo de vida, altas taxas de fecundidade e sensibilidade a
diversos fatores de estresse, a Daphnia magna possui reproducdo sexuada ou
assexuada, onde em condicdes favoraveis é predominante a partenogénese
assexuada, o que possibilita o controle de sua variabilidade genética, possibilitando
facilmente sua manutencdo e cultivo em laboratério (ANTUNES; CASTRO, 2017;
TKACZYK et al., 2021).

Entre os diferentes organismos utilizados em testes de toxicidade de
farmacos - como o paracetamol, carbamazepina, cimetidina, diltiazem, antibidticos
sulfonamidas e genfibrozila - a Daphnia magna apresentou um nivel de sensibilidade
muito maior do que em outras espécies, incluindo bactéria (Vibrio fischeri), e peixes
japoneses medaka (Oryzias latipes) e algas (Chlorella vulgaris) (KIM et al., 2007,
ZURITA et al., 2007).



91

Isto posto, 0 objetivo deste estudo foi realizar testes de toxicidade aguda com
0s compostos fluoxetina, citalopram, venlafaxina e sertralina, para determinacdo da
concentragcdo efetiva CEso de cada substancia e RQ, além de efetuar testes de
toxicidade aguda e crbnica com a mistura dos compostos, de modo que as
concentracfes utilizadas foram baseadas na maior concentracdo detectada em
amostras do Rio Piracicaba, SP. No teste crénico foram avaliadas a reproducao,

sobrevivéncia, tamanho dorsal e ventral.

5.2. Materiais e Métodos

5.2.1. Materiais

Os antidepressivos venlafaxina (VEN), citalopram (CIT), fluoxetina (FLU) e
sertralina (SER) foram obtidos na forma de padrfes de referéncia para farmacias de
manipulagdo com pureza de 99,98% (Fragon, Holanda).

Os sais utilizados para preparo dos meios de cultivos constam nas Tabelas 5.1
e 5.2. O dicromato de potassio (K2Cr207) (Synth, Brasil) foi usado para o teste de
sensibilidade, Camara de Neubauer (Inlab, Brasil) e microscépio (Leica Microsystems,
Brasil) foram empregados para contagem de algas.

5.2.2. Manutencéo e cultivo

Para o desenvolvimento dos ensaios foi mantido um cultivo de D. magna em
condi¢bes padronizadas pelo método da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT) NBR12713:2016.

O meio de cultivo utilizado foi M4 — agua reconstituida (Tabela 5.1),
em que, para 0 seu preparo utilizou-se agua ultrapura (Pura-Q, Brasil) com
condutividade menor que 10 uS/cm™, acrescida de sais, cuja dureza total foi mantida
entre 200 + 25 mg/L CaCOs e o seu pH corrigido, se necessario, para 7,6 com auxilio
de NaOH ou HCI 0,1M. A troca do meio de cultivo ocorreu duas vezes por semana de
segunda e quinta-feira (ABNT, 2016).
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Foram mantidas 40 fémeas de D. magna em recipientes de 2000 mL, com
luminosidade difusa — fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas no escuro — e
temperatura de 20 + 2 °C. As matrizes com idade superior a 60 dias foram descartadas
(ABNT, 2016).

A alimentagao foi fornecida diariamente com uma suspensao de algas da
espécie Pseudokirchneriella subcapitata na quantidade de 1 x 107 células de algas por
organismo. Ademais foi oferecido trés vezes por semana um complemento alimentar
a base de partes iguais de solucdo de racdo para peixe e solucdo de levedura na
guantidade de 0,02 mL de alimento por organismo (ABNT, 2016).

As algas utilizadas para alimentacao, foram cultivadas segundo a metodologia
de Blaise et al. (2000) (Tabela 5.2). Em que, o meio de cultivo foi preparado e o seu
pH corrigido para 7,0 com auxilio de NaOH ou HCI 0,1M. Apos o ajuste, o meio foi
autoclavado a 121 °C por 30 minutos.

A P. subcapitata foi mantida em recipiente de 2000 mL, sob aeracdo e
luminosidade (3000 lux). Apés o cultivo atingir o crescimento ideal, foi realizada a sua
centrifugacdo, durante 5 minutos a 4000 rpm, em que, descartou-se o sobrenadante
e a massa de algas foi ressuspendida no meio de cultivo M4 e posteriormente foram
armazenadas em geladeira numa temperatura 4 °C. A contagem algas foi realizada
em camara de Neubauer (ABNT, 2016).

O alimento composto foi preparado adicionando-se 5 g de racao para peixe em
1000 mL de agua ultrapura e mantida por uma semana sob aeracdo constante, com
reposicdo da agua perdida por evaporacdo. Apdés esse periodo, a solucdo foi
decantada, filtrada e fracionada em frascos de 100 mL, onde foi mantida congelada
até o uso. Para o uso diario na alimentacgéo da D. magna, os frascos eram previamente
descongelados e misturados a 0,5 g de fermento bioldgico seco instantaneo diluido
com mais 100 mL de &gua ultrapura (ABNT, 2016).
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Solucéo Quantidade
estogue Reagente Férmula Molecular Marca g/L
Exodo Cientifica,
1 Cloreto de célcio di-hidratado CaCl2.2H20 Brasil 73,5
Sulfato de magnésio Mallinckrodt,
heptahidratado MgS04.7H20 EUA 123,3
Cloreto de potéassio KCI Synth, Brasil 5,8
Bicarbonato de sddio NaHCO3 Synth, Brasil 64,8
Cloreto de estrdncio Sigma Aldrich,
hexahidratado SrCl2.6H20 Japéo 3,04
Sigma Aldrich,
Cloreto de cobre dihidratado CuCL2.2H20 China 0,335
Cloreto de zinco ZnClz Merck, Alemanha 0,260
Cloreto de cobalto Sigma Aldrich,
hexahidratado CoCl2.6H20 EUA 0,200
Cloreto de manganés tetra- Sigma Aldrich,
hidratado MnCl2.4H20 China 7,21
Sigma Aldrich,
Cloreto de litio LiCl China 6,12
5 Cloreto de rubidio RbClI Merck, Alemanha 1,42
Sigma Aldrich,
Nitrato de sédio NaNOs3 Japéo 0,548
J.T.Backer,
Acido borico HsBOs Brasil 5,719
Brometo de sédio NaBr Merck, Alemanha 0,032
J.T.Backer,
Molibdato de sddio dihidratado Na2Mo04.2H20 Brasil 0,126
Sigma Aldrich,
Monovanadato de amonio NH4VO3 Japéo 0,00115
Sigma Aldrich,
lodeto de potassio Kl China 0,0065
6 Sigma Aldrich,
Selenito de sédio Na:SeOs Japéo 0,0044

Continua
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conclusdo
7 Silicato de sddio Na2SiO3 Synth, Brasil 21,465
EDTA dissddico
heptahidratado Na2EDTA.7H20  Merck, Alemanha 0,500
8 Sulfato de ferro heptahidratado FeS04.7H20 Merck, Alemanha 0,1991
Fosfato de potassio Sigma Aldrich,
dihidrogenado KH2PO4 EUA 0,286
9 Fosfato de potassio K2HPO4 Synth, Brasil 0,368
Sigma Aldrich,
Hidrocloreto de tiamina C12H17CIN4OS.HCI EUA 0,750
Cianocabalamina (vitamina Sigma Aldrich,
B12) Ce3HgsCON,,0,4P EUA 0,010
Sigma Aldrich,
10 D (+) Biotina C10H16N205S EUA 0,007 5

*As solugbes de FeSO4.7H20 e NaEDTA.7H20 foram preparadas individualmente, As duas
solucgdes foram misturadas e autoclavadas a 121°C por um periodode 15 minutos Fonte: Adaptado

ABNT, 2016



Tabela 5.2 - Solugdes estoque de preparo do meio de cultivo para P. subcapitata

Quantidade
Solucéo Formula
estoque Reagente Molecular Marca glL?
Cloreto de magnésio MgCl26H20 Sigma Aldrich, 12,160
hexahidratado China
Cloreto de célcio CaCl2.2H-0 Exodo 4,400
dihidratado Cientifica,
Brasil
Acido bérico HsBOs J.T.Backer, 0,185
Brasil
Cloreto de manganés MnCl2.4H20 Sigma Aldrich, 0,416
pentahidratado China
1 Cloreto de zinco ZnClz Merck, 0,003
Alemanha
Cloreto de ferro FeClz.6H20 Sigma Aldrich, 0,159
hexahidratado EUA
Cloreto de cobalto CoCl2.6H20 Sigma Aldrich, 0,001
hexahidratado EUA
Cloreto cuprico CuCl2.H20 Sigma Aldrich, 1,210°
EUA
Molibdato de sédio J.T.Backer, 0,007
dihidratado NaMo00O4.2H20 Brasil
5 Nitrato de sodio NaNO3 Merck, 25,500
Alemanha
3 Sulfato de magnésio MgS0Oa4.7H20 Sigma Aldrich, 14,700
heptahidratado EUA
4 Fosfato de potéassio K2HPO4 Synth, Brasil 1,044
5 Bicarbonato de sodio NaHCOs3 Synth, Brasil 15,000

Fonte: Adaptado Blaise, 2000
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5.2.3. Teste de sensibilidade em Daphnia magna

Para avaliacdo da sensibilidade dos organismos teste foi utilizado como
substancia de referéncia o K2Cr207, nas concentragdes (em triplicata) de 0,08; 0,16;
0,32; 0,64 e 1,28 mg/L e controle. Os neonatos de D. magna com idade entre 2 a 26
horas foram expostos a substancia com periodo de incubacdo de 24 horas, sem
alimentacao e temperatura entre 20 = 2 °C (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). Foram
realizados 20 ensaios onde foi calculado o CEso, 24h e elaborada a carta controle
(ABNT, 2016).

5.2.4. Teste de toxicidade aguda em Daphnia magna

Para o teste agudo das misturas dos farmacos, foram utilizadas como
referéncia as maiores concentracdes ambientais detectadas no Rio Piracicaba - SP
de cada um dos antidepressivos estudados: VEN 2,57 ng LY; CIT 1,73 ng L?; FLU
2,71 ng LY; SER 4,48 ng L. As substancias foram combinadas de forma que se
obteve misturas binarias, terciarias e uma quaternaria, conforme segue:

e Binarias: VEN.CIT; VEN.FLU; VEN.SER; CIT.FLU; CIT.SER; FLU.SER
e Terciarias: VEN.CIT.FLU; VEN.CIT.SER; CIT.FLU.SER
e Quaternaria: VEN.CIT.FLU.SER

As diluicdes das substancias foram realizadas no meio M4 e para auxiliar na
dissolucéo, foi usado o aparelho de ultrassom (Brason modelo 2510) durante de 3
minutos.

Para determinacdo do CEso de cada substancia, inicialmente foi realizado um
ensaio preliminar para conhecer a diluicdo que ocasiona a imobilidade de 100% dos
organismos e a diluicdo que se observa um efeito menor que 10% na imobilidade de
cada um dos farmacos estudados. A partir de tais resultados foi definido o intervalo
da série de diluigbes do teste definitivo (ABNT, 2016).

Os ensaios agudos - preliminar, definitivo e misturas - foram conduzidos com
cinco concentracdes e o controle, em triplicata. Em cada triplicata foram adicionados
cinco neonatos de D. magna com idade entre 2 a 26 horas (ABNT, 2016). O periodo
de incubacéo foi de 48 horas, sem alimentacéo e temperatura entre 20 + 2 °C, ap0s
esse tempo contabilizou-se o nimero de individuos imoveis e/ou mortos (ZAGATTO
e BERTOLETTI, 2008).
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A patrtir de tais resultados foi possivel calcular a estimativa da concentracao
que afeta 50% da populacdo de animais expostos ao K2Cr.07 e para cada um dos os
antidepressivos (VEN, CIT, FLU e SER). As respectivas representacdes graficas
foram obtidas por meio da aplicagdo de um modelo sigmoide (dose-resposta),
simétrico em relacdo a CEso (RITZ, 2010). A esse modelo foi aplicado uma regresséo
logistica com dois parametros, atendendo a principio da parcimonia.

Com base nesses valores, realizou-se uma classificacdo quanto a toxicidade aguda
para a D. magna, de acordo com as classes toxicoldégicas de Zucker (1985)
(Tabela 5.3).

Tabela 5.3 - Classificagdo qualitativa de toxicidade para invertebrados aquaticos

Concentragdo mg L Classificacéo
<01 Altamente toxico
0,1 <CEso<1 Muito toxico
1<CEso< 10 Moderadamente toxico
10 <CEs0<100 Pouco toxico
CEs0>100 Praticamente nédo-tdxico

Fonte: Adaptado de Zucker (1985).

5.2.4.1 Avaliacao de risco ambiental agudo

A avaliacdo de risco dos antidepressivos estudados foi determinada de acordo
com o quociente de risco (RQ — do inglés risk quotient) que é calculado pela razéo
entre a concentracdo ambiental medida (MEC — do inglés Measured Environmental
Concentration) e a concentragdo sem efeitos previsiveis (PNEC - do inglés
Predicted No-Effect Concentration). A PNEC foi determinada para toxicidade aguda,
usando o valor de CEso dividido por um fator de avaliacdo de 1000 (EUROPEAN
MEDICINES AGENCY, 2006; KOSMA et al., 2020; PAPAGEORGIOU; KOSMA;
LAMBROPOULOU, 2016).

Assim, apos calculado o RQ cada antidepressivo recebeu uma das seguintes
classificagdes: RQ = 1 alto risco ecolégico; RQ entre 0,1 e 1 risco médio; RQ entre
0,01 e 0,1 risco baixo ou insignificante (KOSMA et al., 2020; PAPAGEORGIOU et al.,
2016).
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5.2.5. Teste de toxicidade crénica em Daphnia magna

Os testes cronicos foram realizados seguindo normas n° 211 da Organization
for Economic and Development (OECD, 2012), e a norma ABNT 13373:2017 com
algumas adaptacoes.

Os neonatos de D. magna com idade ente 2 e 26 horas, obtidos por
partenogénese de fémeas adultas com idade entre 10 dias a 60 dias, foram colocados
individualmente em recipiente de poliestireno com capacidade de 100 mL.
As concentracdes utilizadas no teste foram as maiores detectadas ambientalmente no
Rio Piracicaba - SP de cada um dos antidepressivos estudados: VEN 2,57 ng L'%; CIT
1,73 ng L1; FLU 2,71 ng L!; SER 4,48 ng L. As substancias foram combinadas de
forma que se obteve misturas binérias, terciarias e quaternaria, conforme segue:

e Binarias: VEN.CIT; VEN.FLU; VEN.SER; CIT.FLU; CIT.SER; FLU.SER.
e Terciarias: VEN.CIT.FLU; VEN.CIT.SER; CIT.FLU.SER.
e Quaternaria: VEN.CIT.FLU.SER

Para cada concentracdo de antidepressivo puro e suas misturas, foram feitas
10 réplicas, que foram diluidas no meio M4. O controle (branco) foi mantido no meio
de cultivo M4, também com 10 réplicas.

Os recipientes foram conservados a 20 + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas de luz
e 8 horas no escuro. O teste durou 21 dias, no qual ocorreu a troca das solugdes trés
vezes por semana (segunda, quarta e sexta-feira) e a alimentacdo administrada
diariamente na quantidade de 1x107 células mL™*dia* com a alga P. subcapitata.

Durante o periodo do teste foram analisados trés endpoints, sendo
sobrevivéncia, reproducdo, tamanho dorsal e ventral de cada organismo. As
avaliacoes de sobrevivéncia e de reproducao ocorreram diariamente. Os neonatos
gerados eram contabilizados e descartados. Os tamanhos dorsal e ventral individual
de cada D. magna foi verificada no 21° dia (Gltimo) do experimento, em que 0s
organismos foram fotografados e sua medicdo realizada através das imagens
utilizando o software Fiji.

A analise descritiva das caracteristicas sobrevivéncia, reproducdo, tamanho
ventral e dorsal foram realizados no software R version 4.0.4. Na avaliacdo foram
considerados os valores de média e desvio-padrdo (DP) dentro de cada tratamento.
Valores superiores a 3 vezes o desvio-padrao em relacéo a média foram considerados

outliers e retirados das analises. O efeito do tratamento sobre as variaveis avaliadas



99

foi obtido por meio da analise de variancia de uma via (ANOVA One-Way), seguido
pelo teste post-hoc de Tukey para comparacdo das médias de cada nivel dos
tratamentos. O modelo estatistico utilizado na andalise de variancia esta representado

pela Equacéo 1
Yij =kt Tt & (1)

Em que: yjj= variavel resposta j do tratamento i; y = média geral; Ti = efeito fixo

do tratamento i; €jj = residuo aleatdrio.

5.3. Resultados e Discusséo
5.3.1. Teste de sensibilidade em Daphnia magna

Foram realizados vinte testes de sensibilidade com a D. magna utilizando a
substancia de referéncia K2Cr207. As avaliagbes foram intercaladas entre os
experimentos com os antidepressivos. O valor médio obtido para sensibilidade, CEso,
24h foi de 0, 63 mg Lt com DP de 0,09 e desvio padréo relativo (DPR) de 14,9%,
valores estes que em conformidade com a norma ISO 6341 e NBR 12713 (2016)
(Figura 5.1). De acordo com tais resultados, os organismos-testes cultivados no

laborat6rio mostraram-se aptos para serem utilizados nos testes de toxicidade.
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Figura 5.1. Relagdo da concentracéo de K>Cr.O7 ao longo de 20 ensaios. Em azul o valor da
média dos resultados dos ensaios de sensibilidade e em vermelho o valor da média o desvio-
padrdo mais duas vezes o valor médio
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5.3.2. Teste de toxicidade aguda em Daphnia magna

A Tabela 5.4 apresenta os resultados de CEso, DP e intervalo de confianga (IC)
para os testes agudos individuais. A SER foi o0 antidepressivo que se demonstrou mais
toxico entre os quatros fArmacos estudados, apresentando o CEso de 0,34 mg Lt e
DP de 0,04. O CEso da FLU foi de 3,77 mg L' e DP de 0,43. Seguido pelo CIT com
CEsode 6,96 mg Lt e DP de 0,99. Por fim a VEN obteve CEso de 36,15 96 mg L1 e
DP de 1,45.

Tabela 5.4 - Estimativa da concentracdo que afeta 50% da populacdo de animais expostos
(CEso) nos farmacos VEN, CIT, FLU e SER e os respectivos desvios-padréo e intervalo de
confianga superior e inferior usando o método delta

IC
Antidepressivo CEso DP
Inferior Superior
Venlafaxina 36,15 1,45 33,30 39,00
Citalopram 6,96 0,99 5,02 8,90
Fluoxetina 3,77 0,43 2,92 4,62
Sertralina 0,34 0,04 0,25 0,42

DP: Desvio-padréo; IC: Intervalo de confianca

Segundo Zucker (1985) a SER se enquadra na classificagdo “muito toxico”, a
FLU e o CIT “moderadamente téxico”, e a VEN “pouco téxico” (Tabela 5.3).

Na Figura 5.2 é possivel observar a porcentagem de efeito observado em 50%
da populacdo de D. magna em funcdo das concentracfes de exposicdo para oS
antidepressivos VEN, CIT, FLU e SER.
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Figura 5.2 - Porcentagem de efeito observado em fungéo da concentragdo de exposigdo

As substancias SER e o CIT possuem curvas com inclinagdo semelhante,
indicando provavelmente, 0 mesmo mecanismo de acdo, apesar da SER consistir
como a substancia mais toxica em concentragdes mais baixas. A inclinagdo da curva
da VEN e FLU reflete um mecanismo de acao distinto das demais substancias,
principalmente a FLU ndo apresentou inclinacdo. Segundo Rand et al. (1995) uma
curva menos inclinada pode apresentar uma substancia cujos efeitos tdxicos se
manifestam algum tempo apds a exposi¢cdo, ou uma substancia que tem absor¢ao
deficiente ou, ainda, com rapida excre¢do ou destoxificacdo; jA uma curva com maior
inclinacdo pode indicar rapida absorcéo, com rapida manifestacao dos efeitos toxicos.

Ao avaliar o impacto de oito antidepressivos pertencentes a inibidores seletivos
da recaptacao da serotonina ou inibidores da recaptacao da serotonina norepinefrina
pela combinacdo de abordagens mudltiplas (in vivo, in vitro, in silico) Minguez et al.
(2014) obteve o CEso para VEN de 141,28 mg L1 O CEso utilizado no trabalho de
Papageorgiou et al (2016) foi de 38 mg L. J& na ficha de informacéo de seguranca
de produto quimico o CEso para D. magna da VEN é de 38 mg L (MERCK, 2021), tal
valor estd em concordancia ao que foi alcancado neste estudo.

O valor de CEso para o CIT apresentado neste estudo nao foi concordante

com o obtido por Christensen et al. (2007) e Minguez et al. (2014) 20 mg L e

30,14 mg L respectivamente.
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Brooks et al. (2003) avaliaram o potencial de toxicidade aquatica da FLU e
obteve o CEso para D. magna de 820 ug L. J& Christensen et al. (2007) obtiveram o
CEso de 6,4 mg L. Minguez et al. (2014) obtiveram CEso para FLU de 5,91 mg L,
valor este aproximado ao que foi obtido neste estudo.

O valor de CEsp para SER que foi determinado neste trabalho ficou um pouco
abaixo dos relatados nos estudos de Minguez et al. (2014), Minagh et al. (2009) e
Christensen et al. (2007) 1,5 mg L?, 1,3 mg L' e 0,92 mg L respectivamente. Mas
ficou um pouco acima dos 0,12 mg L relatado por Santos et al. (2010).

Os testes agudos conduzidos com a mistura dos antidepressivos nas
concentracfes ambientais encontradas no Rio Piracicaba ndo apresentaram
organismos mortos ou imoveis no periodo de 48h, assim nao foi possivel elaborar o

calculo do CEso para estas concentracdes.

5.3.2.1. Avaliacéo de risco ambiental agudo

A avaliagdo do RQ foi realizada com os dados obtidos das maiores
concentracdes determinadas no Rio Piracicaba, SP, para cada substancia, utilizando
0 CEso do organismo D. magna. Os valores estéo ilustrados na Figura 5.3.

De acordo com os valores calculados de RQ os antidepressivos estudados néo
apresentam risco ambiental agudo para invertebrados, isso se deve principalmente as
baixas concentracdes detectadas. A SER foi a substancia que obteve um RQ mais
elevado (entre 0,01 e 0,1) se enquadrando na classificagdo de “risco baixo ou
insignificante”.

Vale destacar que o teste agudo com outros organismos que compde o
ecossistema como peixes, moluscos, algas etc, sdo necessarios. Ainda, ressalta-se
gue a toxicidade aguda relacionada as misturas dos antidepressivos, pode ser maior
do que a toxicidade proporcionada por uma Unica substancia devido as acfes
sinérgicas. Portanto, sdo necessarios mais estudos para uma melhor avaliacdo e

entendimento dos riscos ambientais agudos dessas substancias no ambiente.
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Figura 5.3 - Quociente de risco de quatro antidepressivos determinado a partir das
concentracdes detectadas no Rio Piracicaba, SP para D. magna

5.3.3. Teste de toxicidade crénica em Daphnia magna

Na andlise descritiva das caracteristicas sobrevivéncia, reproducéo, tamanho
ventral e dorsal, o residuo do modelo de regressao foi considerado normal segundo o
teste de Shapiro-Wilk e sua variancia homocedastica pelo teste de Levene. A variavel
sobrevivéncia ndo atingiu as pressuposicdes para realizacdo de uma ANOVA, ja que
no controle ndo houve morte de organismos, € nos outros tratamentos a letalidade
dos organismos utilizados no ensaio foi de 5% (o que esta de acordo com a norma).

Na Figura 5.4 e Tabela 5.5 sdo apresentados os dados obtidos de reproducao
da Daphnia magna para o ensaio crénico dos antidepressivos VEN, CIT, FLU e SER,
nas concentragdes ambientais determinadas no Rio Piracicaba, SP.

O tratamento “Branco” refere-se ao controle utilizado no ensaio, no qual foi
utilizado apenas o meio M4. O numero de vezes que a fémea liberou ovos
(postura) foram quatro, onde a primeira liberacdo ocorreu no 9° dia de exposicao.
A média de filhotes foi de 22,44. O amadurecimento sexual de D. magna ocorre entre
0 sexto e o décimo dia de vida e o nUmero de posturas esperado é de trés a cinco,

a média de filhotes no final de 21 dias deve ser igual ou superior a 20, tais informacdes
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estdo de acordo com o que foram obtidas

FEIDEN, 2003).
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Figura 5.4 - Reproducdo da Daphnia magna durante 21 dias quando exposta aos tratamentos
primarios, secundarios, terciario e quaternario dos antidepressivos VEN, CIT, FLU e SER

Tabela 5.5 - Andlise descritiva da reproducgdo da D. magna durante 21 dias quando exposta
aos tratamentos primarios, secundarios, terciario e quaternario dos antidepressivos VEN, CIT,

FLU e SER
Tratamento n Média DP Min Max Tukey
Branco 10 22,44 4,98 15 30 a
CIT 10 14,00 3,37 9 20 b
CIT.FLU 10 10,40 4,35 1 15 bcd
CIT.FLU.SER 10 5,30 2,87 0 10 d
CIT.SER 10 9,80 3,91 6 18 bcd
FLU 10 9,60 4,58 1 15 bcd
FLU.SER 10 10,50 3,27 5 14 bcd
SER 10 13,80 2,82 8 18 b
VEN.CIT 10 10,00 5,08 0 16 bed
VEN.CIT.FLU 10 8,80 4,05 1 13 bcd
VEN.CIT.FLU.SER 10 6,40 2,63 0 9 cd
VEN.CIT.SER 10 7,40 4,62 0 16 cd
VEN.FLU 10 13,80 3,39 8 19 b
VEN.SER 9 11,44 2,46 8 15 bc
VENL 10 13,80 3,05 9 18 b

n: nimero de observagcBes; DP: Desvio-padrdo; Max: valor maximo; Min:

considerando diferencga significativa (p<0,05).

valor minimo; Tukey:
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Todos os tratamentos, individuais e misturas foram estatisticamente diferentes
do controle, ou seja, ocorreu a reducdo do numero de neonatos gerados.
Os tratamentos que mais se afastaram do controle foram CIT.FLU.SER,;
VEN.CIT.SER; VEN.CIT.SER e VEN.CIT.FLU.SER. Entre os tratamentos primarios
VEN, CIT, FLU e SER, estatisticamente, ndo foi constatada diferenca significativa na
reproducao.

Ao contrapor o tratamento primario VEN com os outros tratamentos, no qual
estd substancia aparece, houve uma diferenca estatistica de reproducdo em
relacdo as misturas VEN.CIT.SER e VEN.CIT.FLU.SER. O tratamento primario CIT
apresentou diferenca significativa do tratamento quaternario VEN.CIT.FLU.SER e
terciarios CIT.FLU.SER e VEN.CIT.SER. A comparacdo do tratamento primario
FLU com suas devidas misturas (secundarias, terciarias e quaternarias) nao resultou
em diferenca estatistica para a reproducao. Os resultados obtidos na comparacéo do
tratamento primario SER sdo semelhantes aos apresentados pelo CIT, em que
ocorreu diferenca significativa na reproducdo com os tratamentos CIT.FLU.SER,;
VEN.CIT.SER; VEN.CIT.FLU.SER.

Cabe salientar, que nos tratamentos individuais e suas misturas alguns nao
tiverem diferenca estatistica significativa entre si, porém ocorreu redu¢do no namero
total de individuos na reproducao, este fator € de extrema preocupacdao visto que tal
reducdo pode comprometer a perpetuacao da espécie em ambientes que contenham
0s antidepressivos estudados.

A Figura 5.5 representa a medicéo no software Fiji do tamanho dorsal e ventral

da D. magna, realizada no 21° dia do experimento.

A B

Figura 5.5 Medic&o do tamanho A) dorsal e B) ventral da D. magna no 21° dia utilizando o

software Fiji.
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Figura 5.6 - Tamanho dorsal da Daphnia magna durante 21 dias quando exposta aos
tratamentos primarios, secundarios, terciario e quaternario dos antidepressivos VEN, CIT, FLU

Na Figura 5.6 e Tabela 5.6 sdo apresentados os dados obtidos para a analise
do tamanho dorsal do organismo D. magna quando expostos ao antidepressivos VEN,
CIT, FLU e SER nas concentracdes ambientais determinadas no Rio Piracicaba, SP.

Observa-se que nenhum dos tratamentos foi estatisticamente semelhante ao
controle. Entre as substancias VEN, CIT, FLU e SER nao ocorreu diferenca
significativa entre o tamanho dorsal.

O tratamento primario VEN foi estatisticamente diferente ao tratamento
terciario VEN.CIT.FLU e quaternario VEN.CIT.FLU.SER. Os tratamentos primarios
CIT, FLU e SER apresentaram distingdo estatistica do tratamento quaternario
VEN.CIT.FLU.SER.
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Tabela 5.6 - Andlise descritiva do tamanho dorsal da D. magna durante 21 dias quando
exposta aos tratamentos primarios, secundarios, terciario e quaternario dos antidepressivos
VEN, CIT, FLU e SER

Tratamento n Média DP Min Max Tukey
Branco 10 3,50 0,15 3,24 3,65 a
CIT 10 3,06 0,15 2,77 3,25 bc
CIT.FLU 10 3,18 0,10 3,06 3,35 b
CIT.FLU.SER 8 2,90 0,11 2,71 3,02 cd
CIT.SER 8 3,05 0,06 2,94 3,10 bc
FLU 8 3,06 0,10 2,93 3,18 bc
FLU.SER 10 2,93 0,16 2,65 3,16 cd
SER 8 3,00 0,14 2,83 3,24 bc
VEN.CIT 9 3,09 0,09 2,97 3,21 bc
VEN.CIT.FLU 9 2,91 0,20 2,65 3,20 cd
VEN.CIT.FLU.SER 9 2,73 0,13 2,56 2,94 d
VEN.CIT.SER 8 3,04 0,18 2,73 3,27 bc
VEN.FLU 10 3,15 0,08 3,04 3,29 b
VEN.SER 8 3,00 0,13 2,82 3,16 bc
VENL 9 3,22 0,20 2,94 3,47 b

n: nimero de observacgtes; DP: Desvio-padrdo; Max: valor méximo; Min: valor minimo; Tukey:
considerando diferenga significativa (p<0,05).

Em relacdo ao tamanho ventral da D. magna a maioria dos tratamentos foram
significativamente iguais ao controle, com excecdo do CIT.FLU.SER e
VEN.CIT.FLU.SER (Figura 5.7 E Tabela 5.7).
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Figura 5.7 - Tamanho ventral da D. magna durante 21 dias quando exposta aos tratamentos
primarios, secundarios, terciario e quaternario dos antidepressivos VEN, CIT, FLU e SER
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Tabela 5.7. Analise descritiva da variavel tamanho ventral

Tratamento n Média DP Min Max Tukey
Branco 10 1,97 0,10 1,83 2,14 ab
CIT 10 1,93 0,09 1,77 2,06 abc
CIT.FLU 10 1,92 0,10 1,70 2,06 abcd
CIT.FLU.SER 8 1,78 0,14 1,54 1,94 cd
CIT.SER 10 1,98 0,07 1,85 2,08 ab
FLU 8 1,96 0,14 1,79 2,20 abc
FLU.SER 10 1,85 0,13 1,67 2,00 bcd
SER 8 1,97 0,06 1,85 2,04 ab
VEN.CIT 5 1,92 0,01 1,90 1,93 abcd
VEN.CIT.FLU 9 1,93 0,09 1,74 2,04 abc
VEN.CIT.FLU.SER 9 1,74 0,12 1,49 1,88 d
VEN.CIT.SER 8 1,92 0,07 1,81 2,01 abc
VEN.FLU 10 1,98 0,10 1,82 2,12 ab
VEN.SER 8 1,99 0,13 1,76 2,19 ab
VENL 8 2,04 0,09 1,91 2,14 a

n: namero de observacdes; DP: Desvio-padrdo; Max: valor maximo; Min: valor minimo; Tukey:
considerando diferenca significativa (p<0,05).

A exposicao crénica de D. magna a SER resultou na reducdo do numero
meédio de descendentes produzidos em um periodo de 21 dias, a concentracdo de
efeito ndo observado (CENO) foi de 0,032 mg L' e a concentracdo de efeito
observado CEO 0,1 mg L' (MINAGH et al, 2009). Em um estudo de para avaliar os
efeitos transgeracionais de dois antidepressivos SER e VEN na reproducéo
da D. magna a SER aumentou a fecundidade na concentracéo de 30 pg L' No mesmo
estudo foi observado que a SER ficou bioacumulada nas algas utilizadas para
alimentacao dos dafnidios, ou seja, 0s organismos estavam expostos diretamente por
meio de seu ambiente quanto indiretamente por meio de sua alimentacdo (MINGUEZ
et al., 2015) Ao avaliar os efeitos crbnicos da SER em Gammarus locusta nas
concentragdes de 8 ng L?, 40 ng L' e 200 ng L ndo foi detectado mudancas
significativas na sobrevivéncia, crescimento, reproducdo e comportamento de
movimento (NEUPARTH et al., 2019).

A VEN pode afetar as respostas, comportamentos e reproducdo dos
invertebrados (PARROTT; METCALFE, 2017). A exposicdo a VEN reduziu
significativamente a fecundidade da Daphnia magna de maneira transitéria a
0,3 e 30 ug L * e durante todo o experimento a 100 ug L ~* (MINGUEZ et al., 2015).
Na concentracdo de 0,1 ug L Chocos neonatos (Sepia officinalis) expostos por

20 dias tiveram capacidade de camuflagem reduzida (BIDEL et al., 2016). A exposicéo
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a VEN em concentracdes ambientalmente relevantes de 0,88 e 8,8 ug L ~* ndo causou
efeitos adversos em Pimephales promelas (PARROTT e METCALFE, 2017).

A exposigdo cronica a FLU na concentragdo de 36 pg L' aumentou
significativamente a fecundidade de Daphnia magna (FLAHERTY; DODSON, 2005).
O CEO para FLU no estudo de Péry et al. (2008) foi de 31 pug L, no mesmo estudo
FLU alterou o comprimento do neonato de Daphnia magna. A diminuicdo na
reproducdo em Ceriodaphnia dubia apds a exposi¢édo a FLU, foi relatada por Brooks
et al. (2003) o CENO foi de 56 ug Lt e 0 CEO 112 ug L. Ao expor a Sepia officinalis
a FLU na concentragdo de 1 ng L, o organismo exibiu uma diminuigéo na eficiéncia
da camuflagem e mostrou um aumento significativo na frequéncia de comportamentos
de escavacado da areia, 0 que pode torna-los altamente visiveis aos predadores na
natureza (DI POI et al., 2014).

A CEO do CIT foi de 4,0 mg L sendo capaz de reduzir a reproducdo da
Ceriodaphnia dubia (HENRY et al., 2004). Em um estudo de Fong e Roy (2012) o CIT
e a VEN foram responséaveis pelo descolamento do pé do substrato em caracéis de
agua doce, a CEO para VEN foi de 313 pg L e para CIT a CEO foi de 405 pg L.
O CIT foi detectado em cérebro de Catostomus commersoni em concentracdo de
0,07 ng g 1 (SCHULTZ et al., 2010).

Os dados apresentados neste estudo divergem das informacdes relatadas em
outros trabalhos, os efeitos na reproducao e tamanho dos organismos obtidos foram
na faixa de ng L, na literatura os efeitos observados estdo em concentragées
maiores. Tais diferencas se devem a muitas variaveis como diferentes clones ou
espécies de Daphnia, pH da solucdo de teste, o fornecedor das substancias, a
preparacao quimica e a expressdo das concentracdes (por exemplo, concentracdes
nominais ou efetivas) (MINGUEZ et al., 2015).

Os resultados demonstram que os antidepressivos possuem efeitos adversos
na biota aquética mesmo em baixas concentracdes. A mistura dos farmacos,
principalmente CIT.FLU.SER e VEN.CIT.FLU.SER propiciou os efeitos que mais se
afastaram do controle tanto na reproducdo quanto no tamanho dos organismos.
Tal fator é de extrema preocupacgdo, visto que tais substancias podem gerar um
desequilibrio no ambiente, além de se biocumular nos organismos desencadeando a

biomagnificagdo em niveis tréficos mais elevados.
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Vale ressaltar que no ecossistema aquatico existem muitas outras variaveis que
devem ser levadas em consideracdo para analise dos reais efeitos dos
antidepressivos, estes que podem ter seus efeitos potencializados ou ndo pela
sinergia, visto que neste ambiente existem muitos outros tipos de medicamentos,
pesticidas, organismos em decomposi¢cdo, materiais em suspensao — galhos, folhas,
plasticos, etc. Contudo, os resultados aqui apresentados sao o0 primeiro passo quanto
ao entendimento de como se da comportamento da VEN, CIT, FLU e SER e suas

misturas no ambiente.

5.4. Conclusodes

O teste de sensibilidade em D. magna demonstrou que 0 organismo estava
apto para realizacdo dos testes agudos e cronicos. O CEso de cada substancia
individualmente foi calculado. A SER foi considerada a mais tOxica entre
0s quatro antidepressivos testados. A FLU e o CIT foram classificados como
moderadamente toxico e a VEN pouco téxico. Os antidepressivos ndo apresentaram
risco ambiental agudo para invertebrados, de acordo com o quociente de risco.
Os testes agudos conduzidos com a mistura dos antidepressivos nas concentracdes
ambientais encontradas no Rio Piracicaba ndo apresentaram organismos mortos ou
imoveis no periodo de 48 horas.

Os testes cronicos realizados com as concentracdes ambientais,
demonstraram efeitos na reproducdo e tamanho dorsal da D. magna, tanto os
realizados com a substancia individual quanto suas misturas. O tamanho ventral do
organismo nao foi afetado pela exposicao individual das substancias, porém mistura
dos farmacos CIT.FLU.SER e VEN.CIT.FLU.SER propiciou os efeitos que mais se
afastaram do controle. A variavel sobrevivéncia ndo atingiu as pressuposicdes para
avaliacdo estatistica, dado que a mortalidade no ensaio foi de 5%.

A descarga constante desses farmacos no ambiente aquatico pode levar a
efeitos adversos ao longo do tempo, assim 0 monitoramento de longo
prazo é imprescindivel. Contudo, € necessaria a realizacdo de mais trabalhos com os
antidepressivos, para a determinacdo do CEso, CENO, CEO e RQ de suas
misturas, além da utilizacdo de outros organismos testes, a interacdo com outros

medicamentos, pesticidas, materiais em suspensao e sedimentos para que
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assim, possamos entender o real impacto que essas moléculas causam no

ecossistema aquatico.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo avaliou a ocorréncia de antidepressivos residuais como a FLU, CIT,
VEN e SER em amostras de agua coletadas em quatro pontos Rio Piracicaba, SP,
bem como analisou os efeitos ecotoxicolégicos agudos e crbnicos no organismo
Daphnia magna quando exposto a concentracdes ambientais de cada substancia e
suas misturas, determinou o CEso de cada substéncia e calculou o quociente de risco
para o teste agudo.

A metodologia para deteccéo dos antidepressivos foi adaptada e validada de
acordo com as recomendacdes da Anvisa. O método se mostrou exato e preciso,
permitindo assim a determinacédo dos compostos FLU, CIT, VEN e SER.

Todos os antidepressivos estudados foram detectados e a faixa de
concentracdo determinada variou de 1,0 a 4,48 ng LX. Em alguns pontos foi detectado
a presenca dos antidepressivos FLU e a SER durante os sete dias de coleta.

Na classificacdo efetuada quanto a toxicidade aguda, a FLU e o CIT foram
classificados como moderadamente toxicos, a VEN pouco toxica e a SER foi
considerada muito téxica. O quociente de risco calculado com base no teste agudo
sugere que as substancias nas concentra¢cdes ambientais determinadas néo oferecem
risco agudo para os organismos. Isto é confirmado pelo teste agudo individual e com
a mistura dos antidepressivos sob concentracfes ambientais, que nao apresentaram
organismos mortos ou imoveis.

Os testes crénicos demonstraram efeitos na reproducdo e tamanho dorsal da
Daphnia magna quando expostos as concentracfes ambientais, tanto os realizados
com a substancia individual quanto suas misturas. O tamanho ventral organismo n&o
foi afetado pela exposicdo das substancias testadas individualmente, porém o ensaio
utilizando a mistura dos farmacos CIT.FLU.SER e VEN.CIT.FLU.SER propiciou 0s
efeitos que mais se afastaram do controle.

Diante do exposto, foi averiguado que as aguas do Rio Piracicaba, SP estédo
contaminadas com os antidepressivos alvo desse estudo, mesmo que em baixas
concentragfes. Quantidades estas que podem acarretar danos na biota local, que é
exposta constantemente a tais contaminantes e muitos outros que séo langcados

diariamente no corpo d’agua.
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Contudo, espera-se que esta pesquisa possa contribuir com o despertar do
interesse das autoridades ambientais, para que haja um aprofundamento nos estudos
ecotoxicolégicos e melhor caracterizacéo dos riscos associados a introdugéo continua
dessas substancias no ambiente, para que assim ocorra a inclusao desses compostos
nos programas de monitoramento e na legislacdo ambiental do pais. Entretanto, os
resultados apresentados sédo apenas o inicio do entendimento sobre a ocorréncia e
efeitos dos antidepressivos no ambiente, visto que o0 ecossistema aquatico € um meio

complexo e muitas variaveis ainda precisam ser estudadas.



