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Lista de abreviacoes

AMOX - amoxicilina

ARA - do inglés, angiotensin receptor antagonist
ASTM - American Society for Testing and Materials
B - do inglés, bottom (fundo)

CE - do inglés, collision energy

ChE - colinesterase

CXP - do inglés, collision exit potential

CE - do inglés, collision energy

CXP - do inglés, collision exit potential

CEO (LOEC) - concentracao de efeito observado

CENO (NOEC) - concentragao de efeito nao observado

CESO0 - concentracao efetiva

CL50 - concentracao letal

DNA - acido desoxirribonucleico (dano em DNA)
DBEF - dibenzilfluoresceina

DP - do inglés, declustering potential

ETE - estacao de tratamento de esgoto

EE2 - 17a-etinilestradiol

EROD - etoxiresorufin O-deetilase

FDA - Food and Drug Admnistration

FLX - fluoxetina

GPx - glutationa peroxidase

GST - glutationa S-transferase

LMS - lysosomal membrane stability

LOD - em inglés, limit of detection

LOQ - limits of quantification

LPO - lipoperoxidagao

LOS - losartan

MET - metformina

MIM - do inglés, multiple ion monitoring
MRM - do inglés, multiple reaction monitoring

NRRT - do inglés, neutral red retention time

XIV



NHANES - do inglés, The National Health and Nutrition Examination Surveys
NAPH - nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

QI - em inglés, first quadrupole

Q3 - do inglés, last quadrupole

RT - do inglés, retention time

S - do inglés, surface (superficie)

STP - do inglés, sewage treatment plant

VN - estabilidade da membrana lisossomal

WWTP - do inglés, wastewaters treatment plant

XV



Lista de Tabelas

(O} 1) 1111 (175U
Table 1. Parameters of Multiple Reactions Monitoring for the positive ion mode,
limit of detection, limit of quantification and retention time...............ccceeveveeerreeennnennne
Table 2. Environmental concentration of LOS in surface and bottom water samples
(1-6 sampling stations) from Santos Bay.........c.ccccceeeiiiiiiiieiiiiecieecee e
Table 3. Nominal and measured concentrations of LOS in fertilization and embryo-
1a1rval @SSAY (T0)...viieeiieeeiie ettt e e e e e ae e e b e e e baeeennaeennree s
Table 4. Nominal and measured concentrations of LOS (TO0) in the experiments with
DIOMMATKETS. ...ttt e
Table 5. Toxicity assay with LOS and aquatic organisms of different trophic levels..
(O} 1) 1111 13 J USRS

Tabela 1. Parametros MRM para o modo de ion positivo, limite de detecgdo, limite

de quantificacao € tempo de TELENGAD......cccuvieeieiieeiriieeiieeeiieeeree et e e e e eeeeeeaee e
Tabela 2. Concentragao ambiental de FLX em amostras de agua superficial e de
fundo (1-6 estagdes de amostragem) da Baia de Santos..........ccccceeevvieeriieeniieceieeenen,
Tabela 3. Concentragdes nominais € medidas de FLX (T0) nos experimentos com
DIOMATCAAOTES. .....eentieeiieeiie ettt ettt et e bt e et e bt e sate e bt e easeeeee
O} 1) 1811 [0 3 USSR
Tabela 1. Parametros MRM para o modo de ion positivo, limites de detecgao,
limites de quantificagao € tempo de reteNCA0........eeeevveerreeeriieeiee e eiee e
Tabela 2. Concentragao ambiental de MET em amostras de agua superficial e de
fundo (1-6 estagdes de amostragem) da Baia de Santos..........ccccceeevvieeviieeniieeeieeenen.
Tabela 3. Concentragdes nominais € medidas de MET (T0) nos experimentos com
DIOMATCAAOTES. .....eentieeiieeiie ettt ettt et ettt et e et e bt sabeesbeeeabeeeee
(O} 1) 111 03 USRS
Tabela 1. Parametros MRM para o modo ion positivo, limite de deteccao, limite de
quantificagao € temMPO de TELENCAD.......ueeevrreerieeeiieeeiieeeieeerteeereteeeereeetaeesreeesnaeeenanes
[0} 1) 1811 [0 T USRS

Tabela 1. Parametros MRM para o modo ion negativo, limite de detec¢do, limite de

quantificagao € temMPO de TELENCAD........eeerurreerireeiieeeiieeeieeesteeerereeeereeeeaeesreeesnseeenenes

18

24

25

25

30
39

44

49

49

64

69

74

74

106

111

131

136

XVI



Tabela 2. Concentragao ambiental do TCS em amostras de agua superficial e de

fundo (1-6 estagdes de amostragem) da Baia de Santos...........ccccceeevvveeviieeniieceieeenen, 14l
Tabela 3. Resultados dos ensaios para avaliagao de efeito agudo (mg/L).................... 141
Tabela 4. Resultados dos ensaios para avaliagao de efeito cronico (mg/L).................. 142
Tabela 5. Risco ambiental do TCS em zonas COSteIras.........cccueevueerieeneeneeeneenieenieenne 143

XVII



Lista de figuras

O} 1) 1111 (175U
Figure 1. Sampling stations in Santos Bay (Sao Paulo, Brazil)...............................
Figure 2. Neutral Red Retention Time Assay (mean £ SE).................ccoooiiiiinnn.
Figure 3. Biomarker responses in gill tissues (mean+ SE)...................oooiiini.
Figure 4. Biomarker responses in digestive gland (mean+ SE)..............................
O} 1) 111 1 3% USSR
Figura 1. Estrutura quimica do farmaco Fluoxetina...................coooiiiiiiiiiii .
Figura 2. Baia de Santos € pontos de amostragem. ..........c.covveiiieeiieenienineennnnnn.
Figura 3. Resultados obtidos pelos biomarcadores em branquias de organismos
EXPOSTOS @ TIUOXELINA. .....ceciiieeiiieciie ettt e et e et e e sbee e sebeeessseeennseeesseeens
Figura 4. Resultados obtidos pelos biomarcadores em glandulas digestivas de
organismos eXpostos @ fIUOXEHINA........ccueeeiuiiiiiiiecie e
Figura 5. Resultado do ensaio do Tempo de Retencao do Corante Vermelho Neutro......
O} 1) 1811 [0 3 USRS
Figura 1. Estrutura quimica do fArmaco Metformina...........ccceeecveeevieeeiieesiiee e
Figura 2. Pontos de amostragem na Baia de Santos..........ccccceeeeiieeriieeniee e
Figura 3. Resultados obtidos pelos biomarcadores em branquias de organismos
EXPOSTOS @ METOTINING. .....ceuviiiitiieeiiie ettt e et e et e e e e e etaeeesaeesssaeessseeesnseens
Figura 4. Resultados obtidos pelos biomarcadores em glandulas digestivas de
0rganismos eXpostos @ MEtFOTMING. ...........cccviieiiiieiiieeeiee et e e
Figura 5. Resultado do ensaio do Tempo de Retencao do Corante Vermelho Neutro......
O} 1) 111 13 SRS
Figura 1. Estrutura quimica do farmaco 17 a-etinilestradiol...........c..ccccovvevvviencrireninnenee.
Figura 2. Resultados obtidos pelos biomarcadores em branquias de organismos
EXPOSLOS A0 EE2....oiiiiieee e e e
Figura 3. Resultados obtidos pelos biomarcadores em glandulas digestivas de
organismos eXpoStos @ EE2.......c.ooiiiiiii e
Figura 4. Resultado do ensaio do Tempo de Retencao do Corante Vermelho Neutro......
O} 1) 111 03 USSR

Figura 1. Estrutura quimica do fArmaco AmoxXicCilina...........ccccuveevvierriieesiiieeniie e

50

51

52
64
67
67

75

76

77
87
90

95

96

97
106
109

XVIII



Figura 2. Baia de Santos € pontos de amostragem...........cceeevreeriieeniieeenieeenieeeveeeiaeens 110

Figura 3. Resultados obtidos pelos biomarcadores em branquias de organismos

EXPOSTOS @ AMOXICTIINA. ..eecviieeiiieeiie et eeiee ettt e e te e e tte e et e e s aaeesaseeesssaeessseeesnseeenes H
Figura 4. Resultados obtidos pelos biomarcadores em glandulas digestivas de

0rganismos eXpostos @ AMOXICIIING......c..eeriuiiiriiiririie et et e e eeeaee e eaeeeaaee s He
Figura 5. Resultado do ensaio do Tempo de Retencao do Corante Vermelho Neutro...... 119
O} 1) 111 [0 3 SRS 131
Figura 1. Estrutura quimica do antimicrobiano Triclosan..........c.cceeevveeeeciieeniieeeniee e, 134
Figura 2. Baia de Santos € pontos de amostragem...........cceeevieeriuieerireeerieeenieeeeveeeiaeeens 134

XIX



RESUMO

O amplo uso de farmacos na medicina humana e veterinaria tem resultado em problemas ambientais,
uma vez que a ocorréncia dessas substancias em ecossistemas aquaticos tém sido demonstrada em
regides que recebem efluentes domésticos e industriais. Embora a ocorréncia dessas substincias no
ambiente marinho e estuarino tenha sido amplamente observada, ha poucos estudos que abordem a
avaliacdo dos efeitos nocivos em organismos ndo-alvos, principalmente de areas tropicais. Dada a
importancia de conhecer as concentra¢des ambientais de farmacos em zonas costeiras ¢ estimar os
efeitos biologicos adversos em organismos marinhos, o presente estudo visou identificar e quantificar
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS/MS) os farmacos losartan,

fluoxetina, metformina, 17 « -etinilestradiol, amoxicilina e o antimicrobiano triclosan em amostras de

agua coletadas na Baia de Santos (SP); avaliar as respostas metabolicas (fases I (etoxiresorufina-O-
desetilase/ EROD; dibenzilfluoresceina/ DBF) e II (glutationa-S-transferase/ GST)) do processo de
biotransformagao; a atividade antioxidante (glutationa peroxidase/ GPx) e estimar os efeitos subletais
(lipoperoxidagdo (LPO), dano em DNA, colinesterase (ChE) e estabilidade da membrana lisossomal
(EML)) associados a exposi¢do a essas substancias (48 e 96 horas), nos tecidos branquia, glandula
digestiva e hemolinfa do molusco bivalve Perna perna. Com o antimicrobiano triclosan foi realizada
uma avaliacdo de risco ambiental empregando dados de toxicidade com invertebrados marinhos.
Todos os farmacos estudados foram detectados em amostras de d4gua do mar da baia de Santos, com

excecdo do 17 «-etinilestradiol ¢ da amoxicilina. A investigagdo dos processos metabolicos

envolvidos na biotransformagao desses farmacos demonstraram, em geral, alteragdes na atividade de
CYP 450 like proteins, GST e em alguns casos da atividade da GPx nas branquias. Dentre os
biomarcadores de efeito (LPO, DNA, ChE ¢ EML), ocorreram variagdes de acordo com os farmacos
estudados, porém a estabilidade da membrana lisossomal foi o método mais responsivo. A avaliagdo
de risco ambiental realizada com o triclosan apontou risco variando de baixo a alto em fungdo dos
parametros empregados. Os resultados obtidos no presente estudo apontam para o risco relacionado a
introdu¢do de farmacos em zonas costeiras via efluente doméstico, e poderdo contribuir com futuras

regulamentacdes sobre o tema.

Palavras chave: Farmacos, antimicrobiano, biomarcadores, Perna perna, polui¢cdo marinha.



ABSTRACT

The widespread use of drugs in human and veterinary medicine has resulted in environmental
problems, as the occurrence of these substances in aquatic ecosystems has been demonstrated in
regions receiving domestic and industrial effluents. Although the occurrence of these substances in the
marine and estuarine environment has been widely observed, there are few studies that approach the
evaluation of harmful effects in non-target organisms, mainly in tropical areass. Given the importance
of knowing the environmental concentrations of pharmaceuticals in coastal zones and the adverse
biological effects on organisms of these regions, the present study aimed to identify and quantify by
mass spectrometry (LC/MS/MS) the pharmaceuticals losartan, fluoxetine, metformin, 17a-
ethynylestradiol, amoxicillin and the antimicrobial triclosan in marine water samples collected in
Santos Bay, evaluate the metabolic responses (phases I (ethoxyresorufin-O-deethylase/EROD,
dibenzylfluorescein/DBF) and II (glutathione S-transferase/GST), antioxidant activity (glutathione
peroxidase/GPx) and estimate sub-lethal effects (lipoperoxidation (LPO), DNA damage,
cholinesterase (ChE) and lysosomal membrane stability (VN)) associated with the exposure to these
substances (48 and 96 hours), in the gill tissues (BR), digestive gland (GD) and hemolymph of the
marine bivalve Perna perna. With the antimicrobial triclosan, an environmental risk assessment was
performed using marine invertebrate toxicity data. All pharmaceuticals compounds were detected in
seawater samples, except for the hormone and the antibiotic. The investigation of the metabolic
processes involved in the biotransformation of these drugs showed, in general, changes in the activity
of CYP 450 like proteins, GST and in some cases of GPx activity in the gills. Among the biomarkers
of effect, there were variations according to the drugs studied, but the stability of the lysosomal
membrane was the most responsive method. The environmental risk assessment performed with
triclosan indicated a risk ranging from low to high depending on the endpoints. The results obtained in
the present study point to the risk related to the introduction of drugs in coastal zones through

domestic effluent, and may contribute to future regulations on the subject.

Key words: Pharmaceuticals, antimicrobial, biomarkers, Perna perna, marine pollution.



CAPITULO 1 - INTRODUCAO



O aumento na expectativa de vida da populagao possui relacao direta com os avangos
na area da medicina. No entanto, novos problemas de satide ocorrem sob a forma de doengas
em idosos, uma vez que doengas cronicas sdo mais comuns nessa faixa etaria em relacao as
geragdes mais jovens (Debaveye et al., 2016; Rensbrug et al., 2017). Nesse sentido, vale
ressaltar outros aspectos centrais relacionados ao aumento da expectativa de vida, tais como
os avancos na producdo de farmacos com o desenvolvimento de novas moléculas, os quais
tem contribuido com a redu¢ao da mortalidade, com o controle de doengas € com a melhoria

da qualidade de vida da populagao.

De acordo com Busfield et al. (2010), nas ultimas décadas houve um aumento
expressivo no uso de medicamentos associado a fatores como o crescimento populacional
global, as doencgas cronicas, a acessibilidade no preco de aquisicdo de genéricos (Thomas &
Depledge, 2015), além da distribuicdo gratuita na rede publica por meio de programas
governamentais. Em 2020, o uso de medicamentos atingira 4,5 trilhdes de doses com mais de
50 % da populacdo mundial consumindo mais de uma dose por pessoa por dia, isso significa
um aumento de 24% no consumo, em relagdo ao ano de 2015 (IMS, 2015). O aumento na
oferta de medicamentos representa um grande beneficio para sociedade moderna. Por outro
lado, ¢ motivo de preocupagdo, uma vez que esse grupo de substincias bioativas tém sido
detectadas em ecossistemas naturais € reconhecidas como contaminantes de preocupagao
emergente (Oosterhius et al., 2013; Bayen et al., 2013; Barreiros et al., 2016; Briones et al.,

2016; Kafaei et al., 2018).

Os farmacos consumidos podem ser totalmente ou parcialmente metabolizados pelo
organismo humano, sdo excretados e atingem as estagdes de tratamento de esgotos (ETE),
sendo essa a principal via de entrada dessas substiancias para o ambiente aquatico (Fatta-
Kassinos et al., 2011). Nas ETE, os farmacos podem ser parcialmente degradados dependendo
dos processos empregados (fisico/quimico/bioldgico) para tratamento das aguas residuais e
das caracteristicas fisico-quimicas das moléculas (Evgenidou et al., 2015). Torna-se
importante ressaltar que globalmente ¢ possivel que mais de 80% das 4guas residuais sejam
lancados no ambiente aquatico sem tratamento adequado e estimam-se que 245.000 km” do
ambiente marinho sejam afetados pelo descarte de efluentes domésticos sem tratamento
(UNESCO, 2017), fato que pode contribuir com concentracdes significativas de farmacos

para ecossistemas aquaticos.

Em uma dosagem terapéutica de 50% a 90% da substincias podem ser excretadas
inalteradas e, diferentemente de um evento pontual de poluicdo, sdo introduzidas
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continuamente no ambiente aquatico o que caracteriza a pseudo-persisténcia dessas
substancias (Mulroy, 2001; Mezzelani et al., 2018; Miller et al., 2018). Embora os farmacos
sejam detectados no ambiente aqudtico em concentragdes traco (ng/L), efeitos biologicos
adversos em organismos nao-alvo tém sido demonstrado para as diferentes classes de
medicamentos existentes na literatura cientifica (Oliveira et al., 2013; Crago et al., 2016;

Silva et al., 2016; Chen et al., 2017; Di Poi et al., 2018).

A preocupacdo com os problemas ambientais relacionados aos farmacos levou a
Unido Européia, por meio da Diretiva 2013/39/UE, elaborar uma lista de vigilancia que

contempla os farmacos diclofenaco, 17 « -etinilestradiol e o hormoénio endogeno 178-

etinilestradiol, a qual determina o monitoramento das concentragdes ambientais, bem como
estimativas de efeitos biologicos adversos para gerenciamento adequado dos riscos ambientais
(CE, 2013). Essa politica vem ao encontro do conceito de ecofarmacovigilancia (Daughton &
Ruhoy, 2008), que propde avaliagdo da destinagdo de sobra de medicamentos,
monitoramento, avaliagdo de efeitos e agdes para reduzir a introdugdo de farmacos no
ambiente aquatico com vistas a minimizar os impactos negativos sobre a satide humana e

ambiental.

Alguns aspectos relacionados aos efeitos bioldgicos adversos de farmacos em
organismos nado-alvo devem ser destacados. Classes de farmacos, como por exemplo a dos
antimicrobianos, despertam atencao pelo fato de causarem resisténcia bacteriana e essa
caracteristica ¢ uma das questdes alvo nos estudos com contaminantes emergentes (Boxall et
al., 2012). Esse problema tem desdobramentos relacionados também a saude humana, uma
vez que a carga global de doengas resistentes € projetada para se tornar uma das principais
causas de mortalidade global (Taylor et al., 2014). Hormonios em geral e outros farmacos,
como por exemplo o antidiabético metformina (MET), possuem a capacidade de agir como
interferentes endocrinos causando efeitos nocivos em aspectos reprodutivos de espécies e
feminizacdo em peixes (Luzio et al., 2016; Niemuth & Klaper et al., 2015). Outro aspecto
relevante sobre os efeitos toxicos ocasionados por fairmacos em concentragdes traco, esta
relacionado com a possibilidade dessas substancias bioativas encontrarem em um organismo
nao-alvo os receptores especificos para o mecanismo de agdo. Esse ¢ o caso do antidepressivo
fluoxetina (FLX) que, uma vez no ambiente aquatico, pode agir em espécies (moluscos,
crustaceos, peixes) que possuem o receptor serotonina evolutivamente conservado. Com isso,

efeitos adversos podem ocorrer alterando a fisiologia, o comportamento ¢ o “status” geral de



saude dos organismos em fungdo a exposicdo a esse poluente psicoativo, inibidor da

recaptacdo de serotonina (Fong & Ford, 2014).

Nesse contexto de consumo continuo de medicamentos € a comprovada ocorréncia no
ambiente aquatico, estudos ecotoxicologicos vém sendo empregados como uma maneira
abrangente de avaliar a toxicidade aguda e cronica em organismos nao-alvo, € colaborar em
avaliagdes de perigo e risco ambiental. No periodo de 1996 a 2009 cerca de 70% dos estudos
de toxicidade avaliaram efeito agudo por meio de ensaios de toxicidade tradicionais (Santos et
al., 2010). O emprego desses métodos possibilita a estimativa de concentracdes de efeito na
ordem de mg/L, ou seja, concentragdes com mais de uma ordem de grandeza superiores as
encontradas no ambiente aquatico, contudo, ndo sdo ambientalmente realisticas. No entanto,
de acordo com Mezzelani et al. (2018), a avaliagdo de efeitos sub-letais relacionados a
exposicao cronica ¢ mais adequada para caracterizar o potencial toxico dessas moléculas,
detectadas constantemente em concentragdes baixas. Assim, uma vez que os farmacos sdo
projetados para cumprir uma fung¢do celular, inimeros autores apontaram efeitos bioldgicos
adversos em concentragdes ambientalmente relevantes, demonstrando que essa abordagem ¢
mais precisa para estimar os efeitos de substancias bioativas, em relagdo aos ensaios agudos

tradicionais (Cortez et al., 2012; Franzellitti et al., 2015; Pusceddu et al., 2018).

A utilizacdo de biomarcadores de exposicdo e efeito possibilitam a obtengdao de
respostas moleculares, bioquimicas e celulares que se traduzem nos primeiros sinais de
alteragdes significativas em um sistema biologico e, promovem a antecipacao dos efeitos em
niveis mais elevados de organizagdo biologica (Cajaraville et al., 2000). Em alguns casos,
esses métodos possibilitam estimar os efeitos de farmacos orientados pelo mecanismo de agao
da substancia de interesse (Franzellitti et al., 2014) e, com isso, estimar os efeitos biologicos

precoces em concentragdes mais baixas e ambientalmente realisticas.

Em um estudo sobre a ocorréncia de farmacos e produtos de higiene e cuidados
pessoais no ambiente, Boxall et al. (2012) apontaram a necessidade urgente de priorizar os
estudos em mais de 4.000 farmacos de acordo com critérios tais como, moléculas mais
prescritas em determinadas regides, potencial toxico, modo de agdo e caracteristicas da regiao
geografica. Além disso, hd necessidade de ampliar a compreensao cientifica e o conhecimento
sobre produtos farmacéuticos no ambiente aquatico, uma vez que evidéncias cientificas e
informacdes sobre a ocorréncia, destino e efeitos de poluentes emergentes sdo escassas,
especialmente em paises em desenvolvimento € no ambiente marinho, este muito menos

investigado em relacao a ambientes dulcicolas (UNESCO, 2017; Mezzelani et al., 2018).



Em ambito nacional, o numero de estudos que analisam a ocorréncia de contaminantes
de preocupacgdo emergente ainda ¢ limitado, com uma lista restrita de substancias investigadas
principalmente em efluentes e corpos d'agua dulcicolas de areas urbanizadas da regido
sudeste do pais (Starling et al., 2018). Deve-se ressaltar nesse contexto a importancia da
Baixada Santista no cenario nacional, especialmente a regido metropolitana densamente
povoada dos municipios de Santos e S3o Vicente (populagdo aproximada de 795.000
habitantes), que abriga um complexo industrial petroquimico; o maior porto da América
Latina e turismo sazonal. Em Santos, 98 % do esgoto doméstico ¢ coletado e direcionado para
uma estagdo de pré-condicionamento e, sem receber tratamento primadrio, as aguas residuais

sdo lancadas na baia de Santos por meio de um emissario submarino distante 4,5 km da praia

(CETESB, 2018).

Diante do exposto, algumas questdes ainda devem ser respondidas no que diz respeito
a ocorréncia e aos efeitos biologicos adversos causados por contaminantes emergentes nessa
zona costeira tropical, tais como: (i) H& ocorréncia de farmacos e antimicrobianos na baia de
Santos? (i1)