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1. INTRODUCAO

Com o crescimento populacional e o desenvolvimento tecnoldgico, a
exploracdo dos recursos naturais esta cada vez mais necessaria e, com iSso 0
lancamento de efluentes e residuos no meio ambiente aumentou
consideravelmente nos ultimos anos, gerando assim, grande degradacao
ambiental (Almeida, 2021). Segundo Montagner et al., (2017), os contaminantes
emergentes sdo compostos quimicos encontrados em diversas esferas
ambientais como no solo, agua e ar, sendo em sua maioria de origem antrépica,
sobretudo de &guas residuéarias, que ndo passam por processo de remoc¢ao
desses antes do langamento.

No Brasil, a CONAMA 430/2011 dispde sobre as condi¢cdes e padrdes
para o lancamento de efluentes, entretanto ndo ha legislacdo vigente para a
regularizacdo e monitoramento das concentracdes de farmacos em corpos
d"agua (Colaco, Zamora e Gomes, 2014), enquanto paises desenvolvidos como
Australia, Canada, Estados Unidos e paises Europeus estdo desenvolvendo a
gestdo de medicamentos e monitorando os impactos ambientais, tornando mais
rigidos os padrdes de descarte e lancamento de farmacos (Oliveira et al, 2019).

De acordo com dados sobre os indices de esgotamento sanitario
disponibilizados pelo Sistema Nacional de Informagbes sobre Saneamento
(Brasil, 2022), apenas 56,0% do total do esgoto doméstico gerado é coletado, e
deste, somente 52,2% recebe tratamento convencional de efluentes antes de
voltar aos mananciais. Portanto, em virtude da ineficiéncia do servico de
saneamento basico, muitos contaminantes emergentes estdo presentes nos
corpos hidricos, conferindo ma qualidade da agua, prejudicando a saude publica
e dos ecossistemas.

A existéncia de contaminantes emergentes nas aguas residuarias do
tratamento de esgoto se devem pela baixa eficiéncia de remo¢édo dos mesmos
pelo tratamento convencional nas Estacbes de Tratamento de Esgoto, em que a

acao microbiana ndo é capaz de biodegradar estruturas quimicas complexas
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como a dos farmacos (Melo et al, 2009; Aquino, Brandt e Chernicharo, 2013). A

Figura 1 a seguir apresenta as rotas de dispersdo dos farmacos.

Figura 1. Rota dos farmacos no meio ambiente.

Origem humana

+ Uso de medicamentos

« Excrecao de hormonios naturais

« Produtos de limpeza e higiene
pessoal

Origem na agropecuaria
« Uso veterinario de drogas
« Excrecao de hormoénios naturais

« Aplicagao de promotores de crescimento animal

+ Uso de pesticidas
+ Relso de lodo de ETE na agricultura

h 4

Origem industrial

= Industria farmacéutica
» Producao de plasticos
« Produtos de limpeza

« Qutras industrias

Alimentos e bebidas

contaminados

Exposicao humana

Residuos ]_E"
solidos ]7590“)
Aterros | ] ETE H Lodo |
Lixiviado | | | Efluente |
A 4 A 4 A 4

‘ Escoamento superficial

'

I I

v Residuos Despejos
Produtos solidos liquidos
industriais
Agua ’ Aterros | ETDI |
contaminada
T Lixiviado ‘ | Efluente |
ETA
y A A

Contaminacao dos corpos d'agua

ETE e ETDI: Estagbes de Tratamento de Esgoto e de Despejos Industriais; ETA: Estagdo de Tratamento de Agua
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Os farmacos estéo entre os diversos tipos de contaminantes emergentes

facilmente encontrados e disseminados, jA que uma porcentagem do que é

ingerido é eliminado pelas fezes, urina, suor e mucosas, onde o receptor final

sdo os corpos d'agua, o que gera impactos ambientais, seja na alteracdo da

fisiologia ou na reprodugdo dos organismos aquaticos, por exemplo. Nesse

sentido, surge a ecotoxicologia como um mecanismo de biomonitoramento e

avaliacao dos efeitos agudos e cronicos de substancias, sejam elas naturais ou

sintéticas, sobre os organismos, além de ser considerada uma importante

ferramenta para o desenvolvimento de solu¢des para a problematica ambiental
(Magalhaes e Filho, 2008).

Os testes ecotoxicolégicos podem ser utilizados tanto para avaliar o
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potencial toxico de uma substancia, quanto para a determinacdo dos impactos
gue esta pode causar aos organismos e ao ambiente, bem como ser instrumento
de controle ambiental, estabelecendo limites e critérios para o lancamento de
agentes toxicos (Magalhaes; Filho, 2008). Os microcrustaceos, sobretudo os
cladoceros, sdo vastamente utilizados como bioindicadores em testes
ecotoxicolégicos devido a suas caracteristicas tais como: baixo limite de
tolerancia ecoldgica; alteracdo fisiolégica, morfolégica ou comportamental
guando expostos a agentes contaminantes ou poluentes; facilidade de cultivo em
laboratorio; habitos alimentares conhecidos; uniformidade populacional; entre
outras (Magalhaes; Filho, 2008).

De acordo com o Ministério da Saude (Brasil, 2023), a hipertensédo é uma
doenca crbnica e genética causada pelo aumento da pressdo sanguinea nas
artérias, sendo este um dos fatores que podem desencadear acidente vascular
cerebral, aneurisma, infarto, insuficiéncia renal e cardiaca, além de causar cerca
de 388 mortes por dia. Para o tratamento da hipertenséo, o maleato de enalapril
€ um dos medicamentos mais vendidos no Brasil, estando na décima oitava
posicdo, com cerca de 50 milhdes de vendas em 2022 (SCMED, 2023), além de
ser disponibilizado pelo Sistema Unico de Saude (SUS) através da farméacia
popular.

O maleato de enalapril faz parte da classe dos inibidores da enzima
conversora da angiotensina (IECA), sendo responsavel pela transformacao da
angiotensina | em angiotensina Il, que ao ser metabolizada no organismo,
promove a dilatagdo dos vasos sanguineos e aumenta a producdo de horménios
gue regulam o sodio e potassio do sangue e horménios antidiuréticos (Souza,
2011). O banco de dados Pubchem, da National Center for Biotechnology
Information (NCBI, 2023), traz o valor da solubilidade do maleato em enalapril de
25 mg/L, sendo esta a forma comercializada por ser mais sollivel em agua do
que na forma de enalapril.

Diante deste contexto, este estudo teve como objetivo principal avaliar os

efeitos letais utilizando dois organismos-teste (Figura 2) de agua doce, a Daphnia
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similis e Ceriodaphnia silvestrii ao farmaco maleato de enalapril.

Figura 2 - Organismos-teste Ceriodaphnia silvestrii e Daphnia similis,
respectivamente.

Fonte: ABNT, NBR 13373/2022 e NBR 12713/2022, respectivamente.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Analisar a sensibilidade dos organismos-teste Daphnia similis e
Ceriodaphnia silvestrii expostas ao farmaco maleato de enalapril por meio

de ensaios de toxicidade aguda.

2.2. Objetivo especifico

e Determinar o valor da CEso (24h) e (48h) “concentracdo efetiva
média” para os organismos-teste Daphnia similis e Ceriodaphnia
silvestrii expostos ao maleato de enalapril, através dos testes de
toxicidade aguda.

e Determinar a faixa de sensibilidade do organismo-teste Daphnia
similis ao cloreto de sddio (carta controle), por meio de testes de
toxicidade aguda.

e Determinar a faixa de sensibilidade do organismo-teste
Ceriodaphnia silvestrii ao cloreto de sddio (carta controle), por meio

de testes de toxicidade aguda.
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3. METODOLOGIA
3.1. Estudos ecotoxicologicos

3.1.1. Cultivo e manutencao dos organismos

Os exemplares iniciais dos organismos-teste Daphnia similis e
Ceriodaphnia silvestrii, assim como os da alga Raphidocelis subcapitata, foram
obtidos do Laboratério de Ecotoxicologia e Ecofisiologia de Organismos
Aquaticos do Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada, da Universidade
de Sédo Paulo (CHREA-USP). As culturas de R. subcapitata, D. similis e C.
silvestrii foram mantidas rotineiramente no laboratério do Grupo de Estudos de
Ecossistemas Aquaticos: com Enfase em Ecotoxicologia Aplicada (GEEA), da
Universidade Federal de Sergipe - UFS, Brasil (Sisgen n°. A9B14C8; n°
ACBB97A).

3.1.2. Raphidocelis subcapitata

O cultivo da alga R. subcapitata foi realizado de acordo com a norma
ABNT NBR 12648/2023, onde ap6s o preparo da solucdo em condicbes
assépticas, o meio L.C. Oligo foi autoclavado a 121 °C durante 15 minutos. O
inoculo liquido da R. subcapitata foi adicionado ao meio de cultivo, sendo
incubado durante sete dias até atingir a fase exponencial de crescimento nas
seguintes condi¢ces: temperatura de 24 + 2°C; sob agitacdo por aeracao

constante; e luminosidade de 4500 lux continua.

3.1.3. Ceriodaphnia silvestrii e Daphnia similis
Os organismos-teste C. silvestrii e D.similis foram mantidos em salas
climatizadas e de acordo com as normas da ABNT, NBR 13373/2022 e NBR
12713/2022, respectivamente, foram mantidas e monitoradas as seguintes
condi¢cbes: agua reconstituida com dureza entre 40 e 48 mg/L de CaCO, pH de
7,0 a 7,6; temperatura de 24 + 2 °C; fotoperiodo de 12 horas de claro/escuro. As

trocas da agua de manutencédo das culturas foram realizadas trés vezes por
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semana, em dias alternados, de forma que para C. silvestrii foram dispostos 70
individuos por litro de agua no cristalizador, enquanto para D.similis foram
mantidas em recipientes com capacidade de 2,0 L com média de 40 individuos.
Para a alimentacéo das culturas, foi utilizado a alga R. subcaptata, na fase
de crescimento exponencial, partindo-se da concentracdo de 1 a 5*10° células
por organismo. Além disso, também foi adicionado 1 ml de Vitormonio® para
cada litro de agua de manutencao, tal alimento € um composto preparado
misturando-se 5 g de racéo de peixe em 1000 ml de agua processada, e mantido
em aeracao constante por 7 dias. S&o adicionadas duas gotas por litro da
vitamina Fishtamim®. Tanto a alga, quanto os alimentos complementares sdo

administrados trés vezes por semana em dias alternados.

3.2. Bioensaios

3.2.1. Testes de sensibilidade (carta controle)

Os testes de sensibilidades foram realizados com o objetivo de avaliar as
condicbes fisiologicas dos organismos, isto €, verificar se estes estavam
adequados, para serem utilizados nos testes toxicolégicos. O teste foi realizado
mensalmente, com a substancia de referéncia cloreto de sédio (NaCl) de acordo
com o seguinte procedimento: prepara-se a solucao estoque a partir da diluicéo
de 10g de NaCl dissolvida em 1L de agua destilada e a partir dessa solucéo, faz-
se diluicbes seriadas com a agua de cultivo dos organismos, chegando assim
em cinco concentragdes variando de 200 mg/L a 2200 mg/L de NaCl para C.
silvestrii e de 500 mg/L a 8000 mg/L de NaCl para D.similis. Foram adicionados
vinte neonatos de cada organismo, com idade entre 6h e 24h, distribuidos em
quatro réplicas contendo 10 mL de cada concentracdo, além do controle. A
contagem dos individuos iméveis ou mortos deu-se apos 48h do inicio do teste.
O valor da CEs048h foi determinado pelo método estatistico Trimmed Spearman-
Karber (Hamilton et al., 1977). Todos os procedimentos seguiram as normas da
ABNT, NBR 13373/2022 para C. silvestrii e NBR 12713/2022 para D.similis.
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3.2.2. Farmaco e Solucdo-teste
O maleato de enalapril utilizado foi obtido comercialmente em farmécia de
manipulagdo (CAS numero 76095-16-4, pureza = 99%). Para o preparo da
solucao estoque foi pesado em balanga analitica a massa de 200 mg do maleato
de enalapril e dissolvido em 100 mL de agua destilada, ficando com uma
concentracdo de 2000 mg/L. Todas as solucdes-teste partiram de diluicdes
seriadas da solucado estoque, resultando nas concentracgées finais de 100, 150,
200, 250 e 300 mg/L. No total, foram realizados trés testes definitivos de
toxicidade aguda com cada organismo, onde em todos a preparacdo da solugao
estoque, da solucéo-teste e os valores das concentracfes nominais foram

mantidas como descritas acima.

3.2.3. Teste de toxicidade aguda com C. silvestrii e D. Similis

Para determinar a Concentracéo Efetiva Média (CEso24h) e (CEs048h) do
farmaco em questéo, que causa letalidade aos organismos-teste C. silvestrii e
D.similis, foram realizados testes de toxicidade aguda, seguindo a metodologia
descrita nas normas ABNT NBR 12713/2022 . Foram realizados trés testes para
cada organismo, nas condi¢des de temperatura de 24+2 °C, em fotoperiodo de
12 horas claro/escuro. Utilizou-se neonatos com idade entre 6h e 24h, advindos
de culturas entre 8 e 21 dias de vida. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur,
cinco neonatos foram adicionados em cada copo plastico atoxico contendo 10
mL da solucdo-teste de maleato de enalapril, havendo quatro réplicas para cada
concentracdo, bem como para o controle (apenas agua de cultivo), totalizando
assim 20 neonatos por concentracdo e 120 neonatos por teste. A duracdo dos
testes foi de 24h e 48h, sendo feita a contagem dos individuos sem mobilidade

ou mortos em cada copo apds esses periodos.

3.2.4. Tratamento estatistico e analise dos resultados
Os valores para a CEs024h e CE e CEs048h foram definidos através do

método estatistico de Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977), e os
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valores de CEs048h classificados de acordo com a Passino e Smith Classification
(PSC), (Passino; Smith,1987), como na Tabela 1 a seguir:

Tabela 1. Método de classificacdo para os valores de CEso, (48h).

Classificagdo PSC para CE«48h

CE«<0,1 mg/L Extremamente téxico
0,1<CEs<1mg/L Altamente toxico

1 <CE«<10 mg/L Moderadamente téxico
10 <CE«<100 mg/L Levemente toxico
100<CE«<1000 mg/L Praticamente inofensivo
CE«>1000 mg/L Relativamente inofensivo

Fonte: Adaptacdo de Passino; Smith,1987.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Testes de sensibilidade

A partir dos testes de sensibilidade com exposicdo a substancia de
referéncia cloreto de soédio, determinou-se a faixa de sensibilidade dos
organismos D. similis e C. silvestrii, como disposto nas Figuras 3 e 4,
respectivamente, abaixo. O valor médio da CEso48h para C. silvestrii calculado
foi de 1008,9 mg/L com limite inferior de 644,31 mg/L e limite superior de 1373,54
mg/l. Para D. similis, valor médio da CEso48h foi de 2055,1 mg/L com limite
inferior de 1039,75 mg/L e limite superior de 3070,38 mg/L. Os resultados
indicam que ambos os organismos-teste estavam em condi¢fes fisioldgicas

adequadas para serem utilizados nos testes de toxicidade aguda.

10
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Figura 3. Resultado dos testes de sensibilidade para Daphnia similis ao NaCl.
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Figura 4. Resultado dos testes de sensibilidade para Ceriodaphnia silvestrii ao NaCl.
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Fonte: a autora, 2023.

4.2. Testes de toxicidade aguda com o farmaco

O Quadro 1 a seguir descreve o percentual médio de organismo iméveis

11
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ou mortos ao longo dos trés testes de toxicidade aguda, expostos as diferentes

concentracfes de maleato de enalapril em 24 e 48h.

Quadro 1. Percentual médio de imobilidade/mortalidade dos organismos expostos ao

Maleato de Enalapril obtidos de trés testes realizados.

Percentual médio de Percentual médio de
imobilidade/mortalidade em | imobilidade/mortalidade em
24h (%) 48h (%)
Con‘centra(;ao C.silvestrii D. similis C. silvestrii D. similis
nominal (mg/L)
Controle 0 0 2 0
100 2 5 13 18
150 5 17 25 63
200 63 93 75 100
250 100 100 100 100
300 100 100 100 100

Fonte: a autora, 2023.

Como é possivel observar no Quadro 1, a partir da concentracdo de
200mg/L, mais de 50% dos organismos sofreram os efeitos de imobilidade ou
mortalidade causados pelo farmaco, indicando que o valor da CEsoficara préximo
a esse valor. As concentragfes de 250 e 300 mg/L foram nocivas a ambos.

A tabela 3 a seguir, apresenta o resultado para os valores de CEso em 24
e 48 horas, juntamente com a faixa de sensibilidade, o coeficiente de variacao e

o desvio padrao, para os organismos-teste.

Tabela 2. Resultado da CEspo em 24 e 48 horas e faixa de sensibilidade da C. silvestrii e

D. similis expostos ao maleato de enalapril.

Duracéo (H) CEso (mg/L) Coeficiente de
. Variacéao (CV)
Organismo- ~ . . =
teste Concentracéao Faixa de Desvio Padréao
minima e maxima sensibilidade (DP)
(mg/L) (mg/L)
Ceriodaphnia 24 187,22 5,45%
silvestrii 100 - 300 166,81 - 207,63 10,2

12
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48 170,15 7,26%
100 - 300 145,45 - 194,33 12,3
24 167,39 3,22%
Daphnia 100 - 300 156,60 - 178,18 54
similis 48 126,71 18,31%
100 - 300 80,31 -173,11 23,2

Fonte: a autora, 2023.

O organismo D. similis apresentou maior sensibilidade ao farmaco com
uma CEs048 de 126,71 mg/l, e com o maior coeficiente de variacdo, de 18,31%,
enquanto o CEs048h da C. silvestrii foi de 170,15 mg/L com um CV de 7,26%.
Os resultados obtidos para CEs048 foram entre 100 e 200 mg/L para ambos os
organismos-teste, onde conforme a categorizacdo estabelecida pela PSC na
Tabela 2, os valores situados na faixa de 100 a 1000 mg/L sdo associados a uma
toxicidade essencialmente inofensiva.

Buscas na literatura demonstram que o maleato de enalapril ndo é
facilmente encontrado em estacdes de tratamento de esgoto (Caminada et al,
2023; Alves et al, 2022; Souza et al, 2020; Floripes et al, 2018; Lima et al, 2017),
estando provavelmente em baixas concentracfes de dificil deteccdo. Entretanto,
impactos ambientais aos organismos aquaticos podem estar associados ao
farmaco de maneira cronica, isto €, exposicdo a baixas concentracdes que
podem causar efeitos deletérios quanto a reproducdo, dismorfismo sexual,
comportamento e fisiologia, bem como participagdo em formacdo de
subprodutos quando em contato com outros compostos.

Considerando a escassez de informacdes, sendo este trabalho pioneiro
quanto a toxicidade do maleato de enalapril, faz-se necessario a realizacdo de
novos testes com outras espécies para determinar uma possivel relagdo dos
resultados com o mecanismo de acao dos inibidores da enzima conversora da
angiotensina (IECA).

Testes de toxicidade aguda com o maleato de enalapril para o

organismos-teste Chironomus sancticaroli também foram realizados no mesmo

13
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laboratério da presente pesquisa, obtendo o valor da CLs096h de 132,2 mg/L
com faixa de sensibilidade de 108,99 mg/L a 155,45 mg/L, semelhante aos

organimos-teste cladéceros.

5. CONCLUSAO

A faixa de sensibilidade registrada nos testes agudos classifica 0 maleato
de enalapril como praticamente inofensivo aos organismos-teste avaliados.
Entretanto, a possibilidade de o farmaco gerar impactos negativos aos
organismos aquaticos e ao meio ambiente ndo pode ser descartada ja que nao
h& informacdes sobre a toxicidade em baixas concentragdes ou quanto a sua
contribuicdo para a formacdo de subprodutos. Sendo, portanto, necessario a
continuacéo do desenvolvimento de pesquisas acerca do tema.

Considerando os objetivos propostos, conclui-se que foi determinada a
concentracdo efetiva do maleato de enalapril para os organismos-teste, bem
como a sua faixa de sensibilidade e a classificacdo da toxicidade. Destaca-se a
relevancia do presente estudo como pioneiro para a determinacédo da toxicidade
do objeto de estuco, bem como para a determina¢do dos impactos dos farmacos

aos ecossistemas aquaticos.

6. PERSPECTIVAS DE FUTUROS TRABALHOS

Para estudos futuros, tendo em vista uma melhor compreensédo dos
efeitos ecoldgicos do maleato de enalapril para os organismos, faz-se necessario
alguns aprofundamentos, como: a analise cromatografica do maleato de
enalapril para obtencéo do tempo de degradacdo do composto; testes cronicos
para identificacdo dos efeitos aos organismos em baixas concentragcdes em um
longo periodo de exposi¢éo; bioensaios com farmacos com 0 mesmo mecanismo
de acdo para identificar possivel relacdo; e testes agudos e cronicos com a
juncdo do maleato de enalapril com outros farmacos para analisar a combinagéo

de compostos e a formacdo de subprodutos. A metodologia utilizada para o
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maleato de enalapril, bem como os bioensaios citados acima, pode ser aplicada

a outros farmacos.
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