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RESUMO

A Comissao da Unido Européia e o comité cientifico de toxicologia, ecotoxicologia e ambiente, identificaram,
a necessidade da obtengdo de dados sobre os efeitos dos farmacos no ambiente. Estes compostos e seus
metabolitos sdo introduzidos no ambiente, pelo esgoto em quantidades que superam 100 toneladas/ano. A literatura
cientifica comenta que a presenca de farmacos no ambiente é, geralmente, pequena quando comparada a outros produtos
quimicos. No entanto, a alta persisténcia de varios destes compostos e sua continua reposicdo aumentam o risco de
exposicdo cronica para 0s organismos aquaticos, como também para os humanos. Um destes compostos, o
Hidrocloridrato de Fluoxetina, medicamento bastante utilizado no tratamento da ansiedade, distdrbios de
comportamento, obesidade e bulemia nervosa, tem sido reportado como causador de distirbios em organismos
aquaticos. Os resultados obtidos demonstraram que o farmaco em estudo foi parcialmente degradado pelos
organismos no sistema teste com uma remocao aproximada de 27%. Os ensaios toxicoldgicos indicaram que
os farmacos apresentam toxicidades diferentes entre as formulacdes estudadas. A avaliacdo da toxicidade das
amostras geradas pelo sistema de respirometria apresentaram uma reducdo na toxicidade, a medida que a
biodegradacéo se processa. Os ensaios indicam uma possivel acumulagdo ambiental com consequéncias
prejudiciais aos organismos aquéticos.

PALAVRAS-CHAVE: Biodegradacdo, Fluoxetina, Toxicidade-testes, Respirometria-testes, Drogas.

INTRODUCAO

A Comisséo da Unido Européia e o comité cientifico de toxicologia, ecotoxicologia e ambiente em 1990,
identificaram, a necessidade da obtengdo de dados sobre os efeitos dos farmacos no ambiente. Foi
demonstrado que alguns farmacos sdo comercializados em grandes quantidades no mundo em proporcoes
maiores que 100 toneladas/ano sendo que em muitos casos estes sdo utilizados de forma indiscriminada.

Pesquisas foram realizadas tendo como objetivo avaliar a presenca destes compostos no ambiente e 0s
resultados mostram mais de 100 diferentes compostos farmacéuticos em aguas superficiais, em diferentes
partes do mundo, tendo sido detectados em concentracdes de ppb e ppt (SANDERSON et al.; 2003).

Estes compostos e seus metabdlitos sdo, predominantemente, introduzidos no ambiente, através do efluente
proveniente de esgoto sanitario, agravado pelo fato que, na pratica, a maioria das pessoas dispde os farmacos
ndo utilizados nos sistemas domiciliares de esgoto (JONES et al., 2001).

A literatura cientifica comenta que a presenca de farmacos no ambiente é, geralmente, pequena quando
comparada a outros produtos quimicos. No entanto a alta persisténcia de vérios destes compostos e sua
continua reposi¢do aumentam o risco de exposi¢ao cronica para 0S organismos aquaticos como também para
0s humanos (DAUGHTON,1999 e TERNES, 2001). Um destes compostos, Hidrocloridrato de Fluoxetina,
medicamento bastante utilizado no tratamento da ansiedade, distlrbios de comportamento, obesidade e
bulemia nervosa, tem sido reportado como um causador de distdrbios em organismos aquéaticos (BROOKS et
al., 2002).
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar a biodegradagdo do Hidrocloridrato de Fluoxetina por meio de
ensaio de respirometria em sistema fechado e realizar ensaios de toxicidade aguda em organismos teste.

MATERIAIS E METODOS

Quimico

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados o Hidrocloridrato de Fluoxetina puro CAS 56296-78-7
adquirido através da Sigma com grau de pureza de >90% utilizado como padrdo para as analises
cromatograficas e toxicidade, e nas formulagGes comerciais: capsula de 20mg (cx.c/28 comprimidos). Cada
capsula contem: cloridrato de fluoxetina 22,36 mg, equivalente a 20mg de fluoxetina. Excipientes: amido em
p6 e amido em pd com 5% de silicone g.s.p.(quantidade suficiente para) e medicamento genérico contendo
cloridrato de Fluoxetina 22,85mg equivalente a 20mg de fluoxetina. Excipientes: amido de milho e dleo
vegetal hidrogenado g.s.p. utilizados nos ensaios de respirometria e toxicidade. A Figura 1 apresenta a formula
estrutural do Hidrocloridrato de Fluoxetina.

Figura 1 Hidrocloridrato de fluoxetina.(Fonte:Internet- www.scielo.br)
Todos os reagentes utilizados para a realiza¢do dos ensaios foram adquiridos no mercado local.

Avaliacgéo do potencial de biodegradacao do farmaco por meio do modelo de relacdo quantitativa entre
estrutura e atividade (Q’SARS).

O potencial de biodegradagdo do Hidrocloridrato de Fluoxetina foi avaliado pelo programa de modelagem
Q’SARS utilizado pela U.S. Environmental Protection Agency (USEPA).

Dosagem do Hidrocloridrato de Fluoxetina

O Hidrocloridrato de Fluoxetina, aplicado nos testes de respirometria e toxicidade, foram dosados respeitando
o coeficiente de solubilidade (Cs=5mg/L). As concentracdes utilizadas para a realizagdo dos ensaios foram de
250 a 15ug/mL, onde foi avaliada a capacidade de remocdo do composto pelo sistema teste. A melhor
condicdo em relagdo dose do farmaco e crescimento microbiano foi determinada através de microdiluic6es
seriadas em placa de Elisa, incubadas por 48 horas a 28°C.

Biodegradacéo do Hidrocloridrato de fluoxetina, por ensaio de respirometria

Os ensaios de respirometria foram realizados baseado no Teste Gledhill-modificado,1988-(IBAMA) onde o
farmaco foi dissolvido em meio minimo Tabela 1, e transferido para frascos de 50 mL e incubados a 28°C sob
agitagcdo 110 RPM durante um periodo de 28 dias.

A anélise quantitativa, do processo de biodegradacdo foi realizada pelo método HPLC/UV (USP, Ed.29,
p.940, 2006) por Cromatografia liquida de alta eficiéncia em sistema cromatografico LC-DAD Alliance
Waters em coluna NovaPak C-8, fase mdvel Acetonitrila/Trietilamina 0,07M (pH = 6, com H3PO,) deteccdo
230 nm. A avaliagdo do processo de biodegradacéo foi feita contra uma curva de calibragdo nas concentracfes
de 2 a 200 pg/ml.
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Tabela 1 — Composicdo do meio minimo

Reagentes Quantidade
Nitrato de sddio (NaNO3) 3,09
Fosfato diacido de potassio (KH,POy) 1,0g
Sulfato de magnésio (MgSQ,) 0,59
Sulfato ferroso (FeSQO,) 0,01g
Agua destilada g.s.p. 1000 ml

Avaliacéo do desenvolvimento microbiano durante o ensaio de respirometria.

A avaliagdo do desenvolvimento microbiano durante os ensaios de respirofetria foi realizada por
plagueamento das amostras geradas durante o processo em meio PCA por um periodo de incubagdo de 24
horas a 28°C.

Avaliacéo da toxicidade do Hidrocloridrato de fluoxetina, por organismos-teste.

Os testes de toxicidade aguda foram realizados com a bactéria marinha Vibrio fischeri, método NBR 15411-2,
ABNT, 2006. Tendo como parametros de avaliacdo a perda da bioluminescéncia EC50 em um periodo de 15
minutos. As solu¢des do farmaco foram preparadas dissolvendo o farmaco em um volume especificado de
agua milliQ. Para a realizacdo dos ensaios foram utilizados o farmaco na forma pura, comercial e formulagédo
genérica contendo 20 mg do principio ativo/capsula.

Local de realizacdo dos experimentos

As etapas da pesquisa proposta foram desenvolvidas na Divisdo de Microbiologia do CPQBA/UNICAMP,
Laboratério de Saneamento e Ambiente (FEC/UNICAMP) e IPEN/USP) onde foram conduzidos os ensaios de
toxicidade aguda

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo do potencial de biodegradacdo do Hidrocloridrato de Fluoxetina através do modelo de
relacdo quantitativa entre estrutura e atividade (Q SARS).

O potencial de biodegradacéo do Hidrocloridrato de Fluoxetina foi avaliado pelo programa de modelagem Q-
SARS utilizado pela U.S. Environmental Protection Agency (USEPA). Segundo este modelo, o fator de
bioacumulagdo (FBC = 2,4) do Hidrocloridrato de Fluoxetina em organismos aquaticos € baixo. O
comportamento deste farmaco em estacdes de tratamento de efluentes apresenta uma remocéo total de 32,4%
sendo que 67,6% podem ser encontrados no efluente do tratamento e apenas 0,34% do total é degradado pelo
processo. Uma pequena parcela 13,3% pode ser encontrada aderida ao lodo. O modelo de fugacidade previsto
pelo programa aponta que cerca de 11% desta molécula pode ser encontrada dispersa na agua e 84% no solo
com uma meia-vida de 2 meses. Este programa tem sido extensivamente utilizado e validado por diversos
pesquisadores em seus trabalhos (MOORE et al., 2003; SANDERSON et al., 2004).

Avaliacdo da biodegradacdo do Hidrocloridrato de fluoxetina, por ensaio de respirometria e
guantificacéo através de CLAE(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).

Através da analise quantitativa utilizando a cromatografia (CLAE), foi possivel avaliar a evolugdo do consumo
do farmaco, pelos microrganismos durante o periodo de ensaio (28 dias), conforme demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Consumo do Hidrocloridrato de Fluoxetina, pelos microrganismos durante o ensaio de
respirometria. Concentracdo ug/mL.

Amostra Concentragdo Concentracdo pg/mL/dias %
inicial remocao
(ug/mL) 1 6 13 21 28
1 200 214,49 204,55 195,00 155,83 203,02 27,35
2 125 140,55 127,87 119,22 129,70 129,01 7,72
3 62,5 74,07 73,63 61,28 72,20 69,82 2,52
4 31,25 33,93 35,33 32,52 32,47 33,69 4,30
5 15,62 16,33 15,96 15,05 15,27 14,63 6,49

Pode-se observar pelos resultados apresentados na Tabela 2 que o fa&rmaco em estudo apresentou uma
degradacéo variavel dependendo da concentracdo inicial utilizada. Os melhores resultados foram observados
em concentragdes de 200 pg/ml com reducdo aproximada de 27%. Concentragfes mais baixas demonstram
uma pequena utilizacdo do composto com remogdo média de 4,2%. Os resultados estdo de acordo com o que
foi predito pelo modelo de relagdo quantitativa entre estrutura e atividade (Q’SARS), onde se prevé uma
degradacdo em torno de 32%.

Os valores iniciais observados na Tabela 2, no primeiro dia do ensaio, sdo decorrentes da formulacdo
comercial utilizada na realizacdo dos ensaios. Estas andlises foram realizadas para confirmagdo da quantidade
do principio-ativo presentes nas formulagdes comerciais.

Com os dados da Tabela 2 foram obtidas as curvas da Figura 2, onde pode ser observado o processo de
biodegradacéo. Nota-se que a partir do 21° dia de ensaio as concentragdes do fArmaco ndo sofrem alteracdes
significativas até o 28° dia, 0 que demonstra que o processo de biodegradacao pode ter atingido o equilibrio. O
ensaio ndo foi submetido a um periodo mais prolongado devido ao embasamento do método utilizado que
prevé o ensaio por um periodo méaximo de 28 dias para a avaliagdo da biodegradacéo.
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Figura 2 — Avaliacdo da biodegradacédo do hidrocloridrato de fluoxetina durante o periodo de 28 dias
do ensaio respirométrico.

Avaliagéo do desenvolvimento microbiano durante o ensaio de respirometria.

A avaliacdo do processo de biodegradacdo do farmaco indicou que durante o ensaio ocorreu uma diminuicdo
gradativa dos microrganismos do meio medidos por plaqueamento em meio sélido, expressos em UFC
(Unidade formadora de colénias). Durante este processo pode ser observado uma variacdo na sucessdo de
coldnias microbianas. Os resultados indicam uma possivel toxicidade do composto utilizado nos
microrganismos ou estes ndo foram capazes de utilizar o fArmaco como fonte de carbono e energia durante o
processo.
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Os resultados da contagem das coldnias (UFC) estdo colocados nos dados da Tabela 3 e na Figuras 3 que
ilustra as observacdes realizadas na variedade de col6nias durante o periodo experimental.

Tabela 3 — Desenvolvimento microbiano durante o ensaio de respirometria. UFC/dia

Concentracao Unidades formadoras de colonia (UFC)/Dias
inicial (ug/L) 1 6 13 21 28
200 6,6x10° 4,6x10° 1,2x10° 1,3x10° 1,1x10°
125 5,7x10° 3,1x10° 1,3x10° 0,8x10® 1,9x10°8
62,5 4,8x10° 1,5x10° 1,2x10° 0,5x10® 2,2x108
31,25 7,6x10° 1,8x10° 1,0x10° 0,4x10° 0,4x10°
15,62 3,1x10° 7,7x10° 0,4x10° 0,1x10° 0,1x10°

Figura 3 — llustragdo da diversidade microbiana observada durante o periodo do ensaio de respirometria. 1 =
125 pg/L, diluicdo: 10°®, leitura em 21/07/08; 2 = 125 pg/L, diluicdo: 107, leitura em 21/07/08.

Avaliacéo da toxicidade do Hidrocloridrato de fluoxetina.

Foi realizado teste preliminar para a avaliacdo da toxicidade do farmaco Hidrocloridrato de fluoxetina,
utilizando-se amostras na forma comercial e medicamento genérico, na concentracdo de 200ug/ml, cada
amostra e constituem os ensaios 01 e 02, respectivamente. Os resultados destes ensaios podem ser visualizados

nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 — Ensaio 01 - Teste de toxicidade utilizando Vibrio fischeri — amostra: forma comercial

Diluicdes Controle 10,23% 20,47% 40,95% 81,90%
Concentracdes mg/l Zero 20,47 40,95 81,90 163,8
Iy 95 99 93 89 89
lis 95 82 60 24 05

Resultado: CE50 — 47,74% (35,13 — 64,87) — 95,48 ppm (70,26 — 129, 74ppm)

Tabela 5 — Ensaio 02 - Teste de toxicidade utilizando Vibrio fischeri — amostra: Medicamento genérico.

Diluictes Controle 10,23% 20,47% 40,95% 81,90%
Concentragbes mg/Il Zero 20,47 40,95 81,90 163,8
ly 96 99 99 94 96
lis 94 75 60 20 0,1

Resultado: CE50 — 37,76% (6,50 — 219,41) — 75,52 ppm (13,00 — n.d. ppm)

O valor mais adequado seria 40,95<CE50<81,90.

Assumindo uma luminescéncia na ultima concentragdo igual 0,1. Os resultados obtidos indicam que os farmacos
analisados apresentam toxicidade aos organismos teste nas concentragfes utilizadas, sendo que o farmaco na forma de
apresentacdo “genérica” demonstrou ser mais toxico.

Através da consulta no bulario, de cada uma das formas farmacéuticas, constatou-se diferenca na formulacao
quanto a composi¢do dos excipientes, sendo a forma comercial constituida por amido em p6 e amido em po
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com 5% de silicone q.s.p e a forma genérica constituida de amido de milho e 6leo vegetal hidrogenado g.s.p.
As diferengas apresentadas quanto a toxicidade pode estar baseada nesta variedade de excipientes apresentada
pelas formas farmacéuticas distintas. CARLSOON et al, 2005 e CARLSOON et al, 20053, avaliaram em seus
trabalhos os riscos associados aos excipientes contidos nos farmacos e que 0s mesmos podem apresentar
efeitos tdxicos em varios organismos.

Posteriormente o ensaio foi realizado utilizando amostras geradas pelo sistema de respirometria, As solucGes
foram preparadas dissolvendo uma quantidade conhecida do composto, conforme resultados obtidos nas
analises de CLAE e amostra do hidrocloridrato de fluoxetina, com grau de pureza > 90%, na concentracdo
inicial 200 pg/mL, solucéo-estoque, e procedendo as dilui¢cBes conforme NBR 15411-2, ABNT, 2006a. Esses
testes correspondem aos ensaios 03 a 07 apresentados nas Tabelas 6 a 10 respectivamente.

Tabela 6 - Ensaio 03 - Farmaco comercial - 214,49ug/ml — amostra 16/07/2008.

Diluicdes Controle 5,11% 10,23% 20,47% 40,95%
Concentrac6es pg/ml Zero 10,96 21,94 43,91 87,83
lo 97 75 87 85 84
li5 84 54 46 27 08
Resultado: CE50 — 28,50% (23,81 -34,11) — 61,13 ppm (51,07 — 73,16 ppm)
Tabela 7 - Ensaio 04 - Farmaco comercial - 204,55ug/ml — amostra 21/07/2008.
Diluicbes Controle 5,11% 10,23% 20,47% 40,95%
Concentrac6es pg/ml Zero 10,45 20,92 41,87 83,76
lo 81 78 82 76 72
li5 55 45 42 26 08
Resultado: CE50 — 35,84% (24,83 — 51,74) — 73,31 ppm (50,79 — 105,83 ppm)
Tabela 8 - Ensaio 05 - Farmaco comercial - 195ug/ml — amostra 28/07/2008.
Diluices Controle 5,11% 10,23% 20,47% 40,95%
Concentracdes pg/ml Zero 9,96 19,95 39,92 79,85
Iy 89 84 79 84 82
li5 58 49 42 35 16
Resultado: CE50 - 50,79% (38,59 — 66,84) — 99,04 ppm (75,25 — 130,34 ppm)
Tabela 9 - Ensaio 06 - Farmaco comercial - 155,83ug/ml — amostra 05/08/2008.
Diluigdes Controle 5,11% 10,23% 20,47% 40,95%
Concentragdes pg/ml Zero 7,96 15,94 31,90 63,81
Iy 109 98 97 77 74
li5 110 98 89 56 23

Resultado: CE50 — 40,92% (30,08 — 55,67) — 63,77 ppm (46,87 — 86,75 ppm)

Tabela 10- Ensaio 07 - Hidrocloridrato de Fluoxetina CAS 56296-78-7 adquirido através da Sigma com grau
de pureza de >90% - 200pg/mL.

Diluicbes Controle 511% 10,23% 20,47% 40,95%
Concentragdes pg/ml Zero 10,22 20,46 40,94 81,90
Iy 101 93 96 99 99
li5 112 100 101 85 35

Resultado: CE50 — 66,24% (39,05 — 112,37) — 132,48 ppm (78,10 — 224,74 ppm)

O teste de toxicidade com a bactéria Vibrio fischeri, evidenciou ndo apenas a toxicidade do hidrocloridrato de
fluoxetina e a diminuicédo desta frente ao processo de biodegradagéo (ensaio de respirometria), mas também, o
problema inerente ao tipo de excipiente utilizado nas varias formas farmacéuticas.

Os compostos analisados apresentaram toxicidades diferentes, sendo o medicamento genérico mais toxico que
a forma comercial e o farmaco puro (teor < 90%) que apresentou a menor toxicidade, visualizados nas Tabelas
06 a 10 e ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 — Ensaio de toxicidade aguda (Vibrio fischeri) avaliando o hidrocloridrato de fluoxetina puro,
formulacdo comercial e amostras provenientes da respirometria.

CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

O sistema de respirometria demonstrou que o farmaco em estudo foi parcialmente degradado pelos organismos
no sistema teste com uma remocéo aproximada de 27%.

Os ensaios toxicoldgicos preliminares indicaram que os farmacos apresentam toxicidades diferentes entre as
formulacdes estudadas, sugerindo que a forte interferéncia na formulacdo do composto responsavel pela
toxicidade apresentada é quanto ao excipiente utilizado.

A avaliagdo da toxicidade das amostras geradas pelo sistema de respirometria indica uma diminuicdo da
toxicidade a medida que a biodegradagdo se processa, no entanto o residual ainda apresenta valores
significativos quanto aos possiveis efeitos deletérios aos organismos aquaticos.

O presente estudo procurou, com os dados obtidos, demonstrar a necessidade de novas pesquisas quanto ao
desenvolvimento de processos visando minimizar a presenca destes compostos ou diminuir os efeitos toxicos
que estes apresentam ao ambiente.

Deste modo, reconhece-se que um procedimento padrdo para a avaliagdo do risco ambiental dos farmacos
necessita ser desenvolvido e, deve seguir o esquema geral para os produtos quimicos, onde o uso de relagdes
matematicas entre a estrutura quimica da substancia e sua bioatividade sendo definido de uma maneira
guantitativa (QSAR - Quantitative structure-activity relationships) associado a ensaios de toxicidade.
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